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s plantas medicinais tém suscitado

interesse tanto na sociedade gquanto

na comunidade cientifica ao longo de
séculos. Para muitas comunidades, o conheci-
mento acerca dessas plantas constitui a Unica
ferramenta terapéutica disponivel. Em ambito
nacional, apresentam-se como uma oportuni-
dade promissora para a geracdo de inovagdes
fundamentadas na integragdo entre salde e
ambiente que podem impulsionar o desenvol-
vimento social e econémico. Desse modo,
desempenham um papel estratégico essen-
cial para o complexo econémico e industrial da
saude, contribuindo para o fortalecimento da
nossa industria farmacéutica.

Entretanto, a conversdo dos recursos
provenientes da biodiversidade em solugdes
inovadoras e sustentéveis, capazes de expan-
dir o conjunto de opg¢des terapéuticas dispo-
nibilizadas pelo Sistema Unico de Saude
(SUS), ainda ndo se concretizou plenamente

. - "~ - - B
no Brasil. A discrepancia entre a expectativa

da nossa potencialidade e a realidade do
nosso efetivo desempenho é uma questdo
que permanece em aberto e é particular-
mente relevante e contraditéria em um pais
que tem abundancia em riqueza tanto natu-
ral guanto humana.

Considerando essas premissas, nesta

obra organizada por Raquel e Leonardo,
exploram-se, de maneira abrangente, os

principais aspectos relacionados a pesquisa,
desenvolvimento, inovagdo e produgdo em
plantas medicinais. A sincronia com a revisdo
da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos realizada pelo Instituto de
Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos)
adiciona um componente dinamico, tornan-
do-aumareferéncia oportuna para os interes-
sados em compreender as iniciativas nesse
campo. Dessa forma, este volume traz contri-
buicdes efetivas que ndo apenas enriguecem
o conhecimento existente, mas também se
integram ativamente aos esforgos mais
amplos para aprimorar a utiliza¢do e a promo-
¢do das plantas medicinais no contexto da
saude publica e da pesquisa cientifica.

Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais:

uma abordagem multidisciplinar é uma com-
pilacdo logica, acessivel e coesa dos diferen-
tes saberes associados as plantas medicinais
(tradicional e cientifico), organizados e
sistematizados por métodos racionais (cién-
cia), em diferentes areas do conhecimento
(multidisciplinar), que amplia e atualiza a
compreensao sobre o tema. Trata-se de um
recurso precioso, ancorado em bases sélidas,
e adequado a um publico diversificado, que
inclui leigos, profissionais do setor, pesquisa-
dores e estudantes, tanto de graduagdo
guanto de pés-graduacao.

Jislaine Guilhermino
Diretora da Fiocruz Mato Grosso do Sul
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I Prefacio

Instituto de Tecnologia em Fdrmacos (Farmanguinhos) da Fundagao

Oswaldo Cruz (Fiocruz) conta com alguns departamentos na sua Vice-
Diretoria de Educagio, Pesquisa e Inovagao (VDEPI). Dentre eles, destaco
o Departamento de Produtos Naturais, que tem como drea de exceléncia a
pesquisa e o desenvolvimento de firmacos e medicamentos a partir da biodiver-
sidade brasileira. Farmanguinhos surgiu em meados dos anos 70 para atender
a demanda do Ministério da Satde pelo uso racional de plantas medicinais
por comunidades rurais. Nos seus laboratérios passaram nomes importantes
que colaboraram para consolidar a pesquisa em plantas medicinais no Brasil.
Esses mesmos profissionais incumbiram-se da capacitacio de outros cientistas
que, hoje, continuam produzindo importantes pesquisas em laboratérios de
diversas institui¢oes espalhados pelo pais ¢ pelo mundo. Com base em suas
experiéncias em produtos naturais, alguns deles reuniram seus esforgos para
escrever este livro, que certamente contribuird para a compreensio da cadeia
de producio de fitoterdpicos ou de firmacos oriundos da nossa biodiversidade
em especial.

Entre as diversas contribuicoes jd realizadas, em 2017 o departamento
organizou o curso temdtico sobre cadeia produtiva de plantas medicinais
dentro da II Escola de Inverno de Farmanguinhos e teve uma surpreendente
procura entre estudantes de graduagao e pds-graduacio de instituigdes publicas
e privadas e, também, de profissionais de dentro e de fora da Fiocruz, com
repercussao muito positiva. No curso, foram abordados aspectos histéricos
das plantas medicinais no Brasil, as etapas e as sequéncias da pesquisa ¢ da
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produgio de plantas medicinais, de seus derivados e das substancias isoladas,
no contexto da ciéncia, tecnologia e inovacio.

Virios pedidos de novas edigdes deste curso foram feitos e, com isso, veio
a proposta de registrar seu conteddo no formato de um livro. O material
que o leitor tem em maos foi ampliado para que pudessem ser abordados
mais assuntos e aspectos que nio foram contemplados no curso e, por isso,
além dos pesquisadores da instituigio, outros especialistas foram convidados
a participar deste trabalho.

Assim que eu fui contatado para apoiar a publicagao desta obra, de imediato
abracei a ideia por entender a relevincia da proposta e da contribui¢io que
ela daria para esse segmento da ciéncia no Brasil. Da mesma forma, empresas
congéneres e parceiras também consideraram a proposta bastante relevante e
concordaram em apoiar esta empreitada. Sem o apoio delas, a concretizagao
deste livro teria sido muito mais dificil. Dessa forma, registro aqui meus agra-
decimentos pelo apoio de todos os parceiros.

Todos os profissionais envolvidos entendem que esta obra, mesmo sem
ter o objetivo de ser diddtico, apresenta ao leitor de uma forma relativamente
simples o tema e as disciplinas que compdem a cadeia produtiva em plantas
medicinais. Os autores oferecem importantes aportes a respeito da produgio
de plantas medicinais, da etnobotinica, da quimiossistemdtica e do meta-
bolismo de plantas. Eles abordam, também, o preparo e o beneficiamento
dos extratos; a autenticacdo morfoldgica e genética das espécies vegetais; os
procedimentos gerais e as técnicas envolvidas no isolamento e na caracteri-
zagdo de metabdlitos e suas transformagoes quimicas; a quimica medicinal,
que abre possibilidades de desenvolvimento de novos andlogos de fdrmacos a
partir da biodiversidade; a farmacotécnica em escalas laboratorial e industrial;
o controle da qualidade dos produtos e os estudos nao clinicos e clinicos siste-
matizados; finalizando com a abordagem das formas de protecio do conheci-
mento tradicional.

Com este livro em suas mios, Farmanguinhos cumpre sua missio de
“promover a satide publica por meio da oferta de solugoes integradas e susten-
téveis, gerando e difundindo conhecimentos, inovando e fornecendo medica-
mentos’, propiciando, assim, o acesso a terapias inovadoras no Sistema Unico
de Satde (SUS) e contribuindo com o desenvolvimento da ciéncia, tecnologia
e inovagao. Nosso DNA ¢ o SUS. Desejo uma boa leitura.

Jorge Souza Mendonga

Diretor do Instituto de Tecnologia em Fdrmacos
(Farmanguinhos) da Fundacio Oswaldo Cruz



I Apresentacao

busca de melhores condi¢ées de vida acompanha a humanidade desde

sua origem, incluindo a cura para os diversos males. Nesse contexto,
a natureza que cercava o homem e, principalmente, as plantas tiveram um
papel fundamental. Elas faziam parte de diversas preparagdes, descobertas por
tentativa e erro, ¢ o conhecimento era passado aos descendentes de geracio
a geragdo. Os vegetais, além do seu papel nutricional, ajudavam o homem
no contato com seus deuses, na crenca da aquisi¢ao de forca, nas curas das
doengas, na concepgio de sua prole e na construgao de suas moradias. Cada
sociedade utilizava recursos naturais de que dispunha e, 3 medida que o
homem se espalhava pelo planeta, por migragdes dos némades e, depois, pelas
navegagdes, descobriam-se novas espécies vegetais que apresentavam novos ou
maiores poderes do que os conhecidos (Saad, 2014).

Em tempos mais recentes, o conhecimento sobre as plantas passou a ser
mais organizado, e foram desenvolvidas metodologias de cultivo, identificagao
e beneficiamento. As primeiras cole¢des de plantas medicinais, e sua orga-
niza¢io em familias, surgiram cerca de 3 mil anos a.C., com os sumérios e,
desde entao, o nimero de colegdes cresceu e o conhecimento sobre as plantas
medicinais veio se consolidando (Neuberger, 1970). Em consequéncia do
desenvolvimento da sintese quimica em meados do século XX, o papel tera-
péutico das plantas medicinais foi negligenciado. Contudo, elas sempre foram
utilizadas entre as populagbes menos favorecidas, e atualmente seus usos tém
ganhado protagonismo (Alves, 2013). O desenvolvimento farmacéutico no
mundo todo aconteceu a partir da manipulagio dos produtos naturais de
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plantas medicinais, ou seja, a industria farmacéutica que conhecemos hoje
nasceu do conhecimento das plantas medicinais (Viegas ez a/., 2006). Além
disso, muitos medicamentos sintéticos que encontramos nas prateleiras de
drogarias e farmdcias foram inspirados em metabdlitos vegetais. Em outros
casos, podem apresentar firmacos obtidos por semissinteses que partem de
um precursor obtido de fonte natural (Nicolaou, 2014).

No Brasil, como pode ser visto no primeiro capitulo desta coletinea, o
grande impulso para organizar o conhecimento relativo as plantas medicinais
aconteceu com a chegada da familia imperial portuguesa e os primeiros cien-
tistas da comitiva. As informagoes fornecidas pelas populagoes locais, somadas
as observagoes dos pesquisadores da época, fundaram as bases da nossa litera-
tura especifica da drea (Alves, 2005).

Ao longo das ultimas décadas, obras sobre boténica, atividade terapéutica
e modos de preparo, consumo e armazenamento foram produzidas. Surgiram,
ainda, as publicagées sobre a quimica das plantas medicinais. A medida que
tais publicagbes tornaram-se referéncias, a regulamentacio legal comecou a se
consolidar (Bruhn & Holmstedt, 1981).

O livro Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais: uma abordagem multidisci-
plinar é composto de textos sequenciais que abrangem os conhecimentos cien-
tificos e tradicionais sobre as plantas medicinais com fins terapéuticos, bem
como seus derivados, os fitofdrmacos e os fitoterdpicos. Seus capitulos foram
escritos por profissionais especialistas de diferentes dreas do conhecimento,
com distintas formagoes académicas, como agronomos, bidlogos, biomédicos,
bioquimicos, botinicos, engenheiros quimicos, farmacéuticos, quimicos e
microbiologistas, que contribuiram com um olhar particular sobre o tema
de plantas medicinais e, portanto, oferecem uma abordagem multidisciplinar.

Para um melhor entendimento do assunto, as ciéncias farmacéuticas
definem que todos os medicamentos tém, como ativo, pelo menos um
firmaco. Assim, o fdrmaco é a substincia que apresenta a agdo terapéutica
comprovada, ¢ o medicamento ¢ o produto que o contém como ingrediente
principal, acrescido de excipientes e adjuvantes de formulagio. Contudo,
quando o medicamento obtido de fontes vegetais ¢ uma substincia ativa puri-
ficada, ele é denominado de fitofdrmaco (Brasil, 2018). Por sua vez, quando o
ativo ¢ composto de mais de uma substincia, ele é chamado de fitocomplexo.
A Resolugio da Diretoria Colegiada (RDC) n. 26/2014 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) conceitua um fitoterdpico como o produto
obtido de matéria-prima ativa vegetal, excetuando as substincias isoladas,
com finalidade profildtica, curativa ou paliativa, podendo ser simples (quando
o ativo ¢ proveniente de uma tnica espécie) ou composto (quando se usa mais
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de uma fonte natural para sua produgio). Esse conceito engloba, também, os
medicamentos fitoterdpicos (Brasil, 2014).

Os 16 capitulos que compéem este livro abordam assuntos relacionados
a0 desenvolvimento do tema principal da obra, que sao os diferentes conhe-
cimentos que envolvem as plantas medicinais. Eles foram organizados de
maneira que o leitor tenha uma visao ampla do processo de desenvolvimento
dos insumos vegetais a partir das plantas medicinais, e que a assimilagao deste
conhecimento seja ficil, acessivel, agraddvel e diddtica. Embora nao tenhamos
a pretensao de que esta obra seja um livro diddtico, ela pode constituir um
importante recurso para o aprendizado do tema, visto que retne assuntos
de grande interesse relacionados as plantas medicinais. Os conhecimentos
envolvidos na pesquisa de plantas medicinais e na produgao, caracterizagao,
controle e emprego de ativos vegetais estao apresentados num encadeamento
légico que permitiu a organizacio dos capitulos. Dessa forma, o histdrico das
pesquisas em plantas medicinais no Brasil foi o ponto de largada.

Antes mesmo de os portugueses chegarem e, com eles, botanicos e natu-
ralistas de outras nagoes, o consumo de plantas medicinais jd era a base dos
tratamentos de doengas e de rituais indigenas. A vastiddo, a exuberincia e a
diversidade botanica observadas no pais de outrora fascinavam todos, e, ainda
hoje, mesmo experimentando a devastacio de matas nativas, nossa flora tem
a maior biodiversidade do planeta. Dela, surgiram diversos estudos, capita-
neados por cientistas brasileiros e estrangeiros, que se distribuiram por virias
dreas do conhecimento cientifico. No desenvolvimento desta coletinea, abor-
damos os aspectos técnicos de plantio, coleta, produgao de extratos, identifi-
cagao vegetal morfoldgica e genética; discorremos sobre a célula vegetal e seu
metabolismo responsdvel pela produgiao de moléculas de interesse farmaco-
l6gico; comentamos sobre as técnicas e tecnologias para a obtengao, carac-
terizacao destas moléculas de interesse e das formulagoes farmacéuticas com
tais moléculas e suas vias de administracio; discutimos o controle da quali-
dade para o desenvolvimento de produtos medicinais naturais e aspectos refe-
rentes aos principais estudos pré-clinicos e clinicos; e encerramos o livro com
a prote¢do patentdria das invengoes relacionadas com as plantas medicinais.

A observagao dos efeitos terapéuticos das preparacoes vegetais foi a base
para a organizagio dos primeiros conhecimentos sobre as plantas medicinais.
Eles eram adquiridos e transmitidos de forma oral e passaram a ser registrados,
dando assim origem as primeiras compila¢des, que se tornaram a base da etno-
farmacologia (Calixto, 2005). A medida que o conhecimento tradicional foi
sendo acompanhado, confrontado e checado com dados cientificos obtidos
da quimica, comegou a ser desenhada a quimiossistemdtica, uma ferramenta
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preditiva que associa grupos botinicos a produgao de determinadas classes de
metabdlitos secunddrios que, por sua vez, foram sendo associados a determi-
nadas atividades bioldgicas (Gottlieb, 1982). Dessa forma, a busca racional
por principios ativos vegetais ganhou forma e método.

Os parametros de cultivo, que dependem da época do ano, da qualidade
do solo, da presenga ou auséncia de outras plantas e/ou insetos, da umidade
relativa do ar e da pluviosidade local, sao todos aferidos durante o crescimento
das espécies medicinais. A parte da planta que apresenta a atividade terapéu-
tica desejada, ou seja, a droga vegetal, pode ou nio ser submetida a extragao.
Em caso negativo, a planta ¢ seca ou ndo, particionada (rasurada ou nio),
vendida em embalagens fechadas ou a granel e destinada ao preparo caseiro,
geralmente por infusio ou decoc¢do. Essa etapa extrativa, quando realizada
em escala industrial, gera insumos que sio disponibilizados como os préprios
extratos fluidos — em mistura de dgua e dlcool etilico — ou de forma seca, para
serem solubilizados pelo consumidor ou fazerem parte de alguma formulagio
farmacéutica. Nesses casos, temos as diversas formas que encontramos no
mercado, como comprimidos, cdpsulas e drageas.

O conhecimento da quimica da planta, influenciada por fatores genéticos
e ambientais, ¢ crucial para que se atinja a estabilidade do insumo farmacéu-
tico ativo vegetal. Sem ela, o produto torna-se passivel de, além de nao exibir
seus efeitos farmacolégicos de modo satisfatério, trazer alguns riscos ao seu
consumo humano ou animal.

A qualidade de um produto a base de plantas requer, além de cultivo,
beneficiamento e formulagio adequados, que a identificacio do seu ingre-
diente ativo seja inequivoca. Para isso, algumas abordagens podem ser reali-
zadas. A primeira, e mais evidente, ¢ a autentica¢do botinica. Em diversos
casos, tal inspecdo consegue prevenir fraudes, que podem ocorrer de forma
intencional ou nao. Quanto maior for o estado de divisio de uma planta,
menos visiveis tornam-se suas peculiaridades e caracteristicas. As andlises macro
e microanatémicas s3o o primeiro passo para garantir a qualidade do insumo
(Zhao et al., 2006). Em adicio a botinica, quando a inspegdo visual nio ¢é
conclusiva, a genética é uma garantia na autentica¢do do material vegetal. Por
mais semelhantes que duas espécies possam ser, elas nao carregam o mesmo
material genético. Dessa forma, a identificacdo de uma espécie torna-se inequi-
voca (Hao & Xiao, 2015). Esse tipo de andlise ainda no ¢ rotina, pois existem
poucos bancos de dados de sequéncias genéticas de plantas medicinais, além
dos elevados custos operacionais. Mesmo que a espécie seja a correta, caracte-
rizada através de sua anatomia e/ou de seu genoma, as condi¢oes ambientais
sdo capazes de influenciar seu fenétipo. Determinada planta pode apresentar
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insumos derivados ativos quando colhida em certa época do ano, ou em coor-
denadas geograficas especificas.

O estudo da célula vegetal, sua composicio e o seu metabolismo sio
as bases para o entendimento da obtencio dos seus metabdlitos primd-
rios e secunddrios, através de técnicas, métodos e processos analiticos, que
incluem desde o fracionamento dos extratos até o isolamento e a caracteri-
zagdo de substincias puras. Muitos desses procedimentos sio empregados,
também, no controle fisico-quimico da qualidade do insumo vegetal e de
seus produtos derivados. A identificacio e a indicagdo do correto teor do/s
ativo/s na formulagdo, cuja composi¢io é minuciosamente testada e cuja
produgio ¢é rigorosamente controlada, sdo itens inegocidveis para produtos
destinados a satide. Os produtos a base de plantas, por sua vez, também devem
atender aos critérios rigidos de qualidade observados desde o inicio do cultivo.

Uma vez que a identidade quimica é conhecida, as pesquisas sobre a
atividade bioldgica podem ser mais especificas, objetivas e mais bem endere-
cadas. Apds o cumprimento dos requisitos que levam ao maior conhecimento
possivel sobre a matriz vegetal e o fitoterdpico dela gerado, testes de formu-
lagio e estudos pré-clinicos podem ter sua autorizagio solicitada a autoridade
sanitdria, a Anvisa. O conjunto de normas e regulamentos sanitdrios, em cons-
tante atualiza¢do e em consonancia com a legislagao de diversos outros paises,
conduz a geracio de produtos seguros, com qualidade e eficicia. Finalmente, a
protecio patentdria dos medicamentos desenvolvidos a base de plantas medi-
cinais no Brasil gera autonomia e recursos ao pais.

As dreas cientificas mais relacionadas aos capitulos deste livro sio aquelas
que abordam: agronomia e afins, que explicam os fundamentos e as boas praticas
para o cultivo e obtenc¢do de plantas de interesse econdmico; biologia celular, que
descreve as organelas das células vegetais e suas fungoes nas planta; bioquimica,
com a apresentagio do metabolismo vegetal e suas moléculas; bozdnica, com as
descri¢coes macro e microscépicas dos vegetais, além da organizagao taxondmica;
genética, com a apresentacdo da teoria e de técnicas de andlise genomica para a
identificagio de organismos; farmacognosia, uma disciplina de graduacio espe-
cifica dos cursos de farmdcia, que aborda o trabalho com plantas medicinais,
desde a prospeccio de espécies de interesse e sua caracterizacdo, passando pela
biossintese de produtos naturais, seu isolamento e purificacio, até os testes de
identificagio e pureza de matrizes e substAncias; farmacotécnica, outra disciplina
exclusiva dos cursos de farmdcia, que demonstra os processos de preparagio de
formas farmacéuticas a partir de insumos ativos; quimica orginica, que apresenta
as rotas de sintese de moléculas em geral, das quais algumas sao farmacologica-
mente ativas; quimica analitica, que mostra as ferramentas para a determinagio
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qualitativa e quantitativa de moléculas em amostras e que serve como um dos
pilares para o controle fisico-quimico da qualidade; microbiologia, a drea da
ciéncia que trata dos micro-organismos, sua ocorréncia e seus riscos; farmaco-
logia, que demonstra os efeitos das substincias ativas no organismo.

Todas essas dreas da ciéncia sio contempladas em livros diddticos e, a
excecdo da farmacognosia, nao abordam plantas medicinais especificamente.
O tema ¢ recorrente, porém nao necessariamente apresenta-se como o prin-
cipal. Adicionalmente, existem outros temas relevantes para o interessado em
plantas medicinais e correlatos, como a regulamentagao sanitdria e as questoes
de propriedade intelectual.

Com esta obra, pretendemos, de forma organizada, coerente, sequencial
e légica, oferecer ao leitor uma coletinea sobre plantas medicinais capaz de
alcancgar publicos com formagoes e interesses variados. Para os mais interes-
sados, as referéncias ao fim de cada capitulo indicam onde o leitor pode apro-
fundar mais determinado tema.

Em busca de modos de vida mais naturais, associados a melhores condi-
¢oes de satde e até mesmo respeito e cuidado ao meio ambiente, ¢ bastante
comum e até dbvio que as plantas passem a ter mais protagonismo em vérios
aspectos do cotidiano. Elas sempre estiveram presentes em produtos do dia a
dia, agregando valor as marcas que as contém. Entre estes, estao os cosméticos,
domissanitdrios e demais produtos de higiene. Neste livro, é dado destaque
aos medicamentos a base de plantas medicinais.

Além das questoes que envolvem sustentabilidade, ecologia e marketing,
hd outros aspectos que atraem os olhares da ciéncia na dire¢iao dos insumos
vegetais farmacologicamente ativos. Um deles, de especial interesse, tem
relagio com o tratamento de doengas complexas. Extratos vegetais, muitas
vezes, podem exibir atividades bioldgicas mais pronunciadas que seus consti-
tuintes isolados. O sinergismo entre as diversas moléculas de um extrato, de
diferentes classes quimicas e origens biossintéticas envolve, geralmente, a agao
sobre multiplos alvos terapéuticos. Isso, normalmente, nio ocorre quando
o medicamento, de origem natural ou sintética, ¢ composto de um ou dois
ingredientes ativos. A sinergia entre medicamentos tem sido explorada nos
ultimos anos para o tratamento de diversas doengas, sobretudo o cancer e a
aids. A combinacdo de ingredientes ativos é particularmente promissora no
tratamento de doengas de maior complexidade, pois permite a atuagao simul-
tAnea sobre diversos alvos, garantindo maior eficicia e menor chance de resis-
téncia aos fairmacos empregados (Casanova & Costa, 2017).

Algumas iniciativas para a criagdo e a aplicacio de normas que deter-
minem e permitam aferir a seguranga e a eficicia sio dignas de nota para
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as plantas medicinais. Uma delas ¢ a Politica Nacional de Praticas Integrativas
e Complementares (PNPIC) do Sistema Unico de Satde (SUS). Ela engloba,
entre outras praticas, as plantas medicinais, a fitoterapia e a medicina tradicional
chinesa (que tem nas plantas medicinais seu principal recurso). O primeiro
objetivo dessa politica foi incorporar e implementar as agoes no 4mbito do
SUS, na perspectiva da prevencio de agravos e da promogio e recuperagio
da satide, com énfase na aten¢io bdsica, voltada para o cuidado continuado,
humanizado e integral em satde. Nesse sentido, as plantas medicinais, que
sempre foram um recurso reconhecido pela populagio em geral, assumem
papel de destaque. Esse papel de destaque pode ser também confirmado pela
segunda iniciativa: a Relagio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
Sistema Unico de Sadde (ReniSUS), criada em 2009, para difundir o uso de
plantas medicinais dentro do SUS. Essa relagio é composta de 71 espécies de
interesse terapéutico e tem como objetivo, no sentido de referendar as plantas
como auxiliares no tratamento de diversas doengas, promover o desenvolvi-
mento de pesquisa, desenvolvimento e inovagao (PD&I) sobre as espécies nela
inscritas para a comprovacio de eficicia e seguranca. As plantas validadas inte-
grardo a Relagiao Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (Renafito),
que pretende garantir subsidios cientificos para a prescri¢io de fitoterdpicos
no Ambito dos servigos de saide publica.

A Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica do SUS contempla
também as Farmdcias Vivas. Elas se apresentam como um modelo adotado por
diversos programas de fitoterapia em todo o pais que foi, finalmente, formali-
zado em 2010 pelo Ministério da Satide. Nesse modelo estao compreendidas
todas as etapas de cultivo, coleta, processamento, armazenamento de plantas
medicinais, manipulacio e dispensagio de preparacdes magistrais e oficinais de
plantas medicinais e fitoterdpicos. Essas e outras iniciativas, tornadas politicas
ou nao, fazem parte de algumas agoes e as estimularam; entre tais agoes estao a
atualiza¢do da normatizagdo sanitdria pela Anvisa, a cria¢do de fomentos para
pesquisas na drea de plantas medicinais e fitoterdpicos e a elaboragao de cursos
de diversos niveis de formagao espalhados pelo pais.

Todo livro tem, como intengao, transmitir ao leitor uma experiéncia nova,
Unica e, talvez, diferente daquelas vivenciadas em leituras prévias. O mercado
brasileiro é abundante em livros sobre plantas medicinais. Alguns sao abran-
gentes, cobrindo as espécies mais conhecidas distribuidas pelos diversos
biomas brasileiros, e costumam conter os nomes cientificos, as sinonimias
populares (que variam entre as regioes), as partes utilizadas e suas proprie-
dades. Outros, no entanto, aprofundam seus contetidos sobre plantas medi-
cinais trazendo mais dados botinicos, as vezes algumas informagoes sobre
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composi¢io quimica e, mais raramente, sobre atividade biolégica com base
cientifica. Os livros em que se trata mais profunda e especificamente do tema
principal sao os de farmacognosia, com descrigoes e andlises morfolégicas
de drogas vegetais, formas de processamento primdrio e extragio de ativos,
fracionamento, isolamento e caracterizacio de metabdlitos secunddrios e as
vias pelas quais as plantas os produzem. Sao livros cientificos, destinados a
formacio de profissionais.

Como nio poderiam ser esquecidas, existem ainda as farmacopeias, os
codigos oficiais que normatizam a qualidade de insumos e produtos farma-
céuticos. Nelas, constam os indices de qualidade, caracteristicas gerais de iden-
tificagdo e métodos de determinagio de ativos biolégicos. Esses compéndios
sdo usados como referéncias sanitdrias dos paises, mesmo que nem todos eles
contem com as suas proprias farmacopeias. Nesses casos, as nagoes que nio
tém seus préprios cddigos costumam adotar os de outros paises. A Farmacopeia
Brasileira, hoje em sua sexta edigdo, é disponibilizada gratuitamente para
consulta e download.

Finalmente, a proposta do presente livro é apresentar ao leitor a cadeia
produtiva de plantas medicinais de forma atualizada nos saberes e ciéncias
envolvidas. Consideramos, durante sua producio, que ele fosse capaz de atrair
desde leigos interessados no assunto até profissionais cujas dreas de atuagao
sejam afins aos temas abordados e, também, estudantes de cursos de gradu-
agdo e pds-graduagio, que possam ver neste livro uma fonte organizada e
abrangente de informagédes e referéncias. Embora tenha sido usada uma
linguagem, por vezes, mais acessivel, simples e direta, foi também utilizada a
correta linguagem técnica e cientifica quando necessdrio. Quanto melhor for
a comunicag¢io, maior serd a adesdo 2 leitura e mais efetivamente sua ideia
serd transmitida e sedimentada no leitor. Esperamos despertar no publico o
interesse no tema, e aqueles que jd o tenham esperamos estimular a procurar
informagoes com bases sdlidas.

Raquel Elisa da Silva Lipez
Leonardo Lucchetti Caetano da Silva
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s plantas participam da vida dos seres humanos desde os tempos
A mais remotos da nossa histéria e, de acordo com a tradigao, tém

propriedades lenddrias e mdgicas (Santos, 2013). O Brasil, com
seus 8,5 milhoes km?, ocupa vidrias zonas climdticas. Tal extensdo territorial
e posicdo geogréfica favorecem a riqueza de sua flora: cerca de 22% da flora
mundial concentra-se em nosso territdrio e, dentro desse percentual, quase a
metade (46%) corresponde a plantas endémicas ou nativas. Sao reconhecidas
cerca de 50 mil espécies, 4.600 de algas, 1.600 de briéfitas, 1.300 de pteridd-
fitas, 30 de gimnospermas e 33 mil de angiospermas. O bioma mais diverso
¢ a Mata Adantica, com cerca de 19.400 espécies conhecidas, seguido da
Amazonia (13.400), Cerrado (12.700), Caatinga (5.300), Pampa (2.000) e
Pantanal (1.300), sem mencionar as espécies vegetais nativas ainda nao cata-
logadas e devidamente estudadas (Zappi et al., 2015). O interesse sobre a
flora do Brasil remonta ao século XVI com a chegada dos jesuitas. Desde
entdo, inimeros botinicos europeus visitaram o pais do século XVII até o fim
do século XIX e quase todas as colegoes feitas foram depositadas em herbé-
rios europeus. Carl Friedrich Philipp von Martius editou a Flora Brasiliensis
juntamente com Endlicher, Eichler e Urban, de 1840 até 1906, e incluiu
22.767 espécies de plantas, das quais 5.939 eram novas para a ciéncia. Estudos
taxonomicos e floristicos no Brasil comecaram em 1808, com a criacio do
Museu Nacional do Rio de Janeiro e do Jardim Botanico do Rio de Janeiro, e
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somente a partir de 1970 é que a botanica taxondmica se estabeleceu definiti-
vamente no Brasil. Embora o pais tenha grande riqueza de plantas medicinais,
a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) costuma validar preferen-
cialmente as plantas da comunidade europeia (Abreu, 2007). Antes de 1920, a
Casa Granado comercializava mais de duzentas espécies em forma de extratos
com bula e guia médico, e elas constituiram a maior parte da primeira edigao
da Farmacopeia Brasileira (1926) (Casa Granado, 2022).

Os Primeiros Relatos sobre a Botanica no Brasil

A primeira descri¢ao da flora brasileira foi a carta do escrivao Pero Vaz de
Caminha, da frota de Pedro Alvares Cabral, ao rei dom Manuel, que governou
Portugal entre 1495 e 1521, periodo dureo das descobertas maritimas. A carta,
em decorréncia da chegada dos portugueses ao Brasil em 22 de abril 1500,
informa que as plantas foram vistas antes que a prépria terra, os chamados “sinais
de terra’, que era “muito povoada de drvores (...) que os mareantes chamam
botelho e outras que também chamam de rabo-de-asno”. Esta descreve, entre
outros aspectos, plantas ou associagdes vegetais, por meio dos termos associados
tanto a plantas identificdveis quanto a nio identificdveis. Entre as identifici-
veis, cinco eram exéticas, como figo (Ficus carica L.), trigo (Triticum aestivum
L.), castanheiro (Castanea vesca Gaertn.), arroz (Oryza sativa L.) e uva (Vitis
vinifera L.), e outras 16 eram nativas, como o palmito (Euterpe edulis Mart.),
arcos-pretos (Astrocaryum airi Mart.), palmas (Attalea funifera Mart.), urucum
(Bixa orellana L.), cabaga (Lagenaria vulgaris L.), fetos (Alsophylla spp.), inhame
(Manihot spp.), cana (Gynerium sagittatum Beauv.), rabo-de-asno (Halodule
wrightii Asch.) e jenipapeiro (Genipa americana L.). Caminha descreveu, inclu-
sive, que o pigmento das sementes de urucum e do jenipapeiro eram usados
pelos indigenas para pintar os corpos de vermelho e preto. Contudo, como ele
permaneceu pouco tempo no Brasil, ndo chegou a conhecer o uso medicinal
de plantas nativas, mas sua carta é considerada como “o venerdvel documento”
e “a certidao de nascimento do Brasil”. Ela é o documento mais completo e
extenso e, junto com a “Carta de mestre Jodo” e a “Relacio do Piloto An6nimo”,
integra os trés testemunhos diretos do Descobrimento do Brasil. A “Carta de
mestre Jodo” ndo faz nenhuma mengio as plantas, mas na “Relagao do Piloto
Andnimo” descreve-se, em seu capitulo I, que “chegaram i terra para verem
que terra era, a qual acharam terra muito abundante em 4rvores e gentes” e, no
capitulo III, que “compraram papagaios e uma raiz chamada inhame, que ¢ o
seu pao que comem os drabes” (Filgueiras & Peixoto, 2002).



Um Breve Historico sobre as Plantas Medicinais no Brasil | 31

Apbés a chegada ao Brasil, Portugal adotou uma politica de isolamento
proibindo a entrada de qualquer estrangeiro em seu territdrio, pois identificou
que a nova coldnia tinha muitas riquezas naturais de grande interesse para os
europeus. Além disso, por conta da vasta extensao territorial das novas terras,
eram muitas as dificuldades em defendé-la dos invasores. Assim, desde a desco-
berta até o inicio do século XIX, os estudos sobre a fauna, a flora e os recursos
minerais do Brasil foram realizados apenas pelos portugueses ou por pessoal
designado por eles (Gurgel, 2010).

Os Usos de Plantas Medicinais no Brasil pelos
Indigenas e Jesuitas

Depois de Pero Vaz de Caminha, os jesuitas descreveram novas plantas
medicinais e seus usos por meio do intercAmbio com as culturas indigenas. Esses
religiosos foram mandados para a nova colénia, pela Companhia de Jesus, idea-
lizada e fundada em 1540 por Indcio de Loyola (Gandavo, 1858). O primeiro
governador-geral do Brasil, Tomé de Souza, trouxe para o Brasil alguns jesuitas
em 1549 liderados por Manuel da Nébrega, e, em 1553, chegou o padre José
de Anchieta. Eles tinham a tarefa de estreitar os lagos entre a Igreja e os indi-
genas nativos, cabendo aos jesuitas a tarefa missiondria e educacional nas terras
colonizadas. Suas agoes na drea da satide integraram essas missoes, tratando de
doengas e epidemias, fundando hospitais, estudando as plantas curativas da
regido e mantendo as boticas e enfermarias em seus colégios no Brasil. Nesse
século (XVI), padre Anchieta aproximou as duas culturas de modo que os
conhecimentos eram intercambiados e os indigenas repassavam sua farmaco-
peia e os métodos de cura naturais. Os jesuitas aprenderam o poder do guarand
(Paullinia cupana) para o tratamento da disenteria e de outros males intestinais.
A aplicagao de andiroba (Carapa guianensis) ajudava na assepsia e na cicatrizagao
de feridas. A jurubeba (Solanum paniculatum) e o maracujd (Passiflora edulis)
abrandavam as febres da populagdo. Os saberes eram registrados e enviados para
a Coroa portuguesa. Os indigenas tratavam suas doengas fazendo uso das plantas
medicinais e magia ritual, muito antes da chegada dos colonizadores europeus.
Eles transmitiam oralmente esse conhecimento para as geracoes seguintes. Nas
cartas e cronicas, os jesuitas discorriam sobre a natureza da colonia e descreviam
as ervas e plantas medicinais, sendo considerados os primeiros escritos sobre a
farmacopeia brasileira (Santos, 2013).

Os medicamentos trazidos da Europa para a colonia nio eram eficientes
para tratar as doengas endémicas do Brasil e muitas vezes chegavam deteriorados,
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pelo grande tempo de viagem e pelas condigoes climdticas da col6nia. Logo, a
cura de novas doengas e a distAncia da metrépole exigiam a busca por novos
medicamentos. Os indigenas brasileiros utilizavam mais de trés mil plantas
medicinais, enquanto a farmécia “dos brancos” possufa pouco mais de quarenta
remédios diferentes (Calainho, 2005; Teixeira, 2011).

Os indigenas brasileiros desenvolveram o conhecimento terapéutico
das plantas e passaram para os jesuitas a melhor forma de utilizd-las.
O pajé, apropriando-se do conhecimento sobre ervas e raizes acumu-
lado pelo seu povo no decorrer de geragoes, fundia tais saberes com as
virtudes sobrenaturais que interagiam espiritualmente em favor dos seus
aldedes. Para eles, as doencas eram o resultado da maldade dos maus
espiritos, e nio existia fronteira definida entre os mundos fisico e espiri-
tual. Tal percep¢ao nio era exclusiva dos indigenas. Os cristdos, do inicio
do século XVI, também nutriam uma ligacio entre os mundos fisico e
espiritual, real e imagindrio; eles entendiam que as doengas estavam asso-
ciadas a opressao espiritual dos demédnios e maus espiritos, e, assim como
0s indl’genas, que usavam vegetais e ritos, combinavam rezas e oracoes
com o uso das plantas na cura das enfermidades. Outros métodos de
tratamento que combinavam os remédios obtidos das plantas, pedras ou
excrementos eram frequentemente acompanhados por rituais e oragdes
para o sucesso do tratamento. Missas eram celebradas e fogueiras com
plantas aromdticas acesas para afastar o mau agouro das moléstias que
assolavam as vilas. Nas casas e nas ruas, faziam defumagées com plantas,
e, dentre as ervas queimadas, destacam-se o cedro, a artemisia, a losna e o
alecrim. Um método comum para combater as enfermidades foi a doutrina
dos sinais, aprendida com os indigenas, que consistia em reconhecer pelo
formato e pela cor das plantas quais doengas poderiam ser tratadas por
determinados vegetais: plantas cujas folhas tivessem forma de coragio, por
exemplo, estariam indicadas para as doengas cardiacas; as plantas amarelas
serviam para o figado; as vermelhas, para as disfungées sanguineas e assim
sucessivamente. Nesse método de cura, estabelecia-se a analogia entre as
caracteristicas fisicas do vegetal e o 6rgao ou parte do corpo humano que,
alterado em suas funcoes, deveria receber o tratamento (Santos, 2009).

Os indigenas brasileiros conheciam quase todos os produtos vegetais: leites,
gomas, resinas, sumos e extratos. Da provincia do Pard, a mais rica de todas
em plantas comestiveis, especiarias e ervas medicinais, vém alguns exemplos:
leite de curupita (Sapium aucuparium), para dores de peito e hérnias; infusao
de folhas de ipadu (Erythroxylum cataractarum), para dores no estbmago;
raiz de marupd-mirim (Simarouba amara Aubl.), contra diarreia; marapuana
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(Prychopetalum olacoides), remédio tonico, fortificante e afrodisiaco; ando-
rinha (Euphorbia hirta), em banhos, para os casos de hemorroidas; raiz de
jatobd (Hymenaea courbaril) ou de marupd (Simarouba amara) como remédio
catdrtico; pacova-catinga ou babosa-de-pau (Philodendron martianum), nos
ataques de sangue; o leite de amapa (Parahancornia fasciculata) para dores arti-
culares; contra as dores reumatismais, a folha de caroba (Jacaranda puberula)
ou de camard (Lantana camara); a polpa do avencio (Adiantum capillus-ve-
neris) como remédio peitoral; a folha da aninga (Montrichardia linifera), usada
sobre feridas; cinza de galhos de jaramacaru (Cereus jamacaru) para dissipar as
cataratas dos olhos; leite de mururé (Brosimum acutifolium Huber), para tratar
os males venéreos; caapititi (Siparuna guianensis ¢ S. mollicoma), casca anti-
febril; leite de magaranduba (Manilkara huberi) para o peito; leite de anani
(Symphonia globulifera), para as fraturas; leite de pepino-do-mato (Ambelania
acida), para dores nervosas; leite de siringa (Syringa sp.), para luxagoes; leite
de sacuuba (Himatanthus articulatus), para inchagao; leite de jasmim-do-mato
(Rudgea blanchetiana), para obstrugoes; leite de ucuuba (Virola surinamensis),
para as feridas da boca; raiz de pataud (Oenocarpus bataua), para dissolver as
congestoes hepdticas (Abreu, 2007).

A constante busca da magia, a crenca em poderes sobrenaturais, o uso de
ervas e raizes e métodos existentes entre as varias partes do mundo uniam as duas
tradi¢oes que permaneceram juntas durante todo o periodo colonial. A cachaca e
a pélvora subsidiaram algumas receitas terapéuticas dos desbravadores dos sertoes
e matas brasileiros, pois sé dispunham dos poucos elementos que carregavam na
bagagem. A cachaga era usada no combate ao veneno de répteis peconhentos; a
aguardente com sal era também usada para mordeduras de cobra; e o caldo de
fumo, junto com a ungio da pele com bolas de cera, era utilizado contra picadas
de mosquitos, pernilongos e borrachudos, abundantes nas regioes. As bebidas
fermentadas, como o vinho em Portugal e a aguardente de cana no Brasil, nos
séculos XVI, XVII e XVIII, eram usadas como panaceia, um catalisador de
ervas ¢ plantas medicinais, conhecidas no Brasil como garrafadas. Férmulas
excéntricas foram criadas sem comprovagio sobre sua eficiéncia e conquis-
taram grande prestigio pelo julgamento que as pessoas faziam das receitas. Um
exemplo ¢ o saca-trapo, composto de pélvora, cachaga, pimenta-da-terra, fumo
e suco de limdo que, depois de misturados, deveriam ser administrados pelo reto
(Miranda, 2017).

A atividade missiondria dos jesuitas foi iniciada em Salvador, Bahia, e se
estendeu, no século XVI, ainda no Nordeste, para Pernambuco, e no Sudeste,
para Sao Vicente, litoral de Sao Paulo. Nesse periodo, destaca-se o trabalho
do frei franciscano Vicente do Salvador (1564-1635), baiano que estudou
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no colégio dos jesuitas em Salvador e direito e teologia na Universidade
de Coimbra. Ele publicou a Histdria do Brasil, em que traga um amplo
panorama do territério, flora e fauna, clima e geografia nativos e seus usos e
costumes, que inclui o emprego de plantas como remédios (Lins, 2011). No
século XVII, os missiondrios se expandiram para o Norte até o Maranhao e o
Pard, concorrendo com religiosos de outras ordens. Cabe destacar a Histdria
dos Animais e Arvores do Maranhdo, do franciscano Frei Cristévio de Lisboa
(1583-1652), obra escrita entre 1624-1627, e que integrou um projeto
mais ambicioso de histéria natural e moral do Maranhio (Lisboa, 2000).
Na primeira metade do século XVIII, os jesuitas haviam se expandido por
toda a bacia amazdnica até a atual fronteira ocidental do Brasil. Atendendo
ao apelo de amor e caridade ao préximo, os jesuitas acabaram nao s6 desem-
penhando o papel de catequistas, mas incorporando um cardter assistencia-
lista aos cuidados com os enfermos e & manutencdo da satide dos indigenas.
Os servigos de satide da Companhia de Jesus no Brasil constituiam dois
oficios bdsicos: os que cuidavam e tratavam os doentes e os que manipu-
lavam receitas de remédios e garrafadas com produtos naturais. Os colégios
da ordem tinham verdadeiros laboratérios para manipulagao de receitas fito-
terdpicas. No entanto, o franciscano brasileiro José Mariano da Conceigao
Vellozo, o frei Vellozo (1742-1811), foi considerado o pai da botanica brasi-
leira. Ele escreveu Florae Fluminensis, uma obra com 14 volumes, fruto de
suas expedi¢des pela Mata Atlantica da capitania do Rio de Janeiro. Ela
contém a descrigao de 1.639 espécies de plantas com seus nomes indigenas
e usos medicinais (Calainho, 2005).

As boticas dos jesuitas, diferentes de outras, eram dependéncias especiais
dos colégios dos jesuitas, anexas as enfermarias. Elas se tornaram referéncias
nas aldeias e vilas em épocas de epidemias ou calamidade publica que afetassem
quaisquer integrantes da aldeia: portugueses, colonos, mestigos e indigenas. Fora
dos colégios, as boticas s6 foram autorizadas, como comércio, em 1640. A partir
daquele ano, elas se multiplicaram e eram dirigidas por boticdrios aprovados
em Coimbra pelo fisico-mor, ou pelo delegado comissdrio na capital do Brasil,
Salvador. Com o passar do tempo, as farmacopeias das boticas dos jesuitas foram
ganhando relevincia, alcancando grande renome e prestigio, e eram conside-
radas as melhores de seu tempo, em qualquer parte onde estivessem. A do
Colégio do Pard (1760), além de vinte tomos de medicina, continha todo um
aparato técnico para a confec¢io dos medicamentos, como recipientes diversos,
estantes com mais de quatrocentos remédios, fornalhas, alambiques, almofa-
rizes, armdrios, frascos e potes de vdrias cores e tamanhos, balancas, pesos, tachos
de cobre, de barro, bacias, prensas (Teixeira, 2011).
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Na Europa dos séculos XVII e XVII, as #riagas estavam muito em moda
e eram garrafadas feitas de serpentes mortas, que se acreditava, a época, serem
muito eficientes no combate as pestiléncias. Seu preparo acontecia em rituais
envoltos na f¢ e religiosidade, nos quais se misturava a bebida fermentada com
o animal peconhento. Em meados do século XVIII, a botica do Colégio de
Jesus da Bahia desenvolveu uma preparagio denominada de 7riaga Brasilica,
que foi capaz de se estabelecer entre mais de duzentas férmulas da “Collecgao
de Receitas” da Farmacopeia Brasileira da época. Diferente da Triaga Europeia,
a brasileira era feita apenas com ervas, plantas, raizes e frutos do Brasil e alguns
poucos da coldnia. No entanto, nao foi desprezada ou inferiorizada ao ser compa-
rada por brasileiros e estrangeiros. A Triaga Brasilica era um medicamento poli-
valente que curava vdrias doengas e é considerada o primeiro firmaco brasileiro.
Ela era preparada com 21 raizes, extratos, gomas e substincias quimicas (éleos
e sais) e era indicada para o tratamento de mordedura de qualquer espécie de
cobra, qualquer dor interna, hemorragia, epilepsia, apoplexia, melancolia, febres
malignas, bexigas, sarampo, histerias, doencas da madre. Era de uso adulto e
pedidtrico, pois servia também para criancas com cdlica, febre e verminoses.
Entre os 27 produtos vegetais, quase todos eram origindrios ou cultivados na
América portuguesa, menos as raizes de dcoro, de aristoloquia-redonda, de
junca e de malvaisco, vindas de Portugal. Muitos ingredientes, como jaborandi
e cip6-de-cobra, eram encontrados no colégio da Bahia (Maia, 2012).

Naturalistas e Viajantes: estudos das plantas medicinais
brasileiras

Com a vinda de Tomé de Sousa ao Brasil (1549) trazendo Manuel de
Nobrega e outros jesuitas como o padre Anchieta (1553), chegou também
a0 Brasil o primeiro historiador portugués, Pero de Magalhaes Gandavo, que
escreveu o lratado da Provincia do Brasile o Tratado da Terra do Brasil, reunidos
em Histdria da Provincia Santa Cruz a que vulgarmente chamamos Brasil, com
atencgdo as plantas da colénia (Gandavo, 1858).

O naturalista mais importante que esteve no Brasil no século XVI foi
Gabriel Soares de Sousa, que ficou aqui de 1567 até 1578 e que apresenta, no
seu Tratado Descritivo do Brasil (pronto em 1587 e publicado em 1825), mais
informagoes sobre plantas medicinais nativas como abacaxi (Ananas comosus),
canafistula (Cassia ferruginea), estramoénio (Datura stramonium), jenipapo
(Genipa americana), maracujd (Passiflora sp.), pariparoba (Piper umbellatum
ou Pothomorphe umbellatum) e almecega (Protium spp.) (Alves & Ming, 2015).
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Outros viajantes e naturalistas vieram depois ao Brasil para retratar o pais,
contudo o inicio da documentagao sistemdtica da fitoterapia com plantas
nativas aconteceu no Recife com a vinda do médico holandés Willem Pies
(Guilielmi Pisonis, em latim, ou Piso) sob a administracio de Mauricio de
Nassau. O modo como os indigenas utilizavam a flora para a manutengao
da satide chamou sua atencio, pois além de observar as préticas indigenas
de empregar as plantas no tratamento das doengas, submetia tais observa-
¢oes a experiéncia, testando receitas e vegetais utilizados pelos nativos. Nassau
trouxe outros cientistas, artistas e artesaos para Recife, inclusive, o naturalista
alemio Georg Marcgrav. Ele e Piso editaram a Historia Naturalis Brasiliae
em duas partes: De Medicina Brasiliensis, com quatro volumes, escritos por
Piso, e Historiae rerum naturalium Brasiliae, em oito volumes, escritos por
Marcgrav. No segundo volume da primeira parte, Piso trata das doencas da
coldnia, no terceiro aborda venenos e antidotos e no quarto volume, “De
Facultatibus Simplicium”, um guia médico, descreve uma centena de plantas
e suas aplica¢des medicinais, desde copaiba (Copaifera spp.) até janiparan-
diba (provavelmente Gustavia brasiliensis). Com a expulsdo dos holandeses, o
Brasil voltou a fechar-se para qualquer viajante estrangeiro. O médico portu-
gués Joao Ferreyra da Rosa, que foi & Pernambuco tratar de uma epidemia
— possivelmente febre amarela — publicou o Tratado Unico da Constituicdo
Pestilencial de Pernambuco em 1694. Ele descreveu muitas plantas medici-
nais, a maioria da Europa, pois os médicos portugueses desprezavam as indi-
genas. No entanto, quando os suprimentos das plantas europeias escassearam,
Ferreyra da Rosa passou a usar plantas nativas como copaiba, macela (Eglezes
viscosa), maracujd-mirim (Passiflora edulis), aroeira-vermelha (Schinus terebin-
thifolius), angelicd (Aristolochia trilobata), entre outras (Alves, 2010).

Mais de um século depois da saida de Piso do Brasil, o baiano Alexandre
Rodrigues Ferreira (1756-1815) destacou-se como renomado naturalista. Ele
foi incumbido pelo ministro da Marinha e Negécios Ultramarinos de Portugal
e orientado por Domenico Agostino Vandelli, médico e naturalista italiano,
a estudar a natureza e os costumes do povo brasileiro por meio de expedicoes
cientificas nas capitanias do Grao-Par4, Rio Negro e Cuiabd numa viagem que
durou dez anos. Seus relatos e colegdes foram entregues ao Museu da Ajuda em
Lisboa e estdo reunidos no livro Viagem Filoséfica (Alves, 2013). Vandelli criou
e fundou a Academia de Ciéncias de Lisboa e o Jardim Botnico da Ajuda
para dom Jodo VI. Em 1779, ele virou conselheiro do rei e influenciou-o na
fundagao do Jardim Botinico do Rio de Janeiro em 13 de junho de 1808, na
vinda da familia real para o Brasil. Vandelli foi influenciado pelos trabalhos
do sueco Carl Linnaeus (Lineu), que estabeleceu as bases para classificagio das
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espécies e pelos pensadores iluministas da Europa. Ele introduziu a ideia de
que as expedi¢oes ndo tinham cardter de exploracio predatéria, mas cienti-
ficas, contradizendo a mentalidade da época (Silva & Santos, 2011).

Expedigoes e missdes naturalistas da Franca (1816-1822), lideradas por
Auguste de Saint-Hilaire, e austriacas (1817-1822), lideradas pelos alemaes
Carl Frederich Philipp von Martius, Johann von Spix e Johann Emanuel Pohl
e pelo austriaco Johann Christian Mikan, vieram ao pais estudar as plantas
medicinais e seu poder curativo. Eles publicaram muitas obras, porém as mais
significativas sio Viagem ao Brasil, Flora Brasilis, Sistema de Matéria Médica
Vegetal e Natureza, Medicina, Doengas e Remédios dos Indios Brasileiros, de von
Martius (von Martius, 1844).

Apbs a independéncia, em 1822, a imperatriz Leopoldina, nascida na Austria,
encorajou naturalistas europeus a virem ao Brasil, como o russo Grigori Langsdorff
(1822-1826), os ingleses George Gardner (1836-1841), Alfred Russel Wallace
(1848-1849) e Henry Walter Bates (1848-1859) e o alemdo Theodoro Peckolt
(1847-1912). Os cientistas percorreram diversos estados e estudaram mais de
quarenta mil plantas, animais e minerais, sendo as obras mais importantes sobre o
uso de plantas Andlise da Matéria Médica e Historia das Plantas Medicinais e Uteis
do Brasil, de Peckolt (Brandao et al., 2009).

A Fitoterapia nos Séculos XIX e XX

Em 1870, a Casa Granado foi fundada pelo portugués José Coxito
Granado no centro do Rio de Janeiro e, em seus primérdios, a pharmdcia
manipulava produtos com extratos vegetais de plantas brasileiras (todos
com bulas e guias médicos), cultivadas no seu sitio em Teresépolis, no Rio
de Janeiro. Além desses medicamentos, ele importava produtos europeus
e adaptava suas férmulas para os padrées e as necessidades da populagao.
A qualidade e eficicia desses produtos tornaram a farmdcia uma das fornece-
doras oficiais da Corte, e dom Pedro II, em 1880, conferiu 4 Granado o titulo
de Farmdcia Oficial da familia imperial brasileira (Casa Granado, 2022).
Em 1923, Rodolpho Albino Dias da Silva, diretor técnico da Casa Granado,
fez um levantamento das plantas medicinais do pais e compilou a primeira
Farmacopeia Brasileira em 1926, oficializada no Brasil em 1929 (Carvalho
et al., 2018). Em 1925 ele também fundou a Revista Brasileira de Medicina e
Pharmadcia, editada pela Casa Granado (Alves, 2005).

O médico mineiro José Ribeiro Monteiro da Silva (1863-1956) afir-

mava que as plantas medicinais eram uma forma de medicina alternativa
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acessivel a maioria da populagao humilde do pais. Por isso, em 1912, ele
criou e fundou a empresa Laboratério da Flora Medicinal no centro do Rio
de Janeiro, um marco na industria dos fitoterdpicos no Brasil. Durante esse
periodo, o comércio de plantas medicinais brasileiras foi expandido em cem
vezes (Moisés, 2002). Os primeiros produtos registrados pela Flora Medicinal
foram a Agoniada (depois consagrada como Haguniada, registrada em 1918),
Carpasina (1923), Piper (1923), Rheumoflora (1924), Myristica (depois
Asthmoflora, 1924), ch4 Porana (1923), chda Romano (1926), ch4d Paulista
(1923), Kékolos (1923), Desmodium (1926), Verbena (1923), Eczoflora
(1237), Suma Rosa (1918), Seiva Jatobd (1918), Abébora D’Anta (1923),
Passiflora (1924), Lungaciba (1926) e Mikania (1928). Parte da matéria-prima
utilizada no laboratério vinha de suas fazendas em Mimoso do Sul, no Espirito
Santo, que também fornecia plantas iz natura para outros laboratérios, farm4-
cias e boticas. Durante as décadas de 30 e 40, a Flora Medicinal foi um dos
maiores laboratérios farmacéuticos do Brasil, com representantes em vérios
estados do pais e em outros paises, como Portugal e Argentina. Além disso,
enviava regularmente remessas de fitoterdpicos e plantas para os Estados
Unidos, China, Paraguai, Holanda e Inglaterra. O laboratério nio se
limitava a4 produgio de fitoterdpicos. Em 1934, foi lancada a Revista da
Flora Medicinal. Contudo, em 1936, apds o falecimento de José Ribeiro, a
empresa entrou em gradual declinio. Em 1999, a Natura Cosméticos S.A.
adquiriu o laboratério da Flora Medicinal, e, no fim do ano 2000, foram
relancados cerca de cinquenta produtos tradicionais da Flora Medicinal,
e desde entao empresa tem crescido (Alves, 2010; Alves & Ming, 2015).

Historia da Farmacopeia Brasileira

A Farmacopeia Brasileira, intitulada muitas vezes de “Farmacopeia Verde”,
foi oficializada em 1922. Nela constam cerca de 183 espécies de plantas
medicinais brasileiras, com as descricoes macro e microscépicas das drogas,
uma vanguarda quando comparada a outras farmacopeias da mesma época.
Marcos anteriores, como o Formuldrio ou Guia Médico (1841) e o Diciondrio
de Medicina Popular e das Ciéncias Acessérias, do doutor Pedro Luiz Napoledo
Chernoviz, jé apresentavam a descri¢io das doengas, sintomas e tratamento,
as receitas, as plantas medicinais, as alimenticias, as 4guas minerais do Brasil,
Portugal e de outros paises. Rodolpho Albino Dias da Silva, quimico do
Laboratério Nacional de Andlises e professor de farmdcia no Rio de Janeiro,
mencionado anteriormente, trabalhou por mais de dez anos no projeto do
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Cédigo Farmacéutico Brasileiro e concluiu-o em 1924. Apresentou seu
projeto da Farmacopeia Brasileira ao doutor Carlos Chagas, diretor-geral do
Departamento Nacional de Satde Publica (Silva, 1926; Matta, 2003).

Na obra, langada em 1926, aparecem 39 espécies de plantas medicinais. No
entanto, somente sete dessas espécies de plantas medicinais constam da atual
Relagao Nacional de Plantas Medicinais (ReniSUS), quatro, do Formulirio
Nacional e oito, da sexta edi¢io da Farmacopeia Brasileira, atualmente em
vigor (Brasil, 2019). Na segunda edicao da Farmacopeia Brasileira, em 1959,
ocorreu a exclusio de diversas plantas medicinais, atribuida a2 “nulidade de
agao terapéutica de muitas drogas e medicamentos ¢ ao desuso de algumas
plantas”. Além disso, o ano 1959 foi o auge do desenvolvimento da inds-
tria de medicamentos sintéticos e dos antibidticos. A decisio da exclusio de
espécies vai na contramio dos dois paises com um tamanho territorial e uma
riqueza floristica comparéveis aos do Brasil: China e India. O governo chinés
anunciou, em 2016, a integracdo da medicina tradicional chinesa ao sistema
oficial e, na India, o ayurveda é reconhecido oficialmente, sendo ensinado em
curso superior especifico (Alves, 2005).

Consideracdes Finais

A histéria das plantas medicinais no Brasil comeca junto com as primeiras
civilizagoes, que procuravam na natureza a cura para seus males, e com a coloni-
zagao, que propiciou o inicio do intercAmbio entre espécies nativas e europeias.
Dessa forma, com os cruzamentos e distribuicio das espécies pelo territdrio,
observamos hoje as diferentes indicagdes terapéuticas para uma mesma planta,
que ¢ conhecida por diversos nomes populares. Ao mesmo tempo que isso pode
levar aos insucessos terapéuticos, conta um pouco da nossa histéria como nagao
em constante desenvolvimento étnico e regional. Os intimeros desencontros
seculares entre sinonimias e supostas agoes terapéuticas incentivaram pesquisas
em diversas dreas do conhecimento, inicialmente por cientistas estrangeiros e,
gradativamente, por grupos brasileiros. A biodiversidade vegetal dos biomas
brasileiros é uma das maiores do mundo, contudo ela é extensivamente explo-
rada por diversos setores da atividade econdmica e considerada recurso renovavel
e eternamente sustentdvel, premissa que nio ¢ verdadeira. Com a extingio de
uma espécie, parte da sua histéria morre de forma irrecuperavel. Nesse sentido,
uma nagio que entende e protege seus recursos naturais mostra-se nao apenas
ecologicamente responsével, mas consciente de todo o potencial de que a natu-
reza dispoe para tornar nossa existéncia no planeta possivel.



40 |
| REFERENCIAS

ABREU, J. L. N. A Coldnia enferma e a sat-
de dos povos: a medicina das ‘Tuzes’ e as in-
formacoes sobre as enfermidades da América
portuguesa. Histdria, Ciéncias, Satide — Man-
guinhos, v: 761-778, 2007.

ALVES, L. E Laboratério Flora Medicinal:
marco no estudo das plantas medicinais brasi-
leiras. Revista Fitos, 1 (2), 2005.

ALVES, L. E. Plantas Medicinais e Fitoquimi-
ca no Brasil: Uma Visio Historica, 2010. Tese
Doutorado, Rio de Janeiro: Universidade Fe-
deral do Rio de Janeiro.

ALVES, L. E & MING, L.C. Chemistry and
pharmacology of some plants mentioned in
the letter of Pero Vaz de Caminha. Ethnobiology
and Conservation, 4:3: 1-15, 2015.

BRANDAO, M. G. L. et al. Traditional uses
of American plant species from the Ist edition
of Brazilian Official Pharmacopoeia. Revista
Brasileira Farmacognosia, 19(2A): 478-497,
2009.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sa-
nitdria. Farmacopéia Brasileira. 6. ed. Brasilia:
Anvisa, 2019. Disponivel em: <www.anvisa.
gov.br/hotsite/farmacopeiabrasileira/publica-
coes/6_edicao.pdf>. Acesso em: 1 maio 2022.

CALAINHO, D. B. Jesuitas e medicina no
Brasil colonial. Zempo, 19: 61-75, 2005.

CASA GRANADO. Granado Pharmicias, a
botica mais tradicional do Brasil. Disponivel
em: <www.granado.com.br/nossa-historia>.
Acesso em: 1 maio 2022.

FILGUEIRAS, T. S. & PEIXOTO, A. L.
Flora e vegetagdo do Brasil na carta de Ca-
minha. Acta Botinica Brasilica, 16: 263-272,
2002.

Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

GANDAVO, P. M. Histéria da Provincia San-
ta Cruz a que Vilgarmente Chamamos Brasil.
Lisboa: Typographia da Academia Real das
Sciencias, 1858.

GURGEL, C. Doengas ¢ Curas: o Brasil nos

primeiros séculos. Sao Paulo: Contexto, 2010.

LINS, G. G. S. A. Frei Vicente do Salvador,
O. E M.: um breve ensaio biobibliogrifico e
historiogréfico. Revista do Instituto Histdrico e
Geogrdfico Brasileiro, 172: 147-173, 2011.

LISBOA, E C. Histéria dos Animais e Arvo-
res do Maranhio. Lisboa: Comissio Nacional
para a Comemoragio dos Descobrimentos

Portugueses, 2000.

MAIA, P. A. Priticas lerapéuticas Jesuiticas no
Império Colonial Portugués: medicamentos e
boticas no século XVIII, 2012. Tese de Douto-

rado, Sio Paulo: Universidade de Sao Paulo.

MATTA, A. Flora Médica Brasiliense. 3. ed.
Manaus: Valer, 2003.

MIRANDA, C. A. C. A Arte de Cura nos Tem-
pos da Coléonia: limites e espagos da cura. 3. ed.
Recife: Editora UFPE, 2017.

MOISES, C. E. Flora Medicinal: uma histéria
singular. Sao Paulo: Natura, 2002.

SANTOS, E S. As Plantas Brasileiras, os Jesuitas
e os Indigenas do Brasil: histdria e ciéncia na
Triaga Brasilica (séc XVII-XVIII). Sao Paulo:
Casa do Novo Autor, 2009.

SANTOS, E S. Indigenas, jesuitas e a farma-
copeia verde das terras brasileiras: os segredos
da triaga brasilica. Prometeica, 8: 5-22, 2013.



Um Breve Historico sobre as Plantas Medicinais no Brasil | 41

SILVA, P R. L. & SANTOS, C. E M. Tradu-
zindo o mundo natural dos dominios portu-
gueses: Vandelli e as expedicoes filoséficas do
século XVIIL fn: SIMPOSIO NACIONAL
DE HISTORIA — ANPUH, XXVI, 2011,

Sao Paulo.

SILVA, R. A. D. Pharmacopeia dos Estados
Unidos do Brasil. Sao Paulo: Cia. Editora Na-
cional, 1926.

TEIXEIRA, A. S. A Farmacopeia Jesuitica
na América Portuguesa entre os Séculos XVII ¢
XVIII, 2011. Dissertagao de Mestrado, Rio de
Janeiro: Instituto de Filosofia e Ciéncias So-

ciais, Universidade Federal do Rio de Janeiro.

VON MARTIUS, C. E P Natureza, Doen-
cas, Medicina e Remédios dos Indios Brasileiros
(1844). Trad.: Pirajd da Silva. Rio de Janeiro:
Companhia Editora Nacional, 1939.

ZAPPI, D. C; FILARDI, F L. R. &
LEITMAN, P Growing knowledge: an
overview of seed plant diversity in Brazil.
Rodriguésia, 66: 1.085-1.113, 2015.






Cultivo e Beneficiamento de Plantas
Medicinais para a Producdo de Insumos
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Martins, Anna Carina Antunes e Defaveri e Jodo Carlos da Silva

necessidade de ter alimentacdo disponivel durante todo o ano levou

nossos ancestrais a aprenderem a gestao continua dos recursos naturais

e resultou no que hoje podemos chamar de cultivo para obtengao dos
derivados vegetais (Fuller ez a/., 2010). A selegao intencional das melhores espé-
cies é denominada de domesticagao de plantas, que é um processo coevolutivo
por meio do qual os fenétipos sao selecionados pela intervengio humana, resul-
tando em mudangas nos genétipos das populagoes e tornando-as mais tteis ao
homem e mais bem adaptadas a interven¢io na paisagem. As diversas formas de
cultivar plantas medicinais aconteceram paralelamente a histéria das civilizagoes
e relacionam-se com os ciclos econdmicos e as grandes revolugdes agrarias.

A recente necessidade da regulacio da producio de drogas vegetais levou ao
desenvolvimento de novas tecnologias e normativas, que certificam as espécies
vegetais e seus produtos. Dessa forma, neste capitulo apresentamos nogées de
cultivo de plantas medicinais, abordando as etapas do estabelecimento do cultivo,
alguns métodos usados para a produgio de plantas medicinais ¢ um estudo de
caso do modelo de produgio de plantas medicinais da Plataforma Agroecolégica

de Fitomedicamentos (PAF) da Fundagao Oswaldo Cruz (Fiocruz).
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Cultivo de Plantas Medicinais

O cultivo ¢ a primeira etapa do controle de qualidade do processo de
producio de um fitoterdpico, na qual os cuidados com aspectos genéticos,
botanicos, de qualidade do solo, agrotecnoldgicos e sanitdrios serdo determi-
nantes no resultado do produto final.

Obtencdo e propagacdo do material vegetal

A primeira etapa da implanta¢ao de um cultivo de plantas medicinais
¢ adquirir matéria-prima por meio de institui¢des que atuem no ramo das
plantas medicinais, que podem ceder matrizes com identificagio botanica,
perfil genético, andlise de compostos quimicos e/ou estudos agrondmicos
jd estabelecidos e validados cientificamente. Nessa etapa, devemos consi-
derar as particularidades de cada espécie e da logistica de organizacio do
local onde serd implantado o cultivo para selecionar as préticas e espécies
mais adequadas.

A etapa seguinte é a propagacio do material vegetal. A propagacio sexuada
ocorre a partir de sementes e necessita de floragio, polinizacio e frutificagao.
Em alguns casos é necessério o beneficiamento dos frutos para que as sementes
possam ser obtidas. Antes de armazenar as sementes, é preciso conhecer a tole-
rincia ao dessecamento, para saber se é possivel estoci-las, como e por quanto
tempo. Nesse sentido, as sementes sao classificadas em: ortodoxas, que mantém
sua viabilidade germinativa mesmo apds armazenadas por um determinado
periodo, tolerando bem o efeito da secagem, como a Calendula officinalis L.;
e recalcitrantes, que nao toleram desidratacio e armazenamento por longos
periodos, perdendo sua viabilidade com o tempo, como a Monteverdia ilicifolia
(Mart. ex Reissek). Nessa situagio as sementes devem ser semeadas para a
preservagdo da espécie. A propagacio assexuada, vegetativa ou clonal, por
sua vez, ¢ a multiplicagdo feita a partir de porgoes vegetativas das plantas
escolhidas com base na sua capacidade de regeneracio. Como consequéncia
hd pouca ou nenhuma variabilidade genética, e as caracteristicas agrond-
micas da planta-mae sao mantidas nas mudas. Outros beneficios da propa-
gagao assexuada sdo a redugio do periodo improdutivo, a uniformidade da
produgio e a possibilidade de multiplicar espécies independentemente de

seu periodo ou capacidade de florir e frutificar. Como fator negativo, esse
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tipo de propagacio causa a diminuicio da diversidade genética das espécies,
uma vez que nao hd cruzamento das recombinagdes responsaveis pelo surgi-
mento da variabilidade (Brasil, 2006a).

Os principais métodos de propagagio assexuada sio: divisio de
touceiras e estoloes, estaquia, alporquia, mergulhia, enxertia e micropro-
pagagdo. As touceiras sdo brotagdes unidas a planta-mae, enquanto os
estoloes sao apéndices vegetativos emitidos pela planta-mie com o obje-
tivo de regenerar uma planta. Ambas as estruturas praticamente cons-
tituem uma nova planta e precisam recuperar-se do dano causado pelo
processo de isolamento durante sua propagagdo. A estaquia usa diferentes
segmentos vegetais (ramos, caules, rizomas e bulbos, raizes ou folhas), que
sao isolados da planta-mae e estimulados a formar raizes e parte aérea,
regenerando uma nova planta. A alporquia e a mergulhia baseiam-se no
estimulo ao enraizamento seguinte a regeneracio de parte aérea de um
segmento da planta-mie para producao de mudas. A diferenga entre a
alporquia e a mergulhia é que, na tltima, o ramo selecionado é parcialmente
enterrado para promover o enraizamento, enquanto na alporquia o
enraizamento ocorre apds a cobertura parcial do ramo selecionado com
solo ou substrato. Apés o enraizamento a muda ¢ separada da planta-mae,
logo a taxa de sobrevivéncia ¢ mais elevada e, em contrapartida, a taxa
de multiplicagdo ¢ inferior & da estaquia. A enxertia ocorre a partir da
unido entre segmentos de duas plantas diferentes, formando uma nova
planta que tem caracteristicas de ambas as espécies: faz-se um corte no
caule da planta para fornecer o sistema radicular, eliminando sua parte
aérea — formando o cavalo ou porta-enxerto; na sequéncia, um segmento
da planta selecionada para fornecer a parte aérea (cavaleiro ou enxerto) ¢
conectado ao caule do porta-enxerto. Com o tempo, ocorre a unido entre
os tecidos e forma-se uma nova planta. Esse segmento selecionado para ser
o enxerto poderd ser uma estaca ou uma gema: no caso de estaca, esta deve
ser preparada para conectar-se perfeitamente ao porta-enxerto; sendo uma
gema, a remogdo da parte aérea do porta-enxerto poderd ser feita apds a
uniio com os tecidos do enxerto, e a enxertia serd referida como borbu-
lhia. Cada método descrito tem vantagens e desvantagens que devem ser
avaliadas antes de comecar o cultivo das espécies medicinais (Quadro 1).
Os métodos de propagacio mais adequados estdo descritos na literatura e
facilita a escolha (Brasil, 2006b).
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Quadro 1 — Vantagens e desvantagens dos principais métodos de propagacdo de
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plantas medicinais

Métodos Vantagens Desvantagens

Semeadura Unico método em que ha Caracteristicas diferentes da

ou semeio variabilidade genética; facil planta-mée; possibilidade de
armazenamento e transporte. dorméncia; algumas sementes

ndo toleram armazenamento;
longo periodo improdutivo.

Divisdo de N&o ha variabilidade genética; Suscetiveis as mesmas

touceiras, facil separagao de touceiras, doengas da planta-mae; mudas

brotagGes rizomas e bulbos; maior taxa de de diferentes idades, ndo

ou estoldes | sobrevivéncia das mudas. padronizadas.

Estaquia Pouca variabilidade genética; Suscetiveis as mesmas doengas
propagacao de plantas que da planta-mae; necessidade
ndo florescem e/ou frutificam; de construgdo de matrizeiro;
facil execugdo; alta taxa de dificuldade de armazenamento e
multiplicagdo; baixo custo; transporte.
produgdo precoce.

Alporquia N&o ha variabilidade genética; Suscetiveis as mesmas doengas
maior taxa de sobrevivéncia das da planta-mae; construgao
mudas. de matrizeiro; mao de obra

especializada; baixa taxa de
multiplicagdo.

Mergulhia N3o ha variabilidade genética; Suscetiveis as mesmas doengas
possibilidade de propagar da planta-mae; construgao
espécies que ndo sejam viaveis de matrizeiro; mao de obra
no método de estaquia; maior especializada; baixa taxa de
taxa de sobrevivéncia das multiplicagdo.
mudas.

Micropro- Pouca variabilidade genética; Possibilidade de surgimento de

pagacao elevada multiplicagdo; plantas anormais; alto custo
uniformizagao do de implantagdo e insumos;
desenvolvimento das mudas; necessidade de mao de obra
producdo precoce. altamente especializada;

necessidade de estabelecer o
protocolo de produgdo de cada
espécie.

Enxertia Pouca variabilidade genética; Suscetiveis as mesmas doengas
opgao de propagacao para da planta-mae; necessita de mao
plantas que ndo florescem de obra especializada; risco de
e/ou frutificam; resisténcia rejeicdo em algumas espécies.
pelo porta-enxerto; produgdo
precoce.
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Tratos culturais relacionados ao cultivo de plantas medicinais

Tratos culturais compreendem as diversas préticas referentes ao cultivo
de plantas, tendo em vista que cada espécie necessita de diferentes técnicas
de manejo do cultivo, solo, irrigacao e controle fitossanitdrio, desde o plantio
até a colheita. Para ter éxito e eficiéncia na produgio e colheita, é importante
observar e fazer o manejo didrio do cultivo seguindo técnicas adequadas e
considerando que cada localidade tem préticas préprias de sua histéria cultural
que devem ser respeitadas, valorizadas e consideradas. Na agricultura ecold-
gica, a transmissao de conhecimento sobre o cultivo de plantas medicinais
ocorre em um ambiente familiar. Considerando as particularidades culturais
do Brasil, vindas da grande diversidade de bioma e da sociobiodiversidade, sao
apresentadas a seguir as principais préticas para o cultivo de plantas medicinais
(Ceolin et al., 2011).

Manejo do solo

O solo ¢ formado pela degradacio da rocha a partir da pedogénese, e a
constituigio do solo estd relacionada com sua origem. No cultivo, o solo ou
o substrato fornecerdo macro e micronutrientes de que a planta precisa para
se desenvolver. Logo, é importante conhecer a estrutura fisica e a compo-
sicio deles, pois sua constitui¢io promove mudangas no fornecimento de
nutrientes, alterando o metabolismo da planta, uma vez que o solo fornece a
dgua e o suporte fisico para que o vegetal se sustente e se desenvolva em busca
de luz. A andlise laboratorial do solo possibilita que sejam feitas as devidas
corregoes e adubacio de acordo com as necessidades especificas das espécies
cultivadas. O insumo mais usado para a corregao do pH do solo ¢ o calcdrio
(de conchas ou dolomitico), enquanto a adubacio pode ser feita de composto
organico, vermicomposto (himus de minhoca) ou esterco curtido. Eles
disponibilizam nutrientes e condicionam o solo, melhorando suas qualidades
fisicas, quimicas e biolégicas (Galvao ez 4l., 2019).

Irrigac¢do

A escolha do tipo de irrigagio de um determinado cultivo depende do
estdgio de desenvolvimento e da necessidade da espécie escolhida, caracteris-
ticas fisicas do solo, topografia do local do cultivo, clima, disponibilidade e
qualidade da dgua e até da quantidade de luminosidade do local do cultivo,
sem esquecer que a irrigagdo pode lixiviar os nutrientes disponiveis do solo.
Como regra geral, as plantas mais jovens e as recém-germinadas ou trans-
plantadas dependem de um solo umidificado, sem dgua estagnada. Outra
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preocupagio associada a escolha do sistema de irrigacio do cultivo é a eficiéncia
de uso do recurso hidrico. Lima (2016) afirma que existem dois tipos de irri-
gacio que, além de terem baixo custo, geram economia de dgua e energia:
o gotejamento e a microaspersio. Na irrigagdo por gotejamento, a dgua cai
pontualmente no solo por meio de gotas; na irrigagio por microaspersio, a
dgua ¢ pressurizada por orificios, resultando na fragmentac¢io em goticulas
langadas ao ar atmosférico. A irrigacdo por aspersao, diferentemente da micro-
aspersio, langa gotas mais grosseiras semelhantes a chuva. A aspersao pode ser
dividida em sistemas fixos, semifixos ou portdteis de acordo com a mobilidade
das linhas principais e laterais pela cultura. Os sistemas fixos mantém imdveis
tanto as linhas principais quanto as laterais. Nos sistemas semifixos, enter-
ram-se as linhas principais, fixando-as e deixando as linhas laterais livres para
que seja possivel mové-las pela cultura. Os sistemas portdteis tém mobilidade
nas linhas principais e laterais (Lima, 2016).

A escolha dos sistemas de irrigagio deve considerar o porte da planta,
seu hdbito, o estdgio de desenvolvimento (plantulas, individuos jovens,
mudas maduras) e a etapa de cultivo (multiplicacio de mudas, produgao de
biomassa etc.). Para plantas de noni (Morinda citrifolia L.) com idade de 75
dias observou-se que o sistema de irrigagdo por microaspersio proporcionou
maior desenvolvimento vegetativo do que o sistema de irriga¢do por goteja-
mento, por exemplo. Também ¢ importante definir o melhor regime hidrico
adequado a cada espécie medicinal ou aquele que atenda as diferentes espécies
cultivadas de modo consorciado (Vasconcelos et al., 2014).

Controle fitossanitdrio

As alteragoes na composicio fitoquimica das plantas podem impactar no
seu desenvolvimento. Os agrotdxicos alteram vias metabdlicas responséveis
pela produgio de seus metabdlitos. Portanto, é proibido o uso dos agrotdxicos
como prevengdo ou combate de pragas e doencas no cultivo de plantas medi-
cinais (WHO, 2003; Corréa-Janior, 2013). Existem técnicas alternativas que
minimizam ou anulam a incidéncia de pragas e doencas, como evitar o plantio
em monocultura, preferir o plantio consorciado de plantas repelentes ou
utilizar extratos vegetais como os produzidos por: anis (Pimpinella anisum L.),
eucalipto (Eucalyptus globulus L.), catinga-de-mulata (Zanacetum vulgare L.),
alho (Allium sativum L.), arruda (Ruta graveolens L.), poejo (Mentha polegium
L.), alecrim (Salvia rosmarinus S.), Sdlvia (Salvia officinalis S.). Em plantio
consorciado, é importante planejar quais espécies serao plantadas para que nio
haja competi¢do por nutrientes ou até mesmo a alelopatia (inibi¢ao da germi-
nacio e/ou crescimento de outro vegetal). Vale ressaltar que o aglomeramento
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de espécies pode atrair pragas e doengas, por isso é crucial ter as informagoes
de espacamento de cada espécie a ser cultivada (Rockenbach ez 4l., 2018).

Manejo do cultivo

No cultivo de plantas medicinais deve-se utilizar as melhores e mais adequadas
técnicas, com menor impacto ambiental, preservando o solo, a dgua, e prevenir
ataques de pragas e doengas, mantendo o equilibrio ecolégico, que sao conjunta-
mente denominadas de boas préticas agricolas (BPA). Num esforco de estimular
a implementagao de cultivos sustentdveis ambiental, social e economicamente,
diversas instituigoes publicaram documentos com os principios e diretrizes para as
BPA na produgio de plantas medicinais, entre eles: Boas Priticas Agricolas (BPA)
de Plantas Medicinais, Aromiticas e Condimentares, publicado pelo Ministério
da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (Mapa) (Brasil, 2019); publicacao
homénima editada pelo Instituto Empresa de Assisténcia Técnica e Extensio
Rural (Emater); Cultivo, Uso e Manipulacio de Plantas Medicinais e Orientagoes
Técnicas para o Cultivo de Plantas Medicinais, Aromdticas e Condimentares, ambas
pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria (Embrapa) (Rodrigues, 2004);
Cultivo de Plantas Medicinais: guia pritico, publicado pelo Governo do Estado
do Rio de Janeiro (Azevedo & Moura, 2010); e Manual de Cultivo de Plantas
Medicinais, publicado pela Prefeitura da Cidade do Rio de Janeiro (2011). Dentre
as BPA, destacam-se técnicas de rotacdo de culturas, cobertura vegetal, plantio em
curvas de nivel, plantio consorciado e adubagio.

Ao fim de um cultivo, é necessdrio sempre fazer a rotagio de culturas,
que ¢ definida como uma variagao planejada de diferentes culturas na mesma
drea sem repetir as espécies vegetais em um intervalo de tempo inferior a um
ano. Essa prética oferece beneficios para as plantas e solo, como aumento
do teor de matéria orginica, melhoria e manutengao da fertilidade do solo,
estruturagdo e descompactagio do solo e diminui¢do da incidéncia de pragas
e doengas. O controle de plantas espontineas é feito manualmente com ferra-
mentas de capina, como sachos, enxadas, enxadées, vassouras de ago e anci-
nhos. A redugio do crescimento das espécies espontineas pode ser feita com
o uso de cobertura verde ou cobertura morta (folhas, apara de grama e/ou
galhos triturados secos), que mantém a umidade do solo, evita muita radiagao
solar direta, minimiza o impacto das chuvas e adiciona mais matéria organica
ao ambiente pela sua decomposicio (Rodrigues, 2004).

A poda de manutencio ¢ vital no cultivo de algumas plantas medicinais;
para as espécies perenes ela ¢ tdo importante quanto o controle das plantas
espontineas, uma vez que ajuda no arejamento do vegetal e permite a formagao
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de novos brotos. Por sua vez, para as de ciclo curto, a poda equivale a colheita
para processamento da matéria-prima vegetal (Carvalho, 2015).

Tipos de Cultivo

Os principais aspectos do cultivo de plantas medicinais sao representados
neste capitulo pelo cultivo orginico e hidropénico e pelo cultivo indoor e in
vitro, respectivamente. O cultivo em ambiente aberto designa cultivos reali-
zados em locais nos quais as plantas ficam expostas as condi¢oes naturais, prin-
cipalmente luminosidade e temperatura. Por sua vez, o cultivo em ambiente
fechado permite o controle de fatores externos, como intensidade luminosa,
fotoperiodo, temperatura e disponibilidade de nutrientes.

Cultivo em ambiente aberto

O cultivo em ambiente aberto nas nossas condicoes tropicais representa
um menor custo de produg¢io devido aos nossos atributos ambientais, mas, ao
mesmo tempo, maiores riscos de contaminagio de natureza fisica, quimica e
microbioldgica.

Cultivo orgdnico

A produgio orgénica é aquela que favorece o equilibrio entre o solo, as
condi¢oes climdticas e a planta, empregando tecnologias alternativas que apro-
veitam as potencialidades da natureza, dispensando o uso de fertilizantes ou
agrotéxicos e considerando a qualidade de vida. Para isso, o cultivo orginico
congrega técnicas de rotacio de culturas, plantio consorciado (especialmente
para as duas espécies companheiras, cuja proximidade beneficia ambas);
reaproveitamento de rejeitos; utilizagio de espécies espontineas e pragas no
diagnéstico das condigoes eddficas e de deficiéncias nutricionais, respectiva-
mente; e 0 uso de técnicas mecAnicas, extratos de origem vegetal, plantas repe-
lentes e agentes biolégicos como prdticas de manutencio da sanidade vegetal.
Preconiza ainda o uso de diferentes fontes de nutrientes como a adubacio
verde, promovida por espécies que elevam o teor de nutrientes do solo e
melhoram suas condigoes fisicas, e o uso de biofertilizante, composto e vermi-
composto produzidos a partir de subprodutos agricolas (espécies vegetais e
esterco). As mesmas consideracoes dos tratos culturais também sao vélidas e
aplicdveis a produgao organica de plantas medicinais.
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De acordo com a lei n. 10.831, de 23 de dezembro de 2003,

considera-se sistema organico de produgio agropecudria todo aquele
em que se adotam técnicas especificas, mediante a otimizacio do uso
dos recursos naturais e socioeconémicos disponiveis e o respeito a inte-
gridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustenta-
bilidade econdmica e ecoldgica, a maximizacio dos beneficios sociais,
a minimizacio da dependéncia de energia nio renovdvel, empregando,
sempre que possivel, métodos culturais, bioldgicos e mecinicos, em
contraposi¢io ao uso de materiais sintéticos, a elimina¢ao do uso de
organismos geneticamente modificados e radiacoes ionizantes, em
qualquer fase do processo de produgio, processamento, armazena-

mento, distribuicio e comercializagio, e a protecio do meio ambiente.

A afinidade de conceitos da produgio orginica com outras formas de
produ¢io, em concordincia com a lei mencionada, nio apresenta total
aderéncia. O conceito de sistema organico engloba o sistema ecoldgico, biodi-
namico, natural, regenerativo, bioldgico, agroecoldgico, permacultura e os
demais que adotem técnicas de manejo similares. Atualmente um produto orga-
nico ¢ proveniente de sistema de producio que segue as diretrizes estabelecidas
pelas normas da produgio organica. No cultivo orginico é vedado o uso de:
organismos geneticamente modificados, agrotéxicos sintéticos no tratamento
e armazenamento de sementes e mudas; irradiagoes ionizantes; e insumos com
propriedades mutagénicas ou carcinogénicas. Produtores dispostos a migrar do
sistema convencional de producio — que permite a utilizagio de fertilizantes
sintéticos e herbicidas — para o sistema organico devem respeitar um periodo de
conversao de 12 a 18 meses de manejo orginico na produgcio de culturas anuais
ou pastagens perenes, respectivamente (Mapa, 2019).

Com o intuito de veicular, amplamente e em linguagem acessivel ao
produtor, a informagio técnica, cientificamente validada e conforme a legis-
lacao brasileira de produgio orginica, o Mapa disponibiliza arquivos inti-
tulados “fichas agroecoldgicas” nas temdticas: fertilidade do solo e nutrigao
de plantas; sanidade vegetal; préticas conservacionistas; e produgao vegetal.
Nessas fichas constam informagées sobre quais insumos podem ser usados e a
forma correta de fazé-lo. Além disso, 0 Mapa compilou os decretos, instru¢oes
normativas e portarias que regem a producio de orginicos no pais.

Os sistemas orginicos contribuem para a produgio de plantas medici-
nais, pois preconizam o emprego sustentdvel dos recursos naturais e socio-
econdmicos. Isso estd em sintonia com politicas publicas brasileiras sobre o
uso estratégico de plantas medicinais na Atengio Bésica a Satde e justifica
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a indicacdo dessa forma de cultivo no provimento de plantas medicinais aos
usudrios do Sistema Unico de Satide (SUS) (Mapa, 2019).

Nessa abordagem, o Brasil segue a tendéncia internacional de reco-
mendar a produgio de plantas medicinais por meio de sistemas organicos
pois o estimulo ou determinagio desse sistema de produgao consta em publi-
cagoes da Organizagio Mundial da Sadde (OMS) e da Agéncia Europeia de
Medicamentos (AEM). Recomendagio semelhante é encontrada nas diretrizes
da Politica Nacional de Prdticas Integrativas e Complementares, da Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos, do Programa Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos e nos manuais e guias que compilam BPA
na produgio de plantas medicinais (Brasil, 2009).

Por meio do cultivo orgéinico ¢ possivel obter uma maximiza¢io na
produc¢io de biomassa e de metabdlitos de interesse, tornando-o muito
interessante do ponto de vista produtivo, econdmico, ambiental e social.
A adubagio feita com composto orginico aumentou a produgio de metabdlitos
do dleo essencial de Baccharis dracunculifolia DC., espécie medicinal popular-
mente conhecida como alecrim-do-campo (Santos ez /., 2012). O composto
foi produzido a partir de residuos de matéria organica vegetal e animal depo-
sitados em uma pilha com aproximadamente 5 m®. Apds noventa dias de
compostagem, foi feita andlise quimica, na qual se avaliou o teor de matéria
orginica, nutrientes e pH. Resultados semelhantes obtiveram Santos e colabo-
radores (2009), que observaram que o uso de esterco bovino aumentou tanto
o desenvolvimento quanto o rendimento de dleo essencial de erva-cidreira
verdadeira (Melissa officinalis L.). Lemos e colaboradores (2013) compararam
altura, perfilhamento, teor e rendimento de 6leo essencial de Cymbopogon
citratus (DC.) Stapf. cultivado em sistemas organico e convencional e obti-
veram melhores resultados em cultivo organico.

A viabilidade econdémica do cultivo orginico da Aloe vera (L.) Burm.f.
(babosa) para o produtor rural, principalmente para a agricultura familiar, foi
investigada por Bach e Lopes (2007). Eles avaliaram o custo de produgao de
1 ha de babosa desde a obtengio das mudas até o produto final, um suco. Na
drea foram plantadas 20 mil mudas enfileiradas, com espacamento de 0,6 m
x 0,6 m e 1,3 m entre as fileiras, arranjo por meio do qual se previu produzir
anualmente 300 mil folhas (o que equivale a cerca de 90.000 kg) ¢ 30.000 L de
suco. Considerando os célculos do custo de produgio, a atividade foi economi-
camente vidvel, com lucro de cerca de 20% em um ano (Bach & Lopes, 2007).

Litskas e colaboradores (2019) compararam o desenvolvimento de quatro
espécies medicinais e aromdticas cultivadas de forma convencional e orginica
em cinquenta dreas produtivas no Chipre. As espécies estudadas foram alecrim
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(Salvia rosmarinus Schleid.), hortela (Mentha spicata L.), orégano (Origanum
vulgare L.) e rosa damacena (Rosa x damascena MIL.), e a comparagio foi feita
em termos de balango energético, pegada de carbono e de dgua entre 2014-
2017. O cultivo organico foi globalmente mais eficiente.

Apesar dos beneficios da produgao de plantas medicinais em sistema orga-
nico, podem ser atribuidas desvantagens, como menor escala de produgao em
comparagio com o cultivo convencional, maior necessidade de mao de obra
e maiores custos do processo de certificagio. Contudo, a principal desvan-
tagem desse sistema ¢ a necessidade de estudos para estabelecer os protocolos
especificos para cada tipo de cultivo, sem deixar de considerar as particulari-
dades sociais e ambientais de clima, solo, disponibilidade e qualidade da d4gua
para irrigagio da localidade onde ele serd implementado, e a diversificagio de
fontes de matéria orginica para a produgao dos adubos, para que possa ser
economicamente mais vantajosa para o produtor.

Cultivo agroecoldgico

O éxito na produgao agricola de plantas medicinais ¢ avaliado pela otimi-
zagao da biomassa produzida por unidade de drea e pela biossintese e concen-
tracdo de substincias que apresentam atividade bioldgica, os principios ativos.
Portanto, para assegurar a qualidade de uma planta medicinal, é necessirio
que a produtividade e o porte e a exuberincia dos seus 6rgaos sejam avaliadas
juntamente com a produgdo de seus principios ativos. Entretanto, a carac-
terizagdo quimica geralmente nio é vidvel rotineiramente para o produtor
rural, pois representa um grande impacto no custo total da produgao. Assim,
a produgao deve ser feita a partir de protocolos que garantam maior produti-
vidade de biomassa e o acimulo das substincias de interesse terapéutico.

Nesse cendrio, a agroecologia representa a possibilidade da geragiao de um
conjunto de agdes e métodos de viabilidade técnica e financeira na produgio
agricola de plantas medicinais para qualquer produtor. Ao levar em conside-
ragdo os indmeros fatores ambientais e antrépicos que influenciam o meta-
bolismo secundério das plantas e a sintese de substincias ativas de interesse
farmacéutico, a produgio agricola de uma planta medicinal pode ter muitos
fatores que interferem no seu perfil quimico. A agroecologia ¢ o estudo inte-
rativo trans e interdisciplinar do agroecossistema baseado no conhecimento
cientifico e tradicional. Esse sistema ecoldgico, de estrutura dinAmica complexa,
pode ser modificado pelo homem com o propésito de otimizar uma produgao
agricola construida por meio de processos socioecondémicos e ecolégicos. Tais
caracteristicas da agroecologia estao totalmente em sintonia com a produgao de
plantas medicinais, considerando as elevadas diversidades ambiental e bioldgica



54 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

dos diferentes biomas do Brasil, sendo fundamental para o desenvolvimento de
um processo participativo de transi¢io do agroecossistema. Pratica-se uma agri-
cultura de base ecoldgica, que reduz os impactos e desequilibrios (ambiental e
antrépico) gerados pelo cultivo de espécies medicinais. Além disso, um modelo
agroecoldgico bem dimensionado e ajustado garante a qualidade quimica e
biolégica do material vegetal para a produgio de fitoterdpicos.

Entre os aspectos positivos da agroecologia no cultivo de plantas medici-
nais estd levar em conta todos os niveis de diversidade: espécies medicinais com
potencial terapéutico e com elevada diversidade genética (cultivadas pela agri-
cultura tradicional e/ou familiar) podem apresentar caracteristicas quimicas
mais direcionadas para a producio de fitoterdpicos do que uma espécie que ji
tenha passado por algum processo de selecao genética. A diversidade de subs-
tincias pode ser maior em espécies que ainda nio foram cultivadas intensiva-
mente. Logo, a abordagem agroecoldgica é a mais adequada para o aumento
de escala da produgio, pois todo o processo de desenvolvimento e validagao
do cultivo serd realizado nos ecossistemas em que ela ocorre naturalmente e
ird garantir a mdxima expressao do potencial terapéutico da espécie medicinal
e, possivelmente, um custo de producio inferior ao da agricultura industrial
praticada na atualidade.

Cultivo hidropénico

O termo hidroponia tem origem no grego, #ydro = dgua e pdnos = trabalho,
e ¢ uma técnica agricola de cultivo na qual a planta é cultivada numa solugao
com os nutrientes essenciais para o crescimento. Ela foi usada pela primeira
vez no Neolitico por habitantes da Mesopotimia, os sumérios. Em 1929, o
pesquisador William Frederick Gericke, da Universidade da Califérnia, desen-
volveu um sistema sem uso de solo para cultivos de plantas alimentares. No
Brasil, o cultivo hidropénico foi introduzido por Shigeru Ueda e Takanori
Sekine na década de 1980 (Douglas, 2001).

O cultivo hidropénico pode ser implementado por duas formas de sistema:
aberto ou dindmico, que tem circulagio da solu¢io nutritiva; e fechado ou
estdtico, no qual nio hd circulagdo. Na Figura 1, ilustramos o funcionamento
dos sistemas de hidroponia mais utilizados.
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Figura 1 — Esquema representando os principais sistemas de producdo de plantas
através do cultivo hidroponico
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Fonte: adaptado do portfélio da empresa No Soil Solutions.

A hidroponia oferece vantagens, como o crescimento mais ripido em
relagao ao cultivo em solo, menor influéncia dos fatores abidticos, produgio
fora do periodo de safra e rdpido retorno econémico. Contudo, existem
algumas limitagoes, como o custo inicial elevado, possibilidade de balango
inadequado da solugao nutritiva, acarretando, assim, baixo desenvolvimento
das plantas, custo elevado da manutengao dos equipamentos e necessidade de
fornecimento de luz artificial e energia para o sistema.

O cultivo hidropdnico de espécies medicinais e aromdticas constitui
um novo emprego dessa tecnologia, que proporciona aumento de quali-
dade e rendimento extrativo de metabdlitos secunddrios. Ela tem grande
vantagem em comparagio ao cultivo em solo, em razio da variabilidade
anual que este ocasiona, pois proporciona maior controle de biomassa
alcangada, producio em escala comercial e facilidade de produgao de
drogas vegetais na qual a parte de interesse sio as raizes. Diversas espé-
cies medicinais tém protocolos bem conhecidos de produgao por hidro-
ponia como: equindcea — Echinacea purpurea (L.) Moench.; manjericao —
Ocimum basilicum L.; babosa — A. vera (L.) Burm.f.; artemisia — Artemisia
vulgaris L.; e valeriana — Valeriana officinalis L.
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Cultivo em ambiente fechado

O cultivo em ambiente fechado contribui para um maior controle das
varidveis ambientais, mas gera um incremento significativo no custo opera-
cional de producio das plantas medicinais.

Cultivo indoor

O cultivo em ambientes fechados surgiu das experimentagdes propostas
pelo botéinico Liberty Hyde Bailey em 1893. Ele usou lampadas de vapor
metdlico e sédio para investigar os efeitos da luminosidade sobre a fase de
desenvolvimento vegetativo. Na década de 1920, W.W. Garner ¢ H. A.
Allard, pesquisando sobre o cultivo de tabaco, descobriram a relac¢io entre
florescimento e fotoperiodo e tempo e intensidade luminosa para o desen-
volvimento vegetativo. O cultivo indoor de Cannabis veio da necessidade de
obter um cultivo de forma ilegal. Diante das pesquisas e legislacoes vigentes,
o cultivo em escala industrial (larga escala) ganhou em seguranga, maior
controle sobre o processamento € rendimento, maior eficiéncia no controle
de pragas e doengas, tornando até trinta vezes mais produtivo do que o
cultivo outdoor.

Cultivo in vitro

O cultivo de tecidos vegetais compreende um conjunto de técnicas em
que uma parte vegetal isolada (explante) ¢ cultivada de maneira asséptica em
um meio com composicio definida e mantida sob condigdes controladas
de luz e temperatura. Esses explantes desenvolvem-se em frascos de vidro,
contendo nutrientes para o seu desenvolvimento, originando o termo 77 vitro.
Entre as diferentes técnicas de cultivo in vitro, a propagacao in vitro, ou micro-
propagagio, ¢ a mais usada e a que mais tem contribuido para a produgao de
mudas com qualidade superior, selecionadas de matrizes com caracteristicas
importantes, tais como elevada concentragao de substincias bioativas.

As definicoes de micropropagacio sio muitas. Rout e colaboradores
(2001: 222) definiu como “o isolamento e cultivo de meristemas organi-
zados, tais como dpices caulinares e radiculares e gemas laterais, para esti-
mular o desenvolvimento completo de uma planta”. Para Torres, Caldas e
Buso (1998: 14), ¢ “a propagacio vegetativa in vitro de explantes vegetais”.
Eles diferenciam a micropropagagao de trés maneiras, de acordo com a fonte
do explante e sua forma de manipulagio: por meio de gemas axilares; por
inducio de gemas adventicias; e via embriogénese somdtica.
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Atualmente vérias técnicas de cultura in vitro tém sido aplicadas para
obtengdo de compostos com atividade bioldgica, por meio da propagagao
das plantas medicinais, ou para obten¢io de linhagens celulares que
produzem bioativos. Tais alternativas tém como objetivo melhorar a
qualidade da matéria-prima vegetal e promover o uso sustentdvel das
plantas medicinais, facilitando a produgio em escala industrial de fitote-
rdpicos. A micropropaga¢io comercial de plantas medicinais, com venda
ou distribuicio de mudas e matrizes oriundas da cultura iz vitre, encon-
tra-se limitada a poucas espécies como: ruibarbo — Rheum rhabarbarum L.;
Cimicifuga spp.; Aloe spp.; gengibre — Zenziber officinale; e estévia — Stevia
rebaudiana (Bertoni) Bertoni, que é a espécie medicinal mais encontrada
no portifélio de biofdbricas pelo mundo.

Estudos de Casos

A metodologia de producio de plantas medicinais pode variar conforme
o objetivo do produto final. A seguir ¢ apresentado um estudo de caso da
PAE no qual se descrevem as etapas da cadeia de produgao da matéria-prima
vegetal que garantem a qualidade do insumo vegetal.

A producdo de plantas medicinais a partir da visdo agroecoldgica:
o modelo da PAF

A otimizagao da produgio de plantas medicinais é um processo partici-
pativo de constru¢io do conhecimento, em que as informacoes sao agregadas
a experiéncia dos produtores para conduzir o processo de pesquisa e desen-
volvimento de protocolos de cultivo. Além disso, é necessdrio ter uma visao
geral de todo o agroecossistema, conhecendo as varidveis bidticas e abié-
ticas para prevenir-se das perturbagoes naturais ou antrépicas e promover a
manuten¢do do equilibrio ecolégico. Nesse sentido, a agroecologia vai além
do aumento da produtividade ou maximizagio da producio por unidade
de drea. Ela permite um estudo profundo de construgao de sistemas susten-
tdveis, considerando os pontos de vista energético e financeiro, para que o
produto gerado tenha um diferencial de qualidade quimica ou bioldgica.
Quando a produgao das plantas medicinais objetiva fornecer matéria-prima
vegetal para a producio de fitoterdpicos, o controle da qualidade, a segu-
rang¢a no uso de insumos e o registro de todas as informacoes do processo



58 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

sao fundamentais para a qualificagio da matriz e a confiabilidade dos fitote-
rapicos produzidos.

A PAF, um setor do Centro de Inovacio em Biodiversidade e Satide
(CIBS) do Instituto de Tecnologia em Fdrmacos (Farmanguinhos) da
Fundagao Oswaldo Cruz, adotou um modelo agroecolégico comprometido
com o desenvolvimento de protocolos de cultivo na cadeia produtiva anco-
rada nos biomas brasileiros. As espécies em seus ecossistemas tém metabo-
lismo moldado aos estresses ambientais locais que, em teoria, representa
maior potencial de expressdo de sua metaboldmica.

O desenvolvimento por biomas leva em consideragio as caracteristicas
particulares de cada um deles. Na prdtica, isso representa que, ao planejar as
acoes de cultivo de uma espécie medicinal do Cerrado, por exemplo, deve-se
identificar em qual dos ecossistemas (cerradao, campo limpo, campo sujo e
outros) a espécie estd mais adaptada e, apds uma andlise do ambiente, definir
o melhor modelo de produgao. O modelo de produgio da PAF (Figura 2) é
considerado modelo de cole¢io viva para a produgao em grande escala, tem
fases distintas e garante a guarda e o acesso a todas as informagdes que s3o
registradas desde a planta de origem até o lote processado e manipulado.

Esse esquema de producio facilita a rastreabilidade de todo o processo de
padronizagio da matéria-prima. Essa capacidade ¢ desejada tanto para pesquisa
e desenvolvimento (P&D) quanto para a produgio da matéria-prima vegetal
para fins terapéuticos. Num processo de P&D de um produto inovador, o
esquema permite identificar a espécie, a popula¢io de plantas e as caracteris-
ticas ambientais que conferem o perfil fitoquimico para fins farmacéuticos. Na
fase de producio extensiva, possibilita iniciar o processo de cultivo em outras
localidades, garantindo a padronizagio do material genético, o que evita as
variagdes quimicas indesejdveis.
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Figura 2 — Modelo de producgdo de plantas medicinais da PAF

Planta matriz
(geragdo 1)

Coleta de propagulos para introdugdo em
colegdo com o respectivo levantamento
de dados geograficos

_ﬁ Viveiro |—-| Selecdo, quarentena e propagacio |

_——l Mudas para o matrizeiro e para o cultivo extensivo |

Matrizes selecionadas representativas da/s
— populagdo/des local/is, cultivada/s e identificada/s
_| Matrizeiro dentro do horto ou colegdo que irdo, de acordo com
sele¢do dos fendtipos desejados, servir de base para
a formagdo da populagdo a ser cultivada

Mudas com registro de informagGes relativas a data
e finalidade

4| Cultivo de produgéo I_ Plantas produzidas para.os mais dlver.sos. fins a partir
das mudas obtidas dos matrizeiros

Com excecio da planta matriz (geragio 1), que pode estar localizada em
uma drea preservada e protegida, todo o restante do processo de producio de
plantas medicinais deve, obrigatoriamente, ser desenvolvido numa mesma drea.
O viveiro, o matrizeiro e a drea de produgio devem estar localizados numa
mesma unidade produtiva. Esse arranjo reduz custos de transportes e facilita o
célculo de estimativas de produtividade. Na Figura 2, as matrizes da propagago
da matriz (geragao 1) podem ser cultivadas em canteiros, adotando o mesmo
espacamento e manejo aplicados posteriormente na produgao extensiva. Assim,
¢ possivel estimar com precisao a produtividade e/ou resposta as intempéries e
danos causados por insetos ou micro-organismos. Essa unidade de producio,
composta de viveiro, matrizeiro e drea de produ¢io extensiva numa mesma
zona, facilita o controle da qualidade da matéria-prima vegetal e garante a auto-
nomia do produtor agricola em relagio a obtengao de material propagativo.
Para isso, requer treinamento e capacitagao individual para as diferentes tarefas,
tendo em vista a otimizagio do processo de produ¢io em cada fase do cultivo
de plantas medicinais, que leva, como resultado, a0 aumento da qualidade do
material produzido e a redu¢do no custo de produgio.
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Variabilidade e sazonalidade de produtos naturais: sincronizacdo
com o manejo produtivo

A influéncia dos fatores ambientais na biossintese de substincias ativas
do metabolismo secunddrio estd caracterizada para as mais diversas classes
quimicas. As variagoes sazonais que levam a alteragoes na producio destes
metabdlitos devem ser conhecidas pelo produtor para haver a possibilidade
de sincronizagio com a colheita. A sincronizagio permite que, no momento
que ¢ colhida, a espécie medicinal tenha acumulado a maior concentragao
das substincias de interesse terapéutico. Investigagoes de um longo periodo
permitem promover alteragbes no manejo que resultem na otimizagio da
produgio da biomassa e dos principios ativos de interesse.

Muitas espécies sao estimuladas a florescer a partir da reducao didria de
horas de luz. Algumas, por exemplo, podem apresentar abscisio das suas
folhas na época que antecede a floragao. Nesse caso especifico, a espécie pode
apresentar a maior produtividade das substincias terapéuticas, mas apresentar
perdas significativas de biomassa pela queda das folhas, que exigem um manejo
especifico para a condugio de cada espécie. Assim, seria necessdrio fazer podas
para retardar o florescimento nos meses com dias mais curtos, o que permitiria
a colheita mesmo sem florescimento e sem perda de rendimento foliar.

As espécies tradicionalmente conhecidas como medicinais apresentam
uma elevada diversidade ecoldgica, origens geogréficas, portes, estratégias de
crescimento/desenvolvimento, e, portanto, a busca de um manejo que consiga
otimizar a produgao de biomassa e o acimulo de substancias bioativas deve ser
especifica para cada espécie ou grupo de espécies.

Matrizeiro e viveiro

O matrizeiro ¢ a drea da colegao ou horto de espécies medicinais onde
plantas selecionadas sio cultivadas para fornecer propdgulos que produzam
mudas em 4rea de viveiro. A sele¢io e o manejo das plantas matrizes promovem
a padronizagao das mudas, com o objetivo de garantir a baixa variacio das
caracteristicas biométricas e fitoquimicas das espécies medicinais nos suces-
sivos cultivos subsequentes.

Na selecao das plantas matrizes, avaliam-se espécimes para a escolha
daqueles que retinam as caracteristicas morfoldgicas e fitoquimicas mais dese-
jveis para a producio da matéria-prima de um fitoterdpico. Elas irdo compor
uma colegdo de plantas medicinais ou horto, e sio avaliadas entre individuos
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de diferentes populagoes para obter plantas com os melhores resultados na
produgio de biomassa e concentragio da substincia de interesse. Uma vez
selecionadas as matrizes de geragio 1 e as subsequentes, o trabalho de propa-
gacio deve ser feito num viveiro de mudas para isolar, por quarentena, o cres-
cimento das mudas num ambiente de microclima adequado e a produgao
padronizada de mudas que atenda 2 demanda da unidade.

Organizagdo do matrizeiro

A unidade de produgio de plantas medicinais ¢ composta de matrizeiro asso-
ciado a um viveiro (Figura 3) e uma drea de produgio extensiva. Toda espécie sele-
cionada para iniciar a formagao de grupo de plantas matrizes deve ter a geoloca-
lizagao registrada (coordenadas geograficas) da planta ou plantas que constituirao
a geragao 1, assim como devem ser conhecidas todas as informagoes relativas a
posicio topogréfica, solo, microclima, formagio vegetal a que pertence e as suas
caracteristicas biométricas (altura, peso médio do érgao de interesse, produtividade
estimada por individuo etc.). Apés a identificagio dos fendtipos mais adequados
para a produgio de um fitoterdpico de qualidade, o préximo passo € a selegio do
numero de individuos para compor o banco de matrizes da espécie.

Figura 3 — Desenho esquematico da area de propagacdo de plantas medicinais

Horto medicinal

a) Viveiro

b) Composteira

c) Canteiro com identifica-
¢ao e irrigagcao

d) Reservatodrio de dgua

Desenho Raquel Elisa da Silva Lopez.
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Cada espécie terd um ndimero varidvel de matrizes que serd dependente
da capacidade produtiva de propdgulos e do seu porte. As espécies que tém
alto rendimento na produgao de sementes ou propdgulos vegetativos e porte
arbustivo a arbéreo necessitam de menor niimero matrizes quando comparados
aquelas que tém baixo rendimento e sao herbdceas de pequeno porte.

A propagacio das espécies medicinais, desde a geragiao 1 das matrizes
até as mudas que entrario no sistema produtivo, deve ser realizada prefe-
rencialmente de forma vegetativa para aumentar as chances de transferéncia
e homogeneizagiao do material genético. O método de propagacio vegeta-
tivo a ser adotado pode ser o de estaquia, borbulhia, mergulhia, alporquia e
divisdo de touceiras.

O arranjo das espécies selecionadas nos canteiros deve obedecer a um
gradiente crescente de porte ou tamanho, onde as espécies de menor porte
ficam nos canteiros na posicao leste do horto; as espécies de porte médio ou
arbustivo, na posicio intermedidria; e as de maior porte ou arbéreo devem
ficar nos canteiros na posicao oeste do matrizeiro. O matrizeiro associado a
um viveiro de mudas permite que todas as atividades ligadas a propagacio das
plantas matrizes possam ser desenvolvidas num mesmo espaco fisico, contri-
buindo para a agilidade da produgio e a redugio de custo operacional.

A organizagao da drea de propagacio deve apresentar canteiros de 3 m
a 6 m de comprimento por 1 m a 2 m de largura e 30 cm de altura do solo
e quebra dos torrdes até 30 cm de profundidade abaixo do nivel do solo.
O solo deverd estar protegido, de forma permanente, com cobertura morta
e, no limite com a rua principal do matrizeiro, deverd ser fixada uma placa
na qual estard informado o nome cientifico completo, familia botanica e
nome vulgar da espécie.

A organizacio da drea de propagacio deverd contar com sistema de irri-
gacio por microaspersio (para espécies com mais de dez matrizes) e goteja-
mento (para espécies com até dez matrizes), incluindo filtros de linha, sistema
de pressurizacio (elétrico, mecanico como carneiro hidrdulico ou por gravi-
dade), linhas de distribuicao e emissores.

O matrizeiro deve dispor de dreas de produ¢io de compostagem para
atender a demanda de adubagao recomendada para cada canteiro/ano com
materiais triturados (até 3 cm de didmetro), cuja mistura tenha a relagao
carbono/nitrogénio igual a 30 (C/N=30) e reservatério de dgua que permita
a distribui¢ao por gravidade para os canteiros. A instalagao de caixa d’dgua
deve ter elevagio minima de 5 m em relagio a drea a ser irrigada para gerar um
gradiente de altitude.
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Organizagdo do viveiro

O viveiro de mudas é o ambiente onde todo o processo de propagacio ¢
realizado, ou seja, ¢ um ambiente de reprodugio do material genético e cres-
cimento inicial das mudas. O viveiro de produgao de plantas medicinais deve
ser organizado para permitir a propagacio de espécies botanicas que tenham
diferentes exigéncias ecoldgicas, com diferentes portes, tamanhos e arquite-
turas. Sua estrutura fisica tem que impedir a entrada e o contato com qualquer
agente fitopatogénico, por isso deve ter uma base de alvenaria, uma estrutura
metdlica de sustentagio da tela de sombreamento e uma tela de sombrite que
reduza a luminosidade interna em 50%, Gnica entrada/saida, e em frente a
ela deve ser instalado um pediltivio com o objetivo de desinfetar o solado dos
calcados de quem entrar no viveiro.

A produgao de mudas de todas as espécies medicinais requer que o
viveiro tenha bancadas para as diferentes embalagens de producio de mudas.
Dependendo do porte e da duragio do ciclo das espécies medicinais esco-
lhidas, o viveiro ainda deve contar com bancadas adequadas para a colocagio
de qualquer embalagem para crescimento das mudas. Dessa forma, ele deve
dispor de espago para colocagio de bandejas com tubetes e bancadas para sacos
e um sistema de irrigacdo, preferencialmente, por nebulizagio, pois oferece as
mudas menor risco de dano fisico causado pelo impacto da dgua.

Cultivo

O local escolhido para o cultivo das plantas medicinais deve ter as condigoes
edéficas e de microclima adequadas para seu crescimento e desenvolvimento.
Nesse sentido, o levantamento das caracteristicas ambientais no momento da
coleta da planta matriz geragdo 1, na introdu¢io da espécie no matrizeiro, ¢
fundamental para a escolha do local onde o cultivo serd realizado. Ele deve ter
topografia apropriada para execucdo das préticas agricolas, pontos de captagao
de dgua e cercamento para evitar entrada de animais domésticos e selvagens.

Manejo do solo

A estratégia paraa melhoria e manutengio das caracteristicas fisicas, quimicas
e biolégicas do solo para uso agricola sem comprometimento da produgio e/ou
geracio de impactos negativos para o ambiente é apoiada em préticas como: uso
de cobertura morta sobre solo cultivado ou em pousio pelo uso de material tritu-
rado e seco proveniente de podas ou coletas realizadas; uso de composto agricola
nas covas ou linhas de plantio; adubagio verde com o plantio e incorporacio no
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solo de leguminosas como feijao-de-porco — Canavalia ensiformis (L.) DC. — ou
crotalaria (Croalaria spectabilis Roth); e adubagio com fosfato natural de rocha
nas linhas ou covas de plantio.

Desenho do agroecossistema

O arranjo espacial das mudas no campo ou o desenho do agroecossistema
deve ser planejado antes do plantio para permitir a intera¢do das espécies,
garantir a qualidade da matéria-prima vegetal e obter um sistema de produgio
equilibrado e resiliente. No planejamento de um agroecossistema de plantas
medicinais para fornecer ao mercado consumidor, é comum que o produtor
agricola opte por policultivos. Estes diluem a magnitude dos impactos finan-
ceiros provocados por riscos de quebra de produtividade e garantem um
nimero maior de fontes de receitas ao longo de todo o ano. O policultivo
requer uma andlise inicial quanto ao provavel resultado da interagao das espé-
cies selecionadas no ambiente de cultivo. O comportamento da espécie culti-
vada de forma isolada pode ser diferente do da cultivada com outras espécies,
independentemente da frequéncia ou forma de consércio.

De uma forma geral, os resultados esperados num sistema de policultivos
de plantas medicinais dependem das caracteristicas intrinsecas de cada espécie
cultivada e dos microambientes formados a partir da arquitetura e ciclo de
crescimento de cada espécie. Portanto, os critérios de escolha para a locali-
zagao, arranjo e a densidade de plantio de cada espécie dentro do agroecossis-
tema dependem, basicamente, de trés fatores: exigéncias ecoldgicas e compor-
tamento relacionado ao seu grupo ecoldgico; efeitos alelopdticos; e quantidade
de material seco a ser produzida. Com tais informagées, o arranjo das espécies
no campo serd feito de modo a colocar mais préximas as espécies que irdo
produzir efeitos benéficos no crescimento de outras. Plantas de crescimento
ripido e arquitetura que promova sombreamento proporcional ao didmetro
de sua parte aérea serdo cultivadas préximas a espécies medicinais que tenham
exigéncia em baixa a média luminosidade, por exemplo.

Na fase de planejamento do arranjo espacial do agroecossistema, a
confec¢do de um croqui de localizagao das espécies e as informagdes quanto
aos seus portes e as exigéncias ecoldgicas de cada uma facilita o planejamento
de policultivos. Num croqui é possivel reconhecer o mosaico de espécies que
constituird o agroecossistema. Esse mosaico, pensado e planificado, facilita o
trabalho de plantio das mudas no campo e permite a discussio dos possiveis
efeitos da interagao de espécies diferentes.

O cultivo deve obedecer a um zoneamento determinado pelo porte,
duracio do ciclo de vida da espécie (anual, bianual, semiperene ou perene).
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A posigao das espécies deve estar em consonincia com suas exigéncias ecold-
gicas para que o arranjo permita que plantas exigentes de luz plena nao tenham
a0 seu lado espécies que promovem um sombreamento que limite o seu cresci-
mento. A drea de cultivo deve ser subdividida por faixas de vegetagio arbérea
nativa com espécies que tenham arquitetura de copa para servir de barreira
fisica a ventos e que, também, sejam atrativas para as aves da fauna, permi-
tindo a instalagio de ninhos. Idealmente, a espécie deve apresentar frutos
vermelhos, uma vez que os pdssaros sao atraidos por essa cor. A atragio de aves
por esses cordoes de vegetagao arbérea nativa instalados no interior da drea de
cultivo podem colaborar significativamente para o controle natural de insetos
com potencial de provocar danos as espécies medicinais.

Densidade de plantio

O numero de plantas por drea ou densidade de plantio adotada pelo
produtor rural serd determinante para o equilibrio ecolégico do agroecos-
sistema e para a viabilidade financeira do cultivo. A adogio de um ndmero
elevado de plantas por 4rea resulta na formagao de um microclima distinto no
interior da drea de cultivo, facilitando, dessa forma, o surgimento de alguns
microrganismos fitopatogénicos. Todavia, se for adotado um niimero baixo de
plantas por unidade de drea, a produtividade sofrerd uma redu¢io que pode
nio compensar financeiramente o cultivo da espécie.

A escolha pelos espagamentos entre plantas na linha e entre linhas de plantio
deverd ser adotada de acordo com dados na literatura ou ensaios com niimeros
significativos de mudas, variando os valores de espacamento dentro da linha
e entre as linhas de plantio. Esses ensaios podem ser realizados em uma drea
préxima a drea de cultivo extensivo usando um nimero varidvel de espaga-
mentos. Nesses ensaios sao avaliados a produtividade de biomassa por ano, o
nimero mdximo de cortes ou coletas ¢ a resposta de produ¢ao de biomassa por
meio desses cortes ou coletas. A caracterizacio fitoquimica desse material reflete
a influéncia do manejo na produgao das substancias de interesse.

Manejo de insetos e micro-organismos fitopatogénicos

Mesmo com a estratégia preventiva de aumento de diversidade no ecos-
sistema, no momento que a densidade de uma espécie aumenta, é possivel
que exista algum inseto ou micro-organismo cuja dieta ou ciclo de vida esteja
intimamente ligado a planta. Na interagio entre esses organismos e a planta,
deve-se avaliar se ela estd sendo negativa para as plantas e quantificar o percen-
tual de dano. Se houver dano, medidas de controle que sejam eficazes, seletivas
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e de baixo impacto para o ambiente devem ser adotadas para prevengao ou
corregdo. As medidas preventivas sio tomadas antes do reconhecimento do
dano e podem ser a protegao fisica ao solo, as faixas de refgio de vida silvestre
entre as dreas de cultivo, a estratificagdo e diversidade de espécies dentro da
drea de cultivo, redugio da densidade de plantio recomendada pela literatura
e o uso de fertilizantes naturais de baixa solubilidade, entre outras. Por sua
vez, as medidas corretivas de controle devem ser adotadas a partir da correta
identificagio do agente causador do dano (inseto ou micro-organismo).

A partir da identificagio do agente causal, o controle quimico é adotado
como primeira opgao através de uso de extratos ou caldas produzidas com
espécies botanicas com comprovada agio de controle. Nessa categoria temos
espécies jd consagradas na literatura como o neem (Azadirachta indica), alho
(A. sativum L.), pimenta-do-reino (Piper nigrum), cravo-de-defunto (Zagetes
minuta), camomila (Matricaria recutita), arruda (R. graveolens L.), araticum
(Annona coriacea) e manjericao (O. basilicum L.), que sao pulverizadas sobre as
espécies ou colocadas em armadilhas atrativas distribuidas na 4rea de cultivo.

Manejo da dgua de irrigagdo

O objetivo da produgiao de plantas medicinais é obter a maior produ-
tividade de biomassa e de substincias bioativas com os menores impactos
ambientais, e o uso da dgua por sistemas de irrigacio é uma estratégia que
deve ser considerada. O seu uso deve ser racional e ter resultado positivo
na produgio de biomassa/substincias bioativas, logo ¢é necessirio que o
dimensionamento do sistema leve em consideragio as exigéncias hidricas de
cada espécie e permita a variagao da quantidade de dgua conforme o local
de aplicagao. Um sistema com essas caracteristicas permite uma rotagao de
espécies de ciclo curto sem comprometimento da funcionalidade do sistema
de irrigacio.

Os sistemas de irrigagio devem ser, de preferéncia, o de aplicagao loca-
lizada. O gotejamento ou microaspersio sao os mais eficientes para dispo-
nibilizar a quantidade a dgua exigida pela espécie, principalmente quando
associados a prote¢ao do solo por meio de cobertura morta. A aplicagao da
quantidade ideal de dgua sem variagoes garante o funcionamento do meta-
bolismo e a otimizagao da producio. Independentemente da fonte de abas-
tecimento do sistema de irrigacdo, é importante analisar as caracteristicas
fisico-quimicas e microbiolégicas da 4gua para monitorar os riscos de conta-
mina¢io do material cultivado.
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Colheita

O melhor momento de colheita é quando o maior indice de produti-
vidade de biomassa coincidir com o maior acimulo da/s substancia/s de
interesse. O tempo e época sio determinados apds ensaios que quantificam
o comportamento bioldgico e quimico da planta e ele ¢ diferente para cada
espécie, além de poder variar dentro da prépria espécie de acordo com a regiao
do pais em que estd sendo realizado o cultivo.

Devido a grande diversidade de plantas no agroecossistema com relagio
a portes, épocas de colheita e 6rgaos coletados, a colheita manual é a mais
indicada, apesar do custo. Ela exige treinamento do pessoal para que haja a
melhor selegio e classificagio do material colhido. A selecio, ainda no campo,
evita que o material fora do padrio de qualidade da espécie seja encaminhado
a0 seu beneficiamento.

Fatores como tempo, pessoal capacitado e época do ano definidos sao funda-
mentais para a colheita. Os envolvidos na colheita devem: realizd-la sempre
nas primeiras horas da manhi para evitar que a temperatura mais elevada ao
longo do dia promova perdas ou deterioracio da biomassa ou das substincias
bioativas; fazer uso de luvas para a realizacio do servico, impedindo, assim, a
contaminagio pelo manuseio; iniciar o processo de selecio ainda no campo,
evitando a colheita de materiais estranhos e 6rgaos fora do padrao de qualidade
da espécie; confirmar a colheita com o minimo de 24 h apés a dltima chuva,
evitando envio de material excessivamente imido para a secagem; e promover o
ripido transporte do material colhido para os setores de pés-colheita ou benefi-
ciamento, evitando, dessa forma, a degradagio do material.

A qualidade das plantas medicinais é determinada pela concentragao
ideal das substincias ativas responsdveis pelas atividades farmacoldgicas e pela
auséncia de contaminantes organicos e inorganicos. Sua otimizagdo ¢ alcan-
cada quando todas as etapas do processo de producio, desde a obtengio de
material propagativo de qualidade, colheita correta (6rgao, idade, periodo)
até as etapas de pés-colheita, como selegao e limpeza, secagem, embalagem e
armazenamento, sdo realizadas com o cuidado e a seguranca recomendados.
Entre as causas de m4 qualidade da matéria-prima destacam-se a contaminagio
biolégica (fungos, bactérias) e a fisica (solo, material estranho), associadas a
falta de préticas agricolas seguras, transporte e embalagens inadequadas. Além
desses problemas, os teores varidveis do principio ativo confundem-se com a
falsificagdo por meio da mistura com outros érgaos das plantas e mesmo com
outras espécies. Imediatamente apds a colheita, o material é encaminhado
para o tratamento primdrio, para garantir suas caracteristicas quimicas e
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farmacoldgicas, contudo pode ocorrer alguma degradacio enzimadtica, levando
a alguma perda dos principios ativos. Antes da secagem, deve-se evitar lavar
as plantas e ndo deixar sob a incidéncia direta de luz solar e realizar a selegao
e a limpeza, visando eliminar possiveis impurezas como terra, pedras, outras
plantas etc. As plantas colhidas inteiras devem ter suas partes (folhas, flores,
caules, raizes, sementes e frutos) secas em separado e conservadas posterior-
mente em recipientes individuais.

Preparo ou tratamento das drogas vegetais

As etapas do processamento primdrio (secagem e moagem) sio funda-
mentais para a qualidade da droga vegetal. O material seco e moido de forma
correta contribui para a qualidade do insumo vegetal.

Secagem

A secagem ¢ o tratamento mais comum, e seus objetivos sdo: eliminar
dgua do 6rgio vegetal, diminuir o volume da droga e impedir reagoes de
hidrélise. A conservagio pés-colheita por secagem justifica-se pelo fato de
que os micro-organismos, as enzimas ¢ todo o mecanismo metabdlico neces-
sitam de dgua para suas atividades. Com a redugao da dgua, a velocidade das
reagbes quimicas e o crescimento de micro-organismos também diminuirao.
A Farmacopeia Brasileira preconiza valores minimos e méximos aceitdveis de
umidade para os érgaos vegetais. Contudo, ativos vegetais de natureza proteica
e polipeptidica sdo obtidos de plantas frescas.

A grande vantagem da secagem, quando comparada com outros métodos
de preservagao, tais como refrigeragéo, irradiagéo e tratamentos quimicos, é seu
baixo custo e simplicidade da operagao. A secagem de plantas medicinais ¢ reali-
zada de forma natural ou artificial. A natural pode ser realizada & sombra ou
sob a luz solar; porém para as plantas medicinais aromdticas, a secagem ao sol
causard a fotodecomposi¢io, o que aumenta a velocidade de degradacio das
substancias ativas e alteragoes de odor, cor e sabor. A secagem com ar aque-
cido e baixa umidade relativa é a mais utilizada. O aquecimento do ar pode ser
realizado em secadores ou estufas. O tempo de secagem nesses equipamentos ¢
de poucas horas e dd origem a um material de melhor qualidade, sendo reco-
mendado para cultivos em grande escala. Os limites de temperatura do ar de
secagem sdo determinados em fungio da sensibilidade dos principios ativos nas
plantas e das estruturas armazenadoras. Os modelos de secadores mais usados
s20 os de bandejas, de tinel e com fita transportadora.
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A velocidade e a temperatura do ar exercem influéncia na quantidade e
na qualidade dos principios ativos das plantas medicinais, aromdticas e condi-
mentares. A temperatura de secagem influi na remogio da dgua, que pode
carrear substincias voldteis, os 6leos essenciais (monoterpenos, sesquiter-
penos e fenilpropanoides). Assim, espera-se que uma faixa de temperatura de
secagem propicie menores perdas de dleo essencial, por exemplo, no processo
de secagem de plantas medicinais que apresentem substincias aromdticas. Em
vérios estudos foi demonstrado que temperaturas entre 45 °C e 60 °C sio as
mais adequadas para a maijoria das plantas medicinais. A defini¢ao da tempe-
ratura adequada depende da volatilidade ou da temperatura critica de evapo-
ragdo das moléculas presentes.

Estabilizag¢éo e conservagdo

A manutengao das caracteristicas quimicas dos principios ativos por inati-
vagio das enzimas presentes, fazendo com que o vegetal tenha praticamente a
mesma composi¢io quimica de quando estava vivo, é uma etapa fundamental.
Um dos processos da estabilizagao é o uso de autoclave com temperatura entre
60 °C e 110 °C e pressao controladas, seguido por vapores de etanol e radiagao
B ou ultravioleta. As plantas podem ser submetidas ou nao a altas tempera-
turas no vdcuo antes de serem processadas.

A estocagem da droga vegetal deverd ser em embalagens a vdcuo, em
lugares isentos de umidade, luz direta e com temperatura controlada (5 °C
a 15 °C). Nao se deve colocar espécies diferentes no mesmo local para nio
ocorrer contaminago cruzada.

Consideracdes Finais

O cultivo e o beneficiamento de plantas medicinais devem garantir que o
processo de produ¢io da matéria-prima e da droga vegetal esteja alinhado com
a eficdcia, a seguranga e a qualidade dos produtos farmacéuticos derivados de
espécies vegetais medicinais e baseiam-se em a¢odes que permitam a rastreabi-
lidade do processo. Para isso ¢ fundamental padronizar, por meio de procedi-
mentos operacionais padrio, todas as fases, desde a propagacio das mudas até
a moagem e o armazenamento do material vegetal.

A producio de espécies vegetais com elevada diversidade de arquitetura,
ciclos de vida, exigéncias nutricionais e climdticas e substancias bioativas perten-
centes a diferentes rotas metabdlicas j4 pode ser considerada naturalmente uma
grande variedade de fontes de variagio a serem identificadas e trabalhadas.
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Portanto, independentemente do modelo adotado pelo produtor ou gestor

responsdvel, deve-se ter em mente que a produgio e beneficiamento de plantas

medicinais sio determinantes para a qualidade do fitoterdpico. E, para isso, a

interdisciplinaridade e o fluxo matricial de discussoes, andlises e decisoes devem

ser constantes dO processo.
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Beneficiamento e Preparo de Extratos
Vegetais: variabilidade e sazonalidade de
plantas medicinais

Dulcinéia Furtado Teixeira, Andrea Bezerra da Nobrega,
Marisa Fernandes Mendes e Mériane Lourdes de Paiva Brandao

extragdo de um material bruto vegetal é a primeira etapa para obter
informagdes sobre a composi¢ao quimica de uma planta. Por meio
ela as substincias sdo retiradas da matriz vegetal e podem ser
determinadas suas estruturas quimicas e proporgdes, sendo crucial para a
obtengio quantitativa do insumo farmacéutico ativo vegetal (Ifav) e para o
estabelecimento dos protocolos de testes de atividade, de controle da quali-
dade e da producio industrial. A padronizacio da extragio promove mais
seguranga na producido, em virtude do grau de previsibilidade que a meto-
dologia utilizada oferece.

Os produtos para a saide que contém plantas medicinais como ingre-
diente ativo sao disponibilizados, em sua grande maioria, em duas formas:
plantas secas, rasuradas, prontas para o consumo apds infusio ou decocgio;
ou extratos. Estes, por sua vez, estio disponiveis para consumo em estados
liquido — consumido diretamente em porgoes que, segundo a bula, conte-
nham a quantidade ideal de ativos capazes de promover o efeito farmaco-
légico desejado — ou sélido. Neste estado, eles sao apresentados como pé e
sio comercializados como cdpsulas, comprimidos ou drdgeas. H4, ainda,
aqueles extratos elaborados em suas formas semissélidas e disponibilizados
como géis, pomadas ou emulsdes e usados topicamente. Neste capitulo,
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apresentam-se as formas de obtengao de extratos mais comuns em laboraté-
rios de pesquisa e a produgdo de derivados vegetais, mostrando suas vanta-
gens, desvantagens e aplicagoes.

Consideracdes Gerais

Além da correta identificaciao botainica e da auséncia de contaminantes,
um aspecto que atesta a qualidade das plantas medicinais é a concentra¢io
ideal das substancias ativas, responsdveis pelas atividades farmacoldgicas.
A otimizagdo de sua obten¢do ¢ facilitada quando todas as etapas do
processo de producao, desde a aquisi¢ao de material propagativo de quali-
dade, a colheita correta (6rgao, idade, periodo) e suas etapas subsequentes,
como sele¢do e limpeza, secagem, embalagem e armazenamento, sao realizadas
de acordo com protocolos previamente estudados e padronizados. Dentre as
causas de md qualidade da matéria-prima vegetal, destacam-se as contamina-
coes bioldgica (fungos, bactérias) e fisica (solo, material estranho), associadas a
falta de préticas agricolas seguras, ao processo de secagem incorreto e ao trans-
porte e embalagens inadequados. Além desses problemas, os teores varidveis
do/s principio/s ativo/s confundem-se com a falsificagio por meio da mistura
com outros 6rgaos das plantas e mesmo com outras espécies. Imediatamente
ap6s a colheita, o material deve ser encaminhado para o tratamento primdrio,
garantindo, assim, a permanéncia das caracteristicas quimicas e farmacol4-
gicas da espécie trabalhada, pois, independentemente do érgao utilizado,
haverd um elevado teor de umidade e substratos que concorrem para que a
agdo de enzimas nao seja inibida, o que pode levar a degradagio prematura
dos principios ativos. Mesmo que sejam utilizados métodos de alta eficiéncia,
seu sucesso estd diretamente relacionado com a qualidade da matéria-prima
(Castro-Lépez et al., 2016).

A extragao ¢ um processo por meio do qual se obtém as substincias de
maior interesse a partir dos 6rgios da planta e cuja metodologia varia de acordo
com a natureza e do teor dos constituintes presentes na matriz vegetal.
Dependendo da hidro ou lipofilicidade do solvente, a gama dos consti-
tuintes extraidos pode variar consideravelmente. Alguns fatores tém forte
influéncia nessa operagio, como as caracteristicas fisicas do vegetal, a parte da
droga utilizada, o tamanho da particula, a afinidade do solvente pelas substan-
cias de interesse, o grau de secagem da amostra vegetal e o processo extrativo
utilizado. A padronizagio do processo extrativo estd diretamente relacionada
com a qualidade, eficicia e a seguranca do fitoterdpico. Fatores como a técnica
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de extracio e o grau de divisao do material vegetal tornam-se fundamentais,
visto que influenciam na eficiéncia do processo de produgao final de um fito-
terdpico (Karabegovi¢ ez al., 2014).

O tamanho da particula da matéria-prima vegetal tem influéncia direta na
eficiéncia da extragao, que, por sua vez, relaciona-se com a estrutura histolé-
gica do vegetal. Se ela é bem compactada, como nos caules e raizes, o solvente
terd maior resisténcia para penetrar e difundir-se pelos tecidos. Por essa razao,
6rgaos assim devem ser reduzidos; folhas e flores, por terem estrutura mais
delicada, nao necessitam ser levadas a pedagos tao pequenos. Como o poder
de penetracio dos solventes depende da consisténcia dos tecidos que formam
o material a ser extraido, é necessdrio considerar que, quanto mais rigido o
material, menor deve ser a sua granulometria. Quando o grau de tenuidade do
p6 aumenta, a superficie de contato com o solvente também aumenta, o que
favorece a velocidade de difusao das substincias carreadas. Entretanto, uma
excessiva diminui¢io do tamanho das particulas resulta em mais dificuldade
para a passagem do solvente através da droga pulverizada, pois a formagio de
aglomerados aumenta e o espago intersticial diminui, levando, muitas vezes,
a0 aumento do tempo necessdrio para o processo (Simoes ez al., 2017).

O solvente escolhido deve ser o mais seletivo possivel para que se possa
extrair apenas as substancias desejadas ou, entao, obté-las na maior propor¢io
possivel, e ser capaz de dissolver e carrear os principios ativos de impor-
tAncia farmacoldgica — ou seja, deve ser seletivo para a/s classe/s quimica/s de
interesse e, mais precisamente, para as moléculas-alvo. Como a seletividade
depende da afinidade do solvente pelas substancias de interesse, é necessdrio o
conhecimento do grau de hidro ou lipofilicidade da mistura de solventes que
mais se aproxima do 6timo de seletividade para determinada extra¢io. Em
fitoquimica, quando nio se conhece previamente o contetido do material a
ser analisado, é comum realizar sucessivas extracdes do material vegetal com
solventes de polaridade crescente, o que resulta em uma extracio fracionada.
A preparagio de extratos para uso farmacéutico geralmente envolve a utili-
zagao de solventes, como a dgua e o dlcool etilico, auxiliados por glicerina e
propilenoglicol. Outros podem ser utilizados com o objetivo de melhorar a
seletividade da/s substincia/s de interesse, principalmente durante o desenvol-
vimento, para identificagdo e isolamento de substincias. Caso esses solventes
sejam utilizados também no processo de obtengio de extratos para serem
utilizados na producio de medicamentos, faz-se necessdria a realizagio de
testes de avaliacao de residuos de solvente, bem como a toxicidade do extrato
obtido para garantir a seguranga e eficicia do produto (Chemat ez al., 2012).
No Quadro 1, a seguir, sumarizam-se os principais solventes utilizados nas
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rotinas fitoquimicas e as classes de metabdlitos secunddrios de ocorréncia mais
comum nas espécies vegetais medicinais.

A extragio de substincias pode ser também influenciada pelo pH do
liquido extrator. Um caso tipico em que o pH é determinante ¢ a obtengao da
maioria dos alcaloides, cuja natureza bésica faz com que solu¢oes dcidas sejam
mais indicadas (Russo ez a/., 2013).

Quadro 1 — Exemplos de solventes em ordem crescente de polaridade e principais

substdncias extraidas

Solvente Tipos de substancias extraidas

Eter de petrdleo, n-hexano lipideos, cera.s, pigmentos,
furanocumarinas

Tolueno, cloreto de metileno, alcaloides, antraquinonas, 6leos
cloroférmio volateis, glicosideos cardioténicos
Acetato de etila, butanol-1 flavonoides, cumarinas
Alcoois etilico e metilico heterosideos em geral
Misturas hidroalcodlicas, agua saponinas, taninos
Agua acidificada alcaloides
Agua alcalinizada saponinas

Os fatores relacionados aos métodos de extracio dizem respeito a
agitagdo, temperatura, pressao e ao tempo necessdrio para executd-los. A
agitagdo pode abreviar a duragio do processo extrativo, pois ela facilita
o contato da droga com o solvente. Quanto maior o tempo em que a
droga vegetal estiver em contato com o solvente, melhor serd o rendi-
mento da extragdo, pois ocorrerd um maior fluxo de difusiao do solvente
através da parede celular da droga vegetal, contribuindo para equilibrar a
concentragao de substincias dentro e fora dos tecidos. O tempo de contato
¢ de extrema importincia, pois substincias de interesse podem estar locali-
zadas em regioes de dificil permeabilidade do solvente. O tempo de contato
entre droga vegetal e solvente também poderd acarretar saturagiao do meio,
bem como a degradacio do extrato por meio de processos como hidrélise ou
fermentacoes (Borella ez /., 2012).

As temperaturas elevadas podem facilitar a extragdo de substincias orga-
nicas naturais pela diminui¢do da viscosidade do solvente e aumento da
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velocidade de difusao, mas devem ser controladas para que nio degradem as
substancias termoldbeis ou levem 4 perda dos voldteis. Um efeito negativo do
aumento da temperatura é o aumento da velocidade de reagdes como hidré-
lises, oxidagoes e decomposigdes, que interferem na estabilidade do extrato
obtido (Naviglio & Ferrara, 2008; Pin ez al., 2011).

O tempo de extragio varia em fungio da rigidez dos tecidos do material
vegetal, de seu estado de divisao, da natureza das substincias a extrair, do
solvente e do emprego ou nao de temperatura e/ou agitagdo. Como a compo-
sicio quimica das plantas é extremamente complexa, diversas substancias sao
extraidas concomitantemente. Dessa forma, informagoes sobre a natureza
quimica daquilo que se deseja extrair devem ser sempre consideradas previa-
mente (Borges ez al., 2012).

Processos de Extracao

A escolha do método de extragao deve considerar alguns fatores impor-
tantes como sua eficiéncia, a estabilidade das substancias extraidas ¢ a dispo-
nibilidade dos solventes e equipamentos a serem utilizados. Os métodos mais
comumente utilizados a frio sdo a turbolizacao ou turboextracio, a maceracio
e a percolagao. Os métodos a quente dividem-se em sistemas abertos (como
infusdo e decocgao) ou fechados, como arraste por vapor de dgua em apare-
lhos de Soxhlet e Clevenger. H4 ainda outros tipos, como por micro-ondas,
ultrassom, por fluido supercritico (EFS) e microextragio em fase sdlida

(SPME) (Bi et al., 2010; Oliveira et al., 2016).

Métodos de extracao a frio

Entre as técnicas mais utilizadas para a obtencio de extratos de plantas
medicinais, estdo os métodos a frio, que, por nio utilizarem calor, garantem a
estabilidade quimica do extrato obtido. As mais importantes sio maceragio,
percolagio e turboextragao.

Macerac¢do

Na maceragio, a extra¢do da matéria-prima deve ser realizada em reci-
piente fechado, a temperatura ambiente, durante um periodo prolongado
(horas ou dias), sob agitagdo ou nio e com ou sem renovagao do liquido
extrator. Quando realizada sem renovagdo, nio conduz ao esgotamento da
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matéria-prima vegetal, devido a saturacio do liquido extrator ou ao estabele-
cimento de um equilibrio por difusio entre o solvente e o interior da célula
(Naviglio & Ferrara, 2008).

As drogas vegetais mais indicadas para serem extraidas por maceragio sao
as que nao tenham altas propor¢oes de gomas, mucilagens ou resinas. Quanto
aos solventes volateis, seus coeficientes de expansio cibica fazem com que suas
concentragdes nao possam ser precisamente determinadas, pois a propor¢io
de liquido para a massa da droga poderd variar de forma nio controlada. Além
disso, a inflamabilidade torna a operagao mais arriscada. O emprego de dgua
ou de misturas hidroalcodlicas com menos de 20% de 4lcool também nio
¢ recomendado, pois proporciona condigoes favordveis a proliferacio micro-
biana (Linhares ez /., 2010).

Percolagdo

No processo de percola¢io, o solvente passa através de uma camada
do material a ser extraido até o seu completo esgotamento, levando a uma
extragdo exaustiva da droga, sempre com o solvente renovado. A droga
vegetal moida é colocada em um recipiente conico ou cilindrico (perco-
lador), de vidro ou metal, através do qual ¢ feito passar o liquido extrator
sob pressio atmosférica ou controlada. E uma operagio dinimica, indicada
para a extracdo de substincias presentes em pequenas quantidades ou pouco
soltveis. Esse procedimento pode ser dividido em dois tipos: simples ou
fracionada (Handa ez 4/, 2008).

Na percolagio simples, a primeira etapa ¢ a do intumescimento da droga
com o liquido extrator. Em seguida, procede-se ao empacotamento da mistura
droga-solvente no percolador, sem compactagio excessiva e de forma mais
homogénea possivel. Somente entio é que ocorre o procedimento extrativo a
partir do escoamento do extrato.

A opgao fracionada implica a separagao das duas ou trés primeiras fragoes
do percolado, que deverd conter a maior propor¢io das substancias extraiveis.
As fracoes seguintes apresentaro maior grau de diluigio.

A principal desvantagem dessa técnica é a quantidade de liquido extrator
requerida para esgotar a droga vegetal. Para contornar esse inconveniente,
pode-se usar percoladores em série, método no qual fracdes mais diluidas
de um percolador passam a alimentar o seguinte, tornando-o mais eficiente.
Comparativamente A maceragio, no entanto, o tempo de contato da droga
com o liquido extrator é menor, e, assim, estruturas quimicas mais sensiveis
podem ser mais preservadas (Handa ez a/., 2008).
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Turboextragdo

Na turboextracdo, ocorre a reducio dréstica do tamanho das particulas e
o consequente rompimento das células, favorecendo a rdpida dissolugio das
substincias e levando a tempos de extracao da ordem de minutos e ao quase
esgotamento da droga. Tem como principais desvantagens a dificil separagao
do extrato por métodos triviais de filtracio, a geracdo de calor (restringindo,
assim, o uso de solventes voldteis e a extragio de substincias termoldbeis) € a
limitagao técnica quando se trata de materiais de elevada dureza, como caules
e rafzes (Serrano et al., 2013).

Métodos de extracdo a quente

Os procedimentos de extragdo a quente sao realizados em sistemas abertos,
como, por exemplo, infusio, digestdo e decoc¢do; ou fechados, como extragao
por refluxo e em aparelho de Soxhlet (Handa ez 4/, 2008).

Infuséo

Na infusio, ocorre a permanéncia, durante certo tempo, do material
vegetal em dgua fervente num recipiente tampado e aplica-se a partes de vege-
tais de estrutura mole, como flores, folhas e frutos, que devem ser cortadas
para que sejam mais facilmente permeadas pela dgua. Essa técnica extrativa
¢ muito utilizada popularmente para o preparo de chds, e é uma operagio
simples, ficil e de baixo custo. A infusdo ¢ considerada nio exaustiva, pois,
ap6s o tempo de contato determinado entre a matéria-prima vegetal e a dgua,
a extragdo ¢ finalizada antes do esgotamento das substancias ativas dentro das
células vegetais.

Decocgéo

A decoccio, um modo de extracio aberto, consiste em manter o mate-
rial vegetal em contato, durante certo tempo, com dgua em ebuligao. Seu
emprego ¢ restrito, pois muitas substincias ativas sao alteradas pelo aqueci-
mento prolongado. Deve ser empregado em materiais vegetais duros de natu-
reza lenhosa, frutos secos e raizes.

Extracdo sob refluxo

A extracio sob refluxo é uma técnica que consiste em submeter o mate-
rial vegetal 4 extragdo com um solvente em ebuli¢io em aparelho acoplado a
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um condensador, de forma que o solvente evaporado durante o processo seja
recuperado e retorne ao conjunto (Figura 1). Apesar de altamente eficiente
por empregar quantidade reduzida de solvente, devem ser tomadas precau-
¢oes com a temperatura. Esse método nio pode ser utilizado com substancias
termoldbeis, pois o material extraido permanece em contato com o solvente
em ebuli¢io durante o processo e, em alguns casos, pode levar a degradacoes

(Handa ez al., 2008).

Figura 1 — Extracdo de folhas de Monteverdia ilicifolia (Mart. ex Reissek) Biral por

refluxo

Foto Vagner Pereira da Silva.

Extracdo utilizando aparelho de Soxhlet

A extragio com aparelho Soxhlet é outro método muito utilizado, no
qual a droga vegetal é colocada em um cartucho permedvel, e, sobre ele,
o solvente quente evaporado de um baldo goteja continuamente apds sua
condensagio (Figura 2). Sua principal aplicagio é na extragio de sdlidos
com solventes voldteis. Tem como vantagem o uso de pouco solvente e apre-
senta alto grau de repetitividade e reprodutibilidade (Luque de Castro &
Priego-Capote, 2010).
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Figura 2 — Extracdo de folhas de Arrabidaea chica (Bonpl.) Verl. utilizando aparelho
de Soxhlet

Detalhe do cartucho e do sifonamento do solvente extrator.

Foto Vagner Pereira da Silva.

Extracdo de Constituintes Volateis

Os 6leos voldteis sao obtidos de partes de plantas por meio da destilagio
por arraste de vapor d’dgua, bem como por prensagem dos pericarpos de
frutos citricos. Por geralmente terem aromas intensos, sio também chamados
de esséncias. A solubilidade em solventes organicos lipofilicos, como o éter, faz
com que recebam também o nome de dleos etéreos ou, em latim, aetheroleum
(Baser & Buchbauer, 2010). Eles sio utilizados em aplicagdes bactericidas,
fungicidas, inseticidas, medicinais e cosméticas e, mais especialmente nos dias
de hoje, nas industrias de cosméticos, de alimentos, sanitdrias e ligadas a agri-
cultura. Os 6leos contém uma variedade de moléculas voldteis, como terpenos
(monoterpenos e sesquiterpenos), derivados fendlicos (fenilpropanoides) e
substancias alifdticas (Wasserscheid & Wasserscheid, 2010).

As suas aplicagdes dependem de suas diferentes propriedades bioldgicas
¢ apresentam-se como misturas complexas de numerosas moléculas, cuja
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sinergia pode refletir em maior influéncia de uma ou outra molécula. Na
literatura, a maioria dos dleos essenciais apresentam terpineol, eugenol,
timol, carvacrol, carvona, geraniol, linalol, citronelol, nerol, limoneno e
eucaliptol, entre os demais compostos (Azmir ez al., 2013; Coelho ez al.,
2010). Ao considerar essa sinergia, os métodos pelos quais os 6leos essen-
ciais sao extraidos s3o de extrema importincia para garantir sua composi¢ao
e, consequentemente, sua qualidade e futura aplicagao. Alguns aspectos sao
importantes para a qualidade do éleo, como o tempo, a temperatura e o
tipo da extragdo, assim como o solvente e a razio solvente-carga. Um bom
solvente deve ter baixa toxicidade, baixo ponto de ebuligdo, alta transfe-
réncia de massa do soluto e ndo complexar ou dissociar o soluto, manten-
do-o e conservando-o. A escolha de um bom solvente garante proporciona a
qualidade organoléptica do éleo e o rendimento da extragio, que ¢ frequen-
temente baixo mesmo com o consumo de alta quantidade de solvente.
Geralmente, essas extragoes com solventes tém alto custo e sdo vantajosas
quando aplicadas para a obtencio de produtos de alto valor agregado (Khan
& Dwivedi, 2018; Silva ez al., 2016)

As principais técnicas utilizadas sdo as cldssicas, como hidrodestilagao
(utilizando aparelho de Clevenger), enfleurage, prensagem e extragdo com
solventes orginicos, ou as mais modernas, como por fluidos supercriticos,
assistida por micro-ondas, hidrodestilagio com auxilio de micro-ondas e
ultrassom, entre outras.

Enfleurage

O charme especial da técnica enfleurage vem da Antiguidade, tendo
sido criada pelos egipcios e aperfeicoada no século XIX pelos franceses em
Grasse, conhecida como a cidade do perfume. Atualmente, s6 ¢ usada para
plantas com baixos teores de 6leos e de alto valor comercial como, por
exemplo, lirios, jasmins e rosas. A técnica consiste na exposigao das pétalas
das flores por um tempo determinado a uma camada de gordura vegetal
ultrapura até que ela fique saturada com o dleo da planta. Essa mistura é,
entio, lavada com dlcool e filtrada para que se obtenha o dleo essencial.
O dlcool ¢ destilado e, a partir dai, é obtido um 6leo essencial 100% puro
e natural. O enfleurage foi gradualmente substituido por processos indus-
triais mais produtivos, baratos e de melhor rendimento, como a hidrodes-
tilacio (Stratakos & Koidis, 2016).
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Prensagem

A prensagem é um método utilizado para obtencio dos dleos voldteis de
frutos citricos. Os pericarpos sdo prensados e a camada que contém o dleo
voldtil é, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo é separado da emulsio
formada com a dgua através de decantacio, centrifugagao ou destilagio fracio-
nada e clarificado. Esse processo é realizado pelas empresas produtoras de suco
de frutas, e o Brasil é um dos principais fornecedores dos 6leos essenciais de

laranja, limao, lima e outros citricos.

Extracdo com solventes organicos

A extragdo com solventes orginicos ¢ utilizada para a obtencio de
maior rendimento ou, entdo, para produtos que nio possam ser extraidos
por nenhum outro processo. As plantas sao imersas em solvente lipofilico
adequado, como éter etilico, n-hexano, éter de petréleo ou cloreto de
metileno, puros ou em misturas de proporgées diversas. O grande problema
desse procedimento ¢é a falta de seletividade quimica: diversos outros
constituintes lipofilicos, além dos 6leos essenciais, sio também extraidos.
Os 6leos obtidos ndo sio usados em aromaterapia, pois geralmente contém
vestigios do solvente. A extragdo por essa técnica pode, também, levar a
alteragbes na composicio quimica do produto. Um exemplo é o 6leo de
cravo-da-india (Syzygium aromaticum): quando obtido por arraste a vapor,
obtém-se um 6leo essencial com 70-90% de eugenol e 5-12% de beta-cario-
fileno, monoterpeno este nao encontrado no produto obtido por extragio
com solvente (Handa ez 4/., 2008).

Extracdo convencional

As técnicas tradicionais mais usadas para extracao de 6leos essenciais
sao a destila¢do por arraste a vapor e a hidrodestilacio com o aparelho
de Clevenger. Ambas possibilitam a obtengdo de dleos livres de residuos,
pois o vapor gerado é condensado e separado. O termo destilacio refe-
re-se a separa¢ao de componentes de uma mistura devido a diferenca das
suas pressoes de vapor. Toda substancia voldtil tem determinado ponto
de ebuli¢do e, também, um valor de pressio de vapor, que, por sua vez,
depende da temperatura. Os constituintes da planta, em contato com
a dgua quente, sofrem pressao das moléculas na fase de vapor e entram



84 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

em ebuligdo, sendo entido condensados e separados da dgua (Cassel &
Vargas, 20006).

O destilador de dleos essenciais do tipo Clevenger é o mais utilizado em
pequena escala. Porém, tem limitacoes por ser construido em vidro e operar
com pequenos volumes, inviabilizando a extra¢io de quantidades maiores e
por tempos mais longos. Nessa configuragio, o 6leo essencial ¢ arrastado pelo
vapor, condensado e depositado na parte graduada do aparelho de Clevenger,
sendo recolhido sem necessitar da etapa complementar de separacio em funil
e ainda permitindo o refluxo do solvente. Nesse processo, podem ser visua-
lizadas, no tubo separador do extrator, as formas liquidas do 6leo e da dgua,
que, por sua vez, retorna ao baldo através do tubo de retorno, quando o dleo
essencial é entdo recolhido (Figura 3). Esse ciclo repete-se continuamente até
que o operador determine seu término (Cassel ez a/., 2009).

Figura 3 — Extragdo de dleo essencial de Lippia alba (Mill.) N.E.Br ex Britton & P. Wilson
em aparelho de Clevenger

L2

Detalhe na coleta do dleo.
Foto Vagner Pereira da Silva.
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O método de extragio por arraste a vapor é um dos mais antigos e empre-
gados nos processos industriais devido a sua maior simplicidade e economia,
pois possibilita o processamento de grandes quantidades de material vegetal de
uma tnica vez. Essa técnica é mais barata quando comparada com os métodos
mais avancados, como a extra¢io com fluido supercritico. O processo de desti-
lagio de 6leos essenciais por arraste consiste em passar vapor de dgua por um
vaso extrator, onde estd o material vegetal. Os componentes voldteis, que tém
uma pressio de vapor mais elevada que a da dgua, sio arrastados em direcio
a0 topo do vaso com o fluxo ascendente de vapor, seguindo em diregao ao
condensador. O material condensado, uma emulsao de dgua e 6leo essencial, ¢
conduzido ao vaso separador, também conhecido como vaso florentino, onde
sdo separados em duas fases: a oleosa e a aquosa (Cassel & Vargas, 2006). Na
Figura 4, pode-se ver a extragio com cestos aramados contendo a planta e por
onde o vapor passa, arrastando o 6leo essencial que serd capturado pela torre
de resfriamento.

Figura 4 — Etapas da obtencdo do dleo essencial por arraste a vapor em escala piloto

A — folhas de Ocimum gratissimum L. distribuidas nos cestos do equipamento de arraste
a vapor; B — equipamento em funcionamento; C — inicio da obtenc¢do do dleo essencial;
D —4gua de arraste.

Foto Andrea Bezerra da Nobrega.

Desde a década passada, tem-se buscado por processos que sejam mais
eficientes, econdmicos e vidveis do ponto de vista social e ambiental. Com
a evolugio dos métodos ao longo dos anos, tém surgido técnicas e métodos
hibridos que associam as técnicas modernas as convencionais. De forma geral,
a aplicagio dos métodos varia de acordo com a localiza¢io do 6leo na planta
e da proposta de seu uso. Diante disso, o termo “quimica verde”, desde 1991,
tem sido usado para designar a implementacio de tecnologias quimicas mais
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sustentdveis. Atualmente, o termo “extragio verde” tem sido introduzido para
classificar as técnicas de extragio baseadas na reutilizacio de subprodutos,
uso de solventes alternativos, dgua ou dgua residual, liquidos i6nicos, redugio
de operagdes unitdrias e obtencio de extratos sem qualquer contaminagio
(Chemat et al., 2012; Picot-Allain ez a/., 2021). Com isso, o interesse nas
“tecnologias verdes” tem aumentado devido a qualidade do produto final,
possibilitada pela minimizagao do uso de solventes téxicos, diminuindo os
efeitos indesejdveis ao ambiente e aumentando a seguran¢a no consumo.
Por essas razoes, modernas tecnologias de extragio, que usam dgua, etanol e
diéxido de carbono (CO,) como solventes, tém sido aplicadas para a extragao
de dleos essenciais, como a extragio assistida por micro-ondas (MAE), por
ultrassom (UAE) e tecnologias com altas pressoes, como extragdo com fluido
supercritico e extragao com dgua subcritica (também conhecida como extragao
com dgua superaquecida) (Picot-Allain ez al., 2021).

Extracdo com fluidos supercriticos

A extragao com fluido supercritico mais utilizada é aquela na qual se faz uso
do CO, como solvente para a extra¢ao de diferentes dleos essenciais de plantas e
raizes. O fluido tem temperatura e pressio criticas de 31,2 °C e 73 bar, respec-
tivamente, e acima desses valores encontra-se no estado supercritico. Assim, sua
viscosidade torna-se similar 2 de um gs, facilitando a penetragao na matriz
vegetal, e sua capacidade de dissolugao ¢é similar & de um liquido. Essa condi¢ao
de temperatura impede a degradacio de compostos termoldbeis e nao altera
sabores e aromas. Mais ainda, o CO, ¢ reconhecido como um solvente seguro,
de baixo custo e ndo inflamdvel. O uso de altas pressoes faz com que o processo
tenha custos elevados, a0 mesmo tempo que favorece o aumento do poder do
solvente, pelo aumento da sua densidade, o que propicia a extragao seletiva de
determinados compostos. Apés a extrago, o solvente é separado do extrato por
despressurizagao, nao havendo a necessidade de implementacio de uma nova
etapa de separagdo, como normalmente ocorre quando a extragdo ¢ realizada
com solvente orginico (Fornari ez al., 2012; Silva et al., 2016).

Um exemplo de fluxograma experimental é apresentado na Figura 5.
Inicialmente, o material vegetal ¢ inserido em D, que é mantido na temperatura
desejada, com o uso do banho térmico, e o extrator é alimentado com CO, pelo
auxilio de uma bomba de alta pressao. Os experimentos podem ser conduzidos
de forma estdtica ou dinimica, estudando-se a cinética do processo.
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Figura 5 — Exemplo de um fluxograma de processo de pré-tratamento com CO,
supercritico

% » Atmosfera

V4

E-1: cilindro de CO,; E-2: compressor de ar; E-3: filtro de ar; E-4: bomba de alta pressdo;
E-5: célula de alta pressdo; E-6: banho de aquecimento; V-1, V-2, V-3: vélvula gaveta; V-4:
valvula micrométrica.

A quantidade de material vegetal a ser alimentado depende do volume do
extrator, assim como a escolha da bomba de alta pressio a ser utilizada. A unidade
bésica é constituida desses equipamentos principais, podendo existir variagoes
no que diz respeito ao uso de mais separadores, que sao submetidos a diferentes
condi¢oes de pressao, com o objetivo de fracionar diferentes classes de compo-
nentes quimicos.

A extragao nao é somente usada em pesquisas laboratoriais, mas é utilizada
em larga escala em muitas finalidades industriais. As aplicagoes mais desen-
volvidas foram na drea de alimentos (descafeinagao de chds e cafés), como na
extragio de aromas, na fabricacio de corantes naturais, de extratos vitami-
nicos, de lipideos especificos e nutracéuticos, assim como na remogao de pesti-
cidas. Também ¢ aplicado em processos de remogio de solventes de produtos
farmacéuticos.

Existem importantes trabalhos de revisio em que sao citadas aplicagoes
da extra¢io de compostos bioativos de 6leos essenciais de plantas. Em todos
esses trabalhos, sdo avaliados alguns fatores que influenciam o rendimento da
extragdo dos variados dleos essenciais, como temperatura, pressio, vazio de
CO, e adi¢ao de cossolventes (Bernardo-Gil ez 4l., 2002).

Devido a esses fatores, diferentes classes de compostos sio extraidas, como
monoterpenos fenélicos, oxigenados e hidrocarbonetos monoterpénicos. Suas
andlises qualitativas e quantitativas também podem ser feitas por meio da
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cromatografia com fluido supercritico, que permite a separa¢do da mistura
multicomponente (Arranz ez al., 2014; Elgndi ez al., 2017).

Outro método ¢ a extragio com dgua subcritica, também conhecida como
extrago com dgua quente pressurizada. Nesse caso, a dgua superaquecida ¢
usada entre 100 e 375 °C sob alta pressao (> 20 bar). Nessas condicoes, a
polaridade da dgua diminui, o que faz com que compostos apolares possam ser
solubilizados e extraidos das plantas. Essa técnica ¢ utilizada em laboratérios
e em unidades em escala piloto, com o objetivo de produzir baixas quanti-
dades de 6leos essenciais. Em comparagio com os métodos convencionais,
essa técnica consome pouca energia € pouco tempo na extragio, extrai um
maior nimero de componentes e em maior quantidade, nio causa degradagio
e reduz a poluicdo (Sdnchez-Camargo ez al., 2017).

Recentemente, liquidos i6nicos sao também utilizados como solventes para
a extracdo de 6leos presentes em plantas. Liquidos idnicos sdo sais organicos
no estado liquido e, apesar de serem viscosos, sua polaridade pode ser ajustada
para uma ampla varia¢ao de compostos, e muitos deles podem ser destilados, de
forma a recuperar os compostos de alto valor agregado. O método ¢ similar ao
que usa solventes organicos, porém a etapa de separagio garante a total pureza
do extrato (Santoyo ez al., 2014).

Extracdo assistida por micro-ondas

Micro-ondas sio ondas eletromagnéticas cuja frequéncia e comprimento
de onda variam entre 300 MHz a 300 GHz ¢ 1 2 0,001 m (1 mm), respecti-
vamente, e encontram-se na regiao espectral entre ondas de rddio, televisao e
raios X. Atuam nas moléculas por meio da rotacio dipolar e condugio idnica,
que sdo responsdveis pelo aquecimento do material por meio da conversio
da energia eletromagnética em calor e que podem penetrar biomateriais e
interagir com moléculas polares, como a dgua nos biomateriais, para criar
calor. Devido a sua alta seletividade, o aquecimento por micro-ondas é capaz
de causar a expansao celular e o rompimento de suas paredes, provocando
a liberagao dos principios ativos. Essa técnica apresenta vdrias vantagens se
comparada as extragoes tradicionais com solvente, como tempos de extra¢io
mais curtos, taxas de extracao mais altas, custos mais baixos e menor quan-
tidade de solventes (Abbas ez a/., 2021; Chenni ez al., 2016). Além de ser
utilizada, principalmente, para a extracao de dleos essenciais, é usada na
extragdo de diversas classes quimicas, como polifendis, flavondis, antocia-
ninas, pectinas e polissacarideos (Liew ez al., 2016; Seixas ez al., 2014).
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Essa técnica extrativa pode ser acoplada a métodos fisicos, como a hidro-
difusio com micro-ondas e gravidade, a extragio com solvente assistida por
micro-ondas, a hidrodestilagio com micro-ondas, sob vdcuo ou com micro-ondas
e ar comprimido, entre outros (Rawson ez al., 2011).

Extracdo com ultrassom

No processo extrativo com ultrassom, utilizam-se correntes de alta
frequéncia (maiores que 20 kHz), que promovem a fragmentagio das estru-
turas ¢ membranas celulares do material vegetal, liberando com mais facilidade
os constituintes quimicos. Os dispositivos utilizados na extragio assistida por
ultrassom incluem um banho ultrassonico, usado principalmente para extra-
¢oOes em pequena escala, ou um sistema de sonicagio do tipo sonda para extra-
¢oes industriais em grande escala (Zu ez al., 2012). A eficiéncia de recuperagio
encontrada usando esta técnica costuma ser igual, ou melhor, do que a obtida
na extragdo por solvente a quente.

As ondas ultrassonicas causam mudangas fisicas e quimicas pela variacao
de pressao no liquido, gerando cavitagdo e microfluxos, aquecimento e
ruptura dos sélidos e instabilidade na superficie da interface de sistemas
liquido-liquido e liquido-gis.

Concentracdo e Secagem

Os extratos, apds a filtracao, podem ser concentrados e secos para a elimi-
nagio total ou parcial do solvente. Esse procedimento é importante para a elimi-
nagio de solventes téxicos, quando estes sao empregados, e para a obtengio
de extrato seco para o preparo de diferentes formas farmacéuticas. Quando os
extratos s30 aquosos, deve ser dada atengao especial a presenca de dgua residual
pela possibilidade do crescimento de micro-organismos. Os principais métodos
de concentragio e secagem sdo: evaporagao a vicuo, quando o extrato ¢ subme-
tido a pressoes reduzidas para a eliminagio do solvente, e, eventualmente, em
banho aquecido para facilitar sua remocio — esse processo ¢ utilizado prefe-
rencialmente para solventes voldteis e para extratos que apresentem substincias
termolabeis; spray-drying, que consiste na secagem por meio da aspersio de gds
quente, levando a obten¢io de pds secos — ¢é especialmente ttil para extratos
sensiveis a temperatura; e liofilizagdo, técnica branda que permite a eliminagao
de dgua de extratos congelados mediante a aplicagao de vdcuo.
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Consideracdes Finais

A extracio dos principios ativos vegetais pode ser realizada por
indmeros métodos, e sua escolha dependerd de alguns aspectos a serem
considerados, como as caracteristicas quimicas das substincias de inte-
resse, a capacidade instalada do laboratério/industria e a atividade biol4-
gica desejada/observada.

Os produtos a base de plantas medicinais disponiveis no mercado sio
apresentados como droga seca para preparo de infusio, medicamentos sinté-
ticos cujos insumos farmacéuticos ativos sio moléculas naturais — obtidas
por fontes naturais ou por processos sintéticos — ou, em sua grande maioria,
como extratos brutos ou semipurificados, em suas formas liquida ou sélida.
A etapa de extragdo, portanto, desempenha papel primordial na obtengao do
medicamento. O procedimento deve ser padronizado, tanto quanto o cultivo
do vegetal, para que as varia¢des naturais e inerentes ao processo produtivo
sejam minimizadas, concorrendo, dessa forma, para a seguranga € a eficicia
do medicamento. A efetividade da extragao baseia-se na capacidade maxima
de obtengao das substdncias que sejam relevantes para a agdo do produto,
preferencialmente evitando-se a presenca daquelas que sejam potencialmente
toxicas. Isso inclui os solventes, substancias liquidas responsaveis pela extragio
das moléculas do insumo. Nas etapas de pesquisa, o uso de solventes t6xicos
¢ bastante comum, pois ¢ interessante e desejivel conhecer o mais possivel
a composi¢do quimica da matriz vegetal. Do ponto de vista industrial, no
entanto, o uso de tais solventes ¢ proibido e hd legislagao especifica sobre o
assunto. A etapa extrativa deve ser eficiente, levando ao maior rendimento e
considerando eventuais perdas ou transformagdes dos ativos, causadas, por
exemplo, pelo tempo de exposicao ao solvente (dgua, por exemplo, que pode
levar a hidrélises), o tempo de extragio e a temperatura aplicada. As diversas
formas de extra¢io apresentadas neste capitulo foram desenvolvidas e aprimo-
radas — e sdo também aplicadas — de acordo com a natureza das substancias
de interesse, a parte da planta utilizada, seu grau de divisdo e seu rendimento.
Sem o controle e a padronizagio dessa etapa inicial, a qualidade do produto
fica comprometida por causa da nao uniformizagao de lotes, discrepancias nas
andlises realizadas na aferi¢do da qualidade e possiveis inconsisténcias na agao
farmacoldgica do produto.
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Avaliacao da Autenticidade de Drogas
Vegetais Baseada na Analise Morfoldgica
Macro e Microscopica

Fernanda Moreira do Amaral, Selma Ribeiro de Paiva e Ana Joffily

utilizacio de plantas como recurso terapéutico remonta a Antiguidade, e a

expansao dessa pratica pode ser, em parte, atribuida a crenga de que medi-

amentos a base de espécies vegetais sao, necessariamente, inécuos e mais

seguros que os sintéticos (Capasso ¢z al., 2000). O fato de as plantas serem naturais

nao significa que seu uso para o cuidado com a satde constitua uma prética isenta

de limitagdes, pois muitas espécies causam efeitos téxicos ou carecem de compro-
vagio de eficicia e seguranca (Veiga Jr., Pinto & Maciel, 2005).

Plantas que compartilham alta similaridade morfolégica e/ou nome
popular sio passiveis de confusio e substituicado no comércio, expondo ao
risco a sadde do consumidor (Zhao et al., 2006). Dessa forma, a avaliacio
da autenticidade de drogas vegetais, ou seja, a confirmagio de sua identidade
botanica, ¢ fundamental para o acesso seguro aos chds medicinais, bem como
para a producio de fitoterdpicos (Amaral ez al., 2021). Nesse sentido, a vigente
legislagao relativa ao registro ou notificagio desses produtos, conforme serd
pormenorizado mais adiante neste capitulo, estabelece a indispensabilidade
da descri¢ao detalhada de aspectos da morfologia externa e interna de plantas
utilizadas como droga vegetal para a produgao de chds ou como matéria-prima
para a producio de fdrmacos (Brasil, 2014).

Decerto a andlise morfoldgica contribui para a verificagdo da autentici-
dade de drogas vegetais, contudo o fato de esse produto ser frequentemente
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dispensado em forma fragmentada (Figura 1) evidencia a importincia da
anatomia vegetal no 4mbito do controle da qualidade, constituindo ferramenta
proficua para a determinagio da identidade botanica e, consequentemente, da
verificacio da ocorréncia de adulteracées, falsificacoes e contaminacées.

Adulteracdo, Falsificacdo e Contaminacao

Em paises como o Brasil, a ampla utilizacio de drogas vegetais e produtos
delas derivados dd-se, principalmente, em razio da tradicionalidade de uso e
da facilidade de obten¢io em farmdcias, ervanarias (Veiga Jr., Pinto & Maciel,
2005) e no comércio informal, como feiras. Apesar da existéncia de parimetros
ja estabelecidos por agéncias reguladoras, verifica-se a ocorréncia de fraudes e
outros problemas de qualidade, como contaminagées, podendo ocasionar a
reducio da eficicia e seguranca de produtos vegetais. Aliadas a elevada rentabi-
lidade comercial, sao recorrentes a adulteracio e a falsificacio, de modo que a
presenca de rotulagem nao garante a autenticidade (Veiga Jr., Pinto & Maciel,
2005). O acesso a produtos vegetais fora dos padroes de qualidade torna seu
uso um risco e, a0 mesmo tempo, um problema de satide puablica.

Figura 1 — Fragmentos foliares provenientes de amostra comercial de maracuja
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A adulteragio constitui, por defini¢io, o ato de alterar e, ou, modificar
as propriedades iniciais de algo, pela adigio de elementos estranhos, inade-
quados ou inferiores (Zhang ez al., 2012; Prakash ez al., 2013). Em amostras
comerciais, é recorrente a adi¢ao de partes vegetais que nao constituem a droga
vegetal, como, por exemplo, fragmentos do caule quando a droga vegetal é a
folha; trata-se de fraude, visando, na maioria das vezes, aumentar o peso total
do produto (Zhang et al., 2012). No caso de medicamentos fitoterdpicos,
inimeros registros na literatura apontam para sua adulteragio com medica-
mentos sintéticos, muitas vezes adicionados com o intuito de potencializar
efeitos, resultando em reacoes adversas ou diminuigio da eficicia devido a
interagao entre componentes. Em locais como a China, algumas misturas sao
permitidas e legalizadas, ndo incorrendo em adulteragio (Zhang ez al., 2012).

A substitui¢io intencional ou acidental de uma espécie vegetal por outra,
ou seja, a falsificagdo, relaciona-se a causas variadas, como o compartilha-
mento de nomes populares por diferentes espécies, similaridades morfoldgicas,
auséncia de preconizagio, escassez de fornecedores e dificuldade na obtengao,
devido a ocorréncia em dreas restritas ou de protegao ambiental, sendo comu-
mente substituidas por outras espécies ocorrentes na regiao (Prakash ez al.,
2013). Como diferentes plantas normalmente tém agoes divergentes, a falsi-
ficacio pode resultar em ineficiéncia do tratamento terapéutico, ou ocasionar
prejuizos a saide do consumidor, caso a espécie substituta cause efeitos téxicos.

Por sua vez, a contaminagio ¢ definida como a “introdu¢io nio desejada
de impurezas de natureza quimica ou microbioldgica, ou de matéria estranha,
em matéria-prima, produto intermedidrio e/ou produto terminado durante as
etapas de amostragem, pesagem, formulagao, produgio, (re)embalagem, arma-
zenamento ou transporte”, nos termos da Resolu¢io da Diretoria Colegiada
(RDC) da Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria (Anvisa) n. 658, de 30 de
margo de 2022, que disp6e sobre as diretrizes gerais de boas préticas de fabri-
cagao de medicamentos (Brasil, 2022a). O inadequado manejo dos produtos
de origem vegetal nas diferentes etapas de producio, desde o cultivo até a
comercializagio como droga vegetal, é responsdvel pela ocorréncia de conta-
minagdes (Bugno ez al., 2006), que evidenciam a auséncia ou impericia do
controle da qualidade pelas empresas.

Durante o cultivo, por exemplo, podem ser incorporados residuos de
pesticidas, bem como metais pesados provenientes do solo e da dgua, sendo
mercdrio, arsénico e chumbo os principais; na comercializa¢ao, podem-se
verificar poeira e metais téxicos oriundos das emissoes veiculares (Zhang ez
al., 2012). Enquanto o uso de pesticidas representa um problema de conta-
mina¢do quimica, a ndo aplicagio propicia o ataque de pragas agricolas.
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No processamento e armazenagem, negligéncias podem desencadear a prolife-
racdo de microrganismos, alterando propriedades do produto e, consequente-
mente, sua qualidade (Bugno ez al., 2006). Além disso, a contaminagao micro-
biana representa um risco iminente de infec¢io, motivo pelo qual vdrios testes
sao preconizados na sexta edi¢do da Farmacopeia Brasileira e alguns limites
microbianos encontram-se estabelecidos para produtos vegetais, variando em
funcio do tipo de preparagao (Brasil, 2019a).

No caso de drogas vegetais, pode ocorrer também a chamada contami-
nacio cruzada, definida pela RDC n. 658/2022 como “contaminagio de
determinada matéria-prima, produto intermedidrio, produto a granel ou
produto terminado por outra matéria-prima, produto intermedidrio, produto
a granel ou produto terminado durante as etapas de amostragem, pesagem,
formulacio, producio, (re)embalagem e armazenamento” (Brasil, 2022a).
E insegura tal circunstincia, visto que as plantas produzem uma diversidade
de substincias quimicas e, por isso, sio capazes de provocar, como qualquer
medicamento, reacoes adversas, efeitos colaterais, interagdes com firmacos ou
mesmo com aspectos do préprio paciente, como a sensibilidade a um deter-
minado componente (Capasso ez al., 2000).

Em suma, adulteracées, falsificacbes e contaminacoes interferem nio
apenas na qualidade do produto, mas também na satide do consumidor. As
plantas representam um recurso terapéutico com grandes potencialidades, mas
deve ser garantida sua qualidade e, consequentemente, eficicia e seguranga de
uso. Apesar dos esforcos das agéncias reguladoras no Brasil, a fiscalizacio dos
produtos disponiveis no comércio ainda ¢ incipiente, principalmente porque
uma grande parcela do que ¢ consumido provém do mercado informal e
baseia-se no uso popular.

Legislacao

A falsificagao e a adulteragio de produtos destinados a fins terapéu-
ticos ou medicinais, incluindo matérias-primas, medicamentos e insumos
farmacéuticos, sio contempladas no Cédigo Penal, lei n. 2.848, de 7
de dezembro de 1940, em seu capitulo III, “Dos crimes contra a saude
publica” (Brasil, 1940). Incorre na pena de reclusdo, de 10 a 15 anos, e
multa, quem importa, vende, distribui ou entrega a consumo um produto
“sem as caracteristicas de identidade e qualidade admitidas para a sua
comercializa¢do”; se o crime for culposo, deten¢io, 1 a 3 anos, ¢ multa.
Para o invélucro ou recipiente de produtos terapéuticos ou medicinais com
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falsa indicagdo, seja da presenga de substincia em quantidade menor que a
mencionada, seja de uma substiancia que nio se encontra em seu contetdo,
¢ prevista a pena de reclusdo, de 1 a 5 anos, ¢ multa. Dada a gravidade
da violagao do direito a saude, previsto no art. 196 da Constitui¢ao da
Republica Federativa do Brasil de 1988 (Brasil, 1988), a adulteragio e a
falsificagao de produtos destinados a fins terapéuticos ou medicinais so
consideradas crimes hediondos (Brasil, 1990).

Com a finalidade de “promover a protecio da satde da populagio,
por intermédio do controle sanitdrio da produgao e da comercializagao de
produtos e servigos submetidos a vigildncia sanitdria”, a Anvisa foi criada
pela lei n. 9.782, de 26 de janeiro de 1999, como institui¢ao vinculada ao
Ministério da Satde (Brasil, 1999). Nesse sentido, a garantia e promogao
da seguranca, eficicia e qualidade no acesso a plantas medicinais e fitoterd-
picos, bem como a regulamentacio do seu cultivo, produgio, distribui¢io
e uso constituem diretrizes da Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterdpicos, aprovada pelo decreto n. 5.813, de 22 de junho de 2006
(Brasil, 20006).

As disposi¢oes sobre o registro ou notificagao de fitoterdpicos compoem
a RDC n. 26, de 13 de maio de 2014 (Brasil, 2014), que entende “fitote-
rdpico” como “produto obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto subs-
tancias isoladas, com finalidade profildtica, curativa ou paliativa, incluindo
medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterdpico”. Podem ser
dispensadas de registro, devendo ser notificadas na categoria de produto
tradicional fitoterdpico, as plantas medicinais na forma de droga vegetal,
referidas como chds medicinais.

Nos termos da RDC, “droga vegetal” é “planta medicinal, ou suas
partes, que contenham as substincias responsdveis pela acdo terapéutica,
ap6s processos de coleta/colheita, estabiliza¢ao, quando aplicdvel, e secagem,
podendo estar na forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada”; “chd
medicinal” ¢ “droga vegetal com fins medicinais a ser preparada por meio de
infusdo, decocgao ou maceragio em dgua pelo consumidor”; e “notificagio” é a
“prévia comunicacio a Anvisa informando que se pretende fabricar, importar
e, ou, comercializar produtos tradicionais fitoterdpicos” (Brasil, 2014).

De acordo com a RDC (Brasil, 2014), a notificagao é permitida apenas
aos chds medicinais listados no Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia
Brasileira (Brasil, 2021) e com monografia de controle da qualidade publi-
cada na Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019b) ou em outra que seja reco-
nhecida pela Anvisa. Além disso, ¢é exigida a apresentacio de um laudo de
andlise da droga vegetal para um lote, com informagées de responsabilidade
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do fabricante, indicando a especifica¢io, o método utilizado e os resultados
obtidos, com a caracteriza¢do da cor, identificacio macroscépica e microscéd-
pica e descri¢do da droga vegetal em farmacopeias reconhecidas pela Anvisa.
Se inexistentes, é considerada vélida a descri¢do apresentada em laudo de
identificagao emitido por profissional habilitado ou outra documentagio
técnico-cientifica. Para a renovagio da notificagio, é exigido um novo laudo
para o tltimo lote fabricado.

Em alguns casos, chds medicinais integrantes do Formuldrio de Fitoterdpicos
da Farmacopeia Brasileira nio sio notificados, sendo, na prética, comerciali-
zados como chds na drea de alimentos (Amaral ez 4/, 2020). Tal enquadra-
mento ¢ irregular quando a espécie e parte utilizada nao se encontram no
anexo | da instru¢io normativa (IN) n. 159, de 1° de julho de 2022, que
estabelece as listas das partes de espécies vegetais autorizadas para o preparo
de chés e para o uso como especiarias (Brasil, 2022b). Dessa forma, ¢ usual
encontrar chds medicinais & venda em supermercados e bancas de jornal
(Amaral er al., 2020), embora a dispensagao de plantas medicinais deva ser
privativa de farmdcias e ervanarias, enquanto a comercializacio é permitida,
também, as drogarias, conforme a lei n. 5.991, de 17 de dezembro de 1973
(Brasil, 1973) e a IN n. 9, de 17 de agosto de 2009 (Brasil, 2009). A comer-
cializagao irregular de chds medicinais como alimentos dificulta a aplicagao de
medidas especificas de controle sanitdrio, a exemplo da documentagio refe-
rente ao laudo de andlise da droga vegetal, que contém métodos e resultados
da avaliagdo da autenticidade baseada no estudo morfolégico (Brasil, 2014).

Caracteres Morfologicos Diagndsticos e Plasticidade

Em conformidade com a defini¢io de “droga vegetal” apresentada na RDC
n.26/2014 (Brasil, 2014), as respectivas amostras encontradas no comércio sio
comumente constituidas de fragmentos de 6rgaos secos da planta medicinal
(Amaral er al., 2021) (Figura 1) e, nesse caso, ¢ improvavel que seja suficiente,
para a identificagio taxon6mica, a andlise da morfologia externa baseada na
forma, tamanho, cor, textura e odor, fatores possivelmente comprometidos
no processamento e acondicionamento (Zhao ez al., 2006). Nesse contexto,
a anatomia vegetal revela-se como ferramenta essencial a avaliagdo da auten-
ticidade de drogas vegetais, que podem ser constituidas de diferentes 6rgaos,
sejam eles vegetativos — tais como raizes, caule, rizoma e folhas — ou reprodu-
tivos — flores, inflorescéncia, frutos e sementes.
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No Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2021), a
droga vegetal indicada na férmula de preparagées extemporineas frequente-
mente ¢ a folha ou a inclui, como a “planta inteira”, “parte aérea” ou “sumi-
dade florida”. Por esse motivo, ao érgao folha serd destinada uma abordagem
prioritdria neste capitulo. No entanto, outros érgios também sao alvos de
falsificagao e adulteragao no comércio, como as raizes de salsaparrilha (Martins
etal., 2014).

Historicamente, as folhas receberam especial aten¢io nos estudos de
anatomia ecoldgica. Tém anatomia altamente varidvel, de acordo com o
tixon (permitindo, muitas vezes, discriminar espécies, géneros e familias) e
com caracteristicas do ambiente onde se desenvolvem (como luminosidade,
sombreamento e disponibilidade hidrica) (Vieira, 1995). Em geral, as varia-
¢oes qualitativas ¢ atribuido valor sistemdtico, sendo considerados caracteres
constantes e caracteristicos de um tdxon, por exemplo, a presenca e o tipo
de tricomas e estdmatos, a organizagio do sistema vascular e o padrio de
nervagdo, como ¢ observado nos géneros Passiflora (Passifloraceae) (Wosch
et al., 2015) e Monteverdia (Celastraceae) e seus adulterantes (Amaral ez 4/.,
2021). Por sua vez, as variagdes quantitativas ¢ atribuido valor pldstico, sendo
interpretadas como adaptacoes aos fatores ambientais aos quais se encontra
submetido o organismo — como exemplo, tem-se o nimero de estratos
epidérmicos e subepidérmicos (hipoderme), de camadas do parénquima
clorofiliano (pali¢ddico e lacunoso) e dos tecidos de sustentagio (colénquima
e esclerénquima), além da quantidade e posicio de estdmatos e tricomas
(Vieira, 1995).

A identificagao botinica deve basear-se em caracteres com valor sistemd-
tico, pois os de valor pldstico sdo, em geral, pouco confidveis ou informativos.
A distingao entre essas duas categorias é necessdria para cada espécie, descreven-
do-se com exatiddo a gama de variagoes anatémicas e a amplitude dessa varia-
bilidade no corpo de um individuo e entre diferentes individuos, em relagao ao
ambiente, ontogenia e localizagao do tecido no érgao (Dickison, 2000).

A titulo de exemplo, o padrio e organizacio do sistema vascular em deter-
minadas regides da folha ¢ apontado na literatura como um cardter diagnés-
tico adequado para a padronizacio de drogas vegetais, e a por¢ao mediana do
peciolo e da lamina foliar como a regido padrio a ser descrita. No entanto,
em algumas espécies, a estrutura desses tecidos varia ao longo da extensio
do peciolo e da nervura principal, como no género Monteverdia, em que se
observa uma redugio nos feixes vasculares em dirego a regiao apical da folha,
com grande varia¢do no niimero e organizacio desses feixes na regido mediana

(Figura 2) (Jofhily, 2002; Joffily & Vieira, 2005).
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Figura 2 — Representacdes esquematicas da organizagdo da nervura principal em dife-
rentes regides da folha de espécies de Monteverdia (Celastraceae)
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A = regido apical; B = regido mediana; C = regido basal; barra = 500 um.
Fonte: adaptado de Joffily, 2002.

Esse cendrio torna-se problemdtico quando se leva em consideracio que,
no material fragmentado, a por¢io mediana da folha ¢ de dificil identifi-
cagdo — enquanto regiées como a base podem ser identificadas pelo peciolo,
e o dpice, pelas caracteristicas peculiares, conforme evidenciado em amostras
comerciais de maracujd (Figura 1) e em folhas diafanizadas de espinheira-
santa (Figura 3). Por esse prisma, ¢ fundamental que estejam presentes, na
documentagio técnico-cientifica, a descri¢io de diferentes regioes do 6rgao
e a identificagio exata das regides anatomicamente estudadas, de modo a
permitir a completa e inequivoca caracterizagdo das drogas vegetais e seus
adulterantes.
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Figura 3 — Folha de espinheira-santa, diafanizada conforme a metodologia descrita por
Shobe e Lersten (1967)
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Etapas da Analise Morfologica de Drogas Vegetais para o
Controle da Qualidade e Verificagdo da Autenticidade de
Amostras Comerciais

Para a confirma¢io da identidade taxonémica de drogas vegetais e o
controle da sua qualidade, podem ser empregados métodos fisicos, quimicos,
moleculares e morfoldgicos, macro e microscopicos (Brasil, 2019a). Este
tltimo é o mais simples no que concerne 2 infraestrutura e recursos finan-
ceiros, sem prejuizo da confiabilidade, sendo, portanto, fundamental para a
caracterizacdo de drogas vegetais (Zhao et al., 20006).

Conforme anteriormente descrito, particularidades intrinsecas a cada
espécie de planta medicinal e aos respectivos 6rgaos que constituem a droga
vegetal determinam a selegio de técnicas morfoldgicas especificas para a
avaliagio da autenticidade. A seguir, sdo apresentados métodos gerais que
apresentam resultados efetivos no cotidiano da anélise de amostras comerciais
nas quais a droga vegetal ¢é a folha.
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Analise preliminar

A avaliagao de autenticidade inicia-se com a verificagdo do peso total da
amostra, utilizando balanga de precisio, seguida da determinagio de matéria
estranha, por meio da separacio manual da droga vegetal de elementos como
pedras, insetos e outras partes da planta ou de outros vegetais (Figura 4), inicial-
mente a olho nu, mas também com auxilio de lupa, em alguns casos. Se frag-
mentos com caracteristicas distintas forem observados, sdo também incluidos na
posterior avaliagio da morfologia externa e anatomia da droga vegetal, a fim de
confirmar a mistura de espécies. Em seguida, faz-se a verificagio do peso efetivo
da droga vegetal na amostra, utilizando balanga de precisao, e a comparagio dos
pesos total e efetivo da amostra com o valor informado na embalagem.

Figura 4 — Elementos representativos de amostras comercializadas como espinhei-
ra-santa contendo fragmentos de folhas (droga vegetal) e matéria estranha, como
pedacos de caule, outras espécies vegetais, pedra e tijolo

1 ¢
4

=5

A-C, E, G = espécie adulterante; D, F, H-I = Monteverdia ilicifolia.
Fonte: Monteiro, 2017.
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Morfologia foliar externa

Para a andlise da morfologia externa, as folhas sdo submetidas a diafa-
nizagao, baseada na metodologia de Shobe e Lersten (1967): hidratacio de
trés folhas inteiras ou fragmentos foliares de cada amostra em hidréxido de
s6dio 5%, em estufa a 60 °C, trocando a solu¢io até completar o clareamento;
lavagem com dgua destilada; imersao em hipoclorito de sédio 50% durante
trés minutos, caso haja pontos escuros; lavagem com dgua destilada; transfe-
réncia para cloral hidratado até se tornarem transparentes; lavagem com dgua
destilada; coloragio com safranina aquosa 0,5%. Procede-se 2 montagem de
laminas semipermanentes em glicerina 50% entre duas liminas, vedando-as
com esmalte, e 2 observacdo e producio de fotografias, utilizando microscépio
estereoscopico com cAmera acoplada (Figura 5).

O padrio de nervagao ¢ analisado em compara¢io com a documentagao
técnico-cientifica disponivel na literatura. Para angiospermas nao monocotile-
doneas, sugere-se a classificacio de Ellis e colaboradores (2009).

Figura 5 — Folhas de amostras comercializadas como espinheira-santa, diafanizadas
conforme a metodologia descrita por Shobe e Lersten (1967), evidenciando os padrdes
de nervagdo

A-C, E, G = espécie adulterante, com nervagdo semicraspedddroma; D, F, H-| = Monteverdia
ilicifolia, com nervagdo craspedddroma simples.

Fonte: Monteiro, 2017.
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Anatomia foliar

No estudo anatémico, pode ser necessdrio proceder a hidratacio e amole-
cimento da amostra, em solug¢ao de glicerina e etanol 70% em iguais propor-
¢oes durante, no minimo, uma semana, ou em dgua destilada, mantida vedada
em estufa a 60 °C durante pelo menos 24 horas, de acordo com as caracterfs-
ticas do material vegetal.

A partir de trés diferentes folhas ou fragmentos, sdo produzidas laminas
semipermanentes, conforme o seguinte procedimento: realizagio de cortes trans-
versais & mao livre no peciolo e limina foliar na regiao da nervura principal, com
a obtencao de, no minimo, trés cortes para cada regiao de um fragmento; clarifi-
cagio em hipoclorito de sédio 50%; lavagem com dgua destilada; neutralizagio
em dcido acético 1%; lavagem com dgua destilada; coloragio com safranina e
azul de Astra em propor¢io de 9:1 volumes, descrita por Kraus e Arduin (1997);
lavagem com dgua destilada; montagem em glicerina 50%, entre limina e lami-
nula. Com auxilio de microscépio dptico com cAmera acoplada, as lAminas sio
observadas e fotomicrografias produzidas (figuras 6 e 7).

Para a identificagio botanica, ¢ feita a comparagio dos dados morfoldgicos
observados com a documentacio técnico-cientifica disponivel na literatura.

Figura 6 — Folhas de amostras comercializadas como espinheira-santa, em sec¢do
transversal do peciolo

©

A-C, E, G = espécie adulterante; D, F, H-I = Monteverdia ilicifolia.
Fonte: Monteiro, 2017.
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Figura 7 — Folhas de amostras comercializadas como espinheira-santa, em sec¢do
transversal da nervura principal

A-C, E, G = espécie adulterante; D, F, H-1 = Monteverdia ilicifolia.
Fonte: Monteiro, 2017.

Desafios para a Avaliacdo da Autenticidade de Drogas
Vegetais Baseada na Analise Anatomica

A despeito da indubitdvel utilidade da anatomia como ferramenta para a
andlise de drogas vegetais comercializadas na forma fragmentada, a avaliacio
da autenticidade baseada em técnicas anatdémicas enfrenta dificuldades rela-
cionadas a necessidade de adequada documentacio técnico-cientifica rela-
tiva as espécies vegetais, que deve ter definidos padroes morfoldgicos a serem
utilizados pelo profissional com finalidade comparativa. Para muitas espécies
com propriedades medicinais encontradas no comércio, inexiste monografia
em farmacopeias (Willis, 2017), o que faz com que a respectiva literatura
cientifica fique inconsistente. Com efeito, verificam-se descri¢des anatdmicas
divergentes entre autores para uma mesma espécie, nio sendo claramente
estabelecidos os caracteres constantes e os varidveis conforme influéncias
ambientais, por vezes em razio da coleta de um ou poucos individuos por
estudo; descricoes incompletas, devido 2 utilizagao de metodologias distintas
por cada autor, com diferentes regides e planos de corte nos érgaos vegetais;
além de estudos nos quais a identificagio botinica do material ¢ duvidosa,
nao sendo mencionado o depésito de material testemunho em herbdrio, nem
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o determinador, ou seja, o individuo responsdvel pela identificacio botinica
do material, com conhecimento substancial em taxonomia (Zhao et /., 20006;
Eisenman, Tucker & Struwe, 2012; Rivera et al., 2014; Wosch et al., 2015;
Dauncey ez al., 2016; Costa et al., 2018).

De modo complementar, a fim de auxiliar a confirmagio da autenticidade,
¢ importante que na literatura cientifica integrem-se descri¢des anatémicas dos
adulterantes. Quando pertencem a géneros ou familias diferentes da espécie
original, circunstincia frequentemente verificada, a confirmagio da ocorréncia
de falsificagio em amostras comerciais é, em geral, inequivoca. Tal situagao pode
ser exemplificada considerando o caso da espinheira-santa — Monteverdia ilicifolia
(Mart. ex Reissek) Biral —, que pertence 4 familia Celastraceae, mas é confun-
dida com espécies de Moraceae, Leguminosae, Euphorbiaceae e Aquifoliaceae
devido a presenga de espinhos na margem foliar; nesse caso, ¢ evidente a dife-
renga morfolégica macro e microscépica entre as familias (Machado & Santos,
2004; Scheffer, 2004; Amaral ez al., 2021).

Todavia, se a descricio anatdmica da amostra analisada corrobora a da
espécie original, a possibilidade de falsificacdo pode ser excluida somente apds
o confronto com estudos comparativos envolvendo espécies a ela taxonomi-
camente relacionadas, as quais podem constituir adulterantes de dificultosa
discrimina¢io (Manhaes, 2021). Quando um género tem grande riqueza de
espécies, raramente tais estudos estio dispom’veis na literatura; por conseguinte,
a nivel de espécie, o profissional apenas sugere a identificago botanica (Amaral
et al., 2021). Esse cendrio ¢ previsto em géneros como Mikania (Asteraceae),
do guaco, e Passiflora, do maracujd, os quais se encontram representados no
Brasil por 199 e 157 espécies, respectivamente (Bernacci ez al., 2020; Ritter
et al., 2020). Entre elas, Passiflora incarnata L. é a Gnica do género incluida
na segunda edicao do Formuldrio de Firoterdpicos da Farmacopeia Brasileira
(Brasil, 2021), enquanto apenas Passiflora alata Curtis e Passiflora edulis Sims
tém monografia na sexta edi¢io da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019b). De
Mikania, somente duas espécies sao encontradas no Formuldrio (Brasil, 2021),
entre as quais Mikania laevigata Sch. Bip. ex Baker possui monografia na sexta
edicao da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019b) e Mikania glomerata Spreng,.
possui monografia publicada pelo Ministério da Satde, na série Informagcoes
Sistematizadas da Relacio Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS
(Brasil, 2018).

A discriminagao anatdmica de espécies taxonomicamente relacionadas é
fundamental porque a autenticidade da droga vegetal interfere nio apenas
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na eficdcia, mas principalmente na seguranca de consumo (Manhaes, 2021).
Embora seja usual que tais espécies compartilhem um perfil quimico similar,
particularidades na composi¢ao de cada uma podem conferir as preparagoes
propriedades diferentes e relevantes (Costa ez al., 2018). Essa situagio ¢ eviden-
ciada no género Salvia (Lamiaceae). Enquanto Salvia officinalis Linnaeus ¢
considerada medicinal e especiaria, incluida no Formuldrio de Fitoterdpicos da
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2021) e no anexo II da IN n. 159/2022 (Brasil,
2022b), Salvia divinorum Epling & Jativa ¢ sujeita a controle especial, por
estar incluida na “Lista de plantas proscritas que podem originar substincias
entorpecentes e, ou, psicotropicas’, da portaria da Anvisa n. 344, de 12 de
maio de 1998, sendo proibida sua importagdo, exportagio, comércio, mani-
pulagdo e uso (Brasil, 1998). Embora as duas espécies pertengam ao mesmo
género e compartilhem alta similaridade morfolégica, somente S. divinorum
produz o diterpeno salvinorina A (Willard, Mcgufhn & Smith, 2012), a mais
potente substincia alucinégena de origem natural conhecida até o momento

(Scheffler & Roth, 2003).

Consideracdes Finais

Como se vé, a escassez de parAmetros para a verificagio da autenticidade
de drogas vegetais baseada na andlise anatdmica constitui um dos principais
desafios para o diagndstico de adulteragoes e falsificagoes de material botdnico
fragmentado. Dessa forma, é necessdrio estimular a realizagao de estudos e
produgio de documentagdo técnico-cientifica que estabelega padrées meto-
dolégicos e morfolégicos pertinentes as espécies medicinais contidas nos
documentos oficiais e seus adulterantes. Considerando a notdvel relevincia
da anatomia vegetal como ferramenta para elucidar adulteragdes e falsifica-
¢oes, bem como a complexidade e responsabilidade envolvida no trabalho do
anatomista, com implicagoes na sadde publica, é primordial o investimento
na formacio e capacitagio de profissionais para atuarem nesse ambito do
controle da qualidade.
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Autenticacao Genética de
Plantas Medicinais

Cassia Sakuragui, Francisco Prosdocimi e Italo Mario Cesari

aumento significativo do uso de medicamentos a base de plantas,

que ocorreu em todo o mundo ao longo das tltimas décadas,

tem demonstrado corretamente que as plantas produzem impor-
tantes moléculas capazes de regular o metabolismo de outros organismos,
destruir patégenos e trazer beneficios médicos e veterindrios. Isso elevou
a demanda por material vegetal e evidenciou diversas formas de adulte-
ragdo que estavam sendo feitas por empresas que tentavam beneficiar-se
indevidamente ao falsificarem nao apenas os medicamentos fitoterd-
picos, mas também outros produtos de origem vegetal. A observagio
de que diversas formas de adulteragido estavam acontecendo produziu
demandas para a autenticagdo das matérias-primas vegetais — principal-
mente relacionadas as espécies de uso terapéutico que sao utilizadas pela
industria e pelo comércio. Autenticar, nesse contexto, significa certificar,
de forma inequivoca, que determinada amostra em questio ¢ verdadei-
ramente uma certa espécie botdnica. Esses métodos de autenticagio
precisam ser replicéveis, pois, em muitos casos, exige-se uma autenti-
cacao periédica das matérias-primas. A replicabilidade é, portanto, um
dos principais desafios para a autentica¢io, como veremos no decorrer
deste capitulo. Muitas das metodologias utilizadas para autenticagio
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morfolégica, biolégica e genética nao sio replicdveis e, por isso, nio
podem ser consideradas ferramentas.

O cédigo de barras do DNA, por exemplo, é um processo de autenti-
cagao que usa sequéncias gendmicas curtas e padronizadas para a identi-
ficagao das espécies. Essa tecnologia é bastante confidvel e seus resultados
nio sio afetados por fatores ambientais, nem pelo grau de amadureci-
mento do vegetal, tampouco pela parte vegetal utilizada. Existem, entre-
tanto, desafios a serem superados no uso de tal ferramenta genética.
Entre elas, podemos enumerar: dificuldades no isolamento de DNA de
alta qualidade; remocdo de metabdlitos secunddrios; estabelecimento de
regioes do DNA que sejam constantes, mas que também apresentem
variabilidade entre as espécies.

Uma outra questao atual é que, para as industrias e empresas privadas,
o processo de autenticagio genética esbarra no uso de algumas tecnologias
patenteadas que podem ser utilizadas gratuitamente apenas para fins de
pesquisa. E o caso das reagées de amplificagio de DNA conhecidas como
PCR (polymerase chain reaction ou reagao em cadeia da polimerase), as quais
sao imprescindiveis para a autenticagao de plantas medicinais em que se utiliza
a técnica do c6digo de barras de DNA.

Autenticacao Quimica e Bioldgica de Espécies Vegetais

A autenticagdo biolégica dd-se por meio da andlise de fragmentos ou
p6 de tecidos vegetais num microscépio. Por exemplo, existem plantas que
apresentam células epiteliais bastante especificas, outras sdo compostas de um
conjunto de tecidos arranjados de maneira prépria, mas poucas plantas sio
autenticadas somente por essa andlise (Figura 1).
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Figura 1—=Representacdo esquematica da autenticacdo de produto ou planta medicinal

()
Temvoucher? ’

N&o Sim ‘ ‘ Sim N3o

Produto Planta

Tem voucher?

Fim da autentificagdo Autentificagdo Extracdo do Preparagao Autentificaggo a Autentificagio a
morfolégica morfolégica DNA total de extratos partir do voucher partir do material
Andlise Andlise Ferramentas Andlises Andlise macroscépica
microscopica macroscopica genéticas quimicas morfolégica
Autentificagdo Autentificagdo Autentificagdo Autentificagdo
morfoldgica genética quimica morfoldgica

\ \ \ A

Autenticacao do material

Regulamentacdo Molecular de Plantas Medicinais

Existe um consenso de que os medicamentos a base de plantas devem ser
adicionados aos sistemas de farmacovigilancia local e nacional. Em paises onde
existe o controle de intoxicagoes com medicamentos, 0 aumento de casos ¢ percep-
tivel, o que demanda identificar os riscos e estabelecer padroes para a seguranga de
medicamentos de origem natural (Boer, Ichim & Newmaster, 2015).

Na Europa, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) apoia o uso de
tecnologias analiticas inovadoras, tais como a utiliza¢iao dos dados fornecidos
pela técnica do cédigo de barras de DNA, na complementagio dos métodos
tradicionais de identificagio cromatogrifica para detecgio de substitutos,
cargas e adulterantes em produtos a base de plantas (Raclariu ez 4/, 2018).
Uma das primeiras agoes foi a criago, na década de 1970, pela Organizagao
Mundial da Sadde (OMS), do Programa para Monitoramento Internacional
de Medicamentos, baseado em dados armazenados em um banco global que ¢
alimentado por mais de cem paises, através de relatérios de seguranca de casos
individuais da OMS, o VigiBase (Global Database of Individual Case Safety
Report), gerenciado pelo Centro de Monitoramento de Uppsala (UMC), cola-
borador da OMS nesse projeto.
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Considerando o desafio na regulamentagio para a autenticacio de plantas
medicinais, ela ainda necessita de: padronizagio de protocolos moleculares,
que depende de cada planta, do tipo de autenticagdo molecular utilizado,
do conhecimento do cédigo de barras do DNA para a espécie, da qualidade
do DNA e dos métodos utilizados, entre outros; e criacdo e consolidacio de
bibliotecas e bancos de dados organizados com informagées moleculares dos
estudos jd realizados e/ou em execugio.

Metodologias Baseadas em DNA na
|dentificacdao de Plantas

A gendmica, a evolugio e a filogenia das plantas estio em constante avango
e sao interligadas entre si e com a fitoquimica. Elas tratam do conhecimento
da origem e evolug¢do dos genomas de plantas, bem como auxiliam em estudos
do fenétipo metabdlico, da correlagio entre os dados gendmicos, dos metabd-
litos produzidos e das vias biossintéticas usadas para produzi-los. A filogenia
molecular e a filogendmica proporcionam previsibilidade de quimiodiversi-
dade na bioprospec¢io, auxiliando a procura e a escolha de novas plantas a
serem testadas quanto ao seu potencial terapéutico (Hao & Xiao, 2015).

A evolucio de linhagens tem sido estudada através de marcadores mole-
culares, obtidos por sequenciamento parcial dos genomas vegetais. Alguns
desses marcadores sdo considerados tao precisos para o reconhecimento de
determinadas espécies que tém sido chamados de DNA barcodes, ou cédigos
de barras de DNA, que sdo sequéncias curtas de DNA encontradas unica-
mente no genoma de uma determinada espécie, garantindo, desse modo, sua
identificagio precisa. Assim, ao longo das tltimas décadas, alguns métodos de
identificagio especifica baseados em dados gendmicos tém sido descritos para
plantas medicinais (Techen ez al., 2014).

Metodologias Baseadas em DNA no Controle
de Qualidade Industrial

A padronizagao e a qualidade dos fitoterdpicos garantem sua segu-
ranga e qualidade, e avaliar sua seguranca ¢é essencial para produzi-los
em concordincia com os padrées da OMS. A padronizacio ¢ feita por meio
de diferentes técnicas de identificagio das plantas medicinais. O objetivo
do controle de qualidade é buscar um padrao de qualidade, mas flutuacoes
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ou pequenas diferencas sao previstas e admitidas no processo de fabricagao
devido a variagdo natural morfoldgica e fitoquimica das espécies vegetais.
A padronizagao e a garantia de qualidade requerem trés atributos: autenti-
cidade, pureza e ensaio. Com a autenticagio, visa-se provar que o material
¢ verdadeiro, o que envolve parimetros estabelecidos por meio de anilises
morfolégicas, microscépicas, quimicas e moleculares. A qualidade de fitoters-
picos depende da identificacdo segura das plantas.

Os marcadores moleculares sao por¢des de DNA, compostos ativos ou
biomoléculas, como proteinas, que sio constituintes quimicamente defi-
nidos para a avaliacio qualitativa e/ou quantitativa de um determinado
material ou produto. Os marcadores de DNA, também chamados de marca-
dores gendmicos, sdo preferidos para o controle de qualidade, visto que nao
estdo sujeitos a variacdes do meio ambiente. As regides nio codificantes
de DNA sao mais adequadas, pois carregam informagées particulares de
cada organismo e apresentam a variabilidade necessdria para a identificagao,
sem que as suas caracteristicas se alterem em fun¢ao do ambiente, parte
da planta utilizada ou qualquer outro fator. Os marcadores moleculares de
DNA frequentemente utilizados para identificagao e autenticacio de plantas
podem ser baseados em vdrias técnicas, tais como RAPD (random amplified
polymorphic DNA, DNA polimérfico amplificado aleatoriamente), APPCR
ou AP-PCR (arbitrarily-primed polymerase chain reaction, reacio em cadeia
da polimerase preparada arbitrariamente), PCR-RFLP (PCR-restriction
fragment length polymorphism, PCR-polimorfismo de comprimento de frag-
mento de restricdo), AFLP (amplified fragment length polymorphism, polimor-
fismo de comprimento de fragmento amplificado), DALP (direct amplification
of length polymorphisms, amplificagio direta de polimorfismos de comprimento),
SCAR (sequence characterized amplified region, regido amplificada caracterizada
por sequéncia) e SSRs (single sequence repeats, repeti¢oes de sequéncia tnica).

Os perfis gendmicos sdo ferramentas importantes para o controle da
qualidade de fitoterdpicos e tem vdrias vantagens sobre métodos morfoldgicos
e quimicos. Além disso, é possivel usar métodos moleculares de transcripto-
mica, protedmica e metabolémica, que sao complementares.

Autenticacdo gendmica

O escopo da farmacognosia tradicional foi ampliado pela autenticagio
gendmica que agregou marcadores moleculares para autenticagio dentro da
farmacognosia molecular. E a técnica mais usada e mais bem padronizada
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entre as que veremos neste capitulo. De acordo com o método de anilise dos
marcadores gendémicos, podemos dividi-los em: marcadores de hibridagio,
os que derivam de restri¢do, seguida ou nao de amplificagao; marcadores de
PCR; e marcadores baseados em sequenciamento.

Os marcadores baseados em PCR envolvem a amplificagao in vitro de
sequéncias de DNA e usam sequéncias especificas de nucleotideos conhe-
cidas como iniciadores ou primers. Exemplos de técnicas em que se utilizam
sequéncias arbitrdrias ou randémicas sio: RAPD, AP-PCR, DAF (DNA
amplification fingerprinting, impressio digital de amplificagio do DNA).
Exemplos de técnicas mais sensiveis que utilizam iniciadores especificos sao:
semiespecifico primdrio — AFLP; iniciadores que detectam mutagdes especi-
ficas de sequéncia — SNP; marcadores baseados em microssatélites ou minis-
satélites — SSR, ISSR; marcadores baseados em transposon/retrotransposon
— TD (#ransposon display, exibicao do transposon); marcadores de jungao
— SCAR. O primeiro passo para realizar as reacdes em cadeia da polimerase
¢ o isolamento do DNA, que pode ser dificultado pela quantidade de meta-
bélitos na amostra.

Os marcadores baseados em hibridizacdo tém um sistema de teste que
utiliza a propriedade de pareamento de bases complementares, que permite
que pequenos fragmentos de DNA sejam sondas que revelam os polimor-
fismos. Esses oligonucleotideos iniciadores sio fdceis de desenvolver e apre-
sentam, em geral, baixo custo. Entretanto, a falta de reprodutibilidade torna
esse método menos confidvel e dificulta seu uso posterior na autenticagio de
caracteristicas. Além disso, o RAPD oferece outras desvantagens, como ambi-
guidade na interpretacio das bandas e a comigragao de fragmentos de igual
tamanho (Ferreira & Grattapaglia, 1998). Exemplos de aplicagdes na auten-
ticagao de plantas medicinais sdo vistas nos trabalhos de Ruzicka e colabora-
dores (2009) e Cao e colaboradores (2010).

A técnica do AFLP fornece uma impressao digital do DNA e ¢ baseada
na amplificagdo, por PCR, de fragmentos gerados usando oligonucleotideos
especificos e envolve trés etapas: 1) fragmentagao do DNA e ligacio de adapta-
dores oligonucleotidicos; 2) amplificagdo seletiva de conjuntos de fragmentos
de restri¢io; e 3) andlise em gel dos fragmentos amplificados. O método
permite a amplificagio especifica de um grande niimero de fragmentos que
sao separados por eletroforese. O AFLP possui replicabilidade, resolucio e
sensibilidade (Mueller & Wolfenbarger, 1999) e permite a amplificagio de
50 a 100 fragmentos de uma sé vez. Nenhuma informacio prévia da sequ-
éncia é necessdria para amplificagio (Meudt & Clarke, 2007). Por sua vez, a



Autenticagdo Genética de Plantas Medicinais | 119

técnica que se baseia na identificagdo de microssatélites, SSRs ou repeticoes
em tandem, trabalha com a identificacdo de sequéncias repetitivas de 1-6 pares
de bases de DNA. Exemplos de aplicacoes na autenticagio de plantas medici-
nais sio vistas nos documentos de Su e colaboradores (2008) e Tamhankar e
colaboradores (2009). Marcadores baseados em sequenciamento de genomas
s30 usados para encontrar polimorfismos (mutagoes presentes em nivel popu-

lacional) do DNA.

Autenticacdo transcriptomica

Autenticagio transcriptomica é uma andlise global do perfil da expressao
génica de RNA mensageiro ou RNA total. Envolve o conhecimento do trans-
criptoma ou dos RNAs expressos, que determinam quais sdo os genes que
estdo ativos e como o nivel de expressio génica pode mudar durante a vida
do organismo, diferentemente dos dados do DNA gendmico, que se mantém
constantes. Entre as tecnologias transcriptdmicas para autenticagio mole-
cular, existem as abordagens baseadas em hibridizagao e em sequenciamento
do DNA e RNA. Entre as técnicas de hibridagao, uma delas ¢ a incubagio de
DNA microarrays marcados com fluorescéncia, o que permite criar perfis para
a expressdo génica. Nas abordagens baseadas em sequenciamento de cDNA
(o DNA complementar a0 RNA produzido em laboratério), sao utilizadas
técnicas dos tipos SAGE (serial analysis of gene expression, andlise da expressao
de gene em série), CAGE (cap analysis gene expression, expressio génica de
andlise de cap), MPSS (massively parallel signature sequencing, sequencia-
mento de assinatura massivamente paralela), entre outras. O sequenciamento
de RNA independe do genoma de referéncia, ¢ uma tecnologia profunda,
envolve a preparacio da biblioteca de cDNA a partir do RNA (total ou fracio-
nado). Embora possam ser adotadas, elas exigem um processamento de dados
muito mais sofisticado do que as técnicas gendmicas, utilizando andlises esta-
tisticas complexas.

Autenticacdo protebmica

A protedmica ajuda na elucidagio das proteinas produzidas por um
organismo num determinado tempo. Ela possibilita estudar melhor as
fungodes das proteinas produzidas em determinadas situagdes e constitui uma
andlise sistemdtica das proteinas traduzidas, permitindo também identificar
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modifica¢des pés-traducionais a que essas proteinas possam ter sido sujeitas.
Ainda ¢é necessrio muito trabalho para o desenvolvimento de técnicas para
a autenticagio molecular nesse nivel, ainda que a espectrometria de massa
em tandem permita o conhecimento de proteinas obtidas de amostras de
plantas medicinais.

Autenticacdo metaboldémica

A metabolémica envolve a andlise quantitativa e qualitativa do conjunto
completo de metabdlitos secunddrios, principalmente presentes em um orga-
nismo. Como milhares de metabdlitos sao produzidos, essa técnica ajuda a
encontrar alteracdes quantitativas deles em materiais de plantas medicinais.
Ela ¢ feita por meio de espectrometria de massas. E uma andlise bastante
complexa e precisa ser mais bem adaptada para a identificagio molecular,
contudo permite identificar precisamente metabélitos nio proteicos muito
importantes para a atividade farmacoldgica de extratos.

Autenticacdo epigendmica

A epigendmica ¢ o estudo das mudangas reversiveis e herddveis no
genoma funcional, com a manuten¢io da sequéncia de nucleotideos do
DNA. E uma ciéncia que estuda desde padroes de expressio dos genes e
suas mudangas no espaco e tempo, até a forma como os fatores ambientais
podem influenciar a maneira como os genes sao expressos. Os resultados
desse tipo de estudo tém revolucionado algumas dreas na medicina, agricul-
tura e biologia. Basicamente sdo trés os mecanismos principais de alteragoes
epigenéticas: metilagdio do DNA, modificacoes de histonas e agio de RNAs
nao codificadores. Na autenticagio de plantas medicinais, essa abordagem
permite a identificagio especialmente das modificagbes pds-traducionais
em proteinas histonas e modificacoes para andlogos de bases nitrogenadas.
Mudangas em mecanismos de expressio génica em plantas medicinais
podem ser avaliadas e contribuem para determinar se elas indicam dife-
rengas no material utilizado ou se sio produzidas a partir de variacio
ambiental. Entretanto, o esfor¢o empreendido nesse trabalho normalmente

leva ao pouco uso de tais técnicas para a autenticagio molecular de plantas
(Da-Cheng & Pei-Gen, 2018).
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DNA Barcode em Plantas

Introducdo a tecnologia de DNA barcode

O cédigo de barras do DNA ¢ um sistema em que se usam trechos espé-
cie-especificos de sequéncia de DNA para a identificagao inequivoca de espé-
cies (Figura 2). O foco principal é que esta sequéncia universal seja conservada
o suficiente no nivel genérico e apresente diversidade suficiente no nivel espe-
cifico. O cédigo de barras do DNA permite identificar uma amostra desco-
nhecida utilizando classificacio preexistente (Ganie ez al., 2015).

Hebert e colaboradores (2003) propuseram que o gene codificante da
enzima citocromo oxidase 1 poderia ser usado como cédigo de barras de DNA
para muitos animais. Entretanto, devido a baixa taxa de mutagio e evolugio
do DNA mitocondrial em plantas, o uso dessa enzima para o mesmo fim nio
foi vidvel em vegetais (Techen ez al., 2014). Dessa forma, a alternativa mais
eficiente foi utilizar marcadores dos cloroplastos, associados a marcadores
nucleares, como trechos de alguns genes rbcl, matK, trnH-psbA, trnL-E
rpl36-rps8, ITS e 5§ rRNA (CBOL, 2009). Para cada grupo vegetal, existem
propostas do emprego de cddigos de barras baseados em genes ligeiramente
diferentes, produzidos por alguma combinagio dos genes citados. O uso de
conjuntos de marcadores moleculares, bancos de dados e padroes de espécies
vegetais fornecidos por grupos de pesquisa em todo o mundo tem aumen-
tado o nivel de confiabilidade dessa ferramenta (<http://v3.boldsystems.org/
index.php/Public_BINSearch?searchtype=records>). Hoje em dia, o ndmero
de espécies estudadas por codigos de barras de DNA cujas informagoes estao
disponiveis para comparacio e certificagio ¢ muito alto.

DNA barcode em espécies vegetais

Dois marcadores de cloroplastos mostraram os melhores resultados na
identificagio de multiplas plantas com grande precisao. Eles consistem num
trecho do gene rbcl (ribulose bisphosphate carboxylase large, ribulose bifos-
fato carboxilase grande), considerado universal e com baixa variacio em
alguns tixons, e um trecho do gene matK (megakaryocyte-associated tyrosine
kinase, tirosina quinase associada a megacaridcitos). Cameron e Chase (1999)
sugeriram que nem sempre a resolugio desses marcadores ¢ suficiente para
a separagio e a identificagio de plantas de modo especifico. Outros estudos
mostraram que o uso de DNA barcodes do genoma nuclear, associados a
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sequéncias complementares, podem auxiliar na identificacio de espécies medi-
cinais (Li ez al., 2011), fraudes e espécies em extingdo ou protegidas (Coghlan
et al., 2012), além de serem uteis na andlise de adulterantes em produtos
alimenticios (Kumar ez a/., 2015).

Figura 2 — O DNA barcode sao trechos espécie-especificos de sequéncias de DNA que
servem para a identificacdo de uma planta medicinal ou seus produtos
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Essas sequéncias alimentam uma biblioteca de referéncia para comparacdes de novas
sequéncias.

O uso de DNA barcodes para autenticagao de plantas de interesse econd-
mico tem apresentado bons resultados. Um exemplo ¢ a do Crocus sativus L.
(agafrdo), uma planta medicinal importante e cara (Jiang ez al., 2014). Devido
ao seu alto valor de mercado, os produtos a base dessa planta sio frequen-
temente adulterados com Carthamus tinctorius L., Calendula officinalis L.,
Daucus carota L., Curcuma longa L. e Zea mays L. Os pesquisadores desenvol-
veram uma detec¢do precisa desses adulterantes usando o método de anilise
da curva de fusdo juntamente com informagées do cédigo de barras.
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DNA vegetal

A palavra genoma refere-se ao repertério de DNA haploide contido em
uma organela ou célula em particular. As plantas, em geral, tém dois genomas
no nucleo, um terceiro na mitocéndria e um quarto no cloroplasto (Figura
3). Todos siao importantes, entretanto o genoma nuclear ¢ o maior e o mais
complexo dos trés. Ele transmite a grande maioria do conteddo de DNA
responsével pela expressao das caracteristicas de um organismo vegetal.

Figura 3 — Genoma vegetal
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O genoma vegetal é constituido de quatro genomas. O DNA barcode pode corresponder a
sequéncias especificas de qualquer um deles, sendo o cloroplastidial e os nucleares os mais
utilizados em plantas.

Os genomas vegetais sdo grandes e codificam muitos genes. As angios-
permas, grupo ao qual pertencem a maioria das plantas medicinais, tém 25
mil genes ou mais, sendo que para a maioria deles, a fungao ainda é desconhe-
cida. Contudo, a grande maioria do genoma vegetal ¢ nio codificante. Além
dos genes do genoma de vegetais de importincia econémica, sao estudadas as
sequéncias repetitivas, os RNAs nio codificantes, os eventos de duplicagio,
entre outros (Zelenin, Badaeva & Muravenko, 2001).

O tamanho dos genomas vegetais pode variar muito. Arabidopsis thaliana
(L.) Heynh., planta modelo para o estudo genético, tem aproximadamente 157
milhées de pares de bases (157 Mpb), enquanto o milho apresenta 2,3 bilhoes
de pares de bases (2,3 Gpb) e tem cerca de 70% do seu genoma composto de



124 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

sequéncias repetitivas (Meyers, Tingey & Morgante, 2001). As sequéncias repe-
titivas e elementos genéticos mdveis como os retrotransposons e outros retroele-
mentos s3o bastante comuns em plantas, sendo que tais inser¢oes contribuem
nas grandes diferengas de tamanho entre genomas vegetais. Outra caracteristica
gendmica ¢ a presenca de eventos de poliploidizagao, entre 70 e 80% dos vege-
tais. Muitas plantas economicamente importantes sio poliploides antigos, como
o trigo, que tem um genoma muito grande (16 Gpb), cinco vezes maior do que
o genoma humano, e que apresenta genoma oriundo de trés diferentes genomas
homologos. Na genomica vegetal, os marcadores usados para autenticacio de
plantas medicinais sao elaborados a partir dos genomas de cloroplasto e nuclear.

Regides-alvo para aplicacdo do DNA barcode

Em plantas, a combinagio de dois loci do DNA cloroplastidial permite
atender aos critérios de universalidade e diversidade para o uso de um barcode
vegetal padriao (CBOL, O banco de dados CBOL — Consortium for the Barcode
of Life, em portugués Consércio para o Cédigo de Barras da Vida). Como j4
mencionado, o primeiro deles consiste numa regiao do gene rbcL com 599 pb,
localizada na extremidade 5 do gene. O segundo consiste numa regiao de 841
pb, localizada no centro do gene matK e apresenta uma das mais rdpidas taxas de
evolugao entre as regioes cloroplastidiais (CBOL, 2009; Hollingsworth, Graham
& Litte, 2011). Embora sejam eficientes para algumas plantas, é necessdrio usar
outros marcadores acessorios, quando esses dois ndo permitem a identificagdo
precisa da amostra identificada em nivel de espécie. Assim, mais duas regioes,
trnH-psbA e ITS foram reconhecidas por cédigos de barras de DNA (Bolson ez
al., 2015). As regides I'TS estao localizadas no complexo genético do rDNA de
todas as células eucaridticas (Yao et al., 2010). Bolson e colaboradores (2015)
utilizaram as regides I'TS e trnH-psbA para a diferenciagio de angiospermas de
florestas de araucdrias, e o ITS foi o mais eficiente. Essas quatro regides foram
eleitas como DNA barcodes para plantas apds testes com algumas regides génicas
mitocondriais, cloroplastidiais e nucleares (Lahaye, Van der Bank & Bogarin,
2008; Newmaster ez al., 2013).

Outras regioes muito usadas como DNA barcodes sao: rpoCl, ycf5 e uma parte
do ITS2. O rDNA nuclear seria a regiao mais adequada para aplicacoes do codigo
de barras do DNA (Marcial-Quino, Mendoza-Espinoza & Sierra-Palacios, 2015).
A capacidade de discriminagao de ITS2 foi avaliada em mais de 6.600 amostras de
plantas, 4.800 espécies e 753 géneros diferentes, 0 que permitiu constatar que a taxa
de identificagio em nivel especifico foi de 92,7% (Chen ez al., 2010).
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Limitacdes e desafios do DNA barcode em plantas

O maior desafio em diferenciar espécies relacionadas através do DNA
barcode esbarra ainda na descoberta de uma regido universal e a0 mesmo tempo
varidvel o suficiente para abranger a maioria das espécies vegetais. O uso de
vdrios marcadores aumenta as chances de autenticacio, mas também coloca
dificuldades. Cada amostra exige um protocolo diferente para cada marcador,
e, por isso, a chance de que trés protocolos funcionem a contento (s2o neces-
sdrias as trés sequéncias amplificadas) fica menor. Além disso, todos os custos
de reagentes triplicam. Finalmente, o uso do cédigo de barras depende em
grande parte da eficiéncia do processo de amplificacio do DNA; para Ganie
e colaboradores (2015), este é um dos aspectos mais complicados porque os
marcadores de plantas medicinais sdo, em média, maiores do que 500 pb e,
portanto, dificeis de amplificar de forma satisfatéria.

Construcdo de uma base de dados de DNA barcode de plantas
medicinais

O banco de dados do CBOL, denominado BOLD (Barcode of Life Database
— Banco de Dados de Cédigo de Barras da Vida) (<www.boldsystems.org>) estd
em sua terceira versio e conta com o depdsito de sequéncias identificadoras
para 310.284 diferentes espécies de vegetais, animais, fungos e protistas de
todo o mundo, totalizando 8.090.251 de barcodes (Bold Systems, 2020).
O Brasil, por meio do Projeto BrBOL (Brazilian Barcode of Life Network,
Rede Brasileira de Cédigo de Barras da Vida), contribui com 0 BOLD reali-
zando a identificacio molecular da biodiversidade brasileira em intimeros
diferentes projetos.

Aplicagdes da tecnologia DNA barcode de plantas medicinais

Os cddigos de barras de DNA tém servido como ferramenta eficaz e confi-
dvel para a autenticagao de plantas medicinais. Sao muitos os c6digos testados
com sucesso até o momento, incluindo matK, rbcL, psbA-trnH, ITS, ITS2,
tpoC1 (Chloroplast rpoClI gene), yct5 (Chloroplast ycf> gene). Com a utilizagao
da ferramenta cédigo de barras de DNA, em um estudo de autenticidade
de preparagdes a base de plantas nos Estados Unidos, foi demonstrado, por
exemplo, a adulteragio da espécie Actaea racemosa L., Ranunculaceae, uma
planta comumente usada por mulheres na pds-menopausa como substituto
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para terapia de reposi¢ao hormonal. A adulteracio foi constatada em 17 dos
36 produtos testados que estavam comercialmente disponiveis e listavam
essa espécie como constituinte (Baker, Stevenson & Little, 2012). Um outro
exemplo foi o uso da tecnologia de c6digo de barras de DNA para detectar
vérias modificagdes nas amostras num estudo com oito plantas medicinais
utilizadas no Sistema Unico de Satide (SUS). A maioria das substituicoes
envolveu espécies de géneros diferentes e, em alguns casos, familias bot4nicas
distintas das plantas medicinais listadas. Os marcadores (genes matK e rbcL)
nao diferenciaram duas espécies de Mikania EW. Schmidt (Asteraceae) e
ambas as espécies sio usadas na medicina popular ¢ tém a mesma distri-
buigao geogrifica, além de serem muito semelhantes quimica e morfologi-
camente (Palhares ez al., 2015). Logo, é possivel haver adulteragoes de uma
delas, Mikania laevigata Sch.Bip. ex Baker, que nio estd incluida na lista
de espécies aprovadas para fitoterdpicos da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria (Anvisa).

Figura 4 — Ciclo do DNA barcode
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O material botanico é identificado pelo taxonomista e é depositado num herbario fiel depo-
sitario como voucher. O DNA total é extraido das amostras DNA, e marcadores especificos,
os DNA barcodes, sdo amplificados por PCR. Os produtos do PCR sdo sequenciados, e a iden-
tificagdo da-se por comparagdo com sequéncias ja disponiveis num banco de dados. Essa
tecnologia auxilia o taxonomista a confirmar a identificagdo feita com base na morfologia.

Fonte: adaptado de Kress, 2017.
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Newmaster e colaboradores (2013) analisaram os constituintes em 44
fitoterdpicos disponiveis no mercado e concluiram, com base na tecnologia do
cédigo de barras do DNA, que 59% dos produtos continham espécies vegetais
nio listadas nos rétulos. Essas informagoes foram divulgas na midia mundial,
provocando forte rea¢do da comunidade cientifica, que recomendou que a
industria de plantas medicinais utilizasse a ferramenta cédigo de barras de
DNA para a verificagio da autenticidade dos constituintes vegetais em todos
os seus produtos (Figura 4). Mohammed e colaboradores (2017) analisaram
a eficiéncia do uso do cédigo de barras na autenticacio de plantas medicinais
de forma mais geral.

Tecnologias e Perspectivas

Novos marcadores de DNA e tecnologias de sequenciamento: mini
e metacddigos de barras

Os componentes das plantas medicinais passam por um processamento
complexo, incluindo pulverizacio, extra¢io, lixiviagao, purificagao, concen-
tragao, secagem e granulagdo, que podem destruir o DNA e dificultar a
obtengio de cédigos de barras completos, dificultando a identificagio
bem-sucedida das espécies. A técnica do minicédigo de barras do DNA foi
proposta por Meusnier e colaboradores (2008) para superar as dificuldades
associadas 4 amplificacio do DNA degradado. Anteriormente, Taberlet e
colaboradores (2017) demonstraram que uma regio curta de tRNA-Leu (trnL)
do DNA cloroplastidial, a al¢ga P6 (10-143 bp), poderia ser amplificada
a partir de amostras de alimentos processados. Os minicédigos de DNA
ampliaram a utilidade do cédigo de barras do DNA e tém sido conside-
rados mais adequados para avaliar a qualidade e autenticidade de plantas
medicinais em produtos (Song ez al., 2017). O minicédigo de barras do
DNA ¢ uma ferramenta complementar para identificar espécies de plantas
medicinais que utiliza segmentos menores de DNA e que pode preencher as
lacunas deixadas por outros métodos no campo da identificagdo molecular
em planta (Gao ez al., 2017).

Uma outra terminologia usada para esse tipo de técnica é a “assinatura
nucleotidica’, que consiste numa sequéncia de DNA muito curta (20 a 50 pb),
Gnica para uma espécie e muito conservada, com 100% de identidade de
sequéncia pelo programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, ferra-
menta bdsica de pesquisa de alinhamento local). Para detectar as sequéncias,
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utiliza-se 0 minicédigo de barras. Essas assinaturas permitiram diferenciar o
ginseng asidtico do americano (Liu ez al., 2018).

O metacddigo de barras é uma técnica que usa primers de PCR univer-
sais para amplificar simultaneamente vérios cédigos de barras de DNA,
identificando muitas espécies em amostras tnicas. O ITS2 é muito usado
em metacddigo de barras, pois suas sequéncias separam com alta eficiéncia
espécies distintas. Os minicddigos de barras do DNA sio semelhantes ao
metacédigo, pois requerem regides de sequenciamento mais curtas que 0s
c6digos de barras comuns (200 pb e 300 pb). Em estudos de metacédigo de
barras, quando uma grande quantidade de sequéncias ¢ analisada, o sequen-
ciamento utilizando a plataforma do sistema Illumina® é o mais adequado
(Taberlet ez al., 2012) e os trabalhos de Liu e colaboradores (2018) e Wang
e colaboradores (2018) sio exemplos de éxito no uso dessas ferramentas.
Além disso, foi desenvolvida uma anilise de fusio de alta resolugao para
uso com minicédigos de barras que nao utiliza sequenciamento, sendo mais
simples e mais econdmica. A andlise da curva de fusdo foi introduzida na
década de 1990, utiliza corantes fluorescentes e ¢ capaz de detectar pequenas
diferencas com alta resolucio (Wittwer ez a/., 2003). Exemplos do uso dessas
curvas na identificagio de espécies medicinais sio encontrados em Duan e
colaboradores (2018) e Mishra, Shukla e Sundaresan (2018).

Outra técnica consiste no uso de sensores de nanoparticulas de DNA-ouro
combinados com cédigo de barras, permitindo uma detecgio especifica e
sensivel. Nesse caso, as nanoparticulas de ouro se ligam ao DNA de fita simples
e modificam suas cores permitindo que sitios com variagio nucleotidica sejam
detectados e analisados. O minicédigo de barras com as nanoparticulas de
ouro pode ser uma técnica para estudar organismos geneticamente modi-
ficados e detectar com sucesso a diferenga entre espécies relacionadas. Essa
técnica tem alta sensibilidade e resolve vérios problemas, como a degradagao
inevitdvel do DNA pela manipulagio do material, as baixas concentra¢oes de

DNA extraido e a baixa eficiéncia de amplificagao por PCR (Lei ez al., 2015).

Sequenciamento de proxima geracdo (NGS)

A técnica de sequenciamento de préxima geracio (NGS) consiste no
sequenciamento simultdneo de um enorme nimero de moléculas, gerando
uma grande quantidade de dados gendmicos medidos em milhoes de sequén-
cias e gigabases de nucleotideos. Ela é baseada na fragmentagao do DNA e
posterior amplificagdo em larga escala. A tecnologia NGS utiliza algoritmos
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computacionais para filtragem, montagem e andlise das sequéncias para carac-
terizar as espécies. As tecnologias mais usadas s3o as das plataformas Illumina®
e Minlon®, que variam na capacidade de geragio dados e no tamanho dos
fragmentos produzidos (Sarwat & Yamdagni, 2016). A gerac¢io dos dados por
NGS auxilia na andlise de transcriptomas de plantas medicinais que podem
ser Gteis no entendimento das respostas das plantas as mudangas ambientais.
As metodologias de sequenciamento de RNA (cDNA) abordam questoes
relacionadas a epigenética e 4 adaptagdo das plantas ao meio e aos estimulos
especificos que produzem a expressao diferencial de genes. Andlises do trans-
criptoma fornecem dados importantes para rastrear metabdlitos responsdveis
pelas agoes bioldgicas desejadas. Exemplos de estudos que usaram dados de
NGS para autenticagio de plantas medicinais sao: Ghangal e colaboradores
(2013) e Yun e colaboradores (2015).

A tecnologia NGS necessita que o DNA seja de alta qualidade, um
problema para materiais secos ou processados. Mesmo para materiais frescos,
a quantidade e a qualidade do DNA podem nao estar adequadas. Outra
dificuldade é a presenga, mesmo em quantidades baixas, de polissacarideos,
taninos, dleos essenciais, fendlicos e alcaloides, que afetam a qualidade do
DNA e podem inibir as PCRs e outras reagoes necessdrias para a realizagio das
técnicas de sequenciamento (Yun ez al., 2015).

Perspectivas da Autenticacdo de Plantas Medicinais

A literatura sobre autenticagao molecular de plantas medicinais aponta para
combina¢oes de métodos e marcadores. Por isso, ¢ crucial estabelecer bibliotecas
gendmicas disponiveis no Brasil, para facilitar o processo de levantamento e
comparagao das informagoes. Virias plataformas de sequenciamento tém sido
desenvolvidas e prometem avangos tecnoldgicos na resolugao dos dados, como:
a visualizacio em tempo real da incorporagio de bases marcadas com fluores-
céncia em uma tnica molécula de DNA imobilizada (no caso da tecnologia da
empresa Pacific BioSciences); detecgao da passagem em sequéncia dos nucleoti-
deos clivados de uma fita de DNA através de um nanoporo de proteina atuando
como um sensor elétrico (no caso da tecnologia da empresa Oxford Nanopore
Technologies); e a visualizagao direta das fitas de DNA com o uso da micros-
copia eletronica (no caso da tecnologia da empresa ZS Genetics).

Uma abordagem promissora é o desenvolvimento de ferramentas baseadas
em aprendizado de mdquina e deep learning. Ambas as técnicas de inteligéncia
artificial auxiliam na identificacio automadtica (ou semiautomadtica) de uma
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ampla cadeia de espécies de plantas. Nesta sao processadas imagens ou sequén-
cias gendmicas das quais s3o extraidas caracteristicas e construidos padroes,
com o objetivo de identificagdo (Wildchen ez /., 2018).

Consideracdes Finais

O perfil genético de espécies de plantas medicinais é uma parte extrema-
mente importante no controle de qualidade dos produtos fitoterdpicos. Entre
as ferramentas genéticas citadas neste capitulo e usadas para autenticagao de
amostras de plantas medicinais, 0 DNA barcode é, ao nosso ver, a ferramenta
mais adequada para se validar como padrio internacional efetivo e de baixo
custo. Entretanto, as limitagdes discutidas ao longo do capitulo para o seu
uso deixam claro que ele deve estar combinado com a identificagio botinica
(reconhecimento morfoldgico) e possivelmente com alguma identificagao ou
autenticagao quimica do/s principio/s ativo/s, de forma que se possa avaliar
efetivamente a autenticidade e a consisténcia farmacoldgica das amostras de
plantas medicinais utilizadas.
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A Contribuicdo da Etnofarmacologia no
Estudo de Produtos Naturais

Danilo Ribeiro de Oliveira e Eliana Rodrigues

uso dos conhecimentos tradicional ou popular sobre as plantas medi-

cinais na busca de substancias biologicamente ativas ¢ consagrado.

O uso de plantas, segundo suas indicagoes medicinais baseadas na
tradicdo, representa uma grande vantagem estratégica, ou seja, um atalho na
descoberta de novos fitoterdpicos e fitofdrmacos.

Nesse contexto, a etnofarmacologia ¢ uma importante ferramenta no estudo
das relagoes entre determinados grupos humanos e os recursos bioativos por
eles utilizados, porque explora os saberes e as conceituagoes desenvolvidas por
quaisquer culturas sobre suas praticas médicas e os agentes empregados terapeu-
ticamente. Tais saberes vém servindo de base para intimeras estratégias etnofar-
macoldgicas, amplamente empregadas em triagens bioldgicas (screenings) apli-
cadas a diversos propésitos terapéuticos, tais como: citotdxico/antineopldsico,
imunomodulador/imunoestimulante, antialérgico, analgésico, anti-inflama-
torio, cicatrizante, antimicrobiano, antiviral, antimaldrico, antidiarreico, hepa-
toprotetor, hipoglicemiante, anti-hipertensivo, contraceptivo etc. Este capitulo
¢ dedicado as plantas medicinais na perspectiva dos estudos etnofarmacoldgicos,
sem abordar os outros recursos envolvidos nessa ciéncia: animais, fungos, mine-
rais, que nio fazem parte do escopo deste livro.
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Conceituando a Etnofarmacologia

Nio ¢ possivel falar em etnofarmacologia sem conceituar a etnobotanica,
ciéncia na qual se estuda a interrelagao das pessoas e das plantas do seu meio,
aliando-se a isso fatores culturais e ambientais e as concepgoes desenvolvidas
sobre as plantas e o aproveitamento que delas se faz (Albuquerque, 2005).

Os estudos etnobotanicos sobre o registro de plantas, suas formas tera-
péuticas e seus usos por parte de grupos humanos tém alicer¢ado investiga-
¢oes, especialmente no campo da fitoquimica e da farmacologia, servindo
de ferramenta para o descobrimento de novas drogas. Assim, etnofarma-
cologia insere-se como um ramo da etnobiologia/etnobotanica no qual
se trata especialmente dos remédios usados em sistemas tradicionais de
medicina (Elizabetsky & Coelho de Souza, 2004). A etnobotinica repre-
senta um universo de possibilidades no estudo da relacao entre culturas
“viventes” e “ndo viventes” e as “plantas do seu meio”, contudo, no caso de
imigrantes, pode-se considerar a aquisi¢o e o emprego de “plantas de fora
do meio” em que se vive. Nolan e Turner, em 2011, definiram sete tépicos
de pesquisa em etnobotinica contemporinea, que sio: etnobotdnica e
conservagio; etnobotinica simbdlica; etnobotinica cognitiva; migragdes
histéricas e etnobotinica; etnobotanica e o direito a propriedade intelec-
tual; sistemas de classificacio etnotaxondmicas; e etnobotinica médica.
Esses tépicos remetem as abordagens demonstradas na Figura 1, conside-
rando os aspectos: culturais, que abrangem elementos misticos/sobrena-
turais/simbdlicos; politicos/sociais, vinculados as politicas publicas, repar-
ticio de beneficios, agcdes afirmativas de inclusio etc.; econdmicos, relativo
as diferentes formas de aproveitamento das plantas para subsisténcia e
geragdo de renda, arranjos produtivos locais etc.; ecoldgicos/ambientais,
relacionados ao ecossistema e aos impactos sobre ele, como manejo e
estratégias agroecoldgicas sustentdveis no cultivo de plantas medicinais; e
medicinais, relativos a saide e 4 qualidade de vida no emprego dos recursos
naturais.
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Figura 1 — Interfaces da etnobotanica e etnofarmacologia: perspectivas e desdobra-
mentos académico-cientificos

Etnobotanica / Etnofarmacologia

Pessoas de culturas
viventes
ou ndo viventes

Plantas do seu
meio ou ndo

Politicos/
sociais

Ambientais/

Culturais Medicinais

ecoldgicos

A etnofarmacologia é uma disciplina recente no meio académico. O termo
surgiu primeira vez durante o Simpdsio Ethnopharmacological Search for
New Psychoactive Drugs, realizado em 1967, embora a ideia dessa disciplina
ja tivesse sido apresentada em 1931 por Louis Lewin na sua obra intitulada
Phantastica, na qual o autor descreve e classifica as plantas usadas por diversas
culturas no mundo como inebriantes, hipndticas, excitantes, euforizantes e
alucinégenas, trazendo contribui¢oes muito relevantes. Essa descri¢ao estava
pautada na observagio do consumo, na experiéncia pritica de usudrios, bem
como em experimentos laboratoriais relacionados aos efeitos téxicos e agdes
farmacoldgicas das drogas vegetais.

Originalmente, a etnofarmacologia era definida como uma ciéncia que
procurava entender, a partir de trabalhos de campo, o universo dos recursos
naturais (plantas e animais, entre outros) utilizados como drogas sob a 6tica de
grupos humanos. Uma dessas defini¢oes foi dada por Schultes (1988: 402): “a
Etnofarmacologia, subdrea da Etnobotanica, ¢ uma disciplina recente, e refe-
re-se a0 uso médico ou pseudomédico de plantas e animais pelas sociedades
pré-letradas”. Essa visao estava associada ao indigena ainda e vem sendo refor-
cada por alguns conceitos etnofarmacoldgicos mais recentes, como descrito
pela Sociedade Internacional de Etnofarmacologia (2016): “estudo interdisci-
plinar das agoes fisioldgicas de plantas, animais e outras substancias utilizadas
nas medicinas indigenas das culturas do passado e do presente”. A pesquisa
etnofarmacoldgica, bem como de seu potencial a descoberta de produtos
naturais bioativos, estende-se muito além das ditas “sociedades primitivas
ou pré-letradas”, abrangendo até mesmo comunidades nio tradicionais ou
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urbanas. Além disso, os termos primitivas ou pré-letradas tornaram-se incom-
pativeis com o fato de as comunidades servirem de fonte de conhecimento
adquirido, ainda que de forma empirica, como uma ciéncia milenar, que pres-
supunha observacio, experimentagao, validagao etc. (Elizabetsky, 1991).

Outros pesquisadores, ao longo do tempo, ji definiram a etnofarmacologia
no contexto dos estudos farmacoldgicos e fitoquimicos e nio do trabalho de
campo. Ou seja, plantas, fungos ou animais indicados durante os trabalhos
de campo entre indigenas deveriam ser investigados por essa ciéncia, a fim
de comprovar ou nio o seu uso empirico; porém, o trabalho de campo em si
nao seria considerado um estudo etnofarmacoldgico. Nesse sentido, Heinrich
(2014: 99, tradugio nossa) definiu a etnofarmacologia como “uma abordagem
cientifica voltada para a avaliagao de atividades bioldgicas de preparagdes empre-
gadas pelos humanos que tém, em um sentido muito amplo, efeitos benéficos
ou téxicos, ou outros efeitos farmacoldgicos diretos”. Para isso, afirma o autor, a
“etnofarmacologia nio constitui uma descri¢ao dos usos (locais ou tradicionais),
mas um amplo estudo dessas preparagbes entre as dreas antropoldgica-
farmacoldgica-toxicoldgica associadas”.

Tais definicoes, de alguma forma, estabelecem um vinculo entre o conhe-
cimento tradicional e/ou popular e 0 académico, de modo que os dados das
pesquisas de campo devam ser testados e comprovados, ou nao, pela ciéncia
académica. Porém, essa nio era a ideia original da disciplina, que se propunha
a observar e descrever a medicina das outras culturas (Schultes, 1988). Os
usos das plantas e animais e os seus efeitos eram vistos no contexto dos grupos
humanos, nio importando se a medicina oficial poderia valer-se dele ou nao.
Portanto, uma abordagem a ser considerada, mais ampla e menos exclusiva e
utilitarista, ¢ a de Santos e Fleurentin (1990: 26), que a conceituam como o
“estudo cientifico interdisciplinar de materiais de origem animal, vegetal, ou
mineral e conhecimentos relacionados e préticas que diferentes culturas usam
para modificar o estado de um organismo vivo, através de propésitos terapéu-
ticos (curativos/profilticos) ou diagndsticos”.

Quais os Possiveis Protagonistas nos Estudos
Etnofarmacologicos?

Os estudos etnofarmacolégicos podem ser realizados nas mais diversas
culturas e povos, em ambientes urbano ou rural. Aqueles feitos com popula-
¢Oes rurais sao considerados mais promissores em virtude de um possivel isola-
mento geogréifico desses grupos em relacio a medicina oficial, o que poderia
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tornar a medicina local, muitas vezes, a tUnica (ou principal) opgao tera-
péutica disponivel. Vale mencionar a distingao entre medicina tradicional
e popular. A primeira estd associada, de um modo geral, a determinados
grupos, de acordo com os seus sistemas médicos, tais como as medicinas
chinesa, aiurvédica, tibetana, nigeriana e indigenas; a medicina popular, em
geral, é resultado da mescla de influéncias culturais diversas, congregando
um conhecimento tradicional difuso.

No Brasil, os povos ou sociedades tradicionais sao aqueles grupos que
se diferenciam historicamente, do ponto de vista cultural, na reprodugao do
seu modo de vida, de forma mais ou menos isolada, com base na cooperagao
social e relacoes proprias com a natureza. Esses povos detém modelos histé-
ricos e imemoriais de interagao com a natureza que implicam na consolidagio
de ideias, através das experiéncias sentidas e vivenciadas por eles e seus ante-
passados, sendo presentes nos seus comportamentos, falas, crengas e tecnolo-
gias (Diegues & Arruda, 2001).

Esses conhecimentos tradicionais sao produzidos e gerados de forma cole-
tiva, por meio da troca e circulagao de ideias e informagées, e transmitidos de
uma geragdo a outra (Santilli, 2005). No entanto, muitas vezes os conheci-
mentos nio estao difusos nas sociedades e sim restritos aos curadores. Entre
os indios da etnia kraho, os conhecimentos sobre como antagonizar doengas
advindas de outras aldeias é particular ao curador/feiticeiro local (o wajaca) e
nao pode ser divulgado entre os membros daquela etnia ou traria fragilidades
a prépria aldeia a ser “protegida” pelo curador/feiticeiro. Contudo, os conhe-
cimentos sobre as plantas que podem trazer riscos a satide das gestantes, idosos
e criangas da aldeia, que devem ser evitadas ou que se possam utilizar doses
diferenciadas nesses estados e/ou fases de vida sdo disseminados (Rodrigues &
Barnes, 2013). Nesse sentido, embora parte do conhecimento adquirido pelos
curadores seja disseminado na sua comunidade, é importante enfatizar que nem
todo conhecimento indigena ¢ considerado coletivo pelos préprios indigenas,
e nem poderia sé-lo. Ainda, outro paradigma que necessita ser quebrado ¢ o
fato de que esse conhecimento ¢ passado para as geragoes. Embora uma parte
seja passada, esse conhecimento nio é estdtico, e existem outras formas de sua
aquisi¢ao, como seguir “pistas sensoriais” aliadas 2 Doutrina das Assinaturas,
preconizadas por Paracelso (1493-1541), observar o comportamento de
alguns animais no consumo de plantas e utilizar a intui¢ao (Rodrigues, 2007).

No Brasil, as populagoes tradicionais sao representadas pelos povos indi-
genas e demais sociedades tradicionais (ndo indigenas), como ribeirinhos,
sitiantes e roceiros, quilombolas, caicaras, pescadores artesanais, janga-
deiros, praieiros, agorianos, grupos extrativistas (seringueiros, castanheiros,
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quebradeiras de coco, entre outros), sertanejos, pantaneiros, pampeiros
(Diegues & Arruda, 2001), faxinalenses, pomeranos, retireiros do Araguaia,
povos de cultura cigana e povos de terreiro (Brasil, 2007).

Quando pensamos qual parcela estudar de uma sociedade ou grupo, ¢é
importante considerar o conceito de comunidade tradicional e ndo tradi-
cional. Entao, o que diferencia “as comunidades” no 4mbito das pesquisas
nas dreas das ciéncias humanas e sociais? As comunidades tradicionais
compreendem as indigenas e nao indigenas, geralmente circunscritas a
uma determinada localizagdo. As comunidades tradicionais nao indigenas
também podem ser chamadas de “locais” quando o seu modo de vida e suas
interrelagoes sociais e materiais sio indissocidveis da diversidade bioldgica
desse local e da reprodugio dos conhecimentos tradicionais a ela associados.
Atualmente, sio denominadas de “grupo culturalmente diferenciado que
se reconhece como tal, possui forma prépria de organizagao social e ocupa
e usa territdrios e recursos naturais como condi¢do para a sua reproducio
cultural, social, religiosa, ancestral e econémica, utilizando conhecimentos,
inovagoes e préticas geradas e transmitidas pela tradi¢ao” (Brasil, 2015).
Essa defini¢ao é mais inclusiva, abarcando os povos de terreiros, ciganos, e
até mesmo outros grupos que dependem da biodiversidade para sua sobre-
vivéncia, como as consolidadas e antigas comunidades que congregam o chd
da ayahuasca.

O termo comunidade é amplamente empregado para designar catego-
rias ndo tradicionais relacionadas a questdes sociais, religiosas ou politicas.
Exemplos frequentes desse emprego sio as comunidades evangélicas, de
permacultura ou carentes (precdrias de servigos bdsicos e de infraestrutura,
em que grande parte dos moradores tem baixa renda familiar), entre outras.

Na escolha do grupo humano que participard de um estudo etnofar-
macoldgico, deve-se considerar o objetivo do estudo, visto que aqueles
que envolvem o registro de plantas psicoativas, sobretudo as perturbadoras
(Quadro 1), devem ser conduzidos entre indigenas e afro-brasileiros, pois
eles nao se deixaram inibir pela influéncia da Igreja catdlica e continuam
usando plantas psicoativas nos seus rituais religiosos e de cura. Os caicaras
e ribeirinhos amazo6nicos praticamente abandonaram os usos dessas plantas
apds a incorporagio da religido catélica e, mais recentemente, da evangélica.
Entre os ribeirinhos amazénicos tem-se observado o abandono de plantas
relacionadas aos partos, uma vez que, na religido evangélica, nao se pratica
a reza. As parteiras administram animais e vegetais nas receitas para facilitar
o trabalho de parto, rezam para que a crian¢a nasca e, depois, continuam
rezando para que a placenta saia do corpo. Sem reza nio hd como ser uma
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parteira, assim perde-se um praticante de cura em virtude da mudanga da
religido local. Isso ocorre com outros praticantes de cura, como rezadores,
benzedeiras e curadores, que utilizam rezas em seus processos de cura.

Quadro 1 — Exemplo das substancias/plantas que agem no sistema nervoso central,
classificadas como psicoativas

alcool, hipnéticos, ansioliticos, analgésicos-narcéticos
Depressoras

e outros
Estimulantes antidepressivos e estimulantes da vigilancia

alucindgenos, anticolinérgicos e alguns solventes
Perturbadoras voléteisg ’ g J

Fonte: Chaloult, 1971.

Pesquisa Etnofarmacoldgica: qualitativa e/ou
guantitativa?

Conforme descrito anteriormente, uma das formas de aquisi¢ao do conhe-
cimento tradicional déd-se pela transmissao de pais e avds aos seus descen-
dentes, e essa transmissio quase sempre ocorre oralmente. O uso dos recursos
naturais estd fortemente presente na cultura popular, j4 que a maioria das
comunidades detentoras do conhecimento tradicional nio tem uma tradicio
escrita. Contudo, o preconceito trazido por fatores culturais, religiosos e
economicos diversos tem provocado uma interrupgio dessa transmissao oral,
resultando em uma erosao desse conhecimento. Métodos e técnicas da antro-
pologia (etnografia) e da biologia (botanica e zoologia) podem ser integrados
para preservar esse conhecimento. A etnografia registra a complexidade das
medicinas locais, incluindo os usos terapéuticos de plantas, animais, fungos,
minerais, algas, entre outras fontes naturais. Por sua vez, os métodos da bota-
nica e zoologia sdo utilizados para a coleta dos recursos naturais das receitas
(Rodrigues & Otsuka, 2011). Os métodos e andlises dos dados ocorrem numa
abordagem qualitativa ou quantitativa ou, ainda, envolvem ambas (Bernard,
2006; Vietler, 2002).

Atualmente, é considerado que a melhor abordagem seria, sempre que
possivel, um estudo qualiquantitativo (Vietler, 2002; Albuquerque ez al.,
2014). Por um lado, os dados quantitativos permitem tratamentos estatis-
ticos, robustez de resultados, extrapolagdes e comparacoes, que apenas a abor-
dagem qualitativa ndo permitiria; por outro, o emprego apenas da abordagem
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quantitativa nao possibilita ao pesquisador compreender o que estd por trds dos
dados levantados, especialmente quando eles estdo “impregnados por complexas
representagdes simbdlicas nao facilmente decodificdveis e passiveis de serem orde-
nadas em termos temporais” (Eremites de Oliveira, 2003 apud Cavalcante, 2011:
356). Portanto, o mais adequado seria iniciar um estudo etnofarmacolégico por
uma abordagem qualitativa e profunda, para que se possa entender os fenémenos
antes de medi-los; embora tenhamos dados estatisticos, eles nao necessariamente
refletiriam a realidade de determinado grupo humano.

Em estudos etnofarmacolédgicos é desejivel que os representantes das
culturas atuem como sujeitos participantes. Nesse contexto, técnicas de
rapport, envolvendo o consentimento prévio e esclarecido daqueles que fardo
parte da pesquisa, contribuem na relagao de confianga, interagio e recipro-
cidade entre pesquisador e pesquisado (Barbosa, 2009). De acordo com
Albuquerque, Lucena e Lins Neto (2014: 3), o rapport ajuda a conquistar a
confianga e o respeito para conduzir um estudo com diversas culturas. Nas
palavras dos autores,

As pessoas que vivem perto de fragmentos florestais protegidos prova-
velmente fazem uso dos recursos vegetais e animais da floresta, mesmo
quando o acesso é proibido. Ganhar a confianga da populagio facilitard
a coleta de informacoes porque as pessoas tendem a nio dizer a verdade
por medo de serem repreendidas.

De acordo com Eckert (1997), os registros etnogrificos contemplam a
entrevista e a observagio (participante e nio participante), permitindo um
acesso mais efetivo aos significados, aos valores e as interpretagées do grupo
sobre sua prépria dinimica social e possibilitando ao pesquisador compre-
ender a cosmovisdo do grupo, distante do preconceito da visdo academicista,
vinculada a relagao cartesiana do que se concebe como verdade-ciéncia.

Emico x Etico: rompendo preconceitos na pesquisa
etnofarmacoldgica

Geertz (1999) destaca os prejuizos e limitagoes as pesquisas causados
pelas dualidades entre exético versus familiar, estranhamento versus fami-
. . <« yoil <« LRl <« » <« ~
liaridade, “estar 18" versus “estar aqui”, “ser um deles” versus “nao ser um
deles”, trazendo uma reflexdo para quem atua no campo etnobioldgico,
como na etnobotanica/etnofarmacologia, afirmando e assumindo a premissa
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bésica de que “somos todos nativos agora!”. Nesse contexto, é importante
compreender as visoes ou abordagens “émica” e “ética’, conforme as apre-
sentadas por Rosa e Orey (2012: 39, destaque do original):

A abordagem ética refere-se a uma interpretagio de aspectos de outra
cultura a partir das categorias daqueles que a observam, isto ¢, dos
préprios pesquisadores e investigadores. Por outro lado, a abor-
dagem émica procura compreender determinada cultura com base nos
referenciais dela prépria. Em outras palavras, a abordagem ética ¢ a
visdo externa, dos observadores e investigadores que estdo olhando de
fora, em uma postura transcultural, comparativa e descritiva, enquanto
a abordagem émica é a visao interna, dos observados que estdo olhando
de dentro, em uma postura particular, tnica e analitica. Entdo, a
abordagem ética corresponde 4 visio do eu em diregio ao outro, ao
passo que a abordagem émica corresponde a visio do eu em dire¢io
ao nosso... Contudo, é de extrema importincia que determinada
cultura seja primeiramente observada a partir da abordagem émica,
que procura compreender como os membros desse grupo cultural

entendem as préprias manifestagées culturais.

A observa¢io no campo permite uma integragao sem intrusao, entre o
émico e o ético, minimizando a influéncia de inventdrios superficiais pela
aplicagao fria de questiondrios. A andlise émica (“de dentro”) possibilita
uma maior fidedignidade dos resultados, o que ocorre ao atingir a confian¢a
reciproca (pesquisador versus pesquisado) e ao abrir a sua visdo a0 mundo
alheio, desprovido de preconceitos, facilitando a compreensao de fend6menos
bioldgicos encobertos ao pesquisador. Por considerd-los explicagoes mdgicas
e mitoldgicas, o pesquisador pode desprezar ou negligenciar muitas informa-
¢oes, considerando-as contos e lendas ingénuas.

A etnofarmacologia nao trata de supersticoes, mas do conhecimento dos
sistemas tradicionais de medicina, que ¢ preciso admiti-lo, sem preconceito, como
um corpo de conhecimento, um produto do intelecto humano (Elizabetsky, 1991).
A maneira de enxergar uma alterago ou desequilibrio a saide na cultura popular/
tradicional difere do padrio da medicina moderna, ao compreender a enfermi-
dade como uma adversidade, sem caracterizé-la como uma doenga propriamente
diagnosticavel em si (Oliveira & Leitao, 2018).

Nao ¢ suficiente para as ciéncias “etnos” saber apenas qual planta e em que
dose ¢ usada para uma doenga. A compreensio dos conceitos satide/doenga
da popula¢io, da forma como ¢é preparado e administrado o recurso terapéu-
tico e de quais suas consequéncias sob a dtica da cultura local é necesséria,
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e, com essas informagoes, pode-se relacionar os conceitos da comunidade
com os biomédicos modernos. A seguir, serdo apresentados alguns exemplos
concretos para ilustrar os conceitos émico e ético.

Durante um estudo etnofarmacolégico realizado no Pantanal de Poconé
(MT) (Rodrigues & Carlini, 2004), foi registrado o fumo tira-capeta. Ele é
usado entre alguns quilombolas da Sesmaria Mata-Cavalos para “descansar
e fortificar a cabe¢a”, “evitar gripe”, “problemas estomacais”, “dar sono”
e acabar com o “vicio” na maconha. O principal entrevistado, médium
da umbanda e falecido em 2004, explicava que esse cigarro acabava com
“vermes na cabeca”. Segundo seus relatos, essa doenca era percebida quando
a pessoa se queixava de “comichar a cabeca, o nariz, os olhos, o ouvido,
entupimento de nariz, sem ser gripe. A pessoa sente uma dor que anda pela
cabega e nao passa’.

O termo médico popular “vermes na cabe¢a” exemplifica a dificuldade que
o pesquisador da drea de etnofarmacologia encontra ao tentar estabelecer uma
correlagdo entre um termo da medicina popular/tradicional, termo émico, e
aquele da medicina oficial, termo ético. Tal traducio poderia ser comparada
a um tipo de quebra-cabegas e é um dos maiores desafios do pesquisador que
realiza levantamentos etnofarmacoldgicos, sobretudo pela auséncia de profis-
sionais da drea médica acompanhando os trabalhos de campo, que poderiam
contribuir para estabelecer a correlacio. Nesse sentido, a explicagio fornecida
sobre o termo “vermes na cabega” (termo émico) pode levar a imaginar que
ele esteja relacionado 2 sinusite (termo ético); no entanto, nio seria possivel
afirmar sem a confirmacio de um médico e/ou exames clinicos.

Algumas vezes, tal correlacio é prejudicada pela dificuldade de traducio.
Esta se aplica aos casos das doencas negligenciadas, uma vez que raramente
uma determinada comunidade refere-se as suas doencas com os termos
usuais da medicina, como, por exemplo, leishmaniose (“lesho” ou “ferida
brava”) ou esquistossomose (“barriga d’dgua”). Essa dificuldade dd-se em
razdo da falta de acesso a exames que confirmariam ou nio o diagndstico,
sobretudo em locais com grande isolamento geografico. Isso também se
aplica ao “cobreiro” (termo émico) associado no conhecimento popular a
diversas doengas virais (herpes-zdster e catapora), bacterianas (impetigo)
e fungicas (impingem). Portanto, o diagndstico preciso da doenga (termo
ético) é substituido de forma inespecifica por uma doenga infecciosa dérmica
que se espalha promovendo lesoes na pele, gerando um aspecto visualmente
andlogo ao couro de determinados répteis e ao seu processo de troca de pele
(ecdise), como o de uma cobra. Na Floresta Amazonica, povos tradicionais
referem-se ao furtinculo (termo ético) como tumor (termo émico), o que
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poderia ser confundido, ou assimilado de forma imediata, com um cincer
(Rodrigues, 2007).

Nesse contexto, ganha destaque a etnomedicina para compreender melhor
a relacdo entre o ético e o émico, por meio de dados qualitativos da pesquisa
etnofarmacoldgica. Sem isso, muitas inferéncias equivocadas sao realizadas
em uma pesquisa cientifica enviesada, o que pode gerar uma pseudopesquisa
etnobotinica/etnofarmacoldgica. A proposta de quantificar dados etnofarma-
colégicos antes de entender os fendmenos émicos pode ser muito perigosa,
pois pode-se tornar um desservico do ponto de vista cientifico.

De acordo com Fabrega (1978), a etnomedicina é um campo de estudo
que aborda comparativamente os diferentes quadros e interpretagoes de satde
e doenca, com énfase em um sistema médico de um grupo, com caracteris-
ticas socioculturais préprias. Assim, a relagio entre a doenca, o comporta-
mento social e a adaptagio do homem destaca-se na busca por se explicar
a forma como determinados grupos sociais lidam com o adoecimento (ou
adversidades) e os processos usados no reestabelecimento da satde. As rela-
¢oes e derivagdes de um sistema médico compreendem uma cosmovisao sobre
conhecimento do corpo (anatomia), seu funcionamento (dinimica vital),
formas de diagnédstico (anamnese), formas de tratamento e recuperacio da
saude (intervengio). Portanto, de forma coletiva, a doenga, ou mesmo algum
sintoma, desequilibrio ou adversidade, como um problema médico, tende a
ser vista como uma categoria cultural e como um conjunto de eventos cultu-
rais relacionados a um grupo, em que o pesquisador nio pode tentar rotular
tal indica¢o ou meng¢ao como uma unidade analitica daquele povo, extrapo-
lando a sua visdao “ética’.

Analisando diferentes conceitos de enfermidade e doenca entre popula-
coes tradicionais amazdnicas, podemos verificar diversos contextos e interpre-
tagoes simbolicas que influenciam a visio émica sobre a forma de diagndstico
e tratamento. Existe a percepcao de diferentes categorias de doencas, como:
“doengas do espirito” versus “doencas do corpo” ou “doencas naturais” versus
“doengas nao naturais”. As “doencas do espirito” e as “naturais” tém forte
interrelacio entre mundo humano, natural e sobrenatural como: “mau-o-
lhado”, “mau-olhado-de-sol”, “olho gordo”, “judiaria de gente”, “judiaria de
bicho”, “psica’, “panema”, “malina”, “ramo de ar” e “quebranto”, entre tantas
outras que podem deixar o pesquisador confuso e avesso, por nio conseguir
transportar as indica¢oes para suas “categorias éticas” (Oliveira ez al., 2012).

Oliveira e colaboradores (2012) destacaram que as doencas naturais ou
espirituais podem estar atreladas a elementos como vento, calor e frio, que
provocam distirbios e enfermidades, e remetem a uma analogia milenar
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entre populacoes do Velho Mundo e do Novo Mundo. Eles mencionam que
Hipdcrates, conhecido como o “pai da medicina”, destacava o conceito quen-
te-frio em sua teoria dos humores, em que as plantas quentes eram empregadas
para tratar doengas frias, enquanto as plantas frias eram usadas para doengas
quentes. Isso é observado no diagndstico e no tratamento de povos amazo-
nicos, como para ramo de ar, que estd relacionado a acidente vascular cere-
bral ou derrame e ¢ tratado com plantas quentes, como os 6leos de gergelim
(Sesamum indicum), andiroba (Carapa guianensis), piquid (Caryocar villosum),
banhas animais de sucuri, peixe elétrico e tartaruga, pimenta-do-reino (Piper
nigrum), alho (Allium sativum), gengibre (Zingiber officinale) e arruda (Ruta
graveolens). Essa relacido se repete para doengas quentes como a erisipela
(“ensipa” ou “vermelha”), tratada com plantas frias como babosa (Ale spp.),
caapeba (Piper marginatum), diabinho (Bryophyllum calycinum), embatiba
(Cecropia spp.), amor crescido (Portulaca pilosa) e manaiara (Campsiandra
comosa). O tratamento de desordens e enfermidades relacionadas do trato
urindrio, como inﬂamac;()es uterinas, pedras nos rins etc., também requer
plantas frias e Gmidas, como cana-do-brejo ou canafistula (Coszus spp.),
chapéu-de-couro (Echinodorus grandiflorus), quebra-pedra (Phyllanthus spp.),
veronica (Dalbergia riedelii) e unha-de-gato (Uncaria spp.). Muitas dessas sao
plantas tipicas de locais com grande umidade.

A discussao entre o ético e o émico ¢ fundamental & pesquisa etnofarma-
colégica. Quando analisamos as indicagoes de usos tradicionais de recursos
terapéuticos naturais, sio comuns as mengdes genéricas relacionadas a érgaos
do corpo humano, tais como doengas de pele, doengas do ttero, doengas do
figado ou males do figado. No caso de doengas de peito e doengas de pulmao,
a relacdo dd-se com pneumonia e tuberculose, o que gera dificuldades de diag-
néstico, se nao houver o suporte dos resultados laboratoriais. Nas comuni-
dades quilombolas de Oriximind, o que eles acreditavam ser tuberculose era
chamado de “enfraquecimento”, uma caracteristica comum de quem tem esta
enfermidade, que deixa as pessoas magras e debilitadas. Portanto, hd casos em
que hd um “diagnéstico tradicional mais preciso”, ainda que sujeito a equi-
vocos (Oliveira et al., 2011a).

Até mesmo a questdo de género é contemplada de forma inespecifica nas
indicagoes de uso das plantas. As doengas de mulher, inflamacao de mulher
ou barriga de mulher siao exemplos que podem estar relacionados a distir-
bios menstruais, endometriose, ovdrio policistico, além de outras patologias
(Oliveira et al., 2014). No caso dos homens destaca-se a fraqueza de homem,
relacionada com a impoténcia sexual ou auséncia de libido. Questées como
doenca do mundo ou doenga de rua remetem a promiscuidade e ao surgimento
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de doengas sexualmente transmissiveis como sifilis, cancro e gonorreia. O diag-
néstico ou a indicac¢io de uso pode estar relacionado com uma caracteristica
da doenga. Uma planta pode ser indicada para tratar vermelha, doenca de pele
relacionada 2 erisipela, que provoca uma vermelhidao e quentura, em razao
de um severo processo inflamatério dérmico, causado por infecgao bacteriana.
Fato similar ocorre para o amarelo, em virtude de a ancilostomiase promover
uma anemia que leva a um quadro de ictericia (“desbotamento ou amarela-
mento da pele”). Portanto, é fundamental que o pesquisador esteja atento e
sensivel a todos os detalhes trazidos pelo pesquisado, de forma a nao perder
informagoes valiosas por conceitos preconcebidos (Figura 2).

Um dos maiores desafios da etnomedicina é o estabelecimento das categorias
de uso medicinal segundo a légica émica. As classificagoes das doengas na pers-
pectiva ética baseiam-se em sistemas usados pela biomedicina. Staub e colabora-
dores (2015) analisaram trés sistemas: a Classificacdo Internacional de Doengas
(CID); o Padriao de Coleta de Dados de Botinica Econémica (EBDCS); e a
Classificagio Internacional de Atengio Primdria (CIAP). Os autores propu-
seram trés sistemas de classificagio, dependendo do foco da pesquisa: etno-
medicina — as classificacdes locais devem ser entendidas em uma perspectiva
émica; andlise transcultural — o CIAP como um padrio adequado que pode ser
aplicado, mas modificado conforme necessdrio; e bioprospecgio — sistema de
classificagao orientado por terapia biomédica, composta de 17 categorias de uso
baseadas em medicamentos derivados de produtos naturais registrados.

Figura 2 — O pesquisador ndo perde um detalhe das informacdes trazidas por um indi-
gena, que relata na visdo émica a importancia daquela planta para ele

llustragdo Renato Takahashi.
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Os estudos etnofarmacoldgicos também buscam — ou deveriam buscar —
compreender em profundidade os aspectos descritos para a etnomedicina, ji
que, para se entender o contexto ritual e terapéutico do uso das diversas subs-
tAncias bioativas que fazem parte de rituais religiosos e das praticas necessdrias
a aplicacdo de sistemas médicos tradicionais/locais, é fundamental desvendar
os aspectos levantados anteriormente.

Tipos de Pesquisa Etnofarmacoldgica

Diversas sio as abordagens etnofarmacoldgicas possiveis, das quais nem
todas necessitam ser laboratoriais. Listamos parte delas a seguir.

* Levantamentos realizados durante trabalhos de campo, entre diversas
culturas, a fim de conhecer os aspectos envolvidos no uso de agentes
terapéuticos empregados na medicina local (Rodrigues & Barnes,
2013). Estudos que registram o conhecimento de determinados grupos
nos aspectos do uso e seguranca de plantas medicinais contribuem para
demonstrar, ao longo do tempo, a tradicionalidade de uso, que pode
auxiliar no desenvolvimento de produtos tradicionais fitoterdpicos.
Nesses casos, a comprovacio dessa tradicionalidade por um periodo
maior do que trinta anos pode contribuir para a inser¢io desse fito-
terdpico no mercado, sem que seja obrigatdria a realizagao de todos
os estudos de eficicia e qualidade (Oliveira, Oliveira & Marques,
2016). Pode-se incluir as chamadas etnofarmacopeias, destacando a
Farmacopeia Popular dos Raizeiros do Cerrado, com 262 autores especia-
listas locais (Articulacao Pacari, 2010).

* Estudos que partem do uso popular/tradicional de determinados agentes
usados terapeuticamente, para o desenvolvimento de fitoterdpicos e a
oferta de novas opgoes terapéuticas. Dessa maneira, aproxima-se o “conhe-
cimento empirico” da “fitoterapia baseada em evidéncias”, por meio de
estudos pré-clinicos, com o uso de modelos in vitro e in vivo. Como
exemplos, temos as seguintes atividades bioldgicas: antiulcerogénica da
espinheira-santa para gastrites e tlceras; broncodilatadora do guaco como
expectorante; hipoglicemiante da pata-de-vaca para diabetes; andilitidsica
da quebra-pedra para célculos renais; anti-inflamatéria da copaiba e andi-
roba para dor e inflamagio; ansiolitica do mulungu como calmante. Em
muitos casos, a comprovagao de eficicia e seguranga nio atende aos requi-
sitos legais para registro de um fitoterdpico, mas possibilita a prescrigao
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fitoterapéutica seguindo o modelo da “fitoterapia contemporinea”,
em que muitas dessas espécies vegetais sao preparadas e dispensadas
em farmdcias de manipulagio e em programas de plantas medicinais
e fitoterdpicos, como Farmdcias Vivas, em férmulas magistrais (Saad
et al., 2016). Os estudos etnofarmacoldgicos “voltados a compre-
ensio de um saber tradicional” geralmente nio respeitam a forma
de preparo, usando extratos brutos ou fracionados, como rotina dos
laboratérios de pesquisa em produtos naturais; dai deriva o conceito
da etnofarmacognosia, que é “a prospec¢io e o estudo de remédios
de origem vegetal, mineral e animal preparados segundo técnicas
apropriadas, de dominio de uma etnia ou comunidade” (Barbosa,
2009: 40). Um exemplo ¢ o estudo da bebida aquosa, elaborada
a frio, da saracuramird (Ampelozizyphus amazonicus), usada na
Amazbnia na prevengio e tratamento de maldria, entre outros usos
(Oliveira et al., 2011b).

Estudos da etnofarmacologia que realizam triagens bioldgicas (screening)
de plantas empregadas no tratamento de determinados sintomas e
enfermidades para bioprospec¢io de agentes biologicamente ativos.
Exemplos: plantas para tuberculose — screening antimicobacteriano
(Oliveira et al., 2011a); plantas para doenca de Alzheimer e meméria
— screening de inibidores da acetilcolinesterase (Oliveira ez al., 2012);
plantas para maldria — screening antiplasmédico (Oliveira er al.,
2015). A aplicacao de triagens biolégicas etnodirigidas em larga escala
(high-throughput screening — HTS) possibilita o teste de milhares de
amostras (extratos, fracoes e substincias isoladas) em pouco tempo,
acelerando a descoberta de potenciais produtos bioativos oriundos do
conhecimento tradicional associado.

Estudos da etnofarmacologia que investigam determinadas classes
quimicas aplicadas a certas indicagdes terapéuticas, na interface com a
quimiossistemdtica. Aratdjo e colaboradores (2008) demonstraram uma
possivel relagao entre as plantas medicinais indicadas para o tratamento
de inflamacoes e feridas e aquelas ricas em taninos e flavonoides consul-
tando especialistas locais da Caatinga. Foi observada uma forte asso-
ciagio entre o teor de taninos e os usos populares atribuidos as plantas
cicatrizantes e anti-inflamatdrias; contudo, o mesmo nio foi observado
com relacio aos flavonoides.
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* Estudos da etnofarmacologia com determinadas espécies, géneros e
familias, interagindo diretamente com a quimiossistemdtica. Oliveira
e colaboradores (2006) realizaram um estudo focado em duas plantas
medicinais do género Lippia (Verbenaceae) usadas tradicionalmente em
Oriximind, no Pard. Elas eram muito semelhantes, sendo ambas iden-
tificadas por taxonomistas como Lippia alba, embora fossem reconhe-
cidas como duas etnoespécies — cidreira e carmelitana — diferenciadas
pelos especialistas locais com base em minimas diferencas botinicas
e em seus usos medicinais. A cidreira era empregada principalmente
como calmante, enquanto a carmelitana tinha como principal indi-
cagdo o tratamento para gases ¢ colica de bebés. Finalmente, uma
taxonomista especialista em Verbenaceae identificou a cidreira como
Lippia alba e a carmelitana como Lippia alba fo. Intermedia, embora
a segunda seja considerada uma sinonimia da primeira. Nesse estudo,
os autores exploraram as diferencas entre os consensos de uso (etnobo-
tAnica quantitativa) associados aos dados botanicos, quimicos e biol4-
gicos. A abordagem quimiossistemdtica pode ser muito explorada na
diferenciagio de uma diversidade de espécies vegetais de um mesmo
género ou familia usados com o mesmo fim, como as copaibas (Copaifera
spp.), quebra-pedras (Phyllanthus spp.), patas-de-vaca (Baubinia spp.)
ou mulungus (Erythrina spp.), demonstrando que muitas vezes uma
comunidade reconhece determinada espécie como tnica, embora ela
seja classificada em diferentes espécies pela taxonomia académica, e
vice-versa. A etnofarmacovigilincia ¢ um ramo das etnociéncias que se
preocupa com a coleta, comparagio, interpretagao e andlise de conhe-
cimentos tradicionais relacionados a medicamentos tradicionais para
melhorar a compreensao do perfil de seguranca e danos desses medica-
mentos em relagio ao seu uso por detentores de conhecimentos tradi-
cionais e outros grupos (Rodrigues & Barnes, 2023).

* Estudos com base no conhecimento popular e/ou tradicional para
identificar plantas (e outros recursos) que tenham restri¢oes de uso,
trazendo elementos para avaliagio de seus riscos. Nesse contexto inse-
re-se a etnofarmacovigilancia, que chama a atengio para a relevincia
do registro dos aspectos de seguranca, para além daqueles da eficicia,
atestada em estudos etnobotanicos e etnofarmacolégicos (Rodrigues
& Barnes, 2013). Como importantes exemplos: Lima e colaboradores
(1995) realizaram um levantamento de plantas t6xicas em comunidades
ribeirinhas do municipio de Acard, no Pard, onde foram identificadas
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24 espécies venenosas, divididas em trés categorias (téxicas para pele,
para o globo ocular e por ingestdao); Rodrigues (2007) constatou que
15,6% das plantas registradas em trés levantamentos etnofarmacold-
gicos realizados na Amazodnia, no Cerrado e no Pantanal de Poconé
apresentaram algum/ns dos seis tipos de restricoes de uso: abortivas,
contraceptivas, contraindicadas na gestacdo, prescritas em doses infe-
riores para criangas e idosos, indutoras do trabalho de parto e as vene-
nosas a animais e/ou humanos.

Estudos etnotoxicoldgicos, que demonstram que a toxidade de determi-
nadas espécies e os riscos de uso desses recursos terapéuticos, a depender
da forma de manuseio, preparo e administragio, podem ser evitados ou
minimizados. Diversos exemplos histéricos podem ser mencionados,
como o uso do veneno do curare para a caga; nesse caso, o indigena
cagador que usava o veneno nio poderia estar com qualquer lesao para
manused-lo, logo existia um conhecimento empirico sobre a via de
a¢io do curare (Soentgen & Hilbert, 2016). Contudo, a caca envene-
nada poderia ser consumida sem restrigoes pela via digestiva. Outro caso
interessante ¢ o uso medicinal de sementes do pinhao-branco (Jatropha
curcas, Euphorbiaceae) por comunidades quilombolas de Oriximind, no
Pard. Elas relatam que cerca de seis sementes ingeridas por uma crianga
podem levé-la a morte. Porém, fazem o uso da planta, mas fazem a
prévia detoxificacdo tradicional das sementes, o que leva a redugao ou
eliminacio dos ésteres de forbol, a classe quimica predominantemente
responsével pela toxidade (Albino ez 4l., 2019).

Estudos que comparam os conhecimentos etnofarmacoldgicos entre
diferentes grupos e culturas. Rodrigues e Carlini (2006) comparam
as medicinas indigena krah6 e quilombola do Pantanal, considerando
suas particularidades. Enquanto os indigenas krah6s indicavam apenas
uma planta por “receita’, os quilombolas indicavam até dez; e, ao passo
que os indigenas indicavam uma planta por doenga ou condi¢do, os
quilombolas indicavam até sete usos terapéuticos para a mesma espécie.
Esses dados permitiram entender que, na medicina indigena, a cura se
d4 em relacdo a doenga, conquanto entre os quilombolas isso ocorra de
acordo com o individuo.

Estudos etnofarmacolégicos envolvendo migrantes e fluxos migratérios.
Um estudo de Garcia, Domingues e Rodrigues (2010) entre migrantes
na cidade de Diadema, Sao Paulo, mostrou que o uso das plantas ¢é
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afetado pelos deslocamentos pelo territério brasileiro. Diversas plantas
foram adicionadas no repertério médico, em associagio as doengas
adquiridas nas cidades por onde passavam. Algumas foram substi-
tuidas no novo territério por serem mais potentes na percep¢iao dos
migrantes, enquanto outras plantas tiveram seu uso mantido por serem
reconhecidas como mais potentes para certos usos terapéuticos. Muitas
plantas podem ser abandonadas durante o deslocamento, por torna-
rem-se “dispensdveis” pela auséncia de certas doengas no novo local,
como doenga de Chagas, maldria, esquistossomose etc. Porém, algumas
préticas culturais fazem com que as plantas medicinais de origem sejam
importadas, comercializadas e utilizadas por imigrantes.

Estudos de dados etnofarmacolégicos em literatura, para acessar o
conhecimento sobre recursos medicinais. Plantas historicamente usadas
contra doengas infecciosas, com uma possivel atividade antimicrobiana
(Coelho de Souza ez al., 2004); para febre e maldria, com possivel agao
antiplasmédica (Brandao ez 4/., 2008); para doengas sexualmente trans-
missiveis, com possivel atividade contra virus, fungos e bactérias pato-
génicas das vias geniturindrias (Van Vuuren & Naidoo, 2010). Alguns
estudos conduzidos a partir de fontes histéricas dos séculos XVI ao XIX
mostraram que as plantas foram pouco investigadas pela fitoquimica
e pela farmacologia até o momento (Giorgetti, Rossi & Rodrigues,
2011). Literaturas contemporéneas sio alvo de estudos etnofarmaco-
16gicos, como o conduzido por Otsuka e colaboradores (2010) que, ao
estudarem 813 das 10 mil plantas descritas na colegao de Pio Correa
(1926), o famoso Diciondrio das Plantas Uteis do Brasil, verificaram
que apenas 104 delas haviam sido avaliadas pela fitoquimica. Fontes
histéricas da medicina tradicional chinesa e da aiurvédica tém sido
exploradas quanto as suas férmulas, muitas milenares, a exemplo de
medicamentos chineses patenteados de formulagoes para o tratamento
de viroses e em pandemias anteriores que vém demonstrando resultados
positivos no tratamento de Sars-CoV-2, como o Lianhuagingwen e da
decoccio Qingfei (Ren, Zhang & Wang, 2020), compostas de 13 e 21
espécies vegetais, respectivamente.

Estudos etnofarmacolégicos que comparam plantas medicinais
empregadas tradicionalmente de forma isolada com suas associa-
¢oes/combinagoes na medicina tradicional/popular, a fim de verificar
se existe um efeito sinérgico e uma potencializa¢gio ou nio com a
associacio, bem como a toxidade (Naidoo ez a/., 2013). H4 estudos
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realizados com uma combinacio fixa de drogas vegetais da medicina
tradicional chinesa para tratamento de acidente vascular cerebral, em
que oito espécies vegetais usadas foram categorizadas como anti-infla-
matérias, antitrombdticas e neuroprotetoras, resultando num efeito
sinérgico, melhorando a circulagio sanguinea e o fluxo sanguineo no
cérebro e protegendo-o contra a isquemia de forma superior as subs-
tincias puras isoladas (Wagner, 2016).

Estudos clinicos, duplos-cegos, randomizados, focados no desenvolvi-
mento de novos fitoterdpicos oriundos do conhecimento tradicional
associado, com comprovagio de eficicia e seguranca, sio extremamente
necessdrios e garantem a confiabilidade para os prescritores e maior
valor agregado aos produtos. Como exemplo o anti-inflamatério tépico
A base de erva-balecira (Cordia verbenacea), Acheflan®, lider de venda
no mercado nacional.

Estudos de etnobotinica participativa, nos quais os préprios detentores
do conhecimento tradicional registram seus saberes — podendo ser em
suas linguas nativas — para uso por geragdes futuras, por meio de capaci-
tagoes recebidas de pesquisadores da academia (Rodrigues ez a/., 2020).
Sauini e colaboradores (2023) definem a etnobotinica participativa
como “uma metodologia que envolve a participagao ativa da comunidade
no desenvolvimento da pesquisa, desde a defini¢do dos seus objetivos,
até o registro, andlise e divulgacio do préprio conhecimento, com apoio
técnico da academia. Esse método contribui para o empoderamento
dos membros da comunidade no que diz respeito ao uso dos recursos
disponiveis no ambiente em que vivem, mantendo ao mesmo tempo os
direitos de propriedade intelectual sobre seu préprio conhecimento”. Esse
envolvimento tem-se dado também junto com profissionais da satde,
que contribuem para o conhecimento do que ¢ usado, o diagnéstico situ-
acional, atendimento de demandas da unidade de satide e para a possivel
elaboragdo coletiva de materiais como memento terapéutico, selegao de
espécies medicinais para Farmadcias Vivas, cursos de capacitagio, orien-
tagio a populacio (Santos, Léda & Oliveira, 2018; Léda ez al., 2019).

Estudos etnofarmacolégicos relacionados a medicalizagio do nome
das plantas medicinais. Siqueira e colaboradores, em 2020, relataram
o fendmeno da medicalizagio como um processo de substitui¢io de
nomes populares nativos por nomes de medicamentos comerciais,
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principios ativos ou pelas suas indica¢des terapéuticas, de acordo com o
modelo biomédico ocidental e contemporineo, o que tem se intensifi-
cado desde os anos 2000, tendo como exemplos: Anador®, Novalgina®,
Atroveran®, Coramina’®, Doril®, Elixir-Paregérico®, Figatil®, Heparema®,
Melhoral®, Vick®, dipirona, penicilina, Terramicina®, insulina vegetal,
mercurio vegetal, iodex, saide-da-mulher, entre tantos outros.

Estudos etnofarmacoldgicos cujo objetivo é demonstrar o potencial
econdémico e tecnoldgico atrelado a determinadas espécies vegetais.
Nesses casos, incluem-se na perspectiva politica e social a importancia
da protecio do conhecimento “intelectual” de origem tradicional,
a reparticio de beneficios e a necessidade de se combater a biopira-
taria, como prética de apropriagio indevida de recursos genéticos e/
ou conhecimentos tradicionais associados, e sem consentimento prévio
e informado dos guardides e guardides desses saberes. Um exemplo
importante ¢é o trabalho de Oliveira e Nogueira (2017) sobre a relagao
entre o conhecimento tradicional associado e as patentes relacionadas a
Uncaria tomentosa (unha-de-gato).

Aplicagbes da Pesquisa Etnofarmacoldgica

A etnofarmacologia nio traz beneficios individuais ou coletivos, diretos
ou indiretos, num primeiro momento, quando se trata de pesquisas de médio
a longo prazo, com desdobramentos futuros. Dentre as possibilidades de
sua aplicagdo, algumas sio destacadas: valorizagao da diversidade cultural;
valorizagdo e conservagio do conhecimento tradicional a respeito da
utilizagio medicinal dos recursos naturais; entendimento sobre as dinAmicas
do conhecimento tradicional local; promogao de pesquisas relacionadas a
doencas do interesse do provedor do conhecimento tradicional associado;
identificagio de riscos e reacoes adversas de agentes naturais, a partir de
observacoes das medicinas tradicionais e/ou populares; desenvolvimento
cientifico e tecnoldgico de produtos oriundos do conhecimento tradicional;
implementacio de cultivo e/ou extrativismo sustentdvel (plano de manejo
participativo); reparti¢ao de beneficios com povos tradicionais pelo conhecimento
tradicional associado acessado; transferéncia de tecnologia e geragao de renda em
comunidades tradicionais; agregagao de valor aos produtos originados a partir
do saber de comunidade local.
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A etnofarmacologia gera um universo de possibilidades. A lista de suas
aplicagdes pode e deve ser ampliada, visto que é uma drea de conheci-
mento nova no meio académico. Sua importante interface com as ciéncias
basica e aplicada reside nos conhecimentos oriundos de grupos humanos,
impulsionando o direcionamento das pesquisas ¢ a busca de novas opgdes

e recursos terapéuticos.

Etapas da Bioprospecg¢ao Guiada por Pesquisas
Etnofarmacoldgicas

Nabusca de novos medicamentos, cinco abordagens principais costumam
ser consideradas para a selegio das espécies para aumentar a probabilidade
de acerto: coletas randomicas, quimiotaxonomia, ecologia quimica, zoofar-
macognosia e etnofarmacologia (Rodrigues & Otsuka, 2011).

Como estratégia na investigagio de plantas medicinais, a abordagem
etnofarmacoldgica pode combinar as informagées adquiridas com os usud-
rios da flora medicinal com estudos quimicos, farmacoldgicos, toxicoldgicos
e de desenvolvimento galénico. Nesse sentido, na Figura 3, ¢ apresentada a
sequéncia das etapas possiveis para o desenvolvimento de novos fitofirmacos
e fitoterdpicos, tendo as pesquisas etnofarmacolégicas como orientagio.

A primeira etapa consiste em seguir as orientagdes éticas relacionadas
com as pesquisas com seres humanos. Nessa etapa, é necessdrio registrar
como se deu o processo de Registro do Consentimento Livre e Esclarecido
(RCLE) com os entrevistados a fim de trazer todas as informacées sobre a
pesquisa, bem como sua garantia a recusa ou retirada da pesquisa, em qual-
quer momento, conforme previsto na resolugao n. 466/2012 da Comissio
Nacional de Etica em Pesquisa (Conep), complementada pela resolucio n.
510/2016. Contudo, é fundamental saber se o grupo a ser pesquisado auto-
define-se como uma comunidade tradicional, pois nesse caso passa a ser
necessdria a obten¢ao do Consentimento Prévio Informado (CPI), anilogo
ao RCLE, porém com a especificidade de envolver o conhecimento tradi-
cional associado, submetendo a pesquisa 2 Lei da Biodiversidade (lei n.
13.123/2015) e ao seu decreto regulamentador (Silva & Oliveira, 2018).

A segunda etapa, antropoldgica e botdnica, consiste na obtencao de
dados etnofarmacolégicos sobre preparo e uso das plantas medicinais,

devendo ser acompanhada pela coleta e identificagio botinica, com
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depésito de material testemunho em herbdrio. A coleta dos dados deve
ser conduzida por meio de entrevistas informais, nio estruturadas, semies-
truturadas ou estruturadas, observagao participante e didrios de campo
(Bernard, 2006). Os entrevistados devem ser selecionados de acordo
com métodos condizentes com os objetivos do estudo. Antes de iniciar o
estudo, ¢ necessirio obter diversas autorizagdes e cadastros do governo para
0 acesso ao patrimdnio genético e ao conhecimento tradicional associado
a coleta de plantas e o acesso a unidades de conserva¢io, onde as comuni-
dades em estudo estdo alocadas (Rodrigues & Otsuka, 2011; Albuquerque
et al., 2014; Heinrich ez al., 2018). Essa etapa pode ser conduzida pelos
préprios detentores dos conhecimentos tradicionais, por meio da etnobo-
tAnica participativa, a partir de capacitagoes recebidas por pesquisadores
da academia. Os dados obtidos podem ser tio robustos quanto aqueles
obtidos pelos etnofarmacélogos/etnobotinicos em outras abordagens
(Hitziger et al., 2016). Vale destacar os direitos de propriedade intelectual
oriundos do conhecimento tradicional associado, que podem ser condu-
zidos pelos préprios detentores do conhecimento, sem intermediagao de
pesquisadores externos & comunidade.

A terceira etapa requer ampla revisao bibliogrifica, de modo a orientar
os estudos futuros, evitando repeti¢io de trabalhos realizados e identifi-
cando as lacunas cientificas no estado da arte da/s determinada/s espé-
cie/s. A pesquisa bibliogréfica é extremamente necessdria para se buscarem
modelos bioldgicos para os estudos farmacolégicos o mais préximos
possivel ao uso tradicional que se pretende estudar (Elizabetsky & Coelho
de Souza, 2004).

A quarta etapa envolve a quimica de produtos naturais, ou seja, andlises
quimicas preliminares para obten¢io de extratos, parti¢oes e caracteriza-
¢oes quimicas, podendo ainda ser utilizada para a verificagdo da auséncia
de grupos quimicos téxicos e perigosos, como ésteres de forbol, glicosideos
cianogénicos, 4cido aristoléquico, alcaloides pirrolizidinicos, alcaloides
esteroidais etc. Em alguns casos nao hd problema em encontrar essas subs-
tancias, desde que estejam abaixo de determinados teores ou que sejam
empregadas exclusivamente para uso externo (Brasil, 2014).

A quinta etapa compreende os ensaios farmacoldgicos preliminares
(screening), preferencialmente com modelos bioldgicos pertinentes as ativi-

dades procuradas de acordo com os usos, avaliando as formas tradicionais/
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populares de preparo. Com a implantagio de métodos de triagem em larga
escala (HTS), pode-se testar o maior nimero possivel de espécies, extratos
e suas parti¢oes, ou seja, substratos de diferentes polaridades (Yunes &
Cechinel Filho, 2016). Nessa etapa, torna-se mais barato e prético o uso de
modelos iz vitro, evitando o emprego de animais de laboratério.

A sexta etapa prevé o isolamento e a purificagio de substincias dos
extratos mais ativos, acompanhados da elucidagio da estrutura dos prin-
cipios ativos, os quais devem ser submetidos aos ensaios bioldgicos na
etapa anterior, a fim de se verificar um potencial aumento ou reduc¢io do
resultado previamente encontrado (Lock, 2016).

A maior dificuldade no avango das pesquisas com plantas medicinais é
transpor a etapa seis para a sete e as seguintes. O desenvolvimento de um
fitoterdpico pode levar, em média, mais de 12 anos, com custo de milhdes
de ddlares. Apenas um ativo vegetal, entre milhares de candidatos, gera um
produto final com testes clinicos de fase III concluidos (Yunes & Cachinel
Filho, 2016). Portanto, em razio do custo e do tempo, as etapas da segunda
coluna da Figura 3 raramente sio alcancadas. No Brasil, com a maior biodi-
versidade do planeta, isto é acentuado pela falta de comprovacio de segu-
ranga e eficicia de espécies nativas, e uma boa parte do mercado fitoterdpico
nacional é composto de espécies exéticas (Oliveira ez al., 2016). Além disso,
nao existe grande interesse em produtos que sejam apenas bioativos, mas em
produtos naturais com elevado potencial bioldgico.

A sétima etapa organiza-se assim: apds autorizagio do Comité de Etica
na Utilizagio de Animais (CEUA), dd-se inicio aos estudos toxicoldgicos e
farmacoldgicos iz vivo com o extrato mais ativo e/ou substincias dele isoladas
e caracterizadas, configurando a fase pré-clinica do estudo etnofarmacolégico.
Os testes toxicoldgicos e farmacolégicos devem priorizar as preparagoes de
acordo com as receitas populares/tradicionais (Barbosa ez al., 2012).

A oitava etapa consiste na valida¢do do método analitico para o deri-
vado vegetal, um extrato ou um fitofirmaco. Paralelamente, déd-se inicio
a escolha da forma farmacéutica mais apropriada e ao desenvolvimento

galénico necessdrio para chegar a um novo bioproduto (Vilegas, Cardoso

& Quevedo, 2016).
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Figura 3 — Etapas envolvidas na busca de novos principios ativos vegetais e desen-
volvimento de fitomedicamentos ou fitofarmacos e produtos derivados, a partir de
pesquisas etnofarmacoldgicas
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A nona etapa consiste nos estudos clinicos com seres humanos (fases I,
IT e III), acompanhados de estudos de farmacodinimica e farmacocinética.
Respeitando a legislagio vigente para registro de fitoterdpicos, em alguns
casos ¢ possivel evitar o custo e o tempo necessdrios a realizagio de estudos
clinicos. Para a notificagio ou registro de produto tradicional fitoterdpico,
deve-se considerar e comprovar a tradicionalidade do uso seguro por um
periodo superior a trinta anos (Oliveira, Oliveira & Marques, 2016).

A décima etapa é o registro sanitdrio do fitoterdpico para que ele possa
ser inserido oficialmente no mercado como produto farmacéutico indus-
trializado. Essa etapa ¢ desnecessdria para fitoterdpicos prescritos por fito-
terapeutas, produzidos e dispensados em farmdcias de manipulagio, como
formulagdes magistrais ou oficinais, ou usadas e comercializadas in natura
como drogas vegetais (Anvisa, 2021; Barbosa ez al., 2012).

Na 114 etapa, acompanham-se os possiveis efeitos colaterais ou reagdes
adversas, através da farmacovigilancia, que é denominada de fase IV do
estudo clinico, realizada a partir do momento em que o fitoterdpico obtém
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registro sanitdrio e comega a ser comercializado (Brasil, 2014). Essa etapa
demonstra a preocupagio sanitria com o fitoterdpico, especialmente quanto
a seguranga dos usudrios.

A 124 etapa consiste no retorno dos resultados aos sujeitos da pesquisa
(grupo estudado). Os pesquisadores devem buscar formas de reparticao de
beneficios, monetdria e/ou nio monetdria, j4 que toda pesquisa com seres
humanos deve trazer beneficios individuais ou coletivos, diretos ou indi-
retos, sempre que possivel (Oliveira ez al., 2010).

A 134 (e Gltima) ezapa consiste na identificagio de protdtipos para a
sintese e modelagem molecular (estudos 77 silico). Nessa etapa, busca-se usar
substincias ainda mais ativas e menos tdxicas, o que pode ser acompanhado
também de estudos biotecnolégicos diversos (Yunes & Cechinel Filho,
2016), a exemplo do que acontece com lapachol, naftoquinona isolada do
tronco do ipé-roxo, que tem sido alvo de inimeros estudos sobre suas ativi-
dades anti-inflamatéria, analgésica, antibidtica, antimaldrica, anti-trypano-
soma, antiulcerogénica, antimicobacteriana e antitumoral.

Aqui nio foram contemplados os demais recursos naturais que fazem
parte do conhecimento tradicional associado, como animais, fungos ou mine-
rais, entre outros. Algumas vezes esses ingredientes compodem as receitas em
associagio com as plantas medicinais, e suas descri¢des sao necessdrias para a
compreensdo do uso tradicional e para a realizagao de testes de bioatividade.
O conhecimento tradicional e/ou popular nio precisa ser avaliado/testado pela
nossa ciéncia para que seja vilido. Ele existe independentemente da critica ou
avaliacao pela nossa medicina. Além disso, quase nio existem modelos farmaco-
l6gicos que alcancem a racionalidade desses sistemas médicos, que sejam capazes
de testar laboratorialmente determinadas indicagdes de uso.

Ainda assim, gragas as pesquisas etnofarmacolégicas, o conhecimento
tradicional associado a flora ji nos forneceu fdrmacos usados na clinica
médica, ou que serviram de protétipo para o desenvolvimento de novos
fdrmacos disponiveis no mercado. Como exemplo, temos a emetina (1817),
quinina (1820), colchicina (1820), salicina (1827), atropina (1832), morfina
(1833), codeina (1848), efedrina (1887), vincristina e vimblastina (1960)
e artemisinina (1972). Além desses, hd muitos fitoterdpicos reconhecidos,
disponibilizados comercialmente e prescritos mundialmente, originados do
saber tradicional, por exemplo, ginseng, ginkgo, equindcea, arnica, alcaguz,
hipérico, valeriana, saw palmetto, sangue-de-dragao etc. (Yunes & Cechinel
Filho, 2016; Lock, 2016).
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A Etnofarmacologia na Vanguarda da Descoberta de
Principios Ativos Naturais

Uma parte significativa dos medicamentos utilizados hoje provém de
informagées obtidas de comunidades tradicionais. Segundo Farnsworth
(1988), 74% dos derivados farmacéuticos de plantas superiores foram desen-
volvidos a partir de uma abordagem etnofarmacolégica.

A etnofarmacologia tem-se mostrado uma excelente ferramenta na desco-
berta de novos principios bioativos, quando comparada a outros métodos
como a abordagem randémica, conforme destacado na Tabela 1.

Tabela 1 — Comparacdo entre o nimero de acertos obtidos pelas abordagens etnofar-
macoldgica versus randdmica em pesquisas para diferentes atividades bioldgicas

Atividades bioldgicas Aborciag.em Abordager,n . Referéncias
randémica etnofarmacoldgica
citotdxica/ 0 0 Elizabetsky &
antineoplasica 6% 25% Shanley, 1994
. o Bourdy et al.,
- 0, )
anti-helmintica 9,8% 29,3% 2008
L Bourdy et al.,
0, 0,
ictiotoxica 9,6% 38,6% 2008
. Bourdy et al.,
0, 0,
téxica/venenosa 10,5% 52,2% 2008
. . Boily & van
0, 0,
antimicrobiana 22% 37% Puyvelde, 1986
Carvalho &
0, 0,
0,7% 18% Krettli, 1991
antiplasmaodica
Oliveira et al.
- 0, ’
66,7% 2015
inibidora da o o Oliveira et al.,
acetilcolinesterase 8% 42,3% 2011a
antimico- o o Oliveira etal.,
bacteriana 16,7% >0% 2012
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Segundo as pesquisas realizadas pelo Jardim Botanico de Nova York, o uso
de conhecimentos tradicionais aumenta a eficiéncia do processo de selecio e
investigacdo de plantas em busca de suas propriedades medicinais em mais
de 400% (Shiva, 2001). Elizabestsky e Coelho de Souza (2004) compararam
substincias antivirais bioativas isoladas segundo a abordagem etnofarmaco-
légica (usada por um determinado laboratério farmacéutico) e a abordagem
randomica (empregada por um concorrente). Os resultados da abordagem
etnofarmacoldgica foram muito superiores, ja que o uso tradicional de plantas
para doencas de origem viral direcionou o isolamento de diversas substancias
bioativas para o virus sincicial respiratério (8,2%), virus influenza (1,6%) e
citomegalovirus (2,2%), enquanto na abordagem randémica muitas amos-
tras foram testadas, resultando em baixissimo nimero de substincias ativas
isoladas (0,013%) apds intimeras tentativas e erros.

Etnofarmacologia na Pratica: limitacOes e reflexdes sobre
trabalho de campo e pesquisa laboratorial

Na prética, uma das discussoes importantes da etnofarmacologia é saber as
limita¢oes dos métodos laboratoriais, especialmente as relacionadas as andlises
quimicas e farmacolégicas, bem como do trabalho de campo, na perspec-
tiva cientifica e académica sobre os conhecimentos tradicionais e populares.
Nesse sentido, cabem algumas reflexdes: a farmacologia pré-clinica consegue
mensurar os conhecimentos tradicionais? Existem métodos e modelos biomé-
dicos capazes de avaliar esses conhecimentos? A biomedicina precisa validar
esses conhecimentos para que tenham algum valor para a humanidade, ou tais
conhecimentos j4 teriam um valor imensurdvel por si s6?

Alguns exemplos podem ser destacados para estimular essa reflexdo.
Rodrigues e Oliveira (2020) reportaram o caso dos povos krahos, em que
mulheres indigenas amarram no préprio ventre uma entrecasca de drvore
(envira) com a finalidade de determinar o sexo do filho a ser gerado, dias
antes e durante o ato sexual — hd espécies distintas e especificas para menino e
menina (Figura 4). Tal prdtica cairia em descrédito para muitos pesquisadores.
Contudo, seria de fato invidvel que um cipé amarrado préximo ao ventre, por
um longo periodo, com possiveis propriedades bioativas, tivesse alguma influ-
éncia em seu sistema reprodutor que pudesse facilitar a sele¢io ou a potenciali-
zagao de um gameta X ou Y, favorecendo-o no processo de fecundagao? Como
seria possivel avaliar essa indicagio em um modelo biolégico?
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Figura 4 — Uma rata com uma entrecasca amarrada em sua barriga buscando definir o
sexo do filho que pretende gerar

Agora é ter
uma cunhata.

Fonte: adaptado de Rodrigues & Oliveira, 2020.

Outra questdo importante destacada por Oliveira e Leitdao (2018) ¢ que
nem sempre é possivel associar as indicagdes émicas a termos éticos para a
realizacio de estudos de bioprospecgao oriundos do conhecimento tradicional
associado. Ao estudar comunidades quilombolas de Oriximind, no Pard, os
autores buscaram plantas indicadas para: tratamento de tuberculose, pneu-
monia, tosse “braba” e doengas do peito, com possivel atividade antimico-
bacteriana; tratamento de maldria, febre alta, males do figado, com possivel
atividade antiplasmédica; memoria, “caduquice” etc., com possivel atividade
inibidora da acetilcolinesterase. Os resultados obtidos mostraram-se em conso-
nancia com as formas peculiares de diagndstico e tratamento em que o foco
¢ o individuo, nas comunidades locais, em sua percep¢io holistica, e ndo um
alvo terapéutico ou a doenga apenas. Dessa maneira, um individuo pode apre-
sentar um quadro de desequilibrio que, se nao for reestabelecido, nao poderd
ser curado, seja de tuberculose, “memoria fraca” ou maldria. E frequentemente
necessdrio, de acordo com o caso, o emprego de plantas tonicas, fortificantes
ou revigorantes, entre outras. Muitas delas demonstram propriedades adapto-
génicas, antioxidantes, anti-inflamatérias, imunoestimulantes ou imunomo-
duladoras, sendo responséveis pelo fortalecimento do corpo e recuperacio da
satde, resultando na cura ou melhora da qualidade de vida, de forma direta
ou indireta.
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Consideracdes Finais

Ao considerarmos as caracteristicas culturais do Brasil, principalmente
no aspecto do rico saber acerca das plantas medicinais existentes nas diversas
regides do Brasil, verificamos que este ¢ o momento de realizar o maior
namero possivel de estudos etnofarmacoldgicos para que o conhecimento
tradicional seja devidamente registrado, conservado e utilizado como subsidio
as pesquisas com plantas medicinais. A urgéncia na realizagio desses trabalhos
baseia-se no fato de o conhecimento tradicional e popular estar sendo rapi-
damente alterado ou até mesmo extinto, principalmente pela influéncia dos
meios de comunicacio de massa e em virtude do maior ou menor contato
com processos de difusio da vida moderna, que tendem a modificar seus
padrdes existenciais.

A abordagem etnofarmacolégica possibilita o emprego de diferentes
modelos experimentais especificos e padronizados que serviriam de instru-
mento de avaliagio de vdrias espécies vegetais, o que significa um menor custo
na bioprospec¢io de produtos naturais e na obtengio de um produto final
bioativo, seja ele um fitoterdpico, um fitofdrmaco, seja um derivado obtido
por semissintese ou sintese.

A etnofarmacologia ainda possibilita uma interface com diversas outras
abordagens ou subdreas na investigagio de produtos naturais, como: etno-
medicina, etnobotanica histérica, quimiossistemdtica, etnofarmdcia, farma-
covigildncia, etnoveterindria e zoofarmacognosia, entre tantas outras, 0 que
demonstra a sua versatilidade como ciéncia bésica e aplicada. Por fim, vale
ressaltar o valor dos estudos etnofarmacolégicos nos registros da tradicionali-
dade de uso de plantas medicinais que podem contribuir no desenvolvimento
de produtos tradicionais fitoterdpicos, especialmente com espécies nativas,
bem como na busca de repartir beneficios em prol dos guardides desse inco-
mensurdvel conhecimento.

| REFERENCIAS

AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA  ALBINO, R. C. ¢t 4/. Traditional detoxification
SANITARIA (ANVISA). Formuldrio de of Jatropha curcas L. seeds. Journal of
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira. 2. ed.  Ethnopharmacology, 241: 111970, 2019.
Brasilia: Anvisa, 2021.



164 |

ALBUQUERQUE, U. P. Introdu¢io & Etno-
botanica. 2. ed. Rio de Janeiro: Interciéncia,

2005.

ALBUQUERQUE, U. P; LUCENA, R. E. P
& LINS NETO, E. M. F. Selection of
Research Participants. /z: ALBUQUERQUE,
U. D ez al. (Eds.). Methods and Techniques in
Ethnobiology and Ethnoecology. New York:
Springer, 2014.

ALBUQUERQUE, U. . ez al. Methods and
techniques used to collect ethnobiological data.
In: ALBUQUERQUE, U. P er al. (Eds.).
Methods and Techniques in Ethnobiology and
Ethnoecology. New York: Springer, 2014.

ARAUJO, T. A. S. er al. Anew approach to
study medicinal plants with tannins and
flavonoids contents from the local knowledge.
Journal of Ethnopharmacology, 120: 72-80,
2008.

ARTICULACAO PACARI. Farmacopeia
Popular do Cerrado. Goinia: Articulagio Pa-
cari, 2010.

BARBOSA, W. L. R. (Org.). Emofarmdcia:
[itoterapia  popular e ciéncia farmacéutica.
Curitiba: CRYV, 2009.

BARBOSA, W. L. R. et al. Selecting medicinal
plants for development of phytomedicine and
use in Primary Health Care. /n: RASOOLI,
L. Bioactive Compounds in Phytomedicine.
London: IntechOpen, 2012.

BERNARD, H. R. Research Methods in
Anthropology — Qualitative and Quantitative
Approaches. 4. ed. New York: Altamira Press,
2006.

BOILY, Y. & VAN PUYVELDE L. Screening
of medicinal plants of Rwanda (Central Africa)
for antimicrobial activity. Journal of

Ethnopharmacology, 16: 1-13, 1986.

Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

BOURDY, G. ez al. Ethnopharmacology and
malaria: new hypothetical leads or old efficient
antimalarials? International Journal of
Parasitology, 38: 33-41, 2008.

BRANDAO, M. G. L. ez 4l. Brazilian medicinal
plants described by 19th century European
naturalists and in the Official Pharmacopoeia.
Journal of Ethnopharmacology, 120(2): 141-
148, 2008.

BRASIL. Ministério do Meio Ambiente.
Povos e comunidades tradicionais, 2007.
Disponivel em: <https://antigo.mma.gov.br/
desenvolvimento-rural/terras-ind%C3%A-
Dgenas,-povos-e-comunidades-tradicionais.
html>. Acesso em: 1 dez. 2022.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria. Resolu¢ao-RDC n. 26 de 13 maio
2014. Dispde sobre o registro de medicamen-
tos fitoterdpicos e o registro e a notificagio

de produtos tradicionais fitoterdpicos. Didrio

Oficial da Unido, Brasilia, 2014.

BRASIL. Lei n. 13.123, de 20 maio 2015.
Dispoe sobre o acesso ao Patriménio Gené-
tico, sobre a protecdo e o acesso ao Conheci-
mento Tradicional Associado e sobre a repar-
ticao de beneficios para conservagio e uso sus-
tentdvel da biodiversidade. Didrio Oficial da
Unido, Brasilia, 21 maio 2015. Se¢do 1, p. 1.

CARVALHO, L. H. & KRETTLI, A.U.
Antimalarial chemotherapy with natural
products and chemically defined molecules.
Memdrias do Instituto Oswaldo Cruz, 86, supl.
II: 181-184, 1991.

CAVALCANTE, T. L. V. Etno-histéria e
histéria indigena: questdes sobre conceitos,
métodos e relevincia da pesquisa. Histdria,

30(1): 349-371, 2011.



A Contribui¢do da Etnofarmacologia no Estudo de Produtos Naturais |

CHALOULT, L. Vers une nouvelle classifica-
tion des drogues. Toxicomanies, 4: 371-375,
1971.

COELHO DE SOUZA, G.
Ethnopharmacological studies of antimicrobial

et al.

remedies in the south of Brazil. Journal
of Ethnopharmacology, 90(1): 135-143,
2004.

DIEGUES, A. C. & ARRUDA, R. S. V. Sa-
beres Tradicionais e Biodiversidade no Brasil
(Biodiversidade, 4). Brasilia, Sio Paulo: Mi-
nistério do Meio Ambiente, USP, 2001.

ECKERT, P. Why ethnography? /n: KOT-
SINAS, U.-B; STENSTROM, A.-B. &
KARLSSON, A.-M. (Eds.). Ungdomsprak i
Norden. Stockholm: Stockholm University,
1997.

ELIZABETSKY, E. Folklore, tradition, or
know-how? The ethnopharmacological approach
to drug discovery depends on our ability to
value non-wester. Cultural Survival Quarterly
Magazine, 1991. Disponivel em: <www.cul-
turalsurvival.org/publications/cultural-sur-
vival-quarterly/folklore-tradition-or-know-

-how-ethnopharmacological>. Acesso em: 1
dez. 2022.

ELIZABETSKY, E. & SHANLEY, P
Ethnopharmacology in the Brazilian Amazon.
Pharmacology and Therapeutics, 64: 201-214,
1994.

FABREGA, H. Part One: ethnomedicine and
medical science. Medical Anthropology, 2(2):
11-24, 1978.

FARNSWORTH, N. R. Screening plants for
new medicines. /z: WILSON, E. O. (Ed.).
Biodiversity. Washington: National Academy
Press, 1988.

165

GARCIA, D.; DOMINGUES, M. V. & RO-
DRIGUES, E. Ethnopharmacological survey
among migrants living in the Southeast
Atlantic Forest of Diadema, Sio Paulo, Brazil.
Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine, 6:
29, 2010.

GEERTZ, C. O Saber Local: novos ensaios em
antropologia interpretativa. Petrépolis: Vozes,
1999.

GIORGETTI, M.; ROSSI, L. & RODRIGUES,
E. Brazilian plants with possible action on the
Central Nervous System: a study of historical
sources from the 16th to 19th century. Revis-
ta Brasileira de Farmacognosia, 21: 537-555,
2011.

HEINRICH, M. Ethnopharmacology: quo
vadis? Challenges for the future. Revista Brasi-
leira de Farmacognosia, 24(2): 99-102, 2014.

HEINRICH, M. er al. Best practice in

research: Consensus Statement on
Ethnopharmacological Field Studies —
ConSEFS. Journal of Ethnopharmacology,

211(30): 329-339, 2018.

HITZIGER, M. ez al. Maya phytomedicine in
Guatemala — can cooperative research change
ethnopharmacological paradigms? journal of
Ethnopharmacology, 186: 61-72, 2016.

LEDA P. H. O. er al. Agentes Comunitdrios
de Satde e plantas medicinais: etnobotinica
na andlise de remédios caseiros para introdu-
¢ao na aten¢do bdsica em Oriximind — Par,
Brasil. /n: FERLA AA. et al. (Orgs.). Aten-
¢do Bisica e Formagio Profissional em Satide:

inovagoes na Amazonia. Porto Alegre: Rede

Unida, 2019.



166 |

LIMA, R. M. S.; SANTOS, A. M. N. &
JARDIM, M. A. G. Levantamento de plantas
venenosas em duas comunidades caboclas do
estudrio amazonico. Boletim do Museu Paraense
Emilio Goeldi, Série Botdnica, 11(2): 255-263,
1995.

LOCK, O. R. Investigacion Fitoquimica: mé-
todos em el estiidio de produtos naturales. 3.
ed. Lima: Pontificia Universidad Catélica del
Pert, 2016.

NAIDOO, D. ez al. Plants traditionally used
individually and in combination to treat sexually
transmitted infections in northern Maputaland,
South Africa: antimicrobial activity and
cytotoxicity. Journal of Ethnopharmacology,
149: 656-667, 2013.

NOLAN, J. M. & TURNER, N. ]J.
Ethnobotany: the study of people — plant
relationships. 7n: ANDERSON, E. N. ez al.
(Eds.). Ethnobiology. Hoboken: Wiley &
Sons, 2011.

OLIVEIRA, A. C. D. & NOGUEIRA, M.
A relagao entre o conhecimento tradicional
associado e as patentes relacionadas a Uncaria
tomentosa (unha de gato). /z: ENAPID: EN-
CONTRO ACADEMICO DE PROPRIE-
DADE INTELECTUAL, INOVAQAO E
DESENVOLVIMENTO, X, 2017, Rio de
Janeiro. Anais... Rio de Janeiro: INPI, 2017.

OLIVEIRA, D. R. & LEITAO, S. G. Plan-
tas tOnicas, fortificantes e rejuvenescedoras: o
conceito de adaptdgeno. /n: ALBUQUERQUE,
U. P & ALVES, R. R. N. Introdugio & Etno-
biologia. 2. ed. rev. e ampl. Recife: Nupeea, 2018.

OLIVEIRA, D. R;; OLIVEIRA, A. C. D. &
MARQUES, L. C. O estado regulatério dos
fitoterdpicos no Brasil: Um paralelo entre a
legislagao e o mercado farmacéutico (1995-
2015). Vigilincia Sanitdria em Debate, 4(4):
139-148, 2016.

Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

OLIVEIRA, D. R. ¢t al. Ethnopharmacological
study of two Lippia species from Oriximing,
Brazil. Journal of Ethnopharmacology, 108:
103-108, 2006.

OLIVEIRA, D. R. ez 4l. Autorizagio de acesso
ao conhecimento tradicional associado para fins
de bioprospeccao: o caso da UFR] e da Associa-
¢io de Comunidades Quilombolas de Oriximi-

nd - ARQMO. Revista Fitos, 5: 59-76, 2010.

OLIVEIRA, D. R. ¢t al. Ethnopharmacological
versus random plant selection methods for
the evaluation of the antimycobacterial activity.
Revista Brasileira de Farmacognosia, 21: 793-
806, 201 1a.

OLIVEIRA, D. R. et a4l Estudo etnofarma-
cognostico da saracuramird (Ampelozizyphus
amazonicus Ducke), uma planta medicinal
usada por comunidades quilombolas do Mu-
nicipio de Oriximind-PA, Brasil. Acta Amazo-

nica, 41: 383-392, 2011b.

OLIVEIRA, D. R. et al Ethnomedical
knowledge among the Quilombolas from the
Amazon Region of Brazil with a Special Focus
on Plants Used as Nervous System Tonics. /n:
RAIL M. et al. (Eds.). Medicinal Plants: diversity
and drugs. New Hampshire: CRC Press, Taylor

& Francis Group, 2012.

OLIVEIRA, D. R. ¢ al. Ethnopharmacological
studies of Lippia origanoides. Revista Brasileira
de Farmacognosia, 24: 206-214, 2014.

OLIVEIRA, D. R. ¢t al. Ethnopharmacological
evaluation of medicinal plants used against
malaria by quilombola communities from
Oriximind, Brazil. Journal of Ethnopharmacology,
173: 424-434, 2015.

OTSUKA, R. D. ez al. Psychoactive plants
described in a Brazilian literary work and
their chemical compounds. Central Nervous
System Agents in Medicinal Chemistry, 10:
218-237, 2010.



A Contribui¢do da Etnofarmacologia no Estudo de Produtos Naturais |

REN, J.; ZHANG, A. & WANG, X.
Traditional Chinese medicine for covid-19
treatment. Pharmacological Research, 155:
104743, 2020.

RODRIGUES, E. Plants of restricted use
indicated by three cultures in Brazil (Cabodo-river
dweller, Indian and Quilombola). Journal of
Ethnopharmacology, 111: 295-302, 2007.

RODRIGUES, E. & BARNES, ]J.
Pharmacovigilance of herbal medicines. Drug

Safety, 36: 1-12, 2013.

RODRIGUES, E. & BARNES, ]J.
Ethnopharmacovigilance  and  traditional
medicines. /n: BARNES, J. (Ed.).

Pharmacovigilance of Herbal and Traditional
Medicines: Advances, Challenges and International
Perspectives. Cham: Springer Nature
Switzerland, 2023.

RODRIGUES, E. & CARLINL E. A. Plants
used by a Quilombola group in Brazil with
potential central nervous system effects.

Phytotherapy Research, 18: 748-753, 2004.
RODRIGUES, E. & CARLINI, E. A. A

Comparison of plants utilized in ritual
healing by two Brazilian cultures: Quilombo-
las and Kraho Indians. journal of Psychoactive
Drugs, 38: 285-295, 20006.

RODRIGUES, E. & OLIVEIRA, D. R.
Ethnopharmacology: a laboratory science?
Rodriguesia, 71(e01612019): 1-7, 2020.

RODRIGUES, E. & OTSUKA, R. D. Es-
tratégias utilizadas para a selecio de plantas
com potencial bioativo com énfase nos méto-
dos de etnobotanica e etnofarmacologia. /n:
CARLINL E. A. & MENDES, E R. (Orgs.).
Protocolos em Psicofarmacologia Comportamen-
tal: wum guia para a pesquisa de drogas com agio
sobre o SNC, com énfase nas plantas medicinais.
Séao Paulo: FAP, Unifesp, 2011.

167

RODRIGUES, E. er al. Participatory
ethnobotany and conservation: a methodological
case study conducted with quilombola
communities in Brazil’s Atlantic Forest.
Journal of Ethnobiology and Ethnomedicine,
16(2): 1-12, 2020.

ROSA, M. & OREY, D. C. O campo de
pesquisa em etnomodelagem: as abordagens
émica, ética e dialética. Educacio e Pesqui-

sa, 38(4): 865-879, 2012.

SAAD, G. A. et al. Fitoterapia Contempori-
nea: tradigdo e ciéncia na prdtica clinica. 2. ed.

Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 2016.

SANTILLIL, J. Socioambientalismo e Novos
Direitos. Sao Paulo: Petrépolis, 2005.

SANTOS, ]J. R. & FLEURENTIN, ].

L'ethnopharmacologie, une approche
pluridisciplinaire in ethnopharmacologie:
sources, méthodes, objectifs. Actes du Ier

Collogue Européen d’Ethnoparcologie, 26-39,
1990.

SANTOS, S. S.; LEDA, P. & OLIVEIRA, D.
R. Plantas medicinais e fitoterapia em Orixi-
mind — Pard, Brasil: percepcio e intengio de
uso pelos profissionais do Sistema Unico de
Satde (SUS). Vittalle-Revista de Ciéncias da
Satide, 30(1): 11-25, 2018.

SAUINI, T. et al. Participatory ethnobotany:
comparison between two quilombos in the
Atlantic Forest, Ubatuba, Sio Paulo, Brazil.
Peer], 11:¢16231.

SCHULTES, R. E. Ethnopharmacological
conservation: a key to progress in medicine.
Acta Amazonica, 18: 393-406, 1988.

SHIVA, V. Biopirataria: a pilhagem da nature-
za e do conhecimento. Petrépolis: Vozes, 2001.



168 |

SILVA, M. & OLIVEIRA, D. R. The new
Brazilian legislation on access to the biodiversity
(Law 13,123/15 and Decree 8772/16).
Brazilian Journal of Microbiology, 49: 1-4,
2018.

SIQUEIRA, B. V. L. ez al. Mercury: the
beginnings in the medicalization of common
names of medicinal plants in Brazil. Rodriguesia,
71(e00972019): 1-7, 2020.

SOENTGEN, J. & HILBERT, K. A Quimi-
ca dos povos indigenas da América do Sul.
Quimica Nova, 39(9): 1.141-1.150, 2016.

STAUB, P. O. et al. Classifying diseases
and remedies in ethnomedicine and
ethnopharmacology. Journal of Ethnopharmacology,
174: 514-519, 2015.

VAN VUUREN, S. E & NAIDOO, D. An
antimicrobial investigation of plants used
traditionally in southern Africa to treat
sexually transmitted infections. Journal of

Ethnopharmacology, 130(3): 552-558, 2010.

Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

VIETLER, R. B. Métodos Antropolégicos
como ferramenta para estudos em etnobio-
logia e etnoecologia. /n: AMOROSO, M. C.
M. et al. Métodos de Coleta e Andlise de Dados
de Etnobiologia, Etnoecologia e Disciplinas Cor-
relatas. Rio Claro: Editora Unesp, 2002.

VILEGAS, W.; CARDOSO, A. L. &
QUEVEDQO, A. E. P. Controle quimico de
qualidade de fitoterdpicos e plantas medi-
cinais. /n: YUNES, R. A. & CECHINEL
FILHO, V. (Orgs.). Quimica de Produtos Na-
turais, Novos Firmacos e a Moderna Farmacog-
nosia. 5. ed. Itajai: Editora Univali, 2016.

WAGNER, H. Pesquisa fitomédica no Novo
Milénio: tendéncias e mudancas. /n: YUNES,
R. A. & CECHINEL FILHO, V. (Orgs.).
Quimica de Produtos Naturais, Novos Fdrma-

cos ¢ a Moderna Farmacognosia. 5. ed. Itajai:
Editora Univali, 2016.

YUNES, R. A. & CECHINEL FILHO, V.
Novas perspectivas dos produtos naturais na
quimica medicinal moderna. fn: YUNES,
R.A.; CECHINEL FILHO, V. (Orgs.). Qui-
mica de Produtos Naturais, Novos Farmacos ¢ a
Moderna Farmacognosia. 5. ed. Itajai: Editora
Univali, 2016.



Busca Racional de Metabdlitos Secundarios
Ativos: quimiossistematica

André Mesquita Marques e Maria Raquel Figueiredo

esde a Antiguidade, o homem busca compreender incessantemente a

fungao dos principios ativos das plantas e seus beneficios para a sadde

humana. A necessidade de distinguir espécies comestiveis das nio
comestiveis levou o homem primitivo a investigi-las e classificd-las quanto a
possivel toxidez, transmitindo suas experiéncias a outras comunidades. O avanco
das técnicas modernas de prospecgio quimica e o aperfeicoamento dos métodos
de identificagio de metabdlitos especiais em plantas fortaleceram as bases para
o surgimento da quimiossistemdtica, estabelecendo um paradigma a ser seguido
para ampliar os limites do conhecimento taxon6émico. A quimiossistemdtica
micromolecular vegetal é uma ciéncia interdisciplinar que abrange 4reas como
quimica micromolecular, botinica, evolugio, taxonomia e ecologia. A partir
de andlises de dados micromoleculares e morfolégicos das plantas, pode-se
inferir tendéncias evolutivas para um determinado téxon, bem como prever
sua posi¢ao no sistema de classificacio, sua localizagio ecogeogrifica e a poten-
cialidade de uma determinada espécie como fonte promissora de produtos
naturais biologicamente ativos. Essa abordagem cientifica da sistemdtica
vegetal permite avaliar e ampliar as correlagoes entre a evolu¢do de estruturas
micromoleculares e a morfologia de plantas. Assim, torna-se uma ferramenta
util que possibilita correlacionar e até mesmo reaproximar zaxa a partir de sua
expressao fenotipica e buscar metabolitos secunddrios no Reino Vegetal.
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Origem e Desenvolvimento da Quimiossistematica

A quimiossistemdtica (quimico-biologia quantitativa) foi criada num
esforco interdisciplinar para compreender a vida. Essa abordagem tem como
objetivo desvendar a linguagem bioldgica através da coleta, organizacio e
correlagdo de informagdes de diferentes niveis organizacionais: substincias
(metabolismo), organismos (morfologia), biomas (biogeografia) e funcio-
nalidade (bioatividade) (Gottlieb & Borin, 2012). Também chamada de
quimiotaxonomia, constitui uma ferramenta de racionalizagao da obser-
vagdo de tendéncias evolutivas, mapeamento da biodiversidade e busca
orientada de principios bioativos. Essa ciéncia tem caracteristica interdisci-
plinar e baseia-se na existéncia de um gradiente quimico de afinidade entre
os grupos vegetais (géneros, familias etc.), no qual se classificam os orga-
nismos (originalmente as espécies vegetais) nao apenas de acordo com as
diferencas e semelhancas em suas composi¢coes metabdlicas, mas também
conforme os aspectos genéticos e morfolégicos. Assim, correlacionam-se os
organismos considerando a tendéncia de biossintese de determinadas subs-
tincias por essas espécies (Gottlieb, 1980). Portanto, essa tendéncia pode
ser utilizada para prever as ocorréncias de certas classes quimicas em um
determinado tdxon, além de poder agregar informagoes dos esquemas bioge-
néticos. A quimiossistemdtica micromolecular conta com metodologias
que utilizam dados moleculares integrados a classificagao botanica. A utili-
zagdo de caracteristicas quimicas nas classificagoes de plantas torna-as mais
coerentes, contribuindo para o maior esclarecimento da evolugio filogené-
tica e da expressao do maquindrio enzimdtico vegetal. Assim, um sistema
ideal de classificacao de plantas deveria considerar os diferentes niveis de
manifestagio do gendtipo (Figura 1). A integracdo de dados quimicos e
morfol6gicos em um sistema tnico para estudos evolutivos, sistemdticos ou
ecolégicos é vidvel desde que se respeitem as diferengas organizacionais que
os regem (Gottlieb, Kaplan & Borin, 1996).

O desenvolvimento das bases da quimiossistemdtica como ciéncia recebeu
importante contribui¢io dos trabalhos do bot4nico britAnico Ronald Darnley
Gibbs (1974), com o artigo “Histéria da taxonomia quimica”, em que ele
resume a fitoquimica comparativa aplicada 2 sistemadtica, incluindo os termos
taxonomia e sistemdtica no mesmo estudo. A quimiossistemdtica foi impor-
tante para a inclusdo da quimica como parte da histdria natural das plantas
porque permitia demonstrar a similaridade entre as espécies vegetais e sua
interagio com o meio bidtico e abiético (Gibbs, 1974).
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Figura 1 — Niveis de manifestacdo do gendtipo
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A partir dos anos 60, a quimiotaxonomia comegou a ganhar relevincia
através do uso da quimica na nomeagao e classificacio de plantas. A sistemd-
tica passaria a ser definida como o estudo da diversidade e diferenciagao de
organismos e suas inter-relagdes, na qual as espécies vegetais j4 no seriam
mais classificadas de acordo com apenas um tnico caractere isoladamente.
A partir de entdo, o botinico sistemdtico teria a possibilidade de ampliar o
conhecimento acerca do acervo filogenético vegetal ao avaliar informacoes
sobre a relacio das espécies em todas as suas manifestagdes com o meio.

A ocorréncia de estudos colaborativos entre quimica e abotanica passaram
ampliar os estudos das plantas, com descrigées mais precisas para um novo
género/espécie, acompanhados por uma descri¢io quimica da planta. Em
1963, Alston e Turner escreveram um livro chamado Bioquimica Sistemdtica,
em que resumiram as ideias bédsicas de quimiossistemdtica. Os estudos base-
aram-se na relagio entre os metabdlitos e as plantas que os produzem, na
interacdo de espécies distintas de plantas e as pressdes do meio ambiente,
fazendo uma ligacdo com a filogenia. Com os avangos das técnicas cromato-
gréficas e dos métodos espectrométricos, centenas de milhares de substincias
oriundas de fontes naturais tornaram-se conhecidas. De 1965 a 1985 houve
um grande aumento de trabalhos na drea de quimiotaxonomia, envolvendo
quase todas as familias botAnicas. Entre os principais avancos da sistemdtica
que possibilitaram essa integracao interdisciplinar, estao as contribuicoes do
botanico dinamarqués Rolf Martin Theodor Dahlgren (1932-1987), que
publicou, em 1975, um sistema de classificagio que utilizava mais de cem
caracteres diferentes, entre os quais caracteres morfolégicos, anatémicos,
embriondrios e principalmente quimicos. Em 1980, a revisio do sistema
formulado por ele em 1975 permitiu que padrées de distribuicao de dados
quimicos fossem inseridos em um arcabougo taxondmico filogenético.
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Segundo Dahlgren, o diagrama (Figura 2) representa uma drvore fenética
seccionada transversalmente. As superordens sio apresentadas como dreas
circundadas por linhas continuas e a posi¢do e a distAncia relativa entre
elas representam suas relacoes filogenéticas, e a linha tracejada separa as
monocotileddneas das dicotiledoneas. O volume das dreas é proporcional ao
numero de familias dentro das ordens, e o posicionamento periférico abriga
as ordens mais evoluidas (Dahlgren, 1980).

No Brasil, o desenvolvimento da quimiossistemdtica micromolecular
foi um dos grandes avangos da quimica de produtos naturais. Tal mérito
coube ao notdvel professor Otto Richard Gottlieb (1920-2011). Um marco
das suas contribuicoes foi a criagio, na Universidade Federal Rural do Rio
de Janeiro, de uma nova disciplina botnica intitulada “Quimiossistemdtica
vegetal micromolecular”. Foi indicado em 1999 para o Nobel de Quimica
por estudos sobre a estrutura quimica das plantas, os quais permitiram
analisar o estado de preservagio de virios ecossistemas a partir do desen-
volvimento de um novo tipo de sistemdtica que pudesse unir a quimica
a todos os niveis de organiza¢io dos seres vivos. Para essa finalidade, uma
metodologia original foi desenvolvida fundamentada no mapeamento e na
quantifica¢do de dados quimicos e biolégicos em bases especializadas de
quimica, biologia, etnobotanica e de farmacopeias. Essa metodologia inte-
grada introduziu a fitoquimica quantitativa como uma poderosa ferramenta
inovadora na classificagao de espécies vegetais. O método permite interpretar
os fendmenos ambientais para melhor compreensao das relagoes ecoldgicas
mediante a integragio de metabolismo, morfologia e ecogeografia, possibi-
litando, assim, o mapeamento e a quantificagao da biodiversidade quando
aplicado aos estudos de evolugao (Caparica, 2012).
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Figura 2 — Diagrama de classificagdo para Angiospermas, com destaque para o grupo
primitivo da familia Annonaceae incluida na ordem Magnoliales ou Annonales
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Fonte: adaptado de Dahlgren, 1980.

O estudo fitoquimico passou a ter uma finalidade mais ampla, envol-
vendo a aquisi¢do de informagoes mais completas e mais consistentes a serem
utilizadas na busca da melhor compreensio dos fendmenos que ocorrem
nas plantas, do ponto de vista quimico. A grande diversidade de reagoes
quimicas proporciona uma enorme variabilidade estrutural no metabolismo
das plantas e faz com que uma Unica espécie vegetal possa produzir um
namero considerdvel de substancias (Canuto ez /., 2018). Segundo as teorias
do professor Gottlieb, a presenga de metabélitos secundérios sé vai confi-
gurar um quadro fidedigno das afinidades taxonémicas quando a categoria
biossintética a qual o metabdlito pertence for adequadamente diversificada
no tdxon. Dessa forma, a diversificacio metabolomica reflete a capacidade
adaptativa da espécie diante das pressoes dos fatores bidticos e abidticos,
mostrando o quanto a espécie evoluiu para se adaptar ao meio (Gottlieb &
Borin, 2012). A ocorréncia de uma substincia nio deve ser analisada isola-
damente, sendo importante também analisar o tipo de esqueleto molecular

ou até mesmo seu caminho biossintético. Uma substancia pode estar ausente
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por causa das oscilagdes fisioldgicas ou ambientais ou pode nio ser detectada
por causa de limitagdes da técnica empregada no isolamento e caracterizagio
das substincias. Por sua vez, o critério de auséncia pode fornecer pistas sobre
tendéncias evolutivas de varios zaxa. Por exemplo, faxa pertencentes ao eixo
diagonal Mpyrtiflorae-Malviflorae do Diagrama de Dahlgren produzem
micromoléculas de estruturas raramente diversificadas devido a presenca
concomitante de taninos gélicos e eldgicos (Gottlieb, 1982). Assim, plantas
taniferas podem abrigar um nimero bastante reduzido de diferentes grupos
biogenéticos. O critério presenga/auséncia é muito util quando se trabalha
com a forma dos organismos. Caracteres morfolégicos sio mais facilmente
identificdveis e, portanto, sio bons marcadores sistemdticos, principalmente
em baixos niveis hierdrquicos (espécies ou géneros). Por sua vez, os carac-
teres quimicos sao excelentes indicadores da polaridade evolutiva, quando
analisados de acordo com pardmetros quantitativos (Gottlieb, 1990).

Um dos objetivos da sistemdtica de plantas é construir um sistema
verdadeiramente filogenético que reflita as relagdes naturais existentes entre
todos os raxa de plantas. Embora os vegetais exibam um perfil quimico
diversificado de constituintes, tem-se verificado que os produtos do meta-
bolismo secunddrio preenchem os requisitos necessdrios a sua utilizagdo em
quimiossistemdtica (Gottlieb, 1980).

Os estudos de base genética sao muito Gteis para avaliar a relagio filo-
genética entre os faxa de plantas em um nivel mais alto de hierarquia taxo-
ndémica. Ao se considerarem niveis mais baixos — género, por exemplo —,
¢ dificil encontrar uma caracteristica molecular ideal. Quando analisamos
taxa de niveis mais baixos, o niimero de caracteristicas quimicas disponiveis
dos metabdlitos secunddrios das plantas pode ser muito maior, e, consequen-
temente, obtemos uma quantidade suficiente de dados a serem utilizados
para fins de andlise de tendéncias evolutivas e correlagoes de raxa. Os carac-
teres quimicos variam de acordo com as classes biogenéticas de substincias,
frequéncia de ocorréncia e polarizacio quimica ou extensdo de gradiente de
evolu¢io molecular (estado de oxidagao e especializagao esquelética), mas
nao se sustentam nos critérios de presenca/auséncia de metabdlitos secundé-
rios (Gottlieb & Kaplan, 1993). No Reino Vegetal, algumas substancias sio
de distribui¢ao restrita, enquanto outras sao amplamente encontradas em
plantas e requerem técnicas pouco sofisticadas, sio estdveis e podem ainda

ser utilizadas como marcadores quimiossistemdticos.
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Metodologia Quimiossistematica

O primeiro passo para o inicio dos estudos quimiossistemdticos ¢ a
obtengio de informagoes botdnicas a respeito do tdxon ou da classe quimica
a ser estudada. Através delas, o levantamento bibliografico serd direcionado,
permitindo visualizar a distribuicdo da parte quimica do tixon no Reino
Vegetal e eleger marcadores quimiossistemdticos que sdo caracterizados pela
ampla ocorréncia e diversidade estrutural. O objetivo principal da metodo-
logia nao ¢ apenas registrar a ocorréncia dessas substdncias, mas quantificar as
modificacoes estruturais, buscando tendéncias e padrées sistemdticos, geogra-
ficos e evolutivos.

A partir da década de 1950, grupos de pesquisa em quimiossistemdtica
desenvolveram e aprimoram indices quimicos evolutivos. Ao utilizarem infor-
magoes sobre distribui¢io e estrutura de micromoléculas, conseguiram medir o
grau de relevincia de categorias de metabdlitos especiais pelo nimero de ocor-
réncias (NO), nimero de ocorréncias normatizado (NON), niimero de tipos
(NT) e indice de diversificagao (ID), além de quantificar o nivel oxidativo
médio dos carbonos das substincias pelo indice de oxidagio (I0) e o grau de
modificacio das estruturas em relagio a um precursor biossintético pelo indice
de especializagio de esqueleto (IE) (Gottlieb, Kaplan & Borin, 1996).

Os dados obtidos na literatura especializada deverao ser registrados em
formuldrio quimiossistemdtico, o qual incluird: informagao boténica, estru-
tura quimica, nome trivial, titulo e autores do artigo e informagoes biblio-
gréficas complementares do téxon. A partir desses dados, o perfil quimico é
conhecido para os #axa em andlise, o marcador quimiossistemdtico é deter-
minado e o tabelamento das substincias ¢ iniciado, utilizando-se os diversos
parametros quimiossistematicos.

Os parAmetros quimiossistemdticos estio divididos em trés catego-
rias: indice morfoldgico, indice quimico-morfoldgico e indices quimicos.
As metodologias utilizadas neste capitulo foram baseadas nos trabalhos
descritos por Cruz (2007), Kaplan e colaboradores (2010) e Cipriani e cola-
boradores (2012).

indice morfoldgico: o indice de Sporne (IS)

O indice de Sporne (IS) é uma medida quantitativa, desenvolvida pelo
botanico inglés Kenneth R. Sporne (Sporne, 1980). Constitui um parimetro
do percentual de avanco evolutivo morfolégico para 291 familias de dicoti-
ledoneas. Baseado em determinados caracteres primitivos morfolégicos (28
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morfolégicos e 2 quimicos), o pardmetro indica o status evolutivo da familia
vegetal e a frequéncia com a qual esses 30 caracteres considerados basais estao
ausentes em cada familia de dicotiledoneas. O IS para ordens e superordens
foi obtido pela média aritmética de IS das familias que compdem o téxon,
conforme a férmula IS = A x 100/B, na qual A ¢ o niimero de caracteristicas
basais ausentes ¢ B corresponde ao niimero de caracteristicas consideradas

(Sporne, 1980).

[ndices quimico-morfolégicos

Os indices morfoldgicos sdo ferramentas essenciais no campo da classificagao
biolégica e taxonomia, auxiliando os cientistas na organizagio e compreensio da
diversidade das espécies. Os indices morfoldgicos baseiam-se nas caracteristicas
fisicas e estruturais dos organismos, como tamanho, forma e caracteristicas
anatdmicas. Esses indices desempenham um papel crucial na taxonomia
tradicional, permitindo aos cientistas classificar os organismos com base nos
seus atributos visiveis (Gottlieb et /., 1996).

Indice de herbacidade (IH)

O grupo do professor Gottlieb desenvolveu o indice de herbacidade (IH)
com base no hébito predominante nas espécies, que se constitui em um indice
de avango evolutivo morfolégico/quimico no tixon em estudo (Figura 3)
(Borin & Gottlieb, 1993). Esse parAmetro quantifica a tendéncia evolutiva
de angiospermas no abandono da lenhosidade em favor da herbacidade, que
ocorre com a retragio do caminho do chiquimato e expansio do acetato/
mevalonato, em uma canalizagao evolutiva (Gottlieb et /., 1996). Esse indice
permite a integragio e correlagio de informagoes morfolégicas com quimicas
e ecolégicas. O valor 100 ¢é atribuido aos zaxa formados apenas por represen-
tantes herbdceos e o valor 1 ¢ atribuido aos axa com representantes exclu-
sivamente arbéreos. Na Tabela 1, relacionamos os tipos de hébitos aos seus
respectivos IH.
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Figura 3 — indice de avanco morfoldgico evolutivo
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Fonte: adaptado de Borin & Gottlieb, 1993.
Tabela 1 — (ndice de herbacidade
TIPO DE HABITOS IH
Arvores 1,0
Arvores predominando sobre arbustos 12,5
Arvores e arbustos 25,0
Arbustos predominando sobre arvores 37,5
Arbustos 50,0
Arbustos predominando sobre ervas 62,5
Arbustos e ervas 75,0
Ervas predominando sobre arbustos 87,5
Ervas 100,0

Indices quimicos

Os estudos quimiotaxonémicos das plantas baseiam-se nos cilculos dos
indices quimicos, por exemplo, comparando-se os niveis de oxidagio das subs-
tAncias, e nas variacoes dos seus esqueletos carbonicos em relagio ao precursor
biossintético. As micromoléculas sio marcadores quimicos abundantes, que
apresentam ampla diversidade estrutural expressa nas diversas classes meta-
boélicas (Gottlieb, 1982). Ao examinar esses marcadores quimicos, os cientistas
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podem discernir relagoes evolutivas entre diferentes espécies e identificar
semelhangas ou diferengas que podem nio ser aparentes apenas por meio de
observagoes morfoldgicas (Kaplan ez al., 2010).

Numero de ocorréncias (NO)

O NO ¢é um parimetro quimico que indica o grau de relevincia de uma
determinada categoria metabdlica para um tixon escolhido. Essa ocorréncia
serd referente a classe micromolecular em questao, ainda que haja coincidéncia
de substancias em duas espécies diferentes, pertencentes a um mesmo tixon.
Ao se contar 7 vezes uma mesma substincia encontrada em espécies dife-
rentes, consegue-se observar a tendéncia de sua produgao no téxon escolhido

(Gottlieb ez al., 1996).

Numero de ocorréncias normatizado (NON)

O NON ¢ um pardmetro obtido da razao entre o0 NO e o nimero de
espécies produtoras de determinada classe quimica em cada téxon. O cdlculo
é realizado por familia, ordem e/ou superordem. O NON permite padronizar
os valores de ntimero de ocorréncias para os diferentes niveis hierdrquicos,
pois leva em consideragio o nimero de espécies analisadas. Seu cdlculo
segue a formula NON = NO/Spp., na qual Spp. corresponde ao niimero de

espécies estudadas.

Numero de tipos (NT)

O NT estd relacionado com a quantidade de tipos de estruturas dife-
rentes formadas ao longo da biogénese dos representantes de uma determi-
nada classe quimica.

Indice de diversidade (ID)

O ID expressa a frequéncia de distribui¢ao de uma classe biossintética.
E um indice obtido através do NO e dos NT estruturais de classes quimicas
divididos pelo nimero de espécies estudadas, segundo a fé6rmula ID = (NO

x NT)/Spp.

Indice de oxidagéo (10)

O IO ¢ um pardmetro quimico que evidencia o nivel de oxidagio de uma
substancia. O cdlculo ¢ relacionado com o grau de oxidago de cada dtomo
de carbono da estrutura molecular. Para cada ligagio carbono-heterodtomo
soma-se 1 ponto, ao passo que para cada ligagao carbono-hidrogénio diminui-se
1 ponto. O resultado obtido ¢ dividido pelo niimero de dtomos de carbono
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da substincia. Se uma substincia apresentar quebra de ligacio com perda de
dtomo de carbono, em comparacio com seu precursor biossintético, conside-
ra-se a estrutura do precursor no seu maior nivel de oxida¢do no dromo de
carbono perdido (por exemplo, um 4cido que sofreu descarboxilagio). Utiliza-se
a formula 10 = (X — H)/n, na qual X é o ntimero de ligacdes carbono-heterod-
tomo, H representa o niimero de ligagoes carbono-hidrogénio e 7 refere-se ao
numero de dtomos de carbono (Figueiredo, Kaplan & Gottlieb, 1995).

Figura 4 — Célculo do indice de oxidagdo (I0) de um derivado diterpenoidico

A X=3 (C-0);
|o=32‘—031=-1,4 H= 31 (C-H);
N= 20 (C);

OH

O indice de oxidagao do diterpeno (Figura 4) é determinado pela soma
do nimero de ligagoes carbono-heterodtomo na estrutura (2 ligacoes C-O,
referentes a carbonila) + (1 ligagdo C-O, referente a C-OH) levando a X = 3;
seguida da diminui¢io do nimero de ligagoes carbono-hidrogénio (31 C-H),
dividido pelo nimero total de dtomos de carbono na estrutura quimica do
diterpeno n = 20. Assim, encontra-se o nimero negativo -1,4 referente ao
indice de oxidacio da estrutura.

Avancgo evolutivo referente a oxidagéo (AEo)

Os valores de AEo das substancias quimicas sao obtidos pela razio do
somatério dos IO de cada substincia pelo seu nimero de ocorréncia para
familias, ordens e superordens, segundo a férmula AEo = £IO/NO, na qual
21O representa o somatério dos IO, e NO é o nimero de ocorréncias.

Indice de especializagdo de esqueleto (IE)

O pirofosfato de geranilgeranila é o precursor biossintético da classe dos
diterpenos e serd utilizado como base das transformagées biossintéticas dos
tipos de esqueletos obtidos ao longo da formagiao do mapa biogenético. Para
cada ligacio carbono-carbono formada ou quebrada em relagao ao precursor
biogenético, conta-se 1 ponto. Somente as ligagoes sigma sio consideradas.
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Para as ligagoes carbono-heterodtomo, conta-se 1 ponto somente quando
ocorre fechamento de anel. Quando ocorre descarboxilagao, conta-se também
1 ponto, porque somente o carbono que permaneceu na estrutura teve a
sua vizinhan¢a modificada. Os valores obtidos sio somados e divididos pelo
nimero de dtomos de carbono presentes na estrutura quimica. O célculo ¢
feito através da relagao IE = (F + Q)/n, na qual Q e F referem-se ao nimero
de ligacoes quebradas e ligacoes formadas, respectivamente, a partir do 7
precursor, sendo 7 igual a0 nimero de 4tomos de carbono do esqueleto mole-

cular (Figueiredo, Kaplan & Gottlieb, 1995).

Figura 5 — Exemplo de especializacdo de esqueleto de diterpenos partindo do pre-
cursor pirofosfato de geranilgeranila

OH OH

pimarano rosano

A partir do pirofosfato de geranilgeranila ocorrerd a sequéncia biossintética
de formagao dos diterpenos, levando ao fechamento de anéis ciclo-hexanicos.
O esqueleto do tipo labdano é o primeiro grupo dessa classe de metabdlitos
a ser formada. Na formacio do esqueleto do tipo labdano (Figura 5), quatro
ligagoes sigmas sao formadas entre os carbonos (C,-C, e C,-C,; C.-C,
e C,-C.) para o fechamento dos dois anéis ciclo-hexinicos na estrutura.
Assim, o IE ...
do esqueleto tipo pimarano, ocorre a formagio de mais uma ligagao sigma

= (4 lig. sigmas formadas)/20 = 0,2. No caso da formacio

para o fechamento de um terceiro ciclo-hexano, totalizando 6 ligagoes C-C
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formadas. Assim, IE = (6 lig. sigmas formadas)/20 = 0,3. A formacao

pimarano
do esqueleto tipo rosano, além da formagio dos 3 ciclo-hexanos, terd quebra
e rearranjo da metila na estrutura. Nesse caso teremos IE = (8 lig. sigmas

formadas + 2 lig. quebras)/20 = 0.5.

rosano

Avanco evolutivo referente d especializacéo de esqueleto (AEe)

O parimetro quimico de avango evolutivo referente a especializagio de
esqueleto (AEe) é o resultado da razao do somatédrio dos IEs pelo nimero de
ocorréncias em diferentes niveis hierdrquicos: familia, ordem e superordem.
Sua avaliacdo ¢ calculada de acordo com a fé6rmula AEe = XIE/NO, na qual
2IE representa o somatério dos IEs dividido pelo NO.

Indice de protegdo de hidroxilas flavonoidicas

A protecio das hidroxilas fendlicas nos metabdlitos especiais dd-se,
com certo destaque, em alguns grupos vegetais, e elas podem ser protegidas
por grupos metila e/ou glicosila ou estar livres. As hidroxilas flavonoidicas
protegidas indicam um certo grau evolutivo para os zaxa produtores de tais
substincias (Gottlieb, Kaplan & Borin, 1996). Na Figura 6 apresentamos
exemplos de cdlculos dos indices de protegao, que sio obtidos por meio das
férmulas a seguir:

* Célculo do indice de protecao por glicosilagao (IG)
IG = niimero de grupos O-glicosilados/nimero total de oxigrupos

* Ciélculo do indice de protegao por metilacio (IM)
IM = ntimero de grupos O-Me/ntimero total de oxigrupos

¢ Cilculo do indice de protegio total (IPT)
IPT = ndmero de grupos O-Glc + nimero de grupos O-Me/ntimero
total de oxigrupos

* Cilculo do indice de desprotegio (ID)
ID = ntimero de grupos OH livres/nimero total de oxigrupos
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Figura 6 — Célculo dos indices de protecdo de hidroxilas flavonoidicas
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Quantificagdo do grau de protecdo das hidroxilas flavonoidicas

O parimetro de avango evolutivo de protecio de hidroxilas flavonoidicas
por meio de metilagio (AEm) e de glicosilagio (AEg) é determinado pelo
somatério dos respectivos indices de protecio das substincias encontradas no
tixon em estudo (género, familia, ordem ou superordem), dividido pelo NO.

AEm = X Im/NO
AEg = X Ig/NO

O avango evolutivo referente & desprotegao das hidroxilas flavonoidicas
(AEd) ¢ o parimetro quimico determinado pelo somatério dos indices de
desprotecio das substancias encontradas no tixon em estudo (género, familia,
ordem e superordem) dividido pelo NO.

AEd = X Id/NO

A quantifica¢io dos parAmetros de avango evolutivo referentes ao padrio
de substitui¢io de cada representante flavonoidico segue a metodologia elabo-
rada por Barreiros (1990).

Abordagem Metodoldgica de Estudos
Quimiossistematicos

A quimiossistemdtica tem como base os dados obtidos na literatura que
possibilitam uma avaliacdo ampla da parte quimica do tdxon em questéo.
A selegao de um determinado grupo de plantas, familia ou género (tixon),
na andlise das substincias presentes nos zaxa, é considerada o primeiro passo no
estudo quimiossistemdtico.
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A abordagem desse estudo baseado na produgio de determinados meta-
bélitos ocorre quando se procura a distribui¢do de uma determinada classe
quimica no Reino Vegetal como, por exemplo, diterpenos, cumarinas, alca-
loides, xantonas etc. A distribui¢do da classe quimica nas plantas deve contem-
plar todas as divisoes botdnicas (por exemplo, familia, subfamilia, tribo,
género e espécie). Apés a defini¢do da categoria a ser estudada, inicia-se o
levantamento completo de dados quimicos em virias bases de dados especia-
lizadas, como SciFinder, PubMed, SciELO, Scopus, Web of Science etc. As
palavras-chave devem ser cuidadosamente selecionadas em relagio ao téxon
ou classe de metabdlitos escolhida. Os dados obtidos na literatura sio orga-
nizados no formuldrio quimiossistemdtico, exemplificado na Tabela 2, que
inclui informacoes relevantes como divisiao botinica do tdxon, estruturas
quimicas, nimero de ocorréncia e referéncia do artigo. Em seguida, os formu-
ldrios sdo ainda complementados com as informagées publicadas nos artigos
e demais fontes de obras especializadas, além das informagées sobre atividade
bioldgica. A partir desses dados, o perfil quimico ¢ conhecido para os zaxa
em andlise. Inicia-se o tabelamento das substincias utilizando-se os diversos
pardmetros quimiossistemdticos. Com a andlise desses dados, é possivel eleger
marcadores quimiossistemdticos, que sio caracterizados pela ampla ocorréncia
e diversidade estrutural de diferentes classes quimicas.

Neste capitulo, serd apresentado um estudo de caso abordando a quimica da
familia Annonaceae. As informagoes botanicas de todos os subgrupos (subfamilias,
tribos e géneros) foram obtidas e agrupados segundo seus clados correspondentes.

Abordagem quimiossistematica da familia Annonaceae

O objetivo deste estudo é caracterizar a familia Annonaceae como uma
importante fonte de alcaloides e discutir seus aspectos quimicos e biolégicos,
enfatizando sua importincia como marcadores quimicos para o tdxon sob
uma abordagem quimiossistemdtica. Essa familia estd organizada em 14 tribos
circunscritas em 4 subfamilias, sendo constituida por 108 géneros, sensu APG
III (2009). Nos trabalhos de Chatrou e colaboradores (2012) e de Erkens
e colaboradores (2012), a familia Annonaceae foi amplamente estudada dos
pontos de vista da filogenia e da morfologia e um panorama evolutivo para
o clado foi tragado a fim de se explicar a riqueza de espécies da familia e o
impacto do mecanismo de radiagao nesse processo.

Para o estudo quimiossistemdtico desse tdxon foram utilizados os 108
géneros da familia como palavras-chave, baseadas no trabalho do Almeida,
Oliveira Jr. e Oliveira (2015), uma vez que a busca pelo termo “Annonaceae”
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resultou em um ntimero reduzido de trabalhos publicados. Apés selecao e
andlise dos abstracts e artigos, o formuldrio quimiossistemdtico foi preen-
chido com os dados quimicos de todas as espécies referentes aos géneros
selecionados (Tabela 2). Esses dados foram inicialmente organizados por espécie,
sendo, em seguida, agrupados nos referidos géneros para compor o mapa quimico
das tribos de Annonaceae. Assim, foi possivel obter o panorama quimico dos
géneros da familia Annonaceae e vislumbrar uma tendéncia biossintética para o
téxon. Os dados micromoleculares dos géneros e tribos para a familia Annonaceae
constituem um registro representativo relevante para estudos quimiossistemd-
ticos. A compilagio e andlise dessas informacdes sdo de grande importincia para a
avaliagdo do grau de relevincia quimica do tdxon em estudo, que apresenta desta-
cada produgao de metabdlitos especiais variados em NO. Alcaloides, flavonoides,
acetogeninas, diterpenos, esteroides, monoterpenos € xantonas, entre OULtros,
representam as classes quimicas predominantes em Annonaceae, observados na
Tabela 3. Nela, também pode ser visto que a classe dos alcaloides corresponde a
1.120 dos metabdlitos listados, ou seja, 48% dos registros de metabélitos espe-
ciais para a familia, o que demonstra uma forte tendéncia da espécie a sintese
dessa classe de substancias. Foi possivel inferir que os metabélitos secunddrios da
classe dos alcaloides sao as substancias preponderantemente biossintetizadas pela
maioria dos géneros das tribos de Annonaceae.

Com os dados coletados de artigos cientificos provenientes das espécies
dos 108 géneros descritos para a familia Annonaceae, foi criado um arquivo
contendo as informagées estruturais dos metabolitos especiais produzidos e
selecionados em nivel de espécies, posteriormente, agrupados para tixons de
mais altos niveis hierdrquicos. Os dados obtidos nessa pesquisa bibliogrifica
formaram um banco de dados sobre a ocorréncia de metabdlitos especiais nos
clados em estudo. Os dados referentes aos formuldrios quimiossistemdticos
foram analisados, registrados e agrupados em um sé arquivo para identificagio
do panorama metaboldémico da familia Annonaceae. As informagées foram
distribuidas em tabelas organizadas por subfamilias e tribos (Tabela 3). Assim, a
coleta e organizagao desses dados possibilitou conhecer o perfil quimico micro-
molecular para Annonaceae, evidenciando e/ou mostrando a produgio de
terpenos: sesqui, di e triterpenos, flavonoides e, com destaque, alcaloides, grupo
de metabdlitos de maior tendéncia biossintética. Destaca-se a tribo Miliuseae
com a grande variedade de metabdlitos produzidos.

Na Tabela 4 é possivel observar a variedade metabolémica da tribo Miliuseae.
Destaca-se o género Polyalthia, com a variabilidade de metabdlitos secunddrios e
a riqueza na produgio de alcaloides, com NO igual a 135. Essa classe de metabé-
litos pode ser encontrada em quase todos os géneros desta tribo, o que ressalta a
importancia dos alcaloides como marcadores quimicos dos géneros em Miliuseae.
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Tabela 2 — Exemplo de formuldrio de sistematizacdo de dados quimiossistematicos das
substancias encontradas na familia Annonaceae

Soma dos metabdlitos (NO)

Fonte: adaptado de Almeida, Oliveira Jr. & Oliveira, 2015.
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Tabela 3 — Perfil quimico da familia Annonaceae (NO)
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Metabolitos: EST — esteroides; MONO — monoterpenos; DIT — diterpenos; SES — sesquiter-
penos; TRI — triterpenos; ALC — alcaloides; FLA — flavonoides; LIG — lignanas; XAN — xantonas;
ACE — acetogeninas; FPR — fenilpropanoides; OLI — oligossacarideos; AGX — acidos graxos;
QUI —quinonas; AMD — amidas; LAC — lactonas; THY — timolderivados; ABZ — acido benzoico.

Fonte: Almeida, Oliveira Jr. & Oliveira, 2015.
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Tabela 4 — NO das principais classes quimicas isoladas dos géneros da tribo Miliuseae

[a)] — | ©
E""""“’""""'NN
<
E)Illllllll\lllllllllgm
gllllllllﬁllllﬂllllmg
= —
<ll|llll|ll|llll|llF|o
x
%ﬁllllll\lllllll\—illlmﬁ
[FE]
Of o «f o] o] v v vl o o W
= o
i T A A N N N R =% T N N AN N BN RN B -3
Zm......°°<r....oo.m-‘—|m"'
(V) ~ <
i}
=4 SN N R P R I R R I I I R O O B I R
8.:.:..mm8||‘—|||||||:;‘
Ll RS
gm.m... el Bl BRTEN IEVSR B B R B VR N S 3
- |~
(%]
S| € “ n
S S| 3 S S S 4
K% =] o] 1] @ wn O
08GEE:Ega‘s-gguﬁ_cﬁsgg.got
AR EE R RN HE R
w = |
o S| =| S| & = o| Q| S| © Q| = 3| 5| <
2 g S Q| Q| =| o 3 =2 S S s
< Q i) 2= S| © Ql 2| < | >
L N S| o IS
Bl5lg| 8|5 5|S|e 5|5|8]8|58|5 88828538
<QS N EZS b ,_,.‘EI\Q_Q.WE
GE a (V2
I
o
I}
= MILIUSAE
'_

Destaque para producdo de alcaloides do género Polyalthia.

Metabdlitos: EST — esteroides; DIT — diterpenos; SES — sesquiterpenos; TRI — triterpenos;
ALC — alcaloides; FLA — flavonoides; LGN — lignanas; XAN — xantonas; ACE — acetogeninas;
OLI - oligossacarideos; AMD — amidas; LAC — lactonas.

Fonte: Almeida, Oliveira Jr. & Oliveira, 2015.
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A partir do conhecimento da tendéncia alcaloidica da familia Annonaceae,
foi realizada a triagem da variabilidade estrutural para definir o tipo de estrutura
mais predominante e sua possivel especializacio de esqueleto. Ficou evidente
a grande participacio de alcaloides benziltetraidroisoquinolinicos (BTIQ) em
relacio aos demais tipos de alcaloides. A andlise dos derivados quimicos de
BTIQ obtidos para Annonaceae, considerando o NO e a sua distribuicio nos
diferentes #axa intrafamiliares, além da diversidade estrutural, permitiu eleger
os alcaloides benzilisoquinolinicos como marcadores quimiossistemdticos da
familia Annonaceae. De posse do marcador quimiossistemdtico para o grupo
em anilise, o passo seguinte foi tracar o mapa biogenético e o avanco oxidativo
estrutural no qual sdo relacionados todos os tipos estruturais do grupo biogené-
tico em estudo para Annonaceae. Os fxa mais derivados devem conter as estru-
turas localizadas mais a direita e/ou a base do mapa. Na Figura 7 mostramos os
tipos estruturais de alcaloides derivados de BTIQ que ocorrem em Annonaceae,
deixando clara a riqueza da diversidade dessa classe quimica para a familia.

Figura 7 — Derivados de alcaloides BTIQ
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Fonte: Almeida, Oliveira Jr. & Oliveira, 2015.
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O mapa biogenético para os alcaloides BTIQ foi elaborado em fungio da
relagao biossintética dos esqueletos moleculares, organizados segundo passos
oxidativos, de tal forma que, da direita para a esquerda e de cima para a base,
o numero de etapas reacionais necessérias para a formagio de um determinado
tipo estrutural aumenta. Esses resultados mostram esqueletos diméricos e, em
escala mais expressiva, a derivacio sequenciada pelas aporfinas, que constituem
o grupo mais diversificado, além de outras duas derivagoes menos significa-
tivas. De acordo com essas consideragoes, pode-se perceber estreita coeréncia
da posi¢ao de um clado Pantropical, que é formado por representantes com
porte arbéreo, com uma quimica micromolecular compativel com a linha de
sequenciamento das aporfinas. Esse grupo alcaloidico, bem diversificado em
Annonaceae, ocupa, no mapa biogenético, um posicionamento mais para o
alto e para o lado esquerdo do esquema, confirmando uma colocagao pouco
derivada na familia.

Os estudos quimiossistemdticos permitem também uma avalia¢io abran-
gente da ocorréncia de metabdlitos especiais em um determinado taxon. Dessa
forma, foi possivel observar que, a partir da nova estruturagio filogenética
de Annonaceae, muitos géneros circunscritos em subfamilias e tribos tinham
poucos registros sobre sua composi¢io quimica em metabdlitos especiais, o
que suscita uma busca racional e direcionada, nao apenas de tais metabdlitos,
mas também de sua fungao bioldgica.

A ramificagdo biossintética observada em Annonaceae evidencia que o
nivel de evolugio de um grupo monofilético em um periodo nio foi signifi-
cativamente afetado. Esse panorama torna-se claro quando comparamos a
distribuicio pantropical, a estrutura morfoldgica (porte arbéreo) e a filogenia
molecular da familia. Todos esses parAmetros apontam baixas taxas de derivagao
em Annonaceae. A familia Annonaceae, apesar de ter registros de ocorréncia
para vérias classes quimicas, especializou-se na producio de alcaloides benziliso-
quinolinicos. Esse arsenal metabélico constitui o marcador quimiossistemdtico
para a familia, representando 48% do total de metabdlitos especiais produzidos
por todas as espécies estudadas. A andlise do mapa biogenético de Annonaceae
permite observar as curtas linhas de derivagio, com o maior desempenho para
os derivados aporfinicos (Almeida, Oliveira Jr. & Oliveira, 2015).

Considerando os resultados dos estudos quimiossistemdticos, especial-
mente os que analisam os parimetros evolutivos da familia com base na anilise
em seu marcador quimiotaxondmico, os alcaloides BTIQ), foi possivel concluir
que, apesar do aumento significativo do NO, especialmente o dos alcaloides,
Annonaceae mantém um perfil quimico sem maiores alteragoes, similar aos
resultados encontrados nos estudos elaborados por Barreiros (1983).
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Consideracdes Finais

Este capitulo estd apoiado numa estrutura metodolégica que compre-
ende diferentes dreas do conhecimento cientifico, propondo uma atividade
multidisciplinar que retine os conhecimentos em quimiotaxonomia, filo-
genia e quimica de produtos naturais. Nos tltimos anos, a busca de entidades
quimicas biologicamente relevantes obteve menor éxito quando guiada
basicamente por estudos baseados em caracteristicas morfoldgicas, uma vez
que mudangas no processo biossintético vegetal nem sempre vém acompa-
nhadas por alteracoes morfoldgicas. Assim, além da importincia do estudo
interpretativo da distribuicao de cada uma das classes de metabdlitos e sua
correlacio com determinado tdxon, a quimiossistematica pode contribuir
para se prever a tendéncia de determinada classe de metabdlitos ocorrer em
determinado tdxon, facilitando a busca racional por novos agentes bioativos
na pesquisa cientifica.
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A Célula Vegetal e seu Metabolismo

Raquel Elisa da Silva Lopez

escobrir que as células sio unidades funcionais de todos os seres

vivos foi um grande avanco conceitual na ciéncia. As células vege-

tais se distinguem pela presenca da parede celular de composicao
celuldsica, mais ou menos rigida, e de organelas especificas que estdo envol-
vidas em fungées particulares, além de terem um tamanho maior. As plantas
estabelecem relagoes ecoldgicas com vérios organismos e, também, com o
meio ambiente. A partir dessas relagdes, os vegetais produzem uma enorme
diversidade de substincias essenciais & sua sobrevivéncia e adaptagio as
variagbes do meio onde vivem e as fornecem a todos os seres vivos e a si
mesmos. Os vegetais possuem um variado arsenal metabélico para suprir
tais necessidades e, portanto, suas caracteristicas morfoldgicas, estruturais e
genéticas estio adaptadas para isso.

Neste capitulo serao considerados alguns aspectos estruturais da célula
vegetal e seu metabolismo, didaticamente dividido em primdrio e secun-
ddrio. Esses metabdlitos vegetais, além do seu papel fisioldgico e ecoldgico,
tém importantes propriedades farmacolégicas, o que justifica seu uso na
terapéutica de determinadas doengas.



194 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

A Célula Vegetal

Estruturalmente, a célula vegetal estd dividida em parede celular e proto-
plasto. Seu contetido intracelular, no qual estdo contidos o citoplasma e as
organelas, é o protoplasto — que tem origem na palavra proroplasma, os consti-
tuintes dentro da parede celular. Ele ¢ dividido em nicleo e citoplasma (Alberts
et al., 2017). A estrutura geral da célula vegetal é mostrada na Figura 1.

O ndcleo da célula vegetal compartilha semelhancas estruturais e funcionais
com todas as células eucaridticas, como envoltério nuclear, derivado do reticulo
endoplasmdtico (RE), nucleoplasma, cromatina, nucléolo e a organizagao do
material genético de forma linear, como o 4dcido desoxirribonucleico (DNA), e
¢ uma das maiores organelas dos eucariotos. Muitas espécies de plantas possuem
um nimero maior de cromossomos do que as células animais, que sao geral-
mente diploides (2n, sendo 7 o conjunto dos cromossomas da espécie). Muitas
plantas cultivéveis sio poliploides: banana (triploide, 3n); café, amendoim,
algoddo, batata e milho (tetraploides, 4n); trigo (hexaploide, 6n) e cana-de-
acgucar (octaploide, 8n). A poliploidia é comum, especialmente nas angios-
permas (50% a 70%), mais evoluidas do que as gimnospermas. Os poliploides
tém vantagens adaptativas pelas mutacoes cromossémicas durante a evolugao
da espécie. As células poliploides sao maiores, tém maior quantidade de DNA
nuclear, motivo pelo qual a célula vegetal é maior. Apesar de a manipulagio
genética de plantas ser praticada desde a Antiguidade e ser um dos campos mais
avangados da ciéncia, apenas 183 espécies de plantas tém seu genoma sequen-
ciado entre as mais de 400 mil espécies da natureza (Kress ez al., 2022).

Figura 1 — Esquema geral da estrutura de uma célula vegetal
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Nem todos os plastidios estdo representados.



A Célula Vegetal e seu Metabolismo | 195

O citoplasma é composto de membrana plasmatica, organelas circundadas
por duas membranas (plastidios e mitocdndrias), organelas circundadas por
uma membrana (peroxissomas, glioxissomas, vactiolos e tonoplasto), sistemas
de endomembranas (reticulos endoplasmdticos rugosos e lisos, aparelho de
Golgi e vesiculas) e citoesqueleto, que compreende os microtibulos e os fila-
mentos de actina que garantem a organizagio dos componentes intracelulares.
A estrutura da membrana plasmdtica da célula vegetal é muito parecida com
as membranas dos eucariotos e segue 0 modelo de mosaico fluido composto
de uma bicamada de fosfolipideos, esfingolipideos, glicolipideos, esterdis e
proteinas integrais e periféricas ligadas ao citoesqueleto. Os grupos polares
da membrana (alcodlicos, oligossacarideos e dcido fosfatidico) estio voltados
para os meios extra e intracelular em contato com ambientes aquosos, e
as cadeias alifdticas dos dcidos graxos (AG) e os grupos apolares dos este-
roides estdo voltados para o interior da membrana sem contato com a dgua,
formando uma barreira que compartimentaliza o contetido intracelular do
meio extracelular (Alberts ez 2/, 2017). Ao contrario das células animais,
que tém niveis relativamente altos de colesterol nas membranas responsdveis
pela fluidez, as células vegetais possuem menores niveis de fitoesterdis, jd que
a parede celular confere rigidez a célula. Em contraste com animais e fungos,
as plantas produzem uma mistura complexa de esterdis: B-sitosterol, estig-
masterol e campesterol. Os fitoesterdis participam da manutengao da estru-
tura e fungao das membranas, como beneficio reduzem a absor¢io intestinal
do colesterol e previnem a formagao da placa de ateroma e da doenga coro-
nariana isquémica (Raven, Evert & Eichhorn, 2014); e o campesterol é um
precursor dos brassinosteroides, hormoénios reguladores do crescimento e
desenvolvimento da planta.

Entre as organelas circundadas por duas membranas, os plastidios sdo as
mais caracteristicas e participam da fotossintese e armazenamento de molé-
culas de reserva. As mitocondrias possuem duas membranas e sdo os sitios
de respiragdo celular (Nelson & Cox, 2018). Os cloroplastos sio os plasti-
dios mais estudados, estao em todas as células e sao os sitios da fotossintese.
Os cromoplastos e leucoplastos nao sao observados em todas as células vege-
tais e relacionam-se ao armazenamento de metabdlitos. Os cloroplastos sao
cromoplastos verdes, repletos de clorofila e carotenoides, sio numerosos e tém
estrutura muito complexa. Eles captam a energia luminosa e a utilizam para a
formagio das ligagoes covalentes C-C, a partir do diéxido de carbono (CO,)
da atmosfera, para a sintese de D-glicose (C.H,,0,) e amido e consequente
liberagio do O,. Dessa rede de reacoes, a fotossintese, participam sistemas
enzimdticos, coenzimas organizadas nos tilacoides, estruturas derivadas da
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membrana interna dos cloroplastos que se empilham formando os grana.
Os cloroplastos tém nucleoides ricos em DNA linear envolvidos na sintese
de aminodcidos e AG e no armazenamento tempordrio do amido. Eles sio
localizados préximo & parede celular para a captagao da luz e as mitocon-
drias, por razoes energéticas. Existe uma teoria que supde que mitocondrias e
cloroplastos se originaram da simbiose de uma cianobactéria com uma célula
ancestral. Ambas possuem DNA circular sem histonas, semelhantemente as
bactérias. Algumas proteinas sao sintetizadas nessas organelas, mas a maioria ¢
codificada pelo DNA nuclear (Raven, Evert & Eichhorn, 2014).

Os cromoplastos sio plastidios com cores que participam da sintese e
armazenamento de pigmentos do metabolismo secundirio. Eles sao: os eritro-
plastos, que armazenam pigmentos vermelhos como os licopenos do tomate;
os cianoplastos, que contém as cianofilinas, pigmento azul encontrado em
pétalas de flores; os xantoplastos, que tém cor laranjada e altos teores de
carotenos e xantofilas observados em vegetais amarelos e alaranjados; e os
feoplastos, que sintetizam e armazenam a feofeina, pigmento marrom de algas
pardas. Os leucoplastos, sem coloragio, localizam-se em células de armazena-
mento de caules, raizes e frutos. Amiloplastos, oleoplastos e proteinoplastos
acumulam moléculas do metabolismo primdrio: respectivamente, amido, AG
e proteinas (Buchanan ez 4/., 2000).

As organelas circundadas por membrana tnica sao: vactolos, tonoplastos,
peroxissomos e glioxissomas com estruturas e funcoes tipicas. Contudo, os
peroxissomos (ou microcorpos) e vactiolos podem ser observados em células
de outros organismos. Eles sdo esféricos, com contetido granuloso e estdo asso-
ciados com segmentos do RE. Nao possuem DNA ou ribossomas e, assim como
plastidios e mitocondrias, movimentam-se na célula. Possuem enzimas oxida-
tivas como a catalase e a urato oxidase para remover o O, formar e remover
peréxidos e participam da B-oxida¢io de AG. Os peroxissomos das folhas
estabelecem contato com os cloroplastos, pois participam da primeira fase
da fotossintese, o ciclo de Calvin, que ¢ a fixagao do CO, atmosférico em
ligacdo orginica com a participagdo de um complexo enzimdtico denomi-
nado RuBisCO, ribulose-1,5-bisfosfato carboxilase oxigenase, a enzima mais
abundante nas plantas e a proteina mais abundante no planeta (Bracher ez 4/., 2017).
Os glioxissomas S30 peroxissomos especializados nas sementes em germinacao,
possuem enzimas do ciclo do glioxilico que participam do metabolismo de tria-
cilgliceréis (TAG) e AG acumulados nos oleoplastos em 4cido glioxilico que
serdo convertidos em glicose e usados pelo embriao (Nelson & Cox, 2018).

Os vacuolos, os plastidios e a parede celular s3o as trés caracteristicas estru-
turais que distinguem as células vegetais. Os vactiolos s3o envolvidos por uma
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membrana Gnica de composigao diferenciada, denominada de tonoplasto
ou membrana vacuolar. Eles se originam do RE, nio sintetizam proteinas e
armazenam 4gua, fons (Ca*, K*, Na*, Cl, HPO,*, por exemplo), agticares,
dcidos organicos e aminodcidos, além de regular o teor de dgua, a composigao
i6nica e o pH celular. A célula vegetal imatura possui inimeros vacuolos, que
aumentam de tamanho e se fundem a medida que o volume celular aumenta.
Na célula madura o vactiolo ocupa até 90% do volume (Tan ez al., 2019).
O tonoplasto é rico em bombas e canais i6nicos que transportam agucares,
peptideos, alcaloides e fons para seu interior, e sua composigao proteica e lipi-
dica muda de acordo com as condigoes fisiolégicas e ambientais. Eles nao
sintetizam moléculas, mas armazenam metabdlitos de reserva nas sementes;
removem e retém metabdlitos secunddrios, como taninos, nicotina e xenobi-
6ticos; detoxificam herbicidas; estocam compostos antimicrobianos; reduzem
danos oxidativos; e tém papel de defesa. Acumulam pigmentos polares de
cores azul, roxa, violeta e vermelho escuro que conferem cores caracteristicas
a0 nabo, repolho, uvas, cerejas, ameixas, flores e folhas. Eles possuem enzimas
digestivas, sendo compardveis aos lisossomas animais e participam da auto-
fagia durante a escassez de nutrientes. Comparativamente ao pH citossélico
(pH ~ 7,2), seu ambiente interno ¢ 4cido (pH 5,0). Eles sdo organelas estraté-
gicas para a sobrevivéncia da célula pela hidratagao, participam das trocas de
material e informacoes entre meio ambiente, plantas e organismos (Kapilan,
Vaziri & Zwiazek, 2018).

Os sistemas de endomembranas vegetais incluem RE, complexo de Golgi
e suas vesiculas e sao semelhantes aos de todos os eucariotos, pois sao conser-
vados na morfologia e funcio e tém grande capacidade de sintese e secre¢ao
de substancias. O RE é um complexo tridimensional de tibulos e vesiculas
achatadas que se estende por todo o citoplasma e funciona como um sistema
de comunicagao, distribuindo proteinas e lipideos para toda a célula. O RE
da célula vegetal forma um conjunto de filamentos, os plasmodesmos, que
atravessam a parede celular e conectam uma célula vizinha, comunicando-se
entre elas. O RE rugoso ¢ o principal sitio celular de sintese de proteinas e
muitas delas sao direcionadas para o RE liso e o complexo de Golgi onde
sofrem modificagdes pds-traducionais, como fosforilagio, acetilagao, alqui-
lagao, sulfatacio, isoprenilacio, glicosilagao, carboxilagio, formacio de
pontes dissulfeto, entre outras, que conferirdo fung¢oes especificas e deter-
minardo suas fungdes. O RE liso é o principal local da sintese de lipideos,
armazenamento e regulagio do célcio intracelular e possui um sistema de
metabolismo de xenobiéticos que envolvem as reagoes de oxidagao/redugio
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e conjugacdo/hidrélise. O complexo de Golgi é um conjunto de membranas
que se apresenta como cisternas, discos ou sacos achatados empilhados e
posicionados na rota de saida do RE, fazendo parte da secrecio de proteinas,
carboidratos e lipideos. O complexo de Golgi é o local em que ocorre a
sintese de polissacarideos nao celuldsicos e de proteoglicanos e a glicosilagio
de proteinas, pela agao das glicosiltransferases dependentes de uridina e difos-
fato (Buchanan ez al., 2000).

Finalmente, a parede celular é uma das estruturas mais peculiares das
células vegetais e é formada por microfibrilas de celulose, que sio polimeros
lineares de glicose com ligacoes glicosidicas B1—4, arranjadas de modo
complexo. Tais microfibrilas estao imersas em uma matriz com hemicelu-
loses, pectinas e proteinas (extensinas e enzimas como peroxidases, fosfatases,
celulases e pectinases), ceras, cutina, suberina e lignina. As hemiceluloses sao
polissacarideos ramificados, em ligagoes f1—3, de baixa massa molecular,
que ligam celulose e lignina e promovem a flexibilidade das plantas. Elas sao
formadas também por xilose, glicose e dcidos urdnicos. A lignina, substancia
fendlica mais abundante nas plantas depois da celulose, confere rigidez,
forca e resisténcia as paredes celulares, permitindo suportar o préprio peso e
transportar dgua e minerais desde a raiz. Também ¢é produzida em resposta
a infec¢io ou lesio tecidual e tem propriedade antioxidante (Liu, Luo &
Zheng, 2018). A parede ¢ fonte de substincias ativas e é importante defesa
contra bactérias e fungos pela produgao das fitoalexinas. A sintese de fitoale-
xinas ¢ estimulada por micro-organismos com parede celular, estresses abié-
ticos, como radia¢do ultravioleta (UV), choque térmico, ruptura de tecidos,
entre outros. As fitoalexinas sao antimicrobianas e pertencem a diversas
classes quimicas como flavonoides, terpenos, alcaloides e poliacetilenos.
A expressao das fitoalexinas varia de acordo com a familia botanica: de
Brassicaceae foram isoladas 44 fitoalexinas, em sua maioria alcaloides deri-
vados L-triptofano como camalexina, rutalexina e brassilexina. As legumi-
nosas produzem fitoalexinas derivadas de isoflavonas e pterocarpanos como
medicarpina e araquidinas. As fitoalexinas das uvas (Vitaceae) sio os estil-
benos resveratrol e e-viniferina, as de Brassica sdo antioxidantes, anticarci-
nogénicas e protetoras cardiovasculares. A 3-des6xi-antocianidina do sorgo
(Sorghum bicolor) reduz a incidéncia de cinceres gastrointestinais, e o resve-
ratrol de Vitis vinifera tem efeitos anticarcinogénico e anti-inflamatério e
inibe a oxida¢do da lipoproteina de baixa densidade, prevenindo doengas
cardiovasculares (Oh, Jang & Kim, 2018).
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Consideracdes sobre Metabolismo

O metabolismo ¢ uma rede de reagbes quimicas finamente acopladas
e reguladas para produgio/extra¢io de energia e poder redutor de molé-
culas pequenas, como glicose, AGs e aminodcidos, bem como a sintese de
macromoléculas para o armazenamento de energia e para a constru¢io das
estruturas celulares, como amido, celulose, proteinas, TAG. As enzimas
sdo catalisadores especificos que direcionam essas reagdes que sio denomi-
nadas de rotas ou vias metabdlicas. A adenosina trifosfato (ATP) é a “moeda
universal” de energia livre (G), pois fornece a energia necessiria para a reali-
zagao dos processos metabélicos. A ATP ¢ sintetizada a partir de adenosina
difosfato (ADP) + fosfato inorginico (P), e a energia para a sua sintese é
proveniente da hidrélise das ligagoes C-C de moléculas pequenas. Todos os
organismos precisam de entrada continua de energia — da hidrélise do ATP
— para a manuten¢do da vida, que envolve, basicamente: trabalho meci-
nico na movimentagdo; transporte ativo de moléculas e fons; e sintese de
macromoléculas ou moléculas biologicamente ativas a partir de precursores
simples. O metabolismo ¢ constituido de reagoes que necessitam e geram
energia. O tipo de metabolismo varia de acordo com as condi¢oes de dispo-
nibilidade de nutrientes e energia: se o organismo tem grande disponibi-
lidade de nutrientes e energia, ele passard a armazenar tais nutrientes sob
a forma de macromoléculas, como amido (planta), glicogénio (animais),
proteinas e TAG, e esse estado metabdlico ¢ denominado de anabolismo.
Em situagdes de baixa disponibilidade, as reservas energéticas sio mobili-
zadas, esse estado é chamado de catabolismo. O metabolismo de animais é
mais bem conhecido do que o vegetal, contudo, nos eucariotos, muitas vias
sdo conservadas. As plantas, ao contririo dos animais, que sao seres quimio-
tréficos e obtém energia através da quebra das ligagdes C-C, sao individuos
fototréficos, que captam a energia luminosa e a transferem para as ligagoes
C-C, sintetizando agicares por meio da fotossintese, liberando O, para a
atmosfera, que possibilitou o desenvolvimento da vida em nosso planeta
como a conhecemos. Neste capitulo, serdo abordados alguns aspectos da
fotossintese. Os produtos ativos das plantas medicinais derivam dos seus
produtos finais, como a glicose, o gliceraldeido-3P (G3P) ou nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzido (NADPH), e de vias metabdlicas
especificas (Nelson & Cox, 2018).

As plantas tém grande capacidade de sintese de moléculas orginicas e, por
isso, seu metabolismo ¢ didaticamente dividido em metabolismo primdrio e
metabolismo secunddrio.
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Metabolismo primario

7

O metabolismo primdrio é um conjunto de reagdes universais, que
acontecem em todos os seres vivos, logo ¢ conservado. Ele garante os processos
essenciais @ vida da planta, como fotossintese, respiragao oxidativa, movi-
mentos celulares, e se caracteriza pela grande produgao de carboidratos, lipi-

deos e proteinas.

Fotossintese

A fotossintese ocorre nos cloroplastos em dois estdgios: o primeiro ¢ a
fase clara ou reacoes luminosas, e o segundo ¢ a fase escura ou de fixagio de
carbono ou ciclo de Calvin. As clorofilas, os carotenoides e as ficobilinas sao os
principais pigmentos fotossintetizantes e organizados em fotossistemas nos
tilacoides. Existem dois fotossistemas: I e II. A energia luminosa absorvida
pelos pigmentos ¢ transferida até a clorofila a no centro de reagio e, com isso,
um de seus elétrons eleva-se para um nivel maior de energia, que ¢ transfe-
rido para uma molécula receptora de elétrons, o P, no fotossistema II e o
P, no fotossistema I para iniciar o fluxo eletronico. A transferéncia destes
elétrons culminard com a sintese de ATP a partir de ADP + P e a formagio
de NADPH a partir de (NADP*) + H, representando o modelo atual de
como os dois sistemas trabalham juntos, de modo simultidneo e continuo
(Figura 2) (Raven, Evert & Eichhorn, 2014).

Os fotossistemas estdo separados no cloroplasto: o fotossistema II estd nos
tilacoides dos grana (granulos), e o I, nos tilacoides do estroma. Os compo-
nentes de transporte de elétrons sdo semelhantes aos da cadeia de transporte
mitocondrial de elétrons. Eles estao organizados na membrana de modo
semelhante, e a transferéncia de elétrons acoplada ao bombardeamento de
H* do espaco intermembranar gera um gradiente eletroquimico de H* que
impulsiona a sintese de ATP. Esse processo é andlogo a sintese de ATP na
mitocdndria, na fotossintese ele ¢ chamado de fotofosforilagao. Logo, ocorre
a sintese de ATP e redu¢io de NADP* para formar NADPH na fase clara da
fotossintese (Raven, Evert & Eichhorn, 2014).

Na segunda série de reagoes da fotossintese ou ciclo de Calvin, o ATP e
NADPH gerados na fase clara sio usados para fixar e reduzir o carbono do
CO, que chega pelos estomatos de folhas e caules verdes. Esse ciclo ocorre

em trés etapas:



A Célula Vegetal e seu Metabolismo | 201

1) fixagio — inicia-se quando trés moléculas de CO, sdo ligadas a trés molé-
culas de ribulose 1,5-bisfosfato (RuBP), reagao catalisada pela RuBisCO.
Logo depois a RuBisCO catalisa a hidrélise dos trés compostos de seis
carbonos para formar seis moléculas de 3-fosfoglicerato (Bracher ez

al., 2017);

2) redugio — as seis moléculas de 3-fosfoglicerato sio fosforiladas até
chegar a 1,3 bisfosfoglicerato pela 3-fosfoglicerato cinase com gasto de ATP
e formagao de ADP. Logo, ele ¢ reduzido pela gliceraldeido 3P desidroge-
nase em seis moléculas de gliceraldeido-3P (G3P), que usa o NADPH e
libera Pi. Tanto o 1,3 bisfosfoglicerato quanto o G3P sao intermedidrios
da glicdlise;

3) regeneragdo do recepror — seis das cinco moléculas de G3P siao combi-
nadas para formar trés moléculas de RuBP para iniciar o ciclo e fixar mais
trés moléculas de CO,. G3P ¢ o produto liquido e do ciclo de Calvin, que
serd transportado para o citosol e é o ponto de partida para a sintese de
todos os acticares (Nelson & Cox, 2018). Embora a glicose seja represen-
tada como o carboidrato produzido pela fotossintese, pouca glicose livre
¢ gerada e a maior parte do CO, fixado é convertido em sacarose ou em
amido. Grande parte do G3P produzido pelo ciclo de Calvin é expor-
tada ao citosol; contudo, 0 G3P que permanece nos cloroplastos ¢é trans-
formado em glicose e posteriormente em amido, que é temporariamente
estocado como granulos no estroma durante os periodos de luz. Durante
a noite, a sacarose ¢ produzida a partir desse amido estocado e exportada
da folha para outras partes da planta (Buchanan ez a/., 2000).

Metabolismo de carboidratos

Os carboidratos, especialmente a glicose, sao os principais substratos para
a produ¢io de energia sob forma de ATP e de intermedidrios energéticos,
bem como para a sintese de moléculas orginicas como oligo e polissacarideos,
aminodcidos, corpos cetdnicos, entre outras moléculas biologicamente ativas.

Sintese do amido e sacarose

Consideraremos o metabolismo de carboidratos a partir do G3P, o produto
do ciclo de Calvin. A maior parte do CO, fixado é convertido em sacarose,
principal forma de transporte de agticares, via floema, ou em amido, a prin-
cipal forma de armazenamento de glicose na planta. O G3P que permanece
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no estroma do cloroplasto é convertido em hexoses e amido, temporariamente
armazenados no periodo de luz sob forma de grios de amido. Nos amilo-
plastos das sementes, raizes e tubérculos, o amido ¢ estocado por longos peri-
odos. Ele é um polimero de glicose encontrado sob duas formas: a amilose,
formada apenas ligacoes 0.(1—4) e conformacio espiralada, e a amilopectina, a
forma ramificada com ligagoes a(1—06), além das ligagdes 0(1—4). Contudo,
grande parte do G3P vai para o citosol; e 0 G3P é convertido em hexoses e,
posteriormente, em sacarose, dissacarideo formado por glicose e frutose em
ligagoes a(1—2) através de uma série de reagoes resumidas na Figura 4 (Pfister
& Zeeman, 2016).

As sinteses de amido e sacarose compartilham muitos intermedidrios;
contudo, essas rotas ocorrem em organelas separadas e possuem isoenzimas
que sdo Unicas para o cloroplasto e o citosol e, nas etapas de condensagio
de acticar para formar as ligacoes glicosidicas, utilizam a uridina difosfato
(UDP) como carreador da glicose (Figura 2). A UDP-glicose é formada pela
condensagao da uridina trifosfato (UTP) e glicose-1P, catalisada pela enzima
UDP-glicose pirofosforilase, liberando um pirofosfato (PP7). Os nucleotideos
UTP ou ATP se condensam para formar nucleotideos difosfatados ligados a
glicose ou a outros agticares e funcionam como carreadores das unidades glici-
dicas em todas as reagoes de sinteses de oligo e polissacarideos nos organismos
superiores (Pfister & Zeeman, 2016). As concentragdes relativas de Pi e G3P
sdo os principais fatores que controlam se o carbono fixado pela fotossintese é
alocado como amido nos cloroplastos ou como sacarose no citosol. Esses dois
compartimentos se comunicam pelo translocador de fosfato/triose-fosfato que
transloca o P em dire¢do ao cloroplasto e G3P para o citosol. Quando ocorre
diminui¢ao da concentracio de Pi no citosol, a exportagio de G3P para o
citoplasma diminui e, consequentemente, a sintese de amido no cloroplasto
aumenta (Figura 3) (Kumar, Mukherjee & Ayele, 2018).

Estas rotas acontecem em tempos distintos: o amido ¢é sintetizado
durante o dia pela fotossintese, e a sacarose é formada quando a lumino-
sidade diminui, mobilizando o amido no cloroplasto. A amido fosforilase
catalisa a hidrélise das ligagoes a(1—4) do amido, promovendo a reagio
de Pi e a liberagio de glicose-1P. A medida que a glicose-1P é produzida,
reage com o UTD, formando UDP-glicose + PPi pela UDPG pirofosfatase.
Em seguida, a sacarose sintetase catalisa as reagoes que produzem sacarose-6P
+ UDP a partir da UDPG + frutose 6P. Pela agdo de uma fosfatase, a saca-
rose-6P ¢ desfosforilada produzindo sacarose + Pi. A sacarose é transpor-
tada pelo floema e distribuida para todas as células da planta e, assim que
entra nas células, é hidrolisada irreversivelmente pela invertase, em glicose
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e frutose. A glicose e a frutose sao fosforiladas no carbono 6 pela hexoquinase,
originando glicose 6P e frutose 6P, que entram na via glicolitica, no cito-
plasma (Berg, Tymoczko & Stryer, 2014).

Figura 2 — Resumo da biossintese do amido e sacarose a partir do G3P nas células
fotossintéticas
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Glicdlise

A glicdlise, que tem papel central no metabolismo dos seres vivos, ¢ a
primeira etapa da oxida¢do de hexoses e ocorre no citoplasma para produgio
de energia. Seus produtos finais sio piruvato, em aerobiose, e lactato, em
anaerobiose (Figura 4) (Nelson & Cox, 2018).

A primeira reacdo da glicdlise envolve a fosforilagao da glicose e de outras
hexoses pela hexoquinase, reagao irreversivel, com gasto de uma molécula de
ATP por hexose. Essa reagio mantém as hexoses dentro da célula e conservam
a energia sob forma de ligacio fosfato, gerando glicose-6P. Esta ¢ isomerizada
a frutose-6P pela fosfoglicoisomerase, que é novamente fosforilada para formar
frutose-1,6-bisfosfato pela fosfofrutoquinase. Essa fase, a primeira da via glicoli-
tica, ¢ a preparatéria, que leva a glicose até frutose-1,6-bisfosfato, com gasto de
duas moléculas de ATP. Nela todos os intermedidrios apresentam seis carbonos.

A segunda ¢ a fase de pagamento, quando o ATP ¢ sintetizado a partir
de ADP e de intermedidrios fosforilados. Inicia-se quando a aldolase cliva
a frutose-1,6-bisfosfato em duas moléculas com trés carbonos, o G3P, e
di-hidroxiacetona, que é isomerizada em G3P (Berg, Tymoczko & Stryer,
2014). As reagoes sao duplicadas porque sao gerados dois G3P a partir da
glicose. Os intermedidrios sofrem modificacoes para aumentar sua energia
livre e propiciar a sintese de quatro moléculas de ATP. Além disso, sao
formadas duas moléculas de NADH a partir de duas moléculas de NAD*
e duas moléculas de piruvato. Os intermedidrios compreendem desde o
G3P até o piruvato. Os (¢) do NADH sao entdo transportados pela cadeia
respiratéria para produgio de ATP (Berg, Tymoczko & Stryer, 2014).

Em condigbes aerdbicas o piruvato é transportado para dentro das
mitocdndrias e sofre descarboxila¢io oxidativa pelo complexo multienzimd-
tico piruvato desidrogenase, formado pelas enzimas piruvato desidrogenase,
di-hidrolipoil transacetilase e di-hidrolipoil transacetilase, que necessitam de
cinco coenzimas: tiamina pirofosfato, derivada da vitamina B1; dcido lipoico;
flavina adenina dinucleotideo (FAD), derivada da riboflavina (vitamina B2);
coenzima A (CoA), derivada do 4cido pantoténico (vitamina B5); e NAD",
derivada da niacina (vitamina B3), como na seguinte reagdo: Piruvato + CoA
+ NAD* — Acetil-CoA + CO, + NADH + H". Essa conversao em acetil-
coenzima A (acetil-CoA) é o elo entre a glicdlise e a respiracio celular, pois
a acetil-CoA carreia duas unidades de C provenientes da glicose e é fonte de
energia para o ciclo de Krebs (Nelson & Cox, 2018).
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Figura 3 — Reag¢0es da via glicolitica simplificada
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Via das pentoses

A glicblise nao ¢ a unica rota de oxidagdo da glicose. A via das
pentoses-fosfato ou desvio da hexose-monofosfato é uma rota alternativa de
oxidagdo de 5% a 20% da glicose em plantas (Figura 6). Ocorre no citosol
e plastidios, nao gera ATP, mas produz substincias fundamentais: NADPH,
para as sinteses redutivas de AG e esteroides, é um substrato para as reagoes de
remoc¢io de radicais livres do O, como na redugio da glutationa; ribose, para
biossintese de nucleotideos e dcidos nucléicos; eritrose-4P, que se combina
com o fosfoenolpiruvato (PEP) que produz compostos fendlicos, como
aminodcidos aromdticos e precursores de antocianinas, ligninas, flavonoides,
fitoalexinas e auxinas; intermedidrios do ciclo de Krebs (Berg, Tymoczko &
Stryer, 2014).

A sequéncia de reagdes na via das pentoses-fosfato é dividida em: 1) fase
oxidativa, irreversivel, em que a glicose-6P sofre desidrogenacio e descar-
boxila¢do formando uma pentose, a ribulose-5P; e 2) fase nao oxidativa,
reversivel, em que a ribulose-5P é convertida a glicose-6P por reagoes envol-
vendo a transcetolase e a transaldolase. E um processo multiciclico no qual trés
moléculas de glicose-6P produzem trés moléculas de CO, e trés pentoses, que
se rearranjam para gerar duas moléculas de glicose-6P e uma molécula de G3P.
Duas moléculas de G3P regeneram a glicose-6P, numa via que pode conduzir
a completa oxidagao da glicose:

3 glicose-6P + 6 NADP* - 3 CO, + 2 glicose-6P + G3P + 6 NADPH + 6 H*

Em tecidos vegetais jovens e meristemdticos, a atividade glicolitica é
mais intensa, e, 3 medida que o tecido amadurece, a via das pentoses se
intensifica proporcionando a deposigao de ligninas e metabélitos secundd-
rios usando o NADPH como redutor. Essa via supre o processo fotossinté-
tico com o NADPH necessério para a assimilagao do CO,. O NADP* pode
ser reduzido pela cadeia respiratéria e, também, pela via das pentoses-fosfato
(Taiz et al., 2004).

Degradagdo do amido e outros polissacarideos de reserva

Os animais armazenam glicose na forma de glicogénio no figado e
musculos e as plantas armazenam diversos polissacarideos, principalmente
amido. Em situagbes de mobilizagao de reservas, como na germinagao de
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sementes, as ligacdes a(1—4) do amido sao hidrolisadas pelas a e f amilases,
produzindo uma mistura de maltose, maltotriose, dextrina-limite e glicose.
A enzima desramificante hidrolisa as ligacées o(1—6) da dextrina-limite
originando glicose e maltose, esta, por sua vez, é clivada em duas moléculas
de glicose pela maltase que hidrolisa a ligacao a(1—4). A glicose originada
da mobilizagao do amido ¢ fosforilada a glicose-6P e entra na via glicolitica
(Macneill et al., 2017).

Os polissacarideos de parede sao mobilizados nas sementes e tém como
funcio prover o embriao de energia durante seu desenvolvimento. Os prin-
cipais si0 os mananos, xiloglucanos e galactomananos. Os mananos sio poli-
meros de manose com ligagdes a(1—6), a(1—3) e B(1—3) e sdo hidrolisados
por endo-f-mananase e f-manosidase, liberando manose para ser convertida
em frutose-GP para, entdo, ser metabolizada na glicélise para producio de
ATP (Figura 6). Nas plantas, a degradacio de mananos ¢ induzida por gibe-
relinas, fitormonios que estimulam a germinacio, crescimento e desenvolvi-
mento de folhas e flores. Os xiloglucanos sio os principais componentes da
hemicelulose e o segundo polissacarideo mais abundante depois da celulose.
Além de sua fungao estrutural, ¢ fonte de energia. Sao constituidos por xilose,
arabinose, glicose, manose, galactose, dcido glicurénico e galacturdnico em
ligagoes a(1—4) e B(1—4). Sao mobilizados pelas hidrolases B-galactosidase,
endo-B(/—4)-glucanase, o-xilosidase e B-glucosidase, apds a germinacio das
sementes, produzindo hexoses que sdo direcionadas para a via glicolitica para
produgdo de energia. As galactomananas, polimeros de glicose e galactose,
sao depositadas nas paredes celulares das sementes gerando seu espessamento e
sua mobilizagao ¢ catalisada por a-galactosidase, endo-ff-mananase e manosidase,
originando manose e galactose a0 mesmo tempo que hd producio de sacarose.
Os galactanos tém cadeia linear alternada de B-D-galactose e a-D-galactose com
ligagoes B(1—3) e B(1—06), apresentando arabinose, glicose, dcidos urdnicos e
ramnose, e, apés a germinagao, a maior parte da galactose e da arabinose é remo-
vida da parede pelas enzimas a-arabinosidases e 3-galactosidases. Os monossa-
carideos resultantes da hidrélise sdo direcionados também para a via glicolitica
(Berg, Tymoczko & Stryer, 2014; Macneill ez al., 2017). O metabolismo de
carboidratos em plantas ¢ muitissimo complexo, pois sintetizam uma grande
diversidade de agticares com fungées que vao além das estruturais e energéticas.

Metabolismo energético intermedidrio: ciclo de Krebs e respiracéo oxidativa

Os substratos para a produgao de energia como carboidratos, lipideos e
aminodcidos sao metabolizados para formar a acetil-CoA ou componentes do
ciclo de Krebs. A acetil-CoA, para entrar nesse ciclo, condensa-se com um
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4cido dicarboxilico de quatro carbonos, o oxaloacético, formando um dcido
tricarboxilico de seis carbonos — o 4cido citrico — liberando CoA. Essa reacio,

’

uma condensagio aldélica seguida por hidrdlise, é catalisada pela enzima
citrato sintase (Figura 4).

Figura 4 — Ciclo de Krebs
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Este ciclo prové intermediarios para sintese de glicose ou outras hexoses, aminodcidos, AG,
terpenos, esteroides, porfirinas, purinas e pirimidinas.

*0 a-cetoglutarato origina glutamato, outros aminodcidos e purinas.
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Em termos energéticos, 0 evento mais importante desse ciclo é a remocio
dos equivalentes de redugio sob forma de nucleotideos que foram reduzidos pelas
desidrogenases especificas: isocitrato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase,
succinato desidrogenase e malato desidrogenase. Para cada molécula de acetil-CoA
que entra no ciclo, sao removidas trés moléculas de NADH e uma de FADH..
Outros eventos importantes sio a descarboxilagio oxidativa e a formagao de
guanosina trifosfato (GTP). Além da reconhecida fungio na produgio de energia,
esse ciclo tem importante papel biossintético quando as demandas energéticas da
planta estao supridas. Muitos de seus intermedidrios sao direcionados para sintese
de glicose e outros carboidratos, AG, esterdis, terpenos, aminodcidos, bases nitro-
genadas puricas e pirimidinicas, porfirinas e clorofilas (Nelson & Cox, 2018).

Os equivalentes de reducio siao removidos, sob a forma de NADH e
FADH,, durante as reacdes do ciclo de Krebs, da via glicolitica, da conversao do
piruvato a acetil-CoA, bem como de outras reagoes de oxirredugao. Os elétrons
do NADH e FADH, sao transportados pela cadeia respiratéria na membrana
mitocondrial interna (MMI) para produgao de ATP. O ciclo de Krebs (Figura
4) ocorre em associagio com a cadeia respiratdria e a fosforilagio oxidativa
(Figura 5). Nas cristas da MMI, os transportadores de elétrons da cadeia respi-
ratéria estdo organizados em: complexo I NADH desidrogenase, complexo II
succinato desidrogenase, complexo III citocromo bcl, complexo IV citocromo
oxidase e complexo V ATP sintase (Figura 7). Eles estao posicionados em ordem
decrescente de potencial redox; o primeiro transportador, o NADH, tem maior
potencial redox, e o dltimo, o O,, tem o menor potencial e é o aceptor final de
elétrons. Todos os transportadores tém grande capacidade de se oxidar e reduzir
e, ao receberem elétrons, tém sua energia livre aumentada e, quando transferem
tais elétrons para o préximo transportador, liberam a energia que ¢ captada para
a sintese de ATP a partir de ADP + Pi pela ATP sintase do corpuisculo elementar,
que ¢ formado por um canal proteico de prétons, a particula Fo, e pela particula
F1, que se projeta para a matriz mitocondrial e estd ligada a particula Fo (Berg,
Tymoczko & Stryer, 2014).

Os elétrons sao transportados até reduzirem o O, que se combina com H*
originando H,O a partir de %2 O, e 2H". Se a redugio do O, nao for completa,
podem se formar os radicais livres ou espécies ativas do oxigénio que sio anion
superéxido, fon hidroxila e peréxido de hidrogénio com alto poder oxidante,
sobretudo nas membranas, causando danos celulares. Durante o transporte mito-
condrial de elétrons, os H* dos equivalentes de reducio (2H) sao bombeados para
o espago intermembrana, formando um gradiente de pH entre o espago, que fica
muito dcido e com carga positiva pelo acimulo de H*, e a matriz. A medida que
os elétrons sao transportados, libera energia em trés locais da cadeia com energia
suficiente para sintese de ATP. Esses locais da cadeia respiratéria sio: NADH —
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coenzima Qlo; citocromo bc — citocromo A; citocromo A — 02 (Nelson & Cox,
2018). A energia liberada pelo transporte mitocondrial de elétrons ¢ captada pela
ATP sintase do complexo V para formar ATP a partir de ADP + Pi. Para cada equi-
valente de redugio do NADH transportado sao formadas trés moléculas de ATDs,
enquanto para cada molécula de FADH,, duas moléculas de ATPs sao formadas.
Célculos estequiométricos atuais indicam que, para cada molécula de glicose, sao

sintetizadas 32 ou 30 moléculas de ATP (Berg, Tymoczko & Stryer, 2014).

Figura 5 — Esquema simplificado da cadeia respiratéria
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Metabolismo de lipideos

O principal armazenamento de energia nos animais ¢ o TAG no tecido
adiposo. Nas plantas eles sao estocados em sementes e em alguns frutos. O TAG
¢ formado por trés moléculas de AG unidas covalentemente por ligacoes ésteres
aos trés grupos hidroxilas (OH) do glicerol. Em plantas os AG sio normalmente
4cidos monocarboxilicos com cadeia hidrocarbdnica nio ramificada com 16 ou
18 dtomos de carbono. Os principais AG saturados sao: liurico (12:0); miristico
(14:0); palmitico (16:0); e estedrico (18:0). Os insaturados podem apresentar
uma ou mais ligacdes duplas e sio: oleico (18:1), linoleico (18:2) e linolénico
(18:3) (Solomons, Fryhle & Snyder, 2018; Taiz et al., 2004).

As plantas nio transportam lipideos das sementes para outros tecidos, por
isso eles sao convertidos na forma mais mével, geralmente a sacarose. Esse
processo é complexo, envolve vdrias etapas e ocorre nos oleossomos, glioxis-
somos, mitocdndrias e citosol. Ela se inicia com a hidrélise do TAG pelas
lipases liberando AGs, que sao oxidados em acetil-CoA. Os AGs sao oxidados
nos glioxissomos e metabolizados para produzir succinato, que é transportado
para as mitocondrias e 14 é convertido a oxaloacetato, que ¢ transformado em
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malato. O processo termina no citosol, com a conversio do malato a glicose
via gliconeogénese, formando sacarose (Figura 6) (Graham, 2008). Os TAGs
sao hidrolisados pelas lipases tanto em plantas como em animais. Contudo,
nos animais, as /ipases hidrolisam as ligacoes ésteres 1 e 3 liberando dois AG e
o 2-monoacilglicerol. Nas plantas as lipases hidrolisam todas as ligagoes ésteres
do TAG e libera trés AGs e glicerol (3:1) (Kellu & Feussner, 2016).

Apés a hidrdlise do TAG, os AGs entram no glioxissomo por difusao
simples através da membrana e sio ativados pela conversio em acil-CoA,
pela acil-CoA sintase, substrato inicial para B-oxida¢ao; no glioxissomo sofrem
ataque oxidativo no C-3 ou no carbono B ¢ sdo sequencialmente quebrados em
acetil-CoA. As enzimas da B-oxidacio — acil-CoA oxidase, enoil-CoA hidratase,
B-hidroxiacil-CoA desidrogenase e acil-CoA transferase (tiolase) — estao localizadas
exclusivamente nos glioxissomos dos tecidos de reserva e catalisam as reagoes de
oxidagdo, hidratagio, desidrogenacio e tidlise, respectivamente. Essa sequéncia
de reagoes envolve redugio de V2 O, a H,O ou H,0,, formagao de NADH e um
FADH, para a cada acetil-CoA produzido (Nelson & Cox, 2018).

Figura 6 — Degradacdo de TAG e destino metabdlico dos AGs
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A acetil-CoA originada na -oxida¢io é metabolizada nos glioxissomos
e citosol pelas reagoes do ciclo do glioxilato, encontrado apenas em plantas.
Duas moléculas de acetil-CoA (2C) sdo convertidos numa molécula de
4C, o succinato. A cada volta a acetil-CoA reage com o 4dcido oxalacético
originando citrato que, por sua vez, ¢ isomerizado para formar isocitrato.
O citrato sai do glioxissomo para o citosol, retornando como isocitrato
que, entao, ¢ clivado pela isocitrato liase tornando-se succinato e glioxilato.
O succinato sai do glioxissomo para a mitocondria e o glioxilato reage
com acetil-CoA pela malato sintase, formando malato, que ¢ oxidado pela
malato desidrogenase, formando oxaloacetato. As enzimas isocitrato liase e
malato liase sao exclusivas do ciclo do glioxilato e localizam-se no glioxis-
somo. Qutras trés enzimas, citrato sintase, aconitase ¢ malato desidrogenase,
também participam do ciclo de Krebs. O succinato que sai da mitocondria
¢ convertido em fumarato pela succinato desidrogenase; a fumarase hidrolisa o
fumarato em malato. Este sai da mitocdndria pela langadeira de malato e, no
citosol, é convertido a oxaloacetato e posteriormente a PEP, que é metaboli-
zado pelas enzimas da gliconeogénese para a produgio de glicose. A sacarose
¢ o produto final desse processo e ¢ transportada das sementes aos tecidos da
planta. Os produtos finais da via do 4cido glioxilico sdo usados para a bios-
sintese da parede celular ou convertidos em sacarose para produgio de ATP
(Raven, Evert & Eichhorn, 2014; Nelson & Cox, 2018).

As plantas convertem AGs em glicose para producio de energia, os animais
utilizam os AGs para sintese de ATP originando acetil-CoA que ird para o
ciclo de Krebs. Os animais nao convertem AGs em glicose, diferentemente das
plantas. Nas plantas os polissacarideos sao as principais moléculas de reserva

energética e sio encontrados principalmente na parede celular e nas sementes
(Graham, 2008; Kelly & Feussner, 2016).

Metabolismo de aminodcidos e proteinas

Os aminodcidos sao formados por radicais amina e dcido carboxilico e
tém grande diversidade de fungdes cruciais, como: mediadores quimicos,
neurotransmissores, pigmentos, hormonios e precursores de uma enormidade
de compostos orginicos. Contudo, sua principal fun¢io é compor peptideos
e proteinas e, para tal, devem ser L-a-aminodcidos. Sua estrutura geral estd
mostrada na Figura 7. As proteinas sio macromoléculas lineares formadas por
aminodcidos unidos entre si por ligagoes peptidicas que sdo cruciais para todos

0S seres Vvivos.
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Sintese de aminodcidos e proteinas

Na natureza, existe uma grande diversidade de aminodcidos, contudo
sdo vinte tipos bdsicos de L-o-aminodcidos que compéem as proteinas,
agrupados em sete grupos de acordo com a semelhanc¢a quimica e estrutural
da cadeia lateral: 1) alifdticos — sao aqueles que possuem uma cadeia lateral
hidrocarbdnica como glicina (Gly), valina (Val), alanina (Ala), leucina (Leu)
e isoleucina (Ile); 2) aromdticos — contém um anel aromdtico, como fenilala-
nina (Phe), tirosina (Tyr) e triptofano (Trp); 3) dcidos e suas amidas — sio
aminodcidos que tém uma carboxila na cadeia lateral, além da carboxila
a, 4dcido glutdmico (Glu) e aspdrtico (Asp), glutamina (Gln) e asparagina
(Asn); 4) basicos — sio aminodcidos com uma amina na cadeia lateral, como
arginina (Arg), lisina (Lys) e histidina (His); 5) contendo enxofre — cisteina
(Cys) e metionina (Met); 6) contendo hidroxila — estes aminodcidos tém
uma hidroxila na cadeia lateral e sio serina (Ser) e treonina (Tre); e 7) com
a prolina (Pro), um iminodcido (Quadro 1). Numa proteina é possivel
encontrar outros aminodcidos além desses, contudo sio variagbes como o
dcido y-carboxi-glutamato, a hidroxiprolina, a hidroxilisina (Nelson & Cox,
2018). As plantas sintetizam todos os L-0-aminodcidos das proteinas, pois
assimilam o CO, atmosférico produzido pela fotossintese, fixam o N atmos-
férico e do solo e assimilam o S do solo nos aminodcidos Cys e Met (Taiz ez
al., 2004; Raven, Evert & Eichhorn, 2014).

A fixagao do nitrogénio em plantas se dd pela simbiose com bactérias
fixadoras de N, retirando-o da atmosfera (N, transformando-o em formas
absorviveis, amo6nio (NH,*) ou amoénia (NH3) e tornando-o disponivel para
sintese de aminodcidos e outros nitrogenados (Figura 9). A relagao simbidtica
mais conhecida ¢ entre leguminosas e bactérias da familia Rhizobiaceae que
formam nédulos nas raizes. Bactérias dos géneros Nitrobacter, Klebsiella,
Azotobacter e Clostridium fixam o N nas plantas de modo nao simbidtico. As
cianobactérias, como o Trichodesmium, fixam o N do ecossistema marinho e
so responsaveis por 50% de todo o N fixado nos oceanos. O NO, (nitrato)
¢ uma forma de N absorvida e armazenada nos vactiolos das folhas. Sua
redugao a NH,*/NH, se dd pela enzima nitrato redutase, que reduz o nitrato
a nitrito, e a nitrito redutase, que reduz o nitrito a NH4*/NH3. Esses sao
transferidos ao glutamato pela glutamina sintase com gasto de uma molé-
cula por N fixado. Essas enzimas estio nos cloroplastos e sua atividade
aumenta na luz. O glutamato doa sua amina para a sintese de aminodcidos,
bases nitrogenadas, agucares e lipideos aminados (Soler-Jofra, Péres & Van

Loodsdrecht, 2021).
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Figura 7 — Assimilacdo do nitrogénio pelas plantas
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Os esqueletos carbonados dos aminodcidos originam-se dos intermedid-
rios da via glicolitica e das pentoses e, principalmente, do ciclo de Krebs (Berg,
Tymoczko & Stryer, 2014).

Quadro 1 — Familias de aminoacidos de acordo com os metabdlitos de origem

Familia Aminoacidos Precursores Vias que originam
Histidina His ribose 5-fosfato pentoses
Aromaticos Phe, Tyre Trp PEP e eritrose-4P glicdlise e pentoses
Serina Ser, Gly e Cys 3-fosfoglicerato glicdlise
Piruvato Ala, Val, Leu e lle piruvato glicdlise
Glutamato Glu, GIn, Pro e Arg a-cetoglutarato ciclo de Krebs
Aspartato Asp, Asn, Met, Lyse Trp | oxaloacetato ciclo de Krebs

A assimilagao do enxofre (S) inorganico ¢ feita pela sulfidrilagao direta
por plantas e micro-organismos que usam o sulfeto de hidrogénio ou gés
sulfidrico (H,S) para sintetizar a cisteina. O enxofre ¢ um dos elementos
mais versdteis, pois apresenta vdrios estados estdveis de oxidagio: nas
proteinas, garantem sua estrutura e fungio pelas pontes de enxofre; parti-
cipa no transporte de elétrons pelos grupos ferro-enxofre em proteinas; e
estd presente nos sitios ativos de enzimas e nas coenzimas. A maior parte
do enxofre orginico encontra-se sob a forma de Cys e Met. A assimilagio
do S requer sua redugdo a Cys. A assimilagio do sulfato ocorre principal-
mente nas folhas, sendo exportado pelo floema para os locais de sintese de
proteinas na forma de glutationa, que sinaliza a absor¢io do sulfato pelas
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raizes e partes aéreas (Soler-Jofra, Péres & Van Loosdrecht, 2021). A Met ¢é
sintetizada nos plastidios a partir da Cys. Apds as sinteses de Cys e Met, o S
pode ser incorporado nas proteinas e em outros compostos, como acetil-CoA
e S-adenosilmetionina. Esta tltima é importante na sintese de lignina (Liu,
Luo & Zheng, 2018). As proteinas sao sintetizadas no RE rugoso das plantas
a partir de aminodcidos ligados ao RNA de transferéncia e esse processo ¢
muito semelhante entre todos os eucariotos, pois ¢ um evento conservado

(Alberts ez al., 2017; Wang et al., 2018).

Degradagdo de aminodcidos e proteinas

As proteinas armazenadas nas plantas sio degradadas para a manu-
ten¢do da sua fisiologia. Contudo, essa degradagao estd aumentada nas fases
de germinagio e de crescimento vegetal. Tais proteinas de armazenamento
sao estoques de nitrogénio (N), enxofre (S) e carbono (C) e acumulam-se
em condi¢des de oferta de nutrientes, permitindo que a planta sobreviva a
periodos de condi¢des adversas, além de fornecerem nutrientes para o cres-
cimento de novas plantas ou brotos. Elas se acumulam principalmente nas
sementes e nos tubérculos, e, também, podem ser encontradas em dep6sitos
discretos em todas as células vegetais, os corpos de proteina. Nas sementes, hd
quatro tipos bem definidos de proteinas de armazenamento: as prolaminas,
as globulinas 7S e 11§ e as albuminas 2S. Como exemplos de proteinas de
reserva nos tubérculos, temos as patatinas na batata (Solanum tuberosum) e
as dioscorinas no inhame (Dioscorea spp.). Contudo, algumas proteinas sio
inibidores de proteases (IP) de enzimas digestivas de predadores e proteinas
com agio antifungica. Essas proteases sao secretadas por insetos e micro-orga-
nismos que atacam as plantas hidrolisando as proteinas e os IPs das plantas,
sdo estratégias de defesa (Hildebrandt ez 4/., 2015).

As proteases das plantas mobilizam as proteinas de reserva, e os amino-
dcidos livres sdo usados para a sintese de outras proteinas, compostos
fenélicos ou alcaloides ou, ainda, convertidos em amidas (Silva-Lépez &
Gongalves, 2019).

Metabolismo secundario

As plantas estio em contato com todos os seres vivos € com o meio
ambiente ¢, como nao se locomovem, desenvolveram mecanismos quimicos
para melhor intera¢do. Os vegetais produzem uma grande diversidade de
compostos organicos que nio tém fungoes diretas no crescimento e desen-
volvimento e, portanto, nio sio essenciais para sua sobrevivéncia. Esses
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compostos, os metabdlitos secunddrios ou especiais, diferem dos primi-
rios por terem distribuicio restrita no Reino Vegetal, estarem envolvidos na
sustentagdo estrutural e na pigmentagio e desempenharem um papel impor-
tante na interagao das plantas com o meio ambiente, como na protegao contra
herbivoros, bactérias, fungos, virus e plantas concorrentes, na comunicagio
entre plantas e micro-organismos simbidticos e na atra¢io de polinizadores e
dispersores de sementes. Eles possuem a¢do protetora em mudancas de tempe-
ratura, contetudo de dgua, niveis de luz, exposicio aos raios UV e deficiéncia
de minerais. Eles sio classificados de acordo com sua estrutura quimica, e os
mais estudados sdo os terpenos, compostos fendlicos e alcaloides, que serdo
abordados nesta segao. Devido as suas atividades bioldgicas, o isolamento e a
purificagdo desses produtos naturais de plantas medicinais foram as principais
forgas que impulsionaram o nascimento da industria farmacéutica no século

XIX (Raven, Evert & Eichhorn, 2014; Zaynab ez al., 2018).

Terpenos e sua biossintese

Os terpenos tém como estrutura bdsica o isopreno ou 2-metilbutano-
1,3-dieno (C.H,), geralmente ligadas entre si por arranjo “cabeca-a-cauda”
existente em ligacio 1—4, que caracteriza a “regra do isopreno”. Os “terpenos
irregulares’ tém ligacoes diferentes, como o P-caroteno, que apresenta unio
“cauda-a-cauda” em ligagio 4—4. Os terpenos ciclicos, como o limoneno,
apresentam outros tipos de ligacdes. Sendo assim, sdo classificados de acordo
com a quantidade de residuos isoprenoides em: hemiterpenoides (C,), monoter-
penoides (C, ), sesquiterpenoides (C,.), diterpenoides (C, ), sesterterpenoides
(Czs)’ triterpenoides (C30) e tetraterpenoides (C 40), com uma, duas, trés, quatro,
cinco, seis e oito unidades de isopreno respectivamente. Os politerpenoides
possuem mais de oito unidades. Um isopreno com outro tipo de molécula sao
os meroterpenos, a saber: vincristina e vimblastina, que possuem alcaloides com
propriedades anticincer; alguns fenilpropanoides com cadeias de isopreno; e
muitas proteinas que se unem por ligacdes covalentes a cadeias de isopreno. Os
terpenos podem ainda ser subclassificados de acordo com o grau de ciclizagio
em: aciclicos, monociclicos ou biciclicos (Solomons, Fryhle & Snyder, 2018).
Na Figura 10, mostra-se um esquema que resume suas vias biossintéticas.

Os hemiterpenos, raramente encontrados livres na natureza, representam
quantitativamente o menor grupo, sao os voldteis liberados de tecidos fotos-
sinteticamente ativos. Por sua vez, os monoterpenos, também voldteis pelas
baixas massas moleculares, fazem parte das esséncias e de dleos essenciais,
sendo atrativos de polinizadores. Eles sio estocados em flores, folhas, cascas de
caule e frutos; empregados em perfumes, como aromatizantes em alimentos,
como mentol, linalol e citral, e como inseticidas (piretroides); possuem amplo
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espectro de agdes farmacoldgicas, como expectorantes, analgésicos, anticincer,
anti-infecciosos, descongestionantes hepdticos, como limoneno, pinenos,
sabineno, canfeno, cimeno e mirceno (Tholl ez al., 2015). Os sesquiter-
penos constituem a maior classe, sio encontrados nos éleos essenciais, como
as fitoalexinas nos aromas florais, como agentes repelentes e feromoénios, e
exibem muitas atividades, como anti-inflamatéria, antifiingica, laxativa, anti-
maldrica, hepatoprotetora, diurética e antialérgica. Como exemplos de sesqui-
terpenos, citamos a matricina, letucinina, zingibereno, cariofileno, longifo-
leno, copaeno, nardosinona, germacrenos, capsidiol e farneseno (Oh, Jang &
Kim, 2018; Santos, 2020).

Os diterpenos, um grande grupo de terpenos nio voldteis, tém enorme
variedade de atividades bioldgicas: sio hormonios vegetais, como as gibe-
relinas; defesa contra herbivoro, como dcidos resinicos; fitdis que fazem
parte da clorofila; fitoalexinas; agente anticincer (taxol); tratamento do
glaucoma (forscolina). Os triterpenos sio divididos em trés grupos: a-ami-
rina (ursano), B-amirina (oleanano) e lupeol. Eles compdem as resinas,
ldtex, ceras, cuticulas, fitoesteroides das membranas vegetais, algumas fito-
alexinas e as saponinas e sio precursores de horménios vegetais brassino-
esterdis (Ferrer ez al., 2017). As saponinas formam espuma, e sua por¢io
polar, geralmente formada por agticares, e sua porgao apolar, formada pelos
triterpenos ou esteroides, sao classificadas em glicosideos saponosidicos do
tipo triterpénico ou esteroidico. Suas atividades terapéuticas, em geral,
sao diuréticas, digestivas, anti-inflamatérias, antinociceptivas e gastro e
hepatoprotetoras. Os tetraterpenoides siao os pigmentos carotenoides que
dao a coloragao de flores e frutos amarelos, laranjas, vermelhos e purpuras.
Seus principais constituintes sio os carotenos, em especial os PB-carotenos
precursores da vitamina A. Outros carotenoides, como as xantofilas, lico-
peno, luteina e neoxantina, tém atividade antioxidante. No grupo dos poli-
terpenoides, a plastoquinona e a ubiquinona sio potentes antioxidantes e
participam nas reagdes de 6xido-redugio durante a respiracio oxidativa e
fotossintese. O ldtex da borracha é um exemplo cldssico da polimerizacio de
1.500 a 15 mil unidades isoprenoides e sdo encontrados nos vasos lactiferos
da casca interna da seringueira (Zaynab ez al., 2018).

A biossintese de terpenos foi estudada e elucidada por Bloch, Lynen,
Cornforth e Popjdk (Figura 8), e essas descobertas, assim como os passos
subsequentes na biossintese do colesterol e outros esterdis, rendeu-lhes o

Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina de 1964 (Ferrer ez al., 2017).
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Figura 8 — Esquema simplificado da sintese de terpenos
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Compostos fendlicos e sua biossintese

Os compostos fenélicos estaio amplamente distribuidos na natureza, e
mais de oito mil ja foram encontrados em plantas, perfazendo cerca de 40%
do C organico da biosfera. Esses compostos tém grande diversidade estrutural
e possuem pelo menos um anel aromdtico no qual, a0 menos, um H ¢ subs-
tituido por uma hidroxila. Os animais, a principio, sio incapazes de sinte-
tizar o anel aromdtico. Porém, os vegetais ¢ a maioria dos micro-organismos
sintetizam esse anel e compostos fendlicos. Através dos intermedidrios da via
do dcido chiquimico (Figura 9), formam-se os aminodcidos aromdticos Phe
e Tyr, que formam o 4cido cinAmico, que d4 origem a outros derivados como
fendis simples, 4cidos fenélicos e seus derivados, como cumarinas, ligninas
e derivados do fenilpropano. A via do acetato ou das policetonas origina as
quinonas, xantonas, orcindis, entre outros (Figura 8). Alguns fendlicos de
plantas sao sintetizados por rotas mistas, que combinam as vias do chiqui-
mato e do acetato, como os flavonoides, ou que surgem pela combina¢io da
via do mevalonato com a via do chiquimato, como os furanos e as piranocu-
marinas. Os fendlicos originados da via do acetato sao formados via ciclizagao
da cadeia linear e s3o derivados da acetil-CoA e malonil-CoA (Zaynab ez al.,
2018; Santos, 2020).

A via do 4cido chiquimico pode ser dividida nas seguintes segoes: 1) bios-
sintese do 4cido chiquimico e taninos hidrolisdveis, na qual se forma o anel
aromdtico, conservado ao longo de todas as rotas; 2) rotas de corismato, nas
quais PEP ¢ incorporado e o anel insaturado ¢é ativado para gerar uma elimi-
nagio adicional e formar um sistema aromdtico no qual o N pode ser incor-
porado no anel aromdtico; 3) rotas das antraquinonas, nas quais o corismato
¢ condensado com um equivalente nucleofilico de 4 C e um esqueleto linear
sintetizando as naftoquinonas de origem nio policetidica ¢ a adi¢io de um
radical poliprenila leva a sintese das antraquinonas e vitaminas K; 4) rotas
dos fenilpropanoides, nas quais a nova unidade de PEP incorporada pode ser
transposta e conectada ao benzeno formando o dcido pré-étnico (os precur-
sores de Phe e Tyr entram nesta rota e dao origem aos fenilpropanoides e seus
derivados); e 5) via do antranilato-triptofano, que leva a sintese de sistemas
heterociclicos fundidos do tipo quinazolina ou condensa-se com esqueletos
adicionais, sintetizando quinolina, acridina, carbazol e indol, que formam o
Trp e derivados (Simoes ez al., 2017).

A biossintese dos fendlicos ¢ mais pronunciada durante o crescimento ou
na diferenciacio vegetal e em resposta as pressoes ecoldgicas. As figuras 11 e 12
mostram esquemas simplificados das vias de sintese de alguns fendlicos. Eles
possuem intimeras fungoes: defesa primdria contra pragas, patogenos, insetos,
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doengas, radiagoes UV e ferimentos; antioxidantes por exceléncia, pois reagem
com radicais livres prevenindo o estresse oxidativo e o dano tecidual que leva
ao envelhecimento celular e doengas como os cinceres; fazem parte da parede
celular protegendo a planta e proporcionando dureza para a madeira; influen-
ciam no metabolismo de lipidios e respiracdo oxidativa, pois inibem o transporte
de glicose, sintese de celulose e interferem na floragio, entre outras atividades
(Raven, Evert & Eichhorn, 2014, Simées et al., 2017; Tinikul et al., 2018).

Figura 9 — Esquema simplificado de algumas reagGes da via do acido chiguimico e sintese
de compostos fendlicos. Estdo representados alguns intermediarios e produtos finais.
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Apesar de todos terem um anel fenélico, diferenciam-se de outros fené-

licos pela origem biossintética, pois ela determina o padrao de substituicao do

composto resultante. Pela via do dcido chiquimico, obtém-se compostos com

hidroxila na posigao orto formadas a partir do dcido cindmico. Por sua vez, os

derivados da via do acetato produzem compostos com grupos OH na posigao

meta (Figura 10). De modo geral, os fenélicos possuem caracteristicas dcidas

e podem se complexar com metais (quelatos metélicos) cruciais em sistemas

biolégicos. Sendo assim, sdo classificados como fendis simples ou polifendis,

com base no nimero de unidades de fenol na molécula, e, na planta, podem

estar na forma livre ou ligados a proteinas, agucares, alcaloides ou terpenos

(Santos, 2020).

Figura 10 — Esquema simplificado da via do acetato-mevalonato (A) e via mista (B) na

sintese de compostos fendlicos
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Virias classes de compostos fendlicos foram categorizadas com base
em seu esqueleto bdsico: C6 (fendis simples, benzoquinonas), C6-Cl
(4cido fenélico), C6-C2 (acetofenona, acido fenilacético), C6-C3 (4cido
hidroxicinAmico, cumarina, fenilpropanos, cromonas), C6-C4 (naftoqui-
nonas), C6-C1-C6 (xantonas), C6-C2-C6 (estilbenos, antraquinonas),
C6-C3-C6 (flavonoides, isoflavonoides, neoflavonoides), (C6-C3-Co),,
(bi- e triflavonoides), (C6-C3), (lignanas, neolignanas), (C6-C3)_ (ligninas),
(C6), (catecol, melaninas) e (C6-C3-C6)_ (taninos condensados). Eles
podem também ser classificados em fendlicos simples, dcidos fendlicos,
derivados do 4cido benzoico, derivados do dcido cinimico, ésteres e hete-
rosideos de 4cidos fendlicos e cinimico, derivados do 4cido fenilacrilico,
derivados do 4cido cafeico, derivados do 4cido tartdrico, derivados do 4cido
lictico, derivados dos dcidos p-cumdrico e ferulico e derivados fenilacrilicos.
Os fenélicos mais encontrados em plantas s3o os dcidos fendlicos, os flavo-
noides e os taninos (Solomons, Fryhle & Snyder, 2018).

Alcaloides e sua biossintese

Os alcaloides constituem um grande grupo de metabdlitos nitrogenados
com vasta diversidade biossintética, quimica, estrutural e farmacoldgica
e representam cerca de 20% das substincias naturais descritas. Desde os
primérdios da civilizagdo, as plantas ricas em alcaloides eram usadas como
medicamentos, venenos e em “po¢des mdgicas”. Somente no século XIX,
Wilhelm Meissner introduziu o termo para designar tais substincias como
produtos naturais que se comportam como bases. A designagdao mais aceita
¢ de Pelletier (1983 apud Simées, 2017), que afirma que um alcaloide é uma
substincia orginica ciclica contendo um N em estado de oxida¢io negativo
e cuja distribui¢io ¢ limitada entre os seres vivos. Além disso, este N pode
se apresentar como amina secunddria, tercidria, amida ou sal de amoénio
quaterndrio (Simées ez al., 2017).

O grupo compreende mais 15 mil compostos, mais de 75% oriundos das
plantas superiores Angiospermas, e sao observados em todos os érgaos vege-
tais. Eles sio sintetizados no RE liso e acumulados nos vactolos de tecidos
em crescimento ativo, células epidérmicas e hipodérmicas, bainhas vascu-
lares e vasos lactiferos. Entre as possiveis atividades nos vegetais estao: defesa
contra herbivoros, devido a toxicidade e ao sabor amargo para animais e
insetos; reserva de N; reguladores de crescimento (inibi¢ao da germinacio);
manuten¢io do equilibrio iénico (cardter alcalino); agentes de desintoxi-
cagdo e transformacdo simples de substincias nocivas ao vegetal; defesa
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contra micro-organismos; e prote¢do contra 0s raios UV, pois a maioria
possui nticleo aromdtico que absorve tal radiacio (Schliger & Driger, 2016).

Os alcaloides sio um grupo muito heterogéneo e, portanto, existem vérios
critérios de sua classificagao (Simées e a/., 2017; Santos, 2020), que incluem:

1) botanico — classifica os alcaloides segundo o vegetal ou a familia a partir
das quais se originam, como, por exemplo, alcaloides da “quina” ou
alcaloides do “6pio”;

2) biossintético — classifica em trés principais grupos

a) alcaloides verdadeiros, que sao derivados dos aminodcidos orni-
tina, Lys, Phe, Tyr, Trp ou 4cido antranilico, e possuem N em
anel heterociclico;

b) protoalcaloides, cujo dtomo de N nido pertence a um sistema
heterociclico; e

¢) pseudoalcaloides, compostos nitrogenados nao derivados de
aminodcidos cujo N pode ou nio estar em anel heterociclico.
Possuem todas as caracteristicas dos alcaloides verdadeiros, mas se
originam do metabolismo dos terpenos ou do acetato. Esquema
simplificados sobre a sintese destes compostos sdo mostrados na
Figura 11 (Ziegler & Facchini, 2008; Santos, 2020);

3) quimico — em fungio da posi¢io do N, podem ser classificados em alca-
loides primdrios (B-feniletilamina), secunddrios (ntcleos pirrolidina,
pirrol, piperidina e indélico), tercidrios (nucleos piridina, tropano,
pirrolizidina, quinolizidina, quinoleina e isoquinoleina), quaterndrios
e alcaloides fendlicos;

4) farmacoldgico — baseado na atividade farmacoldgica em determinado
6rgio ou sistema em anestésicos, analgésicos, antipiréticos, antiespas-
mddicos, anti-hipertensivos, psicotrépicos ou depressores do sistema
nervoso central, anticAncer ou antibidticos, entre outras acoes.

De modo geral, um composto desempenha mais de uma atividade.
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Figura 11 — Esquema simplificado da sintese de alcaloides a partir dos aminoacidos
alifaticos lisina e ornitina
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Consideracdes Finais

Como pudemos observar neste capitulo, as plantas produzem uma grande
variedade de moléculas quimicas, os metabdlitos primdrios e secunddrios,
por conta da sua gigantesca rede metabélica e de suas organelas supraespe-
cializadas. Os vegetais utilizam tais moléculas como estratégias para garantir
sua sobrevivéncia, reprodugao, adaptagio ao meio ambiente em que vivem,
mesmo quando as condi¢des ambientais variam e nem sempre sio favordveis,
e, também, para se relacionarem com outras plantas, animais e micro-orga-
nismos. Desde a Pré-Histéria, o homem usava plantas contendo tais meta-
bélitos, de modo empirico, para tratar as mais diversas doengas e condigoes.
Desse modo, as plantas tém sido valiosas fontes de substdncias quimicas com
atividades farmacoldgicas notéveis. A identificagao, a caracterizagao e a formu-
lagio desses metabdlitos vegetais, bem como de seus extratos, tém sido funda-
mentais no desenvolvimento de medicamentos e da inddstria farmacéutica.
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Isolamento e Caracterizacdo dos
Principais Metabdlitos Primarios Ativos:
proteinas vegetais

Raquel Elisa da Silva Lopez

s metabolitos primdrios compreendem as proteinas, os carboidratos

e os lipideos. Contudo, existem proteinas e carboidratos ligados a

metabdlitos secunddrios, proteinas ligadas a carboidratos e lipideos
e metabdlitos secunddrios que compartilham caracteristicas quimicas com os
lipideos. O metabolismo ¢ uma rede integrada em que as moléculas interagem
em resposta a estimulos bioquimicos, fisiolégicos ou ambientais, o que culmi-
nard com a expressao de um fendtipo para garantir a sobrevivéncia do orga-
nismo e sua reprodugio.

A divisao entre metabolismos primdrio e secunddrio ¢ apenas diddtica,
contudo as técnicas para estudar tais metabdlitos sao distintas e adequadas
a cada classe ou tipo de metabdlito a ser investigado e estio em concor-
dincia com as caracteristicas quimicas de cada molécula. Os lipideos, como
sdo apolares e geralmente anfifilicos, compartilham técnicas de isolamento e
caracterizagdo com alguns metabdlitos secunddrios, como as cromatografias
em camada delgada, de alta eficiéncia e contracorrente. Os carboidratos das
plantas apresentam uma enorme variedade quimica e estrutural e, devido
a presenca de muitas hidroxilas em suas estruturas, saio moléculas muito
polares e compartilham com as proteinas metodologias muito semelhantes
de purificagdo e analise.
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As proteinas sdo os principais metabdlitos primdrios farmacologicamente
ativos, e alguns aspectos de sua extracio, isolamento, purificago e caracteri-
zagao serdo abordados neste capitulo.

Consideracdes sobre Estrutura de Proteinas

As proteinas sio macromoléculas formadas pela combinacio de pelo
menos vinte diferentes tipos de L-a-aminodcidos unidos entre si por liga-
¢oes peptidicas. Por isso, tém uma enormidade de estruturas tridimensionais
e desempenham muitas fun¢des nas células, que vao desde a manutengio
da estrutura celular até o controle do metabolismo e da fisiologia vegetal.
A fungao da proteina depende da integridade de sua estrutura nativa, que ¢
bastante complexa e mantida por ligagoes covalentes, peptidicas e dissulfeto
e por ligacoes nao covalentes, como as idnicas, de hidrogénio e hidrofé-
bicas (Figura 1). As ligagdes peptidicas ocorrem entre a a-carboxila de um
aminodcido e a fun¢io/grupamento o-amina de outro e tém 40% cardter de
ligacdo dupla, conferindo, assim, rigidez a proteina (Nelson & Cox, 2017).

A estrutura das proteinas ¢ muito complexa e ¢ estudada em quatro
diferentes niveis. A estrutura primdria (1**), presente em toda proteina, ¢
estabilizada pelas ligagoes covalentes. Ela compreende a sequéncia linear e
especifica de aminodcidos na cadeia polipeptidica e a localizagao das ligagoes
dissulfeto (Figura 1).

A estrutura secunddria (2**) é o arranjo regular e repetido da cadeia
proteica ao redor de um eixo. Ela é estabilizada por ligagdes de hidrogénio de
residuos de aminodcidos adjacentes, formando as a-hélices, ou por residuos
distantes, formando as B-hélices ou folha B pregueadas (Figura 1). Além
dessas estruturas, existem as chamadas voltas e algas. As voltas conectam
os segmentos de o-hélices e folhas B pregueadas que mudam a diregao da
cadeia. As alcas sdo segmentos maiores, com 8 a 16 aminodcidos que tém
estrutura varidvel. Os dominios — sequéncias especificas de aminodcidos em
um polipeptideo — de estrutura secunddria sao encontrados em todas as
proteinas, contudo existem proteinas formadas apenas por estruturas secun-
ddrias e sio denominadas de proteinas fibrosas, como o coldgeno.

A estrutura tercidria (3*%) refere-se a relagio espacial entre todos os
aminodcidos de um polipeptideo, que nao estd orientado em relagao a

um eixo e depende das interacdes nao covalentes das cadeias laterais dos
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aminodcidos, das ligacoes dissulfeto e das ligagoes de coordenagao com fons
metdlicos (Figura 1). Nas proteinas enoveladas, que sio denominadas de
globulares, os dominios da estrutura 3** sao diferentes dos da estrutura 2%,

Finalmente, a estrutura quaterndria (4"**) ocorre apenas em proteinas com
mais de uma cadeia polipeptidica (Figura 1). Essa estrutura é estabilizada pelas
mesmas intera¢des da estrutura 3" e compreende a reunido de diferentes
subunidades que interagem por meio dos grupos laterais de aminodcidos em
cadeias diferentes. Um exemplo digno de nota é a hemoglobina, que tem
quatro cadeias polipeptidicas, cada uma das quais tem um grupo prostético
(heme) que se liga ao O,. A ligagao da primeira molécula de O, ao ferro do
radical heme da primeira cadeia polipeptidica vai aumentar a afinidade de
ligacao das outras cadeias polipeptidicas ao oxigénio sucessivamente de modo
cooperativo, pois as cadeias polipeptidicas da hemoglobina interagem entre si
(Braden & Tooze, 1999; Rodwell et al., 2017).

A manutencgao da estrutura tridimensional das proteinas e, consequen-
temente, de sua fun¢do depende de condi¢des controladas dos sistemas
biolégicos. A desnaturagio, que é a perda da estrutura nativa, estrutura
energeticamente mais estdvel, ¢ desencadeada por agentes quimicos e/ou
fisicos que rompem as ligacoes quimicas das proteinas e “desfazem” essa
estrutura. Os principais agentes desnaturantes sdo: calor (altas tempera-
turas), que desestabiliza as ligagcdes de hidrogénio; dcidos e as bases fortes,
que promovem o deslocamento de elétrons e alteram a carga dos grupa-
mentos ionizdveis dos aminodcidos; altas concentragoes de sais divalentes,
que removem a camada de solvatagao e facilitam a interac¢do dos grupa-
mentos de cargas opostas na superficie das proteinas, causando sua preci-
pitagdo; solventes orginicos, que invertem a polaridade da proteina, ou
seja, os grupos apolares do interior da proteina sio expostos na superficie,
e vice-versa; metais pesados, que se ligam irreversivelmente aos grupa-
mentos carregados na superficie da proteina formando precipitados inso-
ltveis; e radiagoes ultravioletas, raios X, alta pressao/ultrassom, que atuam
de maneiras inespecificas quebrando as ligagdes covalentes ¢ nio cova-

lentes e afetando a estrutura nativa de proteinas e polipeptideos (Braden

& Tooze, 1999; Nelson & Cox, 2017).
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Figura 1 — Representa¢do esquematica dos niveis de organizagdo estrutural de uma
proteina
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Sdo representadas as ligagBes quimicas que estabilizam as estruturas da proteina.
Fonte: adaptado de Ghahri & Mohebby, 2016.

Algumas proteinas tém maior estabilidade do que outras, e isso se deve a
determinadas sequéncias de aminodcidos e ao tipo de ligacio que as cadeias
laterais desses aminodcidos estabelecem. O maior teor do aminodcido cisteina,
que tem uma sulfidrila na cadeia lateral, amplia o nimero de ligagoes dissul-
feto, tornando as proteinas mais estdveis ao calor, pressoes e radiacoes. Os
aminodcidos alanina, leucina e serina aumentam a tolerincia das proteinas
a oxidagao e, portanto, elas sdo mais estdveis a dcidos e bases. Por sua vez,
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aminodcidos polares e carregados na superficie da proteina, como glutamina,
serina, asparagina, glutamina e dcido glutimico, elevam a formacio de liga-
¢oes de hidrogénio e conferem resisténcia a agdo de solventes organicos. Os
residuos de carboidratos nas superficies das proteinas, que sio poli-hidroxi-
lados e muito polares, protegem-nas de agentes desnaturantes quimicos. Além
disso, proteinas mais glicosiladas sdo mais resistentes a protedlise enzimdtica
(Gongalves, Barbosa & Silva-Lépez, 2016).

Proteinas Vegetais Farmacologicamente Ativas

As proteinas vegetais mais estudadas para fins farmacoldgicos sio as
lectinas, as enzimas e os inibidores enzimdticos.

As lectinas sdo proteinas multiméricas que se ligam, com alta especifici-
dade, a residuos de carboidratos em glicoproteinas e glicolipideos na superficie
de organismos e, portanto, sao capazes de aglutinar células, como eritrécitos
e glicoconjugados, e sio conhecidas como aglutininas. Elas distribuem-se
amplamente na natureza, mas, em especial, nos vegetais e sio obtidas de todos
as partes da planta, principalmente de sementes de leguminosas e gramineas.
A maioria das lectinas de sementes maduras funciona como reserva de nutrientes
mobilizada durante a germinacio (Raven ez al., 2014). O papel bioldgico das
lectinas nas plantas ainda no estd completamente estabelecido, mas acredita-se
que elas tenham efeito inseticida, podendo ser exploradas como pesticida. Sua
acao anti-infecciosa deve-se a sua propriedade de se ligar as superficies de virus,
bactérias, fungos ou protozodrios. Algumas estimulam o sistema imune, pois
reconhecem antigenos na superficie de células tumorais, estimulam a mitose,
inibem o crescimento celular e induzem apoptose em virios tipos de células, em
particular as tumorais. Extratos ricos em lectinas e lectinas isoladas de espécies
do género Viscum (Loranthaceae) apresentaram efeitos antitumorais e imuno-
modulatérios em ensaios clinicos com pacientes com cinceres de mama
(fase III), gdstrico (fase IV) e pulmio (fase II). Além disso, elas reduziram
os efeitos colaterais da radioterapia e quimioterapia (Marvibaigi ez al.,
2014). As lectinas de leguminosas sio o maior grupo e vém sendo empre-
gadas em vérios processos biotecnolégicos, como no tratamento de infec-
¢Oes bacterianas, virais e fungicas. As mais estudadas sdo: concanavalina
A do feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), a favina da fava (Vicia faba), a
fito-hemaglutinina-L (PHA-L) do feijao comum (Phaseolus vulgaris), a lectina
de soja (Glycine max) (SBA), a lectina de amendoim (Arachis hypogaea) (PSA), e a
lectina ou aglutinina da ervilha (Pisum sativum) (PSA) (Katoch & Tripathi, 2021).
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As enzimas de plantas mais investigadas e mais empregadas medicinal-
mente sao as proteases. Elas catalisam a clivagem das ligagdes peptidicas, sio
essenciais a sobrevivéncia de todos os organismos e sdo encontradas em todas
as células como produtos de secrecio celular. Nos vegetais, sao abundantes em
cloroplastos e vacuolos. Elas sio classificadas de acordo com os aminodcidos
cataliticos do sitio ativo em serino, cisteino, aspdrtico, metalo, treonino,
glutAmico e asparagino proteases e de acordo com a regiao do substrato onde
clivam em endopeptidases, quebram ligagées peptidicas no interior da cadeia,
ou em exopeptidases, clivam ligacdes que envolvam os residuos N ou C termi-
nais e, por isso, respectivamente sio denominadas de aminopeptidases (no
citoplasma das células dos tecidos de armazenamento vegetal) e carboxipepti-
dases (Rawlings & Bateman, 2021). Nas plantas, as proteases estao envolvidas
na digesto e assimilacio de aminodcidos, morfogénese e embriogénese, remo-
delagem de tecidos, crescimento, desenvolvimento, defesa contra patégenos,
senescéncia, meiose, apoptose, diferenciacio dos tecidos e 6rgaos, maturagio
das sementes, mobilizacio das reservas proteicas, germinagao, divisao celular
e reprodugio, adaptacio as condigbes ambientais, desenvolvimento de esto-
matos, biogénese de cloroplastos e controles do metabolismo e da expressao
génica, entre outras fungoes. Além de essenciais para a sobrevivéncia de todos
os seres, sao de grande importincia na medicina, agricultura e biotecnologia.
As mais usadas para fins medicinais sdo as cisteino proteases como: papaina
(EC 3.4.22.2), obtida do litex do mamao papaya e do mamoeiro (Carica
papaya); bromelina (EC 3.4.22.4), do caule e fruto do abacaxi (Ananas
comosus); e ficina (EC 3.4.22.3), do ldtex do figo e da figueira (Ficus carica)
(Silva-Lépez & Gongalves, 2019).

A papaina foi a segunda enzima a ser cristalizada e sua estrutura tridimen-
sional foi determinada em 1968. Ela é uma endopeptidase com cadeia simples
de 23 k Da. Essa protease ¢ comercializada em cdpsulas para tratar dispepsias,
distarbios na capacidade de absor¢ao gastroentérica e na produgio de dcidos
biliares. As formulagoes tdpicas sao agentes fibrinoliticos, usadas no debrida-
mento de lesoes, tlceras, varicoses, queimaduras, feridas em geral. A papaina
acelera a cicatrizacio, tem a¢do bacteriostdtica, bactericida e anti-inflamatéria,
pois proporciona o alinhamento das fibras de coldgeno, promovendo o cresci-
mento tecidual uniforme (Wani ez a/., 2019; Silva-Lépez & Gongalves, 2019).

A bromelina é um extrato aquoso do fruto e do caule do abacaxi,
composto das proteases bromelaina e ananaina. Sua principal aplicagao no
Brasil ¢ na industria farmacéutica e foi reconhecida como agente medicinal
em 1957. Suas agdes incluem: inibi¢ao da agregagao plaquetdria, agao fibrino-
litica, anti-inflamatéria, antitumoral, debridamento, aumento da absorcio de
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drogas, propriedades mucoliticas, digestivas, cicatrizante e melhora do sistema
cardiovascular. No mercado existem diversos produtos a base de bromelaina
sob vérias formulagdes como cdpsulas, xaropes e géis. Sua atividade tem sido
mantida em cdpsulas (na forma liofilizada) e géis (Silva-Lépez, 2017).

A ficina é uma protease homéloga a papaina. Nas regides tropicais é
usada em cdpsulas para tratar infeccoes parasitdrias pela sua habilidade de
digerir vermes vivos, como lombrigas, sem causar danos aos hospedeiros
(Morellon-Sterling ez al., 2020). As proteases de plantas tropicais tém grande
estabilidade em altas temperaturas, que ¢ uma adaptacio ao ambiente, e essa
caracteristica ¢ essencial para seus empregos biotecnoldgico e farmacoldgico
(Wani ez al., 2019).

Os inibidores enzimdticos vegetais sio geralmente polipeptideos que
inibem principalmente amilases e proteases de predadores e de enzimas da
planta. Os mais estudados s3o os inibidores de amilase (IA) e os inibidores
de proteases (IPs). Os IAs controlam a atividade da a-amilase enddgena e de
insetos, fungos, bactérias e virus de importincia agronémica. Alguns sio
descritos como fatores antinutricionais. A inibicio das a-amilases humanas
por IAs de plantas é uma abordagem terapéutica na redugio da glicemia no
controle do diabetes mellitus. Eles possuem atividade contra micro-orga-
nismos patégenos de humanos e animais que se utilizam da o-amilase como
fator de viruléncia (Cohen, Davydov & Fluhr, 2019). Os IPs de plantas sao
polipeptideos, com a capacidade de inibir uma grande variedade de enzimas
proteoliticas, incluindo proteases digestivas de mamiferos, insetos, bactérias
e fungos, além de regular o metabolismo de proteinas das plantas. Eles sio
importantes estratégias de defesa contra predadores e patégenos, visto que as
plantas nao dispoem de um sistema imune, e sio sintetizados constitutiva-
mente ou sua sintese ¢ induzida em resposta ao ataque de agentes externos.
Esses IPs sao estdveis a variacao de temperatura e de pH e podem ser usados
no tratamento de diversas patologias. Eles sao classificados em inibidores de
serino, cisteino, aspdrtico, treonino e metaloproteases. Os inibidores de serino
proteases sio os mais abundantes da natureza e os mais expressos em plantas,
cujas principais familias sio Bowman-Birk (BBI) e Kunitz. Contudo, alguns
inibidores interferem em mais de um tipo de protease com diferentes afini-
dades de ligacao (Ki7) (Silva-Lépez, 2009). Os IPs vegetais como o BBI (8 kDa)
e o inibidor de tripsina do tipo Kunitz (22 kDa), ambos da soja (Glycine max),
s30 agentes anti-inflamatdrios e supressores de tumores colorretal, de mama e
de préstata. Alguns estudos clinicos sobre formulagoes orais e intravenosas do
BBI voltadas para diferentes tipos de cinceres tém mostrado resultados muito
promissores (Srikanth & Chen, 2016).
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Isolamento de Proteinas Vegetais

As proteinas e os polipeptideos tém estruturas complexas e delicadas, pois
atuam em sistemas biolégicos cujas condi¢des de temperatura, pH e concen-
tragoes de solutos sio muito controladas. A preservacio de suas estruturas
tridimensionais nativas ¢ crucial para a manutencio de suas fungéoes bioldgicas
(Braden & Tooze, 1999). Portanto, as condicoes de extracio, isolamento e
purificagio de proteinas devem ser brandas para evitar a perda das suas estru-
turas nativas. Elas sao hidrofilicas porque contém aminodcidos com grupos
polares expostos nas superficies e aminodcidos com grupos apolares voltados
para o interior da cadeia polipeptidica enovelada, nas proteinas globulares
e das hélices das proteinas fibrosas. Tal arranjo confere alta polaridade as
proteinas quando estao dispersas em organelas ou nos liquidos biolégicos;
quando associadas as membranas, as cadeias laterais apolares estao unidas
aos lipideos de membrana (Nelson & Cox, 2017). Proteinas e peptideos sio
encontrados em todos os compartimentos celulares, livres ou associados as
membranas das células vegetais e sua extracdo depende de sua localizagio,
por exemplo, se estiverem embebidos nas membranas, é necessdrio o uso de
detergentes nao idnicos para preservar sua estrutura/atividade. Contudo, a
maioria das proteinas vegetais estdo soliveis em organelas e requerem solugdes
aquosas ¢/ou tampdes para isolamento (Alberts ez al., 2017). A temperatura é
um fator crucial na extra¢do, pois sio desnaturadas em temperaturas elevadas.
Por isso, ¢ comum empregar temperaturas em torno de 4 °C para obtengio de
proteinas e polipeptideos (Silva-Lépez, Coelho & Simone, 2005).

Extracdo

Para evitar a desnaturagio, a extragio das proteinas de tecidos vegetais requer
o uso de condigdes experimentais suaves, como: baixas temperaturas, tampoes
levemente 4cidos ou alcalinos e auséncia de solventes organicos. Os solventes
organicos sao usados para extrair os metabdlitos secunddrios que tém estruturas
mais simples e cardter mais hidrofébico. Além disso, proteinas e polipeptideos
sa0 estruturas mais polares, com exce¢io daqueles que se inserem na membrana
e que necessitam de detergentes para sua extra¢io, mas nio de solventes orga-
nicos. Logo, nio devem ser usados dcidos e bases fortes, temperaturas elevadas,
solventes organicos, detergentes idnicos, alta concentragio de sais divalentes
e surfactantes. De modo geral, as proteinas vegetais sio mais termoestdveis e
resistentes aos agentes externos do que proteinas de animais, visto que aquelas
precisam se adaptar as condigoes climdticas do ambiente (Rodwell ez /., 2017).
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A premissa bédsica para a obten¢do de proteinas ativas é que o vegetal esteja
fresco, ou seja, coletado poucas horas antes de ser processado. O congela-
mento em nitrogénio liquido é um método bastante usado para processar
os 6rgaos vegetais sem desnaturar suas proteinas. As folhas e flores sao mais
adequadas para esse procedimento; elas sio maceradas até se formarem parti-
culas muito pequenas para, entio, serem extraidas com dgua, tampdes ou solu-
¢oes aquosas salinas, em agitacio leve, & temperatura ambiente ou a 4 °C. As
proteinas extraidas estio na fase aquosa, e o material particulado é removido
por centrifugagio (4 °C); elas sao concentradas por liofilizacio (Figura 2),
ou precipitadas por meio de concentragoes elevadas de sais divalentes (salting
out). As sementes, os caules e as raizes, mais endurecidos, sio macerados em
condi¢des um pouco mais drdsticas e suas proteinas sdo extraidas por meio de
liquidificadores, com baixa rotagao, por pouco tempo. A formacio de espuma
indica a presenca de proteinas desnaturadas. As proteinas extraidas estio na
fase aquosa, e o preparo dos extratos segue como descrito anteriormente
(Pacheco & Silva-Lépez, 2012; Gongalves, Barbosa & Silva-Lépez, 2016).

Figura 2 = Esquema de extragcdo de proteinas
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Os diferentes 6rgdos da leguminosa Crotalaria spectabilis (C. spectabilis) foram proces-
sados com solugdes aquosas para obtencdo de extratos liofilizados.
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Isolamento e purificagao

A principal metodologia de isolamento, fracionamento e purificagio
de proteinas e polipeptideos ¢ a cromatografia, que ¢ uma técnica de sepa-
ra¢io de substincias baseada nas diferentes velocidades de migragio destas
ao serem arrastadas por um solvente em movimento (fase mével — FM),
através de um meio poroso (fase estaciondria — FE). A velocidade das subs-
tAncias a serem isoladas/purificadas vai depender da intera¢io destas com
a FE. Se a proteina ou polipeptideo forem mais retidos na FE, sua veloci-
dade de migragdo serd menor do que a de uma proteina que ¢ mais retida
na FM (Collins, Braga & Bonato, 2017).

As estratégias cromatogréficas mais utilizadas para isolar, fracionar e
purificar proteinas de uma mistura complexa, que é um extrato vegetal,
sdo as de afinidade, troca idnica e filtragao em gel. A cromatografia liquida
cldssica é a mais empregada. Sua FE ¢ geralmente uma resina empacotada
em uma coluna de vidro ou pldstico, cuja FM ¢ um liquido que ¢ apli-
cado sob baixa pressdo, visto que a pressdo aplicada nas cromatografias
liquidas de alta e média pressao podem afetar a estrutura das proteinas,
ja que sao moléculas grandes e de estrutura complexas (Grinberg & Car,
2017). A cromatografia em fase normal, cuja FE ¢ mais polar que a FM,
¢ frequentemente empregada para proteinas e polipeptideos quando o
composto de interesse é polar. Em fase reversa, utilizada para moléculas
mais apolares, como os metabdlitos secunddrios, a cromatografia rara-
mente ¢ usada para isolar e purificar proteinas, visto que, além de elas
serem polares, os solventes orginicos usados como FM desnaturam as
proteinas. Contudo, polipeptideos com cadeias menores sio separados
em colunas de fase reversa, usando cromatografia liquida de alta e média
pressoes. Nas andlises de polipeptideos usam-se colunas de gel de silica
ligadas principalmente a cadeias alquila, como a coluna com octadecilsi-
lano (C,,, como ¢é conhecida, é a mais usada). A FM ¢ formada por um
constituinte aquoso, solugdes de dcidos organicos (dcido trifluoracético)
e outro solvente orginico, como metanol, acetonitrila e/ou propanol
(Collins, Braga & Bonato, 2017). Os detectores de absor¢ao de UV sao
usados para peptideos, pois a ligacio peptidica absorve na faixa de 205
a 220 nm e de 270 e 280 nm pela presenca dos anéis aromdticos dos
aminodcidos (Zaia, Zaia & Lichtig, 1998).
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A cromatografia de interagao hidrofébica é um processo de partigao que
se baseia na interagdo dos grupos apolares da FE e das cadeias laterais de
aminodcidos hidrofébicos das proteinas. De modo geral, os grupamentos
apolares estao voltados para o interior da proteina, e, para que ocorra a inte-
ra¢do com os grupos apolares da FE, eles devem estar expostos na superficie
das proteinas. Para isso, usam-se solugoes salinas muito concentradas que
removem parcialmente a camada de solvatagdo, expondo as regides ricas
em aminodcidos apolares, que interagem com a matriz hidrofébica da FE.
A FM para eluigio da proteina ligada na coluna compreende uma mistura
de solugbes aquosas, solventes organicos ou detergentes. Algumas proteinas
sao desnaturadas irreversivelmente, e, por isso, tal metodologia nao é muito
utilizada para obtenc¢io de enzimas. Todavia, é amplamente empregada para
obtengao de proteinas sem fung¢io enzimdtica com baixa solubilidade em

solucoes aquosas (Fleming, 2020).

Cromatografia de afinidade

A cromatografia de afinidade é muito utilizada quando se busca uma
atividade bioldgica definida. Ela se baseia no principio da afinidade biols-
gica, ou seja, a proteina vegetal é isolada/purificada de acordo com sua
fungao. Para isso, o ligante imobilizado na FE ird interagir com a amostra
de proteinas com afinidade quimica, estrutural e bioldgica (Figura 3).
Se, na cromoterapia, visa-se ao isolamento de uma enzima (E), os possi-
veis ligantes da FE serdo o substrato (S) ou o inibidor especifico (I) dessa
enzima. Para o isolamento de proteases de plantas, usa-se um inibidor
competitivo, que ¢ um ligante mais estdvel do que 0 S, e esse I vai interagir
com o sitio ativo da enzima. Para o isolamento de um I inibidor peptidico,
a respectiva E ¢ imobilizada na FE (Silva-Lépez & De Simone, 2005).
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Figura 3 = Esquema de uma cromatografia de afinidade
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As proteinas da amostra interagem com o ligante da FE por afinidade (A), e as que ndo tém
sdo eluidas pela FM (B). As proteinas de interesse sdo desligadas da FE pela varia¢do de pH
ou forca ionica e coletadas para posteriores andlises (C).

Fonte: adaptado de Wunderlich, 2016.

Numa amostra complexa, como um extrato vegetal, existe uma enormi-
dade de moléculas dos metabolismos primdrio e secunddrio, e as proteinas que
nao tém afinidade com a FE sdo eluidas da coluna pela FM, com o auxilio
da for¢a da gravidade ou pelo uso bombas peristélticas que injetam a FM em
baixa pressao. As proteinas de interesse permanecem ligadas na FE e sdo eluidas
da coluna quando elas perdem a afinidade pelo ligante, ou seja, quando seu
estado de ioniza¢io e sua carga sao modificados utilizando uma outra FM com
valores de pH distintos daquele utilizado para ligar a E ou I a FE ou tampées
com elevada for¢a idnica. A elui¢do da proteina ou peptideo de interesse ¢
feita coletando-se as fragdes ¢ monitorando a absortividade destas em espec-
trofotdmetro na faixa do UV, pela presenga dos anéis benzénicos dos amino-
dcidos aromdticos que possuem médximo de absor¢ao a 280 nm. Esse tipo de
cromatografia ¢ versdtil porque permite isolar uma enormidade de proteinas
de acordo com sua fung¢io biolégica. Por exemplo, se buscamos isolar um
anticorpo, o antigeno estard ligado na FE, assim como um hormonio pode ser
isolado quando acoplamos seu respectivo receptor na matriz.

As colunas de afinidade podem ser compradas prontas com o ligante
covalentemente acoplado a matriz ou serem preparadas pelo usudrio. Elas
devem apresentar: adsor¢ao inespecifica muito baixa; poros largos para
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permitir a passagem das biomoléculas; bom fluxo para uma rdpida sepa-
racio; e grande estabilidade em condi¢des dcidas, bésicas, de grande forca
ibnica e detergentes. As matrizes mais usadas em colunas de afinidade sao
agarose ¢ Sepharose® (Chou ez al., 2012).

Cromatografia de troca ibnica

O principio que reage a cromatografia de troca idnica (CTT) é a ligagao idnica
entre as substAncias eletricamente carregadas da amostra, que estd diluida na FM,
e a FE com carga elétrica oposta. O fracionamento das moléculas por CTT estd
baseado nas diferencas de suas cargas liquidas superficiais. As substincias sio
adsorvidas de modo reversivel e diferencial 4 FE, e o grau de afinidade deve-se a
diferenca da carga liquida superficial destas substancias e é possivel controlar esta
carga alterando o pH e a forca i6nica da FM. Com isso, as cargas das moléculas
da amostra podem variar e exibir distintos graus de interagao com a FE de acordo
com a carga geral, a densidade de carga e a distribuigao de carga na sua superficie.
As proteinas e peptideos sio poli-fons anfotéricos, suas cargas superficiais mudaro
gradualmente 2 medida que o pH do ambiente for alterado. Em ambientes 4cidos
as proteinas apresentam carga positiva, pois seus grupamentos amina estarao
protonados; em ambientes com valores de pH préximos a neutralidade, a proteina,
além de ter sua amina carregada positivamente, terd suas carboxilas desprotonadas,
ficando, assim, com carga negativa, o que faz com que o ntimero de cargas posi-
tivas e negativas se iguale e a proteina fique eletricamente neutra. Em meios de pH
bésico, cuja concentragio de fons hidrogénio ¢ baixa, a proteina também ficard
desprotonada e com carga negativa (Kilislioglu, 2012).

A FE da CTT consiste em uma matriz porosa, inerte, insoltvel em solu-
¢oes aquosas e em solventes organicos e estd ligada covalentemente a um grupo
carregado, o trocador. As matrizes mais usadas s@o Sepharose® e Sephadex”
(SEparation Pharmacia DEXtran). Assim como agarose e Sepharose®, a Sephadex®
é composta de polimeros de a-D-glicose em ligagaoes 0.1 —6 que formam fibras
insolaveis de alto peso molecular, originando poros. Os trocadores catiénicos
trocam cdtions com a FM, pois apresentam carga negativa; os aniénicos, por sua
vez, trocam Anions e possuem carga positiva. Quanto a intensidade de carga, eles
podem ser fortes ou fracos: os trocadores fortes mantém sua carga durante todo
o processo cromatogrifico, mesmo sendo empregados tampdes com uma ampla
faixa de pH. Por sua vez, os trocadores fracos vao apresentar a carga desejada
numa faixa mais estreita. Se o pH do tampao usado sair da faixa de capacidade
da matriz, a coluna perderd sua distribui¢io de carga e a molécula de interesse
poderd ser perdida. Contudo, apesar da menor faixa de pH de trabalho, os
trocadores fracos tém maior especificidade (Chou ez 4/., 2012).
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Figura 4 — Representacdo esquematica de uma CTI com trocador aniénico
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Fonte: adaptado de Kilislioglu, 2012.

Existem dois tipos de CTT: a catiénica e a ani6nica. Quando a FE tem
grupos positivos que atraem anions, a CTI é chamada de ani6nica; quando
existem grupos negativos na FE, os cdtions sdo atraidos, entdo a CTI ¢ chamada
de catidnica. Na Figura 4, apresentamos uma separagao por CTT anidnica por
meio de um trocador positivo. No estdgio inicial, a resina trocadora é equili-
brada com uma FM contendo fons de carga positiva, representados por esferas
cinza-claras (1). Na amostra existem duas protefnas com cargas positivas, repre-
sentadas por tridngulos e quadrados, que interagem com a FE com intensidades
diferentes: aquela com maior carga tem maior forca de interagao com a FE (2).
Apés a adsorgao das proteinas por ligagio i6nica, elas sao eluidas da coluna por
uma FM em gradiente de pH, representada por esferas cinza-escuras, e as
proteinas se tornam neutras e desligam da coluna. As proteinas representadas
por tridngulos apresentam menor interagio idnica com a FE e sdo eluidas da
coluna antes das proteinas representadas por quadrados, que tém maior inte-
ragio com o trocador pois tém maior carga negativa liquida e menor velocidade
de migracio e maior tempo de retengdo (3 e 4). Apds a separagio a coluna
¢ regenerada para garantir a completa elui¢io das proteinas ainda ligadas,
ou as ligadas de modo inespecifico e o trocador ¢ ligado com o cdtion
usado no estdgio inicial (5) (Grinberg & Car, 2017). A CT1 é usada para
fracionar todos os tipos de moléculas carregadas, como proteinas, pepti-
deos, aminodcidos, dcidos nucleicos de pequeno tamanho e, também, para
eliminar os fons contaminantes de uma amostra. Sua grande vantagem ¢
que a CTT afeta muito pouco a estrutura e a atividade biolégica das molé-
culas (Kilislioglu, 2012).
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Cromatografia por exclusdo molecular

Cromatografia por exclusio molecular é também chamada de cromato-
grafia de filtracio em gel e baseia-se num processo mecanico de separagio.
A FE ¢ uma matriz inerte de particulas com formatos, tamanhos e porosidades
uniformes. As moléculas de interesse serdo separadas por tamanho, uma vez
que as menores penetrardo nos poros da matriz e seus percursos serdo maiores
do que das moléculas de maior tamanho. Por sua vez, as moléculas que nio
penetram nos poros, que sao as de maior massa molecular, serdo excluidas e seu
percurso na FE serd menor, consequentemente, sua velocidade de migragao
serd maior (Figura 5). As proteinas excluidas sao eluidas primeiro da coluna e
as demais seguirdo em ordem decrescente de massa molecular (Collins, Braga
& Bonato, 2017). O fracionamento serd acompanhado pela leitura das absor-
vancias em 280 mn de cada fracio coletada (Zaia, Zaia & Lichtig, 1998).

Figura 5 — Cromatografia por exclusdo molecular

°

0 o

o
°

o
)
QG

&8

Na parte superior da figura, representacdo da resina com poros (FE), e ao lado a micros-
copia eletrénica das superficies das “pérolas” de Sephadex®. Abaixo, uma representagao
da cromatografia de filtracdo em gel, na qual estdo excluidas as moléculas de maior massa,
enquanto as de menor massa entram nos poros da resina e sdo retiradas pela FE.

Fonte: adaptado de Shrestha, 2013.
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As resinas do gel de dextrano, Sephadex®, sdo as mais usadas. Existem
duas séries de Sephadex”: a G, usada no fracionamento de substancias polares,
como as proteinas, e as da série LH, no de substincias menos polares, como os
metabdlitos secunddrios de plantas. As resinas da série G se diferenciam pelo
grau de ligagoes cruzadas e, consequentemente, pelo tamanho dos poros e
pela resolugdo da faixa de massa molecular que pode separar. Por exemplo,
a Sephadex® G-200 tem a capacidade de separar moléculas na faixa de 5.000 a
800.000 Da, a Sephadex® G-50 separa na faixa de 2.000 a 30.000 Da. Logo
a Sephadex® G-200 tem poros maiores do que a G-25 e permite a resolugio
de proteinas de maior massa molecular (Chou ez 4/., 2012).

Caracterizagao

Os principais ensaios bioquimicos empregados na caracteriza¢io de uma
amostra proteica sdo: dosagem do teor de proteinas, eletroforese, avaliagio
da atividade biolégica e determinagao das estruturas primdria e secunddria
da proteina.

Dosagem do teor de proteinas

, .

A dosagem do teor de proteinas é a primeira caracterizagio de um
extrato, fracio ou proteina purificada. Muitas metodologias foram desen-
volvidas para minimizar as interferéncias dos componentes nao proteicos
da amostra e aumentar a sensibilidade do método. Além das sementes, os
tecidos vegetais ndo sio tdo abundantes em proteinas quanto os tecidos
animais. Logo, a metodologia para dosar proteinas em extratos vegetais
deve ser sensivel e minimizar a interferéncia de alcaloides e compostos fené-
licos comumente encontrados em plantas, portanto o método de Bradford
rene estas atribuigoes, sendo a metodologia de escolha. E importante
ressaltar que tais metabdlitos tém anéis aromdticos que absorvem na faixa
da radiacio UV. Esse método se baseia na absorvincia maxima no espectro
visivel de uma solugao dcida de um corante, o azul brilhante de Coomassie®
G-250, a 595 nm, quando ele se liga aos grupos amino e carboxila das
proteinas que contém especialmente aminodcidos de cadeias laterais bdsicas
ou aromiticas (Bradford, 1976). A leitura da absorvincia tem sensibilidade
a partir de 1 pg de proteina e é feita em espectrofotdmetro ou leitor de
microplacas. Apesar de esse método ser mais rdpido, sensivel e estar sujeito a
um nimero muito menor de interferentes do que outras metodologias, suas
desvantagens incluem a variagao da absortividade especifica para diferentes
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proteinas, devido a sua baixa solubilidade ou ao seu baixo peso molecular.
Para contornar tais problemas, aumenta-se a concentragio do corante ¢ a
solubilizagdo das proteinas (Bradford, 1976).

Eletroforese

A eletroforese se baseia na migracio de substincias carregadas quando ¢é
aplicado um campo elétrico, ou uma diferenca de potencial elétrico (ddp).
Portanto, moléculas com carga negativa migrardo para o polo positivo,
o anodo, e moléculas com carga positiva migrario para o polo negativo,
o citodo. A velocidade de migragiao dependerd do equilibrio entre a forca
eletromotriz do campo elétrico e uma forga retardante, a friccional, imposta
pelo meio suporte no qual ocorre a eletroforese. Essas forgas, por sua vez, sio
influenciadas pela amostra (carga liquida, tamanho molecular, forma), ddp
(intensidade de corrente, voltagem e resisténcia), meio que carrega a corrente
(composi¢ao, forca idnica, pH) e pelo meio suporte (adsor¢io, eletroendos-
mose, peneira molecular) (Magdeldin, 2012).

A eletroforese ¢ classificada de acordo com o meio em que ocorre. As
mais utilizadas acontecem em meio estabilizado, que tem um suporte (sélido
ou gelatinoso), denominadas de eletroforeses zonais. O tipo de eletroforese
empregado para analisar proteinas ¢ a eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), que é feito entre placas de
vidro e tem formato de uma folha retangular (Figura 7). A poliacrilamida se
polimeriza, por ligagdes cruzadas, com a bis-acrilaminida, formando poros
cujos tamanhos podem variar de acordo com o contetido de acrilamida. Os
géis de 7, 10, 12, 15 e 20% sio os mais utilizados. O tamanho do poro do
gel estd relacionado ao tamanho molecular da proteina em andlise, 0 mesmo
principio da cromatografia de filtragio em gel. Entretanto, na eletroforese,
as proteinas maiores tém menor velocidade de migragio: quanto maior a
proteina, maior serd o poro do gel. Os polipeptideos costumam ser analisados
em géis de tamanhos superiores a 20%, com poros pequenos. O detergente
ani6nico dodecil sulfato de sédio (SDS) é essencial nessa técnica, pois ele se liga
as proteinas conferindo carga negativa e um formato caracteristico de bastao.
No SDS-PAGE a amostra de proteinas é previamente tratada com o tampao
de amostra (pH alcalino, SDS e azul de bromofenol). Esse tampio garan-
tird carga negativa a proteina, pois seus grupamentos ionizaveis perderéo seus
prétons e assumirdo carga negativa, € o corante permite visualizar a amostra
durante a corrida. Com isso, as proteinas com diferentes cargas e formas ficam
com carga negativa e com o mesmo formato alongado, portanto o diferencial
para andlise é o tamanho molecular. As proteinas de baixo peso molecular e
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os peptideos migrarao com maior velocidade através do SDS-PAGE para o
cdtodo que fica no final do gel, pois tém menores coeficientes friccionais. As
proteinas maiores terio mais dificuldade de passar pelos poros do gel. Os fons
dos tampoes alcalinos irio empurrar as proteinas do anodo (parte de cima do
gel) para o cdtodo. A voltagem ¢é outro fator essencial para a corrida eletrofo-
rética, visto que a partir dela é gerado uma ddp e, assim, o fornecimento de
energia suficiente para propiciar uma corrente elétrica necessdria para que as
proteinas migrem do 4nodo para o cdtodo. Contudo, ela nio deve ser muito
alta para nio aumentar a resisténcia de modo que a eletroforese nao acontega,
pois uma voltagem muito grande provocard distribui¢do irregular de calor e
distor¢do das bandas de proteinas (Laemmli, 1970).

Figura 6 — Eletroforese de proteinas
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Numa cuba de eletroforese, a esquerda, um SDS-PAGE é submetido a uma diferenca de
potencial e as amostras sdo empurradas do anodo para o catodo, de cima para baixo; a
direita, um gel corado e seco. Na esquerda estdo assinalados os padrées de pesos molecu-
lares e na parte superior do gel sdo identificadas diferentes amostras de extratos de plantas
com proteinas de diversos pesos e concentragdes.

Apés uma corrida eletroforética, o gel é corado ou impregnado por fons
prata para a visualizagdo das bandas de proteinas. Aquelas de maior peso ficardo
na parte superior do gel. O corante comumente usado ¢ o azul brilhante de
Coomassie® R-250. Sua sensibilidade é de 300-1.000 ng de proteinas por
banda, menos sensivel que a impregnacio por fons prata, cuja sensibilidade
¢ de 1-10 ng de proteina por banda. A eletroforese de proteinas permite
estudar o perfil de proteinas de uma amostra complexa, um extrato vegetal,
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ou acompanhar o fracionamento e a purificagio de uma proteina/polipep-
tideo. Se proteina estiver “pura” ou “homogénea’, ela apresentard apenas uma
banda de proteina no gel. Essa técnica permite estimar as massas moleculares
das proteinas quando comparadas a um padrio de proteinas, cujas massas s2o
conhecidas quando analisadas em conjunto (Magdeldin, 2012).

Avaliagdo da atividade bioldgica

As proteinas desempenham indmeras fungoes bioldgicas em decorréncia
da grande variedade de estruturas encontradas na natureza. Contudo, as
enzimas e os inibidores enzimdticos sao as moléculas biolégicas mais empre-
gadas como fdrmacos. Existem algumas maneiras de se estudar a atividade
biolégica de uma proteina num organismo e uma delas é a manipulagio
do seu genoma. O silenciamento do gene ou sua mutagio podem interferir
na fungio da proteina, causando alteragoes na fisiologia ou no fenétipo do
organismo geneticamente modificado. Logo, essa abordagem ¢ muitissimo
complexa, pois requer o conhecimento prévio do seu genoma, grande gasto
de tempo e de investimento.

Uma abordagem mais simples é buscar a atividade bioldgica desejada
ensaiando as reagoes bioquimicas de tais moléculas responséveis pelo seu efeito
farmacoldgico. Se a proteina for uma E, sua atividade serd avaliada pela capa-
cidade de catalisar a transformacao de um S em um P. Para isso, é necessdrio
conhecer as caracteristicas cinéticas da E e do S da reagio, pela determinagio
da constante de Michaelis-Menten (X )> Ou seja, a concentragao de S respon-
sdvel pela metade da velocidade maxima, os valores de pH e a temperatura nos
quais a atividade da enzima é mdxima.

Os S usados nas reagoes enzimdticas sao geralmente croméforos colori-
métricos ou fluorimétricos e a formagao de P é acompanhada em espectrofo-
tometro ou fluorimetro, respectivamente. A atividade enzimdtica é expressa
por mol de P formado por minuto de reagao (M/min.) e a atividade especifica
leva em consideragao a concentragao de proteinas na reagao (M/min./mg de
proteina). A protease papaina ¢ um exemplo de E de plantas, cujos S podem
ser de natureza proteica ou de peptideos miméticos (sintéticos com aminoé-
cido em ligagio carbamida que se assemelha a uma ligagao peptidica). Como
ela é uma cisteino protease, ¢ fundamental que o pH reacional seja levemente
4cido, caracteristico dessa classe de proteases, para que os aminodcidos cata-
liticos do sitio ativo estejam na forma idnica adequada para a catdlise. Cada
enzima tem sua faixa de pH em que sua atividade é médxima (Silva-Lépez &
Gongalves, 2019).
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Caso a proteina vegetal seja um inibidor enzimdtico (I), estuda-se o efeito
inibitdrio sobre a atividade da E alvo na reaciao de formacio do D, e existem
multdiplas possibilidades de produtos reacionais, como o complexo enzima-
inibidor (EI), tipico de uma inibi¢io enzimdtica competitiva, o complexo
enzima-substrato (ES), o complexo enzima-substrato-inibidor (ESI), que ¢
observado numa inibi¢io enzimdtica nio competitiva ou incompetitiva ou,
ainda, E, I, S e P livres. Se a quantidade de P formado for reduzida ou inexis-
tente em relagdo a uma reac¢io enzimdtica controle sem a adigao do I, pode-se
dizer que o | em questdo é eficiente, e, portanto, apresenta potencial farmaco-
16gico (Silva-Lépez, 2009).

Se a proteina vegetal for um antigeno, estuda-se a capacidade da ligagao
especifica através de reagoes colorimétricas como o ensaio de imunoabsor¢ao
enzimdtica, o ELISA (do inglés Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ou pelo
immunoblotting, também denominado de western blotting. O immunoblotting
requer a separacio prévia das proteinas da amostra por eletroforese e, depois,
sua detec¢do pelas reagoes imunoenzimdticas. Embora o immunoblotting seja
mais especifico, o ELISA ¢ o mais usado por ser mais rdpido e mais barato,
pois ndo exige a separagio prévia da amostra por eletroforese. A imunofluores-
céncia é uma outra técnica de detec¢do de antigenos e de anticorpos, contudo
¢ mais empregada para identificagio de antigenos em tecidos ou células e
requer um fluorocromo como marcador para andlise, um equipamento espe-
cial e um operador especializado, logo é uma técnica muito mais cara (Ferreira
& Moraes, 2013).

A proteina vegetal, além de ser uma enzima ou um inibidor ou um anti-
geno, pode ainda ser um ligante, um agonista ou um antagonista de um
receptor. Portanto, diferentes abordagens metodoldgicas que estudam tais
ligagoes muito especificas sao empregadas nos radioimunoensaios que marcam
tais moléculas com isétopos radioativos.

Determinagdo das estruturas primdria e secunddria da proteina

A estrutura primdria (1**) de uma proteina, ou seja, sua sequéncia de
aminodcidos e a localizacdo de suas pontes de enxofre (ligagoes covalentes), ¢
de extrema importancia para sua caracterizagio, identificagio e fungio, pois a
mudanga ou muta¢io de um Unico aminodcido na cadeia polipeptidica pode
interferir na sua atividade bioldgica. Inicialmente, era empregada a técnica
da degradagio de Edman, que utilizava um sequenciador de aminoécidos,
e a proteina era degradada sequencialmente a partir no seu NH, terminal e
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os aminodcidos eram identificados por derivagio. Essa metodologia é muito
precisa, contudo permitia identificar pequenas sequéncias de estrutura 1% ¢ o
tempo gasto para obter a estrutura completa de uma proteina era muito grande.
Atualmente, com os avangos do sequenciamento de genomas, as sequéncias
de aminodcidos de muitas proteinas tém sido preditas a partir das sequéncias
do DNA e depositadas em bancos de dados de proteinas como Protein Data
Bank (PDB), National Center for Biotechnology Information (NCBI), Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEEG), Pfam, Swiss Prot e Expasy.

A determinagio da estrutura 1¥® de proteinas de uma amostra segue um
protocolo padrio que inclui a digestao das proteinas pela tripsina, uma serino
protease que hidrolisa as ligagoes peptidicas com arginina (Arg) em sitio P1.
Posteriormente, os fragmentos peptidicos tripticos sio separados em uma
coluna de fase reversa em um sistema de cromatografia liquida de alta eficiéncia
acoplado a um espectrometro de massas (CLAE-EM/EM), que produz fons a
partir dos fragmentos tripticos e separa-os de acordo com sua relagao massa/
carga (m/z), gerando um registro (espectro) de suas abundancias. Os resultados
da relagdo m/z obtidos no EM sio analisados por algoritmos computacionais
como Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), que compara tais infor-
magoes com aquelas depositadas nos bancos de dados, sugerindo sequéncias
de aminodcidos baseados na similaridade da relagio 7/z com os peptideos ji
depositados, fazendo o alinhamento de sequéncias (Figura 7). Esses métodos
sao heuristicos, ou seja, sio métodos empiricos de informdtica que, em regras
gerais, buscam sequéncias de aminodcidos. Embora a metodologia utilizada
nio seja tao fidedigna quanto a degradagio de Edman, ela é capaz de lidar
com muitas informagdes a0 mesmo tempo de modo bastante ripido (O Neill,
2019). Contudo, a enorme limita¢do no estudo de proteinas vegetais ¢ que
existem muito poucas sequéncias depositadas em bancos de dados, visto que,
na natureza, existem em torno de 400 mil espécies vegetais, mas apenas 181
plantas tiveram seus genomas sequenciados: 6 espécies de bridfitas, 14 de
plantas vasculares (9 gimnospermas) e o restante das espécies de angiospermas
(Gongalves et al., 2021).

A estrutura secunddria (2¢%) de proteinas/peptideos é estudada por técnicas
in silico, como a modelagem por homologia e dindmica molecular, particular-
mente quando se conhece a estrutura 1¥* da proteina. A metodologia in vitro
inclui principalmente métodos espectroscépicos como o dicroismo circular
(DC), espectrofotometria no infravermelho (IV) e a ressonincia magnética
nuclear (RMN).
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Figura 7 — Fluxo metodoldgico para determinacio da estrutura 1 de uma proteina
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Do extrato vegetal, submetido a cromatografia, isolou-se uma proteina que é digerida pela
tripsina. Os peptideos sdo separados e ionizados por CLAE-EM/EM. Os espectros gerados
sdo analisados por bancos de dados de sequéncias de proteinas.

O DC estd baseado na absor¢ao de radiagao na faixa do UV, e o espectro
¢ gerado pela diferenga na capacidade de absor¢ao dos componentes esquerdo
e direito da luz circularmente polarizada por moléculas quirais. Para proteinas
os espectros de CD podem ser utilizados para estudo de: enovelamento e estru-
tura secunddria (o-hélices e folhas B); estrutura de proteinas de membrana;
monitoramento da integridade estrutural por agentes desnaturantes; quan-
tificagio das alteragbes conformacionais; e caracterizagio de dominios em
comparagio com modelos computacionais, entre outros. Os sinais da ligacio
peptidica dominam o espectro de DC de proteinas, com transi¢des eletronicas
em 190 nm e 220 nm para aminas secundadrias, ligagoes peptidicas de todos os
aminodcidos e 200 nm para as ligagoes peptidicas da amina tercidria prolina.
Outros espectros importantes sio aqueles dos anéis aromdticos de tirosina,
fenilalanina e triptofano e os das ligacoes dissulfeto que absorvem no UV
préximo. As estruturas secunddrias a-hélices, folhas B e as estruturas irregu-
lares (desordenadas) tém espectros de CD caracteristicos (Wei, Thyparambil
& Latour, 2014) (Figura 8).
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Figura 8 — Espectros de CD caracteristicos das estruturas 2% do tipo a-hélices, folhas
B e as estruturas desordenadas
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Fonte: adaptado de Wei, Thyparambil & Latour, 2014.

A regiao do IV no espectro eletromagnético localiza-se entre 14.000 e 200
cm™. A regiao do IV médio estd entre 4.000 e 400 cm™ (2.500 a 25.000 nm) e
¢ usada para estudar as estruturas de proteinas, pois tem energia para provocar
modificages nos niveis de energia vibracional (E,) e estas sdo acompanhadas
por alteragbes nos niveis de energia rotacional (E ). A andlise da estrutura
2¥4 de uma proteina a partir de seu espectro vibracional permite inferir qual
a estrutura que ela adota. As regides vibracionais da proteina sao as ligagoes
peptidicas (amidicas) e as cadeias laterais, como as sulfidrilas das cisteinas e
as carbonilas dos 4cidos aspdrtico e glutimico. E importante lembrar que a
estrutura 2** das proteinas ¢ mantida principalmente por ligagoes hidrogénio
entre os grupamentos N-H e C=O da cadeia polipeptidica com os mesmos
grupos na volta seguinte da a-hélices ou fita B vizinha da folha. A vibragio das
a-hélices ocorre em cerca de 1.650 cm™ e a das estruturas desordenadas a, apro-
ximadamente, 1.645 cm™. Por sua vez, as folhas B apresentam vdrias regides
de vibragao e sao mais dificeis de elucidacio estrutural (Wei, Thyparambil &
Latour, 2014).

A RMN e a cristalografia por difragio de raios x sdo as técnicas experimen-
tais mais importantes para dar informacoes sobre as estruturas tridimensio-
nais 3*™ e 4" de amostras puras de proteinas e foram usadas para identificar
cerca de 97% das estruturas depositadas no PDB. O ntimero de estruturas
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resolvidas por cristalografia ¢ aproximadamente cinco vezes maior do que por
RMN, visto que existe um limite de tamanho de uma proteina a ser resolvida
por RMN: em torno de 6 kDa por técnicas bidimensionais e de 40 kDa por
técnicas de trés ou mais dimensdes. A RMN ¢é observada quando se incidem
ondas de radiofrequéncia em uma amostra que tem isétopos com spin nuclear
maior que zero na presen¢a de um campo magnético, e seu sinal reflete o
ambiente quimico em que o nicleo se encontra na molécula. Em proteinas,
os nucleos atdmicos mais abundantes sao 'H, o ’C e o "N. Um conjunto
distinto de ressonincias observadas pode ser analisado para fornecer uma lista
de nicleos atdmicos préximos um do outro e para caracterizar a conformagio
local dos dtomos que estao ligados entre si. Essa lista de restrigoes é, entéo,
usada para construir um modelo da proteina que mostra a localizagao de cada
dtomo. No arquivo PDB, encontram-se dois tipos de entradas de coordenadas
para estruturas de RMN: o primeiro inclui o conjunto completo da determi-
nagio estrutural, com cada estrutura designada como um modelo separado, e
o segundo é uma estrutura média minimizada. Com base nas diferentes obser-
vaghes no conjunto, esses arquivos tentam capturar as propriedades médias da
molécula, como ligacoes de hidrogénio e dissulfeto, distdncias entre hidrogé-
nios préximos e restriges na conformagio, como também a estereoquimica

local da cadeia (Sekhar & Kay, 2019).

Figura 9 — Fluxo de trabalho para obtencdo da estrutura de proteinas por cristalografia
por difracdo de raios X
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Um monocristal de proteinas difrata os raios X, gerando um padrdo de difracdo que fornece
um mapa de densidade eletronica, possibilitando criar um modelo estrutural.

Na cristalografia por difragao de raios X, é necessdrio obter monocristais
de proteinas, sem rupturas, defeitos e sem contornos de grio. Esses cristais sio
submetidos a um feixe de raios X (A = 1 a 100 A) e suas proteinas difratam o
feixe em vdrias diregoes de acordo com a simetria do agrupamento de dtomos.
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A difragao origina um padrio de intensidades, caracteristico de manchas, que
pode ser interpretado segundo a distribui¢ao dos dtomos no cristal, aplicando
a lei de Bragg. O mapa da densidade eletronica ¢ interpretado para determinar
a localizagao de cada dtomo (Figura 9). Os raios X sio usados porque tém A
da mesma ordem de grandeza das distdncias interatdmicas, gerando, assim,
difragdes significativas. A grande limitagio da cristalografia ¢ a obtencio de
monocristais: enquanto algumas proteinas formam cristais perfeitos e bem
ordenados, outras formam cristais fracos. A precisio da estrutura atdmica
gerada pela difragao de raios X depende da qualidade dos cristais, pois a
estrutura atdmica de cristais perfeitos reflete a estrutura da proteina. A cris-
talografia é um excelente método para proteinas rigidas que formam cristais
ordenados, pois as moléculas estao alinhadas exatamente na mesma orien-
tagao. Porgoes flexiveis de proteinas nio sio bem visualizadas nos mapas de
densidade eletronicas de cristalografia (Gawas, Mandrekar & Majik, 2019).

Ainda nio existe metodologia capaz de descrever as caracteristicas confor-
macionais de uma proteina de forma absoluta. Os dados experimentais de vérias
técnicas, junto com as abordagens i silico, permitem o refinamento de modelos
estruturais de proteinas, as alteragoes conformacionais resultantes da ligagao de
ligantes e as interagoes com macromoléculas. Cada metodologia tem suas vanta-
gens e desvantagens, e ¢ preciso extrair as informagoes de cada uma delas para
criar um modelo final que seja consistente com os dados experimentais, com a
composicio e geometria esperadas da proteina.

Consideracdes Finais

As proteinas, entre todas as moléculas biolégicas da natureza, sao as
que tém as estruturas mais complexas e com alto grau de diversidade, e, por
causa disso, sdo capazes de desempenhar iniimeras fun¢oes nos organismos e
nos ambientes. Além disso, se uma determinada proteina apresentar muta-
¢Oes, sua estrutura estard alterada e consequentemente sua fungio bioldgica
também, o mesmo acontece quando ela estd ausente ou sua sintese é insufi-
ciente. A alteragdo da fungio das proteinas pode modificar o metabolismo
e a fisiologia do individuo, acarretando um processo patoldgico. Tanto pela
variedade de fun¢des que desempenham quanto pela importincia dessas
funcoes, as proteinas tém sido utilizadas para fins biotecnolégicos e farma-
colégicos e fazem parte da classe de firmacos biolégicos. Tais firmacos
trazem solucoes inovadoras e mais efetivas para enfermidades intratdveis
com medicamentos sintéticos, como doencas degenerativas e do sistema
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imune. As proteinas de plantas sio muito atrativas para fins farmacolégicos

pois, além de serem filogeneticamente distantes de humanos e animais, sio

resistentes em temperaturas elevadas e na presenca de agentes quimicos, tém

boa atividade biolégica e baixo custo de obtengao, requisitos importantes

para a produgao industrial de medicamentos.
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Isolamento, Purificacao e Caracterizacao de
Metabodlitos Secundarios Vegetais

Dulcinéia Furtado Teixeira, André Mesquita Marques,
Leonardo Lucchetti Caetano da Silva e Carla Junqueira Moragas Tellis

potencial alimenticio, terapéutico e nutracéutico de espécies vegetais
baseia-se na existéncia de determinadas substancias bioativas presentes
nelas que sejam capazes de promover efeitos fisioldgicos benéficos
ou de participar de processos metabdlicos para manutengao ou melhoria das
fungdes de um organismo. Tais substincias podem ser encontradas em diversas
matrizes, como raizes, caules, folhas, flores, frutos e sementes. A importincia
desses produtos naturais estd nio somente no seu consumo 77 naturd, mas
também na sua aplica¢do como base para a formula¢io de novos produtos
alimenticios, cosméticos ou medicinais (Samtiya ez a/., 2021). Uma planta,
para ser considerada matriz para a obtencio de um produto farmacéutico,
em sua forma integra ou em parte, como fonte de algum derivado, precisa ter
sua composi¢io minimamente conhecida. Os medicamentos sintéticos (ou
especialidades farmacéuticas) apresentam, em suas bulas, a descrigao completa
de sua composicio e as proporgdes entre seus constituintes. Naturalmente, o
mais importante ¢ a identificagdo e a quantidade do ativo por dose. No caso
de plantas e seus produtos derivados, tal informacio nao é tao simples de ser
obtida, devido 4 complexidade e variedade dos metabdlitos que as constituem
(Veiga Jr. & Pinto, 2005).
Um dos aspectos mais importantes para garantir a eficicia e a segu-
ranga de um fitomedicamento é o conhecimento de sua composi¢io e do
quanto ela pode variar em fungido de diversos fatores, tais como sazonalidade,
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ritmo circadiano e herbivoria (Lopez-Bucio, 2006). A compreensio total da
composicio de um insumo vegetal complexo que sirva de insumo farmacéu-
tico ativo ainda é uma utopia. Assim, para que ela seja conhecida da maneira
mais profunda possivel, a planta precisa ser submetida a ensaios laboratoriais
que levem ao isolamento, purificagdo e caracterizagio de seus constituintes
(Gobbo-Neto & Lopes, 2007). O processo inicia-se com a identificagio
inequivoca da espécie por um profissional especializado (botanico), que deve
acompanhar a colheita do material vegetal, que pode ser ou nio sucedida pela
etapa de secagem, a depender das substancias de interesse. No caso das plantas
medicinais cujo estudo tem por objetivo obter dleos essenciais, o processo de
secagem nao deve ser realizado e a planta deve passar pelo processo de extragao
na forma mais fresca possivel, para prevenir a eliminagao de seus constituintes
voldteis (Valli, Russo & Bolzani, 2018). As etapas de colheita e secagem, em
conjunto com a etapa subsequente de extragao foram descritas nos capitulos 2
e 3 deste livro. Neste, sio descritos as ferramentas e os procedimentos tipicos
da chamada etapa fitoquimica.

Etapa Fitoquimica

A etapa fitoquimica compreende uma série de procedimentos destinados
a identificagao prévia, a separagio, o isolamento ¢ a purificagio dos metabé-
litos secunddrios vegetais. Idealmente, buscam-se aquelas substincias envol-
vidas em alguma atividade bioldgica do extrato analisado, os chamados marca-
dores bioldgicos. Contudo, nem sempre eles estardo presentes em quantidades
mensurdveis. Assim, na impossibilidade de obter tais substancias, seja por sua
baixa concentra¢io nos extratos, seja por sua prépria complexidade quimica,
outras mais abundantes no extrato e/ou de mais fécil isolamento devem ser
selecionadas e extraidas. Neste caso, temos os chamados marcadores quimicos,
que s3o extremamente Uteis para a realizagao das etapas futuras de controle da
qualidade da matéria-prima e essenciais na garantia da eficicia e da seguranga
dos extratos candidatos a medicamentos (Souza, Mello & Lopes, 2011).

O fracionamento

O fracionamento de substincias naturais de plantas é um procedimento
fundamental na busca de produtos naturais bioativos. Apds a extragio das
amostras vegetais, em que as substincias sao liberadas do material de origem,
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o fracionamento podera ser realizado, a fim de se separar e purificar as substancias
naturais. Técnicas como cromatografia, destilagio e extracao liquido-liquido sao
utilizadas para separar os diferentes constituintes com base em suas propriedades
fisico-quimicas. Isso resulta na obten¢io de fragdes cada vez mais puras,
permitindo a identificagdo e o isolamento dos metabdlitos de interesse. Esses
componentes isolados podem ser analisados quanto as suas propriedades
biolégicas e potenciais aplicagdes terapéuticas, farmacéuticas ou industriais.
O fracionamento ¢ crucial para explorar a riqueza quimica das plantas, o que
facilita a descoberta de novos firmacos, ingredientes alimenticios funcionais e
compostos de interesse industrial.

Particdo liquido-liquido

Uma vez terminado o processo de extragdo, discutido no capitulo 3,
inicia-se o fracionamento. Essa etapa é imprescindivel, pois raros sao os casos
de obtencio de substancias puras diretamente do extrato bruto. Como exem-
plos, temos a pilocarpina (do jaborandi) e a rutina (da unha-de-gato) que, em
virtude de sua abundéncia nos extratos das plantas de origem, sao obtidas de
forma simples a partir deles (Abreu ez 4l., 2007).

Uma vez que o extrato bruto ¢ obtido, ele é submetido a algum processo
de secagem e seu rendimento, avaliado, em percentual, na relacio entre
a massa da planta e a do material seco. Todas as etapas sdo relevantes, pois
um conjunto de procedimentos realizados com boas praticas e qualidade sao
fundamentais para a repetibilidade, a previsibilidade e, portanto, para a quali-
dade do produto (Silva & Loh, 2006).

O fracionamento inicial do extrato bruto, muitas vezes, inicia-se com
extragdes liquido-liquido. Tal procedimento objetiva a redugao da comple-
xidade quimica da amostra inicial, que pode conter uma infinidade de meta-
bélitos secunddrios de classes quimicas e polaridades muitos distintas entre
si, a fim de facilitar o isolamento de substincias. Apds sua ressuspensao em
solvente adequado (geralmente um sistema composto de propor¢oes variadas
de metanol ou etanol e d4gua) que permita sua dissolu¢do total, a mistura ¢
transferida para um funil ou ampola de separagio e um solvente imiscivel
¢ adicionado. O funil é agitado para permitir a mistura das fases e promover
a migracio preferencial dos componentes para o solvente no qual sio mais
soltiveis, de acordo com seus coeficientes de partigio. Sendo assim, o conhe-
cimento prévio da polaridade dos metabélitos e das forgas intermoleculares
envolvidas ajuda a mensurar a seletividade da solubilidade dos metabdlitos-alvo.
O processo envolve misturas de solventes, geralmente em ordem crescente de
polaridade, e é repetido por quantas vezes forem necessdrias, até o esgotamento
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possivel, de forma a gerar vdrias fracdes enriquecidas e menos complexas se
comparadas com o extrato bruto original. Tipicamente, extratos hidrofilicos
(aquosos ou hidroalcéolicos), em geral muito complexos na diversidade de
componentes (e de polaridades também diversas), sio particionados, sucessi-
vamente, com 7-hexano, acetato de etila, cloreto de metileno ou cloroférmio
e, finalmente, butanol-1. Dessa forma, sao obtidas fragdes de polaridade cres-
cente que tornam os procedimentos de isolamento das substancias mais fécil
(Nhien ez al., 2016). Os solventes e suas propor¢des variam de caso a caso. Na
Figura 1, damos um exemplo do processo de parti¢ao liquido-liquido.

Figura 1 —Funil ou ampola de separac¢do, contendo dois solventes imisciveis, usado no
processo de separacao liquido-liquido

7

Esse tipo de parti¢ao ¢ usado nas etapas laboratoriais para conhecer a

composicio do vegetal e sua variabilidade, para posterior caracterizacio estru-
tural e submissdo das substincias para testes de atividade biolégica. Uma vez
que sdo usados solventes toxicos e proibidos nas boas préticas de fabricagao,
esse tipo de procedimento nao é usado em escala industrial (Zou ez al., 2018).

Extracdo em fase sdlida (EFS)

Apesar de ser amplamente utilizada em laboratérios de pesquisa, a
técnica de extragdo liquido-liquido tem algumas limitagdes. Entre elas, estd
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a saturagao de um solvente no outro, fazendo com que, frequentemente, nio
seja possivel concentrar a totalidade das substincias em apenas uma das fases.
Assim, como alternativa para minimizar alguns de seus aspectos negativos, tais
como o uso de grandes volumes de solventes e/ou a possibilidade de formacio
de emulsoes dificeis de serem desfeitas, em 1976 foi introduzida a técnica de
extragdo em fase sdlida (EFS, ou solid-phase extraction — SPE). Atualmente, a
EES tornou-se uma das técnicas mais empregadas no preparo, concentragio
e purificagio de amostras de forma mais rdpida e precisa que as extragoes
manuais (Hennion, 1999; Poole, 2002).

A EFS funciona como uma cromatografia sélido-liquido em coluna e tem
um poder de separacio de cerca de cinquenta vezes maior que uma extragio
liquido-liquido. Para realizar a separagao aplicando essa técnica, devem ser
escolhidas fases estaciondrias (FE, os adsorventes) e fases méveis (FM, os
solventes), de modo que a amostra aplicada ao sistema passe diretamente pelo
leito cromatografico e seja adsorvida pela FE, podendo haver alguma retengao
seletiva de constituintes. A maioria das FE usadas em EFS ¢ formada por
sistemas orginicos com grupos C18, C8, C2, cicloexila, fenila e aminopro-
pila, ligados quimicamente 4 silica. A escolha da fase mais apropriada deve ser
orientada pelos mesmos critérios da escolha das FEs usadas em cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE): estrutura quimica do analito, propriedades
do solvente e caracteristicas da amostra. Na Figura 2, mostramos um aparato

tipico de EFS (Camel, 2003; Jardim, 2010).

Figura 2 — Equipamento para EFS
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A Cromatografia como Ferramenta de Fracionamento,
Isolamento e Purificacdo: conceitos, fundamentos e tipos

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separacio de substancias
de uma amostra eluidas por uma FM de acordo com diferengas de comporta-
mento em uma FE. Para isso, emprega-se uma FM que promoverd a migracio
diferencial dessas substancias através da FE. O procedimento de separagao
acontece pela agao de diferentes forcas intermoleculares e pela interagio dife-
renciada dos componentes da amostra com a FM e FE, os quais se deslocam
em diferentes velocidades pelo sistema. Os fendmenos mais utilizados nas
operagoes de separacido baseiam-se na adsorgio-dessor¢do, na partigio, na
filtragio em gel e na troca idnica. A técnica é tradicionalmente subdividida
em dois tipos: planar e em coluna. Ambas sdo usadas rotineiramente em labo-
ratérios de pesquisa e com diferentes aplicabilidades. A cromatografia planar
¢ mais utilizada para a compreensio da natureza quimica dos componentes
da amostra, sua complexidade, e permite que sejam inspecionados os grupa-
mentos funcionais das moléculas separadas numa etapa denominada reve-
lagao, o que serd discutido mais adiante. Ela também antecede a cromatografia
em coluna que, por sua vez, é mais aplicada em processos de fracionamento,
uma vez que permite a aplicagio de grande quantidade de amostra. O fracio-
namento consiste em, gradativamente, simplificar a composi¢io do extrato
em termos de niimero de espécies quimicas presentes, fracionando, isolando e,
em dltima andlise, levando a purificagio de componentes. Para que tais etapas
sejam bem-sucedidas, é necessdrio compreender os fendmenos fisico-quimicos
dos modos de separagao para que sua selegao seja mais adequada a natureza da
amostra (Collins, Braga & Bonato, 2000).

A adsor¢io-dessor¢io ¢ um fenémeno baseado nas caracteristicas
eletronicas das moléculas que interagirdo com a FE durante o procedimento
cromatografico, sendo caracterizado como um fendémeno de superficie

(Figura 3).
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Figura 3—Exemplo de placa contendo gel de silica e mecanismo de adsor¢do de analitos

Silica

4 .7 Grupos Moléculas

Q Q hidroxilas  do solvente

Folha de aluminio

Em detalhe, as hidroxilas dos grupos silandis livres.
Fonte: adaptado de Chembam, 2023.

O polimero mais amplamente utilizado como FE ¢ o gel de silica, seguido
pelas aluminas. O gel de silica é mais aplicdvel para analitos de cardter mais
lipofilico — antagénico a natureza da FE. A FM empregada ¢, geralmente,
composta de misturas de solventes de natureza equivalente a do analito, o que
permite que a amostra permaneca soldvel durante a operagdo. Para misturas
mais polares, utiliza-se FE com gel de silica, porém funcionalizado para croma-
tografia fase reversa. A FE mais utilizada é a composta de grupamentos octa-
decilsilano (ODS) (conhecido como RP-18 ou C, ). Nesse tipo de separacio,
o fendmeno observado ¢é o da parti¢io, o qual ocorre entre a fase FM liquida e
longa cadeia ODS liquida associada a silica. Para esse modo de cromatografia,
a mistura de solventes que compdem a FM ¢ hidrofilica.

Para que ocorram separagdes melhores, ao longo do curso do processo,
pode-se aumentar ou diminuir a polaridade da FM nas cromatografias com
fase normal e reversa, respectivamente (Schroder, 2017; Skoog ez al., 2000).
Nesse processo, as interagoes intermoleculares dos analitos e dos grupos hidro-
xilas do gel de silica e a diferenca entre as forcas de interagao entre os analitos
e os grupos silandis levardo a graus diferenciados de retengao dos metabdlitos
na placa cromatogrifica na fase normal, pela diferenca de afinidade entre os
analitos e a FE. Entre as possibilidades de interagoes, temos as ligagoes de
hidrogénio, as interagdes dipolo-dipolo e, em Gltimo caso, interagoes do tipo
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Van der Waals, as mais fracas. Na cromatografia de fase reversa, grupos alquila
de cadeia longa sdo ligados a silica, o que modifica o cardter polar do polimero
e leva a formagao de um filme liquido apolar. Assim, enquanto na fase normal
as substincias mais polares, capazes de fazer ligacoes de hidrogénio, sao as
mais retidas na FE, na fase reversa ocorre o contririo, ou seja, as substancias
mais polares s3o as primeiras a migrarem na placa ou na coluna devido a baixa
interagdo com a silica modificada (Figura4).

Figura 4 — Exemplo de cromatograma e ordem de eluicdo de metabdlitos em fase
normal contendo gel de silica (A) e em fase reversa contendo silica modificada
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Fonte: adaptada de Wikipedia Commons.

Tais processos de separagao baseados em ambos os fendmenos podem ser
divididos em cromatografia liquida cldssica (CLC), realizada em colunas de
vidro ou ago, sob pressao atmosférica e fluxo de FM pela gravidade, e croma-
tografia flash (CF), que, além da gravidade, ¢ auxiliada por um fluxo de nitro-
génio ou ar (Amorim, 2019), conforme pode ser visto na Figura 5.
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Figura 5—Exemplo de cromatografia em coluna liquida cldssica sob pressdo atmosférica
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Fonte: adaptada de Chembam, 2023.

Outro processo bastante utilizado é o da filtragio em gel na cromato-
grafia em coluna. Esse fend6meno néo ¢é aplicdvel ao modo planar. Nessa
modalidade, a coluna ¢ preenchida com resina que, ao entrar em contato
com a FM, expande-se formando poros de dimensoes conhecidas que
variam em func¢io do tipo de FE. Por ser considerado um procedimento
que envolve filtragio molecular, o mecanismo envolvido nessa etapa ¢
relacionado diretamente a diferenca de peso molecular (tamanho mole-
cular distinto) entre os analitos (Figura 6A). Sua principal utilizagao ¢
na separa¢io de moléculas grandes e pequenas, geralmente hidrossoluveis.
Nessa filtracio, as moléculas pequenas ficam retidas, enquanto as maiores
sao eluidas primeiro, uma vez que nio transitam por entre os poros da
FE. Com isso, obtém-se um gradiente de substincias determinadas por
tamanho. Entre as fases mais utilizadas nessa operagio, podemos citar
a resina Sephadex® LH-20, que é muito requerida para a separa¢ao de
terpenos e peptideos de baixo peso molecular.

O dltimo tipo de cromatografia ¢ o de troca i6nica (CTI), comumente
utilizada para separagdo de moléculas biolégicas como peptideos, amino-
dcidos ou proteinas, por isso é conhecida como biocromatografia. Ela se
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baseia na separacio de moléculas ionizdveis e é aplicdvel apenas a moléculas
carregadas. Os trocadores de {ons utilizados na andlise quimica sio pratica-
mente insoldveis em dgua e em solventes orginicos e contém fons ativos (ou
contraions) capazes de serem trocados reversivelmente com outros fons em
solucdo. Dessa forma, a CTT ¢é baseada na atragio de moléculas de cargas
opostas. Para tal, é empregada uma resina trocadora de fons que pode estar
carregada positiva (trocadores de 4nions) ou negativamente (trocadores
de cdtions). Moléculas carregadas negativamente ligam-se aos trocadores de
anions, enquanto as de carga positiva ligam-se aos trocadores de cdtions
(Jungbauer & Hahn, 2009). A Figura 6B, a seguir, exemplifica esse processo
de separagio.

Figura 6 — Exemplo de tipos de mecanismo de separagdo cromatografica em coluna
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(A) Modelo cromatografico de filtragdo molecular; (B) modelo cromatografico de
troca ionica.

Fonte: adaptada de Wikidoc, 2023.

A seguir, sero discutidos os principais modos de cromatografia realizados
rotineiramente em laboratérios de pesquisa e desenvolvimento de produtos
derivados de plantas medicinais.
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Cromatografia planar

Atualmente a cromatografia planar tem como suportes o papel, o
aluminio e o vidro. O papel, por ser de aplicagio mais restrita, nao ¢ tao utili-
zado quanto as cromatografias com os outros suportes. O aluminio é o mais
usado por ser resistente ao calor — empregado em muitas reagoes de identifi-
cagao, como serd visto mais adiante — e, também, por permitir que as folhas,
originalmente comercializadas na medida de 20 x 20 cm, com 0,20 mm de
espessura, possam ser cortadas de acordo com a necessidade do usudrio. As
placas de vidro s3o mais usadas na modalidade preparativa, quando é aplicada
uma quantidade maior de amostra da qual se deseja obter substancias com
maior grau de pureza, apds raspagem e extragio da FE. Para isso, esse tipo de
placa tem espessura de 1 mm de camada de gel de silica. Em ambos os casos,
denomina-se essa modalidade de cromatografia em camada fina ou delgada

(Amorim, 2019).

A técnica da cromatografia em camada fina

A técnica da cromatografia em camada fina, também conhecida como
cromatografia em camada delgada (CCD), oferece como vantagens baixo
custo relativo, facilidade de operacio e rapidez na obtenc¢io de informacoes e
como desvantagens, a baixa resolu¢io e, de certo modo, a limitagio na quali-
dade das informagdes que o cromatograma revela. A técnica é utilizada, funda-
mentalmente, para monitorar a presenga de substincias (ou, pelo menos,
identificar seus grupamentos funcionais) numa amostra e avaliar seu grau
de complexidade, com a perspectiva em etapas subsequentes de isolamento de
componentes. Para compreender como tais finalidades sao alcangadas, cabe
uma rdpida explicagao dos fundamentos de seu uso.

A depender da natureza de um extrato ou de uma fragio, principalmente
em fungio de sua solubilidade, grau de complexidade e diversidade quimica
de componentes (polares ou apolares), ¢ selecionado o tipo de FE e o suporte
que a sustenta. Essa tomada de decisao se assemelha a da ocasido do desenho
de um procedimento para o uso de cromatografia em coluna, como serd visto
mais adiante.

Quando a amostra ¢ lipofilica, como extratos ou fragdes obtidos com
solventes apolares (7-hexano, clorados, acetato de etila etc.), preferencial-
mente emprega-se a alumina ou o gel de silica para a fase normal, porque tém
cardter polar. O gel de silica ¢ muito mais utilizado em razdo de sua versatili-
dade, estabilidade e resisténcia aos agentes reveladores. A natureza da FE deve
ser antagdnica, em termos de polaridade, 2 da mistura a ser analisada. A silica ¢
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formada por unidades — SiO, e tem carater fracamente 4cido, por isso pode ser
usada na separagio de substincias como aldeidos, cetonas, fendlicos, dcidos
graxos, aminodcidos, alcaloides, terpenoides e esteroides. Nessa FE ocorre o
fendmeno da adsor¢ao-dessorcio dos analitos (Figura 3). Cada substancia terd
seu grau de afinidade com a silica, a depender da for¢a de interagio intermo-
lecular formada, e a ligacdo hidrogénio entre as hidroxilas livres dos grupos
silandis é uma das mais importantes.

Quanto mais polar for a substincia a ser analisada, por mais tempo ela
ficard adsorvida; inversamente, quanto menos polar ela for, menos retida
ficard na FE e mais facilmente serd eluida junto com o sistema de solventes
(FM). Nesse sentido, ao ser submetida a uma mistura de solventes, sempre de
natureza antagbnica a da FE, quanto mais polar um analito for, mais afinidade
ele terd pela FE e, portanto, migrard pouco na trajetéria ascendente da fase
movel, no caso da CCD realizada em cuba cromatogrifica cldssica. Quanto
menos polar for o analito, maior serd a migracio deste junto com a FM. Essa
migragio diferencial pode ser medida através da relagio entre a capacidade
de migracdo de uma substincia em relagio a migragio da FM e o ponto de
aplica¢do da amostra, sendo conhecido como fator de retengao do analito (Rf)
ou de retardamento. Esse fator é, portanto, um dos aspectos mais importantes
na interpretagdo de um cromatograma. Ele é um parimetro adimensional,
obtido por meio da divisdo da distincia de migragao da substincia a ser anali-
sada pela distancia percorrida pela FM ao término da corrida cromatogrifica,
geralmente medida em centimetros. Considerando que a FM tem migragao
total e que as substincias em andlise devam migrar em algum grau entre a
retengdo total e a auséncia de retencio (tal qual a FM), obtém-se o valor
desse fator (Rf) dividindo-se as distancias. Assim, o valor obtido serd sempre
compreendido entre 0 (totalmente retido) e 1 (totalmente eluido junto com
a FM). O Rf de uma substincia serd uma constante, desde que reproduzidas
todas as condi¢des de FM e FE e parAmetros da amostra de uma referéncia,
seja da literatura, seja de algum experimento. Esse fator serd sempre caracte-
ristico, porém nao especifico para uma determinada substincia, analisada sob
determinadas condi¢des experimentais especificas (Amorim, 2019). Na Figura
7, mostra-se um esquema do procedimento da cromatografia em camada fina
e como o fator ¢ calculado.
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Figura 7 — Esquema do procedimento da cromatografia em camada fina e célculo do
fator de retencdo (Rf)
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Em uma amostra hidrofilica, mais polar, o gel de silica é muito pouco
eficiente, porque tem grande afinidade pelas substincias e, assim, as retém.
Uma mistura polar em uma FE polar ndo permitird que a cromatografia ocorra
adequadamente pois as substincias tenderao a permanecer retidas préximas ao
ponto de aplicacio. Assim, opta-se pelo uso do gel de silica funcionalizado
para fase reversa e, nesse caso, o fendmeno de adsor¢ao-dessor¢ao é substituido
pelo de parti¢ao. As longas cadeias hidrofébicas dos grupamentos ODS (C ,
ou RP-18), que compdem a FE mais utilizada no modo reverso, permitem que
substincias mais polares migrem mais que as menos polares, como mostrado
na Figura 4. Outra FE de uso comum, porém de aplicagio mais restrita, é
a poliamida. A interpretagio do cromatograma e o cilculo do valor do Rf
das substancias sdo os mesmos. Além do ODS, outros grupamentos também
podem ser utilizados e serdo selecionados em func¢io do tipo de amostra a
ser analisada, como diol, ciano, octilsilano, poliamida etc. (Aquino Neto &

Nunes, 2003).

Revelag¢do de um cromatograma

7

Ao término da corrida cromatogréfica, o registro obtido na placa ¢
chamado de cromatograma. Uma vez que a mistura de solventes é incolor
e a FE, branca, apenas as substincias coloridas da amostra poderiam ser
visiveis a olho nu, ainda assim, a depender da sua concentragio. A técnica,
criada pelo botanico Mikhail Tswett no inicio do século XX, consistia em um
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procedimento de separagio de pigmentos (chroma = cor; graphos = escrita).
Em seu livro, intitulado Clorofilas no Mundo Vegetal e Animal, exigido como
parte de seu doutoramento, é assim que ele explica o processo de separagio:
“uma vez que as diferentes substincias apresentem diferentes constantes, irdo,
consequentemente, mover-se com diferentes velocidades de deslocamento
ao longo do fluxo e, assim, serao separadas como zonas de adsorgio inde-
pendentes”. Essa afirmacio se mantém aplicdvel conceitualmente nos dias de
hoje (Collins, 2009). A técnica desenvolveu-se e tornou-se imprescindivel em
qualquer laboratério de fitoquimica. Sua versatilidade, baseada nas diferentes
combinagdes de fases e formas de detecgio, torna-a aplicdvel a todas as subs-
tAncias de origem vegetal, independentemente de sua natureza quimica.

Para que analitos brancos ou incolores pudessem ser também anali-
sados pela técnica, procedimentos para revelar as substincias nas placas ou
folhas cromatograficas precisaram ser desenvolvidos. Esse processo de reve-
lagio permite localizar os componentes da amostra para, além de calcular o
Rf, avaliar também a natureza quimica das substincias separadas de acordo
com os seus grupamentos funcionais e, assim, confirmar a presen¢a de meta-
bélitos ou inferir possiveis classes quimicas desses metabdlitos na amostra
(Waksmundzka-Hajnos, Sherma & Kowalska, 2008).

O gel de silica que recobre as folhas e as placas cromatograficas utili-
zadas na escala analitica pode ter indicadores na regido do ultravioleta
na caixa de placa. Dessa

(UV), em geral representado pelo cédigo F,.,
forma, apés o término da corrida, ela é levada a uma cimara escura e
iluminada por dois comprimentos de onda (254 e 365 nm). Esses dois
comprimentos de onda permitem que manchas ou bandas sejam visuali-
zadas na placa — o que é impossivel a olho nu, em comparagio a observacio
da silica. Desse modo, pode-se localizar as regioes na placa de CCD para
poder proceder ao célculo do Rf. As placas para uso em modo preparativo
niao devem conter o indicador, pois sio préprias para raspar a regido com
a substancia de interesse para posterior extragao. Se a FE contiver algum
componente além da silica, a zona raspada com a substincia de interesse
estaria contaminada (Collins, 2010).

Apbs esta investigagdo visual, o analista pode recorrer a reagdes cromd-
ticas. Existem substincias que, quando em solugoes reveladoras, reagem com
os componentes da amostra eluida, gerando produtos coloridos. Algumas
delas reagem indiscriminadamente, sio, portanto, consideradas reveladores
universais, com media¢io de dcidos fortes. Nesse caso, a partir da utiliza¢io
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de reagentes universais, as cores geradas nos locais da placa em que as substan-
cias ficaram retidas nio costumam ser usadas para auxiliar na identificacio das
funcionalidades. Entre os reveladores mais usados, encontram-se o sulfato cérico,
vapores de iodo e amonia. A principal vantagem desses reveladores é permitir a
visualizacdo de todas as substancias aplicadas e eluidas na placa que sejam sensi-
veis & oxidagdo. Alguns reagentes podem auxiliar de forma mais sugestiva na
caracterizagao de classes de metabdlitos, sendo de grande valia na confirmagao
ou possivel indicagio sobre a presenca de determinadas substancias em extratos
vegetais. O uso de vanilina, em solugao de dcido sulfrico, em contato com
terpenoides, substincias aromdticas ou fendlicas, evidencia manchas nas cores
rosa ou roxo caracteristicas. Os esteroides, por sua vez, surgem como manchas
amarelas; os diterpenos, como zonas rdseas; e os triterpenos, roxas. O revelador
p-anisaldeido cora os fendis, terpenos, aglicares e esteroides em roxo, azul, cinza
ou verde, dependendo da substincia presente; por sua vez, o dcido fosfomolib-
dico revela esteroides através de manchas azul-escuras.

Alternativamente, existem também reveladores para determinados grupa-
mentos funcionais das moléculas. Dentre eles, destacam-se a ninhidrina, que
gera coloragio purpura ou amarela para aminodcidos de cardter bésico e reativos
gerais para deteccio e caracterizagio dos alcaloides, como os de Bouchardat
(Wagner), Dragendorff, Bertrand e Hager. As coloracoes apresentam variagoes do
castanho-alaranjado, a depender da subclasse do alcaloide. As substincias fené-
licas costumam reagir com cloreto férrico, gerando produtos de coloragio verde,
amarela ou ainda violdcea, conforme a estrutura, como flavonoides, taninos etc.
Se o analito for glicoconjugado, pode-se utilizar a solugao de orcinol em 4cido
sulftirico para verificar a presenca de O-glicosideos, o que gera compostos arro-
xeados. A caracterizago preliminar de flavonoides, de maneira geral, pode ser
auxiliada pelo uso de um reagente conhecido popularmente como difenilborilo-
xietilamina e polietilenoglicol (NP-PEG). Esse reagente permite a visualizagao de
fluorescéncias caracteristicas de diferentes estruturas fenélicas presentes em deri-
vados de dcidos fendlicos e nicleos flavonoidicos, respectivamente. Enquanto as
flavonas sao visualizadas como amarelo-esverdeadas apds aplicagio do reagente
NP-PEG, os derivados do tipo flavondis ficam laranja-amarelados; a presenca de
manchas azuladas indica substancias fendlicas simples, como 4cido ferrilico, por
exemplo (Figura 8). O hidréxido de potéssio, por sua vez, pode ser utilizado para
a revelagio de amostras com cumarinas porque o contato com a substincia e a
exposi¢ao A radiagio UV (366 nm) fazem com que a mancha adquira, pouco a
pouco, fluorescéncia verde (Wagner & Bladt, 1996; Matos, 2009).
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Figura 8 — Cromatografia em camada delgada do fracionamento de uma amostra rica
em derivados fendlicos contendo flavonas, flavondis e acidos fendlicos revelados com
o reagente difenilboriloxietilamina-polietilenoglicol

Cromatografia em coluna

A cromatografia em coluna ¢ um método amplamente utilizado na sepa-
racio de componentes de uma mistura com base em suas propriedades fisico-
quimicas. Nesse processo, uma coluna é preenchida com um material esta-
ciondrio, como silica gel ou resinas, onde a amostra a ser separada ¢ aplicada.
Ao adicionar um solvente, conhecido como fase mével, a interacio entre a
FM e a FE permite a separagao diferenciada dos componentes presentes na
mistura. Devido as diferentes afinidades dos componentes da amostra com a
fase estaciondria, cada substincia se move em velocidades distintas ao longo da
coluna, resultando na separagao das substincias.

Tipos de colunas e modos de operagdo

O outro modo de cromatografia, além do planar, ¢ realizado por meio de
colunas cilindricas preenchidas com FE. Nesse modo estdo as cromatografias:

* em coluna de vidro ou ago, empacotada com FE (tal qual na croma-
tografia em camada fina, como visto anteriormente), cujo modo de
eluicdo da FM pode ser feita por agio gravitacional, por baixa pressao
ou por vicuo, sendo considerada como cromatografia em coluna clds-
sica (Figura 5);

¢ liquida de alta eficiéncia (CLAE ou HPLC, do inglés high performance

liquid chromatography) e, mais modernamente, cromatografia liquida
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de ultra eficiéncia (CLUE ou UPLC, do inglés u/tra performance liquid
chromatography), realizada em colunas de ago nos modos analitico,
semipreparativo ou preparativo (a depender da quantidade de amostra
suportada) e em cromatdgrafos especificos;

* com fase gasosa (CG ou GC, de gas chromatography), realizada em
colunas preenchidas com FE sélidas ou liquidas que sao perpassadas
por gases, que atuam como FM, em instrumentos especificos; e

e em contracorrente (CCC), preenchidas com sistemas de solventes
imisciveis, nos quais um deles atua como FE, sendo retido na coluna,
enquanto o outro solvente é eluido, fazendo com que ocorra a migragao
diferencial mediante os coeficientes de particio dos analitos entre os
dois solventes em aparelho especifico (Frangois, Sandra & Sandra,
2009; Bocelli, Borsatto & Santos Neto, 2018).

A operagdo em coluna

Na cromatografia em coluna, assim como no modo em camada fina, as
substancias coloridas podem ter sua elui¢do monitorada visualmente quando
colunas de vidro sdo utilizadas. No entanto, nem sempre serd possivel observar
a presenca das substincias durante o processo cromatogréfico, uma vez que
muitos metabdlitos naturais nao apresentam croméforos com absorgdes signi-
ficativas na faixa do espectro visivel. Assim, além da presenca de um cromé-
foro, sua concentracio é também fundamental para a visualizagio das subs-
tancias. Na CLUE e na CLAE, o monitoramento ¢ feito por intermédio da
tela do computador que opera o controle do aparelho. O detector utilizado
manda o sinal da passagem da substincia por ele que, por sua vez, aparece
como um sinal cromatogrifico na tela. Em qualquer dos processos, quanto
mais concentrada na amostra a substincia estiver, maior serd o alargamento
do sinal correspondente a ela no cromatograma ou da faixa/banda observada
a0 longo da coluna (no caso de colunas clissicas), por exemplo. Portanto,
pior serd a separa¢do e maior serd o consumo de solventes necessirio para
promover a elui¢do da substincia. Isso é mais evidente no caso da cromato-
grafla em colunas abertas, em que as fracoes serdo recolhidas em frascos ou
tubos de volumes varidveis e definidos pelo analista, ou na CLAE em escalas
preparativa ou semipreparativa. Em geral, o aumento da eficiéncia de técnicas
cromatogrificas de alta performance pode ser correlacionado com o aumento
do caminho cromatografico, aumento da superficie de contato e, consequen-
temente, diminui¢io do tamanho das particulas dos componentes da FE, o
que promove maior interagio destes com os analitos e, assim, possibilita a
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obtencio de amostras mais puras no fim do processo cromatografico (Gritti
& Guiochon, 20006).

Apbs a coleta das fragoes na cromatografia em colunas abertas, as fracoes
obtidas costumam ser submetidas & CCD para avaliagio da eficiéncia da
separagdo apés inspegao por luz na regido do UV/visivel e através das reagoes
de revelagio quimica. As fracoes recolhidas nas cromatografias instrumen-
tais também podem ser avaliadas dessa forma, pois fornecerao informagoes
complementares as geradas pelo detector.

A rotina cromatografica no fracionamento e no isolamento de
metabdlitos

Posteriormente, ou mesmo em alternativa a partigdo, a cromatografia é
um procedimento realizado em todos os laboratérios de pesquisa, desenvol-
vimento, produg¢io e controle nos quais se utilizem amostras derivadas de
matrizes vegetais.

Um dos procedimentos mais comuns em um laboratério de fitoquimica é
submeter um extrato bruto a algum processo cromatogrifico para o inicio dos
trabalhos de fracionamento. A cromatografia em camada fina, que costuma ser o
primeiro passo, ¢ geralmente utilizada para verificar a complexidade da amostra
e as funcionalidades quimicas das substincias, assim como estabelecer condigoes
de composi¢ao de FM para o trabalho posterior de cromatografias em coluna
para o isolamento das substincias, quando geralmente ¢ aplicada uma grande
quantidade de amostra, em caso do modo preparativo (Nicoletti, 2011).

Apés a verificagio na camada fina, os extratos, fragdes, assim como as
misturas obtidas nos particionamentos entre solventes imisciveis, podem ser
aplicados diretamente em colunas cromatograficas preparativas. Esse modo de
separagdo pode ser realizado: em coluna aberta, com a elui¢io ocorrendo por
agdo gravitacional; aplicando-se vdcuo ao fim da coluna (geralmente, utili-
zando-se um frasco Kitassato acoplado e realizando-se a cromatografia flash)
e acelerando a elui¢io; ou aplicando-se pressio no topo da coluna, com o
mesmo efeito. Dessa forma, podem ser visualizadas zonas ou faixas — muitas
vezes com delineamentos nio muito bem definidos — que concentram as subs-
tAncias com afinidades similares pela FE. As fragoes coletadas sio comumente
analisadas por CCD, com FE de mesma natureza daquela que foi empacotada
na coluna. Ao término do processo em coluna, s3o entdo obtidas fragoes que
apresentam componentes com um comportamento cromatogrifico seme-
lhante, o que permite deduzir que tenham também polaridades e solubilidades
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proximas. A similaridade dos perfis de elui¢ao, baseados no R e na revelacio,
permite a unificagdo das fracoes equivalentes, que sdo, entdo, submetidas a um
novo processo cromatografico, desta vez em coluna especifica a fim de puri-
ficar as fracoes enriquecidas no processo anterior de separacio. Por especifica,
entenda-se aquela empacotada com FE nova (que pode ser da mesma natureza
quimica da coluna original) e, possivelmente, com dimensées menores. Uma
coluna mais fina e com comprimento maior tende a permitir uma separagio
mais eficiente, uma vez que se aumenta a possibilidade de interagio entre as
substancias e a FE; nessa etapa também pode ser aplicada menor quantidade
de amostra. O processo ¢ repetido tanto quanto for necessdrio, até que as
substancias sejam obtidas no maior grau de pureza possivel, sendo definidas
geralmente pela presenca de uma tnica mancha/banda na placa de CCD ou o
suficiente para que as suas estruturas sejam caracterizadas por métodos anali-
ticos (Jabin & Nasreen, 2016; Lépez-Bucio ez al., 2000).

Cromatografia instrumental

A cromatografia instrumental refere-se a utilizagao de equipamentos espe-
cificos e altamente sensiveis para realizar a separagio de componentes em uma
mistura. Ao contrdrio da cromatografia em papel ou em coluna, a cromato-
grafia instrumental envolve o uso de instrumentos sofisticados, como croma-
tografos a gds ou a liquido de alta eficiéncia, entre outros.

Cromatografia liquida de alta e ultraeficiéncia (CLAE)

A CLAE ¢ uma técnica cromatografica que permite a separagdo, iden-
tificacdo e quantificacdo de substincias presentes em uma amostra, sendo
caracterizada por sua alta eficiéncia e resolu¢io. Na CLAE, a amostra ¢ inje-
tada em uma coluna estaciondria, tipicamente recheada com particulas muito
pequenas, e uma fase mével liquida é bombeada através dessa coluna a alta
pressao. Por sua vez, a CLUE se caracteriza pelo uso de colunas com particulas
estaciondrias ainda menores e por operar a pressoes significativamente mais
altas do que a CLAE convencional, permitindo uma separagio mais rdpida e,
consequentemente, melhorando a resolucio e eficiéncia.

Instrumental e colunas

O equipamento da cromatografia liquida tem como mddulos bdsicos:
bomba; misturador; unidade de armazenamento de amostras e injetor;
forno para instalagio da coluna (quando disponivel); detector; e integrador,
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com todos os mddulos controlados por computador. A Figura 9 mostra um
cromatdgrafo a liquido de alta eficiéncia. O equipamento de ultraeficiéncia
¢ muito parecido.

Figura 9 — Equipamento utilizado em CLAE

A bomba promove a impulsao dos solventes que compoem a FM através da
coluna. Em aparelhos mais avancados, podem ser utilizadas até quatro fontes de
solventes, que sdo misturados e eluidos em modo isocrdtico (mesma proporgao
ao longo da corrida cromatogrifica) ou em gradiente (quando as propor¢oes
mudam ao longo da corrida, em tempos e propor¢des programados pelo
analista). A pressdo também ¢ definida quando do estabelecimento do método:
quanto maior, mais rdpida serd a corrida cromatografica. Quando sio utilizadas
colunas analiticas, método em que a separacio nio possibilita a coleta do mate-
rial eluido, as pressdes costumam ser menores do que as utilizadas em colunas
mais grossas e longas, que suportam maior quantidade de amostra e destinam-se
a coleta de fracdes nos modos preparativo ou semipreparativo.

As colunas, de ago, sio recheadas com FEs equivalentes as usadas nos
demais tipos de cromatografia. Geralmente, sdo usados géis de silica para fase
normal ou géis funcionalizados para fase reversa (ODS, octilsilano, diol e ciano
s30 os mais comuns) ou géis de interagao hidrofilica, em inglés hydrophilic-in-
teraction chromatography (HIC). Esse tipo de cromatografia pode ser utilizado
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para a separagao de solutos polares, e é bastante similar a cromatografia liquida
em fase normal. Todavia, neste caso emprega-se um eluente contendo 4dgua,
tampao e uma concentragio elevada de solvente orginico miscivel com dgua
(tipico de fase reversa). Em geral, as colunas tém comprimentos variados, que
vao de 5 (para ultraeficiéncia) até 50 cm (alta eficiéncia, em escalas preparativa
ou semipreparativa). Para CLAE em escala analitica, hd uma preferéncia por
se trabalhar com colunas menores (15, 25 ou 50 cm de comprimento sao as
mais comuns), para se obter uma maior resolugao de sinais cromatograficos e
reduzir o tempo de corrida das andlises e gasto com solventes, aumentando,
assim, a produtividade analitica e a qualidade dos resultados. Para a escolha
do didmetro interno da coluna, tem-se preferido trabalhar com tamanhos
menores, geralmente de 2 a 5 mm (Ganorkar & Shirkhedkar, 2017).

A detecgio e a hifenizagdo

De modo diferente da cromatografia em coluna cléssica, na CLAE o mate-
rial eluido (ou eluato) é monitorado ininterruptamente ao longo do tempo de
andlise pelo uso dos detectores. O seu funcionamento ¢ de acordo com dife-
rentes principios, mas todos geram um sinal elétrico que é proporcional a alguma
propriedade do analito. O mercado disponibiliza diversos deles, cada qual com
sua aplicabilidade referente a propriedade e as caracteristicas da amostra.

O detector mais amplamente usado é o que opera na regiio do espectro
eletromagnético do UV e do visivel. A faixa de trabalho vai de 200 a 800 nm, e,
hoje em dia, aqueles detectores com redes de diodos sao a grande maioria. Com
eles é possivel, além de monitorar o eluato em diversos comprimentos de onda
(), selecionados em funcao da regido na qual os analitos absorvem luz, obter
seus espectros nessas regioes. Tais informagoes podem ser Uteis para a verificagao
da por¢io da molécula responsdvel pela absor¢io. O resultado desse ensaio
permite a obtengao de um espectro de UV que indica os comprimentos de
ondas absorvidos e a intensidade da absor¢ao em cada comprimento. A partir da
comparagio com um banco de dados, é possivel correlacionar os comprimentos
de ondas absorvidos com as ligacoes presentes na amostra, e a intensidade da
absor¢ao com o nimero das ligacoes, uma vez que cada tipo de ligagao quimica
absorve um comprimento de onda especifico. Assim, moléculas com cromoé-
foros em forma de ligagoes duplas e/ou triplas conjugadas, anéis aromdticos
(conjugados ou nao com ligacoes dessaturadas) e heterodtomos (como oxigénio,
enxofre e nitrogénio, por exemplo) podem ser visualizadas e terem parte de sua
estrutura devidamente assinalada (Wilson & Brinkman, 2003).
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Outros detectores comuns sio: de indice de refragdo (universal, que
permite o monitoramento de toda substincia presente na amostra); o eletro-
quimico e o espectrometro de massa. Este, de forma andloga ao detector na
regido do UV/visivel, permite a obtengao do espectro de massa dos analitos,
garantindo informagoes sobre as estruturas moleculares (Rijke ez /., 2000).
O acoplamento da cromatografia com espectrometros ¢ conhecido como
hifenizag¢ao ou hifenagao.

Os métodos cromatogrificos podem ser utilizados separadamente ou em
conjunto, a depender da classe das substincias de interesse. A CLAE e a croma-
tografia com fase gasosa (CG) podem ser acopladas a detectores espectromé-
tricos, como os espectrometros de massa (EM), ou espectroscépicos, como o
de ressonincia magnética nuclear (RMN). Dessa forma, temos a associa¢io
de técnicas modernas de separagdo, detecgdo e identificagio de metabdlitos:
cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM),
cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrometria de massas
(CLAE-EM) (Figura 10), cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada
com detetor de arranjo de diodos (CLAE-DAD), cromatografia liquida de
alta eficiéncia acoplada a ressonancia magnética nuclear (CLAE-RMN), entre
outras (Crotti et al., 2006; Rodrigues ez al., 20006).

Figura 10 — Exemplo de acoplamento de espectréometro de massa a um cromatografo
a liquido de alta eficiéncia
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As téenicas hifenadas no estudo de plantas medicinais tém como principal
vantagem, em comparagio com as técnicas espectroscopicas sem hifenacio, o fato
de ndo necessitarem de grande quantidade (miligramas) do analito na sua forma
purificada para obtengio de dados de qualidade com tempo reduzido de andlise.

Cromatografia com fase gasosa

Cromatografia com fase gasosa ¢ uma forma de cromatografia que
apresenta diferencas fundamentais e peculiares em comparagio as demais
(Nascimento et al., 2018). Nessa modalidade, a amostra, mesmo inserida
em forma sélida (em injetores tipo headspace) ou liquida (a forma mais
comum), precisa ser vaporizada antes de ser introduzida na coluna, onde os
analitos precisam permanecer volatilizados ao longo de toda a corrida. Eles
serdo eluidos por uma FM em estado gasoso, normalmente chamada de gds
de arraste, e passardo por uma coluna revestida com uma FE liquida. Esse
processo pode ser caracterizado como uma parti¢ao gds-liquido. A FM ¢ eluida
de forma continua e pode ser controlada conforme a necessidade da anilise
por divisao de fluxo. Na CG a FM deve ser composta de gases inertes e nio
reativos, como hélio, argbnio ou nitrogénio. A coluna é mantida dentro de um
forno controlado, e, assim, o processo cromatogréfico pode ser conduzido no
modo isocrdtico ou com gradiente de temperatura. Caso sejam condensados,
a separagao fica comprometida. A técnica é aplicada, no ambito dos produtos
naturais, principalmente a andlise de 6leos essenciais e demais substancias
volatilizdveis nas condigées operacionais, principalmente moléculas de baixo
peso molecular e cujas ligacoes intermoleculares sejam relativamente fracas.
Dessa forma, moléculas que fazem ligagoes intermoleculares fortes, como as
ligagoes hidrogénio, devem ser analisadas preferencialmente por cromato-
grafia liquida. Para que tais moléculas possam ser analisadas por essa técnica,
devem ser previamente submetidas a reagoes de derivagio, que serdo vistas
mais adiante (Bonato, 20006).

Instrumental e colunas

O esquema do equipamento ¢ semelhante ao equipamento para a CLAE
e CLUE, j4 visto. As diferencas principais na estrutura sio a substitui¢io do
recipiente e do misturador de solventes por cilindros e controladores de vazao
e mistura de gases (acetileno, hidrogénio, nitrogénio, hélio, argdnio e ar sinté-
tico sdo os principais) e o injetor, que precisa aquecer a amostra o suficiente
para que as substAncias presentes sejam volatilizadas (Figura 11).
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Figura 11 — Esquema de funcionamento de cromatégrafo com fase gasosa

Injetor de amostra Amplificador
Controlador Detector U
de fluxo /— | H 0 l
va T
R
Cromatograma

Forno com programagéo
X de temperatura

\ Coluna cromatografica

Gas carreador
Fonte: adaptado de Wikimidia Commons, 2023.

A coluna, obrigatoriamente, fica acondicionada num forno cuja tempe-
ratura de aquecimento ¢ programada em fungio da natureza da amostra,
e o detector tem principio de operacio diferente do dos usados na croma-
tografia liquida. As colunas para essa cromatografia sio bastante dife-
rentes daquelas da cromatografia liquida. Originalmente, eram de aco e,
internamente, eram preenchidas com silica, e o principio de separagio era
baseado em adsor¢ao-dessor¢io. Seus comprimentos eram de até 15-20 m.
Gradativamente, com a evolugao da técnica, surgiram as colunas capilares,
que sdo mais flexiveis, com paredes revestidas por derivados de silanos como
FE e que promovem a separagdo por parti¢do. Atualmente, essas colunas
podem chegar a até 100 m de comprimento. Na Figura 12A, mostra-se um
cromatégrafo a gds acoplado a um detector de massa e, no detalhe, a coluna
capilar instalada em seu forno.
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Figura 12 — (A) Equipamento de cromatografia com fase gasosa acoplado a espectré-
metro de massa; (B) coluna capilar instalada no forno do cromatoégrafo

faugsan ee |

ag

Ap6s a separagio, os analitos sdo detectados e apresentados graficamente
na forma de sinais cromatograficos, equivalentes aos observados na croma-
tografia liquida. Os detectores mais usados s3o os de ioniza¢io em chama, de
condutividade térmica e de captura de elétrons. Além deles, o espectrometro
de massa é também muito utilizado, pois, além de permitir a aquisicao do
perfil de separagao das espécies da amostra, gera o perfil de fragmentagao

das moléculas.

A derivagdo

A limitagao da técnica da CG ¢ a volatilidade das substincias. Para
contornar tal problema e fazer com que moléculas pouco voldteis possam ser
analisadas na fase de vapor, foram desenvolvidas as reacoes de derivagao. Entre
elas, as mais comuns e de ampla aplicabilidade para metabélitos secundérios
que apresentam hidroxilas sio as reagoes de sililagdo, acetilagio e metilagao.
Como os préprios nomes indicam, os grupamentos polares -OH, que tém
ligagoes de hidrogénio fortes, sao convertidos em seus derivados trimetilsi-
lilados ou metilados. Dessa forma, mesmo que o peso molecular aumente, a
interagao dos grupos torna-se muito mais fraca, o que favorece a volatilizagio.
No caso de dcidos carboxilicos, convertem-se as carboxilas em seus derivados
acetilados para que se obtenha o mesmo efeito (Toyo’oka, 1999).

Cromatografia em contracorrente (CCC)

A cromatografia em contracorrente (CCC) é uma técnica versdtil de
separagdo de substincias de produtos naturais. Ela difere de outras formas
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de cromatografia, pois nao utiliza uma matriz estaciondria sélida para separar
os componentes de uma mistura. Em vez disso, a CCC aproveita a diferenga
de afinidade entre duas fases liquidas imisciveis para separar os constituintes
presentes nas misturas. A CCC ¢ particularmente til na separagao de subs-
tAncias sensiveis ao calor, pois as condigoes suaves de separagio oferecem a
capacidade de isolar componentes sem degradd-los, e, por isso, é considerada
uma abordagem flexivel e suave para a separagio de metabdlitos secundérios.

Fundamentos tedricos

A CCC foi criada no fim da década de 1960 por Yoichiro Ito em seu labo-
ratério no National Institutes of Health em Bethesda, Maryland (EUA) (Ito,
1984). Trata-se de uma técnica na qual tanto FE quanto FM sao liquidas, por
isso é considerada uma forma de cromatografia de particio liquido-liquido em
que ndo hd a utilizagio de um adsorvente. O principio da separacio envolve
a parti¢ao de um soluto entre as duas fases liquidas imisciveis, em que uma é
mantida como estaciondria em um sistema tubular giratério, e outra age como
FM que é bombeada pelo sistema. A propor¢io de soluto que passa para cada
uma das fases corresponde a uma fungio do seu coeficiente de particao. Essa
técnica tem sido amplamente utilizada na separac¢io de produtos naturais e
oferece algumas vantagens de execugdo por nao ter um suporte sdlido, o que
nao leva a adsorgao irreversivel e degradagao de constituintes. Outra grande
vantagem ¢ a capacidade de separagio de substincias com ampla variagao de
polaridade. Essa técnica ¢ muito atrativa para a purifica¢io de produtos natu-
rais devido 2 possibilidade de recuperagao total da amostra ao fim do processo
de separacio, ao baixo consumo de solventes, ao curto tempo de separagio, a
pureza das fragées, a capacidade de aumento de escala (scale-up) e a alta repe-
tibilidade (Ito & Bowman, 1970; Marston & Hostettmann, 1994; Berthod,
Ruiz-Angel, Carda-Broch, 2009).

O bom resultado dessa técnica estd relacionado diretamente a escolha
correta do sistema de solventes, que pode ser previamente definida através
de CCD, das informagées sobre a distribui¢io das substincias em parti¢io
liquido-liquido ou da consulta de listas de solventes otimizados para as classes
especificas de produtos naturais (Ito & Bowman, 1970; Han ez al, 2002;
Santos, Oliveira, Figueiredo, 2007).

O verdadeiro avanco da técnica de CCC veio laboratério de Ito em 1981,
com a invengio da coil planet centrifuge (CPC), que ficou conhecida como
cromatografia de contracorrente de alta velocidade (HSCCC, sigla em inglés
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para high speed countercurrent chromatography). As separagdes no HSCCC
ocorrem em uma bobina multicamada formada em torno de uma tubulacio
inerte de Teflon® ou aco inox. A possibilidade de conectar bobinas em série
eleva a capacidade de separacio de grandes volumes de amostra. O processo
de separagio e retengao da FE liquida deve-se aos movimentos de rotagio e
translagao das bobinas, que giram de forma planetéria, levando a um movi-
mento simultineo em torno de seu préprio eixo planetdrio e em torno do eixo
solar. Esse movimento leva a formagio de uma forga centrifuga que permite
a mistura das fases de forma vigorosa e cria zonas de separagio e zonas de
mistura dentro da coluna (Winterhalter, 2007). Na Figura 13, mostram-se os
esquemas dos equipamentos de CPC e CCC.

Figura 13 — Esquema de funcionamento da cromatografia CPC e a CCC acoplada a
detectores

Fonte: Hammerschick & Vetter, 2022.

Nos udltimos anos, essa técnica tem-se tornado um método alternativo
versdtil e econdmico para separagoes quirais ao dissolver-se seletores quirais
na FE liquida. E considerada mais econémica que a CLAE porque nio requer
coluna especifica quiral e solventes ultrapuros, de alto valor, embora necessite
de mais tempo. Todavia, o niimero de seletores quirais possiveis de serem utili-
zados ainda ¢ limitado (Wang ez 4/., 2017).

Desde a sua inven¢io, a HSCCC ¢ utilizada para obtencio de diversos
derivados terpénicos, alcaloidicos, lipideos, polissacarideos e fenélicos, entre
outros, o que evidencia grande performance na separacio, especialmente em
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aplicagoes preparativas (Leitdao, 2005). Vdrios grupos de pesquisa exploraram
o uso dessa técnica para a separagio em grande escala de proantocianidinas,
antocianinas e seus derivados de diferentes fontes (Marques & Kaplan, 2013;
Marques, Fingolo & Kaplan, 2017; Gong et al., 2020; Yang et al., 2020).

A Caracterizacao de Metabdlitos

Uma vez que tenham sido obtidas fra¢des de complexidade relativamente
baixa ou substincias isoladas, o passo seguinte ¢é a sua caracterizacio. A iden-
tificagdo das estruturas é uma etapa fundamental no processo de pesquisa
de um insumo que seja entendido como precursor de um produto ativo.
Considerando que ele seja o ingrediente principal de um produto, é obri-
gatério, em nome da seguranga e eficdcia, que a substiancia seja compreen-
dida o mais possivel, tanto nos aspectos de atividade biolégica quanto em sua
quimica (Cherobin ez al., 2022).

Parte da caracterizagio ¢ obtida por meio das etapas cromatogréficas
que levaram ao seu isolamento e a sua purificagio. Os dados a respeito, por
exemplo, dos tempos de reten¢ao (em CLAE/CLUE ou CG) ou do R, em
CCD j4 servem de informagdes Uteis na sua identificagio. Como jd mencio-
nado, o tempo e o fator de retencio sdo caracteristicos de uma substancia, sob
condi¢des analiticas determinadas. Todavia, o tempo de reten¢io nio deve ser
considerado como dnico pardmetro para identificacio inequivoca de substan-
cias. Algumas substincias, principalmente as que compartilham similaridades
estruturais, podem gerar respostas cromatograficas semelhantes.

Quando as andlises sio realizadas pelas cromatografias instrumentais, novas
informagoes sao obtidas além dos tempos de retengao. Os detectores na regiao
do UV/visivel com rede de diodos sao ferramentas relevantes em CLAE e CLUE
que permitem a aquisi¢do dos espectros de absor¢ao dos analitos. O espec-
trometro de massa que pode ser acoplado como detector das cromatografias
instrumentais a liquido e a gds gera informagdes bem mais detalhadas a respeito
das estruturas das substincias. Tanto o fon molecular, que remete 2 massa
molecular da substincia, quanto sua fragmenta¢io geram muito mais detalhes
sobre a identidade do metabdlito. Adicionalmente, como importante forne-
cedor de informagoes sobre a vizinhan¢a quimica dos 4tomos que compdem
a estrutura das substincias, temos RMN como técnica de andlise. Estudos em
metabolémica de plantas baseados nestas duas técnicas serdo discutidos no
proximo capitulo deste livro (Wu ez al., 2013).
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A espectroscopia no IV é uma ferramenta ttil na caracterizagio de
reagoes quimicas, pois permite que sejam observados estiramentos de liga-
¢oes interatdmicas e deformagdes angulares nas moléculas. A regido do
espectro eletromagnético em que essas vibragdes ocorrem auxilia na iden-
tificagao de grupos funcionais, como aqueles que contém heterodtomos
(O-H e N-H, por exemplo), carbonilas, carboxilas, anéis aromdticos etc.
(Ribeiro & Souza, 2007).

Um espectro no UV/visivel ¢ um grafico que relaciona o comprimento
de onda de absorc¢ao versus a intensidade da absorcao (em transmitincia ou
absorbéncia). Comprimentos de onda nessa regido sio geralmente expressos
em nandmetros (1 nm = 10 m). A regido do UV préximo é especialmente
interessante e estende-se de 190 a 350 nm. A atmosfera ¢ transparente nessa
regiao, o que a torna facilmente acessivel com o uso de 4tica de quartzo.
A absor¢io atmosférica comega a ser importante abaixo de 200 nm, e a regido
passa a ser acessivel apenas sob condigoes especiais (vicuo). Os métodos espec-
troscopicos sao classificados de acordo com a regiao do espectro eletromagné-
tico utilizado. As frequéncias mais comuns sio as de raios gama, raios X, UV,
visivel, IV, micro-ondas e radiofrequéncia. O IV e demais métodos espec-
troscopicos modernos, como a RMN, e os jd discutidos constituem hoje os
principais recursos para a identificacio e elucidagio estrutural de substincias
orgénicas. S30, também, de alta relevincia na determinagao da pureza e quan-
tificacdo de substincias (Skoog ez al., 2000).

Espectrofotometria no infravermelho

A regiao espectral do IV refere-se a faixa de comprimentos de onda do
espectro eletromagnético imediatamente superior a regido visivel e abaixo da
regido de micro-ondas. Ela compreende a radiagio com nimero de onda que
varia de 12.800 a 10 cm’, sendo subdividida em trés regides, denominadas
IV-préximo, IV-médio e IV-distante. As ligacoes interatdmicas envolvidas nesses
modos de vibragio, normalmente, sio C-H, N-H, O-H e S-H. Para que ocorra
uma absor¢ao da radiacio IV ¢ necessdrio que haja uma variagio no momento
de dipolo elétrico das moléculas, que ¢ determinado pela magnitude da diferenca
entre as cargas ¢ a distAncia dos dois centros de carga. Os espectros obtidos sdo,
geralmente, de transmitancia. Na Figura 14 mostra-se um exemplo de espectro na

regido do IV para o dcido betulinico, isolado de folhas de Eugenia florida DC.



284 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

Figura 14 — Espectro no IV do 4cido betulinico
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Fonte: Conceigdo et al., 2017.

Para a obten¢ao de um espectro no IV, é necessdrio que as moléculas sejam
submetidas a uma radiagio eletromagnética que promoverd um incremento no
movimento de suas ligagoes covalentes, que podem ser do tipo axial (quando
hd estiramento e compressao na distincia entre os dtomos) ou angular (quando
ha alteracio no 4ngulo da ligagao). Elas podem ser percebidas no espectro e
mostram absor¢oes caracteristicas de acordo com os grupamentos funcionais
da molécula (Solomons, Fryhle & Snyder 2018).

Os espectrofotdmetros de IV mais comuns sio os de feixe duplo e apre-
sentam cinco secoes principais: fonte (de radia¢io), drea de amostra, fotd-
metro, rede de difragao e detector. Podem-se obter espectros na regiao do IV
de gases, liquidos e sélidos pulverizados dispersos em discos prensado de KBr
ou em filme vitreo depositado sobre uma placa transparente.

A espectroscopia na regiao do IV é uma técnica de grande importincia
na andlise orginica qualitativa, muito utilizada nas dreas de quimica de
produtos naturais e sintese organica. O IV e demais métodos espectroscopicos
modernos, como a RMN, espectroscopia na regiao do UV/visivel e EM, cons-
tituem, hoje, os principais recursos para a identificacdo, elucidagio e quantifi-
cagao de substincias organicas e determinagdo da sua pureza, bem como para
o controle e acompanhamento de reagdes e processos de separagio. O uso
desses métodos reduz o tempo de andlise e as quantidades de amostra, além
de ampliar a capacidade de identificar ou caracterizar estruturas complexas,



Isolamento, Purificacdo e Caracterizago de Metabdlitos Secunddrios Vegetais | 285

nao causar a destrui¢o da amostra (exceto EM) e poder acoplar com métodos
modernos de separacio, como a CG e a CLAE. A espectroscopia na regiao do
IV é amplamente utilizada em linhas de producio, no controle de processos
industriais (Souza & Poppi, 2012).

Espectrofotometria no ultravioleta/visivel

A espectrofotometria na regido do UV/visivel, acoplada ou nao com outras
técnicas, ¢ um dos métodos mais usados para a quantificacao de diversos tipos
de substancias. A metodologia tem como fundamento a interagdo de radiagao
na zona do visivel e/ou UV com uma solucio e a determinacio da absorcio e
transmissao dessa radiagao que ocorre através da amostra analisada, a depender
das caracteristicas dos cromoéforos presentes em sua estrutura. A espectrofo-
tometria no UV/visivel permite determinar a absor¢io da luz numa amostra
no intervalo de comprimentos de onda entre 200 ¢ 800 nm. A regido UV ¢
considerada entre 200 a 400 nm e a regiao do visivel entre 400 e 800 nm. Na
Figura 15, a seguir, mostra-se um espectro no UV tipico de uma flavona.

Figura 15 — Espectro no UV da iso-orientina
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A concentragio de uma determinada substincia em solugio corresponde
a radiagio absorvida ou transmitida, e é interpretada por meio de um espectro
que fornece a intensidade da radiagdo por comprimento de onda da fonte de
luz. Os detectores do tipo dispositivo de carga acoplada (charge-coupled device)
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ou detectores de arranjos de diodos (DAD) (em inglés photodiode array) sao
empregados para substituir os convencionais, porque oferecem uma combi-
nag¢do de maior sensibilidade, alta velocidade de aquisicao de espectros, baixo
ruido, baixo custo e robustez, vantagens que fizeram com que essa técnica se
tornasse uma das mais utilizadas nas andlises em pesquisas e rotinas. A espec-
trofotometria no UV/visivel é um método de baixo custo, rdpido, de fécil
operagio, versitil e de ficil aquisi¢ao. Tem como principais desvantagens a
dificil determinagao de analitos em baixas concentragoes e a necessidade de
calibragoes frequentes para manter a exatidio e precisao, além de nao garantir
maiores informagoes sobre estruturas quimicas além dos grupamentos respon-
sdveis pela absor¢io de energia na regido — os croméforos (Skoog ez al., 20006).

Consideracdes Finais

Os derivados de plantas medicinais sao insumos medicamentosos extre-
mamente complexos, e sua composi¢ao quimica depende de fatores biéticos e
abidticos. Em nome da seguranca e eficicia no consumo, o conhecimento de
seus constituintes deve ser o mais profundo possivel. Para que se compreenda
a composi¢ao quimica em metabdlitos secunddrios de um vegetal, existem
diversos procedimentos laboratoriais para fazer com que os extratos se tornem
cada vez menos complexos, de modo a se obterem, com qualidade, porcoes
com menor nimero de espécies quimicas até que se possa chegar as substan-
cias puras. Por mais laboriosos que possam ser, em virtude do tempo gasto e
do material empregado, esses procedimentos sao imprescindiveis no trabalho
em quimica de produtos naturais.

Entre os processos mais utilizados, encontram-se os métodos quimicos e
fisico-quimicos, que envolvem solubilizagoes, parti¢oes, precipitacoes, fracio-
namentos € reagoes, € 0s fisicos, que se baseiam em anilises instrumentais que
envolvem, tipicamente, as técnicas espectroscopicas, espectrométricas e espec-
trofotométricas. O estabelecimento, a otimizagio e padronizagio das etapas
que levam do extrato até as substincias isoladas e caracterizadas sao funda-
mentais para a obtengao de insumos ativos com qualidade.
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s produtos naturais derivados de plantas medicinais, hi muito, sao

considerados fonte valiosa de compostos para o desenvolvimento de

medicamentos. Esses produtos contém uma infinidade de substin-
cias, algumas ativas, outras nio, mas que, em associa¢io, podem demonstrar
efeito terapéutico. No entanto, isolar cada componente de um extrato natural
nem sempre é possivel devido a complexidade da matriz e a presenca da maioria
dos metabdlitos secunddrios em concentragdes muito baixas. Para que uma
planta ou fitoterdpico possa ser empregado, é necessdria uma avaliagio segura
e precisa de sua atividade bioldgica e eventual toxicidade. Essa avaliagao exige
o conhecimento de sua composi¢io quimica, ou seja, das moléculas presentes,
suas identidades e suas propor¢oes.

As técnicas espectrofotométricas moleculares, notadamente aquelas na
regidao do ultravioleta/visivel (UV/vis) e do infravermelho (IV), sio ferra-
mentas relativamente simples e rdpidas e comumente aplicadas na andlise de
rotina de produtos de origem vegetal. A radiagio UV evidencia a presenca
de croméforos, porém tem como limita¢do a observagao do restante da molé-
cula que ndo absorve nessa regido e a nao distingao daquelas que apresentam
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um mesmo croméforo. A espectrofotometria na regiao do IV, por sua vez,
fornece espectros que podem funcionar como impressao digital de moléculas
conhecidas, o que auxilia, assim, na sua identificagio, mas esbarra em limi-
tagoes semelhantes ao UV, pois nio permite a elucidagio estrutural de uma
nova molécula. A espectroscopia de ressonincia magnética nuclear (RMN) ¢é
uma ferramenta mais poderosa na elucidacio estrutural de produtos naturais,
porém seu uso na rotina é mais restrito em razao do custo da instrumentagio,
treinamento e itens de consumo. A espectrometria de massas (EM), mesmo
que ndo seja uma técnica barata e que demande treinamento, é bastante til
na pesquisa e na rotina, em andlise de amostras isoladas ou como técnica de
deteccio acoplada a cromatdgrafos a liquido ou a gés.

Neste capitulo nio se pretende garantir informagdes suficientes sobre as
técnicas de RMN e EM, apenas demonstrar seus fundamentos, usos e impor-
tAncia na pesquisa e na rotina de trabalho com produtos naturais, focado na
aplicagio em metabolomica. A busca de informagoes mais detalhadas na lite-
ratura especifica ¢ recomendada.

Métodos Empregados na Identificacdo e Caracterizacdo
dos Produtos Naturais

7

A caracterizagao fitoquimica é o primeiro passo para a identificagio de
metabdlitos ativos. Apesar de os produtos de origem natural conterem, em suas
matrizes, centenas de metabélitos secunddrios com potencial farmacolégico,
apenas os majoritdrios sao isolados e estudados pela fitoquimica cléssica (Figura 1).
Essa triagem quimica inicial pode ser realizada tanto por testes quimicos quanto
por técnicas cromatograficas (Cechinel Filho & Yunes, 1998).

Os testes quimicos baseiam-se nas propriedades dos metabdélitos vegetais e
resultam no aparecimento de coloragio, formagio de precipitados ou espumas
ou separa¢do de fases. Na andlise fitoquimica, normalmente se usam técnicas
fisico-quimicas tradicionais, como as cromatografias em camada delgada
(CCD), em CCD de alto desempenho, a liquida de alta eficiéncia (CLAE)
e com fase gasosa (CG), para isolamento e/ou purificagio dos metabdlitos.
Nessa etapa, técnicas espectroscopicas como IV, UV, RMN, assim como a
espectrometria de massas, sio frequentemente empregadas (Funari ez al.,
2013; Queiroz & Hostettmann, 2013).

A desreplicacao (do inglés, dereplication) consiste na triagem dos extratos
brutos com o objetivo de estabelecer o grau de ineditismo de substancias
presentes, de maneira a evitar-se o isolamento de uma substincia que nio
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seja inédita. O uso de técnicas cromatograficas acopladas a detectores de UV,
EM e RMN tém papel fundamental na pesquisa, quantificagdo, isolamento e
determinacio estrutural de substincias inéditas.

Figura 1 — Abordagens utilizadas para isolamento, caracterizacdo e identificagdo de
produtos naturais bioativos
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Siglas: cromatografia liquida (CL); ultravioleta (UV); espectrometria de massas (EM); croma-
tografia em coluna (CC); cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE); cromatografia em
camada delgada de alta eficiéncia (CCDAE).

A Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A RMN, assim como todas as formas de espectroscopia, é resultado da
interagio da radiacdo eletromagnética (absor¢io) — neste caso, do seu compo-
nente magnético — com a matéria. Essa interagdo ocorre porque muitos
nucleos atdmicos comportam-se como imas girando ao redor de um eixo
(spin). Quando os nicleos atdmicos sdo colocados na presen¢a de um campo
magnético (Bo), o spin adota orientagoes especificas que nao tém a mesma
energia (Diehl, 2008; Pavia ¢z al., 2015). Quando estdo alinhados a favor do
campo magnético externo aplicado, tém menor energia (momento magnético
de mais baixa energia) e, portanto, o que ¢ favordvel a orientacio antipara-
lela (momento magnético de mais alta energia). Se os nicleos sio subme-
tidos a um segundo campo magnético de frequéncia apropriada (B1), ocorre
absorgao de energia que conduz a um estado de mais alta energia, invertendo
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a orientacio de spin em relagio ao campo aplicado Bo. Quando esse segundo
campo (B1) ¢ interrompido, os nucleos excitados retornam ao estado funda-
mental, e esse fenomeno é denominado relaxagio. Enquanto os spins relaxam,
emitem radiagdo eletromagnética, denominada decaimento de indugao livre
(FID, sigla em inglés para free induction decay).

Entretanto, nem todos os ntcleos tém a propriedade chamada spin, como
o isétopo majoritirio do carbono (**C,). Essa propriedade somente estd
presente quando os nicleos tém massa impar ou niimero atbmico impar, ou

ambos (Quadro 1).

Quadro 1 — Numero quantico de spin de alguns nucleos comuns

Elemento H, ’H, 2C, BC, N, F, 3P
N. quéantico de spin 1/2 1 0 1/2 1 1/2 1/2
Estados de spin 2 3 0 2 3 2 2

Os nucleos presentes numa molécula nio apresentam ressonincia na
mesma frequéncia. No caso do hidrogénio, por exemplo, essa variabilidade
ocorre porque os nucleos estio rodeados por elétrons que geram ambientes
quimicos diferentes uns dos outros devido aos efeitos estereoeletronicos.
Esses elétrons em movimento que circulam os ntcleos em estudo criam
um campo magnético local de dire¢io oposta ao campo externo. Dessa
forma, o campo magnético sentido (efetivo) pelo nicleo é mais fraco do
que o campo aplicado. Esse fendmeno de protegdo é denominado blindagem
diamagnética ou anisotropia magnética. Em consequéncia, o nucleo precessa
em uma frequéncia mais baixa e, por conseguinte, absorve radiagdo em uma
frequéncia mais baixa, resultando em frequéncias de ressonincia diferentes

(Figura 2) (Pavia ez al., 2015).
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Figura 2 — Deslocamentos quimicos caracteristicos de hidrogénios (a) e carbonos (b)
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Essas pequenas diferengas nos campos magnéticos efetivos de cada nicleo
podem ser detectados e, assim, gerar um sinal distinto de RMN. Para separar
as frequéncias de cada nicleo, um método matemdtico denominado andlise
de transformada de Fourier (FT, sigla em inglés para Fourier transform) é apli-
cado ao FID para obter o espectro no dominio da frequéncia.

Na prética, geralmente, nio é observado um unico pico para um deter-
minado nucleo, mas sim o desdobramento em picos multiplos. Assim, o sinal
no espectro de RMN de 'H fornece dados sobre a quantidade de nucleos
representados pela integral de drea dos sinais, bem como o nimero de vizinhos
pela multiplicidade dos sinais e a distincia em relagao ao niimero de ligagoes
existentes entre os nucleos observados e a relagao angular pelas constantes de
acoplamento (Pavia ez al., 2015).

A espectroscopia de RMN ¢ uma das principais ferramentas para o estudo
das substincias de origem natural devido & robustez e a sensibilidade da
técnica, com aplicacoes na identificagdo e na elucidagao estrutural dos meta-
bélitos, no controle da qualidade, nos estudos quimiotaxonémicos (Fan ez
al., 2012), na andlise da equivaléncia de plantas geneticamente modificadas
(Okazaki & Saito, 2012; Mamadalieva et a/., 2016) e na influéncia dos fatores
bidticos e abidticos sobre a produgio de metabélitos (Piasecka, Kachlicki &
Stobiecki, 2019). Impulsionada pelos avancos tecnolégicos de hardware e
software, a RMN proporciona um conjunto diversificado de aplicacoes asso-
ciadas a determinacao e caracterizagio dos constituintes majoritdrios e mino-
ritdrios de uma matriz, assim como em estudos de suas atividades biolégicas.
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A RMN de estado liquido ¢ a técnica mais utilizada para elucidar estru-
turas, configuracdes e conformagoes de produtos de origem natural. Oferece
vantagens relevantes sobre as demais técnicas espectroscdpicas e espectromé-
tricas, tais como: manipula¢io minima da amostra, aquisicio de dados de
forma nio destrutiva, teor de pureza (fornece resposta quantitativa) e exce-
lente reprodutibilidade entre diferentes espectrometros de RMN e usudrios

(Halabalaki ez 2/., 2014).

Instrumentacdo, experimentos e espectros uni e bidimensionais

Desde os primeiros espectrometros de RMN, equipados com eletroimas
ou {mas permanentes ¢ operados numa frequéncia de ressonincia inferior a
60 MHz para hidrogénios, a sensibilidade e resolugao de espectrometros de
RMN foram grandemente aperfei¢oados. Atualmente, a técnica utiliza imas
supercondutores que podem operar em ressonincia de campo na ordem de
GHz (Roth, 2015). Nos dltimos vinte anos, vdrios avangos ocorreram em
relagao a capacidade inerente dos aparelhos de RMN, como a reducio dos
tempos dos experimentos e o aumento da sensibilidade, o que resultou em
andlises mais eficientes para amostras disponiveis em escala de microgramas.
No inicio da década de 1990, as sondas de deteccio inversa de 3 mm redu-
ziram o volume de amostra de 600 pL (tubo de 5 mm) para 140 pL e dupli-
caram a razao sinal/ruido (S/N). Por volta dos anos 2000, as sondas criogé-
nicas de 3 mm aumentaram a razio do S/N em 3,5 vezes, quando comparadas
as sondas de temperatura ambiente. A atual geragio de sondas de 1 e 1,7 mm
(sondas de microvolume) utilizam cerca de 10 pL e as de microbolhas (1,5 a
2,5 mL de volume ativo) e possibilitam a aquisi¢ao de espectros em amostras
em escala nanomolar.

Além das sondas de liquidos, o desenvolvimento de sondas de RMN
para o estado semissélido de alta resolu¢do com rotagao em torno do angulo
miégico (HR-MAS, sigla em inglés para high resolution magic angle spinning)
ocasionou a possibilidade de analisar a composi¢io quimica de produtos
naturais, como, por exemplo, tecidos intactos de folhas e flores. No entanto,
embora tenha sido o HR-MAS bem incorporado na anilise de alimentos,
ainda nao foi amplamente introduzido nas andlises dos metabdlitos primdrios
e secunddrios de produtos naturais (Halabalaki ez al., 2014).

O progresso obtido em hardware na RMN nio foi proporcional ao
desenvolvimento de novos experimentos relacionados a elucidagio estrutural
dos metabdlitos naturais. Mesmo hoje em dia, apesar do grande niimero de
experimentos para determinar as estruturas de metabdlitos de baixo peso
molecular (i.e., < 1.000 Da), apenas um pequeno subconjunto, que engloba
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experimentos uni (1D) e bidimensionais (2D) sao utilizados nos estudos de
elucidagio estrutural de moléculas naturais (Quadro 2) (Molinski, 2010;
Breton & Reynolds, 2013).

Quadro 2 — Experimentos 2D mais utilizados

Experimento

Caracteristicas

HSQC O espectro do HSQC mostra as correlagdes heteronucleares que
surgem como resultado de acoplamentos *J_, entre os nlcleos

(heteronuc/ear de 3C e hidrogénios ligados diretamente. Isso permite detectar

single quantum todos os CH, CH, e grupos CH,. ME-HSQC (multiplicity edited

correlation) HSQC) utiliza o espectro de DEPT-135 para diferenciar os grupos
CH3, CH2 e CH no espectro HSQC.

COosy O espectro COSY mostra correlagdes homonucleares
(acoplamentos de spin) entre hidrogénios vicinais separados

(correlation até por trés ligagdes (%/,,,). Com este experimento é possivel

spectroscopy) identificar os dtomos de carbono vizinhos conectados por uma
ligagdo quimica.

TOCSY

(total correlation

O TOCSY permite, em principio, obter subespectros para
sequéncias diferentes de hidrogénios acoplados em uma
molécula.

spectroscopy)

HMBC O espectro de HMBC revela correlagdes heteronucleares entre os
nucleos H e 3C (ou **N) separados por duas ou trés ligages qui-

(hetgronuclear micas (Y, e J,), permitindo que os usudarios detectem fragmen-

multiple- tos em torno de um determinado atomo de C, protonado ou nio,

quanturp ou de heteroatomos como N. Ndo ha uma abordagem que permi-

correlation) ta determinar quais correlagdes CH estdo separados por duas ou
por trés ligagdes. Portanto, as informacgGes obtidas no espectro
de HMBC sdo de dificil interpretagdo. Dados de acoplamento de
'H, 3C no HMBC sdo ainda mais dificeis quando ocasionalmente
sdo observadas correlagdes /.

NOESY

(nuclear

overhauser O NOESY/ROESY revelam acoplamentos dipolares entre 4tomos

enhancement de hidrogénio separados no espago por uma distancia < 54, pos-

spectroscopy) sibilitando, assim, determinar a estereoquimica de uma estrutu-

ROESY ra, bem como esclarecer posi¢des de alguns substituintes, caso os
dados de HMBC e COSY ndo tenham sido conclusivos.

(rotated

frame NOE

spectrosocopy)
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Os experimentos 2D de correlagio homonuclear como préton-préton
permanecem como uma das principais ferramentas para a elucida¢io de uma
estrutura organica, através dos sinais de correlagio que aparecem no espectro
bidimensional indicando pares de prétons acoplados. O espectro de 'H-'H
COSY (correlation spectroscopy) e TOCSY (total correlation spectroscopy) ou
HOHAHA (homonuclear hartmann-hahn) (Pavia et al., 2015) podem ser
utilizados para estabelecer o sequenciamento dos dtomos ou os sistemas de
acoplamento de spins por meio de acoplamentos escalares. No experimento
COSY, o espectro 1D (RMN de 'H) ¢ exibido ao longo de cada eixo (Fle F2)
com uma proje¢do de contorno ao longo do eixo diagonal. Os picos fora da
diagonal representam correlagoes de hidrogénios (ou acoplamentos de hidro-
génios) (Figura 3). O experimento TOCSY ¢ semelhante ao experimento
COSY e correlaciona todos os hidrogénios dentro de um dado sistema de spin,
independentemente de estarem diretamente acoplados ou nio.

Figura 3 — Informacdes obtidas por meio de um experimento de COSY
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A posigdo dos sinais (contornos) fora da diagonal
gera informagdes sobre prétons diretamente
acoplados. Observam-se sinais fortes se eles
estiverem ligados a 4tomos de carbono adjacentes.

Experimentos 2D de correlagio heteronuclear associam, por exemplo,
hidrogénios diretamente ligados ou ndo a carbonos e a heterodtomos. Os
experimentos tradicionalmente utilizados para obter esse tipo de informagao
sdo0, por exemplo, HMQC ou HSQC, que correlacionam dtomos que estejam
diretamente ligados (Castanar & Parella, 2015; Pavia ez al., 2015). Para corre-
lacionar dtomos que estejam distantes a duas e/ou trés ligagoes, utiliza-se a
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sequéncia de pulso HMBC. Esses espectros 2D exibem, em uma dimensao, o
espectro de RMN de 'H (eixo horizontal — dimensio F2) e, na outra dimensao
(eixo vertical — dimensdo F1), o espectro de RMN de um dtomo X (¥C, PN,
PF etc.). Os picos cruzados no gréifico de contorno definem a qual dtomo
X estd associado um determinado hidrogénio (ou grupo de hidrogénios),
segundo a especificidade de cada experimento. Além do sequenciamento dos
dtomos, essas técnicas 1D e 2D, combinadas, permitem a andlise conforma-
cional por meio da medigao das constantes de acoplamento escalar '"H,'H (*/)

e PC,'H ('] até ")).

Estratégia de elucidacdo estrutural de produtos de origem natural
por RMN

Cada classe de metabdlitos tem espectros de RMN de 'H e C distintos
e bem tipicos, de acordo com os respectivos esqueletos bésicos que exibem
sinais de RMN com frequéncias caracteristicas. Nas figuras 4 ¢ 5, mostram-se
exemplos de espectros genéricos de RMN 'H e de "*C para algumas classes
tipicas de substincias naturais.

Figura 4 — Espectros simulados de RMN de 'H (500 MHz, CDCl,) de exemplos de
metabdlitos
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De cima para baixo: uma cumarina (visnadina), um esteroide (testosterona), um carboi-
drato (sacarose), um alcaloide (quinina) e um terpenoide (carvona).
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Figura 5 — Espectros simulados de RMN de 13C (125 MHz, CDCI3) de exemplos de
algumas classes metabdlicas
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De cima para baixo: uma cumarina (visnadina), um esteroide (testosterona), um carboi-
drato (sacarose), um alcaloide (quinina) e um terpenoide (carvona).

Para a identificacio de substincias conhecidas existem bancos de dados
da web para estruturas orginicas com seus respectivos espectros, como o
NMRShiftDB (Steinbeck, Krause & Kuhn, 2003) e o Spectral Database for
Organic Compounds (SDBS) (Yamamoto e al., 1988), que podem ser utili-
zados para comparacio com os espectros obtidos dos metabdlitos de interesse
isolados. A identificagio de moléculas conhecidas ou inéditas também pode
ser realizada pela simulagio de espectros em soffwares modernos de proces-
samentos de dados de RMN, como o MNova, que tem algoritmos de
previsio de deslocamentos quimicos que fornecem espectros com boa precisao
(Willcott, 2009). Calculos assim podem ser dteis quando as informagoes
sobre os metabdlitos de interesse nio estao nas bases de dados existentes ou
sao inéditos. No entanto, os usudrios devem estar cientes de que tais clculos
sdo previsoes aproximadas, cuja precisdo varia de acordo com a complexidade
do metabdlito.

Embora nao haja uma rota estratégica definida para determinar uma estru-
tura, ¢ possivel seguir um procedimento padrao (Figura 6). A estratégia para
a andlise do metabdlito isolado requer, inicialmente, a aquisi¢do de espectros
unidimensionais de '"H e "*C para identificar quantos e que tipo de nucleos
estao presentes.
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Figura 6 — Fluxo bdsico de experimentos de RMN para a elucidacdo da estrutura
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O primeiro passo ¢ a aquisi¢io de um espectro de RMN de 'H. O sinal
no espectro de RMN de 'H fornece informagdes sobre os tipos (deslocamento
quimico), quantidade (integral de drea) e nicleos vizinhos (multiplicidades),
além da distdncia entre os nicleos observados e a relagio angular através das
constantes de acoplamento (/) medidas em Hertz (Figura 7). As integrais dos
sinais nos espectros de RMN de 'H em conjunto com os sinais de espectros
no RMN de "C podem ser usadas para a determinagao da férmula molecular.

Figura 7 — Informacgdes estruturais obtidas diretamente da anélise do espectro de RMN
de *H do acido betulinico
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O espectro de “C DEPT (distortionless enhancement by polarization
transfer) é muito empregado para atribuir o tipo de carbonos e diferencia
os dtomos de carbono metinicos, metilénicos ¢ metilicos em moléculas com
porgoes aromdticas, alifdticas e/ou olefinicas. Nesse contexto, os experimentos
de DEPT 135°, 90° e 45° sao muito tteis quando associados ao espectro de
RMN de "*C para obter informagdes, diferenciar os tipos de nicleos presentes
e, entdo, correlaciond-los com os dados obtidos por outros métodos fisicos,
como [V e UV.

O préximo passo ¢ a aquisiao de espectros 2D de RMN. Para isso, reco-
menda-se iniciar com um espectro de HSQC, que permite determinar os hidro-
génios e carbonos diretamente ligados (/',, ) contribuindo para uma contagem
parcial do niimero e tipos de carbono. O préximo passo é adquirir um espectro
COSY 'H-'H que faga as correlagoes que nao excedam a trés ligagoes. Com
esse conjunto de espectros 'H, “C, COSY 'H-'H e 'H-C HSQC, ¢ possivel
comegar a montar fragmentos da estrutura em andlise que compreendam a
sequéncia de carbonos protonados. Com a férmula molecular e 0 HSQC, ¢
possivel determinar os sinais relativos a carbonos quaterndrios no espectro de
RMN de "*C. Entao, o espectro de 'H-X HMBC (sendo X ="C, PN, "F etc.)
que correlaciona dtomos que estejam distantes a duas e/ou trés ligacoes deve
ser adquirido, de modo a permitir, em principio, completar a montagem da
estrutura. Se a molécula contém dtomos de nitrogénio, o espectro de 'H-"N
HMBC fornece informagoes cruciais para a elucidagao da estrutura em muitos
casos. Existem ainda experimentos otimizados para acoplamentos heteronu-
cleares, “]‘H)BC, a longa distancia, com n igual a quatro, cinco, seis ligagoes
(long range heteronuclear correlations single quantum multiple bond correlation —
LR-HSQMBC) (Williamson ez al., 2014 e Williamson, Buevich & Martin,
2014). H4, ainda, correlagao de mdltiplas ligacoes 'H-"*C-"N (H-C-N mulzi-
ple-bond correlation — HCNMBC) por meio de constantes de acoplamento ']
ip de uma ligagdo e uma ou multiplas ligagdes "]  , (normalmente n =
1-3) (Cheatham; Kline & Kupce, 2015; Cheatham ez a/., 2014). Espera-se que
tais experimentos possam facilitar a elucidacio da estrutura de moléculas que
contenham nitrogénio, particularmente de compostos heterociclicos e alca-
loides. A depender da configuragio espacial, pode-se observar correlagoes mais
longas que as conhecidas como padrio. A presenca de nitrogénio nos espectros
HMBC e COSY ¢ dificil de detectar e essa questao pode dificultar a andlise.
Outros experimentos podem ser utilizados para detectar e diferenciar as corre-
lagdes, bem como acoplamentos com mais de trés ligagoes entre carbono-car-
bono, essenciais para que estruturas de metabdlitos inéditos possam ser assina-
ladas (Furrer, 2011; Martin, 2011; Martin et al., 2014).
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O espectro de RMN de *C garante informagao sobre o niimero ¢ o tipo
de carbonos presentes na estrutura. O espectro de *C DEPT fornece informa-
¢oes sobre a natureza (tipos) dos dtomos de carbono e diferencia os dtomos de
carbono metinicos, metilénicos e metilicos; os sinais dos carbonos quaternd-
rios ndo sao observados nesses experimentos. Os espectros DEPT podem ser
obtidos com pulsos diferentes, que fornecem informagoes adicionais: com um
pulso de 45° (DEPT-45), todos os sinais de carbono sio positivos; um pulso
de 90° (DEPT-90) permite a observagio de apenas dos carbonos metinicos; e
um pulso de 135° (DEPT-135), que faz com que os carbonos metilicos e meti-
nicos apresentem-se como sinais positivos e os carbonos metilénicos como
sinais negativos (Figura 8). Os carbonos quaterndrios nio sao observados nos
espectros DEPT (Pavia et al., 2015).

Figura 8 — Espectros de RMN 'H obtidos por experimentos de DEPT do acido betulinico
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O estabelecimento da estereoquimica relativa e absoluta de centros
estereogénicos e da estereoquimica dos isdmeros geométricos com base nas
constantes de acoplamento nio é uma tarefa ficil. A anilise configuracional
(método de Murata) através da RMN ¢ tipicamente realizada pela medida
das constantes de acoplamento escalar através da combina¢io de experi-
mentos bidimensionais como COSY-45, HSQC ¢ HMBC (Reynolds &
Enriquez, 2002).
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Espectrometria de Massa (EM)

A EM ¢ uma técnica analitica que separa particulas ionizadas em fase
gasosa, como dtomos e moléculas produzidos por um método de ionizacao, de
acordo com sua relagao massa/carga (7/z). Para isso, a espécie em andlise precisa
ser inicialmente ionizada e a extensdo dessa ionizacio, baseada na energia apli-
cada, pode fazer com que a molécula permaneca integra ou seja fragmentada
(Figura 9). No primeiro caso, ¢ obtida uma informagio que nenhuma das
técnicas analiticas jd4 mencionadas ¢ capaz de fornecer: a massa molecular,
que ¢ muito preciosa, pois permite, por exemplo, diferenciar substincias que
mostrem espectros na regido do UV idénticos. A massa molecular auxilia na
identificagao, por exemplo, do nimero de nitrogénios presentes. O nimero
par pressupde a auséncia ou a presenca de nimero par de nitrogénios, ao
passo que a massa molecular impar pressupoe a existéncia de niimero impar de
nitrogénios. Essa informagio ¢ especialmente ttil quando se estudam plantas
que contenham alcaloides. Quando a ionizagao é mais enérgica, a molécula
¢ fragmentada e pouca informagao ¢ obtida com precisio a respeito de sua
massa molecular (Paré & Bélanger, 1997).

Figura 9 — Esquema simplificado de ionizagdo e fragmentagdo molecular

— A"+ R]
cétion radical

M+e — M"*—

molécula elétron

—— B*+N — C*+R,

cétion fragmento cétion radical
radical neutro

Os fragmentos observados no espectro de massa auxiliam na montagem
de uma estrutura molecular. Diversos fragmentos sio caracteristicos de deter-
minados grupos funcionais e eles podem ser vistos diretamente no espectro
ou por diferenca entre dois sinais. E o caso de hidroxilas, metilas, carbonilas,
carboxilas ou anéis aromdticos, entre vdrios outros (Pavia et /., 2015). Essa
informagio, em conjunto com as demais obtidas por outras técnicas espec-
troscpicas, permitird a identificagio da estrutura molecular em andlise.

O instrumental de EM é composto dos seguintes médulos: uma fonte
de fons, que fragmenta as moléculas da amostra em fons; um analisador de
massa, que classifica os fons de acordo com suas massas por meio da aplicagio
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de campos eletromagnéticos; um detector, que mede o valor de uma quanti-
dade indicadora, fornecendo dados para calcular as abundancias de cada fon; e
softwares especificos, que regulam o analisador de massa e gerenciam os dados
derivados do detector. Nesses mddulos, as técnicas predominantes para a fonte
de fons e o analisador de massa tém diversas variagoes, portanto selecionar sua
combinagio apropriada ¢ particularmente importante para a EM.

Componentes do equipamento

Para que os fons sejam promovidos ao estado gasoso, no qual serdo anali-
sados, ¢ necessdrio o emprego de altas temperaturas. As fontes de fons tém
o propésito de os levarem ao estado no qual poderao ter identificadas suas
massas, que podem ser divididas em dois tipos: de fase gasosa e de dessor¢ao.
As fontes de fase gasosa mais comuns sao as de impacto de elétrons e a ioni-
zagdo quimica. A primeira, comumente operada a 70 eV, leva a uma frag-
mentagio extensa das moléculas — se, por um lado, dificulta a observacio da
massa molecular, por outro permite que a interpretagao dos fragmentos leve
a conclusoes sobre por¢oes da molécula, o que auxilia na determinacio da
estrutura. A ioniza¢io quimica, por sua vez, ¢ mais branda. No entanto, ambas
as fontes nao sao indicadas para substincias termicamente instdveis ou que
tenham pontos de ebuli¢io acima de 500 °C.

As fontes de dessor¢io, por sua vez, ndo exigem a volatilizagio das molé-
culas do analito e so aplicdveis a moléculas grandes (> 10x10° Daltons, como
as macromoléculas). Elas podem ser subdivididas em dessor¢ao por campo,
dessor¢ao-ionizagao assistida por matriz (encontrada na literatura com o acré-
nimo MALDI), bombardeamento com dtomos rédpidos (FAB), espectrometria
de massa de fons secunddrios rdpidos (SIMS), entre outras (Kuhnert ez al.,
2015; Cui, Lu & Lee, 2018).

Os analisadores de massa separam os fons com diferentes 72/z. Quanto maior
sua capacidade de distinguir as menores diferengas, mais poderosa serd sua capa-
cidade de gerar resultados confidveis, a capacidade de resolucio. Equipamentos
de alta resolugao permitem, por exemplo, diferenciar isébaros e moléculas ou
fragmentos cuja diferenca de massa estd nas casas decimais; equipamentos de
baixa resolu¢do nio diferenciam, por exemplo, N, (27,9949) e CO (28,0062)
(Kind & Fiehn, 2010). Os analisadores de massa mais comuns sio aqueles com
setor magnético, os quadrupolos e os de tempo de voo (comumente chamados
pelo acréonimo TOF). Além desses, existem os de dupla focaliza¢io e os de apri-
sionadores de fons (ion clusters). Os de setor magnético foram os primeiros a
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serem produzidos e operados, porém tém sido gradativamente substituidos por
outros cuja performance é similar, porém de menor custo. Os fons sdo separados
mediante a aplicagio de um campo elétrico seguido por um magnético. Existem
instrumentos que tém os geradores de campo em ordem inversa. As particulas
carregadas sao impulsionadas e focalizadas em um feixe pelo uso de lentes
eletrostdticas. Os fons, por apresentarem energias cinéticas diferentes devido as
suas massas e cargas, viajam a velocidades diferentes e atingem o analisador em
momentos diferentes. Comparativamente aos com setor magnético, os quadru-
polos costumam ser mais robustos e com custo de aquisi¢io e manutengio
menor. Por serem de menor porte, s3o vistos em equipamentos “de bancada” e
acoplados a cromatdgrafos, devido ao seu tempo de varredura curto (Beck ez al.,
2015). Os analisadores de tempo de voo, por sua vez, sao simples e robustos e
permitem analisar faixas de massas praticamente ilimitadas e podem ser tteis em
laboratérios multidisciplinares. Contudo, sua sensibilidade e sua resolugio sao
inferiores aos demais analisadores (Senko ez a/., 2013).

Espectrometria de massa sequencial

Atualmente, é comum encontrar instrumentos que realizam andlises
sequenciais, muitas vezes chamadas de EM-EM (ou massa-massa). Por meio
dessa técnica, o analista obtém um espectro de massa a partir de um fragmento
especifico, observado em um espectro de massa anterior. Nesse sentido, a ferra-
menta permite que sejam identificados picos a partir deste {on, tornando mais
fécil a montagem do quebra-cabegas molecular. Um espectro de massa mostra
picos, que sio plotados sequencialmente a partir de suas relagdes 7/z e sua
altura representa sua intensidade relativa. Um determinado sinal, que representa
uma determinada massa, pode ter estruturas e composi¢cdes quimicas diversas.
Quanto menor a massa, menores sao as chances de variabilidade estrutural;
alternativamente, quanto maior a massa, maior serd a variagio na estrutura desse
fon. Assim, ao se obterem fragmentos derivados de algum fon precursor cuja
identidade nio estd clara, maior seguranga serd garantida na interpretacio do
espectro (Wolfender ez al., 2009; Choudhury ez 4l., 2022).

fons, picos e o espectro de massa

Resumidamente, um espectro de massa ¢ o registro gréfico dos fons resul-
tantes da fragmentacio das espécies quimicas introduzidas no espectrometro,
que se apresentam como sinais finos verticais cuja altura é proporcional a sua
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estabilidade e abundincia relativa. Na Figura 10, mostra-se um exemplo de
espectros obtidos da rutina, um flavonoide. Mas como o espectro se relaciona
com a aplicabilidade, relevincia e as vantagens da técnica?

As moléculas organicas, ao serem introduzidas no equipamento, sao transfor-
madas em seus fons em fase gasosa. A carga dos fons ¢ resultante da retirada de
um ou mais elétrons, que ocorre em virtude da energia empregada na ionizagio
e da estrutura quimica da molécula. Assim, podem ser gerados fons com uma ou
mais cargas positivas. Se a molécula for suficientemente estdvel e/ou se a forma de
ioniza¢ao nio for tao enérgica para ela, pode ser observado o fon molecular — que
representa, no espectro, a massa molecular da espécie integra. Ele dard origem
aos primeiros fragmentos observados no espectro que, por sua vez, gerarao fons
com relagbes 72/z menores. Dessa forma, quanto maior for a molécula ou maior a
quantidade de entidades quimicas presentes numa amostra, maior serd o nimero
de picos observados no espectro e, por conseguinte, mais dificeis serdo sua andlise
e interpretagdo. Entre os diversos picos em um espectro, podem surgir também
aqueles que sdo originados por rearranjos — algo como uma acomodagio fisica/
estrutural e de carga que algumas espécies demonstram. Existem, ainda, os fons
metaestdveis, geralmente formados por decomposigoes de fragmentos carregados
entre a fonte de fons e o analisador do instrumento. Outro tipo sio os fons
secunddrios, que sdo formados pelas reacoes entre fons e moléculas.

Figura 10 — Espectro de massa da rutina e seus principais fragmentos caracteristicos
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Fonte: PUBCHEM, 2023.

Os picos que aparecem no espectro sao devidos aos fragmentos carre-
gados. Na Figura 10, o pico em m/z 612 corresponde a massa molecular da
rutina, acrescida de dois hidrogénios. Os demais picos sao provenientes de
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fragmentos produzidos a partir desse, de maior massa. Quanto mais estdveis
forem, maiores serdo suas sobrevidas durante o experimento e, portanto,
aparecerdo com maiores intensidades no espectro. Eventuais fragmentos sem
carga sdo invisiveis, e pode-se deduzir sua presenca pela diferenga entre dois
picos, sequenciais ou nao. A classificagio dos picos segue, didaticamente, a
dos fons. Assim, tém-se: o pico molecular, que corresponde a molécula integra
ionizada e cuja vantagem ¢ indicar a massa molecular do analito; os picos
de fragmentos, que auxiliam no estabelecimento da estrutura da molécula
em andlise; picos normais, que sdo referentes a todos os fons formados na
fonte; picos metaestdveis, que correspondem aos fons formados nas transi-
¢Oes metaestdveis; picos de rearranjos, gerados pelos fons que se formaram por
troca de posicoes entre dtomos; picos de fons secunddrios, que representam
os fragmentos gerados por reagoes entre fons e moléculas (o mais importante
deles é o pico quase-molecular, representado por MH?, resultante da adigao de
um préton a molécula); picos de isétopos, geralmente satélites a um pico prin-
cipal que apresenta os 4tomos com maior abundancia (por exemplo, *C-"C e
"H-"H); pico base, geralmente de baixa intensidade e usado para normalizar as
intensidades dos demais picos; picos de {ons de cargas multiplas, que ocorrem
quando o fragmento acomoda mais de uma carga positiva; e multipletos, que
representam os fons de mesma carga nominal, mas que nio sao separdveis em
instrumentos de baixa resolugao (Paré & Bélanger, 1997; Pavia ez al., 2015).

Fragmentacdes, reacles e rearranjos

Como mencionado anteriormente, uma das virtudes da EM, além da
possibilidade da identificagio da massa molecular, ¢ possibilitar a investi-
gacdo da estrutura molecular do analito. Para tal, interpretam-se os picos dos
fragmentos carregados observados no espectro e os intervalos de massas entre
picos, sequenciais ou nio, que representam as massas dos fragmentos sem
carga (Paré & Bélanger, 1997; Pavia ez al., 2015).

A extensio da fragmentagio é proporcional a energia empregada na
fonte de fons. Comumente, sao obtidos espectros de massas por impacto de
elétrons a 70 eV, energia que costuma ser suficiente para promover um esti-
lhagamento extenso, que gera diversos fragmentos a serem interpretados. Na
Figura 11, mostra-se a geragao dos principais fragmentos obtidos a partir de
dois alcaloides de Erythrina mulungu Benth., uma espécie da familia Fabaceae

(Cavallieri, 2019).
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Figura 11 — Fragmentagdo da eritratidinona (D, R =R,=Me e R,=H) e da 11-hidroxieritra-
tidinona (E, R;=R,=Me e R,=0OH)
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Fonte: Cavallieri, 2019.

A EM insere-se, entre os demais métodos de andlise estrutural de molé-
culas organicas de rotina, como a tnica destrutiva, pois nao permite a recupe-
racao da amostra para andlises posteriores. No entanto, é capaz de ser acoplada
a cromatografia instrumental (com fase gasosa de alta resolugio e liquida de
alta eficiéncia, entre outras) como detector, isoladamente ou em linha com
outros detectores. Com isso, o analista economiza tempo, e as chances de
eventuais degrada¢des das moléculas originais sao reduzidas.

Os produtos a base de plantas disponiveis no mercado, apresentam-se
como partes de plantas secas (integras ou rasuradas), extratos brutos (liquidos
ou secos, geralmente padronizados) ou fragoes semipurificadas. Os insumos
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farmacéuticos ativos vegetais (Ifav), obtidos por extrativismo e/ou processos
sintéticos ou semissintéticos, tendem a ser mais simples de serem caracterizados.

Outrora considerada uma técnica sofisticada e cara, aplicada nas etapas
mais finas da pesquisa, do desenvolvimento e da produgio, hoje tem o status
de rotineira. Isso se deve, além da redugio dos custos de aquisi¢io e manu-
tencao, ao desenvolvimento e ampliagao do conhecimento ao longo do tempo,
como qualquer técnica, e 4 sua capacidade de ser miniaturizada, simplificada
(porém sem perder seu poder analitico) e conjugada a técnicas de separagio
de misturas. A populariza¢io fez com que ela passasse a ser de uso rotineiro,
desde as etapas prospectivas de um insumo ativo, o que também contribuiu
para que aumentasse o numero de interessados nos resultados que a técnica ¢
capaz de produzir.

Nos momentos de prospecgao inicial e de verificagio da composigio
menos aprofundada de um insumo vegetal bruto, hd que se ter em mente
que o uso da técnica, isoladamente, provavelmente nao serd de grande
utilidade. A situa¢io torna-se mais favordvel quando técnicas de separa¢io
cromatogréficas sao acopladas 8 EM. Quanto melhor for a separagao, menos
complexos tendem a ser os espectros, ¢ podem ser obtidas informagoes
mais fiéis a respeito da composi¢ao de um extrato. Ainda assim, hd que se
levar em consideragdo a natureza das substincias e o poder de separacio
que a cromatografia oferece. As rotas biossintéticas dos vegetais, associadas
a sua evolucido, aos seus cruzamentos e a influéncia do meio, fazem com
que a expressio fenotipica em termos de composi¢io quimica (em espe-
cial, a composi¢iao em metabdlitos secunddrios) mostre-se comumente rica
em isomeros. Quando se trata de isdbmeros funcionais ou de posi¢io em
relacdo a substituintes ou grupamentos funcionais, costuma-se obter boa
separagdo cromatografica e, portanto, espectros de massas de interpretagio
menos complexa. Alguns exemplos incluem as isomerias entre aldeidos e
cetonas e entre dlcoois e éteres. Grupamentos metila, metoxila, prenila e
residuos de agtcares, entre outros, costumam ser observados em diversas
posi¢oes de moléculas naturais. No caso de isomeros geométricos, a sepa-
racio cromatogréfica também facilita ao analista a interpretacio dos espec-
tros de massas. Porém, quanto aos isémeros oticos, deve-se considerar os
limites das técnicas de separagao e a espectrométrica. Nesses casos, técnicas
como a RMN costumam ser de grande auxilio na determinagao da estereo-
quimica das moléculas em andlise.
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Uma vez que jd esteja disponivel uma quantidade suficiente de estudos
sobre a composigio e a variabilidade de extratos, a técnica pode ser usada
rotineiramente se o intuito for de uma checagem do seu perfil. Uma vez
conhecidos os sinais cromatogréficos e/ou os picos no espectro de massa
que sejam determinantes da qualidade de um extrato, por exemplo,
sua identificagio e quantificagio podem ser acompanhadas com maior
precisao. Nesses casos, nio é de se esperar que seja realizada uma andlise
mais aprofundada dos espectros, mas sim uma avaliagio comparativa com
registros previamente obtidos que refletem a qualidade necessdria e dese-
jada para aquele insumo.

A medida que o insumo vegetal é purificado, em especial durante a fase
de pesquisa, os espectros tornam-se mais interpretdveis. A quantidade de
picos satélites adjacentes aos picos reais, correspondentes a fragmentos rela-
tivos as moléculas originais, vai diminuindo e tornando o espectro mais
limpo. Se o processo de ionizagdao for mais brando, como na ionizagio
quimica, a riqueza de informagées sobre a massa molecular dos compo-
nentes da amostra aumenta.

Estratégias de Metabol6mica

A metabolémica é o estudo abrangente, qualitativo e quantitativo de todas
as pequenas moléculas de um organismo. Por pequenas entendem-se moléculas
menores ou iguais a cerca de 1.500 Daltons. Excluem-se, entao, polimeros de
aminodcidos, como proteinas e polipeptidios, e de agticares, como os polissa-
carideos e os glicosaminoglicanos. Assim, dedica-se aos metabdlitos interme-
didrios usados para formar tais macromoléculas e outras pequenas moléculas
que tém fungoes metabdlicas e sao criticas nas respostas as variagoes das condi-
¢oes do ambiente com o objetivo de proteger contra estressores ambientais,
aumentar as interagdes competitivas com outros organismos ou agir como
um mecanismo de defesa metabélica. Estima-se que o niimero de metabdlitos
presentes no Reino Vegetal seja da ordem de, aproximadamente, 30 mil a
200 mil em apenas um organismo (Figura 12). A distribui¢io de metabdélitos
secunddrios em todo o organismo depende de muitos fatores, como espécie,
idade, cultivo, genética etc. (Akula & Ravishankar, 2011; Atkinson & Urwin,
2012; Kumar & Verma, 2018).
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Figura 12 — Interacdo da planta com o meio ambiente
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Na metabolomica, o entendimento dos organismos advém da compa-
ragdo de perfis metabdlicos entre individuos e/ou populagoes sujeitos as dife-
rentes condigoes genéticas, ambientais ou patoldgicas. No entanto, a completa
caracterizacdo dessa extensa rede de transformagoes e interagdes bioquimicas ¢
ainda muito dificil de ser obtida.

Os avangos tecnoldgicos dos métodos ou plataformas analiticas e a capa-
cidade de processamento dos dados gerados permitiram ampliar a visao sobre
a funcio dos metabdlitos nos seres vivos, bem como a melhoria do rendi-
mento nos cultivos. Inicialmente, havia apenas duas abordagens nos estudos
do metaboloma de plantas. A primeira era metabolomica-alvo (do inglés,
targeted), na qual os metabdlitos ou classes metabélicas eram analisados como
resposta a um dado estimulo, e a metaboldémica nio alvo ou global (do inglés,
untargeted), na qual se analisa toda a amostra e seu conjunto de substincias
de modo indiscriminado. Atualmente, a depender do objetivo do experi-
mento, existem quatro abordagens principais para a andlise do metaboloma:
a impressao digital metabdlica, o perfil metabdlico, metaboléomica global e a
metabondmica (Quadro 3).
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Quadro 3 — Principais abordagens utilizadas na andlise metabolémica

impressao digital metabdlica analise ndo seletiva
fingerprint
perfil metabdlico analise seletiva
Analise metabolomic profiling
metabolomica
metabolomica global analise ndo seletiva
untargeted metabolomic
metabondmica analise ndo seletiva

7

A impressio digital metabdlica é uma abordagem de alto rendimento
e normalmente utilizada para uma avaliacio rdpida, geral e comparativa de
tecidos ou andlise de discriminagio. Por isso, é uma técnica mais simples
(preparagao, separagio e detecgao de amostras) em comparacio com o perfil
metabdlico. A impressao digital é uma técnica para classificagio de amostras
de acordo com sua origem ou sua relevancia bioldgica.

O perfil metabélico é uma abordagem que tem como objetivo os meta-
bélitos previamente selecionados de rotas bioquimicas especificas; porém, isso
¢ feito de forma restrita devido as limitagdes metodoldgicas. A extragio dos
metabdlitos de uma amostra depende da solubilidade dos solventes utilizados.
Apesar dessa restri¢ao, essa técnica ainda é a que fornece uma visualizacio
mais abrangente do metaboloma .

A metabolémica global (do inglés, untargeted metabolomics), por sua vez, é
baseada na anilise qualitativa do maior nimero de metabdlitos, pertencentes
a diversas classes quimicas, presente na espécime analisada. Pode fornecer um
panorama das condicoes ideais do estado fisiolégico da planta e ser uma ferra-
menta para otimiza¢ao dos cuidados de plantio.

A metabonémica é ainda outro aspecto da metaboldmica que se concentra na
resposta metabdlica de organismos a estimulos fisiopatolégicos ou modificagio
genética (Allwood, Ekkis & Goodacre, 2008). Essa abordagem é geralmente
restrita a estudos em microbiologia e outros estudos nao botanicos.

Planejamento experimental para os estudos metaboldmicos

No desenho experimental para uma andlise metabolémica de plantas,
deve-se considerar a populacio a ser estudada e incluir as etapas de coleta,
preparagdao das amostras, detecgao, aquisi¢do, processamento e andlise dos
dados, levando-se em conta que cada etapa interfere nos resultados e na sua
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interpretagdo. A maioria dos desenhos experimentais dos estudos de meta-
bolémica de plantas inicia-se pela determinacio do tamanho amostral e do
nimero de varidveis que mais influenciam no processo extrativo e/ou no
método de andlise a ser empregado. Atualmente, existe uma série de ferra-
mentas capazes de organizar os experimentos, realizar os cdlculos e avaliar a
relevancia estatistica de um estudo (Dunn ez al., 2011; Sugimoto ez al., 2012;
Jolliffe & Cadima, 2016).

As principais etapas de um estudo metabolémico sao o armazenamento
e o preparo das amostras (Kim, Choi & Verpoorte, 2010; Powers, 2014), a
aquisi¢ao e o processamento dos espectros (Broadhurst & Kell, 2006; Craig
et al., 2006), a andlise de dados estatisticos multivariados (Worley & Powers,
2013) e, finalmente, a pesquisa de metabdlitos-chave (quando necessdrio) em
bancos de dados.

Obtencdo e preparo das amostras

Ap6s a coleta do material, a inibigao da atividade enzimitica, por meio de
solventes organicos resfriados (por exemplo, metanol a -20 °C) ou do congela-
mento da amostra com nitrogénio liquido ou gelo seco, deve ser imediata para
garantir a integridade metabdlica. O preparo da amostra para andlise envolve,
basicamente, trés etapas: a secagem, a moagem ¢ a extragio.

A secagem ¢ crucial na preparagio das amostras, pois a dgua altera a
proporgao de solventes para extragio preestabelecida e pode afetar seu poder
de solvatagao. Além disso, a etapa de secagem facilita o armazenamento a
longo prazo de amostras por inibir a atividade enzimdtica e o crescimento
microbiano. A presenca de dgua nas amostras pode interferir na etapa anali-
tica, principalmente no caso da RMN, pois tragos de dgua podem distorcer a
resolucdo dos espectros e afetar as colunas nas anélises de CG, resultando em
perda de reprodutibilidade. Os procedimentos mais comuns para a secagem
sa0 aquecimento, usando fornos, micro-ondas ou ar quente, e liofilizagio.
A liofilizacdo ¢é considerada padrao ouro porque pode ser empregada em dife-
rentes tipos de amostras. Na liofilizagao, as amostras devem ser primeiramente
congeladas com nitrogénio liquido e, em seguida, transferidas para um sistema
de baixa pressio e baixa temperatura para que a dgua da amostra seja subli-
mada. Apds esse processo, as amostras devem ser armazenadas a -80 °C e com
cuidado para evitar a reidratacio. A escolha do método de secagem depende
do tipo e da estabilidade dos metabdlitos que serao analisados, da velocidade
na qual a amostra deve ser seca e do tamanho dos fragmentos da amostra. Ha
que se considerar a perda dos compostos voldteis (Mushtaq ez al., 2014).
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O processo de moagem ou trituragao é fundamental para garantir uma
extragdo eficaz. O rendimento do processo é inversamente proporcional ao
tamanho da particula: pode-se considerar que quanto menor o tamanho
da particula, menor o tempo necessédrio para a difusio dos solventes, o que
possibilita uma extragdo mais eficiente. A escolha do método de moagem
depende das caracteristicas fisicas do material a ser triturado. Por exemplo,
bulbos grandes nio podem ser moidos & mio com almofariz e pistilo;
portanto, é necessdrio o uso de moinhos de bolas, criogénicos e homo-
geneizadores verticais que trituram o material rapidamente e produzem
amostras homogéneas até em microescala (Mushtaq ez al., 2014). A combi-
nagio de moagem e ultrassom tem sido um método amplamente utilizado
nos estudos metabolomicos por ser eficaz na extragio de diversas classes
de metabdlitos. A ultrassonicagio é um método alternativo a moinhos
de bolas e misturadores de alta velocidade, pois usa energia actstica para
produzir ondas de baixa e alta pressio em liquidos, levando a formacio
e colapso de pequenas bolhas devido ao forte cisalhamento hidrodina-
mico. Outra técnica usada, especialmente para amostras de tamanho
pequeno de particula, sdo os ciclos de congelamento-descongelamento.
Eles quebram as estruturas celulares permitindo o vazamento dos meta-
bélitos. Entretanto, os ciclos de congelamento-descongelamento de amos-
tras podem afetar os resultados gerais e o perfil metabolémico em estudo.
Para obter uma boa homogeneizacio, as técnicas mencionadas devem ser
usadas separadamente ou combinadas (Zu ez al., 2012).

Na etapa de extrago, o objetivo é obter a maior concentragao de meta-
bélitos de forma rdpida e simples. Para isso, diferentes tipos de métodos de
extrago sio usados, nos quais se aplicam diferentes combinagoes de solventes.
A escolha do solvente ¢ crucial, pois hd uma variedade enorme de metabé-
litos na matriz vegetal que diferem muito nas propriedades fisicas. Nao existe
um solvente Gnico que seja capaz de dissolver todas as substincias de uma
matriz vegetal. Ao escolher o solvente, devem ser considerados toxicidade,
poder de solubilizagao, seletividade, taxa de dissolugio, reatividade quimica
e pH (Mushtaq ez al., 2014). Os solventes mais utilizados sao o metanol, o
dcido perclérico e misturas em diferentes propor¢oes de metanol-cloroférmio,
por exemplo. Em razdo das diferentes naturezas dos solventes, sempre haverd
metabdlitos que estardo em nivel de saturagio no processo extrativo e outros
nao. O método de extragao continua de material vegetal com mistura de
solventes de polaridade crescente (n-hexano, acetona e dgua, por exemplo) e a
coleta de fragdes em intervalos predeterminados favorecem a obtengio de um
ndmero maior de metabdlitos.
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Existem diversas metodologias para obter perfis representativos do meta-
boloma vegetal, como maceracio, extragio por arraste a vapor, em aparelho
extrator de Soxhlet, por fluido supercritico, com liquidos i6nicos, extragio
em fase s6lida, e extragao assistida por micro-ondas ou ultrassom (Zizovic ez
al., 2007; Choi & Verpoorte, 2014; Mushtaq ez al., 2014). Cada método de
extragdo e solvente utilizados no processo sofrem interferéncia de solventes e
residuos sélidos que precisam ser removidos apropriadamente de acordo com
a plataforma analitica selecionada.

Plataformas analiticas empregadas nos estudos de metaboldmica

Apés o preparo da amostra, inicia-se a etapa de aquisi¢io de dados.
A metabol6émica necessita de plataformas analiticas sofisticadas para iden-
tificagio e quantificagio dos metabdlitos, como EM, RMN e fluorescéncia
induzida por laser (LIF), por exemplo. A EM e a RMN sio as mais utilizadas,
mas a primeira ¢ a preferida, na maioria dos casos, devido a sua sensibilidade,
alta resolugao e especificidade estrutural. As técnicas analiticas empregadas no
estudo e o processamento dos dados sdo cruciais na estratégia metabolémica.
A maioria dos estudos sio realizados por meio de técnicas de separagio combi-
nadas com técnicas deteccio (técnicas hifenizadas). As mais encontradas na
literatura sao a CG e a CLAE acopladas a detectores na regiao do UV ou
a EM como, por exemplo, a CLAE-UV, CLAE-EM ou CG-EM (Fichou,
Ristivojevi¢ & Morlock, 2016; Garcia ez al., 2017).

A CG-EM ¢ a plataforma analitica mais utilizada nos estudos de meta-
bolémica de plantas por ser um método reprodutivel e relativamente barato.
O processo de identificacdo dos metabdlitos estd fundamentado na combi-
nacio de duas informagdes: os tempos ou indices de retengao dos analitos e
suas informagodes espectrais, obtidas sob uma energia padronizada de ioni-
zagao (usualmente 70 eV). Essa ferramenta tem alta sensibilidade, resolu¢ao
e reprodutibilidade e permite a construciao de bibliotecas que funcionam
como padrées para identificacio estrutural de amostras a partir de sinais
cromatograficos. £ uma abordagem especialmente adequada para a deteccio
de substancias voldteis termoestdveis ou que requeiram processos complexos
de preparacio da amostra (por exemplo, a derivatiza¢do), como os dcidos
organicos, dlcoois, aminodcidos, dcidos graxos, esterdis, catecolaminas e
outros produtos naturais, firmacos e toxinas. Ela apresenta algumas limita-
¢oes como, por exemplo, a massa da amostra (= 650 Da) e dificuldades para
a andlise de alguns metabdlitos, como fosfatos (bis, di e tri, NADH ou ATP)
e aminas biogénicas.
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A CLAE ¢ uma técnica analitica com alta robustez, sensibilidade e seleti-
vidade, além de ser de fécil operacio e poder ser acoplada a diferentes anali-
sadores e detectores. O uso dessa técnica em metabolémica expandiu-se
ap6s o acoplamento a fontes de ionizagio A pressao atmosférica (API), como
ionizacio por eletrospray (ESI) e ionizagio quimica de pressao atmosférica
(APCI). A ESI destaca-se porque permite a formacio de diferentes espécies
(protonadas, desprotonadas, adutos e fons moleculares). O desenvolvimento
de analisadores TOF (tempo de voo) e ressonéncia ciclotrénica de fons com
transformada de Fourier (FT-ICR) possibilitou a aquisi¢ao de espectros com
alta resolugao e permitiu a determinagdo de férmulas moleculares a partir dos
valores de massa/carga dos fons detectados, auxiliando o processo de identifi-
cagao e quantificagio de metabélitos. A CLAE-EM ¢ apropriada para andlise
de compostos de baixa massa molecular (50-1.500 Da) sem a obrigatorie-
dade de derivatizagao e permite a andlise de diferentes classes de metabdlitos
secunddrios como alcaloides, saponinas, dcidos fendlicos, fenilpropanoides,
flavonoides, glicosinolatos, poliamidas, terpenos, esterdis e derivados. Essa
técnica, no entanto, pode nio ser tao util para a elucidagio estrutural, visto
que o nimero de metabdlitos secunddrios disponiveis para comercializagao
¢ expressivamente menor do que o niimero de padroes disponiveis para os
metabdlitos secunddrios.

Outras técnicas, como a eletroforese capilar (EC) acoplada 3 EM, croma-
tografia em camada delgada de alta eficiéncia (Audoin ez al., 2014; Ge et al.,
2018) e a liquida com detector de arranjos de diodos (Leme ez al., 2014;
Coutinho ez al., 2016), dessor¢ao/ionizagio a laser auxiliada por matriz
(MALDI-EM) e infusdo direta em espectrometria de massa (ID), também
sao utilizadas na andlise de extratos de plantas, com aplicagdes metabolomicas
(Ernst et al., 2015; Xu et al., 2020).

A EC-EM ¢ considerada uma técnica complementar 3 CG-EM e a
CLAE-EM e ideal para a separa¢io de compostos i6nicos polares e proteinas.
A EC ¢ uma técnica rdpida, de relativo baixo custo, que requer minima quan-
tidade de amostra (faixa de nL) e pouca ou nenhuma preparagio. Apresenta
alto poder de resolugao e separacio, o que possibilita a distin¢ao de isdbmeros
e diastereoisdbmeros. Embora ofereca uma série de vantagens, existem algumas
limitagoes e problemas de repetibilidade e sensibilidade (Dunn ez al., 2011;
Canuto et al., 2018).

A RMN ¢ empregada tanto para a elucidagao estrutural de moléculas
previamente isoladas e purificadas quanto para o estudo de fragoes enrique-
cidas ou mesmo extratos brutos de alta complexidade e permite a andlise de
amostras liquidas, sélidas e semissélidas. O método é simples, reprodutivel
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e tem uma alta capacidade de processamento, jd que nio requer preparagao
da amostra e permite a deteccdo de diferentes metabdlitos simultaneamente
(Powers, 2014; Markley ez al., 2017). Oferece vantagens, como requerer pouca
quantidade de amostra e nao tornd-la invidvel apés andlise e fornecer infor-
magbes quantitativas, pois a integral de drea de um sinal ("H) é proporcional
a concentragao molar (Holzgrabe er al., 2005). Na Figura 13, apresenta-se
uma abordagem genérica em metabolomica, tendo por base o uso da técnica.
A interpretagio de dados por RMN pode ser mais simples e direta quando
comparada a andlise feita pela EM, mas é preciso atengio a alguns problemas
na aquisi¢ao dos espectros, pois a ressonancia é sensivel ao pH e, geralmente,
sdo necessdrias solu¢des tamponadas para manté-lo estdvel. Uma combinagio
de metanol e tampao fosfato aquoso (pH 6,0, 1:1 v/v) ou liquidos i6nicos,
como o cloreto de 1-butil-3-metilimidazélio, costuma ser eficaz como uma
primeira opgio para tentar uma visualizagio geral da composi¢ao da amostra
dos metabdlitos primdrios e secunddrios. Os espectros de RMN de 'H sio
muito utilizados nos estudos metabolémicos; entretanto, hd muita sobrepo-
sicao de sinais pela complexidade dos metabélitos nos extratos. Muitas vezes ¢
necessdrio adquirir espectros 2D, como J-resolvido, HSQC, HMBC, TOCSY
e NOESY, que resolvem o problema da sobreposicio de sinais e revelam deta-
lhes da composicio da mistura.

Figura 13 — Obtenc¢do de dados da RMN segundo abordagem metabolémica

[ Desenho experimental ]
[
Amostragem
I
Preparo da amostra

1D-RMN 2D-RMN
1y, 13¢, 31p 1H, 13C (HSQC)
[ [
Andlise estatistica Identificagdo e
PCA quantificagdo dos
OPS-DA metabdlitos
[ [
[ Impressdo digital ] [ Perfil metabdlico ]

Legenda: PCA = primary component analysis, ou andlise de componentes primarios;
OPLS-DA = orthogonal partial least squares discriminant analysis, ou proje¢des ortogonais
para analise discriminante de estruturas latentes.
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Andlise de dados

A andlise estatistica ¢ usada para extrair as informagoes mais relevantes
obtidas nas plataformas analiticas apds o processamento. Como hd uma gama
grande de dados, eles sao avaliados por meio de métodos de andlise multiva-
riada e univariada. Nas andlises multivariadas, a classificacao e a discriminagio
dos metabdlitos nos grupos de amostras sao realizadas por meio da avaliagao
do conjunto da matriz de dados extraidos na etapa de processamento. Ha
métodos ndo supervisionados, como a PCA, que fornecem uma visio global
do dado, bem como a identificagio de padrées ou tendéncias. O método
supervisionado, por sua vez, tem como objetivo identificar, por exemplo,
classes metabdlicas, e nele utilizam-se diferentes ferramentas, como o PLS-DA
(do inglés, partial least squares discriminant analysis) e o OPLS-DA (do inglés
orthogonal partial least squares discriminant analysis). Testes estatisticos, como
ANOVA, teste ¢ de Student ou teste U de Mann-Whitney sdo frequentemente
utilizados (Kim, Choi & Verpoorte, 2010, 2011; Johnson & Lange, 2015).

Consideracdes Finais

O emprego da metabolémica vem crescendo, o que permite a elucidagao
da estrutura no ambiente de mistura, seja no extrato bruto ou na amostra
parcialmente fracionada. Nessa abordagem, RMN e EM destacam-se pela
possibilidade de participar de uma variedade de experimentos relacionados a
aquisi¢do de espectros de um metabélito em uma mistura.

O advento do acoplamento de técnicas cromatogrificas com técnicas
espectrométricas ou espectroscopicas trouxe notdveis avangos aos métodos
analiticos, que permitiram a solu¢do de problemas analiticos complexos.
A hifenizacio de um método cromatografico com um método espectroscépico
facilita a identificagio e a elucidagio estrutural de substincias de uma amostra
bruta. Inicialmente, pela maior sensibilidade, a CLAE acoplada 3 EM foi mais
utilizada do que com a RMN. Entretanto, os avangos em hardware e software
e ainda a introducio da extracao em fase sélida (EFS), microextracio em fase
s6lida ou injecdo em grande volume (IGV) para a técnica CLAE-RMN estao
tornando essa técnica hifenizada mais potente.

O potencial da CLAE-RMN na investigacio e elucidagio estrutural
de novos produtos naturais é enorme, visto que é possivel usar esquemas de
supressio de solventes e combinar com uma série de experimentos 2D de RMN
homo e heteronucleares (COSY, HSQC, HMBC, TOCSY, NOESY etc.). Os

dois elementos-chave na pesquisa de produtos naturais sio o isolamento e
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a purificagdo de compostos de extratos brutos ou fragdes obtidas de vdrias
fontes naturais e a identificagao inequivoca das substincias isoladas. Assim, o
desenvolvimento de técnicas de hifenizag¢do proporcionou o surgimento
de novas ferramentas muito poderosas, que forneceram excelente eficiéncia de
separagdo e a aquisicao de dados espectroscépicos complementares para um
sinal de interesse de CLAE dentro de uma mistura complexa em menor tempo
(Sturm & Seger, 2012).

A metabolomica e suas aplicagdes alcangaram um papel de destaque na
pesquisa de produtos naturais, pois permitiram a investigagao dos metabdlitos
especificos decorrentes do estresse, na qual se avaliam as fungoes de genes e a

relagio genétipo-fendtipo em resposta aos fatores bidticos e abidticos.
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A Quimica Medicinal e a Sintese Organica de
Farmacos de Origem Vegetal

Frederico Silva Castelo Branco e Nubia Boechat

p6s a identificacdo de uma substincia ativa de origem vegetal, grandes

quantidades desse composto sio necessdrias para os testes pré-cli-

icos em animais e testes clinicos em humanos (Gurib-Fakim, 2006).

Assim, novas questoes apresentam-se: essa substincia ¢ abundante o suficiente

na planta para ser extraida em grande quantidade? A coleta do material vegetal

¢ sustentdvel, ou ela destréi a planta doadora? Em muitos casos as respostas a

essas questoes nio sio positivas. Dessa forma, alternativas sao estudadas para
a obten¢io em grande escala desses compostos.

A sintese orginica ¢ a ciéncia que trata da obtengao, em laboratério, de
substincias orginicas, ou seja, daquelas constituidas por cadeias de carbono,
um dos elementos bdsicos da existéncia da vida. Na sintese orginica, molé-
culas simples, abundantes e de baixo custo podem ser gradativamente modi-
ficadas, por meio de reagoes quimicas, para que formem intermedidrios cada
vez mais complexos, até o alcance da substincia de interesse. Dessa forma,
substincias de origem natural presentes apenas em quantidade-trago nos
vegetais podem ser sintetizadas em maior escala nos laboratérios (escala de
bancada, até 50 gramas), em plantas-piloto (unidades de pré-produgao em
escala-piloto, até 2 kg de substincia) ou até mesmo nas industrias farmoqui-
micas, responsdveis pela sintese, em escala industrial (toneladas), de insumos
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farmacéuticos ativos (IFAs) (Nicolau, 2014). Além disso, na quimica medi-
cinal, ciéncia responsdvel pelo desenvolvimento de novas substincias com
potencial atividade farmacolégica, utiliza-se a sintese orginica como ferra-
menta, uma vez que esta permite a obtengao dos compostos planejados por
meio das mais diversas técnicas de desenho molecular. Assim, os compostos
de origem natural podem ser um excelente ponto de partida para o desen-
volvimento de novos andlogos ainda mais potentes, menos toxicos e de
menor custo de obten¢io do que as substdncias em que foram baseados
(Bolzani, 2012).

Neste capitulo sdo apresentados diversos exemplos de alguns dos princi-
pais farmacos de origem natural, iniciando-se pelas suas histérias e seus poten-
ciais farmacoldgicos, bem como a descri¢io de alternativas sintéticas para
suas obtengoes. Também ¢é mostrado como a descoberta dessas substincias
foi capaz de estimular o desenvolvimento, através da quimica medicinal, de
novos derivados e andlogos desses compostos naturais com otimizagdes em seu
potencial farmacoldgico e consequentes impactos na saide da humanidade.

Acido Salicilico e seus Derivados

As partes vegetais de espécies de salgueiro (Salix alba, Salix pentandra
e Salix purpurea) eram usadas, desde 4.000 anos a.C., pelos assirios, para o
tratamento da dor e da febre. A civiliza¢io egipcia também se beneficiava das
propriedades dessa planta, como reportado em papiros antigos. Esse fato etno-
farmacoldgico levou, em 1928, o quimico alemao Johann Andreas Buchner a
isolar, dessa mesma planta, o glucosideo de 2-(hidroximetil)-fenilo, conhecido
como salicina, um metabdlito vegetal secunddrio (Figura 1). No ano seguinte,
o farmacéutico francés Henri Leroux isolou de forma pura, cristalina e em
maior quantidade essa mesma substincia. A partir disso, em 1838, o quimico
italiano Raffacle Piria determinou a estrutura desse composto. Além disso, a
partir da salicilina, Piria sintetizou o 4dcido salicilico, por meio da sua hidrélise
dcida, seguida de oxidagao (Figura 1) (Jeffreys, 2008).



A Quimica Medicinal e a Sintese Orgdnica de Farmacos de Origem Vegetal | 327

Figura 1 = Obtencdo do acido salicilico a partir da salicina
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A salicina nao ¢ a responsdvel pelas atividades farmacolégicas atribuidas ao
extrato de salgueiro. Na verdade, ela é metabolizada no trato gastrointestinal,
gerando o 4cido salicilico, que é o ativo. O dcido salicilico ¢ uma substancia
anti-inflamatéria nao estereoidal (AINE) e exerce sua atividade ao inibir duas
enzimas relacionadas ao processo inflamatdrio: as ciclo-oxigenases (COX) tipo
I e tipo II. Além disso, devido a sua atividade queratolitica, é usado topica-
mente para indmeras afec¢des dermatoldgicas, como a acne. Por esse motivo,
a Organizagao Mundial da Satide (OMS) incluiu-o na Lista de Medicamentos
Essenciais (LME), que retne todos os medicamentos que devem estar dispo-
niveis no sistema bésico de saide de um pais (WHO, 2020).

O 4cido salicilico também ¢é encontrado na forma livre nas plantas, como
na ulmdria (Filipendula ulmaria, antes conhecida como Spiraea ulmaria), que
desempenha papel como fito-hormdnio, controlando o crescimento, desen-
volvimento, fotossintese, transpiragio e transporte/captacio de fons (Vlot,
Dempsey & Klessig, 2009).

O 4cido salicilico sintetizado por Piria pode ser considerado semissin-
tético, pois parte de um produto natural isolado de uma planta. Como as
propriedades farmacoldgicas desse dcido jd estavam bem estabelecidas e a sua
produgio a partir do isolamento proveniente de extratos vegetais era limitada
em razio do baixo rendimento e dos altos custos, a obtencio do 4cido salici-
lico por métodos totalmente sintéticos tornou-se de grande interesse. Assim,
em 1852, o quimico alemao Gerland, entao aluno de doutorado de Hermann
Kolbe, realizou a sintese do 4cido salicilico a partir do dcido antranilico, por
meio da reagdo com 4cido nitroso (Figura 2). Em 1860, os quimicos alemaes
Kolbe e Lautemann publicaram o trabalho em que descrevem a sintese dessa
substancia a partir do fenol, por meio da sua carboxilacio com diéxido de
carbono sob pressio, com rendimento de 79% (Kolbe, 1860). Essa sintese
revolucionou o uso do 4cido salicilico, pois viabilizou sua produgio em grande
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escala, determinando o fim do uso do salgueiro na terapéutica, em beneficio do
fdrmaco agora sintético. Esse exemplo mostra a importancia da sintese orgnica
para a satde publica. Além disso, exalta a importincia da sintese na preservagao
ambiental, pois substituiu o uso de recursos vegetais. Embora o dcido salicilico
tivesse importante efeito farmacolégico, seus danos gastrointestinais comuns
e potencialmente graves limitavam seu uso oral. Isso se deve a presenca
do grupo funcional fenélico que tem potencial especialmente irritante a
mucosa gastrica.

Figura 2 — Métodos de sintese do &cido salicilico
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Em 1890, um grupo de pesquisa foi criado pela empresa Friedrich Bayer
& Company (hoje, Bayer), para pesquisar novos medicamentos. Esse grupo
era liderado pelo pesquisador Arthur Eichengriin, e mais tarde o quimico
Felix Hoffmann juntou-se 4 equipe. Hoffmann tinha um motivo pessoal para
pesquisar um substituto que causasse menos irritagdo gdstrica e que tivesse um
gosto mais palatével do que o 4cido salicilico: seu pai era portador de reuma-
tismo e sofria muito com os efeitos adversos desse firmaco. Por isso, ele iniciou
a pesquisa estudando a acetilagio do 4cido salicilico, chegando ao 4cido acetil-
salicilico (AAS) (Jeffreys, 2008). Essa substancia jd havia sido sintetizada antes,
porém, em 1893, Hoffmann desenvolveu um método muito eficiente para a
sua obtengio, que consistia na rea¢io do 4cido salicilico com o anidrido acético,
sendo catalisada por dcido com rendimentos superiores a 70%. De posse da
substancia, Eichengriin enviou uma amostra para ser avaliada farmacologica-
mente pelo grupo do quimico Heinrich Dreser da Bayer. Os resultados foram
positivos e, apesar de Dreser nio acreditar no potencial dessa nova substincia,
Eichengriin iniciou um processo paralelo para a avaliagio clinica da nova subs-
tancia. Os resultados mostraram que o AAS apresentava os mesmos efeitos tera-
péuticos do 4cido salicilico, mas com efeitos adversos mais brandos. Esse era o
inicio de um dos firmacos de maior sucesso da histdria, a aspirina, que comegou
a ser comercializada pela Bayer em 1899 (Jeffreys, 2008).
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O sucesso do AAS pode ser observado por seus nimeros. Por ano, sio
consumidas cerca de 40 mil toneladas, cerca de cem bilhées de compri-
midos, em todo o mundo. Pela sua importincia terapéutica, esse IFA estd
na LME da OMS (WHO, 2019). Farmacologicamente, ele é classificado
como um AINE e desempenha sua atividade anti-inflamatéria de forma
semelhante ao 4cido salicilico, ao atuar nas enzimas COX-I e II inibindo
a formagio de prostaglandinas e tromboxanos na cascata da inflamagao.
Diferentemente de outros AINEs, o AAS reage de forma covalente com as
enzimas COX, transferindo seu grupamento acetila ao residuo de aminoé-
cido serina, e sua inibicio é irreversivel. Além de atuar contra a dor, febre
e inflamacdo, o AAS tem atividade anticoagulante pela inibicio do fator de
agregacao plaquetdria (PAF), que impede a formaciao de codgulos que levam
a problemas cardiovasculares. Por isso, a aspirina pode ser usada, de forma
preventiva e em baixas doses, em pacientes com risco de problemas cardiacos
(Vane & Botting, 2003).

Com o advento sintético do 4cido salicilico, outros salicilatos impor-
tantes foram desenvolvidos. Considerando que o grupo 4cido carboxilico se
encontra ionizado no pH da pele, o seu uso tépico como anti-inflamatério
local néo é vidvel, pois a sua absor¢ao dérmica ¢ prejudicada. Por esse motivo,
ésteres do 4cido salicilico foram estudados para essa aplica¢io. O salicilato
de metila é o éster salicilico mais simples e pode ser isolado de diversas
espécies de planta, especialmente a Gaultheria procumbens, conhecida como
gualtéria. Essa substincia tem atividade anti-inflamatdria tépica e pode ser
aplicada em formulag¢oes de uso local como analgésico. O salicilato de metila
pode ser sintetizado em grande escala a partir da esterificagao de Fischer do
4cido salicilico, com o uso de metanol e dcido sulfirico (Boullard, Leblanc
& Besson, 2012).

Um outro firmaco desenvolvido a partir do dcido salicilico é o subsali-
cilato de bismuto que ¢ usado no tratamento de desconfortos gastrointes-
tinais, aliviando sintomas de ndusea, diarreia e dores epigdstricas. Além de
ter propriedade antibacteriana, pode ser usado como coadjuvante no trata-
mento de gastrite causada pela bactéria Helicobacter pylori. Apés ingestao,
a substincia libera o dcido salicilico, que tem atividade anti-inflamatéria
(Madisch et al., 2008). O bismuto nio ¢é absorvido de forma relevante,
embora o uso prolongado possa levar a toxicidade pelo metal, e pode ser
sintetizado pela reagio do dcido salicilico com o hidréxido de bismuto em
meio aquoso.
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A Quinina e Derivados Quinolinicos

Segundo a OMS, a maldria é a doenca parasitdria que mais mata em todo
o mundo, sendo também uma das principais causas gerais de morte nos paises
afetados. Ela vitima mais de quatrocentas mil pessoas todos os anos e mais
da metade da populagio mundial estd em risco de contrair a doenca. Ela ¢é
causada por protozodrios, os plasmédios (Plasmodium spp.), que é vetorizada
por mosquitos do género Anopheles e acomete especialmente paises subdesen-
volvidos e em desenvolvimento da Africa, América do Sul e Asia. A maliria foi
negligenciada por muitos anos pela industria farmacéutica, pois ela nao tinha
interesse em investir numa doenga cujo mercado nao ofereceria boas perspec-
tivas de retorno financeiro (WHO, 2020).

Embora seja uma doenga milenar, reportada por Hipdcrates por volta de
400 a.C., a maldria permaneceu sem tratamento efetivo durante muito tempo.
Somente com a colonizagio das Américas, século XV, os europeus tiveram
contato com um produto natural que tinha atividade contra essa enfermidade:
as cascas de drvores do género Cinchona. Elas ja eram usadas, para o controle
da febre, por indigenas sul-americanos, da regido do Peru, na cordilheira dos
Andes, onde a planta cresce. Dessa forma, os colonizadores, por intermédio dos
jesuitas, introduziram o tratamento no Velho Mundo. Por volta de 1630, o pé
da casca de cinchona foi descrito pela primeira vez como tratamento antimal-
rico. Este foi incluido na farmacopeia de Londres como tratamento antimals-
rico em 1677. Naquela época, a casca de cinchona era seca, moida até um pé
bastante fino, misturada com um liquido, geralmente vinho, e entdo ingerida
(Achan et al., 2011). A atividade antimaldrica da casca de cinchona ¢ atribuida
aos alcaloides quinolinicos, entre eles a quinina e seu isdmero quinidina, além
da cinchonidina e seu isdbmero cinchonina (Figura 3). No entanto, o alcaloide
em maior propor¢io é a quinina, motivo pelo qual é a principal substincia que
contribui para a atividade da cinchona contra a maldria (Achan ez 4/, 2011).

Figura 3 — Alcaloides com atividade antimalarica presentes na casca de cinchona

Quinina Quinidina Cinchonidina Cinchonina

Em destaque, o nucleo quinolinico.
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Somente em 1820 a quinina foi isolada da casca de cinchona. Esse feito
foi alcangado pelos pesquisadores franceses Pierre Joseph Pelletier e Joseph
Bienaimé Caventou, que isolaram uma quinolina e nomearam-na quinina, em
alusdo a palavra quina do idioma inca guechua, que significa “casca sagrada”
(Achan ez al., 2011). A quinina foi isolada, purificada e instituida como o
tratamento padrio para a maldria. Esta permaneceu como firmaco antima-
ldrico de referéncia até a Segunda Guerra Mundial, quando foi progressiva-
mente substituida por outros derivados quinolinicos. Muito embora nio seja
mais considerada um tratamento de primeira escolha, a quinina estd presente
no guia de tratamento da maldria da OMS, sendo usada em casos especificos,
como quando houver gravidez ou nio houver um derivado de artemisinina
disponivel (WHO, 2020).

A quinina ¢ um alcaloide com nicleo quinolinico e aril-amino-alcool. Seu
mecanismo de agio ainda nio foi totalmente elucidado, mas acredita-se que
os derivados quinolinicos atuem no metabolismo da hemoglobina do parasito.
Os plasmdédios tém um ciclo dentro dos eritrdcitos (hemdcias); a correta meta-
boliza¢dao do grupo heme da hemoglobina, presente nas hemdcias, ¢ crucial
para a sua sobrevivéncia (Achan ez al., 2011). Com o uso de quinolinas, como
a quinina, esse metabolismo se tornaria deficiente, causando o acimulo de
heme citotdxico, o que levaria & morte do parasito.

A estrutura da quinina sé foi totalmente elucidada em 1907, pelo quimico
alemio Paul Rabe. Paul Rabe e Karl Kindler foram responsdveis pela primeira
sintese dessa substincia, que partiu da quinotoxina (Figura 4) (Rabe &
Kindler, 1918). Esse alcaloide jd havia sido estudado por Louis Pasteur, que
fez o processo inverso, convertendo a quinina em quinotoxina, em 1853.

No método de Rabe e Kindler, a amida secunddria da quinotoxina ¢ inicial-
mente bromada. Em seguida, o intermedidrio reage com et6xido de sédio (NaOE),
que abstrai o hidrogénio a-carbonilico, gerando um carbanio. Esse carbanio ataca
o nitrogénio, expulsando o brometo e formando a quininona. A carbonila da
quininona ¢ reduzida ao dlcool correspondente, formando a quinina. O rendi-

mento global até a quinina ¢ de apenas 2,5% (Rabe & Kindler, 1918).

Figura 4 — Sintese da quinina a partir da quinotoxina por Rabe e Kindler
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Considerando que a fonte de quinina natural vinha de locais dominados pelas
forcas inimigas japonesas, o dominio da tecnologia para a sintese dessa substancia
foi estratégico para os estadunidenses, uma vez que a maldria tirava de combate
muitos soldados da época. Esse fato histérico mostra, de forma bastante clara,
a importincia estratégica da sintese orginica para uma nagio. Baseando-se no
trabalho de Rabe e Kindler, no qual a quinina é obtida a partir da quinotoxina, os
quimicos americanos Robert Burns Woodward e William Doering desenvolveram
a sintese da quinotoxina (Woodward & Doering, 1944). A sintese da quinina por
Woodward e Doering pode ser classificada como formal e nao total. Esses dois
pesquisadores foram considerados “herdis de guerra” ao terem viabilizado a sintese
desse fdrmaco aplicdvel em escala industrial e, dessa forma, tornarem os Estados
Unidos (EUA) autossuficientes na obtengio do insumo para a produgio do medi-
camento que seria enviado aos soldados em combate.

O método de sintese da quinotoxina de Woodward e Doering é bastante
complexo e dispendioso do ponto de vista experimental, compreendendo
17 etapas (Figura 5). Ele parte da reagio do 3-hidroxibenzaldeido com
a 2,2-dietoxetilamina para formar a imina correspondente, que ¢ ciclizada
formando a 7-hidroxi-isoquinolina. Esta sofre sucessivas transformagoes até
chegar ao intermedidrio decalinico, que é entdo oxidado. O anel cicloexanona
é aberto e sucessivas transformagées quimicas sio realizadas até a obtengio
do intermedidrio-chave aminoéster, que é entao acoplado ao niicleo quinoli-
nico proveniente do éster etilico da metoxiquinolina por meio da formagao do
enol com posterior ataque a carbonila. Finalmente, o intermedidrio formado é
descarboxilado para gerar a quinotoxina, que tem sua estereoquimica defininida
apos resolugao (Figura 5). O rendimento global é de apenas 0,08% que, consi-
derando a etapa adicional do método de Rabe e Kindler, formaria a quinina em
um rendimento global de apenas 0,002% (Woodward & Doering, 1944).

Muito embora a quinina seja usada até os dias atuais na quimioterapia da
maldria, sua descoberta abriu um novo horizonte para o desenvolvimento de
novos antimaldricos quinolinicos que fossem ainda mais eficazes, ativos contra
uma maior gama de cepas desse parasito, e que tivessem menor toxicidade.
Inspirados pela quinina, em 1924, os pesquisadores alemies Schulemann,
Schoenhoeffer ¢ Wingler, desenvolveram, na Bayer, o primeiro antimaldrico
quinolinico sintético, a pamaquina (Figura 6), que difere da quinina pela
substitui¢io da unidade aminoalcodlico na posi¢ao 4 do anel quinolinico por
uma diamina alifética mais linear na posi¢io 8 desse nucleo. Essa substancia
mostrou o seu potencial antimaldrico em 1926, sendo usada até o desenvol-
vimento de novas gera¢oes de antimaldricos quinolinicos, e ndo estd mais em
uso clinico atualmente (Roehl, 1926).
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Figura 5 — Rota de sintese da quinotoxina desenvolvida por Woodward e Doering
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Durante a Segunda Guerra Mundial, o abastecimento de quinina no mundo
ficou comprometido, dado o controle japonés dos locais de produgao. Como a
sintese da quinina era um processo complexo e caro para a época, o interesse por
substincias alternativas de origem sintética aumentou. O dominio da terapia
antimaldrica na segunda guerra foi considerado estratégico para as grandes
poténcias. Em 1934, também no laboratério Bayer, o grupo liderado pelo
cientista alemao Hans Andersag desenvolveu uma série de derivados quino-
linicos sintéticos, entre eles a resoquina, um novo derivado 4-amino-7-clo-
ro-quinolinico. Embora essa substincia tenha apresentado atividade muito
superior 4 da quinina contra o plasmédio, seu desenvolvimento foi pausado
durante anos, pois foi considerada tdxica para o uso humano. No entanto, na
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década de 1940, com o avanco da doenga, a resoquina foi revisitada, e mostrou
seu potencial terapéutico nos testes clinicos, sendo renomeada de cloroquina
(Figura 6), pelo fato de sua estrutura ter uma substituigio por um dtomo de
cloro no nicleo quinolinico. Ap6s mais de setenta anos de sua descoberta, a
cloroquina ainda ¢ usada em regioes cujas espécies circulantes sio P vivax,
P ovale ¢ P malarie; entretanto, o P falciparum é resistente a esse firmaco
(Krafts, Hempelmann & Skérska-Stania, 2012). Dada a sua importincia na
quimioterapia da maldria, a cloroquina integra, assim como a quinina, a LME

da OMS.

Figura 6 — Linha do tempo do desenvolvimento de farmacos antimaldricos quinolinicos
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Novas substancias sintéticas foram desenvolvidas no periodo do pés-guerra.
A primeira delas foi a primaquina (Figura 6), desenvolvida em 1946 por
Robert Elderfield da Universidade de Columbia, EUA (Edgcomb ez al.,
1950). Sua estrutura estd relacionada a pamaquina, porém com altera¢do na
diamina alifdtica na posicio 8 pela substitui¢ao do grupo dietilamino terminal
por um grupo amina. Diferente de outras quinolinas, a primaquina parece ter
atividade sobre o DNA do parasito. Além disso, é capaz de eliminar as formas
teciduais do plasmddio, em especial no figado, evitando a disseminacio da
forma eritrocitica (circulante) do parasito, o que impede as recidivas. Esse
firmaco ¢ especialmente util no tratamento da maldria causada por P
vivax e P ovale, motivo pelo qual também estd presente na LME.

Em 1948, a inddstria farmacéutica Parke-Davis desenvolveu a amodia-
quina (Figura 6), que é uma cloroquinolina andloga a cloroquina, com a subs-
titui¢io de uma amina alifitica por uma unidade derivada de anilina. Esse
firmaco ¢ atil no tratamento da maldria causada por P falciparum. Dessa
forma, esteve na LME durante muitas décadas, mas foi removida na década
de 1990, devido a problemas de toxicidade. No entanto, logo voltou 8 LME
para o tratamento em combinagio com outros firmacos (Olliaro ez /., 1996).

Na década de 1960, dentro de esforgos do governo chinés para o controle
da maldria, foi desenvolvida a piperaquina (Figura 6), um firmaco dimero do
nucleo 7-cloroquinolina. Devido ao desenvolvimento de resisténcia parasi-
téria, esse firmaco nio ¢ mais usado como monoterapia, mas é recomendado
pela OMS em combinagées com a artemisinina (Sandeep & Singh, 2014).

Durante a guerra do Vietna (1955-1975), a maldria foi grande inimiga
das tropas americanas, dizimando muitos soldados nas frentes de batalha.
Novamente, programas de desenvolvimento de medicamentos do exército
americano, em especial do Instituto de Pesquisa do Exército Walter Reed,
levaram 2 avaliagio de mais de 150 mil substincias, entre elas a mefloquina
(Figura 6). Esta foi descoberta em 1974, pouco antes do final desse conflito.
No entanto, a substincia nao chegou a ter utilidade naquela época, pois seu
desenvolvimento s6 avangou com a parceria publico-privada do exército
americano com as industrias Roche e SmithKline. Assim, sua aprovagio s6
ocorreu em meados da década de 1980. Quimicamente, a mefloquina é uma
quinolina substituida por dois grupos trifluorometila nas posi¢oes 2 e 8 desse
nucleo aromdtico, o que a torna muito lipofilica, gerando um longo tempo
de meia-vida no organismo, de até quatro dias. Embora tenha dois centros
estereogénicos na cadeia alifdtica aminoalcodlica, formando um par de dias-
tereoisdmeros, seu uso nio ¢ estereoespecifico, sendo usada em mistura racé-
mica dos enantidmeros (R,S) e (5,K). No entanto, estudos recentes mostram
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que esses enantidbmeros tém farmacocinética e farmacodinimica distintas,
com toxicidades e eficdcias distintas. Esse firmaco é usado no tratamento e na
profilaxia da maldria. Sua relevincia na clinica pauta-se pela menor resisténcia
do plasmédio comparada a cloroquina, e é aplicada contra P falciparum e
contra P vivax, motivo pelo qual também estd na LME. Seu uso é recomen-
dado apenas em combinagbes, para que seja mitigado o risco de desenvolvi-
mento de resisténcia (Sandeep & Singh, 2014).

Artemisinina e seus Derivados

Relatos de mais de dois mil anos na China jd descreviam o uso da arte-
misia (Artemisia annua) para o tratamento da febre causada por maldria.
Assim, o uso dessa planta foi, provavelmente, o primeiro tratamento conhe-
cido para essa doenga. No entanto, a sua fitoquimica permaneceu desco-
nhecida durante séculos. Somente na década de 1960, durante a guerra do
Vietna, devido ao avanco da mortalidade por maldria resistente a cloroquina
no Sudeste Asidtico, o governo chinés resolveu concentrar esforgos para o
desenvolvimento de novos tratamentos. A etnofarmacologia foi um impor-
tante ponto de partida nessa busca. Nesse momento, houve a revisitagao da
artemisia (Miller & Su, 2011).

Em 1973 a equipe liderada pela pesquisadora chinesa Tu Youyou conse-
guiu identificar a substincia de A. annua responsdvel pela atividade antima-
larica da planta, 4 qual deu o nome de ginghaosu, que significa o principio da
artemisia. Devido 4 dificuldade de prondncia do nome original por linguas
ocidentais, essa substincia foi renomeada de artemisinina (Figura 7) (Miller &
Su, 2011). Pelo desenvolvimento da artemisinina e seus derivados, Youyou foi
laureada com o Prémio Nobel de Medicina de 2015. Quimicamente, a arte-
misinina é uma lactona de sesquiterpeno, cujo nicleo é composto de trés anéis
fundidos, sendo o anel A um oxepano em ponte com um sistema endoperé-
xido, o anel B um cicloexano e o grupo C uma lactona. E importante ressaltar
que o endoperéxido é essencial para a atividade antimaldrica dessa substancia,
pois sua remogao acarreta a total inatividade da substancia.
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Figura 7 — A planta A. annua e a estrutura da artemisinina

Artemisa annua

A artemisinina é um antimaldrico de agdo rdpida e age somente no ciclo
eritrocitico da maldria, ou seja, mata apenas as formas circulantes interna-
lizadas em hemdcias. Além disso, é rapidamente metabolizada e eliminada,
seu tempo de meia-vida ¢ de apenas 30 a 45 minutos. Por isso, quando utili-
zada em monoterapia, a artemisinina tem baixa eficdcia, o que faz ser alta a
probabilidade de reativagio da doenga, e seu uso isolado nio é recomendado.
Outro problema desse firmaco ¢ a solubilidade muito baixa, tanto em dgua
quanto em dleo. Considerando que as substancias s6 podem ser absorvidas
se estiverem soltveis, a farmacocinética da artemisinina foi um desafio para
os quimicos medicinais. No entanto, o fato de apresentar pouca resisténcia
cruzada com cepas nio sensiveis aos antimaldricos quinolinicos foi o que esta-
beleceu sua relevincia clinica (Straimer & Gnidig, 2016).

Embora a artemisinina nao seja mais tio usada no tratamento da maldria,
sua produgio ¢ de grande interesse, uma vez que ela é usada como mate-
rial de partida para a sintese de seus derivados, que serdo abordados mais a
frente. A maior parte da produgio mundial de artemisinina vem de processo
de extragio de A. annua, principalmente do Sudeste Asidtico, em processos de
extragdo e posterior purificagio por cromatografia, que levam a rendimentos
na faixa de 0,12% a 0,6% (Krieger ez al., 2018). No entanto, também sao
usados processos biossintéticos que partem do amorfadieno, que é fermen-
tado por leveduras (modificadas com genes de artemisia) até o 4cido arte-
misico, que sofre oxidagio até a formagdo da artemisinina (Ro ez /., 20006).
Esse processo pode ser usado em larga escala e substitui a extracio vegetal,
contribuindo para a estabilizagio do seu pre¢o no mercado, que é bastante
flutuante por estar relacionado a variagoes no cultivo da planta. No entanto,
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a obtengao da artemisinina por via totalmente sintética é possivel, embora o
processo seja complexo e desafiador. Um dos primeiros e mais bem-sucedidos
processos foi desenvolvido na indudstria Roche por Schmid e Hotheinz. Neste,
o monoterpeno isopulegol, com estereoquimica definida, é usado como mate-
rial de partida, que ¢ responsdvel pelo anel B da artemisinina. O processo de
sintese total compreende 13 etapas e o seu rendimento global ¢ de cerca de 5%
(Figura 8). A primeira reacdo da rota consiste na alquilagao do isopulegol com
cloreto de metoximetila, seguido de hidroboragao-oxidagio da dupla ligacio
e posterior alquilagio com brometo de benzoila. Esse intermedidrio sofre
sucessivas transformagoes quimicas, até chegar a um intermedidrio peréxido
ainda nao ciclizado. A ciclizagio deste gera os anéis A e C, o que ocorre em
meio 4cido, no qual hd o ataque do peréxido a carbonila ceténica com poste-
rior ataque intramolecular para a formagao do anel lactdmico e oxepanico,
gerando a artemisinina (Schmid & Hofheinz, 1983).

Em virtude da relevancia terapéutica da artemisina e os seus problemas
farmacocinéticos, aumentou o interesse no desenvolvimento de novos deri-
vados para contornar seu problema de solubilidade e, consequentemente,
sua absor¢io por via oral ou administragio parenteral (intramuscular).
Inicialmente, o grupo de Tu Youyou avaliou a diminui¢io da alta lipofilici-
dade da artemisinina pela reducio da carbonila lactdimica para uma hidroxila
(Figura 9). Essa reducao leva a formagao da di-hidroartemisinina, com maior
poténcia e eficicia do que a substincia natural de origem, e foi aprovada para
o tratamento da maldria em combina¢io com a piperaquina. No entanto,
essa nova substincia ainda tinha baixa biodisponibilidade oral, além de ter se
mostrado instdvel quimicamente, o que dificulta sua formulacio farmacéutica
(Ansari ez al., 2013).

A partir da obten¢io da di-hidroartemisinina, um leque de possibilidades
foi aberto, uma vez que a sua hidroxila pode sofrer reacoes de alquilagao. Dessa
forma, o mesmo grupo de pesquisa avaliou a sua eterificagao catalisada por
eterato de trifluoreto de boro (BF,.Et,0) com o uso de metanol, que forma o
arteméter, ou etanol, que gera o arte-éter. Os epimeros B foram formados em
maior propor¢ao do que os @, sendo a separagio desses realizada por croma-
tografia. A l6gica da eterificagao pautou-se no aumento de lipofilicidade, com
o objetivo de alcangar maior solubilidade em 6leo e, assim, possibilitar sua
administra¢io por via parenteral intramuscular. Esses dois derivados etéreos
mostraram atividade e farmacocinética superior a artemisinina e di-hidroar-
temisinina. O primeiro é usado em combina¢io com a lumefantrina, e essa
combinacio ¢ integrante da LME.
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Figura 8 — Rota de sintese da artemisinina desenvolvida por Schmid e Hofheinz
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Apesar dos avangos dos derivados de di-hidroartemisinina, o problema da
baixa biodisponibilidade oral permanecia sem solugao, pois tais substancias
careciam de uma melhor solubilidade em meio aquoso (Morris ez a/., 2011).
Considerando tal limitagao, foi avaliada a alquilagao da di-hidroartemisinina
com anidrido succinico, por meio da qual se forma o 4cido artestinico, mais
comumente conhecido como artesunato (Figura 9). O tGnico produto para
essa reagao ¢ o epimero o, que é menos impedida estericamente do que a da
B-di-hidroartemisinina para reagir com o anidrido succinico. Dessa forma,
apenas a o-hidroartemisinina reage, levando a formagao de um produto tnico.
O 4cido artestnico pode ser convertido no seu sal, o que aumenta muito sua
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solubilidade aquosa. O artesunato mostrou melhor perfil farmacodindmico e
farmacocinético do que todos os demais derivados de artemisinina, e é hoje
um grande aliado na quimioterapia da maldria, na qual ¢ usado em associagio
com a mefloquina, no tratamento da maldria causada por P falciparum.

Figura 9 — Rotas de sintese dos derivados de artemisinina
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O cincer ¢é um espectro de doencas que se caracterizam, em linhas gerais,
por um crescimento anormal de células de um determinado tecido do orga-
nismo de um individuo, que podem espalhar-se para diferentes partes do
organismo do paciente, originando as metdstases. A taxa de divisao celular de
células neoplasicas é muito maior do que das células normais, o que compro-
mete a fun¢io do tecido afetado, levando o paciente & morte se nao tratado a
tempo (Avendano & Menendez, 2015).

Dentre as diversas abordagens terapéuticas do cincer, a quimioterapia
tem especial destaque. Os fdrmacos anticAncer sao substincias citot6xicas que
interferem na divisio celular (mitose); como as células tumorais tém uma taxa
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acelerada, elas s3o mais susceptiveis a estas substancias. Logo, tecidos com alta
taxa de diviso celular, como a medula 6ssea e os foliculos pilosos, sao especial-
mente afetados pela quimioterapia (Avendano & Menendez, 2015).

O paclitaxel (Figura 10), conhecido pelo nome comercial de Taxol®, é
um dos firmacos anticincer com maior impacto em todo o mundo, usado
para diversos tipos de cincer, como de ovdrio, ttero, pulmio, mama,
pancreas e até mesmo o sarcoma de Kaposi, relacionado com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (Sida, ou do inglés AIDS). Seu mecanismo de
agao envolve a polimerizacio da tubulina, responsdvel por diversos processos
celulares, incluindo a mitose (Horwitz, 1994). E um dos firmacos que fazem
parte da LME. O paclitaxel é um diterpeno de origem vegetal que pode ser
extraido das cascas do teixo-do-Pacifico (Zaxus brevifolia) (Figura 9). Sua
estrutura quimica é bastante complexa, possuindo 11 centros quirais. Seu
nucleo pode ser dividido em quatro ciclos fundidos, sendo o A um cicloe-
xeno, o B um ciclo-octano, o C um cicloexano e o D um oxetano (Figura 10)
(Fu et al., 2009).

Figura 10 — A estrutura quimica do paclitaxel e o teixo-do-Pacifico, de onde foi origi-
nalmente isolado
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Sua descoberta ocorreu na década de 1960, através de um programa de
triagem de novas substancias com potencial atividade anticAncer realizado com
financiamento do National Institute of Cancer (NIC) nos EUA. Na década
anterior, extratos da casca do teixo-do-Pacifico j4 haviam mostrado atividade
promissora contra algumas linhagens de células tumorais, o que despertou
interesse no estudo de sua composicio quimica (Cragg, 1998). No entanto,
sua estrutura e os dados de avaliagao farmacoldgica sé foram publicados em
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1971. Em 1989, a industria farmacéutica americana Bristol-Myers Squibb
foi selecionada num acordo de cooperagao de pesquisa e desenvolvimento e
obteve exclusividade para o desenvolvimento pré-clinico e clinico do pacli-
taxel, sendo, em seguida, garantida a exclusividade de exploracio comercial
desse firmaco durante cinco anos. Um dos grandes desafios do uso clinico
do paclitaxel é sua obtengao. Na extragio de material vegetal, o rendimento
¢ extremamente baixo, uma vez que, para a obtengio de 10 g de substincia
pura, é necessdrio mais uma tonelada de casca de teixo-do-Pacifico. Isso
gera grande impacto ambiental sobre essa espécie, como torna o processo
economicamente invidvel, devido aos altos custos de produgao, uma vez que
para cada paciente tratado seriam necessdrias oito drvores com, ao menos,
60 anos de idade (Walsh & Goodman, 1999). Assim, novos métodos de
obtengdo do paclitaxel foram estudados. Devido a sua estrutura quimica
extremamente complexa, com estereoquimica definida em diversos centros
quirais, a sintese total do paclitaxel foi de grande interesse de diversos grupos
de pesquisa em sintese organica de todo o mundo.

Em 1994, o grupo do professor Robert A. Holton, da Universidade
da Flérida, publicou a primeira sintese total do paclitaxel (Holton ez al.,
1994). A rota envolvia 46 etapas, com rendimento global de 1,9%, e
iniciava-se pelo éxido de patchouleno, que pode ser sintetizado a partir
do patchoulol, um sesquiterpeno da planta patchouli (Pogostemon cablin).
Esse material de partida jd apresenta estereoquimica definida e ¢ respon-
sdvel pela fixagao da configuragao de alguns dos centros assimétricos da subs-
tincia-alvo. Por isso, essa ¢ uma sintese total genuina, pois nao ¢ totalmente
verticalizada. O método é uma rota linear, ou seja, os intermedidrios sao
modificados ao longo do processo numa via tinica. Nesse método, o éxido
de patchouleno ¢ modificado, através de seis etapas, com rendimento
acumulado de 64%, para formar os anéis A e B do ntcleo do paclitaxel.
O anel C ¢ construido por meio das 15 etapas seguintes, com rendimento de
29%. Apé6s mais 14 etapas, com rendimento de 19%, ¢ realizada a formagio
do anel D. O paclitaxel ¢ obtido com rendimento global de 1,9% apds mais
11 etapas, as quais compreendem, ainda, a inclusao de sua cadeia lateral
assimétrica (Figura 11).

Embora diversos outros métodos de sintese total tenham sido desen-
volvidos por diferentes grupos de pesquisa, a sintese total dessa subs-
tAncia era economicamente desfavordvel, pela sua complexidade e nimero
elevado de etapas sintéticas. Dessa forma, um método de obtengao do
paclitaxel usado em escala industrial consiste em uma semissintese. Essa
via foi desenvolvida pela Bristol-Myers Squibb e compreende basicamente
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trés etapas com 38% de rendimento global. Essa rota consiste apenas
na inclusiao da cadeia lateral fenilisoserina (Figura 12) e de um grupo
acetila na hidroxila do anel B. Essa via tem como material de partida a
10-desacetilbacatina III, um terpeno de origem natural isolado do teixo
(Taxus baccata), que estd presente, principalmente, na folha e nio na
casca da planta, o que proporciona uma extragio nio destrutiva e mais
sustentdvel (Imseng ez al., 2014).

Figura 11 — Rota de sintese simplificada do paclitaxel por Robert A. Holton e
colaboradores
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A partir do desenvolvimento do paclitaxel, diversas alteracoes em seu
nucleo foram realizadas, para estudar a sua relacio entre estre estrutura e
atividade (SAR). Foi observado que apenas a manutengio dos anéis A, B,
C e D intactos nio era suficiente para explicar a atividade antiproliferativa
dessa classe de substincias, conhecidas como taxanos. A cadeia lateral fenili-
soserina, chamada de cauda, ¢ crucial para a atividade, que pode ser modifi-
cada ou funcionalizada para melhorar a solubilidade em 4gua. No entanto,
a hidroxila desse grupo deve ser mantida livre. Outros grupamentos sao
essenciais para a atividade e ndo podem ser alterados: o grupo benzoila no
anel B e o grupo acetil no anel C. Além disso, a quebra do sistema fundido
dos anéis A, B, C e D leva a perda da atividade. Com base na estrutura
do paclitaxel, outros andlogos taxanos semissintéticos foram sintetizados.
O docetaxel (Taxorene®), desenvolvido pelo Centro Nacional de Pesquisa
Cientifica, na Franca, durante estudos de otimizacio do paclitaxel foi paten-
teado em 1986 (Guénard, Géritte-Voegelein & Potier, 1993). A pesquisa foi
transferida para a indastria Rhéne-Poulenc Rorer, incorporada pela Sanofi,
que desenvolveu o medicamento até seu langamento no mercado, em 1995.
Essa substincia ¢ obtida por semissintese a partir da desacetilbacatina III
e difere do paclitaxel apenas pela substitui¢io, na cadeia lateral, do éster
benzilico pelo carbamato terc-butilico. Esse fdrmaco ¢ usado no tratamento
do cancer de mama, de estdémago e de pulmao. Além do docetaxel, a Sanofi
desenvolveu o cabazitaxel, que foi aprovado em 2010 para o tratamento do
cancer de prostata (Galsky, 2010). Este fdirmaco difere do paclitaxel por alte-
ragdes em trés pontos em diferentes regides da molécula: na cadeia lateral foi
substituido o éster benzilico pelo carbamato zere-butilico, no anel B o grupo
acetila foi substituido por uma metoxila e, no anel C, a hidroxila foi alterada
para outra metoxila (Figura 13).
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Figura 13 — O paclitaxel e seus andlogos taxanos

Paclitaxel

Aprovados para o tratamento do cancer

Docetaxel Cabazitaxel

Opidceos: morfina e codeina

O 6pio é uma das primeiras preparagoes terapéuticas de que se tem noticia.
Seu uso ¢é reportado hd milhares de anos antes de Cristo. Trata-se do ldtex
seco extraido da papoula (Papaver somniferum) (Figura 14). Seu uso histérico
consistia no tratamento da asma, problemas estomacais, como anestésico, em
procedimentos cirtrgicos rudimentares e em rituais religiosos no Antigo Egito
(Booth, 2013). Seu uso terapéutico teve maior relevancia pelo alquimista suico
Paracelsus, que, no século XVI desenvolveu o ldudano, uma preparacio liquida
composta de 6pio, vinho branco, agafrio, cravo e canela. O ldudano tinha
diversas propriedades, incluindo atividade sedativa e analgésica, usado, entre
outras aplicacoes, para o tratamento da dor (Booth, 2013).

Somente em 1804 a primeira substincia ativa do épio foi isolada pelo
farmacéutico alemio Friedrich Sertiirner. O composto isolado foi seis vezes
mais potente do que o 6pio, e, por isso, foi necessdria uma dose muito
menor para atingir os efeitos farmacolégicos desejados. Esse novo férmaco
foi comercializado por Sertiirner a partir de 1817, e sua principal aplica¢io
terapéutica era o combate & dor. A essa nova substincia Sertiirner deu o
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nome de morphium, em homenagem a Morfeu, deus da mitologia grega
associado ao sono, pelo efeito hipnético (indutor do sono) que essa subs-
tAncia também proporciona. Mais tarde esse composto foi renomeado de
morfina (Booth, 2013).

Quimicamente, a morfina é um derivado de alcaloide benzilisoqui-
nolinico, cuja estrutura foi totalmente elucidada em 1925 pelo quimico
alemao Robert Robinson. Seu nicleo é composto de cinco anéis fundidos,
sendo o A uma fenila (Figura 14), o B um cicloexeno, o C uma piperidina,
o D outro cicloexeno e o E um furano (Manske & Holmes, 2014). Ela é
o principal alcaloide do épio, correspondendo a cerca de 8 a 26% do peso
do ldtex seco, de acordo com a forma de cultivo da papoula. No entanto,
a morfina nao ¢ a Unica substancia ativa do épio. Em 1832, o quimico
francés Pierre Robiquet isolou outro alcaloide do ldtex, que recebeu o
nome de codeina, em alusdo a palavra grega kodeia, que significa “cabeca
de papoula” (Drobnik & Drobnik, 2016). A codeina difere da morfina
apenas pela presen¢a de uma metila no oxigénio fenélico e estd em menor
concentra¢ao no épio, cerca de 1% a 3% do peso do ldtex seco da planta

(Frick et al., 2005).

Figura 14 — A papoula, da qual se extrai o dpio e deste a morfina e a codeina

Papaver somniferum

Farmacologicamente, a morfina e a codeina sio classificadas como opid-
ceos. Essa classe compreende substincias de origem natural, extraidas do
6pio, que ativam os receptores opioides, do sistema nervoso, dentre os quais
se destacam o kappa (K) e o delta (3). A ativagio desses receptores gera um
bloqueio do estimulo da dor, conferindo atividade analgésica a esses firmacos.
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As substancias que agem em receptores opioides recebem o nome de opioides,
mas apenas as que sio extraidas do épio. A morfina é o mais potente dos opid-
ceos, tem afinidade quarenta vezes maior no receptor opioide 7i (u) do que a
codeina e, diferentemente desta, também ¢é capaz de ativar os receptores kappa
() e delta (8). Dessa forma, é necessdria uma dose sete vezes maior de codeina
para que seja alcangado o mesmo efeito da morfina. No entanto, apesar de
poder interagir diretamente no receptor opioide 72i (u), a codeina funciona,
na verdade, como um pré-firmaco, uma vez que é convertida em morfina
ap6s desmetilagio metabdlica, e esta é a tltima a substancia que ird promover
a analgesia (Ogura & Egan, 2013). Devido aos maiores efeitos adversos e
ao risco de parada respiratéria, o uso da morfina ¢é restrito aos casos mais
extremos de dor, sempre com supervisio médica. O uso da codeina, por sua
vez, ¢ mais amplo; é encontrada em formulagdes associada com o paracetamol,
um analgésico nio opioide (Ogura & Egan, 2013). A morfina e a codeina sio
integrantes da LME.

Embora possa ser extraida em larga escala do dpio, a sintese da morfina e da
codeina foi objeto de estudo de diversos grupos de sintese orginica. A obtengao
dessas substancias por via totalmente sintética é altamente desafiadora, pois tém
cinco centros quirais com estereoquimica definida, além de ter uma conexio
complexa entre os anéis B, C e D, sendo um dos carbonos assimétricos inte-
grante simultaneamente dos trés ciclos.

A primeira sintese total da morfina e da codeina foi realizada na mesma rota
pelo quimico americano Marshall D. Gates Jr. em 1952, na Universidade de
Rochester (Gates & Tschudi, 1952). Ela foi importante pois permitiu a confir-
magio da estrutura da morfina postulada décadas antes por Robinson. E uma
rota linear de 27 etapas, cujo rendimento global até a codeina de 0,003% e até
a morfina de 0,001% (Figura 15).

Esse método parte do 2,6-di-hidroxinaftaleno, que jd tem o esqueleto dos
anéis A e B. Apds 13 etapas, a formagao no anel D é alcangada por uma reagao
de cicloadi¢ao de Diels-Alder com o 1,3-butadieno. Logo na etapa seguinte, o
anel C ¢ gerado por meio do ataque no nitrogénio do grupo ciano ao enol no
anel B, que forma, apés rearranjo, a amida ciclica de interesse. Apds mais dez
etapas adicionais é formado o anel E, por meio da bromagao do carbono a-car-
bonilco do anel C e posterior ciclizagdo via ataque intramolecular da hidroxi-
lica fendlica do anel A e eliminagao do brometo. Apds a redugio da carbonila
a,B-insaturada com hidreto de litio e aluminio, é formada a codeina. Esta é
finalmente desmetilada com o uso de cloreto de piridinio para a formacio da

morfina (Figura 16).
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Figura 15— Rota de sintese da codeina e da morfina realizada por Gates e colaboradores
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Figura 16 — Rota de sintese da codeina e da morfina realizada por Rice e colaboradores
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Devido aos baixos rendimentos do método de Gates, buscaram-se novas
vias sintéticas de obtencdo desses opidceos. Em 1980, o grupo de Kenner C.
Rice, do Instituto Nacional de Satide dos Estados Unidos (NIH), desenvolveu
uma nova rota linear, de 18 etapas (Figura 15) (Rice, 1980). Esta oferece como
vantagem um rendimento global muito superior a rota de Gates, de 12% até
a codeina e de 11% até a morfina. Outro opioide pode ser sintetizado por essa
via, a hidrocodona com rendimento global de 29%, apés 14 etapas. A sintese
total de Rice parte da reagdo entre o dcido homoisovalinico, responsdvel pelo
anel opidceo A, com a 3-metoxifenetilamina, que integra o anel D. Na etapa
seguinte ¢ formado o anel C, por meio da ciclizacao de Bischler-Napieralski,
na qual a carbonila amidica é clorada com POCIL e, em seguida, sofre ataque
do anel C, em uma reacio de substituicio eletrofilica aromdtica intramole-
cular. Apés sete etapas, ¢ formado o anel B, por meio da reagao do ataque do
anel A a dupla dos carbonos cabega de ponte entre os anéis C e D, formando
o centro quiral que serd comum a todos os ciclos do nicleo opidceo. Por meio
da realizacio de trés etapas adicionais o anel E é finalmente gerado por uma
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reacio de substitui¢do nucleofilica aromdtica intramolecular, que, apés mais
uma etapa, forma a hidrocodona, que é submetida a mais quatro etapas para
a obtengao da codeina, que é, em seguida, convertida em morfina pela desme-
tilagao com tribrometo de boro (Figura 15). O método de Rice ¢ até hoje um
dos mais eficientes para a sintese de opidceos e é aplicado em escala industrial.
Embora a codeina possa ser obtida por via totalmente sintética, um método de
menor custo global pode ser empregado. Trata-se da sua semissintese a partir
da morfina que, por estar presente em quantidade muito superior no épio,
pode ser usada como material de partida, sendo necessdria apenas uma etapa
de metilacio da hidroxila fendlica. Diversos métodos estao disponiveis para
essa etapa, sendo um dos mais eficientes a metilagio com cloreto de trime-
tilfenilaménio, que proporciona a formagio da codeina em rendimento de
99% (Figura 17). Esse método usa reagentes de custo muito baixo e pode ser
facilmente aplicado em reatores industriais para a produgao em larga escala.

Figura 17 — Rota de sintese da codeina a partir da morfina
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Com a descoberta da morfina e codeina, foi aberto um novo campo para
o desenvolvimento de novos opioides semissintéticos, os quais sao usados na
clinica até os dias atuais (Abraham, McCurdy & Prisinzano, 2021). A partir
da morfina, no fim do século XIX foi desenvolvida a di-hidromorfina através da
reducio do anel cicloexeno que foi capaz de aumentar em 20% a poténcia
desse opioide comparado a morfina. De forma similar, em 1911 a codeina
foi reduzida a di-hidrocodeina, que também promoveu um ganho de 20%
na poténcia dessa substincia comparada ao firmaco de origem, e seu uso foi
aprovado em 1948 (Figura 17). Seguindo a ldgica contriria ao desenvolvi-
mento da di-hidromorfina, na qual fora realizada uma redu¢io, em 1921 uma
nova substincia foi desenvolvida pela indistria alema Knoll (atual Abbott)
a partir a oxidagao dessa substincia. O novo derivado carbonilico recebeu o
nome hidromorfona (Figura 18) e apresentou atividade cerca de quatro vezes
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mais potente do que a da morfina. Essa inddstria também realizou o mesmo
com a di-hidrocodeina para gerar a hidrocodona, a qual mostrou poténcia
sete vezes superior a da codeina. A partir da hidromorfona e da hidrocodona,
uma nova modificagdo foi realizada por meio da inclusio de uma hidroxila
em um dos carbonos cabega de ponte entre os anéis B e D. Essa modifica¢io
foi capaz de aumentar a poténcia da morfina e da codeina em trés e dez vezes,
respectivamente (Figura 18).

Figura 18 — ModificagBes das estruturas dos opidceos morfina e codeina e seus incre-
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Consideracdes Finais

Conforme demonstrado neste capitulo, a biodiversidade vegetal é uma
fonte incomensurdvel de substincias com diversas atividades bioldgicas, desde
o tratamento de doencas infecciosas & quimioterapia do ciAncer. Os metabé-
litos vegetais, muitas vezes, tém estrutura quimica bastante complexa e desa-
fiadora, demandando anos de estudos para que sua sintese ou semissintese
possam ser reproduzidas em laboratdrio. A interagdo entre as potencialidades
dos produtos naturais e as técnicas de sintese orginica permitiram que diversos
fdrmacos sintéticos mais potentes fossem desenvolvidos com a inspiragao da
natureza. Dessa forma, a continuidade do estudo da constitui¢ao quimica dos
extratos vegetais com atividade biol6gica, o isolamento das substincias ativas e
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o seu desenvolvimento sintético, com o auxilio da quimica medicinal, podem

continuar gerando imensas contribui¢des para o tratamento de diversas enfer-

midades que vém, hd séculos, acometendo a humanidade.
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Producdo Industrial de Medicamentos
Fitoterapicos
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Lourdes de Paiva Branddo

s fitomedicamentos sao constituidos de substancias ativas de origem

vegetal. Eles incluem os fitoterdpicos cujo registro é regulamentado

pela Resolugio da Diretoria Colegiada (RDC) n. 26/2014 da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa) (Brasil, 2014a), que os define como
um produto com finalidade profildtica, curativa ou paliativa obtido de maté-
ria-prima vegetal, excetuando-se as substincias isoladas. Sua cadeia produ-
tiva envolve diferentes dreas do conhecimento, como botinica, etnobotinica,
agronomia, farmacognosia e fitoquimica, além da tecnologia farmacéutica e
controle da qualidade, e, de modo geral, seu ponto de partida ¢ o conheci-
mento popular. A partir da identificagio e selegio da espécie e da parte vegetal,
a comprovagao da eficicia terapéutica e seguranca devem ser avaliadas pelos
estudos farmacoldgicos, e a composicio, pelos estudos fitoquimicos. A ideia
de uma produgio industrial implica estudos agronémicos de cultivo, colheita
e processamento, para garantir a composicao e teor das substincias ativas. Os
derivados vegetais deverdo ser incorporados as formas farmacéuticas defini-
tivas. A atividade farmacoldgica das plantas medicinais resulta do sinergismo e
antagonismo das substincias no extrato vegetal, formando um fitocomplexo.
Os processos tecnoldgicos envolvidos na producio de medicamentos devem
ser realizados para garantir a integridade das moléculas. Desse modo, as etapas
de producio dos extratos até a obtencio da forma farmacéutica definitiva
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devem ser otimizadas, e o processo, controlado, a fim de garantir a reprodu-
tibilidade, o teor e a estabilidade do produto final, conforme as especificagoes
técnicas (Bassani, Gonzales & Petrovick, 2005).

Em relagao ao registro do produto, na RDC n. 26/2014 dividem-se os fito-
terdpicos em duas categorias: medicamentos fitoterdpicos e produtos tradicio-
nais fitoterdpicos (Brasil, 2014a). Os medicamentos fitoterdpicos sao obtidos
com o emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e
eficicia sejam baseadas em evidéncias clinicas. Os produtos tradicionais fito-
terdpicos sio também obtidos com o emprego exclusivo de matérias-primas
vegetais, porém com a seguranqa e efetividade baseadas em dados da literatura
técnico-cientifica, ou seja, na tradigao do seu uso; nio necessitam da vigilancia
do profissional médico para fins de diagnéstico, prescri¢io ou monitoramento.
Apesar das diferencas para registro ou notificagio, os requisitos para a garantia
da qualidade dos processos e produtos sao os mesmos. Algumas resolugdes e
suas atualizagbes que normatizam o desenvolvimento e a produgao de fito-
terdpicos sao comuns aos demais medicamentos. Como exemplos, pode-se
citar as resolu¢oes da Anvisa que abordam as diretrizes gerais de boas préticas
de fabricacio de medicamentos (Brasil, 2022), a validagio de métodos anali-
ticos (Brasil, 2017), a farmacovigilancia (Brasil, 2020) e os critérios para a
realizacio de estudos de estabilidade de insumos farmacéuticos ativos e medi-
camentos, exceto bioldgicos (Brasil, 2019a). Embora existam especificidades
para os fitoterdpicos, essas resolugoes demonstram que, em termos regulaté-
rios, a produgdo de fitoterdpicos segue os mesmos cuidados exigidos para os
medicamentos sintéticos.

Apesar da diversidade de espécies vegetais no Brasil, o niumero de fito-
terdpicos registrados ¢ relativamente pequeno quando comparado com
o de outros paises. Em um levantamento realizado até setembro de 2016,
Carvalho e colaboradores (2018) identificaram, na base de dados da Anvisa,
359 produtos fitoterdpicos registrados, dos quais 27 sao feitos em associagio e
332 sio monodrogas. Os pesquisadores observaram que ocorreu uma redugio
de 31% em relagio aos dados levantados em 2008. Entre as 101 espécies
de plantas licenciadas como ativo, apenas 27 sao nativas. Contudo, alguns
esforcos tém sido feitos para a inclusao de fitoterdpicos especialmente em razao
do custo mais acessivel, da efetividade e menores efeitos colaterais em compa-
ragdo com os insumos sintéticos (Toledo ez /., 2003). A Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterdpicos (PNPMF), criada com o decreto federal n.
5.813/2006, bem como outras politicas pablicas, tem como objetivo garantir
0 acesso seguro ¢ o uso racional das plantas medicinais e fitoterdpicos, por
meio da promogio do uso sustentdvel da biodiversidade, desenvolvimento
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da cadeia produtiva e da inddstria nacional (Brasil, 2006). A amplia¢io das
opgoes ofertadas aos usudrios do Sistema Unico de Satde (SUS), com garantia
de acesso as plantas medicinais, fitoterdpicos e servicos relacionados a fitote-
rapia, na perspectiva da integralidade da atenco a satde, é uma importante
estratégia para melhoria da atengao a sadde da populagio. Nesse sentido, o
conhecimento técnico e especifico sobre os processos industriais para obtengao
dessa categoria de medicamentos faz parte da politica de melhoria do acesso
da popula¢io a op¢oes terapéuticas com qualidade assegurada.

Insumo Farmacéutico Ativo Vegetal (Ifav)

O insumo farmacéutico ativo vegetal (Ifav) pode ser uma droga vegetal ou
um derivado vegetal (Brasil, 2014b). Droga vegetal é o nome dado a planta
medicinal ou suas partes, apds processos de coleta, estabilizagio e secagem;
pode ser usada integra, rasurada, triturada ou pulverizada e ser comercializada
sem processamento adicional, como, por exemplo, chd medicinal para uso em
preparagoes extemporaneas (Brasil, 2019b). Por sua vez, o derivado vegetal
¢ o produto da extragio da planta medicinal i natura ou da droga vegetal,
que contenha as substincias responsaveis pela a¢io terapéutica, e pode ocorrer
na forma de extrato, tintura, alcoolatura, éleo fixo e voldtil, cera, exsudato e
outros (Brasil, 2014b).

Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

A matéria-prima vegetal pode apresentar variagoes devido a sazonali-
dade, estigio de desenvolvimento, indice pluviométrico, temperatura, alti-
tude, nutrientes do solo, estimulo mecinico ou de patdgenos, entre outros.
Portanto, é necessdrio um estudo detalhado das condicées ideais de cultivo e
coleta para obter uma matéria-prima de qualidade, que contenha as substan-
cias de interesse farmacoldgico nas quantidades desejadas para produgio do
fitomedicamento (Gobbo-Neto & Lopes, 2007).

Na caracterizagio da matéria-prima sio estabelecidos métodos de identi-
ficagao qualitativa e quantitativa com andlises macro e microscépicas, fisico-
quimicas, quimicas e microbiolégicas. Os diferentes lotes sio avaliados para
estabelecer os parAmetros utilizados no controle de qualidade. A identificagao
e a avaliagio de pureza da droga vegetal sao indispensédveis aqueles que buscam
produzir fitomedicamentos de boa qualidade. Deve-se estar atento a adulteragao
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e falsificagdo, pois muitas vezes os fornecedores misturam espécies vegetais e/ou
érgaos diferentes, por descuido ou por interesse em aumentar o lucro. Algumas
espécies tém sua monografia disponivel em compéndios oficiais, mas, caso
a espécie escolhida ainda nao a tenha, é necessirio desenvolvé-la e validar as
técnicas analiticas.

A qualidade microbiolégica da matéria-prima vegetal é muito importante,
pois esta pode conter fungos e bactérias do microbioma natural ou ainda
microrganismos que sao introduzidos durante a sua manipulagio; portanto
deve-se sempre avaliar se a matéria-prima vegetal estd dentro dos limites acei-
tdveis para microrganismos patogénicos, tais como Salmonella sp., Escherichia
coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (Migliato et al., 2007;
Brasil, 2019b). Os ensaios macro e microscopicos fazem parte da identifi-
cagio da espécie e precisam da avaliagio de um taxonomista para confirmar se
as caracteristicas observadas condizem 2 espécie, género e familia de escolha.

Em alguns compéndios oficiais, descrevem-se os métodos fisico-quimicos
gerais para espécies vegetais, como, por exemplo: determina¢io de material
estranho, teor de umidade, cinzas totais, cinzas sulfatadas e indice de intumes-
céncia (Brasil, 2019b). Os ensaios que irdo compor a monografia da maté-
ria-prima vegetal e os limites de aceita¢do poderdo variar de acordo com a
espécie, parte da planta, processo usado para obten¢io do extrato e produto
final desejado. Destaca-se, a seguir, a importincia de alguns ensaios fisico-qui-
micos na caracteriza¢do da matéria-prima vegetal:

* determinagio de material estranho — a inspegio do material vegetal ¢
importante para que seja isento de insetos ou partes de insetos, impurezas
de origem mineral, outros érgaos da espécie que nao sejam de interesse,
partes de diferentes espécies e outros materiais contaminantes. A porcen-
tagem de elementos estranhos nao deve ser superior a 2% (p/p) (Brasil,
2019b). Deve-se avaliar também se apresenta o aspecto ou odor anormal,
descoramento ou qualquer indicio de deterioragio;

* teor de umidade — esse parAmetro é muito importante, visto que amostras
de pds de matéria-prima vegetal com elevado teor de dgua residual podem
propiciar o desenvolvimento de microrganismos, insetos, hidrélises e ativi-
dade enzimadtica, reduzindo sua qualidade e possibilitando a deterioragio
do material vegetal (Oliveira, Akisue & Akisue, 1991). O percentual de
umidade baixo ¢ um indicativo de eficiéncia da secagem e do correto arma-
zenamento, o que mostra que o material estd estdvel. Estudos devem ser
feitos para avaliar a faixa de teor de umidade ideal para cada espécie vegetal,
para manter a integridade fisica, quimica e microbiolégica da matéria-
prima e do produto acabado;
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* teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em 4cido — representa a
propor¢ao do contetido inorginico no material vegetal, de origem
fisiolégica da prépria planta (carbonatos, fosfatos, cloretos, dxidos) ou
nio fisiolégica (areia, pedra, gesso, terra). Quando a amostra ¢ calci-
nada a alta temperatura, a sua matéria organica transforma-se em CO,,
restando apenas substincias minerais em cinzas. As cinzas insoltveis
em 4cido sao obtidas pelo tratamento das cinzas totais para verificagio
da presenca de contetdo inorginico que nio sio de origem fisioldgica
(Brasil, 2014a);

e tamanho da particula — o tamanho de particula da matéria-prima
vegetal triturada estd diretamente relacionado ao processo extrativo
e sua eficiéncia. As particulas de material pulverizado com tamanho
superior A classificacio de fino sio mais apropriadas para processos
extrativos, pois um pé muito fino pode resultar em empacotamento da
amostra, o que impede o fluxo adequado do liquido extrator, ao passo
que um pé muito grosso pode favorecer formacio de canais preferen-
ciais para a passagem do liquido extrator, fazendo com que a extragao
nio seja homogénea (Mendez ez al., 2011; Marques ez al., 2012; List
& Schmidt, 2000);

* indice de intumescéncia — esse parAmetro indica que as mucilagens,
pectinas e hemiceluloses estio presentes, pois absorvem dgua fazendo
com que o material vegetal aumente o seu volume quando em contato
com o solvente (WHO, 2011). Em processos extrativos, de escala
industrial, ele auxilia na determinacio do volume de solvente a ser
adicionado durante a extragao e na escolha das dimensées do recipiente
extrator a ser utilizado (Couto et 4l., 2009);

)

e perfil fitoquimico — a identificagio de marcadores quimicos ¢ indis-
pensdvel para o controle da qualidade da matéria-prima vegetal, o
planejamento e o monitoramento das agoes de transformagio tecno-
l6gicas aliados a estudos de estabilidade dos produtos intermedidrio e
final. As metodologias analiticas precisam ser desenvolvidas e validadas
para estudar o perfil qualitativo e o teor dos constituintes quimicos de
interesse na matéria-prima vegetal, nos produtos intermedidrios e no
produto final. Essas andlises acontecem por meio de métodos espec-
trofotométricos, cromatograficos, fisicos, fisico-quimicos ou quimicos,
que tém especificidade, exatidio, precisio e tempo de rotina analitica,
e, por isso, sio usados em estudos de estabilidade que tém como obje-
tivo de permitir a detecgao de produtos da degradacio das substincias
ativas ou dos marcadores quimicos.
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Extratos vegetais

A padronizagio de extratos de plantas medicinais tem como objetivo
estabelecer os parAmetros de controle da qualidade da matéria-prima vegetal
(extratos e seus constituintes) e do produto final (forma farmacéutica) com
rigoroso controle de todas as etapas envolvidas no processamento (Souza,
2007). O principio da padronizagio envolve a andlise das substancias quimicas
relacionadas ao grupo de metabdlitos secunddrios que estao presentes na droga
vegetal de maneira mais expressiva em quantidade ou poténcia farmacolégica,
que podem ser os marcadores analiticos ou ativos. A padroniza¢io do extrato
¢ considerada condi¢io em que a eficicia do produto é garantida através da
constancia no teor de seus principios ativos.

Para efetivar a andlise quantitativa dos marcadores, ¢ preciso superar duas
dificuldades: caréncia de padrées analiticos que possam ser utilizados rotinei-
ramente em controle de qualidade; existéncia de plantas que, embora conhe-
cidas, ainda nao tém isolados e identificados seus ativos principais ou cujas
substancias isoladas ndo estao disponiveis comercialmente, o que dificulta ou
inviabiliza a dosagem por marcador. Situam-se nesse grupo plantas como o
guaco, a espinheira-santa ou a catuaba-vermelha, e sio praticados, em alterna-
tiva ao doseamento dos marcadores, os doseamentos de grupos como taninos,
flavonoides ou cumarinas.

Na padronizagio de extratos, outro critério a ser observado ¢é a relagao
entre a droga e o extrato, isto é, quanto em peso foi inicialmente utilizado
da planta seca para fornecer uma quantidade de extrato seco. Normalmente,
uma planta seca ap6s extragao e filtragio fornece um extrato liquido que, se
levado a residuo por evaporagio, fornece uma quantidade de extrato em pé
(sem adigio de excipientes) na proporg¢do de cerca de 30%, havendo casos em
que a variagdo vai de 5-50% segundo a solubilidade dos ativos. No caso dos
30%, a relagao droga/extrato é de 3:1, o que representa que foram necessdrios
3 quilos da planta seca para fornecer 1 quilo do extrato em pé; para a planta
que fornece 50% de residuo, a proporgio é de 2:1, e no caso da planta com
5% a proporgao ¢ dez vezes maior, portanto, de 20:1.

A adigao de excipientes nos processos de extra¢io e/ou secagem pode
aumentar a estabilidade do extrato seco, diminuindo a absorcio de umidade
no produto final. No caso do Ginkgo biloba, cujas folhas passam por processo
longo e complexo e produzem um extrato padronizado mundialmente conhe-
cido como EGB761, a propor¢io entre as folhas e o extrato final ¢ na faixa
de 50:1. Essa relagao demonstra quao concentrados so os ativos e a diferenca
entre estes e as folhas inicialmente utilizadas. As folhas do Ginkgo biloba sao



Produgdo Industrial de Medicamentos Fitoterdpicos | 361

contraindicadas na terapéutica por sua ineficicia e risco de alergias, mas o
extrato EGB761 tem dezenas de indicagdes terapéuticas muito bem estudadas
e fundamentadas (Rocha, 2006; Caieiro & Marcucci, 2010). Sua padro-
nizagdo ocorre com a andlise quantitativa das lactonas terpénicas (- 6%) e
dos flavonoides (- 24%). Um extrato hidroalcodlico simples, preparado de
forma distinta da metodologia patenteada que origina o EGB761, fornece um
extrato com 0,2% de lactonas e 4% de flavonoides, ou seja, de composicio
final diferente daquele com o qual foram realizados os estudos farmacolégicos
e clinicos e, portanto, sem condi¢des de garantir a reprodutibilidade de tais
efeitos (Rocha, 2006; Caieiro & Marcucci, 2010).

De forma similar, outras espécies de plantas situam-se nessa condi¢io em
que o emprego dos extratos padronizados é condigao essencial para os efeitos
terapéuticos, como os produtos a base da kava-kava (Piper methysticum), do
hipérico (Hypericum perforatum), da centela (Centella asiatica), do saw palmetto
(Serenoa repens), da cimicifuga (Cimicifuga racemosa), do trevo (Trifolium
pratense), entre outras (British Herbal Pharmacopeia, 1983).

O uso de espécies vegetais precisa ser muito bem planejado para nao haver
a destruicdo de flora nativa, que pode levar plantas caracteristicas de biomas
a extingdo como ocorre com o jaborandi, mama-cadela, catuaba-vermelha,
marapuama e tantas outras.

Os extratos sdo as formas mais simples de derivados vegetais. A partir deles
obtém-se e desenvolve-se um fitomedicamento. Podem ser divididos em:

* extratos fluidos — preparagées liquidas nas quais uma parte do extrato,
em massa ou volume, corresponde a uma parte, em massa, da droga
seca, utilizada na sua preparagao (Brasil, 2005; Brasil, 2019b). Neles,
podem ser adicionados conservantes. Devem apresentar especificagoes
quanto ao teor de marcadores e residuo seco. No caso dos extratos
padronizados, a propor¢do entre a droga vegetal e o extrato pode ser
modificada, a fim de obter o teor de constituintes ativos especificado na

monografia (Brasil, 2019b);

* extratos moles — preparacoes de consisténcia pastosa obtidas por evapo-
racdo parcial do solvente utilizado na extragdo. Sao obtidos utilizan-
do-se como solvente unicamente dlcool etilico, 4gua ou misturas dlcool
etilico/dgua de propor¢io adequada. Apresentam, no minimo, 70% de
residuo seco (p/p). Aos extratos moles podem ser adicionados conser-
vantes para inibir o crescimento microbiano (Brasil, 2005, 2019b);
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* extratos secos — obtidos por evaporagio dos solventes, com baixa
umidade residual (Feltrin & Chorilli, 2010). Os extratos secos padro-
nizados tém o teor de seus constituintes ajustado pela adi¢ao de mate-
riais inertes adequados ou pela adigio de extratos secos obtidos com
a mesma droga utilizada na preparacio. Quando necessirio, a mono-
grafia poderd prescrever realizagao de ensaio limite para o solvente utili-
zado na preparagio (Brasil, 2005).

O extrato seco padronizado é o mais utilizado pelas inddstrias (Ferreira
& Leite, 2009; Oliveira & Petrovick, 2010) e o desenvolvimento de novas
tecnologias para sua obten¢io ¢ um importante objeto de estudo. Uma de
suas vantagens ¢ o menor custo de armazenamento, alta concentragio e esta-
bilidade dos constituintes ativos; ele pode, até mesmo, ser usado como insumo
para qualquer forma farmacéutica, como cdpsulas, comprimidos, suspensoes,
solugoes, xaropes, o que garante sua versatilidade como Ifav.

Na obtengao dos extratos secos eliminam-se aproximadamente 96,5-
99% da fase liquida (Toledo ez /., 2003). As operagoes de secagem garantem
a qualidade final do produto e sua consequente estabilidade. A secagem
considerada vantajosa deve ter capacidade produtiva elevada, equipamentos
compactos que promovam um melhor aproveitamento da planta industrial
e baixo consumo energético. Nao hd uma operacio de secagem tnica que
atenda as caracteristicas de cada extrato, pois deve-se considerar tempo,
temperatura e pressio para evitar degradagio ou alteragio na sua compo-
sicao das substincias de interesse. Os processos mais utilizados sio: liofili-
zagdo, atomizacio e o leito de jorro.

Na secagem por liofilizacio, a matriz é previamente congelada e a quan-
tidade de solvente (geralmente dgua) ¢ reduzida, primeiro por sublimagio
e posteriormente por dessor¢io (Marques, 2008). De acordo com Fellows
(2009), é necessirio o uso de baixa pressao extrema para atingir um estado de
vécuo, e sio necessirias temperaturas de congelamento para remover a dgua
dos produtos sem a utilizagdo de uma temperatura elevada. Além disso, requer
um longo tempo, de cerca de 4-12 horas, mais do que os outros métodos
convencionais. Entre as principais vantagens estdo: a geragao de produtos
com estrutura inalterada, ficeis de transformar em pé, dissolver e reidratar; a
reducio de alteragoes nos nutrientes, cor, aroma e gosto (alimentos) e minima
perda de atividade em materiais sensiveis ao calor (micro-organismos); e a
presenca de dgua residual baixa (1% a 3%) (Leite, 2018). Como em todo
processo, existem também as desvantagens, como o custo dos equipamentos,
a dificuldade de se atingir a temperatura de liofilizagio (abaixo de -60 °C), a
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necessidade de bombas de vicuo potentes e a demora no processo de secagem
(mais de 24 horas). Além disso, determinados produtos obtidos durante o
processo podem apresentar facilidade de hidratagio e, por isso, necessitar de
maiores cuidados na embalagem e armazenamento (Leite, 2018).

A secagem por atomiza¢o, nebulizagio, aspersdo, ou, ainda, como popular-
mente conhecida no meio da inddstria pelo termo em inglés spray drying — o
equipamento usado é chamado de spray dryer — é um método de producao de pé
seco a partir de um liquido ou suspensio por secagem rdpida com um gds quente
(Oliveira & Petrovick, 2010). Entre os métodos convectivos de secagem com ar, a
atomizacio ¢é considerada interessante pelo tempo curto de secagem, sendo ampla-
mente utilizada em vérias dreas da industria, incluindo a de alimentos, medica-
mentos e extratos vegetais (Azeredo, 2005). O emprego dessa técnica possibilita
o controle preciso das caracteristicas do produto final em operacio aplicdvel a
produtos termossensiveis com elevada produtividade e fécil escalonamento. No
entanto, elevados custos de operagio e de instalagio e a considerdvel drea ocupada
pelo equipamento na planta fabril tem estimulado a pesquisa de técnicas alterna-
tivas de secagem (Schutyser, Perdana & Boom, 2012). As propriedades do produto
formado dependem de varidveis que devem ser controladas como: propriedades
do liquido de alimentagio, design do equipamento e pardmetros do processo
(Lachman, Lieberman & Kanig, 2001).

Os extratos secos por spray dryer tém elevada qualidade em relagio a
granulometria do produto, umidade final, homogeneidade, densidade e
forma, que podem alterar-se durante o processo ou a cada lote produzido
se as etapas nio forem bem definidas e validadas, ou seja, a qualidade do
extrato seco obtido serd baseada a uma série de propriedades dependentes das
varidveis do processo (Sosnik & Seremeta, 2015). Geralmente, os extratos
nebulizados sao mais solGiveis e tém maior concentragio das substincias de
interesse. A grande vantagem é que o processo de secagem ocorre em condi-
¢Oes assépticas, evitando possiveis contaminag¢oes do produto final. Algumas
substincias termossensiveis precisam de atengao especial nesse processo, pois
geralmente sio utilizadas temperaturas elevadas.

O uso de adjuvantes na secagem de extratos pode melhorar o produto final.
De Paula (1998) utilizou combinagdes de trés adjuvantes — diéxido de silicio,
celulose microcristalina e B-ciclodextrina — na secagem de extratos de macela
(Achyrocline satureioides). Esses extratos foram incorporados em bases de
pomadas, e avaliou-se a influéncia do uso dos adjuvantes nas caracteristicas
do produto final, quanto a espalhabilidade, indice de oleosidade, viscosidade
e pH. Todas as pomadas apresentaram comportamento pldstico; as que conti-
nham somente diéxido de silicio apresentaram baixo indice de oleosidade e
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uma drea de espalhabilidade intermedidria, e, quando houve substitui¢io do
diéxido de silicio por celulose microcristalina ou B-ciclodextrina, observou-se o
aumento do indice de oleosidade e uma melhora na espalhabilidade da pomada.

A secagem por leito de jorro promove o intimo contato entre um fluido
e particulas relativamente grandes (acima de 1,0 mm), que tém fluidizagao
de baixa qualidade. Essa técnica é recomendada para a secagem de materiais
granulares, pastas e suspensoes, granulagio e revestimento de particulas. Ela
tem sido difundida devido s caracteristicas de alta taxa de circulagio de parti-
culas inertes e da uniformidade da temperatura no leito. Também apresenta
baixo custo de constru¢io, manutengio e operagio do equipamento. Nessa
secagem, o custo ¢, aproximadamente, a metade do custo de um secador spray
dryer, além de ocupar um espago menor (Patel ez 4., 1986).

Tinturas

As tinturas sio preparagoes alcodlicas ou hidroalcodlicas resultantes da
extragdo por maceragio ou percolagio de drogas vegetais no estado seco ou
através da diluigio ou dissolucio do extrato, usando etanol. Sdo classificadas
em simples ou compostas, quando preparadas a partir de uma ou mais espécies
vegetais. A proporcao tradicional indicada pela Farmacopeia Brasileira equivale
a 1g de droga vegetal para 10 mL de tintura simples. Outras propor¢oes podem
ser indicadas nas monografias individuais (Anvisa, 2011). O teor alcodlico faz
das tinturas as formulagoes consideradas estdveis dos pontos de vista fisico e
microbiolégico. O teor alcodlico da solugio extratora depende da solubilidade
das substancias extraidas, variando de 25% na tintura de bardana (Arctium lappa
L.) até 90% na tintura de caléndula (Calendula officinalis L.) (Brasil, 2021).

Na maceragio, a droga vegetal reduzida a um tamanho de particula apro-
priado, é misturada com o solvente extrator e deixada em repouso em um
recipiente fechado durante um tempo determinado, podendo haver agitagao
ocasional da mistura. Apés a extra¢io o residuo da droga vegetal ¢ separado
da solugio extrativa e, por vezes, prensado. Neste caso, o liquido resultante
¢ adicionado a solu¢do extrativa, e o volume/massa do produto ¢é ajustado.
No processo de percolagao, a droga vegetal passa por um periodo de mace-
ragdo antes que a percolagdo seja iniciada. A solugdo extrativa é chamada de
percolado. Por constituir uma forma farmacéutica de preparo simples de uma
grande variedade de drogas vegetais, as tinturas sio muito utilizadas na fitote-
rapia. Além disso, podem servir de matéria-prima para a elaboragao de outras
formas farmacéuticas.
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A primeira edi¢do do Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira
(FFFB) contemplou 17 monografias referentes a tinturas (Anvisa, 2011). Com a
publicacio do primeiro suplemento do FFFB em 2018, esse nimero subiu para
quarenta (Brasil, 2018). Em 2021 foi aprovada a segunda edi¢iao do FFFB, na
qual se incluiram cinco monografias referentes a tinturas vegetais e se excluiram
outras nove (Brasil, 2021). Alguns exemplos de tinturas cujas monografias estao
descritas na segunda edi¢io do FFFB sao apresentados Quadro 1.

Quadro 1 — Exemplos de tinturas descritas na segunda edicdo do Formuldrio de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira

Nome Nome
cientifico/ Componentes da formula* Indicagbes
- popular
Familia
Bacchari:
ac;c arts Caule alado rasurado—-10 g
trimera . ) . . .
carqueja Alcool etilico 70% Dispepsias
(Less.) DC./ b ** 100 mL
Asteraceae a.5.p-
Calendula Inflorescéncia rasurada — inf?afi::’(::rsias
officinalis L. / caléndula 10 g Alcool etilico 70-90%
da pele, boca e
Asteraceae g.s.p. 100 mL
garganta
Curcuma Rizoma—-10g Dclzr;eF:'zs’
longa L. / clircuma Alcool etilico 70% gog0,
Zingiberaceae g.s.p. 100 mL colerese e
o inflamacgdo
Eucal .
ulC:b)LlJ,l)(igs Folha—20g Tosse associada
gLabiII / eucalipto Alcool etilico 68-80% ao resfriado
Myrtaceae q.s-p- 100 mL comum
Foeniculum Fruto-10g Dispepsias,
vulgare Mill. / funcho Alcool etilico 40% espasmos e
Apiaceae g.s.p. 100 mL flatuléncia
Lippia sidoides Alecrim- Folha—-20g Inflamagao,
Cham. / imenta Alcool etilico 70% infec¢Oes da
Lamiaceae P g.s.p. 100 mL cavidade oral
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Quadro 1 — Exemplos de tinturas descritas na segunda edicdo do Formuldrio de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (cont.)

Nome Nome
cientifico/ ooular Componentes da féormula* Indicagdes
Familia pop
Ansiedade e
Melissa Folha -20¢ insonia leves;
officinalis L. melissa | Kicool etilico 45-53% q-s.p. 100 sintomas
mL gastrintestinais
leves
Folha-10g
Passi s . o Ansiedad
Passifora maracuja Alcool etilico 45% Ansiedade e
incarnata L. insonia leves
g.s.p. 100 mL

*Nas formulas do Formuldrio de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira, quando ndo
especificado, deve-se utilizar o material vegetal seco.

** A abreviatura g.s.p. equivale a “quantidade suficiente para”, usada quando um veiculo
liquido ou sélido é utilizado para completar um volume ou massa determinados.

Fonte: Brasil, 2021.

Estudos de Pré-Formulacao

Os estudos de pré-formulagao sio investigacoes das propriedades fisico-
quimicas de um extrato que serdo a base de conhecimento para desen-
volver uma forma farmacéutica (Allen, Popovich & Ansel, 2007; Lachman,
Lieberman & Kanig, 2001). O desenvolvimento dessas formas contendo
extratos vegetais, geralmente, envolve problemas tecnolégicos maiores do que
os encontrados para os farmacos isolados. Tais problemas estio relacionados a
matriz complexa de diferentes substancias do extrato vegetal; além de conhecer
os fatores fisico-quimicos, é preciso identificar os tipos de marcadores, a exis-
téncia ou nio de padrdes e as referéncias farmacopeicas.

Outro aspecto relevante ¢é a garantia de que existam fornecedores capaci-
tados e com conhecimentos técnicos sobre a melhor forma de plantar, proteger
e colher. Nesse contexto incluem-se profissionais que cuidam da manutengio
da qualidade do vegetal até os primeiros procedimentos de transformacio, na
sua chegada 4 planta industrial.
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Fatores fisico-quimicos relevantes ao estudo de pré-formulacdo

* Higroscopicidade — é a capacidade de absor¢ao de 4gua do ambiente, que
influencia a estabilidade do insumo ou produto vegetal. Os extratos secos
sao geralmente higroscépicos, e, com frequéncia, sofrem deliquescéncia.
O uso de dessecantes, como o diéxido de silicio coloidal, na secagem
do extrato ou na formulagio, reduz a higroscopicidade e melhora seu
escoamento. O revestimento de comprimidos com polimeros (acetofta-
lato de celulose ou polivinilpirrolidona) também previne a higroscopia

(Sharapin ez al., 2000; Nébrega, 2017).

* Solubilidade das substincias de interesse farmacoldgico — a solubilidade
¢ uma das principais caracteristicas avaliadas na pré-formulacio, dada
a sua relagio com a biodisponibilidade da substincia que terd ativi-
dade farmacoldgica. Muitos fatores afetam a solubilidade do extrato, ou
da/s substancia/s de interesse farmacoldgico do extrato. Portanto, caso
a solubilidade nio seja adequada, utilizam-se adjuvantes ou tecnologias
para viabilizar sua disponibilidade. A encapsulacio de ativos vegetais
¢ uma das técnicas empregadas para protegé-los de fatores externos
e solucionar problemas na estabilidade, solubilidade e biodisponibi-
lidade. Os métodos de encapsula¢io podem acontecer por processos
fisicos de nebuliza¢o ou quimicos de polimerizagao interfacial.

* Tamanho de particulas do pé da planta que serao utilizadas na extragao
— o tamanho das particulas da matéria-prima vegetal ou do insumo
farmacéutico pulverizado estd diretamente relacionado ao processo
extrativo e sua eficiéncia. As particulas que siao consideradas finas
podem favorecer o processo de extragao, pois quanto menor o tamanho
da particula, maior ¢ a superficie de contato, o que facilita a extracio.
Da mesma forma, particulas muito finas podem formar aglomerados
de particulas no fundo dos tanques de extracio, formando uma camada
compacta que dificulta o fluxo do solvente extrator, o que leva ao baixo
rendimento de extragao. Portanto, o ideal é realizar testes de extragao
com diferentes tamanhos de particulas, e assim definir o tamanho de
particula ideal para a espécie vegetal de trabalho (Sharapin ez al., 2000;
Lachman et al., 2001).

* Compatibilidade extrato-excipiente — a compatibilidade extrato-excipiente
¢ uma propriedade fundamental que estd relacionada as interagoes
fisico-quimicas das formulacoes de fitomedicamentos. Os estudos de
compatibilidade sao realizados por meio de misturas bindrias (1:1)
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extrato-excipiente; essa propor¢ao pode ser alterada conforme a neces-
sidade do protocolo. Essas misturas podem ser avaliadas por andlise
térmica (calorimetria exploratéria diferencial e termogravimetria), na
qual serd avaliada a interagao do/s marcador/es e/ou principio/s ativo/s
do extrato com os excipientes. Técnicas complementares podem ser
utilizadas, como: difragao de raios X de pd, espectroscopia no infraver-
melho, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) e microscopia,
para a confirmagio das interagdes identificadas pela andlise térmica. As
misturas podem ser avaliadas em estudos de estabilidade em condigoes
aceleradas de temperatura e umidade em diferentes materiais de emba-
lagem. Esses estudos evitam futuras incompatibilidades entre extrato-
excipiente, que podem promover degradagio das substincias de inte-
resse farmacoldgico (Nébrega, 2017).

Boas Praticas de Fabricacdo de Medicamentos

A produgio de fitoterdpicos segue a resolugio da Anvisa que trata das
diretrizes gerais de boas praticas de fabricacio de medicamentos (BPF)
(Brasil, 2022), cujo objetivo é assegurar que o produto farmacéutico seja
fabricado de modo homogéneo e seguro. Os processos de produgao devem
ser definidos, validados e revisados periodicamente e devem estar pautados
em procedimentos, normas ou instrugdes redigidos em linguagem clara.
Tudo deve ser registrado durante o processo produtivo, como fichas de uso
de equipamentos, de limpeza, de pesagem e ordem de produgao, que sio
gerenciados pelo setor de garantia da qualidade. Os funciondrios devem
ser treinados sobre as BPF, higiene e sanitizagdo, uso de equipamentos de
protecdo individual (EPI), controle de contaminagao e operagao de equipa-
mentos ou realizar atividades especificas.

Para a produgao de medicamentos nao estéreis, as dreas de produ¢io nao
sdo dreas limpas, entdo nio ¢ necessdria a classificagdo quanto a contagem
de particulas vidveis e nao vidveis; no entanto, essas dreas devem sempre ser
projetadas e mantidas como dreas controladas que tenham condi¢oes e proce-
dimentos definidos, controlados e monitorados para prevenir degradacio e
contaminagdo dos produtos produzidos, de modo que atendam a grau D nas
condi¢des em repouso (Anvisa, 2013).

A fim de limitar a entrada de contaminantes na produgio de produtos
nao estéreis, as dreas produtivas devem normalmente ser mantidas a uma
pressdo positiva em relagio ao ambiente exterior. Produtos na forma sélida,
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como comprimidos e cdpsulas, exigem sistemas de conten¢do de péds e o
corredor deve ser mantido em pressao superior a da sala de produgio, que
¢ superior a pressao atmosférica. Para medicamentos liquidos ou semissé-
lidos os requerimentos de diferenciais de pressdo sao menos criticos, porém
sa0 necessdrios fluxos adequados para evitar contaminacio cruzada (Anvisa,
2013). O controle microbioldgico das dreas produtivas é essencial, logo sao
necessdrios instalagoes que previnam a entrada de microrganismos pelo ar e
procedimentos de paramenta¢io de operadores e descontaminagio de mate-
riais para controlar a quantidade de microrganismos introduzidos nas dreas
produtivas (Anvisa, 2013).

Formas Farmacéuticas Solidas

As formas farmacéuticas sélidas sdo as mais utilizadas, pois tém maior
estabilidade, pelo baixo teor de umidade; sao de ficil transporte e armaze-
nagem por ocupar menor volume do que as formas liquidas; mascaram o sabor
desagraddvel que um firmaco possa ter; possibilitam obter formas gastrorresis-
tentes ou de liberagio prolongada; proporcionam facilidade de administragao
pelo paciente por serem unitdrias; oferecem facilidade no escalonamento; e
possibilitam transposi¢ao de escala, permitindo uma produgio industrial utili-
zando tecnologias convencionais (Aulton & Taylor, 2016).

As formas farmacéuticas sélidas incluem os pés, granulados, pellets,
drdgeas, cdpsulas e comprimidos, revestidos ou nao, de liberacao conven-
cional ou modificada (Patel, Kaushal & Bansal, 2006). No caso dos medica-
mentos fitoterdpicos industrializados, destacam-se como formas farmacéuticas
as capsulas, os comprimidos e os comprimidos revestidos. Um levantamento
do nimero de fitoterdpicos com registro ativo no Brasil, realizado em 2011,
mostrou que a maioria dos registros era de sélidos. Dos 382 fitoterdpicos (357
medicamentos simples e 25 compostos) registrados naquele ano, 42% eram
cdpsulas e 25% eram comprimidos (Perfeito, 2012), diferenca que se explica
pela complexidade de obter comprimidos quando as caracteristicas de fluxo e
de compressibilidade do material sao limitantes.

Apesar de todas as vantagens, o desenvolvimento e a producio de sélidos
fitoterdpicos a partir de extrato seco vegetal ¢ um desafio complexo e extenso,
e um dos primeiros desafios ¢ obten¢ao do extrato seco. A depender da técnica
empregada e dos parAmetros dos equipamentos, o produto pode apresentar
diferentes caracteristicas, como granulometria, morfologia, higroscopicidade
e fluxo, que impactam diretamente no processamento desses materiais para a
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obtengao da forma farmacéutica final. As mudangas desses parAimetros afetam
a reologia, e a estabilidade dos pds é importante para a producio industrial de
formas farmacéuticas sélidas.

De modo geral, os extratos secos vegetais sio pos finos, leves, higroscé-
picos e pouco compressiveis. A dimensao reduzida (baixa granulometria) acar-
reta problemas de fluxo e causa aumento da superficie especifica, originando
um comportamento desfavordvel quanto a umidade. Adicionalmente, muitos
constituintes vegetais sio sensiveis ao calor (Oh ez a/., 2019). Desse modo, a
selecao de tipo e constituintes da forma farmacéutica e as etapas do processo
devem ser aprimoradas de modo a garantir a estabilidade e eficicia do medi-
camento fitoterdpico.

Aspectos gerais da producdo de formas farmacéuticas solidas

O ponto inicial para a producio de cdpsulas e comprimidos fitoterdpicos é
o material particulado. O Ifav é misturado com os adjuvantes farmacotécnicos
(excipientes) e submetido aos processos de granulagio, seguida ou nio de
encapsula(;io OU COmpressao; ou encapsula(;io; ou compressao.

Os adjuvantes podem ser usados com finalidades tecnoldgicas, biofarma-
céuticas, para estabilizacao ou relacionadas as caracteristicas organolépticas.
Como excipientes especificos de formas sélidas, pode-se citar os diluentes,
aglutinantes, desintegrantes, lubrificantes e materiais de revestimento (Allen,
Popovich & Ansel, 2007). No Quadro 2 apresentam-se os principais adju-
vantes empregados, finalidades e exemplos.

A primeira etapa do processo produtivo comum a todas as formas sélidas
¢ a etapa de mistura, que leva a distribui¢io ao acaso das diferentes particulas
do sistema. De modo geral, a mistura de pés dd-se pela movimentacio das
particulas pela combina¢io de um ou mais mecanismos, a depender do tipo
de misturador utilizado. As principais varidveis que interferem nas forcas de
movimento e inércia das particulas s3o a distribui¢io de tamanho, a densidade
e a morfologia. Em especial, a diferenca de tamanho entre as particulas pode
levar a um processo de segregacio que consiste na desmistura. A rugosidade
e as diferengas na morfologia podem levar a um aumento do atrito e a uma
reducio do movimento de escoamento, que também causam ineficiéncia na
mistura. Nos extratos secos, com elevada higroscopicidade, pode ocorrer agre-
gacdo das particulas que alteram a distribui¢do do tamanho, interferem nas
forgas coesivas e interparticulares, o que prejudica o movimento e o processo
de mistura.
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Quadro 2 — Excipientes usados em formas farmacéuticas sélidas

Tipo de Finalidade Exemplos
adjuvantes
Diluentes Produzir volume, melhorar Lactose, manitol, celulose

o fluxo e favorecer a
compressibilidade.

microcristalina, amido, sorbitol

Desintegrante

Desintegrar o comprimido
em particulas menores.

Amido, lactose, crospovidona

Aglutinante Promover a adesdo de Gelatina, amido, derivados da
particulas/granulados celulose
destinados a compressao.

Deslizante Melhorar as propriedades Silica coloidal, talco

de fluxo.

Lubrificante

Reduzir a friccdo e a adesdo
durante a compressao.

Estearato de magnésio, estearato
de calcio

Agente de
revestimento

Proteger contra oxidagdo

ou umidade, modificar
liberagdo, e mascarar o sabor
ou a estética.

Invélucro que é constituido

de diversas substancias, como
sacarose (dragea); etilcelulose,
hidroxipropilmetilcelulose

(pelicular)

Fonte: Allen, Popovich & Ansel, 2007.

Os misturadores (equipamentos) sdo méveis ou fixos com elementos de
agitacdo. Os méveis, como os misturadores ctibicos de tipos V ou Y, fazem um
movimento de rota¢ao no seu préprio eixo que promove o continuo escoa-
mento do material particulado em planos de deslocamento que se sobrepoem
de maneira aleatéria. Os misturadores de cuba fixa, como os misturadores
sigma, espiral e planetdrio, tém um elemento de agitagao que promove a movi-
mentagao das particulas e garante a mistura. Esses misturadores tém, como
desvantagem, pontos mortos, os quais o elemento de agitacdo nio alcanga,
e as dificuldades de limpeza, em razao das diversas reentrincias. Entretanto,
sd0 Uteis na mistura imida, na qual se forma uma massa densa ¢ pesada que
necessita de uma forca motriz (Aulton & Taylor, 2016).

A mistura tmida ¢ uma das etapas do processo de granulagio, que consiste
na agregagao ordenada das particulas de modo a melhorar o fluxo, padronizar
o tamanho (evitando a segregagio) e otimizar as propriedades de compressao.
No processo cléssico de granulagio via mistura imida, é formada uma massa
a partir da mistura seca dos pés, pela adicio de um liquido de granulagao com
ou sem agente aglutinante. Essa massa ¢ desagregada em granulos que sao
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secos e calibrados quanto ao tamanho (Couto, Ortega & Petrovick, 2000).
Utilizam-se diferentes equipamentos, podendo haver um para cada etapa ou
equipamentos multifuncionais. Dentre eles destaca-se o high shear (granu-
lagio por alto cisalhamento), formado por uma cuba fixa, uma pd agitadora
que promove a mistura imida e um cortador que vai formando os grianulos.
O leito fluidizado também pode ser considerado um equipamento multifun-
cional, no qual os grinulos sdo produzidos pelo mecanismo de agregacio a
partir da aspersao do liquido de granulagio sobre as particulas em movimento
e da secagem dos granulos pelo fluxo de ar quente, que é também o agente
responsavel pela mistura (Aulton & Taylor, 2016).

O outro processo de granulagio ¢é por via seca. A mistura seca de pos
¢ submetida a uma pressio que leva a agregagao das particulas. Esse mate-
rial ¢ desagregado (granulado) e calibrado. Utiliza-se um rolo compac-
tador. A mistura seca ¢ forcada a passar entre dois cilindros rotativos que
se ajustam de forma a compactar as particulas em placas. Ainda no mesmo
equipamento, o material é desagregado por moagem, e as particulas resul-
tantes sio calibradas em um tamanho definido (Qiu, Chen & Zhang,
2009). As vantagens da granulagio seca consistem na auséncia de liquido
e na dispensa de aquecimento para a secagem, que pode levar & decompo-
si¢do. Entretanto, é um reprocesso no qual o produto é submetido, por duas
vezes, 4 deformacio por for¢a de compressio. Soares e colaboradores (2005)
avaliaram a influéncia de parAmetros da granulagio por via seca em rolo
compactador ¢ em mdquina de compressio nas propriedades de granulos e
comprimidos contendo extrato de Maytenus ilicifolia. A recompactagio do
material resultou em um produto com maior resisténcia a deformagio e a
compressdo. Os granulos sdo considerados uma forma farmacéutica defini-
tiva ou podem ser encapsulados ou comprimidos. A compressao ¢ um dos
principais objetivos do processo de granulagao.

Capsulas

Cépsulas sao preparacoes farmacéuticas constituidas de um invélucro
de natureza, forma e dimensoes variadas, que contém substincias medica-
mentosas. Normalmente, o envoltdrio é de gelatina e podem ser classificadas
como duras ou moles. As cdpsulas duras sio as principais formas farma-
céuticas s6lidas para fitoterdpicos. As partes do envoltério (corpo e tampa)
sao produzidas em uma dispersio de gelatina (hidroxipropilmetilcelulose,
carragenana ou pullulan) e de outros componentes, tais como conservantes,
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corantes e/ou opacificantes em dgua. As cdpsulas duras sio usadas para a
encapsulacdo de materiais sélidos e apresentam uma flexibilidade de formu-
lagao maior do que os comprimidos, tendo em vista que ndo ¢ necessdria a
compactagdo das particulas. Entretanto, a homogeneidade da mistura e as
propriedades de fluxo e de escoamento sao criticas, pois o encapsulamento
industrial implica o escoamento livre do pé para o interior das cdpsulas
alinhadas no equipamento (Allen, Popovich & Ansel, 2007). No Quadro 3,
exemplificam-se produtos fitoterdpicos registrados na Anvisa sob a forma de
cdpsula dura.

Quadro 3 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados sob a forma de cépsula dura

Nomes cientificos e

populares Composigao

Extrato seco de folhas de C. scolymus — 300 mg (equivalente a
6 mg de derivados do acido cafeoilquinico expressos em acido
clorogénico). Excipientes: amido, didéxido de silicio coloidal,
estearato de magnésio, maltodextrina.

Cynara scolymus L.
(alcachofra)

Extrato seco de E. purpurea — 200 mg [6 mg (3%) de fendis

Echinacea purpurea . " . . P
purp totais]. Excipientes: celulose + lactose, alcool isopropilico,
(L.) Moench . L I
i lactose, didxido de silicio, estearato de magnésio e
(equinacea) .y
croscarmelose sodica.
Polypodium .
. Extrato seco de P. leucotomos — 50 mg (equivalente a 1,65 mg
leucotomos Poiret ., .. . .
. de conteudo de fendis). Excipiente: amido.
(samambaia)

Senna alexandrina Extrato seco de S. alexandrina Mill. — 100 mg (equivale a 10

Mill. (sene)

mg de derivados hidroxiantracénicos). Excipiente: amido.

Silybum marianum
(L.) Gaertn. (cardo-
mariano)

Extrato seco de frutos de S. marianum — 254mg (equivalente
a 148,21mg de silimarina). Excipientes: lactose, celulose
microcristalina e didxido de silicio.

As cdpsulas moles tém, na sua composicio, material plastificante e sdo
empregadas para a encapsulacdo de materiais liquidos, geralmente oleosos.
Poucas industrias dispoem de tecnologia para a obtengao desse produto e
existem poucos medicamentos fitoterdpicos registrados na Anvisa sob essa
apresentagao (Quadro 4).
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Quadro 4 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados sob a forma de cdpsula mole

Nomes cientificos e

populares Composicao

Oleo de B. officinalis — 900 mg (equivalente a 180 mg de
acido gama-linolénico). Excipientes: 6leo de gérmen de
trigo e acetato de dl-a-tocoferol.

Borago officinalis L.
(borracha-chimarrona)

Hypericum perforatum | Extrato seco de H. perforatum L. —300 mg (0,3% de
L. (hipérico) hipericinas totais). Excipientes: éleo e lecitina de soja.

Valeriana officinalis L. Extrato seco de V. officinalis L. — 215mg (padronizado em
(valeriana) 0,8% de acidos sesquiterpénicos). Excipientes: éleo e leciti-
na de soja, cera branca e aroma de menta.

Comprimidos

Os comprimidos sio formas farmacéuticas s6lidas obtidas por compac-
tagdo de uma formulacio com substincias ativas preparadas com adjuvantes
que auxiliam no processo de fabricacdo e melhoram as propriedades do
produto. Eles variam no tamanho, forma, peso, dureza, espessura, desin-
tegragio ¢ dissolugao, a depender do uso e método de fabricagio. Sio
produzidos por meio de compressao direta ou apds a granulagio (por via
umida ou por via seca). A compressio direta é o método de escolha para
obtengdo de comprimidos por envolver o menor nimero de etapas (mistura
e compressao). Os processos de granulagio melhoram as propriedades de
fluxo e adesio interparticular e, por isso, favorecem a compressao. Apés a
formagao e secagem dos granulos ocorre a mistura com adjuvantes, como,
por exemplo, os lubrificantes e, por vezes, desintegrantes, e ento o material
¢ comprimido (Lachman, Lieberman & Kanig, 2001).

A apresentagao de fitoterdpicos na forma de comprimidos simples
nao é muito comum, devido 2 alta higroscopicidade e as dificuldades em
relagao 2 homogeneidade da cor entre os lotes de extrato seco. No Quadro
5 apresentam-se exemplos de medicamentos fitoterdpicos na forma de
comprimidos simples.
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Quadro 5 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados sob a forma de comprimido simples

Nomes cientificos e
populares

Composicao

Cynara scolymus L.
(alcachofra)

Extrato seco de C. scolymus L. — 200 mg [padronizado em
4,5 mg (2,25%) de derivados de &cido cafeoilquinico].
Excipientes: celulose microcristalina, croscarmelose sédica,
dioxido de silicio, talco e estearato de magnésio.

Pinus pinaster Aiton
(pinheiro-bravo)

Extrato seco de P. pinaster Aiton — 50 mg (equivalente a 35 mg
de procianidinas). Excipientes: amido de milho, celulose
microcristalina, estearato de magnésio, croscarmelose
sddica, lauril sulfato de sdédio, amidoglicolato de sddio.

Valeriana officinalis L.
(valeriana)

Extrato seco de V. officinalis L. — 40 mg [padronizado em 0,32
mg (0,8%) de acidos sesquiterpénicos].

Crataegus oxyacantha
L. (biancospino)

Extrato seco de C. oxyacantha L. — 30 mg [padronizado em
0,54 mg (1,8%) de flavonoides].

Passiflora incarnata L.
(maracuja)

Extrato seco de P. incarnata L. — 50mg [padronizado em
0,0575mg (0,115%) de vitexina e 2mg (4%) de flavonoides

totais]. Excipientes: didxido de silicio, croscarmelose,
celulose microcristalina + lactose, estearato de magnésio.

Comprimidos revestidos

O revestimento de comprimidos tem diferentes motivagoes, como masca-
ramento das caracteristicas organolépticas (sabor, odor ou cor), protegio
fisica e quimica do ativo contra fatores externos e contra a natureza do trato
gastrointestinal (como comprimidos gastrorresistentes), melhora do aspecto e
marketing. Considerando os produtos fitoterdpicos, o revestimento melhora
as caracteristicas de higroscopicidade do extrato seco e, portanto, a sua esta-
bilidade. Os extratos secos podem variar ligeiramente na coloragio por ser
um produto natural e nio necessariamente uniforme. O revestimento garante
homogeneidade e padronizagao de cor da forma.

O revestimento pode ser do tipo drageamento, quando ¢é agucarado. Esse
processo ¢ realizado em vdrias etapas que incluem a aplica¢io de diferentes
camadas de xarope. No outro tipo, o peliculado, utilizam-se materiais polimé-
ricos. Esse processo ¢ mais simples que a formacio de drdgeas e, muitas vezes,
mais funcionais, pois empregam polimeros com finalidades especificas (Zaid,
2020; Allen, Popovich & Ansel, 2007).
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Apesar de adicionar outra etapa na produgao de comprimidos, os benefi-
cios do revestimento para os fitoterdpicos sio evidentes em rela¢io a estabili-
dade fisico-quimica do produto final. No Quadro 6 apresentam-se exemplos
de medicamentos fitoterdpicos registrados na Anvisa sob a forma de compri-
midos revestidos.

Quadro 6 — Exemplos de fitoterdpicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-

tados sob a forma de comprimido revestido

(alcachofra)

Nomes
cientificos e Composigdo
populares
Actaea Extrato seco de A. racemosa L.— 160 mg (padronizado em 2,5% de
glicosideos triterpénicos). Excipientes: celulose microcristalina,
racemosa L. . - . e oA
~ talco, hipromelose e polietilenoglicol, didxido de titanio,
(erva-de-sdo- Ly o s L
o a croscarmelose sddica, estearato de magnésio, didxido de silicio,
cristovao) . ) ,
etilcelulose, amarelo quinoleina.
Extrato seco padronizado de alcachofra (3:1) — 335 mg
Cynara . . S
[equivalente a 2,1% ou 7 mg de derivados cafeoilquinicos).
scolymus L.

Excipientes: amido, lactose, carbonato de célcio, estearato de
magnésio, acido estedrico, Eudragit®, cera de carnauba.

Ginkgo biloba L.
(ginkgo)

Extrato seco hidroalcodlico das folhas de G. biloba — 120 mg
(padronizado em 28,8 mg (22-27%) de ginkgoflavonoides
determinados como quercetina, kaempferol e isorhamnetina e
7,2 mg de terpenolactonas (ginkgolideos A, B, C, J e bilobalideos)].
Excipientes: celulose microcristalina, estearato de magnésio,
didxido de silicio coloidal, lactose e Opadry®.

Silybum
marianum (L.)
Gaertn. (cardo-

mariano)

Extrato seco do fruto de S. marianum (L.) Gaertn. — 120 mg
(equivalente a 70 mg de silimarina). Excipientes: amido, didéxido
de silicio, estearato de magnésio, lactose, croscarmelose sédica,
corante 6xido de ferro marrom, diéxido de titanio, hipromelose,
macrogol, alcool etilico.

Controle da qualidade de fitoterapicos sob a forma
farmacéutica solida

Além da avaliagao do teor do marcador, conforme a monografia especifica
do fitoterdpico, realizam-se, nas formas sélidas, os ensaios de peso médio e de
desintegragao para cdpsulas e comprimidos, dureza e friabilidade para compri-
midos. A investigacdo da umidade também é um pardmetro importante para

comprimidos revestidos.
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Os estudos de dissolugio, preconizados para medicamentos sintéticos em
formas farmacéuticas sélidas, sio um ensaio de controle da qualidade que
contribui para o desenvolvimento de formulagoes e pode ser relacionado com
a biodisponibilidade. As especificagdes desse ensaio devem estar descritas na
monografia do medicamento, o que nio é comum para fitoterdpicos. Apesar
de importante, o uso dos testes de dissolu¢iao em fitoterdpicos na avaliacio de
produtos naturais ainda ¢ incipiente. Alguns estudos tém como objetivo
desenvolver e validar ensaios de dissolu¢io, como, por exemplo, o estudo o
estudo de comprimidos contendo extrato seco de Ximenia americana (Santana

etal., 2018).

Formas Farmacéuticas Liquidas

Desde o inicio das préticas de satide com plantas medicinais, as preparagoes
liquidas de drogas vegetais desempenham um papel importante no cendrio
terapéutico. Os chds medicinais estao entre as formas mais simples de preparo
e uso dessas drogas, obtidos a partir da extragio dos componentes ativos das
plantas com dgua quente como solvente, por infusio ou decocgio. Além da
dgua, outras substincias sao hisToricamente empregadas como solventes na
obtencio de preparacoes vegetais de uso tradicional, como, por exemplo, vina-
gres e bebidas alcodlicas. Tradicionalmente, vinho e cachaga, constituindo as
chamadas garrafadas, sempre estiveram presentes na cultura popular brasileira
até os dias de hoje. De acordo com as caracteristicas de cada droga vegetal e
sua finalidade, as solugoes extrativas vegetais podem ser administradas por via
oral ou tépica (como banhos e compressas).

As drogas vegetais tornaram-se matéria-prima da farmdcia magistral e da
inddstria farmacéutica para a elabora¢io de medicamentos sob diversas formas
farmacéuticas. As solugoes sao as formulagcdes mais antigas e ainda consti-
tuem uma importante forma de apresentagio para fitoterdpicos. Por defini¢ao,
solucdo ¢ a forma farmacéutica liquida, limpida e homogénea, que contém
um ou mais principios ativos dissolvidos em um solvente adequado ou numa
mistura de solventes misciveis (Brasil, 2012). Podem ser administrados por
diversas vias e diferem quanto a composicio, o que as faz receberem outros
nomes, como xarope, elixir, espirito e tintura (Murdan, 2016). Elas oferecem
vantagens em relacio as formas sélidas, como rdpida absor¢ao apés adminis-
tracdo oral, ji que o fdrmaco estd dissolvido, e a fécil administragao, principal-
mente para idosos e criangas, que apresentam maior dificuldade de deglutigao
(Murdan, 2016).
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No que diz respeito as suas desvantagens, destaca-se a instabilidade de
alguns firmacos quando em solu¢ao, principalmente se o solvente for a dgua.
Além disso, os liquidos sio mais volumosos e mais caros para transporte,
quando comparados com as formas farmacéuticas sélidas. A dgua é o veiculo
mais usado nas solugdes por ser atdxica e ter baixo custo. Na fabricacio de
fitoterdpicos, é utilizada dgua purificada, de acordo com a legislagao especifica
vigente (Murdan, 2016; Brasil, 2021).

Em razao da natureza dos constituintes, as solugdes sao susceptiveis ao
crescimento microbiano, o que requer o uso de conservantes para prevenir
sua degradagdo. Os mais usados sdo benzoato de sédio, sorbato de potdssio
e metilparabeno em concentra¢oes que variam na faixa de 0,1 a 0,2% (p/p)
(Boukarim et al., 2009).

Nas solugoes de uso oral, podem ser empregados ingredientes para melhorar
a palatabilidade, os flavorizantes, que podem ser naturais (por exemplo,
4leos essenciais) ou artificiais (dlcoois aromdticos, aldeidos, bdlsamos, fendis,
terpenos) (Balbani, Stelzer & Montovani, 2006). Outros excipientes podem
estar presentes para atender aos requisitos especificos de cada formulagio,
como cossolventes, corantes, edulcorantes, antioxidantes, quelantes, acidifi-
cantes, alcalinizantes, tampdes e doadores de viscosidade (Murdan, 2016). No
Quadro 7, apresentam-se exemplos de fitoterdpicos registrados sob a forma
de solucio.

Quadro 7 — Exemplos de fitoterdpicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados como solugbes

Nomes cientificos e Composigao
populares (cada 1 mL contém)
Brosimum Seiva de B. gaudichaudii — 200 mg, equivalente a um
gaudichaudii Trécul. minimo de 10 mg de psoraleno e 12 mg de bergapteno.
(mama-cadela) Excipientes: fenol cristalizado e alcool purificado.

Passiflora incarnata

L. (maracuja)
Crataeaus Extrato fluido de P. incarnata — 0,10 mL, alcoolato de
g C. oxyacantha — 0,07 mL, extrato mole de S. alba —
oxyacantha L. . , L .
0,05 g. Excipientes: acucar, glicerina, metilparabeno,
(crataego) . L . e
propilparabeno, acido citrico, agua e corante caramelo.
Salix alba L.

(salgueiro-branco)
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Quadro 7 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro apre-
sentados como solucdes (cont.)

Nomes cientificos e Composigdo
populares (cada 1 mL contém)

Pelargonium sidoides
DC. (kaloba ou Extrato de raizes de P. sidoides — 825 mg. Veiculo: glicerol.
geranio sul-africano)

Peumus boldus
Molina (boldo-do-

chile) 206 mg de extrato fluido composto de boldo, céscara-
sagrada e ruibarbo — 206 mg, calculado para conter:

Rhamnus purshiana boldina (0,016 mg, cascarosideo 2,26 mg, reina 0,006 mg).
D.C. (cascara Excipientes: sorbitol, dcido benzoico, propilenoglicol, acido
sagrada); ascorbico, sacarose, acido citrico, metabissulfito de sdédio,

esséncia de mentoliptus, caramelo, alcool etilico.
Rheum palmatum L.
(ruibarbo)

Aspectos gerais da produgao de formas farmacéuticas liquidas

Assim como na produgio de qualquer medicamento, nao se pode negli-
genciar os procedimentos que influenciam a qualidade final de um produto
fitoterdpico. A formulagio de solugoes, embora seja um processo mais simples
em comparagao com outras formas farmacéuticas e dependa essencialmente
da escolha do solvente mais adequado para uma determinada matéria-prima
ativa, imp6e muitos problemas técnicos para o farmacéutico industrial, uma
vez que alguns ativos s3o instdveis, e essa caracteristica aumenta quando
estd em solugio. Os problemas mais comuns encontrados em fitoterdpicos
liquidos sio alteragdes das propriedades organolépticas, como cor e odor,
que estdo relacionadas com a exposi¢io a luz, ao calor e ao oxigénio atmosfé-
rico. Também é comum a precipitagio — neste caso, pode haver influéncia do
sistema de solventes (Yano et al., 2014).

Muitas substincias naturais sdo termossensiveis, e, por isso, ¢ funda-
mental o controle da temperatura durante a produgio e o armazenamento.
Esse controle é particularmente importante para xaropes. Caso a espécie utili-
zada tenha substincias termoldbeis ou voldteis, devem ser evitados métodos de
preparo que envolvam aquecimento.

A incorporagio de tintura a um sistema de solventes que apresente solu-
bilidade muito diferente da sua leva a precipitagao do soluto. Solugoes com
menor teor alcodlico sdo indicadas para espécies vegetais ricas em substancias
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hidrossoltveis. No caso de substincias pouco soltveis em dgua, deve ser usado
dlcool de maior graduagio. Outra questdo a ser observada quando se usa dgua
como solvente ¢é a possibilidade de degradacio de substincias por hidrélise.

Os fitoterdpicos sob a forma liquida devem ser acondicionados em frascos
bem fechados, para evitar exposicio ao ar, e preferencialmente escuros, para
evitar a degradacio pela luz.

Xaropes

Os xaropes s3o solugoes que contém pelo menos 45% (p/p) de sacarose
(ou outros aglicares) em sua composicao (Brasil, 2011). Tém elevada visco-
sidade e sabor doce, tendo papel edulcorante em formulagoes. Podem ser
adicionados a eles flavorizantes e conservantes (Balbani, Stelzer & Montovani,
2006; Anvisa, 2011).

Para pessoas com restri¢ao ao consumo de agticar, como os diabéticos, ¢
possivel recorrer a formulagoes com substincias nao glicogénicas. Nesse caso,
podem ser empregados polimeros para dar viscosidade a formulagio, como
o alginato de sédio, Carbopol® 934D, carboximetilcelulose sédica e goma
xantana. O sabor doce serd conferido pelo uso de edulcorantes artificiais como
sacarina e sorbitol (Lubi, Sato & Gaensly, 2003). No Quadro 8 apresentam-se
exemplos de fitoterdpicos registrados na Anvisa sob a forma de xaropes e sua
composi¢io.

Os xaropes podem ser obtidos por mais de um método, que varia
conforme as caracteristicas fisico-quimicas dos componentes. Entre as possi-
bilidades estao: dissolug¢ao dos componentes sob aquecimento, nao indicado
para drogas vegetais com substincias termoldbeis; dissolugio da matéria-
prima sem aquecimento, no caso de ser um extrato seco, ou mistura dos
componentes liquidos, no caso de matéria-prima liquida, como as tinturas;
acréscimo de sacarose a um liquido medicinal ja preparado, como infuso ou
decocto da droga vegetal; percolagdo, pela passagem do solvente através da
sacarose e recolhimento do xarope & medida em que este agticar ¢ solubilizado
na dgua (Castro ez al., 2002).
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Quadro 8 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados sob a forma de xarope

Nomes cientificos e
populares

Composicao
(cada 1 mL contém)

Glycyrrhiza glabra L.
(alcaguz)

Extrato seco das raizes de G. glabra — 108 mg (equivalente
a 6 mg de acido glicirrizinico). Excipientes: agua, glicerol,
xarope de sacarose, sacarina, aromas e sorbato de potdssio.

Hedera helix L. (hera)

Extrato seco de folhas de H. helix — 15 mg (equivalente a
1,5 mg de hederacosideo C). Excipientes: sorbitol, benzoato
de sédio, sorbato de potassio, acido citrico, goma xantana,
glicerol, aromas e dgua deionizada.

Mikania glomerata
Spreng. (guaco)

Extrato hidroalcodlico de folhas de M. glomerata — 0,1
mL (equivalente a 0,035 mg de cumarinas). Excipientes:
sorbato de potdssio e xarope de sacarose.

Echinacea purpurea (L.)
Moench (equinacea)

Extrato seco de inflorescéncias de E. purpurea — 40 mg,
padronizado em 1,2 mg (3%) de fendis totais, expressos em
acido chicdrico. Excipientes: glicerol, metilparabeno, aroma
de caramelo, aroma de framboesa, agua.

Mikania glomerata
Spreng. (guaco)

Polygala senega L.
(poligala)

Psychotria ipecacuanha
(Brot.) Stoves
(ipecacuanha)

Extrato de M. glomerata — 0,00833 mL; extrato de P.
senega — 0,00833mL; extrato de P. ipecacuanha — 0,00043
mL. Excipientes: alcoolatura de Nasturtium officinale W.T.
Aiton, soluto de Myroxylon balsamum (L.) Harms, extrato
de Aconitum napellus L., sacarose, mel, etanol, benzoato de
sédio, metilparabeno e agua.

Elixires

O termo elixir é atribuido a solugoes alcodlicas liquidas edulcoradas;
entretanto, frequentemente, é utilizado comercialmente em solugdes orais
com quantidade significativa de dlcool como cossolvente, mas nio edulco-
radas (Murdan, 2016). No Quadro 9 sio apresentados exemplos de fitoterd-
picos registrados na Anvisa sob a forma de elixires e sua composigao.
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Quadro 9 — Exemplos de fitoterdpicos no mercado farmacéutico brasileiro apresen-
tados sob a forma de elixir

Nomes cientificos e

populares Composigao

Extrato seco de 5 a 6% de cascas de S. alba — 600 mg

Salix alba L. [padronizado em 30 (5%) a 36 mg (6%) de salicina]. Excipientes
(salgueiro-branco) | g.s.p 15 mL [metilparabeno, propilparabeno, corante caramelo,
etanol (8%), propilenoglicol, sacarose e agual.

Solanum
paniculatum L.
(jurubeba) Extrato fluido de S. paniculatum — 0,75 ml; extrato fluido de P.
boldus — 0,25 ml. Excipientes: elixir simples q.s.p 5 mL.
Peumus

boldus Molina
(boldo-do-chile)

Outras formas de apresentacdo das solugdes farmacéuticas
fitoterapicas

Os sprays sao formados a partir de solugoes acondicionadas em frascos
nebulizadores. Assemelham-se aos aerossdis, entretanto o didmetro das
microgotas ¢ maior e ndo usam um gis propelente. Podem ser considerados
nevoeiros molhantes. Em fitoterapia os sprays sao utilizados para administrar
antissépticos usados na cavidade oral, como o de roma (Punica granatum L.),
indicado como aromatizante bucal para combater o mau hdlito.

Controle da qualidade de fitoterapicos sob a forma farmacéutica
liquida

No Guia de Orientagio para Registro de Medicamento Fitoterdpico e Registro
e Notificagio de Produto Tradicional Fitoterdpico (Brasil, 2014c), ficam estabe-
lecidos os testes necessdrios para fitoterdpicos apresentados sob vdrias formas
farmacéuticas. Para a forma farmacéutica liquida, sdo exigidos descrigao
(avaliagio de cor, odor, sabor etc.), pH, teor (andlise do marcador), unifor-
midade de doses unitdrias e, quando aplicdveis, devem ser realizados testes de
viscosidade, densidade relativa e contetdo de sacarose.
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Formas Farmacéuticas Semissolidas

As formas farmacéuticas semissélidas constituem uma proporgio signifi-
cativa das formas farmacéuticas e, apesar da aplicagao de substincias medici-
nais na pele ser uma prdtica antiga, sdo as menos encontradas em fitoterdpicos
industrializados (Magbool ez al., 2017). Elas sao de fécil aplicagao e desti-
nam-se ao uso dérmico ou em mucosas, para exercer efeito local. Entretanto,
podem também apresentar efeito sistémico e devem ser usadas com cautela
por gestantes e nutrizes devido a possibilidade de absor¢ao do ativo e distri-
buigao para a circulagao geral (Allen, Popovich & Ansel, 2007). Os fitoters-
picos encontrados nessas formas tém sido desenvolvidos para o tratamento
principalmente de dermatites, dor e inflamagio (Magbool ez /., 2017; Couto,
Vitorino & Silva, 2010).

O Brasil tem uma das mais ricas floras do mundo, o que facilita a busca
de plantas medicinais e seus insumos com aplicabilidade em formulagoes
dérmicas. O anti-inflamatério tépico baseado em C. verbenacea foi o primeiro
medicamento 100% nacional e resultou em menos efeitos colaterais quando
comparado ao creme de diclofenaco (Mendes & Freitas, 2014).

As preparagdes semiss6lidas constituem as seguintes formas farmacéuticas:
cremes, géis, pomadas ou pastas, cada qual com suas caracteristicas, contendo
um ou mais ingredientes ativos dissolvidos ou uniformemente dispersos
(Magbool ez al., 2017). E importante que tenham capacidade de adesio no
local de aplicagio para exercer seus efeitos.

Aspectos gerais da produgdo de formas farmacéuticas semissolidas

Os semissélidos costumam ser formulages complexas. Além dos exci-
pientes mais comuns, como conservantes, antioxidantes e solubilizantes, os seus
constituintes basicos sao os emulsionantes, emolientes, doadores de viscosidade,
gorduras, 6leos, ceras e umectantes. A escolha dos excipientes depende da forma
farmacéutica, das caracteristicas de solubilidade e da estabilidade do material
vegetal, da estabilidade da formulagio, da necessidade de oclusao da pele e de
penetracio e da permeagao ou absor¢ao do ativo (Magbool ez al., 2017).

Os fitoterdpicos semissolidos sao elaborados a partir da incorporagao de
produtos como tinturas, extratos fluidos, extratos moles, extratos secos, alco-
olaturas, 6leos essenciais e outros que, devido as suas caracteristicas e solu-
bilidades, serao incorporados na forma de suspensao, solu¢io ou emulsio a
base semissélida hidro ou lipofilica (Couto, Vitorino & Ortega, 2010;
Simées ez al., 2010). Em razao da pouca solubilidade de alguns compostos na
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base, os extratos podem ser levigados com cossolvente, como propilenoglicol,
polietilenoglicol, etanol, glicerina, antes da incorporagio em bases como
géis e cremes baseados na emulsdo de ativos oleosos em base aquosa (Couto,
Vitorino & Ortega, 2010).

As propriedades fisicas dos semissélidos dependem do tamanho das parti-
culas dispersas, da tensao interfacial entre as fases, do coeficiente de parti¢ao do
ingrediente ativo entre as fases e da reologia do produto. Esses fatores combi-
nados determinam as caracteristicas de liberacao do firmaco, assim como a
viscosidade (Magbool ez al., 2017). Por exemplo, o estado fisico do extrato
a ser adicionado pode alterar a viscosidade do produto final: extratos fluidos
tendem a diminuir a viscosidade do produto, enquanto os secos tendem a
aumenté-la. E importante verificar se tais alteragoes sio desejéveis, pois afetam
a espalhabilidade do produto e a fluidez (Simoes ez 4/., 2010).

Os semissolidos nao se misturam com facilidade. Os materiais que se depo-
sitam em cantos mortos do misturador permanecerdo retidos nesses locais.
Portanto, o ideal ¢ que o misturador tenha pouco espago entre os elementos
rotatérios e as paredes do recipiente de mistura, assim como produza um alto
grau de cisalhamento na mistura. Muitas vezes, apds a mistura primdria, o
material passa por um moinho para as particulas serem transformadas em
pasta ou pomada, ou reduzir o tamanho das gotas da fase interna de um creme,
devido ao grau de cisalhamento gerado pelos equipamentos (Twitchell, 2016).

Alguns parAmetros da fabrica¢io, como a ordem de adigao dos insumos, o
método utilizado, o tempo e a velocidade de mistura e os controles de tempe-
ratura, influenciam a estabilidade e o desempenho de um produto tépico
(Magbool ez al., 2017). A seguir, discutem-se esses pardmetros:

* ordem de adigdo dos insumos — a maior parte dos excipientes tem um
método de incorporac¢io numa formulacio. Em geral, as formulagoes
topicas compreendem uma ou mais fases. As emulsoes, por exemplo,
compreendem uma fase aquosa e outra oleosa. Nesse caso, a adigao
dos componentes deve ocorrer na fase em que sao soldveis, e muitos
devem ser previamente solubilizados ou dispersos para garantir a
estabilidade global. Os conservantes, como os parabenos, devem ser
adicionados imediatamente antes da emulsificacio para reduzir o
tempo em contato com tensoativos soltveis em dgua sob tempera-
turas elevadas. Alguns polimeros devem ser dispersos e hidratados
antes da adicdo de outros ingredientes, como as gomas (xantanas) e
os carbomeros, que devem ser adicionados lentamente para evitar a
formagao de grumos e garantir a hidratagio completa do material.
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Tais problemas podem ser evitados pelo uso de misturadores ou pela
mistura prévia do carbomero num 6leo ou da goma em glicerina ou
outro umectante (Magbool ez al., 2017);

método, tempo e velocidade de mistura — é essencial determinar
a quantidade necessdria de cisalhamento ¢ o melhor método e
velocidade de mistura em todas as fases da producio e escala industrial.
A emulsificagio requer elevado cisalhamento ou homogeneizagao para
a obtenc¢ao do tamanho de goticula 6tima e a dispersao, ao passo que
a mistura de um gel geralmente requer baixo cisalhamento, a fim de
preservar caracteristicas fisicas, como viscosidade; no entanto, a hidra-
tagao do polimero depende do grau de cisalhamento para dispersd-lo
no meio. Se o processo necessitar de cisalhamento muito baixo, o poli-
mero pode nio ser completamente disperso e hidratado, o que resulta
em uma viscosidade fora de especificagio. A alteragio de pardmetros
4timos na produgao de um medicamento, como a viscosidade, acarreta
alteracoes na sua eficiéncia (Maqgbool ez al., 2017). A otimizagao do
tempo de mistura requer a identificagdo do tempo minimo necessdrio
para dissolver os ingredientes e do tempo médximo de mistura antes de
ocorrer algum problema, como a diminuigao da viscosidade. O carbo-
mero, polimero do dcido acrilico reticulado, tem alto peso molecular,
portanto o excesso de mistura de alto cisalhamento pode quebrar a sua
estrutura, diminuindo assim a viscosidade do gel. Em uma emulsio, o
excesso de mistura pode fazer com que o produto se separe prematura-
mente, resultando numa diminuicio drdstica da viscosidade. A melhor
taxa de fluxo, por sua vez, envolve a determinagio da quantidade de
cisalhamento ou da taxa de transferéncia necessdria. Por exemplo, uma
emulsio oleosa pode necessitar de uma velocidade de adi¢io mais lenta
do que uma emulsio tradicional, e a taxa de fluxo deve ser modificada
de forma adequada (Maqgbool ez al., 2017);

controle da temperatura — a temperatura correta ¢ um parametro critico
para o sucesso da produgao. O excesso de calor na fabrica¢io, por um
lado, pode causar degradacio quimica e precipita¢do de componentes
solubilizados; por outro, o uso de calor insuficiente pode conduzir a
falhas de lote. A falta de controle de temperatura na produgio de emul-
soes ¢ critica se a temperatura da fase aquosa estiver mais fria do que
a da fase oleosa: os componentes previamente fundidos da fase oleosa
podem-se solidificar ao serem misturados na fase aquosa, e, assim, a
emulsdo nio se formard adequadamente, resultando possivelmente em
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matéria sélida no lote (Magbool ez 4/., 2017). Na formulagao de géis, é
necessdria a aplicagao de baixas temperaturas na hidratacdo do material,
e, muitas vezes, o baixo cisalhamento evita a degradagao do polimero e
a perda da estrutura, o que poderia afetar a viscosidade do produto final
(Eccleston, 2016). As taxas de aquecimento e de refrigeracio durante
a producio devem ser estritamente controladas. A medida em que o
aquecimento muito lento pode gerar rendimentos baixos pela perda
por evaporagio, quando ele ocorre de forma acelerada, algumas regides
do lote podem queimar em contato com a superficie de aquecimento,
aumentando o risco de degradacio e podendo resultar em precipi-
tagdo ou cristaliza¢do de componente/s ou aumento da sua viscosidade
(Magbool ez al., 2017).

Cremes e pomadas

As pomadas ¢ os cremes tém caracteristicas pldsticas e sdo destinadas a
aplicacdo sobre a pele. As matérias-primas vegetais incorporadas abrangem
as s6lidas, como extratos secos e pos, e as liquidas, como solugdes extrativas
nos mais diversos sistemas solventes (Simaes ez al., 2010). Exemplos de fito-
terdpicos registrados na Anvisa sob a forma de creme ou pomada estao no
Quadro 10.

As emulsoes sao dispersoes de dois liquidos imisciveis, constituindo fases
aquosa e oleosa. Uma fase estd distribuida na forma de gotas (fase dispersa)
dentro do outro liquido (fase continua). Quando a fase oleosa estd dispersa
na fase aquosa (6leo em dgua — O/A), tém-se emulsdes aquosas; quando a fase
aquosa estd dispersa na fase oleosa (dgua em dleo — A/O), tém-se emulsoes
oleosas. Por se tratar de sistemas termodinamicamente instdveis, é necessaria
a adi¢do de emulsificadores (surfactantes ou tensoativos) para estabilizar e
evitar a separagao das fases (Eccleston, 2016). Os cremes sao emulsoes semis-
solidas usados para incorporar firmacos e cosméticos de uso tépico na pele
ou mucosas (Mendes & Freitas, 2014), podem conter uma ou mais ativos
dissolvidos ou dispersos e devem conter conservantes antimicrobianos devido
a presenca de dgua na formulac¢io (Kumadoh & Ofori-Kwakye, 2017).
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Quadro 10 — Exemplos de fitoterdpicos no mercado farmacéutico brasileiro registrados
na Anvisa apresentados sob a forma de creme ou pomada

Nomes cientificos Composigdo
e populares (1 grama contém)
C. verbenacea DC. (6leo essencial) — 5,0 mg (equivalente a
Cordia 0,130 mgde alfa-humuleno). Excipientes: dlcool cetoestearilico,
verbenacea DC. ceteth, éter dicaprilico, esqualeno, carbonato de dicaprilil,
(erva-baleeira) glicerol, metilparabeno, propilparabeno, edetato dissédico
e agua.
Extrato hidroalcodlico de raiz de S. officinale L. — 350 mg.
Symphytum L. L P
.. Excipientes: Fenonip, alcool cetoestearilico, monoestearato de
officinale L. . . 4 s .
(confrei) glicerila, lauril sulfato de sédio, 6leos de amendoim, lavanda,
pinheiro e agua.
Extrato seco de M. recutita — 10 mg (equivalente a 0,1 mg de
N apigenina). Excipientes: agua, dlcool cetoestearilico etoxilado,
Matricaria ’pg . ) p € . . ‘s
, 6leo mineral, alcool de lanolina, vaselina sélida, estearato
recutita L. . . . . .
(camomila) de octila, propilenoglicol, fosfato de amido, fenoxietanol,
metilparabeno, propilparabeno, butilparabeno, etilparabeno e
edetato dissddico.
Chamomilla Extrato fluido de C. recutita (L.) Rauschert—100 mg. Excipientes:
recutita (L.) glicerol, alcoois de lanolina e cetoestearilico, vaselina branca,
Rauschert petrolato sélido, goma xantana, metilparabeno, esséncia de
(camomila) menta, tintura de mirra, 6leo mineral, sacarina sddica, agua.
Brosimum Seiva de B. gaudichaudii Trécul — 200 mg (equivalente a um
gaudichaudii minimo de 10 mg de psoraleno e 12 mg de bergapteno).
Trécul. (mama- Excipientes: glicerina bidestilada, estearina branca tripla
cadela) pressdo, amonia e dgua destilada.

Na produgio de cremes, a taxa do ciclo de aquecimento e resfriamento,

a ordem de adi¢do dos componentes e a extensio da mistura podem causar

variagbes na consisténcia e no perfil reoldgico das emulsées resultantes

(Eccleston, 2016). Para a produgio de cremes contendo extratos vegetais,

sio usados os métodos de emulsificagio, com a dissolugio ou suspensio de

extratos liquidos, concentrados ou secos. Apés a mistura inicial das fases

aquosa e oleosa, a emulsdo pode ter seu tamanho das goticulas da fase interna

reduzido por meio de homogeneizadores, misturadores do tipo turbina ou

moinhos coloidais que geram grande tensio de cisalhamento. E importante

manter a agitagio continua durante o resfriamento para evitar a demulsifi-

cagao. Compostos voldteis, como Sleos essenciais, devem ser adicionados apés
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o resfriamento da emulsdo. Extratos ou tinturas alcodlicas podem influenciar na
estabilidade da emulsao e devem ser diluidos a0 méximo antes de serem adicio-
nados, de forma lenta e sob agitacio constante (Aulton & Taylor, 2016).

Alguns extratos podem apresentar atividade tensoativa pela presenca de
taninos, saponinas e polifendis, que sio anfifilicos e podem proporcionar a
quebra da emulsdo ou inversdo de fases. Tais problemas podem ser evitados
utilizando tensoativos nio idnicos em vez de i6nicos (Simées ez al., 2010).

As pomadas sao preparacoes semissdlidas destinadas a aplica¢io na pele
ou nas membranas mucosas e contém ativos solubilizados ou dispersos em
uma base (Brasil, 2011) que geralmente apresenta propriedades protetoras,
emolientes e lubrificantes (Allen, Popovich & Ansel, 2007). As bases das
pomadas sio classificadas em quatro grupos:

* bases de hidrocarbonetos ou hidrofébicas — quando aplicadas sobre a
pele, produzem efeito emoliente, protegem contra a perda de umidade
e agem como agentes oclusivos, nao incorporam dgua. Exemplo: petro-
lato, vaselina;

* bases de absor¢io — substancias gordurosas, como lanolina e petrolato
hidrofilico, que permitem absor¢io de dgua, formando assim emulsao
O/A. As emulsées oleosas também fazem parte dessa classificacio;

* bases removiveis pela d4gua — emulsées O/A;

* bases hidrofilicas — sdo hidrossoltveis, nao contém componentes
oleosos, portanto nao sio oclusivas. Exemplo: polietilenoglicol (Allen,

Popovich & Ansel, 2007).

Em linhas gerais, as pomadas sao obtidas pela fusio da base ou processo de
emulsificagio em caso de emulsées A/O ou O/A e posterior incorporagio do
ativo, que pode estar solubilizado ou disperso. Elas sdo relativamente estdveis
em comparagio com as formas farmacéuticas liquidas; no entanto, a presenga
de materiais vegetais pode levar a rdpida deterioragio do produto, por isso é
importante estabelecer a melhor condi¢io de armazenamento (Kumadoh &
Ofori-Kwakye, 2017).

As pastas sio pomadas que contém, pelo menos, 25% de pés dispersos na
base (Brasil, 2011), que geralmente é gordurosa, mas também pode ser aquosa
se for de uso tdpico na cavidade oral, como ¢ o caso das pastas dentais fitote-
rdpicas, que devem conter apenas materiais seguros. A estabilidade dependerd
do tipo de base e da natureza do material vegetal incorporado (Kumadoh &
Ofori-Kwakye, 2017).
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Géis

Géis sao sistemas semiss6lidos que consistem em suspensoes de particulas
inorganicas ou grandes moléculas orginicas que formam uma matriz poli-
mérica tridimensional interpenetrada por um liquido, normalmente a dgua.
Sao geralmente claras e homoggéneas, e o firmaco pode estar dissolvido ou
disperso no gel (Williams, 2016). Apresentam melhor potencial como veiculo
para administrar um firmaco topicamente em comparagio com os cremes €
pomadas porque nio sio pegajosos, tém maior apelo cosmético, requerem
baixa energia durante a producio e sao estdveis (Bhagyasri, Gonzales &
Petrovick, 2018). No Quadro 11 mostram-se exemplos de fitoterdpicos regis-
trados sob a forma de gel.

Quadro 11 — Exemplos de fitoterapicos no mercado farmacéutico brasileiro registrados
na Anvisa apresentados sob a forma de gel

Nomes cientificos e

B —_— Composigdo (cada 1 grama contém)

A. montana — 2 mg (equivalente a 0,16-0,20 mg de lactonas

Arnica montana L.
(arnica)

sesquiterpénicas). Excipientes: agua, propilenoglicol, carbémero,
trolamina, imidazolidinilureia, edetato dissddico, metil e
propilparabenos.

Schinus
terebinthifolius Raddi
(aroeira-vermelha)

Extrato aquoso de S. terebinthifolius — 0,666 mL. Excipientes:
carbonato de sddio, carbopol, metilparabeno, butil-hidroxitolueno
(BHT), alcool etilico, 4gua de osmose reversa.

Uncaria tomentosa
(Willd. ex Roem. &
Schult.) DC. (unha-
de-gato)

Extrato de U. tomentosa — 50 mg (equivalente a 0,03-0,045
mg de alcaloides oxinddlicos). Excipientes: dgua, fosfato de
trilauromacrogol-4, ésteres de sorbitol, derivados do éleo de
colza, copolimero do 4cido sulfonico acriloilmetiltaurato e
vinilpirrolidona, acido citrico, palmitato deisopropila; glicerina
vegetal, 6leo de rosa-mosqueta, metil e propilparabenos,
edetato de sddio e tetradibutil pentaeritritil.

Matricaria
chamomilla L.
(camomila)

Extrato seco de M. chamomilla L. (0,03% de apigenina
7-glicosideo)—25 mg. Excipientes: hipromelose, metilparabeno,
propilparabeno, sacarina sddica, dimeticona, propilenoglicol,
aroma e agua deionizada.

Os géis fitoterdpicos para uso interno sio denominados geleias; alguns
destes apresentam na sua composi¢ao polpa de frutas, mas sio registrados na
Anvisa como medicamentos ¢ tém indicagdo especifica (Quadro 12).
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Quadro 12 — Exemplos de medicamentos fitoterdpicos no mercado farmacéutico bra-
sileiro registrados na Anvisa apresentados sob a forma de geleia

Nomes cientificos e populares Composigdo (cada 1 grama contém)

Extrato seco de S. alexandrina Mill. — 9
mg (45% senosideos). Excipientes: polpas
de ameixa e magd, aroma de ameixa
Senna alexandrina Mill. (sene) preta, celulose microcristalina, benzoato
de sddio, carboximetilcelulose, corante
caramelo, acglcar granulado, metil e
propilenoglicol, agua purificada.

Cassia  angustifolia  Vahl.  (sene)

. 77 . C. angustifolia Vahl. — 80 mg, T. indica L. —
Tamarindus indica L. (tamarindo)

4,7mg, C. fistula L.— 4,7 mg, C. sativum L. —
2,2 mg, G. glabra L. — 0,96 mg. Excipientes:
sacarose, acido citrico, hidroxido de sddio,
sorbato de potassio, metilparabeno
sdédico, aroma, polpas de ameixa e mag3,
agua purificada.

Cassia fistula L. (canafistula)
Coriandrum sativum L. (coentro)

Glycyrrhiza glabra L. (alcaguz)

S. alexandrina Mill., extrato acido — 5,8
mg, C. fistula L., extrato seco — 3,9 mg.
Excipientes: tamarindo, coentro, alcaguz,
acido citrico anidro, metilparabeno, sorbato
de potdssio, pectina, petrolato liquido, ameixa
descarogada e aroma, sorbitol e dgua.

Senna alexandrina Mill. (sene)

Cassia fistula L. (canafistula)

Controle da qualidade de fitoterapicos sob a forma farmacéutica
semissolida

Na rotina didria do controle de semissélidos podem ser feitos ensaios
para determinagao de peso médio, viscosidade, tamanho de particula, unifor-
midade de dose, controle microbiolégico, pH, aspectos visuais e sensoriais,
como presenca de sedimento, homogeneidade da cor e grau de espalhamento
(Magbool ez al., 2017).

As formulagées fitoterdpicas frequentemente sofrem degradagio durante
o armazenamento por oxidagao, hidrélise, cristaliza¢io, quebra de emulsao,
deterioragao enzimdtica e reagdes quimicas com os excipientes. A temperatura
e a umidade sao os principais fatores que afetam a qualidade e a estabilidade
de um produto a base de plantas medicinais. A umidade absorvida na super-
ficie da droga s6lida geralmente aumenta a taxa de decomposicio, se for susce-
tivel 4 hidrdlise. A presenca de enzimas no produto também aumenta a taxa de

degradagao (Thakur ez al., 2011).
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Na produgao de medicamentos fitoterdpicos em grande escala, existe a
necessidade de que tais produtos tenham tempos de armazenamento maiores,
mas deve-se atentar a possivel deteriora¢io do produto. Por essa razio, estudos
de estabilidade sao essenciais para determinar o seu prazo de validade. No
ensaio de estabilidade para semissdlidos fitoterdpicos, testes de mudanga
de cor, odor, homogeneidade, pH, consisténcia, avaliagio dos constituintes
fitoquimicos, contaminag¢do microbiana e toxicidade sio recomendados

(Kumadoh & Ofori-Kwakye, 2017).

Estudos de Estabilidade

A Organizagao Mundial da Sadde (OMS) define a estabilidade como a
capacidade do produto farmacéutico de manter suas propriedades quimicas,
fisicas, microbioldgicas e biofarmacéuticas dentro dos limites especificados
durante seu prazo de validade (WHO, 1996). A perda da estabilidade pode
estar diretamente relacionada com a perda do efeito terapéutico ou com a
formacio de produtos de degradagio (Kommanaboyina & Rhodes, 1999).
Ela depende de fatores ambientais, como temperatura, umidade, luz (fatores
extrinsecos), e de outros fatores relacionados ao préprio produto (fatores
intrinsecos), como propriedades fisicas e quimicas de substincias ativas e
excipientes farmacéuticos, forma farmacéutica e sua composicio, processo de
fabricacio, tipo e propriedades dos materiais de embalagens (Brasil, 2005).

Entre os fatores extrinsecos, a temperatura ¢ o fator mais importante
envolvido na degradagio dos produtos farmacéuticos, pois o seu aumento
promove também o aumento da degradagio quimica (Kommanaboyina &
Rhodes, 1999). Essa influéncia pode ser diminuida com o correto armazena-
mento e com o controle da temperatura em todo processo.

A umidade relaciona-se com os efeitos da temperatura e representa um
importante fator que afeta a estabilidade do produto, uma vez que a dgua na
superficie do fitoterdpico altera seu estado fisico e sua reatividade, o que gera
degradagao indireta por hidrélise, um dos fatores intrinsecos mais comuns.
O acondicionamento adequado e o uso de excipientes dessecantes diminuem
esse efeito (Mirco & Rocha, 2015). A luz pode desencadear ou afetar a veloci-
dade da degradagao, como, por exemplo, as reagdes de redugio e oxidagao. As
reagoes de oxidagio sao catalisadas tanto pela luz e presenca de O, como pela
temperatura e podem ser minimizadas por embalagens resistentes a luz e O,
ou pelo uso de adjuvantes (Mirco & Rocha, 2015).
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Durante o desenvolvimento de medicamentos, sio feitos testes de estresse
que induzem 2 degradagio forcada e ajudam a identificar reagdes que causam
a degradagio do produto farmacéutico. Esses testes auxiliam na validagio de
métodos analiticos e na detecgio de produtos de degradacio formados durante
a fabricagao, armazenagem ou na vida util do medicamento (Blessy ez al., 2014).

O fitomedicamento tem uma matriz complexa, o que torna invidvel iden-
tificar e quantificar todas as substincias e seus produtos de degradacio; logo,
o estudo pode ser realizado pelo perfil fitoquimico com base nos limites de
variagao do teor do/s marcador/es permitidos ao final do estudo de estabili-
dade, que ¢ de, no maximo 10%, do valor de liberacio do lote. Tal variagao,
somada a permitida na liberacio do lote, s6 serd aceita se permanecer dentro
da faixa terapéutica segura e eficaz/efetiva estabelecida em documentacio
técnico-cientifica durante sua validade (Brasil, 2014c).

O estudo de degradacao forcada deve ser feito em paralelo com os marca-
dores isolados para prever os possiveis produtos de degradagao e servir de
modelo comparativo para o estudo com o extrato e/ou fitomedicamento
(Singh & Rehman, 2013). Esses testes sao feitos sob diferentes condicoes,
das quais as mais comuns s3o: temperaturas elevadas (2 50 °C), degradagio
oxidativa, hidrélise dcida e bésica, fotodegradagao e degradagio por umidade
(Blessy ez al., 2014).

As industrias de medicamentos s precisam realizar os estudos de estresse
durante o desenvolvimento do produto. Para o registro, sio exigidos os
estudos de estabilidade acelerada, de longa duragao e de acompanhamento,
conforme critérios estabelecidos pela Anvisa, que preconiza a realizagio do
ensaio de identificacdo e quantificagio de produtos de degradacio e método
analitico correspondente no estudo de estabilidade para todos os produtos a
serem registrados (Brasil, 2019a).

O Futuro da Producdo de Fitoterapicos

O uso da nanotecnologia, que aumenta a eficdcia terapéutica da formu-
lagao e redugao dos efeitos colaterais, representa o futuro da produgio de fito-
terdpicos. Essa nova tecnologia envolve uma série de técnicas e ferramentas
que exploram as caracteristicas especiais dos materiais em escala nanométrica
e permite criar produtos com propriedades fisico-quimicas novas, especiais e
melhoradas. Ela estd presente em vdrias dreas do conhecimento e promove
avancos nos diferentes campos. Na sadde, ela tem grande potencial de apli-
cagio na promogio de novas estratégias terapéuticas.
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Na drea farmacéutica, os nanocarreadores, os nanossistemas ou os nano-
firmacos modificam o comportamento farmacocinético, permitem a liberagao
gradual e controlada do ativo, entregam-no em sitios especificos, otimizam
sua biodisponibilidade e reduzem seus efeitos colaterais (Onoue, Yamada
& Chan, 2014; Alexander et al., 2016). Adicionalmente, os nanossistemas
previnem a degradacio, encapsulam substincias com diferentes caracteristicas
(hidrofilicas e lipofilicas), reduzem a dose terapéutica e a posologia, facili-
tando, assim, a adesao do paciente ao tratamento (Chen ez 4/., 2015). Embora
muitos fitocosméticos nanotecnoldgicos estejam a disposi¢ao do consumidor
brasileiro hd bastante tempo, nio existem, até o momento, fitoterdpicos
comercializados.

O encapsulamento de drogas vegetais (6leos voldteis e extratos vegetais)
tem sido estudado em diferentes nanossistemas, tais como complexos mole-
culares em ciclodextrinas, nanoparticulas (poliméricas, sélido-lipidicas e
magnéticas), micelas poliméricas, emulsdes submicrénicas (microemulsio e
nanoemulsio) e lipossomas, com diferentes objetivos (Falcao ez al., 2018). No
entanto, apesar dos grandes avangos no planejamento e desenvolvimento de
formulacoes nanoestruturadas, nao existem padroes regulatérios ou compen-
diais preconizados para esse tipo de produto.

Os nanossistemas devem ser caracterizados fisica e quimicamente por
diferentes técnicas e veiculados em formulacoes farmacéuticas convencionais,
tais como comprimidos, suspensoes, emulsdes etc., dando origem ao produto
final, e tal desenvolvimento apresenta muitos desafios. O desenvolvimento de
nanossistemas fitoterdpicos ¢ ainda mais complexo, pois o ativo encapsulado ¢
uma mistura complexa, o que torna imperativa a padronizagio de ensaios de
caracterizagdo in vitro a fim de garantir a seguranca e a qualidade dos fitome-
dicamentos nanotecnoldgicos (Janas ez al., 2017; Falcao ez al., 2018).

Assim como a maioria das formas farmacéuticas, a qualidade e a eficicia
devem ser verificadas através de experimentos in vitro e in vivo. A cinética
de liberagao in vitro fornece informagio sobre o comportamento da forma
farmacéutica e é um parAmetro-chave usado para predizer a seguranca e a
eficdcia dos produtos. Compreensivelmente, para formulagbes complexas
como sistemas nanoparticulados, o ensaio de liberagao iz vitro assume impor-
tAncia ainda maior (D’Souza, 2014; Janas et al., 2017).

A pesquisa multidisciplinar desenvolvida nos campos da nanotecno-
logia farmacéutica e da quimica de produtos naturais tem crescido muito
nos tltimos anos, com o objetivo de solucionar desafios no desenvolvimento
de fitomedicamentos nanoterdpicos para que, num futuro préximo, estejam
disponiveis no mercado.
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Consideracdes Finais

O mercado e a sociedade vém demandando, de forma crescente, medica-
mentos e cosméticos compostos de substincias de origem natural, e o Brasil
apresenta uma extensa biodiversidade. Por isso, desperta o interesse do mundo
inteiro na pesquisa de novas substincias biologicamente ativas. Muitos extratos
de plantas medicinais e 8leos essenciais e seus efeitos farmacoldgicos tém sido
descritos na literatura com menor toxicidade. Apesar de todas as vantagens de
se usar um material vegetal, o desenvolvimento e a producio de fitoterdpicos
¢ um desafio, e muitos ensaios de controle de qualidade exigidos para medica-
mentos de origem sintética ndo sio descritos em monografias farmacopeicas
para fitoterdpicos. Por isso, muitos estudos objetivam desenvolver e validar
métodos de controle de qualidade, o que é de suma importincia para garantir
a qualidade do produto final.

Outro grande desafio na produgio industrial ¢ a degradacio dos produtos
vegetais, por isso muitas investigagoes tém sido conduzidas para melhorar a esta-
bilidade e a eficdcia desses compostos por meio do uso de sistemas carreadores
nanotecnoldgicos. As politicas para a inclusio de fitoterdpicos tém crescido,
especialmente em razdo do custo mais acessivel para a populagio mais carente,
da efetividade e dos menores efeitos colaterais em comparagio com os insumos
sintéticos. Assim, apesar dos desafios encontrados, esse tipo de produto tem
grande apelo comercial, e a oferta no mercado aumenta cada vez mais.
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Controle Fisico-Quimico e Microbioldgico
da Qualidade de Plantas Medicinais
e Fitoterapicos
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processo de descoberta de um insumo farmacéutico ativo vegetal

(Ifav) é baseado em estudos multidisciplinares. Da mesma forma,

o caminho para tornar esse insumo um medicamento tecnologica-
mente elaborado também o é. Nesse contexto, a andlise e o controle desse
insumo durante as etapas de transformagio configuram-se como um dos
pontos-chave para garantir a seguranga e a eficdcia de seu uso.

Para a verificagao da identidade e da seguranca de um produto, é necessirio
que seu grau de contamina¢io microbiana seja também avaliado. Produtos
a base de plantas nio sao estéreis e nem precisam sé-lo; no entanto, alguns
determinados micro-organismos nio podem estar presentes — pois indicam
mids condigbes sanitdrias de cultivo e/ou produgio — e outros podem ocorrer,
porém dentro de limites determinados.

Com relagao a sua composi¢ao quimica, é desejdvel que o maior nimero
possivel de substincias presentes e suas proporcoes sejam determinados —
idealmente, todas as responsdveis pela agio bioldgica daquele produto. Para
isso, utilizam-se técnicas consagradas de andlises fisico-quimicas apresentadas
como métodos oficiais presentes em compéndios reconhecidos e validados
pela legislagio sanitdria.
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Fundamentos do Controle da Qualidade

Quando se pensa a respeito da qualidade de qualquer produto que se utiliza
no dia a dia, algumas preocupagdes surgem: a adequagio de suas propriedades
a0 uso a que se destina, a durabilidade, a resisténcia a degradagao, a manu-
ten¢ao das caracteristicas ao longo do tempo e, naturalmente, o preco. Com
excegdo da questdo financeira, esses pontos sio também levados em conside-
racdo ao submeter um produto farmacéutico ao controle da qualidade.

A presenca de substincias que caracterizem o insumo e que possam ser
indicativas de sua agdo, o prazo durante o qual sua atividade mantém-se
dentro de niveis previamente estabelecidos para sua eficicia e sua resisténcia
a fatores ambientais sao itens fundamentais que levam a que se considere que
determinado produto tem qualidade. A afericao desses parimetros é baseada
em métodos estabelecidos por meio de técnicas consagradas, instrumentais ou
nao, mas de alta capacidade resolutiva, repetitiva e reprodutiva. Porém, antes
disso, outras caracteristicas do produto devem ser avaliadas.

O Controle Fisico-Quimico da Qualidade

O controle da qualidade de um produto, de um modo geral, engloba diversas
abordagens que, em conjunto, tém como objetivo atestar a adequagao ao uso do
produto em questao. No caso de medicamentos, tal como a legislagao brasileira
regulamenta os fitoterdpicos, o controle fisico-quimico guarda bastante seme-
lhanga com os procedimentos comumente observados para os medicamentos
sintéticos. Porém, por serem produzidos a partir de fontes vegetais, algumas
peculiaridades sdao encontradas para esse tipo de produto. A seguir, sao discu-
tidas algumas das principais andlises a serem realizadas para medicamentos a
base de plantas medicinais.

O aspecto

O primeiro pardmetro a ser avaliado e, também, o que mais chama
atengio tanto do analista quanto do consumidor é o aspecto dos medica-
mentos. O estado geral da planta, seu grau de uniformidade e a auséncia de
sujidades e contaminantes (tudo aquilo que estd presente no produto que nao
seja a planta em questdo), a homogeneidade de um extrato, a uniformidade
de aspecto de formas farmacéuticas sélidas (como cdpsulas, comprimidos e
drdgeas) e a inviolabilidade da embalagem sio os parimetros observados no
inicio do processo de aferi¢ao de sua qualidade.
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Comumente, nos produtos a base de plantas medicinais provenientes de
pequenos produtores, pode-se constatar fraudes, que podem ser aleatérias ou
intencionais. Por vezes, o cultivo e a coleta das plantas sio feitos de forma nao
criteriosa e, com isso, a embalagem trard, além da planta indicada no rétulo, um
sem-niimero de outros componentes. Além do risco no consumo pela presenga
de substancias estranhas cujas agoes possam ser até mesmo danosas ao consu-
midor, a ocorréncia de material ex4geno pode também fazer com que a porgao
tomada para o preparo de um chd, por exemplo, nio contenha a quantidade
ideal de planta para que aquela dose surta o efeito desejado. As inspegoes macro
e microscépica fazem-se importantes, principalmente na avaliagio do insumo
antes de tornar-se medicamento. Essa inspe¢io também ¢ til na identificagio
de uma possivel contaminagio microbiana. A presenca de col6nias de fungos
ou bactérias, a alteragao de cor, a presenga de odor diferente e o estado fisico da
planta podem ser indicativos de problemas dessa natureza.

A rotulagem

Os rétulos dos fitoterdpicos, que muitas vezes sio negligenciados pelos
consumidores, sio de extrema relevincia. Nio é raro identificar a utilizacio
de planta diferente daquela prevista pela legislacio sanitdria para o tratamento
de uma determinada doenga. Além disso, a prépria nomenclatura botinica
pode-se mostrar equivocada. Dessa forma, podem ocorrer casos em que a
planta indicada no rétulo nio é aquela contida na embalagem e vice-versa.
Ainda, o prazo de validade — o periodo durante o qual o produto mantém
sua qualidade e, portanto, mostra-se préprio para o uso — ¢ obrigatério e deve
sempre ser observado. Esta andlise ¢ realizada pelos érgaos sanitdrios oficiais e
leva em consideragio a legislagao especifica.

Parametros fisicos para solidos e liquidos

Apés a andlise da rotulagem, sio iniciados os trabalhos laboratoriais de
avaliacio do contetdo, ou do produto propriamente dito. No caso de formas
s6lidas, notadamente comprimidos revestidos, cdpsulas ou drdgeas, o peso
médio deve estar compreendido entre as variagdes percentuais admitidas pela
Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2019). O nao atendimento a esses limites pode
fazer com que a unidade farmacéutica contenha mais ou menos ativos do que
o indicado no rétulo, podendo fazer com que sua agao nio seja a desejada
para o tratamento. Além disso, o conteido de cada unidade deve também
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ser uniforme. H4 ainda outros parimetros que se relacionam diretamente ao
contetdo ativo ingerido e absorvido, como:

* dureza, que, como o préprio nome indica, reflete 0 quio mecanica-
mente resistente uma forma é. Caso seja dura demais, por um lado,
pode apresentar problemas na liberagao do ativo. Por outro, se for
pouco resistente, fragmenta-se ainda na embalagem levando 2 inutili-
zagao daquela unidade;

* desintegragio, que se relaciona diretamente a capacidade que aquela
forma tem de perder sua integridade apés sua ingestao, fazendo com
que a redugio a particulas cada vez menores facilite a liberagiao do/s
ativo/s da matriz;

* friabilidade, aplicada as formas que possam desprender pd, relacio-
na-se a possiveis perdas de contetido ativo durante o contato com a
embalagem primdria (blister ou frasco, por exemplo) ou mesmo com
as maos;

e dissolugio, um dos parimetros mais importantes, pois permite avaliar
o desprendimento do ativo da forma farmacéutica no local onde foi
projetado para que ela se desintegre (estdbmago ou intestino). A disso-
lucdo apresenta relacio direta com a quantidade de ativo que atinge a
corrente sanguinea e serd distribuido pelo organismo para produzir seu
efeito farmacolégico.

Analogamente, as formas liquidas — xaropes, solugées, elixires, tinturas —
também devem ser avaliadas com relagao as suas apresentagoes. Para tais, s2o
avaliados o volume médio e a variagao de volume, que se relacionam com a
quantidade de ativo ofertada por dose consumida. Outra andlise relevante ¢
determinagio do pH. Uma maior acidez ou basicidade em relagio ao valor
originalmente previsto pode levar a incdbmodos na ingesta da dose (como
irritacdo de mucosas ou azia) e fazer com que as substincias ativas originais
venham a ser transformadas em outras ao longo do tempo, podendo levar a
perda da atividade ou mesmo a desenvolver potencial téxico.

A identificacdo do ativo

Uma vez atendidos os parAmetros gerais, é chegado o momento de veri-
ficar se aquele medicamento apresenta o ativo que consta em seu rétulo.
Como a diversidade de substincias presentes nos medicamentos é muito
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grande, principalmente naqueles de origem vegetal que se caracterizam por
apresentar misturas de substincias, de naturezas quimicas altamente diversas,
nos compéndios oficiais (as farmacopeias) apresentam-se alguns procedi-
mentos relativamente simples para identificar a presenca do ingrediente ativo.

Entre esses procedimentos, os mais comuns sio aqueles que indicam
reagbes especificas que promovam o aparecimento de uma coloragio carac-
teristica para determinado/s componente/s, o surgimento de algum preci-
pitado ou o desprendimento de gds. Uma vez que tais testes ndo permitem
que se afirme conclusivamente tratar-se do ativo em questdo, normalmente
¢ indicada a realizacdo de andlises cromatograficas (em camada delgada ou
em coluna — por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia ou com fase
gasosa, geralmente pelos mesmos métodos aplicados a determinacio quan-
titativa) ou de andlise de espectros (na regiao do ultravioleta/visivel ou do
infravermelho, na grande maioria dos casos).

Assim, a soma das informacoes obtidas para cada procedimento leva a
conclusdo sobre a identidade do ativo presente naquela formulacio. A etapa
seguinte ¢ a verificagio da quantidade presente na forma farmacéutica e da sua
adequagio ao rétulo.

A determinacdo do teor

Para a verificacdo da quantidade de ativo presente em um produto, sio
utilizados os métodos baseados em técnicas de andlise quimica, instrumentais
ou nio, de uso corrente e tradicionalmente confidveis. Os procedimentos em
quimica analitica podem ser simples ou altamente complexos; de alto custo
ou relativamente baratos; de fcil execu¢ao ou que requeiram alto grau de trei-
namento devido a sua complexidade. Evidentemente, quanto mais moderno
e atualizado for um procedimento analitico, maior serd seu grau de confiabi-
lidade de seus resultados. As farmacopeias, referéncia mundial para a andlise
de medicamentos, tentam levar em consideragio a realidade diferente que
os laboratérios farmacéuticos apresentam. Hd laboratérios mais bem equi-
pados e também aqueles com capacidade financeira mais limitada, o que faz
com que seus parques tecnoldgicos tenham diferencas notdveis. Contudo,
os produtos analisados devem ser distribuidos aos consumidores com os
requisitos minimos de qualidade plenamente atendidos. Assim, os métodos
presentes nas farmacopeias tentam ser simples o suficiente para que qualquer
laboratério, com um minimo de condi¢des de operagio, consiga executar.
A prdtica, no entanto, mostra que os métodos descritos nesses compéndios
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devem sempre ser verificados antes de sua aplicagdo, pois ¢ muito comum ser
necessdrio adaptd-los e, posteriormente, validd-los.

A maior parte dos métodos descritos nas farmacopeias para a andlise de
medicamentos, seja de origem sintética, seja de fontes naturais, baseiam-se nas
técnicas descritas a seguir.

Volumetria

Também conhecida como titulometria ou titrimetria, a volumetria é a
técnica mais simples e direta de determinagio do teor de uma substincia,
sendo também uma das mais antigas a constar nos compéndios. Entretanto, a
cada nova edi¢io, o nimero de monografias que apresentam essa técnica vem
sendo reduzido. A principal vantagem dessa técnica ¢ prescindir do uso de
padroes, um dos gargalos mais relevantes no controle da qualidade de fitode-
rivados. Todavia, apresenta como desvantagem o baixo poder de compreensao
da complexidade da amostra: ¢ baseada em reagoes, e, assim, quaisquer impu-
rezas ou eventuais produtos de degradacio nao sio observados. Dessa forma,
mesmo que o teor do ativo presente esteja dentro dos limites preconizados,
a técnica nio permite avaliar variagdes na composigao quimica da amostra
analisada. Mesmo assim, nas farmacopeias em vigor, ainda se apresentam
métodos baseados nessa técnica.

Espectrofotometria

Outra forma relativamente simples e tradicional de aferir o teor de um
determinado ativo é por meio da espectrofotometria na regiao do ultravio-
leta (UV) ou do visivel do espectro eletromagnético. Para isso, a amostra
deve, obrigatoriamente, absorver energia luminosa em uma ou outra, ou
ainda em ambas as regices (Skoog, Holler & West, 2014). Dessa forma, o
espectrofotdmetro mede a diferenca entre a intensidade da luz absorvida
e da emitida, e essa diferenca, proporcional a concentragio da amostra
diluida em uma cubeta (geralmente de quartzo e com 1 cm de caminho
dtico), serd utilizada para o célculo do teor, segundo a lei de Lambert-
Beer. Em termos conceituais, essa lei vem da combinagio das Leis de Beer
(1852), que estabelece que a intensidade de um feixe de luz monocro-
mdtica cai exponencialmente 2 medida que a concentra¢io da substincia
em andlise na solugao submetida a radiagio aumenta aritmeticamente, e
de Lambert (1870), que determina que a intensidade da luz emitida por
uma amostra cai exponencialmente & medida que a espessura do meio que a
contém aumenta aritmeticamente.
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Essa técnica torna desejdvel o uso de um padrao com o teor determinado
— preferencialmente, uma substancia quimica de referéncia (SQR) — para ser
comparada & mesma entidade quimica presente na amostra a ser analisada ou,
ainda, alguma com croméforo semelhante para, assim, ter sua concentragio
estabelecida. A farmacopeia norte-americana, por exemplo, sempre indica o
uso de SQR por ela disponibilizada, e as andlises espectrofotométricas devem
ser realizadas com a referéncia e a amostra em concentragoes bem proximas.
A farmacopeia europeia, por sua vez, nio exige o uso de solugio padrio e
indica, na monografia do produto, o valor do coeficiente de extingao molar
(p) verificado para um padrio a uma determinada concentragio. A vantagem
que um laboratdrio pode ter, ao usar método preconizado por esta farma-
copeia, consiste em nao precisar adquirir um padrao pois utiliza-se o p para
célculo de sua concentracio. Contudo, nao se sabe em que condicoes (equi-
pamento, analista, tempo de uso, desgastes etc.) chega-se aos valores oficiais
do compéndio.

Odutras variagoes na técnica espectrofotométrica sao as realizadas na regiao
do infravermelho ou com fluorescéncia. Ambas se fundamentam, também, na
absor¢ao e emissio de luz, porém trazem caracteristicas adicionais. Nio sao
muito utilizadas isoladamente, mas sao bastante tteis quando associadas as
técnicas de separa¢io, como a cromatografia.

A radiagao infravermelha, além de permitir a quantificagdo, traz uma
vantagem adicional, que ¢ possibilitar a identificagio de grupamentos funcio-
nais diversos presentes em moléculas orginicas, como hidroxilas, carbonilas,
anéis aromdticos etc. A radiagaio UV permite identificar a presenca apenas de
grupos que tém elétrons capazes de fazer determinadas transigoes eletronicas,
mais notadamente aqueles em carbonilas, carboxilas, heterodtomos, ligacoes
pi e anéis aromdticos. Quanto maior a conjugacio desses sistemas, mais as
substincias absorverao luz em determinados comprimentos de onda. O infra-
vermelho, por sua vez, tem a capacidade de identificar nio apenas esses grupa-
mentos como também todos os outros cujas ligagoes interatdmicas possam se
alongar, contrair e torcer, alterando momentaneamente seus 4ngulos e distin-
cias. Nesse sentido, o infravermelho torna-se uma ferramenta mais dtil na
intepretagdo da presenca de determinada molécula orginica. No entanto, sua
operagio ¢ mais complexa, cara e deve ser feita sob total auséncia de dgua.

Assim como para os métodos volumétricos, as farmacopeias sempre
terminam suas monografias com a demonstragio de uma férmula matemdtica
que correlaciona as absor¢oes do padrio e da amostra e a concentragio do
padrio, o que permite que seja determinada a concentragio da amostra.
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Cromatografia

As técnicas abordadas anteriormente sio aplicadas para amostras simples,
cujos componentes podem ser determinados em conjunto. Porém, quando se
faz necessdria a identificacdo e a quantificagao de um componente especifico,
torna-se imprescindivel utilizar alguma estratégia que possibilite sua detecgao
e quantificagio de forma isolada e inequivoca. O isolamento de uma subs-
tAncia (ou mesmo uma classe) ¢ um processo longo, custoso e que, invariavel-
mente, leva a perdas de massa. Com isso, parte das premissas do controle da
qualidade perdem-se e o tempo pode levar a degradacoes da amostra original.

Em todo processo analitico que envolva a determinagio de uma subs-
tAncia no meio de vdrias outras, deve-se buscar caracteristicas especificas que
somente ela tenha ou, pelo menos, que se consiga diferencid-la de outras seme-
lhantes. Aqui encontra-se um dos pilares fundamentais da cromatografia, seja
no modo planar, seja em coluna: a retengao diferencial de substdncias em uma
fase estaciondria quando perpassada por uma fase mével. O tempo e o fator
de retardamento sdo caracteristicos, porém nao especificos, para determinada
substincia quando analisada sob determinadas condi¢des. Diversas substan-
cias podem apresentar comportamentos cromatograficos semelhantes, porém
a andlise de outros pardmetros leva a sua determinagio de forma inequivoca,
salvo problemas especificos, como a presenca de isdmeros e substdncias com
baixo limite de detecgio/quantificagdo ou mesmo aquelas invisiveis as técnicas
opticas (Skoog, Holler & West, 2014; Gil, 2010).

Basicamente, as monografias apresentam os procedimentos para a reali-
zagao das cromatografias em camada delgada, liquida de alta eficiéncia e com
fase gasosa. Na descricao dos métodos, sio informados o tipo de fase estacio-
ndria e seu suporte, a composicio da fase mével, a programagio de eluigio,
o modo de detecgio e, para os casos de determinagio quantitativa, a férmula
a ser aplicada para correlacionar as concentragoes e as leituras dos detectores
para a amostra e para o padrio.

A cromatografia em camada delgada, mais simples, barata, rdpida e de
mais fécil execucio quando comparada as citadas técnicas em coluna, permite
uma inspecio visual da amostra. No entanto, sua capacidade de gerar infor-
macio ¢ relativamente limitada.

Como, normalmente, os insumos a base de plantas medicinais baseiam-se
em extratos hidroalcoélicos, é muito mais frequente encontrar métodos utili-
zando a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa. Para que
seja utilizada a cromatografia com fase gasosa, é necesséria a volatilizagio da
amostra nas condigées operacionais, o que nio ¢ muito comum para extratos.
Nesse tipo de cromatografia, de forma diferente da realizada em camada
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delgada, observa-se o tempo de reten¢do, que se mostra sempre caracteristico,
porém nao especifico para a substincia em andlise, sob determinadas condi-
¢oes. Também de forma andloga a cromatografia em camada delgada, existe
ainda o papel da detecgao. Os detectores sao selecionados em funcio da neces-
sidade analitica e das caracteristicas dos analitos.

Além da capacidade analitica e da possibilidade de andlise de solu¢oes
muito diluidas, outra vantagem relevante das cromatografias instrumentais
¢ a capacidade da determinagio quantitativa (limitada na varia¢ao planar
da cromatografia). As cromatografias instrumentais se mostram bem mais
precisas quando se dispoe de padroes analiticos — idealmente, SQR de marca-
dores quimicos. A titulo de comparagio, assim como para as monografias com
métodos baseados em espectrofotometria, na farmacopeia norte-americana
utilizam-se suas préoprias substdncias quimicas de referéncia, também por ela
disponibilizadas para venda. Na farmacopeia britanica, por sua vez, indicam-se
os valores de concentragoes a serem utilizados nas férmulas para o cdlculo do
teor. A questdo aqui ¢ que as condicdes sob as quais esses valores foram determi-
nados serdo, sempre, diferentes daquelas encontradas em outros laboratérios e,
por isso, mostram-se menos precisas (British Pharmacopoeia, 2018).

Medicamentos baseados em um ou dois ativos sio dominantes no mercado
e seus processos analiticos sdo relativamente simples. As monografias farma-
copeicas dispoem de métodos que tém como objetivo apenas determinar os
farmacos e, mais atualmente, suas substincias relacionadas. Todas essas enti-
dades quimicas tém suas estruturas moleculares conhecidas e, portanto, suas
caracteristicas quimicas e fisicas sao também previstas. Quando o ativo é um
extrato de planta, mesmo o/s marcador/es sendo também conhecido/s, hd
ainda uma grande parcela de componentes presentes que nio consegue ser
determinada por meio do procedimento de controle destinado ao ativo por
apresentar natureza quimica diferente.

O perfil cromatogrifico (ou fingerprint) é previsto na Resolugio da
Diretoria Colegiada (RDC) n. 26/2014, e é considerado obrigatério apre-
sentd-lo a autoridade sanitdria para fins de registro, notificagio ou renovagio
do registro do fitomedicamento. Sua obtengao, sob condi¢oes que permitam a
aquisi¢ao do melhor cromatograma possivel, torna mais fdcil a avaliagao da
composi¢io da matéria-prima ou do produto acabado lote a lote, auxiliando
na inspe¢do nao s6 dos possiveis ativos como também de eventuais substancias
indesejadas. Com isso, pode-se avaliar também a repetibilidade e a reproduti-
bilidade das condi¢oes de obtencio do insumo ativo (Brasil, 2014).

O formato (largura, altura e inclinagao) dos sinais cromatograficos é um
forte indicativo da qualidade da amostra. Da mesma forma, a presenca ou



410 | Saberes, Ciéncias e Plantas Medicinais

auséncia de determinados sinais pode, também, apontar para a conformidade
ou nio conformidade dessa mesma amostra.

As Determinacdes Legais

Os protocolos de andlise, conforme mencionado anteriormente, podem
ser encontrados nas monografias disponiveis nas farmacopeias. A legislacio
brasileira atual prevé quais delas podem encontrar amparo legal para seu uso
(resolugio n. 37, de 6 de junho de 2009), sempre em suas versdes mais atua-
lizadas: sio as farmacopeias alemi, norte-americana, argentina, britinica,
europeia, francesa, internacional (publicada pela Organizagio Mundial da
Satide — OMS), japonesa, mexicana e portuguesa (Brasil, 2009). No entanto,
hd que se considerar que tais farmacopeias contemplam as plantas nativas
dos paises que as publicam e que, por isso, nio dispéem de monografias de
plantas nativas do Brasil. Apenas aquelas que foram introduzidas no pais é que
podem, eventualmente, ser encontradas em alguma farmacopeia estrangeira.
Contudo, a regulamentagio brasileira admite que os métodos gerais possam
ser utilizados legalmente no pais. Além dos métodos de andlise, seja para a
matéria-prima vegetal (a grande maioria), seja para o medicamento acabado,
esses compéndios apresentam ainda uma série de outras determinagdes que
devem ser observadas em funcio da previsao legal do seu pais de origem.

No caso da Farmacopeia Brasileira, sua sexta edi¢ao relaciona as andlises que
devem ser realizadas para as matérias-primas vegetais, sem mencionar produtos
acabados. Antes, porém, as monografias trazem informagoes sobre as drogas
vegetais, como seu nome ¢ sua sinonimia cientifica e popular, sua constitui¢io
(normalmente, a parte da planta e seu contetido percentual de marcador, que
expressard o teor que o método de controle deverd ser capaz de determinar),
caracteristicas organolépticas (cor e sabor, por exemplo) e descricio macro e
microscépica (cuja andlise serd tao dificultada quanto maior for o grau de divisao
do insumo) — incluindo as tdbuas para identificacio comparada.

Em sequéncia, apresentam-se os métodos utilizdveis para a identificagio
da matéria-prima, geralmente baseados em cromatografia em camada delgada
ou em reagbes quimicas especificas para determinado/s componente/s da
planta. Os ensaios de pureza trazem os percentuais méximos permitidos para
material estranho, dgua, cinzas (totais, insolaveis e/ou sulfatadas) e alguns
indices (como acidez ou saponificacio), entre outros. Tais percentuais variam
de acordo com a planta. Por fim, surgem os métodos para o doseamento dos
marcadores quimicos de qualidade; geralmente, estes sao também responséveis
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pela atividade farmacolégica preconizada para aquela planta, porém nao obriga-
toriamente. O resultado para determinacio dos marcadores quimicos serd para
dado componente especifico ou para uma classe de substincias especificas. Para
os Gleos voldteis, sio indicados os pardmetros para andlise por cromatografia
com fase gasosa; para os componentes fixos, as determinagdes sio feitas por
volumetria, espectrofotometria na regido do UV ou do visivel ou cromatografia
liquida de alta eficiéncia. Por fim, orienta-se a forma de acondicionamento do
insumo, que deve ser feita em frascos bem vedados, com auséncia de umidade
e a0 abrigo da luz. Porém, nem sempre foi assim. O Brasil ji contou com cinco
versoes anteriores da farmacopeia atualmente em vigor.

A evolucdo da Farmacopeia Brasileira

Em sua primeira versio, editada em 1926 e escrita pelo farmacéutico
Rodolpho Albino Dias da Silva, podem ser encontradas monografias para
280 géneros botinicos, nativos ou introduzidos. Era um compéndio que se
propunha a demonstrar o uso e as formas de preparo das drogas vegetais.
O mais préximo que chega de protocolos para o controle da qualidade sao os
métodos de caracterizacao (Brasil, 1929).

Trinta anos depois, em 1959, ¢é publicada sua segunda edigao. Nessa,
percebe-se um declinio da relevancia das plantas medicinais pelo nimero
de monografias dedicadas a elas: apenas 71 géneros botanicos. Isso reflete o
momento histérico do pés-guerra e o desenvolvimento dos medicamentos
sintéticos. Porém, os métodos de doseamento de ativos (ou o que se entendia
como ativos a época) surgem pela primeira vez, com descri¢oes para andlises
gravimétricas e volumétricas, procedimentos para extragao e cdlculo de rendi-
mento e estabelecimento de indices farmacognésticos de qualidade para essén-
cias, quantiﬁcagéo por fluorescéncia e colorimetria, ensaios-limite e até mesmo
avaliagao bioldgica. Além disso, ainda trazia a receita de como preparar deter-
minadas formas farmacéuticas liquidas (Brasil, 1959).

Quase vinte anos depois, em 1976, é publicada a terceira edi¢io da
Farmacopeia Brasileira. Dessa vez, estao presentes métodos de identificacio e
doseamento para apenas 26 plantas (Brasil, 1977).

A sua quarta edicdo ¢ apresentada em partes, publicadas entre 1996 e
2005. Nessa versio observa-se um aumento no nimero de monografias dedi-
cadas as plantas medicinais e uma maior riqueza nos ensaios de maneira geral.
Além dos métodos de identificacio e doseamento, encontram-se também os
procedimentos para a realizagio da amostragem, para a determinagio dos
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teores de umidade, cinzas e matéria estranha, além de outros indices farma-
cognosticos. Aqui ja podem ser observados os métodos baseados em cromato-
grafia instrumental (gasosa e liquida) (Brasil, 1988, 1996-2005).

Em 2010 ¢ publicada a quinta edi¢do, na qual encontram-se pouco mais
de sessenta monografias de plantas ou produtos derivados, que contemplam
nome (popular e cientifico), caracteristicas, descrigio macro e microscopica
(incluindo pranchas), métodos para identificagio, ensaios de pureza, forma
de doseamento e embalagem e acondicionamento. Os métodos, atualizados,
ainda se baseiam em reagoes quimicas e/ou cromatografia para a identificagao
da droga e métodos volumétricos, espectrofotométricos ou cromatograficos
instrumentais para o doseamento (Brasil, 2010).

A sexta edi¢io chega em 2019, e, nela, constam 83 monografias de plantas
medicinais — um aumento de cerca de 30% sobre a quantidade disponivel na
edi¢ao anterior. Além dessas, a publicacio ainda disponibiliza 22 monogra-
fias sobre tinturas, 19 sobre extratos fluidos e 25 sobre éleos. Nelas, o leitor
encontra a forma de preparo, as caracteristicas dos liquidos, testes de verifi-
cacio de autenticidade e como deve ser feito o doseamento de seus marcadores.
Para todos os produtos, sio indicados as condigoes e os resultados esperados
para a cromatografia em camada delgada. Para os 6leos, adicionalmente, sao
mostrados os cromatogramas obtidos em fase gasosa e as condicoes de andlise.

A evolucdo da regulamentacdo

A legislacio sanitdria especifica para produtos a base de plantas teve seu
inicio com a portaria n. 22 do Servico Nacional de Fiscalizacio da Medicina
e da Farmdcia, em 1967. Nela, consta a definicdo de produto fitoterdpico e
a obrigatoriedade de concessio de licenga para produgio e venda. Para que
houvesse a licenca, era obrigatéria a apresentacio de relatério em que cons-
tassem, além das informagoes detalhadas sobre o produto, a caracterizagio
botanica e farmacogndstica das drogas e os parAmetros para o controle da
qualidade do produto através de suas caracteristicas fisico-quimicas, ensaios
de doseamento e atividade. Na hipétese de essas informagoes constarem na
Farmacopeia Brasileira, bastava que fosse apresentada sua monografia corres-
pondente (Brasil, 1967).

A partir de 1995, observa-se certa regularidade na edi¢io de regulamenta-
¢oes para o registro de produtos derivados de plantas, e, em todas elas, existe
um espaco dedicado ao controle de sua qualidade (Brasil, 1995). Naquele ano
foi publicada a portaria n. 6, que introduz conceitos e determina requisitos
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tecnolégicos e terapéuticos. Obriga o produtor a garantir a qualidade do
produto por meio de ferramentas de controle de produgio e, nesse sentido, é a
primeira a introduzir dois conceitos relevantes para o controle da qualidade, que
serdo discutidos no préximo item deste capitulo: marcador e principio ativo.
Como ferramentas de controle, essa portaria estabelece a caracterizagio farma-
cognostica, os testes farmacopeicos para matérias-primas vegetais, a andlise dos
principios ativos (quando possivel) e uma andlise fitoquimica qualitativa dos
constituintes da espécie. Nos requisitos para o produto, exige a apresentagao
de metodologia de controle fisico-quimico ou farmacolégico (quando fosse o
caso), além de ensaios de estabilidade com a determinagio do prazo de vali-
dade. Dessa forma, estabelece-se algum grau de rastreabilidade desde a planta
fresca até o produto final, com o objetivo de garantir a qualidade do produto
acabado (Brasil, 1995). Outro ponto relevante ¢ a inclusdo, pela primeira vez, da
exigéncia de validagao das metodologias de controle da qualidade.

Apés o surgimento da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa),
as RDCs passam a normatizar o tema. A primeira delas foi a RDC n. 17, em
2000 (Brasil, 2000). Nela, foram mantidos os requisitos tecnoldgicos refe-
rentes ao controle da portaria n. 6, porém com algumas modificagoes. Para a
planta fresca, a identificagio farmacogndstica é possivel quando houver especi-
ficacoes para tanto; quando se tratar de planta nativa, deve-se apresentar certi-
ficado de origem e documentagio comprovando a origem do material. Com a
supressio da defini¢ao de “preparado fitoterdpico intermedidrio”, passaram a
vigorar os derivados de droga vegetal, conceito sem definigao até entio; neste
caso, a diferenga em relagao a portaria n. 6, no que diz respeito ao preparado
fitoterdpico intermedidrio, era a exigéncia de apresentagao de um relatério do
controle da qualidade. Para os medicamentos, as mudancas constituiram na
reunido de vérios requisitos de producio e controle agrupados em um tnico
item e, agora, mais bem organizados na forma de um relatério.

Quatro anos depois, a RDC n. 48, entra em vigor. Segundo esta norma, o
registro do produto fitoterdpico deve, entre os diversos outros aspectos, trazer
o relatério de controle da qualidade com descrigio e validagao das metodolo-
gias utilizadas. Para a droga vegetal, as mudangas sao a requisi¢ao de metodo-
logias validadas, a retirada de testes de autenticidade e pureza e a exigéncia de
comprovagio da origem quando a planta fosse nativa.

Em 2010, surge a RDC n. 10. Nessa norma, a autoridade sanitdria
determina que os fabricantes devem apresentar metodologias, especifica-
coes e resultados de determinados testes de identidade e qualidade da droga
vegetal, quando de sua notificagdo, entre eles: descricao da droga vegetal em
farmacopeias reconhecidas pela Anvisa, ou, em sua auséncia, em publicagio
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técnico-cientifica indexada ou laudo de identificacao emitido por profissional
habilitado; prospec¢io fitoquimica, cromatografia em camada delgada ou
outro método cromatografico, acompanhada da respectiva imagem em arquivo
eletronico reconhecido pela Anvisa, com comparagio que possa garantir a
identidade da droga vegetal; caracteristicas organolépticas; granulometria da
droga; teor de cinzas totais; teor de umidade/perda por dessecagao; conta-
minantes macroscopicos; e teste-limite para metais pesados (Brasil, 2010).
Para isso, o fabricante deveria utilizar metodologia disposta na Farmacopeia
Brasileira ou, em sua auséncia, em outras farmacopeias reconhecidas pela
Anvisa ou, nos guias referentes ao controle de qualidade de espécies vegetais
publicados pela OMS, ou ainda métodos préprios validados.

A RDC n. 10 foi revogada, em 2014, pela RDC n. 26 (Brasil, 2014). Essa
norma, em vigor até o momento da publicagao deste livro, mostra-se a mais
abrangente em termos de defini¢oes, juntamente com seu guia, a instrugio
normativa n. 4, publicada no mesmo ano (Brasil, 2014). Ela, assim como
as demais que a antecederam, também prevé a exigéncia de apresentagio do
relatério técnico por parte do fabricante, no que se refere especificamente
ao controle da qualidade para a droga vegetal, derivado vegetal e produto
acabado. Naturalmente, as exigéncias desses relatérios variam caso a caso, pois
hd determinadas andlises aplicdveis e nio aplicdveis a cada insumo.

Para a droga vegetal e seus produtos derivados, por exemplo, na resolugao
vigente se estabelece a necessidade de laudo de controle da qualidade de um
lote do fitoterdpico para cada um dos fornecedores qualificados, sendo aceitos,
no méximo, trés fornecedores de Ifav por forma farmacéutica a ser registrada;
laudo de andlise de todas as matérias-primas utilizadas e do produto acabado,
contendo o método utilizado, especificagao e resultados obtidos; referéncias
farmacopeicas consultadas e reconhecidas pela Anvisa para o controle dos
Ifav e produto acabado; controle dos excipientes utilizados na produgao do
medicamento fitoterdpico ou do produto tradicional fitoterdpico por método
estabelecido em farmacopeia reconhecida. Na hipétese de o método nio
ser estabelecido em farmacopeia reconhecida pela Anvisa, deve-se descrever
detalhadamente os procedimentos usados no controle. Caso nio haja método
oficial, deve ser apresentada descricio detalhada de todas as metodologias
utilizadas no controle da qualidade e ser enviada cépia de toda a documen-
tagao técnico-cientifica utilizada para embasar os métodos analiticos aplicados
que devem ser validados de acordo com a RDC n. 166/2017 (Brasil, 2017a).

Para o derivado vegetal, entre outras determinagdes, por exemplo, a norma
exige que sejam realizados testes de pureza e integridade, incluindo: determi-
na¢io de metais pesados; determinagio de residuos de agrotéxicos e afins; e
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determinacgdo de residuos de solventes (para extratos que nao sejam obtidos
com etanol e/ou dgua).

Para o produto acabado, na RDC n. 26 (Brasil, 2014) se estabelece que
seja obtido o perfil cromatogrifico, acompanhado da respectiva imagem
em arquivo eletronico reconhecido pela Anvisa, com comparagio que possa
garantir a identidade das matérias-primas, além da andlise quantitativa dos
marcadores especificos de cada espécie ou controle biolégico. A opgao por
marcadores ativos ou analiticos deve ser tecnicamente justificada.

No caso de associagoes de espécies vegetais em que a determinagio quan-
titativa de um marcador por espécie nao é possivel, poderio ser apresentados
os perfis cromatogréficos que contemplem, ao menos, um marcador especifico
para cada espécie na associagao. Para associagoes de espécies vegetais em que a
identificagao de marcadores nio seja possivel para algum dos ingredientes do
produto acabado, devem ser apresentados:

* ajustificativa da impossibilidade técnica de identificacio na associagio
de um marcador especifico de determinada espécie;

* a documentagio comprobatéria de que os métodos analiticos normal-
mente aplicados em diferentes comprimentos de onda para a identifi-
cagao na associagdo foram investigados;

* aidentificacdo dos marcadores nas espécies vegetais, durante o controle
em processo, quando a identificacio ainda for possivel;

* a identificagio realizada imediatamente antes da introdugio do Ifav no
produto acabado;

* os estudos de desenvolvimento do produto e dos lotes-piloto, incluindo
os perfis analiticos identificados durante a adigao gradual dos Ifav.

Essas e outras exigéncias s3o, pela primeira vez numa tinica norma, aplici-
veis também aos produtos importados.

A evolugdo do conceito de marcador

Idealmente, os ativos de uma planta medicinal deveriam ser totalmente
conhecidos e servirem de parAmetro para a aferi¢io de sua qualidade. Da mesma
forma, deveriam também ser comercialmente disponiveis na forma de substancia
quimica de referéncia, com teor e estabilidade garantidas. Porém, tal situagao ¢
inatingivel devido 4 complexidade quimica de uma planta e a possibilidade de
substancias com estruturas diferentes poderem exercer sua agio bioldgica em
sistemas e tecidos também diferentes.
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Nesse sentido, foi introduzido o conceito de marcador quimico, que pode
ser uma molécula definida ou um conjunto de moléculas que pode/m ou nao
estar relacionada/s & acdo farmacoldgica produzida por uma planta medicinal.
Essas substincias sao caracteristicas do vegetal em questao e sua determinagao
analitica permite que, com grau elevado de confiabilidade, estabelecam-se
padroes minimos que garantam que uma determinada amostra estd apta a ser
consumida para o propdsito a que se destina. Sao comercialmente disponiveis
e apresentam propriedades fisico-quimicas bem definidas na literatura especi-
fica, fazendo com que sua rastreabilidade possa ser obtida.

A Anvisa, desde sua cria¢io, vem editando normas especificas para plantas
medicinais e seus produtos derivados e, também, atualizando o conceito
de marcador. A primeira mengao ao termo apareceu na RDC n. 17, que o
define como um componente presente no insumo vegetal, preferencialmente
o préprio principio ativo, utilizado como referéncia no controle de qualidade
da matéria-prima vegetal e dos medicamentos fitoterdpicos.

Na RDC n. 48, esse conceito tornou-se mais amplo e passou a considerar
a possibilidade de haver mais de um marcador por planta. Em seu texto, se
estabelece que seria um componente, ou classe de compostos quimicos (alca-
loides, flavonoides, 4dcidos graxos etc.), presente na matéria-prima vegetal,
idealmente o préprio principio ativo, e preferencialmente que tenha corre-
lagio com o efeito terapéutico. Em 2010, na RDC n. 14, manteve-se essa
fundamentagio, apenas ampliando sua aplicagio como referéncia ao controle
da matéria-prima e do medicamento fitoterdpico.

Na RDC n. 26/2014, atualmente em vigor, explica-se sua aplicagao
pela instru¢do normativa n. 4/2014. Nela, o conceito de marcador ¢ apli-
cével também para a determinacdo do prazo de validade, cujo contetido pode
admitir varia¢do de, no mdximo, 10% do valor obtido quando da anilise para
liberagao do lote. Seu conceito nao foi alterado em sua esséncia e permanece
como descrito na RDC n. 17; nessa instrucao normativa, no entanto, especi-
fica-se o que deve ser entendido como marcador ativo e como marcador anali-
tico, quando correlacionados ao efeito terapéutico. Para o caso do marcador
ativo, nio hd correlagio entre sua presenca e teor aos efeitos farmacolégicos
observados para a planta em questio. Quando o marcador é considerado
ativo, admitem-se até 15% a mais em seu teor; para o caso do analitico, essa
variagio é de, no méximo, 20%.

Estabelece-se, na instru¢ao normativa n. 4/2014, que os marcadores
devem conectar as etapas do processo produtivo e do controle da qualidade.
Além disso, que seu teor deve manter-se estdvel tanto na matéria-prima quanto
no produto final. Tal aspecto ¢ especialmente relevante nos casos em que hd
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o marcador ativo, uma vez que a variagao de seu teor implica diretamente a
alteracdo no perfil de atividade biolégica do produto.

O caso do marcador analitico encontra, nessa instru¢io normativa, uma
referéncia indiretad RDC n. 166/2017. O marcador selecionado deve permitir
calcular a quantidade de Ifav no produto acabado. Para tal, os parimetros de
validacio de métodos analiticos devem ser atendidos (linearidade, faixa de
trabalho, precisdo, exatiddo, limites de detec¢io e quantificacio e robustez).
No Quadro 1, reproduzido da instrugao normativa n. 4/2014, comparam-se
os marcadores ativo e analitico e indicam-se suas variagoes permitidas, com
exemplos. Nessa mesma instrugdo normativa, determina-se a publicagdo
do Guia de Orientagio para Registro de Medicamento Fitoterdpico e Registro e
Notificagio de Produto Tradicional Fitoterdpico.

Quadro 1 — Classificagdo de marcadores e sua variacdo permitida no produto acabado

~ Variagao
. Correlagdo .
Tipo de . permitida
com efeito Exemplos — marcador (extratos)
marcador . do
terapéutico
marcador

Senosideos (Senna alexandrina);
silimarina (Silybum marianum);
kavalactonas (Piper methysticum);
Ativo Sim escina (Aesculus hippocastanum); 15%
hipericinas (Hypericum perforatum);
flavonoides (Crataegus oxyacantha e
Ginkgo biloba)

Acidos valerénicos (Valeriana
officinalis); echinacosideos (Echinacea
purpurea); derivados do acido
cafeoilquinico (Cynara scolymus)

Analitico Nao 20%

Fonte: Brasil, 2014.

Demais Determinacdes Previstas pela Regulamentacao:
testes de pureza e integridade

Além da inspegio visual, rotulagem, avaliagio de volumes e massas e
a determinagio dos ativos e/ou marcadores, na regulamentagio também
se determina que mais andlises sejam realizadas, uma vez que os riscos ao
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consumo ou a baixa eficiéncia terapéutica nio sio, necessariamente, relacio-
nados apenas aos fatores jd mencionados.

As matérias estranhas & droga vegetal, j4 abordadas anteriormente neste
capitulo, constituem uma das avaliagbes mais primdrias, porém requerem
prética e treinamento por parte do analista. Cores, morfologia e consisténcia
de elementos presentes nas amostras botanicas e, por vezes, carreados ao
produto final por sua nio eliminagdo ao longo do processo produtivo, podem
causar confusio durante uma inspe¢io pouco atenta. O excesso de matérias
estranhas pode fazer com que a dose final, obtida apés o preparo no labora-
tério fabricante ou mesmo pelo consumidor, em sua casa, seja menor do que
a prevista como suficiente para mostrar-se eficaz em um determinado trata-
mento. Igualmente arriscada ¢ a presenca de contaminantes biolégicos nessas
matérias estranhas, como fungos e bactérias.

O teor de umidade em quantidades acima do permitido pode levar a alte-
ragoes quimicas em determinadas substincias na amostra por meio do fend-
meno da hidrdlise, geralmente facilitada quando a temperatura ambiente estd
elevada. Da mesma forma, também favorece a proliferagio de micro-orga-
nismos, que levam a uma aceleragao da degradagao do produto.

Na rotina laboratorial de andlise fisico-quimica de produtos como os
fitoderivados, em sequéncia a avaliagio da umidade vem a determinagao das
cinzas. Nessa etapa ¢é avaliada a presenca do material inorganico que nao foi
destruido apéds a incineracio da matéria orginica. Nesse residuo ficam sais,
compostos de cdtions e Anions que podem ser provenientes da sua bioquimica
e do ambiente natural onde a planta foi cultivada ou das matérias estranhas
ja discutidas. Quando se trata dos sais mais comuns, sua determinagio pode
ser realizada por meio de técnicas convencionais, como a espectrofotometria
de absor¢do atdmica e a volumetria. Testes qualitativos podem ser realizados
mediante a reagdo com reagentes especificos, quando necessdrio. Parte dessas
cinzas, no entanto, poderd ser insolivel quando submetida a dilui¢io por
dcido mineral, geralmente usado previamente a identificacio e quantificagio
dos componentes. Durante o processamento, mds priticas de produgio e
conservagdo do maquindrio industrial podem fazer com que haja a presenca
de vidro ou metal na amostra. Pedagos de pedras também podem ser encon-
trados em amostras vegetais, além de contaminantes do solo de onde a planta
tenha sido coletada.

Dentro da amostra para a determinagido de componentes inorginicos,
especial atengao é dada aos metais pesados. Sua origem na planta é, geral-
mente, decorrente de fertilizantes e pesticidas. Além disso, a contaminagio
ambiental também pode mostrar-se relevante, principalmente se o cultivo for
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em dreas préximas a rodovias ou industrias geradoras de efluentes que venham
a contaminar lencdis fredticos.

Outra preocupagio demonstrada na regulamentagio ¢ a determinagio
de residuos de pesticidas. Sua presenga advém de pulverizagao, fumigagio e
do tratamento do solo e podem acumular-se nos tecidos vegetais, ocorrendo
entdo juntamente com as demais substincias naturais da planta. Tais agroté-
xicos sdo proibidos em lavouras de plantas destinadas a serem matrizes para a
produgao de fitoterdpicos.

Por fim, a presenga de radioatividade deve também ser pesquisada. Plantas
expostas a2 um ambiente nao controlado sao, inevitavelmente, submetidas a
radiagio ionizante proveniente de radionuclideos de ocorréncia natural.
Porém, o que a regulamentagdo especifica considera ¢ o risco de uma efetiva
contaminagio radioativa nas proximidades do local de cultivo.

Controle Microbioldgico da Qualidade

A preocupagio com a qualidade microbioldgica de plantas medicinais nio
pode ser dissociada da mesma inquietagao relacionada aos produtos farmacéu-
ticos em geral. Esse tema vem sendo desenvolvido com o passar dos anos e
abrange aspectos inerentes as matérias-primas, ao consumidor e ao fabricante.
As legislagoes pertinentes, em constante reformulagio, norteiam o que deve
ser considerado adequado ou aceitdvel, de acordo com o tipo de produto a ser
analisado.

Inicialmente exercido somente sob a forma de fiscalizagao sobre o
produto final, o controle da qualidade tinha conotagio negativa devido a
elevada perda de mercadorias, que levava a ocultar falhas em vez de resolvé-las.
Com o advento da amostragem estatistica e das boas praticas de fabricacao, foi
introduzido o conceito de confiabilidade nos produtos, evidenciando que sua
qualidade nio ¢ atestada apenas com base na inspecdo final do produto, mas
em todo o processo de produgio.

Ferramentas surgidas no Oriente e incorporadas posteriormente ao
processo auxiliaram na qualidade total, influenciando diretamente no controle
microbiano de produtos. Dois exemplos dessas ferramentas sio o diagrama de
Ishikawa (causa-efeito) para o controle e a solugio de problemas e o conceito
dos 5S, que engloba nio s6 organizagio e disciplina, mas também limpeza e
asseio, itens importantes na minimizagio da contaminagio microbiana.

Surge, entdo, a ideia da garantia da qualidade, que incorpora os conceitos
de gerenciamento ao controle da qualidade e estabelece a confiabilidade do
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produto final. Com base nesses preceitos, surgem regras internacionais ligadas
ao tema, apoiadas pela normatizacio técnica da organizagio internacional
de padronizagio, mais conhecida como ISO (International Organization for
Standardization), particularmente as séries ISO 9.000 e 9.001. Essas normas,
que jd sofreram virias reformulagoes, estabelecem requisitos que ajudam na
melhoria dos processos internos, na maior capacitacio dos colaboradores,
no monitoramento do ambiente de trabalho e na verificacio da satisfacio
dos clientes, colaboradores e fornecedores, em um processo sucessivo de
melhoramento do sistema de gestdo e do controle da qualidade.

Com base na necessidade de um modelo que concilie as normas nos dife-
rentes mercados internacionais, a agéncia regulatéria norte-americana, a Food
and Drug Administration (FDA), compatibilizou seu sistema de boas préticas
(GMP) com a ISO série 9.000. No Brasil, o modelo ISO, por sua abrangéncia
e objetividade, atualmente ¢ utilizado também em outros setores (NBR ISO
9.000 ¢ BR ISO 9.001). Dependendo do segmento, as legislagoes no Brasil
sao também amparadas pelo Instituto Nacional de Metrologia, Qualidade e
Tecnologia (Inmetro) e pela Anvisa.

A qualidade microbiolégica constitui um dos atributos primordiais para
o desempenho adequado de produtos farmacéuticos, principalmente em
relacio a seguranga, eficicia e aceitabilidade. Falhas nas medidas preventivas
e de controle no processo de fabricagio podem resultar em produtos inade-
quados. A Anvisa exige que as empresas produtoras implantem as normas de
boas préticas de fabricagao, conforme as normas técnicas oficialmente esta-
belecidas. Entre as exigéncias, estd a necessidade da realizacao de ensaios de
controle de qualidade em todas as fases do processo de manufatura. Essas
normas sio dinidmicas e devem ser atualizadas para acompanhar a evolugao
tecnoldgica dos processos, novos equipamentos e gerenciamento da qualidade
(Pinto et al., 2015).

Atualmente, as normas recomendadas para fabricacio e inspecio da quali-
dade de medicamentos sao coincidentes as normas adotadas pelo Mercosul
(Asociaciéon Mercosur de Normalizacién — AMN). Contudo, outros grupos
de produtos ainda estdo em diferentes estdgios de compatibilizagao.

Entretanto, como o controle de qualidade microbiolégico referente as
plantas medicinais ainda nio estd totalmente regulamentado, muitas das
preparages que as utilizam ainda necessitam de estudos cientificos mais deta-
lhados, incluindo padronizagio quimica, testes bioldgicos in vitro, in vivo e
avaliacio clinica.

No Brasil, apesar da grande utilizagao de derivados de plantas, os produtos
comercializados e consumidos até o fim do século passado ainda nio estavam
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sujeitos a nenhum tipo de controle. Em 1995, o Ministério da Sadde instituiu
a portaria n. 6/MS/SNVS, que regulamentava o registro de produtos fitoters-
picos para fins comerciais; posteriormente, em 2000, foi criada a RDC n. 17,
substituida em 2004 pela RDC n. 48, que reafirmou, definitivamente, que
fitoterdpicos sao medicamentos e, assim, resgatou a necessidade de estudos de
seguranga, eficicia e qualidade, prévios aos seus registros.

Contaminac¢do microbioldgica

A contaminagio microbiana de um produto nao estéril (como as plantas
medicinais) pode conduzir ndo somente a sua deterioragio, com as mudangas
fisicas e quimicas associadas, mas também ao risco de infec¢io e toxi-infecgao
para o usudrio. As matérias-primas de origem natural tém maior suscetibi-
lidade & contaminagio microbiana, muitas vezes patogénica, sobretudo por
bactérias dos géneros Bacillus, Micrococcus e Staphylococcus, ou por fungos,
principalmente Aspergillus e Penicillium.

Os fatores como poluigio da dgua de irrigacdo, atmosfera, solo, condi-
¢oes da coleta, manipulagio, secagem e estocagem sdo importantes e devem
ser considerados. Algumas matérias-primas, devido as suas caracteristicas,
podem-se manter livres de contaminagio, mas outras podem-se tornar subs-
trato adequado ao crescimento microbiano, podendo ser utilizadas como
fontes de nutrientes. As preparacoes de plantas medicinais, comumente,
sio provenientes de vegetais coletados, secos e embalados, muitas vezes em
condi¢des precdrias de higiene e controle sanitdrio. Os produtos destinados
as farmdcias de manipulacio, por serem distribuidos em pequena escala,
ainda sdo fracionados, o que pode aumentar muito mais a carga microbiana.
Além disso, o acondicionamento de produtos e sua estocagem também pode
oferecer riscos.

A interac¢io dos micro-organismos com a formulagiao também ¢é funda-
mental para sua sobrevivéncia, portanto deve-se considerar o sistema conser-
vante, o pH, a disponibilidade de nutrientes, a pressdo osmdtica, a presenca
de oxigénio, a atividade de dgua e tudo o mais que possa levar a deterioragao
ou nao do produto.

Além disso, ¢é importante nio negligenciar as infeccoes microbianas que
podem ocorrer por contaminagio em produtos sem alteragbes sensoriais
aparentes, principalmente considerando o tipo e a quantidade de agente
microbiano, as vias de administracio e a condi¢io imunolégica do individuo.
Portanto, os limites microbianos devem ser ajustados as diferentes categorias
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de produtos conforme o tipo de contaminagao mais provével de ocorrer, tanto
durante a fabricacio como durante a administracio, e o consumidor final (mais
notadamente neonatos, criancas, idosos, debilitados, usudrios de imunossu-
pressores ou de corticosteroides, entre outros fatores). Ao avaliar os resultados
dos testes microbioldgicos, o nimero e os tipos de micro-organismos presentes
devem ser analisados no contexto do uso do produto proposto.

Legislacdo

A Anvisa, em 2015, com base no consolidado de normas da Coordenacao
de Medicamentos Fitoterdpicos e Dinamizados (Cofid, versio V), definiu
que o controle de fitoterdpicos deve abranger as avaliagoes da matéria-prima
vegetal, tanto a droga como derivado, e do produto final (Brasil, 2015). Na
RDC n. 26/2014, definiu-se que a producio de fitoterdpicos deve seguir as
boas préticas de fabrica¢do e controle, regulamentadas pela RDC n. 17/2010
ou pela RDC n. 13/2013 para os produtos tradicionais fitoterdpicos (PTEF),
conforme explicado na instru¢io normativa n. 04/2014.

Atualmente, todos os testes de controle microbiolégico devem seguir a
orientagio da sexta edicdo atualizada da Farmacopeia Brasileira (Brasil, 2023).
Os produtos de origem vegetal devem ser testados rotineiramente, nao sé pela
avaliagio microbiol6gica da matéria-prima, do processo de fabricagio e da
formulagao do produto, mas também, quando necessdrio, pela determinagio
da atividade de dgua (Aw).

A determinagio de d4gua em drogas vegetais pode ser realizada por meio de
trés diferentes métodos: o gravimétrico (dessecagio), o azeotrépico (destilagio
com tolueno) e o de Karl Fischer. O primeiro, tecnicamente mais rdpido e
simples, nao se aplica a drogas com substancias voldteis. O método azeotré-
pico é o preconizado para drogas vegetais contendo dleos voldteis. O método
de Karl Fischer, por sua vez, ¢ baseado na oxidagio do diéxido de enxofre
pelo iodo em uma solu¢io de metanol e envolve técnicas mais complexas que
necessitam de equipamentos especiais para sua execu¢do (Brasil, 2023).

O controle microbioldgico

Como jd explicado, na avaliagio microbioldgica de quaisquer formas
farmacéuticas nao estéreis, ¢ importante avaliar a Aw, a presenga de micro-
organismos totais e dos patégenos.

Resultados de Aw igual ou inferior a 0,75 medidos a 25 °C, pH altos
ou baixos, auséncia de nutrientes e a adicio de conservantes auxiliam na
prevengdo da contaminagao microbiana.
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Para a contagem total de micro-organismos em materiais vegetais, o
método mais aceito mundialmente ¢ o recomendado pela OMS, baseado na
técnica de semeadura em profundidade (pour plate) ou, alternativamente, de
espalhamento em superficie.

Outra metodologia preconizada pela OMS ¢ a filtragao da amostra previa-
mente diluida, em membrana de filtro de 0,45 mm de didmetro (filtros de
nitrato de celulose sao usados para solugbes aquosas, oleosas e fracamente
alcodlicas, enquanto os de acetato de celulose sao melhores para solugoes
fortemente alcodlicas). Apés filtragem, a membrana é colocada em meio
de cultura apropriado e, apés a incubacio, é determinado o niimero total de
micro-organismos (WHO, 2011).

Na sexta edigao da farmacopeia atualizada (Brasil, 2023), a filtragio em
membrana é preconizada como técnica mais adequada, todavia sugere ainda
o antigo método dos tubos mdltiplos utilizando a avaliagio do nimero mais
provével (NMP), para as determinagdes bacterianas que nio possam ser reali-
zadas por um dos outros métodos e quando se espera que o produto apresente
baixa densidade bacteriana.

Para todos os ensaios de contaminagio microbiana, é necessdrio utilizar
técnicas assépticas na amostragem e na execugdo dos testes. A andlise deverd
ser realizada, preferencialmente, em cabine de seguranga bioldgica de classe
II. Se a amostra tiver atividade antimicrobiana, ela deve ser removida ou
inativada. Meios de cultura e solugées indicadas para tais ensaios estio
descritas na sexta edi¢do da Farmacopeia Brasileira; todavia, a prépria publi-
cagio oficial permite a utilizagao de outros meios que tenham propriedades
nutritivas e seletivas similares para as espécies microbianas pesquisadas.
Métodos microbioldgicos alternativos, inclusive os automatizados, também
podem ser empregados desde que sua correspondéncia com o procedimento
farmacopeico tenha sido validada.

A andlise primdria do controle de qualidade microbiano de fitoterdpicos
e plantas medicinais referida no segmento de ensaios microbioldégicos para os
produtos nao estéreis da Farmacopeia Brasileira deve determinar o nimero
total de bactérias meséfilas e fungos existentes por grama ou mililitro e deve
definir se o produto satisfaz as exigéncias.

Além da edi¢dao mais recente da Farmacopeia, outras publicagoes asso-
ciadas a ela ainda estdo disponiveis para consulta, entre elas a segunda edicio
do Formuldrio Homeopdtico da Farmacopeia Brasileira a ser utilizado nas

farmdcias de manipulacio, com 107 monografias associadas a plantas medi-
cinais (Brasil, 2019).
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Entre os micro-organismos preconizados para andlise, deve-se considerar
que, apesar de a familia Enterobacteriaceae ser encontrada na natureza, ela tem
valor indicativo de contaminagao fecal, sugerindo condiges de higiene inade-
quadas; portanto, uma alta contagem dessas bactérias ¢ sempre indesejdvel em
qualquer produto. Por sua vez, quando se pensa em bactérias Gram-positivas
indicadas para andlise, o Staphylococcus aureus, apesar de nao ser contaminante
comum de material vegetal e ser relativamente raro ser encontrado, pode
fornecer quantidades importantes de enterotoxinas que, a depender da via de
administragdo e das condi¢ées do usudrio, pode ser prejudicial.

Além disso, o resultado de contagem de bactérias e fungos dentro dos
limites aceitdveis ndo exclui a necessidade da pesquisa de potenciais paté-
genos. A presenca de bactérias esporulantes deve ser fortemente considerada,
jd que alguns desses micro-organismos (por exemplo, Bacillus e Clostridium
spp.) produzem esporos que sdo resistentes a0 processamento severo e a
condigoes de calor e seca elevadas, podendo sobreviver por um longo tempo
no produto em um estado inativo. Embora os endosporos bacterianos e os
esporos fingicos possam ser considerados contaminantes comuns associados
a plantas medicinais, nao se pode descartd-los como potencialmente patogé-
nicos, a depender da forma de utilizagio do produto contaminado.

Os fungos Aspergillus e Penicillium, por exemplo, sio muito importantes
do ponto de vista micotoxicoldgico. A deterioragao causada por fungos afeta
a composi¢ao quimica das matérias-primas, diminuindo a sua poténcia medi-
cinal. Sob condigées favordveis, alguns fungos podem sintetizar metabdlitos
toxicos chamados de micotoxinas. Entre elas, a aflatoxina, sintetizada por
espécies de Aspergillus e um pequeno nimero de outros fungos, ja foi detec-
tada vérias vezes em plantas medicinais.

Pardmetros um pouco variados sio preconizados por outros drgaos regu-
ladores e farmacopeias ao redor do mundo. A OMS utiliza os pardmetros
da 7he International Pharmacopoeia. A especificagao para micro-organismos
aerdbicos totais é que nao haja crescimento superior a 107 UFC/g para o
material vegetal para uso como chis e infusées e, no miximo, 10° UFC/g
para uso interno. A especificagio da OMS para leveduras e bolores ¢ de, no
miéximo, 10* UFC/g para o material vegetal para uso como chds e infusoes e,
no méximo, 10° UFC/g para uso interno.

Tanto a Farmacopeia Brasileira quanto a norte-americana (Brasil, 2023;
USP, 2018), elaboram as seguintes especificagées para produtos para uso oral:
10* bactérias aerébias/g ou mL, 10? fungos/g ou mL e auséncia de Salmonella spp.,
Escherichia coli e S. aureus.
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Na farmacopeia europeia, os limites de contaminagio microbiana indi-
cados para os medicamentos a base de plantas, aos quais ¢ adicionada dgua em
ebuli¢io antes da utilizagdo, sio para bactérias aerébias totais de 10”7 UFC/g
e para fungos de 10° UFC/g; para aqueles obtidos sem o acréscimo de dgua
fervente antes da utilizagdo, o parAmetro para bactérias aerébias totais muda
para 10° UFC/g e nos fungos para 10* UFC/g (European Pharmacopoeia,
2018). Para micro-organismos Gram-negativos o parimetro ¢ 10° UFC/g,
porém E. coli e Salmonella sp. devem estar ausentes. Em geral, os testes de
verificacio da presenca de micro-organismos em drogas vegetais e limites
microbianos ndo mostram variagdo significativa e seguem as recomendagoes
utilizadas para produtos farmacéuticos nio estéreis (Quadro 2).

Quadro 2 — Diferentes limites microbianos internacionais recomendados para drogas a
base de plantas (valores em UFC/g)

Farmacopeia Farmacopeia | OMS® Farmacopeia
norte- europeia® brasileira®
americana®
Bactérias 10°/10%/10? 107/10° */107/10° 107/10°/10*
aerdbicas
Fungos 10°/10%/10 10°/10* 10°/10%/10° 10%/10%/10?
Gram-negativos 103/*/* */10° */10%/10° 10%/10%/10?
Escherichia coli auséncia 10%/auséncia | 10%/10%/10 auséncia
Salmonella auséncia * Jauséncia * Jauséncia/ auséncia
auséncia

Fonte: atualizado e adaptado de Araujo & Bauab, 2012.

Notas: ®Farmacopeia norte-americana (USP): o primeirovalor representa produtos botanicos
secos ou em po a serem tratados com agua fervente antes do uso; o segundo valor representa
tinturas, extratos botanicos em po, extratos fluidos e suplementos nutricionais com plantas;
e o terceiro valor representa infusdes/decoccdes; ®Farmacopeia europeia: medicamentos a
base de plantas com uma ou mais drogas a base de plantas (inteiros, reduzidos ou em pd): o
primeiro e o segundo valor representam medicamentos aos quais se adiciona dgua em ebu-
licdo antes do uso ou ndo, respectivamente; “OMS: o primeiro valor representa a contami-
nacdo de material vegetal bruto destinado a processamento posterior; o segundo valor repre-
senta os materiais vegetais que foram pré-tratados (p. ex.: por ebulicdo, como chas e infusdes
de ervas) ou que sdo usados de forma tdpica; e o terceiro valor representa outros materiais
vegetais para uso interno; “Farmacopeia brasileira: o primeiro valor representa as drogas a
base de plantas em que se adiciona agua em ebuli¢gdo antes do uso; o segundo valor repre-
senta drogas herbaceas para as quais o processo de extracdo ocorreu na temperatura fria; e
o terceiro valor representa os produtos finais para uso oral; *Limites ndo sdo especificados.
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O Conselho Internacional para a Harmonizagao de Requisitos Técnicos
para Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH) (ICH, 2023) ¢ um
projeto que retine especialistas e autoridades reguladoras da industria farma-
céutica de diversos paises, incluindo a Anvisa no Brasil. Atualmente com 21
membros e 37 observadores, tem como objetivo de discutir aspectos cientificos
e técnicos de registro de produtos farmacéuticos. Esse conselho recomenda que
os limites aceitdveis de micro-organismos em produtos nao estéreis (incluindo
plantas) e as metodologias dos testes microbiolégicos para sua detec¢ao devam
ser intercambidveis entre essas regides. Assim sendo, diferentes farmacopeias
estdo, na atualidade, ajustando seus critérios e uniformizando seus parime-
tros para defini¢do da qualidade microbioldgica. Isso também, possivelmente,
ocorrerda com a OMS e, no futuro, espera-se que ocorra maior uniformidade
em todo o mundo para esses critérios.

Em sintese, a contaminacio microbiana de drogas e produtos de origem
vegetal pode levar a um desempenho final prejudicado pela diminui¢io ou
perda da estabilidade da formulagio, 2 modificacio de caracteristicas fisicas e
a inativacio dos ingredientes ativos e excipientes na formulacio, o que causa
também a redugao da confiabilidade do produto. Os manipuladores devem
ser treinados nas boas préticas de fabrica¢do, boas praticas de colheita e manu-
seio e armazenamento seguros de medicamentos a base de plantas. O controle
microbiolégico da qualidade desses produtos, juntamente com o controle de
qualidade fisico-quimico garantem nio sé a sua integridade, mas também a
seguranga no seu uso, sua eficicia e aceitabilidade.

Consideracdes Finais

Por mais que as técnicas e o conhecimento a respeito da quimica e farma-
cologia de plantas medicinais sejam constantemente aprimorados, ainda estd
longe a capacidade de se conhecer a real e total composi¢ao de uma planta. Os
compéndios apresentam os processos de identificagio e doseamento das subs-
tincias mais caracteristicas, porém nao necessariamente as mais ativas. Hd que
se levar em consideracio, também, as sinergias entre substincias presentes em
um mesmo insumo, que podem concorrer para o aumento ou diminui¢ao dos
efeitos desejados de uma planta medicinal. Se, além disso, levam-se em conta as
associagoes industriais e, principalmente, aquelas feitas de forma magistral ou
doméstica, ndo hd condigoes técnicas para que a avaliacdo quimica seja reali-
zada de forma minimamente aprofundada. Com isso, os riscos no consumo,
seja curto ou mais prolongado, tornam-se maiores. De forma semelhante, a
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contaminag¢io microbiana também pode ser assumida como um fator de risco
maior ainda, principalmente se nio forem bem observadas as condicoes de
cultivo, estocagem e beneficiamento primdrio.

A legislacio considera, corretamente, que antes de ser considerado efetivo,
um produto destinado a sadde nao deve apresentar riscos que se sobrepo-
nham a um eventual beneficio causado por seu consumo. Com a evolugio das
técnicas analiticas e a observacio da ocorréncia ou nio de efeitos farmacolé-
gicos e toxicoldgicos, a produgio de derivados de plantas medicinais nunca
foi tao conhecida, dominada e previsivel. O diagnéstico microbioldgico antes,
durante e depois do processo farmacotécnico segue o mesmo caminho.

O controle da qualidade, em seus diversos aspectos, ¢ fundamental para
que a seguranga e a eficicia sejam garantidas e, idealmente, deve ter suas meto-
dologias desenvolvidas e validadas desde o processo de pesquisa e desenvolvi-
mento até o acompanhamento rotineiro dos produtos lote a lote. Em relagao
a0 analista, ¢ desejével que seu conhecimento englobe desde os fundamentos e
aplicagoes de técnicas até de informagoes mais aprofundadas sobre a natureza
quimica e microbiana do insumo e do produto final. Dessa forma, poderd
compreender o produto de maneira abrangente e nio simplesmente repro-
duzir procedimentos descritos em compéndios.
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Estudos Farmacolégicos Nao Clinicos e
Clinicos com Plantas Medicinais

Sandra Aurora Chavez Perez Rodrigues, Christina Gaspar Villela e
Raquel Elisa da Silva Lopez

o Brasil, o uso de fitoterdpicos e de plantas medicinais na Atencio

Primdria a Saide foi estimulado por movimentos sociais, dire-

trizes de vérias conferéncias nacionais de satide e recomendagoes da
Organizac¢io Mundial da Sadde (OMS). A portaria do Ministério da Satde
n. 971, de 3 de maio de 2006, e o decreto-lei n. 5.813, de 22 de junho de
2006, que regulamentaram a Politica Nacional de Prdticas Integrativas e
Complementares e a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterdpicos,
respectivamente, foram passos decisivos para a introdugio do uso de plantas
medicinais ¢ medicamentos fitoterdpicos no grandioso Sistema Unico de
Satde (SUS), patriménio da sociedade brasileira. Hoje sabemos que o desen-
volvimento de fitoterdpicos requer investimentos em pesquisa e desenvol-
vimento (P&D) em diversas dreas do conhecimento, como agroecologia,
quimica analitica, farmacologia e pesquisa clinica.

Areas estratégicas do processo de inovagio sio permanentes e imprescindi-
veis, como a avaliagio da viabilidade técnico-econdmica, da propriedade inte-
lectual, do regulatério, da comunicagio, dos riscos e do modelo de negécio.
Essas dreas interdisciplinares atuam em uma infraestrutura tecnoldgica de
ponta e necessitam de uma estrutura sélida de trabalho em rede e com grande
capacidade de aprimoramento nos processos de gestio. Sendo assim, inovar
impde significativo investimento no portfélio de empresas e de institutos,
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acrescido de fomento e de politicas ptblicas em satide. Hd modelos recentes
para o desenvolvimento de medicamentos oriundos da biodiversidade, que vao
desde a bioinformdtica até o conhecimento tradicional de plantas (Ben-Shabat
et al., 2020).

O objetivo deste capitulo é abordar etapas farmacoldgicas na cadeia de
desenvolvimento de fitoterdpico de forma nio exaustiva. A etapa nio clinica,
usualmente, inicia-se com estudos exploratérios de descobrimento e pros-
pecgao, a fim de otimizar métodos de extragao, identificagio e caracterizagio,
em seguida estabelece a prova de conceito, da eficicia terapéutica em modelos
in vitro, ex vivo ou in vivo. Nessa etapa, é possivel compreender o mecanismo
de a¢do (farmacodinimica) do medicamento fitoterdpico. Uma vez estabe-
lecida a eficdcia terapéutica, a seguranga do produto ¢ avaliada por meio de
estudos de toxicologia. Os estudos nao clinicos sio muito relevantes pelas
informagées preditoras que oferecem aos estudos clinicos em humanos, como
prova de conceito, regime de dose, segurancga adequada e critérios de inclusao
e exclusdo (Eupati, 2015). A transi¢io dos estudos nao clinicos para os clinicos
requer autorizagio da vigildncia sanitdria.

Normas e Guias Terapéuticos

O estudo farmacoldgico em ensaios néo clinicos prediz a dose, a frequéncia
e a via de administra¢io nos ensaios clinicos. A seguranca farmacolégica é um
dos pilares na cadeia de desenvolvimento de firmacos, logo guias nacionais e
internacionais foram desenvolvidos como referéncias para o uso dos melhores
métodos e rotinas e como instrumento regulatério.

A portaria n. 22, de 30 de outubro de 1967, foi o primeiro ato normativo
voltado para preparacoes fitoterdpicas. O marco legal foi a portaria n. 6, de
31 de janeiro de 1995, da Secretaria de Vigilancia Sanitdria, influenciado pela
OMS. Somente em 1999 foi criada a Agéncia Nacional de Vigildncia Sanitdria
(Anvisa) por meio da lei n. 9.782, de 26 de janeiro de 1999, e sua finalidade
institucional é promover a protecio da satide da populagao pelo controle sani-
tario da produgio e da comercializagao de produtos e servigos submetidos a
vigilancia sanitdria, inclusive dos ambientes, dos processos, dos insumos e das
tecnologias a eles relacionados, bem como o controle de portos, aeroportos e
fronteiras. Um avanco relevante foi a introdugao do conceito de medicamento
de uso tradicional e histérico das plantas medicinais, nomeado medicamento
fitoterdpico tradicional (Brasil, 2000).
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Atualmente, ¢ possivel registrar um produto na modalidade de medi-
camento fitoterdpicos (MF) e produtos tradicionais fitoterdpicos (PTF),
regulamentados pela Resolugio da Diretoria Colegiada (RDC) n. 26/2014.
Segundo essa resolugdo, sio considerados MF aqueles obtidos com uso
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranga e eficicia sio
baseadas em evidéncias clinicas e caracterizados pela constincia de sua
qualidade. Os PTE, por sua vez, sdo obtidos com uso exclusivo de maté-
rias-primas ativas vegetais cuja seguranca e efetividade sdo baseadas em
dados seguros e publicados na literatura técnico-cientifica e concebidos
para serem usados sem a vigilincia de um médico para fins de diagnés-
tico, de prescri¢do ou de monitorizagao. Quanto ao registro, os MF sdo
passiveis de registro ou registro simplificado (especificagées da instrugao
normativa n. 2/2014) (Brasil, 2014b). Este tltimo representa as espécies
vegetais que sio amplamente difundidas na literatura técnico-cientifica.
Os PTF sao sujeitos a registro, registro simplificado ou notificagao. A noti-
ficagdo é uma comunicagao prévia a Anvisa sobre a inten¢io de fabricar,
importar e/ou comercializar PTF, e é considerada um processo simplifi-
cado e sem andlise prévia da Anvisa sobre a comprovacio da qualidade,
seguranca e eficdcia. Os aspectos relacionados a qualidade estio padro-
nizados nas farmacopeias, e os relacionados a seguranca e a eficdcia estao
padronizadas por meio do formuldrio de fitoterdpicos da Farmacopeia
Brasileira. Toda orientagao para MF e PTF estio documentadas na Anvisa,
no Guia de Orientagio para Registro de Medicamento Fitoterdpico e Registro
e Notificagio de Produto Tradicional Fitoterdpico (Brasil, 2014a, 2014c) e
no Consolidado de Normas de Registro e Notificagio de Fitoterdpicos (Brasil,
2018). A seguranca e a eficdcia de estudos nao clinicos sio orientadas pelo
guia de Estudos ndo Clinicos Necessdrios ao Desenvolvimento de Medicamentos
Firoterdpicos ¢ Produtos Tradicionais Fitoterdpicos (Brasil, 2019). Nao hd
guias para orientar ensaios de eficicia nos estudos nio clinicos, porque
dependem do modelo especifico da doenca, da drea terapéutica e da classe
de férmaco.

Os guias internacionais foram usados como referéncia para construgio dos
guias nacionais, até mesmo a definicio de que o insumo farmacéutico ativo
vegetal (/fav) enquadra-se como fitoterdpico ou fitofdrmaco. Neste caso, é reco-
mendado o guia da European Medicines Agency (EMA, 2010). Assim, o guia
de orientagdo para registro de MF e registro e notificagio de PTF da Anvisa
foi elaborado a partir dos guias sobre fitoterdpicos publicados pela OMS e por
orgaos reguladores da Austrédlia (7herapeutic Goods Administration), do Canadd
(Health Canada) e da Comunidade Europeia (European Medicines Agency).
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No guia para condugdo dos estudos nio clinicos de seguranga necessi-
rios ao desenvolvimento de medicamentos (Brasil, 2019), recomendam-se
os mesmos estudos bdsicos do International Conference on Harmonization
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use
(ICH). Essa organizagio, iniciada em 1990, tem como missio alcancar a
harmonizacio mundial para garantir a seguranca, efetividade e alta qualidade
de medicamentos. Como participes reine autoridades reguladoras e industrias
farmacéuticas para discussao técnica e cientifica do registro de medicamentos.
A principio, o conselho iniciou com agéncias de medicamentos dos Estados
Unidos, da Europa e do Japao, além dos membros das inddstrias. Atualmente,
apresenta-se com 11 membros reguladores, incluindo a Anvisa, que tem como
vantagem o fortalecimento do mercado nacional de medicamentos, além de
promover cooperagio entre os paises-membros.

Estudos Farmacoldégicos

A investigagio de novos medicamentos segue fases convencionalmente
estabelecidas. A principio, o firmaco com efeito demonstrado experimental-
mente ¢ submetido a testes de toxicidade e teratogenia em diferentes espé-
cies animais (Fuchs, 2017). Aprovado nessa etapa, o firmaco ¢ submetido a
uma sequéncia de fases até a producio do medicamento, forma farmacéutica
terminada que contém o firmaco, geralmente em associagio com adjuvantes
farmacotécnicos, com finalidade profildtica, curativa, paliativa ou para fins de
diagndstico (lei n. 5.991, de 17 de dezembro de 1973).

Os aspectos farmacoldgicos de um firmaco constituem a base para sua a
aplicagao clinica. Para uma melhor compreensao das etapas envolvidas na indus-
tria farmacéutica e nas agéncias reguladoras é fundamental conhecer dois ramos
da farmacologia, a farmacocinética (PK, sigla em inglés para pharmacokinetics)
e farmacodinamica (PD, sigla em inglés para pharmacodynamics), pois a relagao
PK/PD fornece o racional para o surgimento de novos medicamentos e para a
otimizagao de estratégias de tratamento.

Farmacocinética (PK)

A farmacocinética constituiu a andlise quantitativa da absorgao, distri-
buicio, biotransformagiao (metabolismo) e eliminacio (excregio) dos firmacos
no organismo por meio de modelos matemdticos.
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Absorcéo

Os férmacos sio administrados por diversas vias, por exemplo, oral, intra-
muscular ou intravenosa, alcancando a corrente sanguinea, exceto quando
o objetivo terapéutico esperado seja gerar um efeito local. Fatores quimicos,
relacionados ao firmaco, e fisioldgicos, relacionados ao individuo, influen-
ciam a absor¢io do firmaco, que depende de movimentos transmembranas.
No Quadro 1, apresentam-se as propriedades quimicas e varidveis fisiolégicas
que interferem na absorcio dos firmacos.

Quadro 1 — Importantes propriedades quimicas e variaveis fisiolégicas que interferem
na absorcdo dos farmacos através das membranas celulares

Natureza quimica; peso molecular; lipossolubidade/
Propriedades hidrossolubilidade; grau de ionizagdo do farmaco — pK,
quimicas versus pH do meio; tamanho das particulas; forma
farmacéutica

Motilidade gastrica; pH e fluxo sanguineo no sitio de absorgao;
area de superficie disponivel para absorg¢do; fluxo sanguineo
Variaveis fisiolégicas | no mesentério; tempo de esvaziamento gastrico (ingestdo
com ou sem alimento); alteragdes na fisiologia gastrintestinal,
em virtude da idade ou doenga, por exemplo, diminuigdo
da area de absor¢dao como consequéncia de gastrectomias;
eliminagdo pré-sistémica

A maioria dos firmacos sao substincias anfotéricas, e o pH do meio
determinard a fracio disponivel na forma nio ionizada que poderd difun-
dir-se através das membranas celulares. Essa fragdo depende da natureza
quimica do firmaco, do seu pK e do pH local. O pK ¢ o valor de pH
no qual 50% das moléculas em solug¢io sofrem ioniza¢ao. Os dcidos (HA)
ionizam-se liberando prétons (H*) e anions (A") quando dissolvidos em
dgua. A absor¢io de um férmaco poderd variar segundo o ambiente do
individuo no qual ele se encontra. O 4cido acetilsalicilico tem pK, de 4,4,
e, no estdbmago, onde o pH ¢ de aproximadamente 2,0, existird maior
propor¢io da forma nio ionizada, capaz de difundir-se rapidamente através
do estbmago para a corrente sanguinea. Contudo, os firmacos sdo, em sua
maioria, absorvidos no intestino devido & grande drea de absor¢io (fator
que influencia positivamente a velocidade de difusao por uma membrana

biolégica — lei de Fick).
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O coeficiente de difusdo de uma molécula nio ionizada na membrana é
inversamente proporcional a raiz quadrada de seu peso molecular. Essa relagao
indica que, na auséncia de outras influéncias, a molécula difunde-se mais
rapidamente através da membrana quanto menor for seu tamanho; porém, a
propriedade mais importante para a permeabilidade de uma molécula através
da membrana ¢ a lipossolubilidade, que influencia a difusao através do coefi-
ciente de partigio lipideo/dgua: quanto maior a lipossolubilidade da molécula,
maior ¢ seu coeficiente de parti¢do, e mais rdpida serd a difusio.

Distribuigdo

De acordo com a via de administragio, o firmaco alcanca a circulagio
sistémica, quer por administra¢do direta (via intravenosa — IV) ou apds
absor¢ao a partir do sitio de aplica¢do (via oral — VO; via intramuscular — IM,
etc.). Uma vez na circulacio, o firmaco pode atravessar a membrana celular
por transporte passivo — difusio simples e difusio por poros — e especiali-
zado, que envolve componentes da membrana — difusio facilitada, difusao por
troca, transporte ativo etc. Logo, o firmaco pode ligar-se aos componentes
intracelulares, ou ser sequestrado pelas organelas, a depender do gradiente
de pH e do potencial elétrico da bicamada lipidica. O fdrmaco que atinge a
circulagéo sistémica torna-se suscetivel a outros processos farmacocinéticos,
como metabolismo, excrecio e redistribuiciao (Fuchs, 2017).

A Figura 1 representa a concentragio plasmdtica do fdrmaco versus o
tempo, e nela sio observadas duas regioes distintas: no inicio hd alta concen-
tragao no plasma (compartimento central), que diminui rapidamente em razio
da distribui¢io do fdrmaco para os tecidos (compartimento periférico), o que
¢ representado pela fase 1 ou fase alfa (cinza claro), medida pela meia-vida
alfa (TY2 de distribuicdo); apds ocorrer equilibrio entre os compartimentos
central e periférico, a diminui¢o na concentragio plasmdtica dependerd da
eliminacio por biotransformagio ou excre¢do, o que ¢é representado pela fase
2 ou fase beta (cinza escuro), medida pela meia-vida beta (T%2 de eliminacao).
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Figura 1 — Representacdo grafica da concentragdo plasmatica de um farmaco adminis-
trado intravenosamente em dose Unica, pelo tempo

Fase 1 (o)
Distribuicdo

Concentracdo plasmatica (Cp)

Tempo

A fase 1 (cinza claro) ou alfa (a) reflete a distribuicdo do farmaco nos tecidos, enquanto a
fase 2 (cinza escuro) ou beta () reflete a biotransformacdo e a eliminagdo do farmaco. C,
corresponde a concentracdo plasmatica hipotética do farmaco, se a distribuicdo ocorresse
instantaneamente.

Os firmacos distribuem-se para os tecidos por meio dos liquidos corporais
totais (60% do peso corporal), representados pelos volumes intracelular e
extracelular. O intracelular corresponde a mais da metade do liquido total
(+ 66%) e resulta da soma do contetdo liquido de todas as células do corpo,
enquanto o extracelular é constituido de plasma e liquido intersticial (Guyton
& Hall, 2021). Um homem de 70 kg tem um volume corporal total de cerca
de 40 L, sendo 14 L de volume extracelular e 28 L de volume intracelular.

Os férmacos que tém pesos moleculares baixos deixam facilmente a circu-
lagdo por filtragio capilar. Entretanto, a extensdo da sua distribui¢io depende
da lipossolubilidade, ioniza¢io em pH fisiolégico, grau de ligacdo as proteinas
plasmaticas e teciduais, e diferengas no fluxo sanguineo regional.

Metabolismo

Os animais desenvolveram sistemas complexos para desintoxicar ou
eliminar substincias quimicas estranhas ou xenobidticos (que incluem os
firmacos). O metabolismo nio pode ser considerado como sinénimo de
degradagio, mas como o conjunto de reagdes quimicas fortemente aliadas a
expressio génica e mediadas por enzimas, que convertem um firmaco num
composto diferente do originalmente administrado (biotransformagio).
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De acordo com o tipo de enzima, a biotransformagio pode ser classificada
em reagio de fase I e reacdo de fase II, que podem ou nio ocorrer de modo
sequencial. Ambas as fases diminuem a lipossolubilidade, aumentando, assim,
a eliminagao renal.

* Fase I — envolve as reagdes de oxidagao, redugio e hidrédlise, que
fornecem um grupo funcional que aumenta a polaridade (e geralmente
a hidrossolubilidade) do férmaco; o grupo funcional também fornece
um sitio adequado para o metabolismo da fase II.

* Fase II — envolve a conjugagio ou reagdes sintéticas, nas quais um
grupamento quimico grande ¢ ligado & molécula, o que geralmente
aumenta a solubilidade em 4gua e facilita a excre¢ao do metabdlito pelo
organismo.

A biotransformagio modifica a estrutura do firmaco e, portanto, seus
efeitos farmacoldgicos. Ocorre em vérios 6rgaos, sobretudo no figado, e consiste
em carregar eletricamente o firmaco para que, ao passar pelos tibulos renais,
nio seja reabsorvido (Fuchs, 2017). Alguns firmacos sio biotransformados em
metabdlitos inertes, porém a maioria é biotransformada em metabdlito com
atividade parcial. Além disso, um firmaco pode se tornar farmacologicamente
ativo apds a biotransformagao (profdrmacos) e, até mesmo, téxico (paracetamol
S NAPQL).

Um namero crescente de agentes necessita de ativacdo quimica para
exercer seu efeito terapéutico. Os benzodiazepinicos, por exemplo, produzem
metabdlitos ativos de longa duragdo e resultam na persisténcia da sedagio
mesmo depois de o firmaco original ter sido eliminado. Além disso, a meta-
bolizagao do férmaco pode aumentar o risco de toxicidade comparado ao
fdrmaco original, como ¢ o caso do risco de hepatotoxicidade associada ao
uso cronico do paracetamol. A principal via de metabolizagio do paracetamol
¢ hepdtica, por trés mecanismos distintos: conjugacio com 4cido glicurénico
(glicuronizacdo), sulfatagao e oxidagdo. A via oxidativa produz um metabé-
lito altamente téxico (n-acetil-p-benzoquinonimina — NAPQI), que, em
condi¢oes terapéuticas, une-se ao glutationa, formando conjugados de
cisteina e dcido mercaptirico. A glicuronizagio e a sulfatacio, principais
vias de metabolizagao, produzem metabélitos atéxicos. Porém, a adminis-
tragdo do paracetamol em doses elevadas satura as enzimas principais de
metabolizagdo. A oxidagio do excesso de paracetamol gera maior quantidade
de NAPBQ)I, que excede a capacidade de desintoxicagio da glutationa, resul-
tando em hepatotoxicidade (Rowden ez 4/., 2005).
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As enzimas da metaboliza¢io de fdrmacos apresentam uma multiplicidade
de formas, e diferencas interindividuais na expressao genética (polimorfismo)
contribuem para as diferengas no metabolismo de firmacos. Algumas enzimas
sdo constitutivamente expressas, enquanto outras sio expressas apenas quando
ativadas pela presenca de um exdégeno quimico. Mutagdes genéticas podem
resultar em deficiéncia ou auséncia da expressao de uma enzima em particular,
e uma toxicidade inesperada da droga pode ocorrer pela administracao de uma
dose tipicamente segura do fdrmaco.

A sintese enzimdtica elevada, como resultado da presenca de um composto
exdgeno, ¢ referida como indugio, que pode ser decorrente da combinagio de
alteragdes na transcri¢ao e na regulagdo da tradugio e pds-tradugio. A indugio
pode ser produzida por certos firmacos e constituintes alimentares, dlcool e
tabagismo. Quando cronicamente administrados, eles induzem seu préprio
metabolismo. A indugdo enzimdtica é um fenémeno importante da interagao
medicamentosa que envolve a¢io de superfamilias enzimdticas, como o cito-
cromo P450 envolvido nos processos de oxidagao.

As enzimas do citocromo P450 sdo hemeproteinas que abrangem super-
familias de enzimas relacionadas (cada uma, chamada de CYP, é seguida por
um conjunto de nimeros ¢ uma letra). Os diferentes membros da familia
apresentam especificidades de substratos distintas, mas que frequentemente
se sobrepoem. Em humanos, foram descritos 57 genes putativamente funcio-
nais ¢ 58 pseudogenes, dos quais trés principais (CYP1, CYP2 e CYP3) estao
envolvidos no metabolismo de firmacos no figado humano. A maioria dos
genes, divididos em 18 familias e 44 subfamilias com base em suas similari-
dades de sequéncia, estd envolvida no metabolismo de 4cidos biliares, eicosa-
noides e esteroides.

Algumas vezes, dois firmacos competem pela mesma enzima para o meta-
bolismo, resultando num decréscimo na velocidade de metabolismo. Esse
processo ¢ referido como inibicio e explica as arritmias cardiacas ou convul-
soes produzidas pela teofilina em pacientes que fizeram uso da eritromicina.
O metabdlito da eritromicina diminui a depuragio da teofilina por inibigao
do citocromo P450 (Rieder & Spino, 1988).

Excregdo

Os fdrmacos sao removidos para o meio externo por meio da excregio.
Fédrmacos hidrossoltveis e carregados ionicamente sio filtrados nos glomérulos
ou secretados nos tibulos renais, nao sofrendo reabsor¢ao tubular, pois tém
dificuldade de atravessar membranas. Além dos rins, os sitios de excrecio
incluem pulmées, fezes, secrecdo biliar, suor, ldgrima, saliva e leite materno.
A excregdo pulmonar ¢é essencial para firmacos gasosos ou voldteis.
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O figado ¢ capaz de excretar ativamente firmacos por meio da bile para
a luz intestinal, onde podem ser reabsorvidos pela circulagao éntero-hepdtica
ou excretados pelas fezes. Vdrios conjugados de substincias hidrofilicas (parti-
cularmente glicuronideos) concentram-se na bile e sio transportados até o
intestino, onde o glicuronideo ¢ hidrolisado, liberando a substincia ativa. Essa
liberagio tem como resultado a formagao de um reservatério de substancia
recirculante, que pode atingir cerca de 20% da substancia total no corpo,
além de prolongar a sua agio. Por essa via s3o excretados firmacos de alto peso
molecular, os polares e os ativamente englobados em micelas de sais biliares,
colesterol e fosfolipidios.

Os rins representam a principal via de eliminagio de firmacos. Todos
os compostos na forma livre no plasma estao no filtrado glomerular. Os
compostos polares tendem a permanecer no tibulo renal durante a fase de
reabsor¢dao na formagio da urina, enquanto os lipossolaveis difundem-se
de volta para a circulagao sistémica. A eliminacio de firmacos pelos rins ¢é
mais bem quantificada pela depuracio (clearance), definida como o volume
de plasma que contém a quantidade da substincia removida pelos rins na
unidade de tempo. Na insuficiéncia renal, firmacos e metabdlitos ativos excre-
tados pelos rins podem acumular-se e produzir efeitos téxicos. Para evitar tal
ocorréncia, ajustes nos esquemas posoldgicos tornam-se imperativos.

Farmacodindmica (PD)

A agao de um férmaco acarreta efeitos benéficos (agio terapéutica) ou
maléficos (acdo tdxica) que resultam de suas interagoes com moléculas alvos
no organismo de forma a alterar as atividades destas macromoléculas. Os
firmacos nio conferem uma funcio nova a sistema, érgao ou célula, mas
alteram qualitativa ou quantitativamente as suas funcoes jd existentes.

A PD estuda a atividade biolégica dos firmacos em sistemas vivos, ou
seja, seus efeitos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares no corpo, incluindo
a ligacdo ao receptor, transducio de sinal deflagrada e as interacoes quimicas.
Os termos agao e efeito de um firmaco sao caracteristicos da PD. O primeiro
corresponde 2 série de alteracoes bioquimicas ou fisioldgicas que modificam
funcoes celulares; efeito, por sua vez, é o termo relativo a resposta, observével
e mensurdvel, e é clinicamente expresso pela redugao de sintomas (objetivo
terapéutico) ou aparecimento de reagoes adversas (Fuchs, 2017).
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Acdo de um fdrmaco

A maior parte dos firmacos tem sua agao determinada pelo tipo de macro-
molécula a que se liga no organismo. A estrutura quimica da molécula tem
afinidade pelo firmaco, que ¢ ditada pelas interagdes quimicas convencionais
(por exemplo, idnicas, covalentes, pontes de hidrogénio, intera¢oes hidrofé-
bicas, interagoes de van der Waals). Essa ideia estd incluida no conceito de
receptor, que em farmacologia constitui uma entidade molecular especifica,
e, portanto, o componente bioldgico que interage com um firmaco, respon-
sdvel por modificar as fungoes celulares, seja diretamente (agonista), seja indi-
retamente (antagonista) (Brunton, 2012). Em se tratando de sitio alvo dos
firmacos, destacam-se os canais idnicos (alvo dos anestésicos locais), as prote-
inas transportadoras de membrana (alvo dos antidepressivos inibidores sele-
tivos de recaptagio); as enzimas (alvo dos anti-inflamatérios nao esteroides) e
os receptores.

A maior parte dos receptores tem um ou mais dominios extracelulares
para a interagao com ligantes (agonistas ou antagonistas); esses dominios estao
unidos, por um ou mais segmentos transmembrana lipofilicos, a um dominio
efetor, frequentemente localizado na face citoplasmdtica da membrana,
gerando uma transdugio de um sinal extracelular numa resposta intrace-
lular (Alberts ez al., 2017). Existem quatro classes de receptores, descritas no

Quadro 2.

Quadro 2 — Classe de receptores de farmacos, mecanismos de transducdo de sinal e
exemplos de agonistas

Classe de receptor | Mecanismo de transdugdo

de sinal

Exemplo

1. lonotrépico ou
canais idnicos

Despolarizagdo ou
hiperpolarizagdo da
membrana.

A nicotina ativa canais idnicos
(receptores), despolarizando a
membrana.

2. Metabotrépico
ou acoplados a
proteina G

Liberagdo das subunidades
da proteina G, aumento

ou diminui¢cdo de AMPc ou
GMPc, ativagdo da PLC e
PLA,, e modulagdo de canais
idnicos.

A adrenalina ativa receptores
B-adrenérgicos do pulméo e
leva a broncodilatagdo pelo
aumento da permeabilidade
de K*(hiperpolarizagdo).
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Quadro 2 — Classe de receptores de farmacos, mecanismos de transducdo de sinal e
exemplos de agonistas (cont.)

Classe de receptor | Mecanismo de transdugdo Exemplo
de sinal

3. Acoplados a Fosforilagdo em tirosina de Insulina promove a

enzimas proteinas citoplasmaticas dimerizagdo de seu receptor
e ativagdo ou inibigao e, ativagdo do da tirosina-
proteica. quinase.

4. Intracelulares Alteragdo da transcri¢do Substancias lipofilicas,
génica e, em Ultima atravessam as membranas,
instancia, da sintese de ativam receptores
novas proteinas. intracelulares e associam-se

ao DNA.

AMPc: adenosina 3’5’-monofosfato ciclico; GMPc: guanosina monofosfato ciclica; PLC: fos-
folipase C; PLA,: fosfolipase A ; DNA: dcido desoxirribonucleico.

Efeito de um fdarmaco

O estudo da PD baseia-se no conceito de interagao fdrmaco-receptor,
formando um complexo estdvel (Brunton, 2012). Contudo, caracteriza-se
pela reversibilidade, como consequéncia da dispersio da concentragio
original do firmaco no sitio de ligagdo ou das forcas de ligagao, que podem
ser mais fracas. Raramente hd ligagoes covalentes que confiram irreversibi-
lidade. Quando a ligacio é covalente, o firmaco e o receptor formam um
complexo inativo, ou seja, para o receptor ativar-se, a célula precisa sinteti-
z4-1o de novo para substituir a proteina receptora (Fuchs, 2017).

A ideia de que a resposta 2 interagdo fdrmaco-receptor depende da exis-
téncia de nimero suficiente de receptores ocupados, proposta por Alfred
Clark (1933), foi revista por Stephenson (1956), que introduziu o conceito
de eficdcia intrinseca, na qual a ocupacio de receptores nao é condi¢do sufi-
ciente para produgio de efeito. Além disso, Stephenson (1956) distinguiu as
duas propriedades farmacodinimicas fundamentais: a capacidade de ligar-se
ao receptor (afinidade) e de ativd-lo (atividade intrinseca ou eficicia).
Agonistas com eficdcia elevada podem produzir a resposta mdxima possivel
mesmo ocupando uma proporgao relativamente baixa dos receptores.

A curva dose-resposta ilustrada na Figura 2 destaca dois importantes
parimetros farmacodinimicos: a poténcia e a eficicia. Um agonista é o
firmaco que tem afinidade pelo receptor e capacidade de deflagrar uma
resposta (Figura 2a). Na Figura 2b, os firmacos X e Y sio agonistas, uma

)

vez que tém eficdcia, mas o firmaco X nio alcanca o efeito maximo (E

max.
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caracterizando um agonista parcial, enquanto o firmaco Y é um agonista
pleno (E__ = 100%). O antagonista tem afinidade pelo receptor, porém
nao deflagra uma agdo e tem eficicia = 0. Em C, o firmaco W demonstra
maior poténcia que o firmaco Z, uma vez que o valor de CE,  é menor
(Noél, 2017). As diferentes conformagdes que os receptores sao capazes de
adotar podem ser estabilizadas por diferentes ligantes, produzindo dife-
rentes efeitos funcionais pela ativagio de vias distintas de transducio de
sinal. Atualmente, prevalece o modelo de selecao de conformagoes, em que
¢ possivel uma conformagao ativa na auséncia de ligante, descartando defi-
nitivamente um mecanismo de ajuste induzido.

Figura 2 — llustragGes demonstrativas de curvas dose-resposta

Y w z
E,, 1,0 Epna i
7 7 X 7
L] 2 )
T e T
2% SV 2% 2%
§g0° i3 gg
5 5 5
3 s 3
Cg Concentragéo (Logio) Concentragéo (Logio) Concentragéo (Logio)
50
Eficdcia: X <Y Poténcia: W >Z

Em A: efeito maximo (E,_, ) concentragdo eficaz média (CE, ). Em B: agonistas (X e Y) com
eficacias diferentes. Em C: agonistas (W e Z) com poténcias diferentes. Eixo Y = resposta;
eixo X = concentracdo do agonista (escala logaritmica).

Relacdo PK/PD

A PK descreve o que o corpo faz com um firmaco, ou seja, sua absor¢io,
distribui¢do, biotransformacio e excre¢io, que afetam sua concentragio plas-
mitica; enquanto a PD descreve o que uma droga faz ao corpo, ou seja, trata
dos receptores com os quais a droga interage e da agao deflagrada (efeito).
A relacio “concentragio do firmaco versus efeito farmacoldégico” constitui a
base da farmacologia e o principio da terapia medicamentosa racional (Currie,
2018). Estudos baseados em modelagem PK/PD vém sendo conduzidos em
“sistema de entrega controlada de firmacos” e desenvolvem novas técnicas
para manipular a absor¢io e a disponibilidade de firmacos que favorecam
determinado efeito (Zou ez al., 2020). A modelagem PK/PD permite quanti-
ficar a relagio entre a exposicio e a resposta a0 medicamento e caracterizar as
influéncias de parimetros especificos do sistema fisiolégico e da patologia, do
medicamento e do sistema de distribuigio.
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Estudos Toxicoldgicos

Os estudos toxicolégicos servem para avaliar o grau de toxicidade
dos firmacos em 6rgaos-alvo e a reversibilidade deste efeito e estabelecer
a relacio entre dose e efeito adverso (Unicef, 2002; EMA, 2009). Nesses
estudos sdo considerados aspectos relacionados a dose, via de administragio,
modelos experimentais 7z vitro e espécie animal utilizada, tecido-alvo e
tempo de exposicdo. Tais informagoes sio cruciais para estimar as doses
transponiveis para os ensaios clinicos, a fim de certificar que estes estejam
seguros para administragio humana. Para os fitoterdpicos, o instrumento
orientativo da Anvisa ¢ o Guia para a Condugio de Estudos nio Clinicos
de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica Necessdrios ao Desenvolvimento de
Medicamentos (Brasil, 2013), que foi baseado em diferentes documentos de
agéncias e institui¢oes, como a agéncia europeia European Medicine Agency
(EMA), que tem cinquenta guias orientativos para ensaios nao clinicos de
toxicologia e mais cinco para farmacocinética e farmacologia de seguranga
(Langhof ez al., 2018). A Anvisa também utilizou as recomendacoes da Food
and Drug Administration (FDA), International Conference on Harmonization
(ICH), Organization for Economic Cooperation and Development (OECD),
World Health Organization (WHO) e National Cancer Institute (NCI).
Antes de iniciar os estudos toxicolégicos, é imperioso que a qualidade
da matéria-prima vegetal seja avaliada por meio do perfil cromatografico
(fingerprint) do Ifav padronizado e que os marcadores quimicos ¢/ou ativos
sejam identificados e quantificados; e que seja produzido lote tnico, ou seja,
quantidade de matéria-prima suficiente para realizagao de todos os testes
toxicoldgicos indicados. Igualmente importante para os ensaios toxicolé-
gicos é: definir a via de administragio; estabelecer a espécie animal mais
apropriada a ser utilizada para extrapolagio para humanos; realizar alguns
testes com a formulacio final ou Ifav caracterizado; se houver a inclusio
de novos excipientes cuja toxicidade nio seja conhecida, realizar estudos
nao clinicos de seguranga (Brasil, 2013, 2019); garantir excelente qualidade
sanitdria dos animais de experimenta¢do, ou seja, animais livres de paté-
genos especificos, designados specific pathogen free (SPF), com idade e peso
adequados; conduzir os testes de acordo com as boas praticas de laboratério
(BPL). Em conjunto, esses parimetros garantem a qualidade e credibili-
dade dos resultados. Uma reflexdo necessdria refere-se ao uso dos animais de
experimentagdo de forma racional: deve-se evitar a duplicidade e a utilizacio
desnecessdria de animais, a fim de reduzir o ndmero de animais de experi-
mentagdo e o sofrimento animal ao minimo possivel e aumentar a utilizagio
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de métodos alternativos ao ensaio in vivo (Cazarin et al., 2004). Em 2014,
a Anvisa reconheceu 17 métodos alternativos que foram previamente vali-

dados pela OECD (Astrogildo & Tréz, 2018).

Avaliacdo toxicoldgica ndo clinica de fitoterapicos

A seguir sio abordados os testes especificos descritos no Guia para a
Condugio de Estudos ndo Clinicos de Toxicologia e Seguranca Farmacoldgica
Necessdrios ao Desenvolvimento de Medicamentos aplicéveis a categoria de medi-
camento fitoterdpico.

Toxicidade aguda

Historicamente, o teste de toxicidade aguda ¢ feito com apenas uma dose,
mas doses escalondveis sio mais apropriadas para definir a dose médxima tole-
rada. Vale ressaltar que o estudo de letalidade nao ¢ mais exigido. A definigao
da dose e da frequéncia de administragao ¢ estabelecida a partir do conheci-
mento adquirido no estudo de farmacocinética (absorcio, distribuigio, meta-
bolismo e elimina¢io). No entanto, para fitoterdpicos esse estudo nao é exigido
pela Anvisa, em virtude de ser uma mistura de sustincias naturais complexas.
O fitoterdpico deve ser administrado pela mesma via pretendida em humanos
e em uma ou mais doses por um periodo nao superior a 24 h, e a observagao
continua por 14 dias ap6s administragio. Quando a via oral é a escolhida,
a administragio nos animais é por gavagem. Sio preconizados animais de
duas espécies de mamiferos e pelo menos uma roedora. Com relagao a dose,
deve ser considerado o limite de 2.000 mg/kg/dia em roedores ¢ 1.000 mg/
kg/dia em nio roedores. Os testes englobam avaliagio de mortalidade, pato-
logia clinica, alteragao de peso corporal e observagao clinica e finalizam com a
necropsia, fase na qual sdo obtidas informacoes que sdo tteis para predizer as
consequéncias em situagoes de superdosagem em humanos e que auxiliam os
estudos clinicos de fase III.

Toxicidade de doses repetidas

A dura¢io recomendada para os estudos de toxicidade de doses repetidas
estd vinculada a duracio da indicagdo terapéutica e ao escopo proposto no
ensaio clinico (Quadro 3). Os ensaios sio conduzidos em duas espécies de
mamiferos, das quais uma é nao roedora. As doses escolhidas sao baseadas nas
informagoes dos estudos de toxicidade aguda. Em geral, sdo escolhidas trés
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doses, das quais a mais alta dose refere-se aquela com expectativa de observar
efeito téxico, mas sem causar sofrimento ao animal, respeitando o limite
méximo de 1.000 mg/kg/dia. Com a utilizagio de doses varidveis, ¢ possivel
determinar a dose que néo causa efeito adverso (NOAEL, sigla em inglés para
no observed adverse effect level, nivel maximo de dose sem observagao de efeito
adverso), que é mandatério.

Quadro 3 — Recomendacédo da duracdo dos ensaios de toxicidade em doses repetidas

Duragdo maxima nos Duragdo maxima recomendada nos ensaios nao clinicos
ensaios clinicos
Roedor N&o roedor
Até duas semanas Duas semanas Duas semanas
Entre duas semanas e Semelhante ao estudo Semelhante ao estudo
seis meses clinico clinico
Acima de seis meses Seis meses Nove meses

Nos ensaios de toxicidade, sao avaliados os seguintes parimetros: morta-
lidade, sinais clinicos, peso corporal, consumo de dgua e ragio, patologia
clinica, duragio de reversibilidade da toxicidade e investigagao andtomo-
histopatolégica, incluindo avaliagio de 6rgao reprodutores masculinos e
femininos (toxicidade reprodutiva).

Toleréncia local

O estudo de tolerancia local avalia o efeito das substincias que entram
em contato com diferentes locais do corpo como resultado da adminis-
tragdo mesmo acidental. Esse ensaio ¢ realizado como parte dos estudos
de toxicidade, a fim de reduzir o nimero de animais e distinguir os efeitos
fisicos e quimicos ocasionados pela administragdo local propriamente
(traumas) dos efeitos toxicoldgicos locais. Os estudos iz vivo somente
serdo realizados quando nao houver ensaios iz vitro validados ou quando
estes forem inconclusivos ou nio estiverem disponiveis nos estudos toxi-
colégicos realizados. A frequéncia e o tempo de administragiao nos animais
devem ser os mesmos para a aplicagdo terapéutica e nao devem ultrapassar
duas semanas. Outros métodos de avaliagao serao discutidos para cada via
de administracio, de acordo com os aspectos anatdémicos e fisiolégicos

(EMA, 2015):
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* dérmica — serdo necessdrios ensaios completos de tolerdncia em doses
repetidas e avaliacdo do potencial efeito de sensibilizagao. Os testes de
irritagdo podem ser realizados em coelho ou miniporco, porquinho-da-
india, porque suas peles sao consideradas semelhantes as de humanos.
Os parametros avaliados sdo grau de eritema, edema, descamacio,
surgimento de sarna e outras lesdes. O tempo de observacio dependerd
das alteragoes e com limites até 72 h apds a administragio. Se as altera-
¢oes persistirem serdo feitas observagoes didrias até oito dias e andlises
histopatolégicas;

* parenteral — os testes incluem aqueles cuja administragao seja pelas vias
intravenosa, intramuscular, intracecal e subcutinea. A dose respeitard
o volume méximo tolerdvel para cada espécie animal. A frequéncia da
administracdo ¢ tnica e em alguns casos repetidas e com observagoes
continuas no periodo de 48 h/96 h. Sao realizadas andlises macroscé-
picas e potencialmente histopatolégicas, conforme o caso;

* ocular — quando nao for possivel a realizacio do ensaio iz vitro ou se
este for inconclusivo é necessdrio utilizar o teste de tolerincia ocular
em uma Unica dose, normalmente em coelhos. A extensio e o tipo
de teste de tolerncia dependerdo do contexto em que o produto serd
aplicado. Outras dreas deverao ser analisadas, como cristalino, corpo
vitreo e fundo ocular. Andlises histolégicas serdo analisadas caso a caso;

* vaginal — na auséncia de estudos iz vitro, sio utilizadas ratas, coelhas
e cadelas. A dose deverd estar no volume maximo aplicdvel para cada
espécie, e a administragio de acordo com a utilizacio clinica. Os para-
metros avaliados sao: sinais clinicos e secre¢ao vaginal;

* retal — na auséncia de estudos 77 vitro, as espécies utilizadas sio coelhos
ou caes. A dose deverd estar no volume méximo aplicdvel para cada
espécie, ¢ a administragdo de acordo com a utilizagio clinica. Os
parAmetros avaliados sdo: sinais clinicos, observacio da regido anal e
esfincter anal, e fezes.

Genotoxicidade

Os testes de genotoxicidade s3o idealmente realizados nas fases iniciais
do desenvolvimento de fitomedicamentos, para identificar danos na molé-
cula de DNA que podem manifestar-se tardiamente nos estudos de carcino-
genicidade e teratogenicidade. Nem todo efeito carcinogénico ou teratogé-
nico déd-se por alteracio genética, nem toda alteragio genética serd um risco
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humano. Os testes sdo realizados em células procariontes e eucariontes em
modelos in vivo e in vitro e sao avaliadas alteragoes cromossdémicas e muta-
¢oes génicas. No teste de Ames, desenvolvido por Bruce Ames em 1973, ¢
verificada a mutagio génica reversa em uma bateria de diferentes cepas de
bactérias e com ativagio metabdlica (normalmente sobrenadante de figado de
rato §9 — fragdo microssomal, contendo enzimas metabolizadoras de drogas):
Salmonella typhimurium de cepas especificas para detectar substituigoes de
pares de base (TA100, TA1535); e Samonella typhimurium TA 102, Escherichia
coli WP2 uvrA ou Escherichia coli WP2 uvrA [pKM101] para identificar
deslocamentos, inser¢oes e delecao (TA1537 ou TA 97, ou TA97a, TA9S8) e
para avaliar indutores de dano oxidativo. Nesse ensaio ¢ investigado se a subs-
tAncia teste é capaz de reverter as mutagoes e restaurar a capacidade funcional
das bactérias em sintetizar os aminodcidos. O resultado é considerado Ames
negativo quando todas as linhagens de cepas testadas forem negativas (bacté-
rias ndo cresceram formando coldnias na placa), tanto na auséncia quanto na
presenca da ativagio metabélica. E importante fazer vérios controles negativos
e, positivos por causa das caracteristicas especificas de cada cepa, que pode
variar em funcio das diferentes condicoes de ativagao metabdlica. Igualmente
importante ¢ realizar faixas de concentragio da substincia teste para que nio
produza efeito citotéxico as cepas. Os resultados serao avaliados estatistica-
mente e, se nao forem claros, serao necessarios testes adicionais em células de
linfoma de camundongos (EMA, 2008). Neste teste sio geralmente usadas
células L5178Y que serdo expostas a substincia teste e é detectada a mutagio
no gene timidina quinase. Assim, com esses resultados, é possivel confirmar
ou refutar os dados positivos obtidos no teste de Ames. Outra possibilidade
em células de mamiferos ¢ o ensaio de microntcleo, por meio do qual se
avaliam quebras no cromossoma e aneuploidias em células sanguineas e da
medula dssea, ap6s a administrac¢io (via apropriada) da substancia teste.

No guia de avaliagio de genotoxicidade de substincias ou de preparagoes
de plantas da EMEA (Guideline on the Assessment of Genotoxicity of Herbal
Substances/Preparations), encontra-se um modelo de estratégias de ensaios, que
estd transcrito no Guia de Estudos nio Clinicos Necessdrios ao Desenvolvimento de
Medicamentos Fitoterdpicos e Produtos Tradicionais Fitoterdpicos (Brasil, 2019).

Farmacologia de sequranc¢a

No estudo de farmacologia de seguranca, identificam-se os possiveis
efeitos adversos em fungées fisioldgicas, ou seja, investiga-se o efeito farmaco-
dinAmico nao desejivel em faixa de doses terapéuticas de uma substancia.
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Os sistemas fisioldgicos criticos mais importantes sao: cardiovascular, respi-
ratério e nervoso central. Outros sistemas, como o renal e o gastrointestinal,
nao sio avaliados de forma imediata e tém importincia particular em popu-
lagoes de pacientes especificos (doenga de Crohn, hipertensio renal, pacientes
imunocomprometidos). Assim, o estudo deve ser desenhado e conduzido com
base em aspectos especificos, como a classe terapéutica, potencial indicagao
de toxicidade nos ensaios de doses repetidas, assim como suspeita de evento
adverso descrito na literatura cientifica.

Determinados parimetros correlacionados as fungdes fisiolégicas podem
ser analisados nos ensaios de toxicologia, de farmacocinética e estudo clinico.
Em rela¢io a dose, deve ser feita correlagio entre a dose que causa o efeito
adverso e a dose do efeito terapéutico, e deve ser feito com uma tnica dose
em duas espécies animais (roedor e nio roedor). Os pardmetros avaliados no
sistema nervoso central sio atividade motora, coordenacio, comportamento
e temperatura corporal. No sistema cardiovascular, sio avaliados pressio
sanguinea, frequéncia cardiaca, eletrocardiograma. No sistema respiratério,
mede-se a taxa e a fun¢do respiratéria. Outros pardmetros sio passiveis de
andlise, sendo avaliados caso a caso, como aprendizado ¢ memdria, exames
eletrofisioldgicos, audicao e visio (sistema nervoso central); contractilidade
ventricular, resisténcia vascular (sistema cardiovascular) e complacéncia e
resisténcia das vias aérea e pressao da artéria pulmonar (sistema respiratério).
Os estudos de farmacologia de seguranca nao sio necessdrios para as seguintes
situacoes: compostos de aplicagio local, quando a substincia ativa ¢ bem
caracterizada e quando foi demonstrado que a exposi¢io sistémica em érgaos
e tecidos é muito baixa (EMA, 2001).

Toxicidade reprodutiva

No Guia de Estudos nio Clinicos Necessdrios ao Desenvolvimento de
Medicamentos Fitoterdpicos e Produtos Tradicionais Fitoterdpicos (Brasil, 2019),
menciona-se que ¢ possivel ndo realizar o estudo de toxicidade reprodutiva
desde que esteja indicada na bula a proibi¢ao de uso por mulheres gravidas
e lactantes por meio da seguinte informagao: “Nio foram realizados estudos
em animais (machos ou fémeas) relativos a toxicidade reprodutiva. Portanto,
mulheres grdvidas ou amamentando nio devem utilizar este produto, ji que
nio hd estudos que possam garantir a seguranca nessas situagoes” (Brasil,
2014a, 2014c). Contudo, estudos de toxicidade reprodutiva garantem maior
seguran¢a quando da administragao de produto medicinal durante a gravidez,
reduzindo anomalias, assim como direciona formas de tratamento médico em
situacoes diversas na pratica clinica.
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Durante o desenvolvimento de medicamento, deve-se considerar avaliacio
de risco a partir da andlise integrada dos estudos néo clinicos e clinicos. Quanto
aos nio clinicos, levam-se em consideragio propriedades da PK, PD, toxico-
logia, principalmente estudo de dose repetida para avaliagio da reproducio,
sobretudo em machos (libido, produgao e transporte do gameta). Entretanto,
os estudos clinicos ganham relevancia a medida que o fitomedicamento ¢
utilizado. Na toxicidade reprodutiva, avaliam-se:

¢ fertilidade e desenvolvimento embriondrio inicial — os estudos toxi-
colégicos durante o periodo da fertilidade nao sio necessdrios, salvo
quando houver indica¢io, por exemplo, evidéncias na literatura sobre
efeito em hormdnios ou em outros sistemas enddcrinos (EMA, 2020).
Normalmente sdo utilizados ratos (e coelhos como segunda opgao) para
o estudo de toxicidade embriofetal. A dose deve ser determinada a partir
da nao observagio de efeito toxico (NOAEL). Os periodos de avalia-
¢oes para as fémeas correspondem ao fértil, implantacio e desenvolvi-
mento embriondrio, e os parAmetros avaliados sio comportamento no
acasalamento, fertilidade, estdgios de pré-implantagio e implantagao
embriondrias, consumo de ragao, alteragao de peso corpdreo e morta-
lidade. Ao fim, analisam-se as estruturas macro e microscopicas dos
tecidos reprodutores;

* desenvolvimento pré e pés-natal — as fémeas sdo expostas a subs-
tancia teste desde a implantagio até o fim da lactagio. Os parAmetros
avaliados sdo fémeas nao prenhas, mortalidade pré e pds-natal, cresci-
mento e desenvolvimento alterados, incluindo comportamento, puber-
dade e reproducio. Da mesma forma, ao final s3o analisadas estruturas
macroscépicas e microscopicas dos tecidos reprodutores;

* desenvolvimento embriofetal — as fémeas sao submetidas a eutandsia
para avaliagao dia antes da pari¢do e os fetos analisados por histopato-
logia. Para as lactantes (quando expostas a substincia teste durante o
periodo da lactagdo) ¢ avaliada a quantidade absorvida e a permanéncia
da substancia teste no leite e desenvolvimento dos filhotes lactentes.

Carcinogenicidade

Os estudos de carcinogenicidade nio sio necessdrios caso nio haja
suspeita de potencial carcinogénico. Alguns preceitos devem ser levados em
considerag¢io como: observagio de suspeitas de potencial efeito carcinogénico
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em estudos de genotoxicidade, como evidéncias de lesoes pré-neopldsicas
nos estudos de toxicidade de doses repetidas, e verificagio em ensaios de
genotoxicidade 7 vivo; suspeitas baseadas em mecanismos epigenéticos;
qualidade dos dados cientificos (no clinico, clinico, epidemiolégico, farma-
covigilancia). E importante frisar que, com a atualizagao dos guias, o estudo
clinico de longa duracio nao pressupée estudos de carcinogenicidade (EMA,
2009). O objetivo desse estudo ¢ investigar o potencial tumorigénico da subs-
tAncia teste em animais de experimentagao. Para tal, sdo verificados o inicio, a
localizagao, as dimensées, as aparéncias e a progressao de cada tumor de forma
visivel ou apalpdvel. Os estudos sdo geralmente conduzidos em ratos durante
24 meses, e sao analisadas a hematologia e a necropsia ao final do estudo.

Consideracdes sobre a Pesquisa Clinica
em Produtos Naturais

Os estudos clinicos sao modelos usados no desenvolvimento de medica-
mentos, vacinas, técnicas cirtirgicas, procedimentos diagndsticos e na avaliagao
de tratamentos médicos. Constituem pesquisas translacionais focadas em
transferir o conhecimento da experimentagao de bancada para uma situagio
clinica. Sdo conduzidas em seres humanos com os objetivos de descobrir e
confirmar os efeitos clinicos e/ou farmacolégicos experimentais, identificar
qualquer reagdo adversa e estudar sua farmacocinética para verificar sua segu-
ranca e eficicia de uma substincia teste (Dainesi & Goldbaum, 2012). E uma
ferramenta essencial para melhorar a qualidade de vida da sociedade, benefi-
ciando homem e animais, e, para que esses objetivos sejam atingidos, regras e
principios devem ser seguidos.

A ética é o principio bésico e primordial da pesquisa clinica e tem sua
origem no juramento de Hipécrates (século V a.C.), que visa a protecio, o
respeito, a justica ¢ o bem para todos os seres humanos. Contudo, muitos
estudos clinicos desrespeitaram tal principio e muitos pacientes sofreram
abusos, alguns fatais. Os horrores da experimentagio humana durante a
Segunda Guerra Mundial chocaram a comunidade cientifica, levando a
criagdo, em 19 de agosto de 1947, do Cédigo de Nuremberg, que foi elabo-
rado apds o Tribunal de Nuremberg julgar 23 pessoas, das quais vinte eram
médicos, consideradas criminosas de guerra pelos brutais experimentos reali-
zados em humanos (Oliveira & Anjos Filho, 2006). Esse documento, um
conjunto de normas, tornou-se um marco na histéria da humanidade, pois,
pela primeira vez, foram estabelecidas recomendagbes internacionais sobre os
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aspectos éticos envolvidos na pesquisa em seres humanos, que deram subsidios

aos tribunais nos julgamentos dos crimes contra a humanidade que aconte-

ceram nos campos de concentragio contra os prisioneiros de guerra. Entre as

normativas tém-se que:

o consentimento voluntdrio é absolutamente essencial e deve ser infor-
mado e assinado o termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).
Nesse documento sio explicitadas, de forma escrita, todas as informagoes
necessdrias sobre a pesquisa, em linguagem clara e objetiva, de fécil enten-
dimento, para o mais completo esclarecimento aos participantes ou a seu
responsdvel legal. Os participantes devem ser legalmente capazes de dar
consentimento e ter o livre direito de escolha sem qualquer intervengao de
elementos de forga, fraude, coagio ou outra forma de restri¢ao posterior,
além disso, devem ter conhecimento suficiente do estudo para tomarem
uma decisao. Isso exige que sejam informados aos participantes da pesquisa
a natureza, a duragio e o propdsito do experimento, os métodos que serdo
usados, os riscos esperados e os possiveis efeitos sobre a sua satide. O dever
e a responsabilidade de garantir a qualidade do consentimento repousam
sobre o pesquisador que conduz o experimento clinico;

a pesquisa deve produzir resultados vantajosos para a sociedade, que
nao possam ser buscados por outros métodos de estudo;

o experimento deve ser baseado em estudos pré-clinicos com animais e
no conhecimento da evolu¢io da doenca ou das condi¢des em estudo,
logo os resultados ja conhecidos justificam a condicio do experimento;

o experimento deve ser conduzido de maneira a evitar sofrimento e
danos desnecessdrios, quer fisicos, quer materiais;

a pesquisa nio deve ser conduzida quando existirem possibilidades de
morte ou invalidez permanente ou qualquer dano importante a sadde
do participante;

o grau de risco aceitdvel deve ser limitado pela importincia do problema
que o pesquisador propde-se a resolver;

cuidados especiais devem ser tomados para proteger o participante de
qualquer possibilidade de dano, invalidez ou morte, mesmo que remota;

o experimento deve ser conduzido por pessoas cientificamente
qualificadas;
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* o participante deve ter a liberdade de se retirar no decorrer do
experimento;

* ¢ o pesquisador deve suspender os estudos em qualquer estdgio, se ele
acreditar que sua continuidade pode causar dano, invalidez ou morte
dos participantes.

Em 1962 foi criada pelo FDA nos Estados Unidos uma lei federal
chamada de Emenda de Kefauver-Harris ou Emenda de Eficdcia de Drogas,
que passou a exigir a necessidade de ensaios clinicos bem desenhados para
o desenvolvimento e a aplicagio de novos firmacos em seres humanos que
comprovassem a eficicia e a seguranga de medicamentos antes de sua comer-
cializagao. A emenda foi uma resposta a tragédia da talidomida, que foi usada
para tratar os enjoos matinais durante a gravidez e causaram defeitos congé-
nitos em milhares de criangas (Greene & Podolsky, 2012).

Em 1964, a associa¢io médica mundial criou a Declaragao de Helsinque,
que apresentou os principios gerais e as orientagdes sobre o uso de seres
humanos na pesquisa clinica. Esse documento vem sofrendo atualizagoes, e
a ultima em foi 2013. Nessa declaragio os cinco principios bdsicos sao: 1)
O estudo deve adaptar-se aos principios morais e cientificos que justificam a
pesquisa médica e ser baseado em experiéncias de laboratério ¢ com animais
ou em outros fatos cientificamente determinados; 2) A pesquisa deve ser
conduzida somente por pessoas cientificamente qualificadas e sob a supervisao
de alguém medicamente qualificado; 3) O estudo nao pode ser legitimamente
desenvolvido, a menos que a importincia do objetivo seja proporcional ao
risco inerente a pessoa exposta; 4) Todo projeto de pesquisa clinica deve ser
precedido de cuidadosa avaliagdo dos riscos inerentes, em comparagio aos
beneficios previsiveis para a pessoa exposta ou para outros; e 5) Precaucio
especial do médico ao realizar a pesquisa na qual a personalidade da pessoa
exposta ¢ passivel de ser alterada pelas drogas ou pelo procedimento experi-
mental. E importante destacar que o livre consentimento, como ¢ norma,
deve ser dado por escrito, em caso de incapacidade legal e deve ser concedido
pelo responsével legal. O paciente da pesquisa clinica deve estar em estado
mental, fisico e legal que o habilite a exercer plenamente seu poder de decisao.
O médico pode combinar a pesquisa clinica com o cuidado profissional, desde
que o objetivo represente a aquisi¢do de uma nova descoberta médica, apenas
na extensio em que a pesquisa clinica ¢ justificada pelo seu valor terapéutico
para o paciente (Diniz & Corréa, 2001).
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No Relatério de Belmont, publicado em 1978, concluiu-se que os princi-
pios éticos numa pesquisa clinica era a beneficéncia (o pesquisador é respon-
sdvel pelo bem-estar fisico, mental e social do participante com o minimo
de riscos); o respeito (reconhecer a capacidade de escolha e poder de decisio
dos participantes); e a justica (nenhum grupo de participantes deve ser colo-
cado em risco em beneficio de outrem). Em 1990, as agéncias regulatdrias
e as industrias do Japio, Estados Unidos e de paises da Europa através da
Conferéncia Internacional de Harmonizaciao (ICH) elaboraram um docu-
mento para padronizar (harmonizar) os procedimentos de produgio, testes e
comercializagio de novas drogas para garantir a seguranga, eficicia e qualidade
de medicamentos e reunir autoridades reguladoras e industrias farmacéuticas
para discusso técnica e cientifica do registro de medicamentos. Mais tarde,
em 2007, outros paises, como Austrdlia, Brasil, China, Singapura, Coreia,
I[ndia, Rssia e Tailindia foram incluidos na ICH (Lindstrém-Gommers &
Mullin, 2019).

Esses e outros documentos tém como objetivo proteger o participante da
pesquisa clinica, que é um voluntdrio. Eles estao fundamentados nos quatro
principios da bioética, que sio a autonomia, que ¢ a capacidade de deliberar
sobre os seus objetivos pessoais; a justica, que se refere a equidade dos indi-
viduos; a beneficéncia, que ¢ fazer o bem; e a nio maleficéncia, que ¢ evitar
o sofrimento do participante. Além desses principios, deve-se considerar o
critério da vulnerabilidade que, segundo a resolu¢io n. 466/12, do Conselho
Nacional de Satde (CNS), refere-se ao estado de pessoas ou grupo de indivi-
duos que tenham a capacidade de autodeterminagio reduzida ou impedida, ou
estejam impedidos de opor resisténcia, sobretudo no que se refere ao TCLE.
Entre eles, estdo os prisioneiros, individuos com baixa escolaridade, doentes
psiquidtricos, pessoas pobres, criancas e mulheres quando a cultura impoe
submissao aos homens. Tais normativas também garantem condutas médicas
referentes as boas prdticas clinicas.

No Brasil, a pesquisa clinica teve inicio apds a criagio da primeira norma-
tiva de 1988. Em 1996 foi publicada a resolugio normativa (RN) n. 196/96,
que representou os primeiros passos na regulamentagio e na normatizagio,
com a criacio da Comissao de Etica em Pesquisa (CEP) e da Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (Conep) ¢ a obrigatoriedade do TCLE. Desde
entdo, a Anvisa regulamenta o registro de medicamentos no Brasil e, em
2003 e 2007, publicou a Resolugao da Diretoria Colegiada (RDC) n. 136 e
a RDC 17/07, que normatizam o registro de novos firmacos apds pesquisas
que comprovem sua eficicia e seguranca, além de estudos controlados para
medicamentos similares e genéricos.
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O desenvolvimento de um novo medicamento inicia-se com a descoberta
de uma molécula ou produto que tenha potencial farmacolégico e prova de
conceito. Apds seus estudos pré-clinicos em modelos animais, o produto dever
ser aprovado para testes em humanos. No caso de caso de fitoterdpicos, os
registros sdo feitos de acordo com a RDC n. 26/2014. Os préximos passos
sa0: o delineamento dos estudos clinicos, o processo de mascaramento, o
desenvolvimento do protocolo, a defini¢io de varidveis e do desfecho clinico,
a submissao do projeto ao CEP e Conep para ser registrado, a selecio dos
participantes, a uniformizacio dos grupos, os tipos de controle, a condugao
do estudo, as avaliacées clinicas e laboratoriais, a determinagio dos eventos
adversos, a andlise dos dados obtidos e os relatérios que devem ser entregues
em todas as fases da pesquisa clinica antes do relatério final. O estudo oferece
completa assisténcia clinica, juridica e garante a locomogao dos participantes
até os centros médicos e de pesquisa onde serdo realizados os estudos e a coleta
do material para as andlises.

Os participantes da pesquisa clinica sao alocados em grupos de maneira
mais homogénea possivel para evitar a introdu¢ao de uma varidvel que pode
levar a um erro. Esses grupos sio o de intervengio, que utilizam o tratamento
proposto, e o grupo controle, cujos resultados sio avaliados pela comparagio
dos desfechos clinicos obtidos em ambos os grupos, conforme o objetivo do
estudo. Com isso, pode-se ter: estudo em paralelo (o mais usado) — uma vez
que o participante tenha sido alocado num grupo, ele seguird neste mesmo
grupo até o final; estudos sequenciais simples — o participante serd exposto a
dois tratamentos em diferentes fases da pesquisa; estudos sequenciais cruzados
— os voluntdrios sao divididos em grupos que, ao atingirem um determinado
periodo (pode ser a metade do estudo), invertem os medicamentos.

Outra decisdo importante no delineamento do estudo clinico é o
cardter de cegamento ou mascaramento, que se dividem em: 1) Estudos
abertos: nao hd cegamento. O pesquisador, sua equipe e o participante
sabem qual medicamento estd sendo administrado e em que grupo estd
alocado; 2) Estudo simples cego: neste tipo de mascaramento o participante
nao sabe qual firmaco estd sendo administrado, e nem em qual grupo ele
foi alocado; 3) Estudo duplo-cego: nem o pesquisador, nem o participante
sabem o que estd sendo administrado; 4) Estudo duplo-cego comparativo:
o medicamento estudado serd comparado com fdrmaco andlogo ou placebo,
porém médico e paciente nio terdo conhecimento de quem estd em qual
grupo de estudo; 5) Estudo triplo-cego: os participantes, o pesquisador e o
estatistico que faz as andlises dos dados nao sabem qual é o grupo controle
e 0s experimentais.
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A pesquisa clinica é dividida em quatro principais fases, que se carac-
terizam pelo nimero de participantes, seus objetivos bdsicos, o tempo para
cumprir tais objetivos e seus custos (Zago, 2004). Os estudos clinicos de fase
I sao os primeiros estudos em seres humanos e seu principal objetivo é avaliar
a seguranga e a tolerabilidade do medicamento para os participantes, ou seja,
definir a maior dose tolerdvel e monitorar os efeitos adversos. Nessa fase estu-
dam-se a PK e a PD do medicamento em individuos sem a doenca do estudo,
determinando se humanos e animais absorvem, distribuem, metabolizam e
excretam o medicamento de maneira semelhante. O tamanho amostral é de
vinte a cem participantes sadios, e os critérios de inclusio e exclusao sio esta-
belecidos para afastar a possibilidade de doengas prévias, ou de limitagdes/
restrigbes que possam representar um risco a integridade do participante da
pesquisa. E a fase mais curta da pesquisa clinica, que vai de 6 a 12 meses, com
custo aproximado de cinquenta milhées de délares. Se 0 medicamento for um
fitoterdpico, os estudos de PK serao de dificil andlise e interpretagao, pois ele ¢
um conjunto de substincias e nao um composto isolado, e, por isso, os resul-
tados devem ser analisados com muito cuidado porque serio estimativas. Cada
composto terd, ou nao, uma atividade farmacoldgica distinta e sinérgica, na
maioria das vezes, e farmacocinéticas diferentes. Para os estudos clinicos com
plantas medicinais ¢ mandatério seguir a farmacopeia vigente, que estabelece
que todas as espécies vegetais tém que ter identificagao botinica, com exsicata
depositada em herbdrios de instituicao fiel depositdria, como os jardins bota-
nicos, Empresa Brasileira de Pesquisas Agropecudrias (Embrapa), Fundagao
Oswaldo Cruz (Fiocruz), universidades, entre outros; cultivi-las seguindo as
préticas de cultivo minimo, adubagio verde, uso de compostagem e consor-
ciagdo de espécies; conter as informagdes sobre coleta como periodo do dia,
local (cidade, estado e sistema de posicionamento global), fase de desenvol-
vimento (floracdo, frutificagio, maturagdo), cultivo espontineo; e seguir as
metodologias preconizadas para a obtencio da classe quimica responsdvel pela
atividade farmacoldgica da planta (Alonso, 2016).

Nos estudos clinicos de fase II sao avaliados os critérios de eficdcia e segu-
ranga. Dessa participam entre cem a mil individuos portadores da doenca
em estudo, e é muito importante que os pacientes nao apresentem outras
alteracoes clinicas além da doenga que estd sendo avaliada. Em sua grande
maioria, utilizam-se estudos aleatorizados, mascarados, com grupo controle
usando a medicagio padrao ou placebo e um grupo com o medicamento em
estudo (delineamento cldssico em paralelo). Essa fase da pesquisa clinica pode
ser dividida em fase IIA e fase IIB. Na fase IIA ou fase 2 inicial, estuda-se a

prova de conceito em humanos, ou seja, realizam-se os ensaios de eficicia
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em humanos com a doenga, para avaliar a utilidade do novo medicamento.
Nessa etapa participa um pequeno nimero de pacientes, ¢ uma tnica dose
do medicamento ¢ administrada. A monitorizagio de seguranca ¢é proativa e
direcionada aos érgaos-alvo, detectados na fase pré-clinica. O tempo previsto
para a fase IIA é de 9 a 12 meses. Na fase IIB ou tardia, definem-se a dose
terapéutica e o intervalo terapéutico, que é a menor dose eficaz e a maior dose
segura. Essa fase é planejada para determinar as doses que serdo utilizadas no
estudo de fase III. Além disso, aumenta-se o nivel de conhecimento sobre
o medicamento em desenvolvimento, ou seja, estudos investigativos para
descobrir novos aspectos importantes sobre o medicamento. Desta participam
um ndmero maior de individuos, visto que existem mais informagées sobre a
seguranga do medicamento em estudo e a duragio é de 12 a 16 meses e custo
aproximado de setenta milhoes de délares. Os critérios de inclusdo e exclusao
dos participantes sao restritos e rigorosos e os estudos sao multicéntricos, reali-
zados em mais de um centro de pesquisa (Chen ez 4., 2018).

Os estudos clinicos de fase I1I sao confirmatérios e de validagao dos resul-
tados de seguranga, eficicia e comparagio com tratamento padrao obtidos na
fase II. Envolvem entre mil e trinta mil participantes, tém duracio de 14 a 20
meses e custo de 180 milhées de dblares. Nessa fase utiliza-se a faixa posolé-
gica eficaz que ndo provocou reagoes adversas graves. Além disso, avaliam-se
os eventos adversos raros que nao se manifestaram nas fases I e II, as inter-
rupgoes do estudo por motivos externos, as falhas terapéuticas, as interagoes
medicamentosas, o uso correto da medica¢io, a morbidade e a mortalidade
relacionada ao tratamento que nao foram observados nos estudos anteriores.
O tipo de delineamento dos estudos clinicos de fase III é em paralelo, onde
ha formagao de pelo menos dois grupos, e sempre utiliza cegamento (Lockett
et al., 2019). No cegamento, os envolvidos nio conhecem em que grupo,
controle e experimental, foi realizada a intervengao. Os detalhes da pesquisa
clinica ficam no anonimato para evitar tendéncias. Os estudos do tipo paralelo
sao considerados como padrio ouro para evidenciar a eficicia da intervengao
em investigagoes na drea médica e sio também os mais comumente utili-
zados nos ensaios clinicos. Os estudos podem ser mono, duplo e triplo-cegos.
No mono-cego, o observado ou observador nio conhece a interven¢io nos
grupos; no duplo-cego o observado e o observador niao conhecem a inter-
vengao nos grupos; e no triplo-cego o observado, o observador e o estatistico,
que analisa os dados, ndo conhecem a intervengao nos grupos (Vasconcelos,
2016). Os critérios de inclusdo devem simular as condi¢oes clinicas na pratica.
Esses estudos fornecem as principais informacoes para a geragio das bulas,
como as indicagdes terapéuticas, dosagem, reagoes adversas mais comuns que
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acompanhardo o produto. Neles, também se avaliam a eficicia do medica-
mento a longo prazo e a seguranga a médio e longo prazos. Os resultados finais
dos estudos clinicos de fase I1I permitem comprovar a seguranca, a qualidade e
a eficdcia do medicamento e sua apreciagao pelas instituigoes responsdveis pelo
registro de medicamentos, como a Anvisa, no Brasil, e o0 FDA, nos Estados
Unidos. Entretanto, os estudos de fase III nao garantem a seguranca de todos
os efeitos adversos relacionados ao medicamento, pois, em algumas situagoes,
como nas comorbidades, a incidéncia desse evento adverso ou inesperado é
tdo baixa que seria necessdrio utilizd-lo em milhares de individuos para a sua
identificacao (Lockett ez al., 2019).

Apbs a concessio do seu registro, o medicamento pode ser comercializado
e distribuido para uso da populacio; essa fase de pés-registro ou de estudo
pés-comercializagao é denominada de estudos clinicos de fase IV, e ¢é exigida
pela agéncia reguladora. E desenhada de forma a estabelecer o valor terapéu-
tico, verificar como uma intervencao funciona no mundo real, j4 que podem
ocorrer novas reagoes adversas, ocasionadas por uso mais prolongado ou inte-
racdes medicamentosas com uso clinico em larga escala (farmacovigilancia),
além de determinar as estratégias de tratamento. Tais estudos sdo aplicdveis em
uma amostra muito grande, o que permite achados relevantes para as novas
indicacoes do fArmaco. Nessa fase os estudos confirmam os resultados da fase
III. Sao realizados pela empresa responsdvel pelo produto em conformidade
com as respectivas normas sanitdrias, e ¢ esta que também responde pelo
marketing, seguranga e farmacovigilancia (Reis ez al., 2011).

Os beneficios da pesquisa clinica vao além dos resultados clinicos que
as inovagoes oferecem a populacio. Sua condugio é um processo complexo
e multidisciplinar que envolve pesquisadores de dreas da sadde, estatisticos,
economistas, agéncias regulatdrias, comités de ética, participantes e patro-
cinadores. Nesse ecossistema criam-se inimeras oportunidades de ganhos
em termos de infraestrutura do sistema de satde, processos de tratamento,
recursos humanos, capital intelectual e atividade econdémica para o pais. Os
estudos clinicos atraem investimentos, movimentam a economia do pais,
sdo grandes impulsionadores da produgao cientifica e inovacio, aumentam
o0 acesso a saude e o padrao de tratamento de pacientes participantes dos
estudos clinicos, impactam positivamente a qualidade de vida da popu-
lagao, fortalecem o sistema de satide do pais, incrementam a infraestrutura
fisica de atendimento e cuidado ao paciente usada em centros de pesquisa,
proporcionam acesso e conhecimento mais 4gil de novas tecnologias por
equipes de tratamento, estabelecem times multidisciplinares em centros
de exceléncia para teste ¢ entrega de inovagdes, melhoram a atualizagio
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e treinamento profissional e refor¢am a cultura de medicina baseada em
evidéncias (Truong ez al., 2019).

A condugio da pesquisa clinica de medicamentos baseados em plantas
medicinais segue os mesmos protocolos padronizados para outros medica-
mentos e sdo empregados em todo o mundo. O Brasil possui um conjunto
de caracteristicas para ser referéncia na realizacio desses estudos porque: apre-
senta grande biodiversidade; tem alta demografia e importante economia; ¢
um dos maiores paises em termos de volume de vendas de medicamentos,
com elevado niimero de industrias farmacéuticas instaladas; possui compo-
sicao étnica diversificada; os seus profissionais envolvidos possuem alto nivel
de qualificago; e suas instituicoes, agéncias reguladoras e comités de ética sdo
muito capacitados. Todos os envolvidos nessa cadeia tém suas acoes funda-
mentadas em padroes definidos em normas e leis nacionais e diretrizes inter-
nacionais, além de serem monitorados durante todo o estudo pelos érgaos
sanitdrios e de ética em pesquisa (Almeida ez al., 2020).

Consideracdes Finais

A pesquisa e a produ¢io de medicamentos a partir das plantas impoem
desafios diversos. Os ensaios preditivos nao clinicos de farmacodinimica e
seguranga envolvem o uso de animais. Contudo, novas ferramentas tecno-
légicas tém sido desenvolvidas como alternativas ao uso de animais, como
os ensaios i silico, a farmacogendmica, a identificagio de biomarcadores, a
cultura de tecidos, o sistema microfluidico com células tridimensionais que
simulam atividades fisiolégicas de érgaos, entre outros. Desde a publicagao da
RDC n. 26 pela Anvisa, os medicamentos fitoterdpicos devem ser testados e
receber concessio de registro para serem comercializados e, para isso, devem
comprovar sua eficicia e seguranca, cumprindo as exigéncias por meio dos
estudos nao clinicos e clinicos. Portanto, as fases de estudo para os medica-
mentos fitoterdpicos sao quase as mesmas exigidas para um fdrmaco sintético,
mas a aprovacido do Conselho de Gestao do Patriménio Genético (CGEN) ¢é
exclusiva das pesquisas com plantas medicinais. Além disso, os usos populares,
ou seja, o conhecimento tradicional associado, direcionam o planejamento
do desenvolvimento de um fitoterdpico e suas possiveis indicagoes clinicas a
serem avaliadas nos estudos com seres humanos.
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Protecao do Conhecimento Tradicional no
Brasil e a Experiéncia das Bases de Dados da
India e da China
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Wanise Borges Gouvea Barroso

maior parte dos recursos genéticos e das espécies animais e vege-

tais existentes no planeta encontra-se em paises do hemisfério sul,

enquanto a sede das principais industrias farmacéuticas, de enge-
nharia genética e biotecnologia estd nos paises do hemisfério norte. Melo
(2015) estima que estejam no Brasil cerca de 20% a 22% da diversidade de espé-
cies vegetais encontradas no mundo. Com os novos avancos na drea de biotec-
nologia, ter acesso a biodiversidade tornou-se algo estratégico, alvo de constantes
disputas e debates (Brasil, 2019).

No Brasil, tem ocorrido a apropriacio indevida de espécies vivas da flora e
da fauna, bem como da sabedoria popular sobre suas utiliza¢oes, com o obje-
tivo de realizar estudos e produzir medicamentos, sem remuneracio dos bene-
ficios para o pais ou para a populagio detentora dos conhecimentos (Fiorillo
& Rodrigues, 1996). A biopirataria que tem sido realizada nao é apenas o
contrabando de diversas formas de vida da flora e fauna, mas, principalmente,
a apropria¢io e monopolizagiao dos conhecimentos das popula¢oes tradicio-
nais no que se refere ao uso dos recursos naturais (Fiorillo & Rodrigues, 1996).

A exploragio da biodiversidade deve ser feita de forma controlada e
consciente, a fim de garantir protegio ao meio ambiente e beneficios para
a sociedade. Entretanto, tem ocorrido de forma indiscriminada, resultando
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no empobrecimento dos recursos genéticos e podendo levar ao aumento do
nimero de espécies ameagadas de extingio (Brasil, 2018).

Com a finalidade de minimizar os prejuizos da explora¢io indevida da
biodiversidade para o pais, foi publicada, em 20 de maio de 2015, a lei n.
13.123, que dispde sobre o acesso ao patriménio genético, a protegio e ao
acesso ao conhecimento tradicional associado e a reparti¢o de beneficios para
conservacio e uso sustentdvel da biodiversidade (Brasil, 2015).

O desenvolvimento e a producio de fitoterdpicos nacionais vém cres-
cendo, e, para regular essa drea, a Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria
(Anvisa) estabeleceu orientagoes para o registro dos fitoterdpicos, porém as
espécies vegetais, utilizadas nos produtos, ainda nio sao objeto de registro ou
cadastro no Brasil (Anvisa, 2021). Portanto, a elaboracio de bases de dados
compreendendo espécies vegetais e conhecimentos tradicionais brasileiros
contribuird para promover a inovagio de novos medicamentos, bem como
combater a biopirataria.

Biodiversidade e Bioprospec¢ao

A biodiversidade compreende as diferentes categorias de riquezas biolé-
gicas da Terra e abrange todas as espécies da flora, fauna e micro-organismos,
bem como as fung¢des ecoldgicas desempenhadas por elas nos ecossistemas.
Esses ecossistemas sio o conjunto dos relacionamentos mutuos entre deter-
minado meio ambiente e a flora, a fauna e os micro-organismos que nele
habitam e incluem os fatores de equilibrio geolégico, atmosférico, meteorolé-
gico e bioldgico (Wilson, 1997). Como a biodiversidade ou diversidade biolé-
gica brasileira tem diversas espécies de plantas, animais, micro-organismos e
ecossistemas, o Brasil é um alvo mundial da biopirataria.

Os diversos produtos origindrios da biodiversidade e aprimorados pelas
tecnologias foram extraidos de materiais contrabandeados e patenteados
por laboratérios estrangeiros. Estudos realizados pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) mostram que o Brasil jd perdeu centenas
de milhoes de délares com registros no exterior de novas patentes baseadas em
espécies vegetais da Amazonia por nao dispormos de mecanismos eficientes de
defesa do nosso patriménio genético. De forma muito fécil qualquer pessoa
entra no territério, exporta, mapeia e registra patentes com base nos recursos
coletados liviemente (Campello, 2002). Apesar de a biopirataria atingir vérios
paises, o Brasil é o pais com maior destaque devido a sua biodiversidade, prin-
cipalmente a da Amazénia e a do Pantanal (Pereira, 2013).
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A bioprospeccio consiste em “atividade exploratéria que visa identificar
componente do patrimdnio genético e informagio sobre conhecimento tradi-
cional associado, com potencial de uso comercial” (Nascimento, 2007: 179).

O patriménio genético de paises como o Brasil ¢ de suma importncia para
o desenvolvimento de novos medicamentos e tecnologias para a humanidade e
constitui uma alavanca econdmica em potencial para os detentores desse patri-
monio. Assim, por meio do uso sustentdvel do seu patrimonio genético poderia
haver a criagao de novas atividades econdmicas no pais (Ekandzi, 2017).

O valor econémico da diversidade biolégica da Floresta Amazodnica é de
dificil mensuragdo. Constanza e colaboradores (2014) publicaram estudo
global macroecondmico em Changes in the Global Value of Ecosystem Services,
que precifica os servigos oferecidos pela natureza. Segundo os cilculos
estimados por eles, em 2014, a Amazonia brasileira rendeu ao pais (e ao
mundo) cerca de US$ 1,83 trilhdo (R$ 9,15 trilhdes) por ano em valor
bruto (Vasconcelos, 2019). A transformacao de biodiversidade em desen-
volvimento, por meio do seu uso sustentado e de seus recursos derivados, é
o grande desafio. A etapa inicial para vencer tal desafio é transformar conhe-
cimento em valor econdmico e bem-estar da popula¢io, uma das maiores
preocupacoes das sociedades atuais.

Conhecimento Tradicional

Os conhecimentos tradicionais envolvem saberes empiricos, prdticas,
crengas e costumes passados de pais para filhos das comunidades indigenas
ou de comunidade local (por exemplo, os ribeirinhos), quanto ao uso de
vegetais, microrganismos ou animais cujas amostras contém informagoes
de origem genética (Jungmann & Bonetti, 2010; WIPO, 2021f). A prépria
riqueza e variedade de biodiversidade brasileira pode demandar uma nova
procura, ou seja, a partir da grande quantidade de material genético, encon-
trar aquele que pode vir a gerar um produto inovador, por isso a impor-
tincia de tais conhecimentos tradicionais aliados ao patriménio genético e a
proépria bioprospec¢io (Freitas, 2002).

O conhecimento tradicional faz parte da identidade de diversas comuni-
dades. A legislacio no pais, entretanto, determina que o conhecimento tradi-
cional é proveniente de comunidades indigenas e populagdes locais. Ainda que
nao haja determinagio sobre o conceito de populagoes locais, entende-se que
sa0 aquelas com modo de vida e relagoes sociais ¢ materiais inerentes a diver-
sidade bioldgica. Sao comunidades ribeirinhas, seringueiros, quilombolas,
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entre outros. Essa categoria de conhecimento ¢ o componente principal do
ambiente fisico e social das comunidades, sendo sua preservagao muito impor-
tante (Barbosa, 1996).

A protecio do conhecimento tradicional é complexa, uma vez que boa
parte desse conhecimento ¢ oral, nio documentada, o que torna invidvel a
apresentagdo de provas para impedir a concessio de patente. A Organizagio
Mundial de Propriedade Intelectual orienta criar um banco de dados de conhe-
cimentos tradicionais, sugestao acatada por diversos paises. O Brasil, contudo,
até o momento, ainda nio segue essa orientagio, mesmo sabendo que muitos
desses conhecimentos sio provenientes de diferentes tribos e nunca foram
catalogados. Esse tema gera debates calorosos sobre maneiras de preservar,
proteger, desenvolver e usar de forma sustentdvel o conhecimento tradicional,
mas até o momento nada foi feito no pais (WIPO, 2019a).

A utilizagio do conhecimento das comunidades tradicionais sobre
recursos naturais pode ser o ponto de partida para pesquisas que podem levar
ao patenteamento de produtos e processos de obtengao de novas tecnologias.
Os recursos bioldgicos, muitas vezes presentes em terras indigenas, sio cole-
tados por pesquisadores ou laboratérios, que passam a estudar o potencial
farmacolégico de determinada planta ou veneno de animal, baseando-se no
uso tradicional que se faz deles (WIPO, 2019a).

Hoje jd se reconhecem o saber tradicional associado aos recursos biolé-
gicos e a possibilidade de reparti¢ao de possiveis beneficios advindos do seu
uso comercial ou industrial. Além disso, o Estado também reconhece o direito
das comunidades indigenas, entre outras, de decidirem sobre o uso de seus
conhecimentos tradicionais associados ao patriménio genético do pais, ou
seja, o consentimento prévio das comunidades para o acesso aos recursos situ-
ados em suas terras (Brasil, 2016).

Biopirataria

A biopirataria ¢ a apropria¢io indevida de espécies vivas da flora e da fauna
e da sabedoria popular sobre suas utilizagées com o objetivo de se realizarem
estudos, reprodugao em laboratério e comercializacdo, sem remuneragio
nem beneficios para o pafs ou para a populagio detentora das espécies ou
das informagoes (Santilli, 2016). O foco deste capitulo recai sobre o contra-
bando de diversas formas de vida da flora, mas, principalmente, a apropriagao
e monopoliza¢do dos conhecimentos das populacoes no que se refere ao uso
dos recursos naturais (Simées et al., 2017).



Prote¢do do Conhecimento Tradicional no Brasil e a Experiéncia das Bases... | 469

A exploragio da biodiversidade tem ocorrido no pais de forma indiscrimi-
nada, resultando no empobrecimento dos seus recursos e, consequentemente,
no aumento do niimero das espécies em risco de extingdo. Portanto, propostas
de alteragio desse quadro devem ser apresentadas para que a exploracio da biodi-
versidade seja efetuada de forma controlada e consciente, de modo a proteger o
meio ambiente e gerar beneficios para a populacio (Simées ez al., 2017).

E comum a transferéncia de material genético entre paises, e um exemplo
disso ¢ o que acontece com a ipecacuanha, planta nativa em Rondénia, de
cujas raizes extrai-se o principio ativo emetina, cultivada no Himalaia, e com
a castanha-do-pard, cultivada em Singapura, Maldsia, Sri Lanka e Trinidad e
Tobago (Fonseca & Ferreira, 2018).

Sempre pairou sobre o territério brasileiro a cobica de estrangeiros, hoje
potencializada pela globalizacio, pela excepcional posicio geogrifica e pelo
conhecimento tradicional e cientifico de que se dispoe sobre o seu incomen-
surdvel potencial hidrico, mineralégico e diversidade biolégica. A histéria
mostra que uma quantidade de material genético de nosso pais foi retirada.
Citam-se como exemplos:

* em 1746 o cacau foi levado do estado da Bahia para o continente afri-
cano, tornando-se este importante produtor de seus derivados;

* em 1860 Richard Spruce, botinico inglés, foi o encarregado de proceder
a coleta de mudas de cinchona, de cujas cascas ocorre a extragiao do
quinino — esta substincia foi levada para o Sudeste Asidtico. A Indonésia
tornou-se um dos maiores produtores de quinino;

* ¢ em 1876 Henry Wickham realizou a transferéncia de setenta mil
sementes da Hevea brasiliensis (seringueira) da regido de Santarém para
as colonias britanicas na Maldsia. O Brasil s6 foi o grande produtor de
latex durante o periodo de crescimento de sementes na Asia, apds esse
periodo, a Asia passou a ser um dos maiores produtores de borracha

(Santos, 1999).

Acordo Aspectos dos Direitos de Propriedade Intelectual
Relacionados ao Comércio (ADPIC)

O acordo Aspectos dos Direitos de Propriedade Intelectual Relacionados
ao Comércio (ADPIC), conhecido por TRIDs, sigla em inglés para Trade-
Related Aspects of Intellectual Property Rights (Brasil, 1994), trata de um

acordo internacional que faz parte do tratado geral que criou a Organizagao
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Mundial do Comércio (OMC) por ocasido da Rodada do Uruguai do General
Agreement on Tariffs and Trade (GATT), em portugués Acordo Geral de
Tarifas e Comércio.

O tratado que criou a OMC diz respeito aos aspectos gerais do rela-
cionamento comercial entre os paises. O ADPIC trata, especificamente, da
parte relativa aos direitos de propriedade intelectual. Embora contenha ainda
algumas falhas, sua assinatura marcou um momento realmente histérico, pois
127 paises concordam em ter um nivel minimo de prote¢ao da propriedade
intelectual (Brasil, 1994).

O acordo ADPIC trata da prote¢do internacional de direitos da proprie-
dade intelectual e respeita as convengées e tratados ji existentes ao dispor,
expressamente, que seu objetivo nio ¢ diminuir as obrigagbes dos seus
membros que sejam signatdrios das Convengdes da Unido de Paris, de Berna,
de Roma e do Tratado de Washington (Brasil, 1994).

O ADPIC tem como objetivo complementar os tratados anteriores.
O acordo estabelece um nivel de prote¢ao comum que deve ser respeitado por
todos, deixando, porém, os membros completamente livres para decidirem
qual a forma mais adequada a ser adotada no 4mbito interno, desde que nio
seja inconsistente com o proprio acordo (Brasil, 1994). Uma de suas propostas
fundamentais ¢ inserir a protecio dos direitos de propriedade intelectual no
sistema multilateral de comércio representado pela OMC. O ADPIC ¢ classi-
ficado como um dos pilares da OMC (Brasil, 1994).

Segundo o ADPIC, pode ser concedida patente a qualquer invengio
nova, independentemente do setor tecnolégico em que se encontre; essas
invenc¢oes devem apresentar novidade, atividade inventiva e aplicacio indus-
trial (Brasil, 1994).

O direito de propriedade intelectual pode ser definido como aquele
conferido a pessoas sobre as criagoes de sua mente. Essas se subdividem em:
direitos autorais e direitos de propriedade industrial. A prote¢io dos conhe-
cimentos tradicionais das comunidades encaixa-se no caso dos direitos auto-
rais, como o conhecimento de tribos indigenas sobre a utilizagao de alguma
planta como medicamento (Pimentel, 2000). Nos direitos de propriedade
industrial encaixa-se toda descoberta que tenha origem na fauna ou na flora
e que possa gerar tecnologia ou invengio, por exemplo, a criagio de um
produto farmacéutico que tenha sido extraido de alguma planta (Gontijo
apud Chaves et al., 2007).

A propriedade intelectual é o direito que cidadaos, empresas ou institui-
¢oes tém sobre o que resultar de sua inteligéncia ou criatividade. Ele ¢ prote-
gido por meio de diversos instrumentos juridicos que, cada um a sua maneira,
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servem para proteger os titulares ou proprietdrios contra o uso nao autorizado de
sua legitima criagdo, talento ou inteligéncia, por terceiros. A propriedade indus-
trial, por sua vez, é um tipo de propriedade intelectual. Abrange a prote¢io de
atividades, produtos, ideias ou simbolos relacionados a um processo industrial
ou comercial. E o caso das patentes de invengao, modelos de utilidade, desenhos
industriais, marcas e indicagoes geogréficas (Pimentel, 2000).

De um modo geral os direitos a propriedade intelectual sao reconhecidos
em todo o mundo. Entretanto, hd niveis de prote¢ao bem varidveis. Na reali-
dade, esse reconhecimento evoluiu muito a partir da assinatura do ADPIC,
em Marrakesh, em 1994 (Brasil, 1994).

Os paises signatdrios do ADPIC obrigam-se a reescrever suas leis nacionais
para adaptd-las as normas internacionais pactuadas nesse acordo, que abrange
patentes, produtos farmacéuticos etc. Segundo o ADPIC, um membro poderd
recusar-se a patentear uma invengio em funcio de trés fatores:

* protecio da ordem publica e da moralidade;
* protecio da vida ou da satide humana, animal ou vegetal;

* protecio do meio ambiente (Brasil, 1994).

Também podem os paises recusar-se a conceder patentes de invengoes
relacionadas com:

* diagndsticos, métodos cirtrgicos e terapéuticos utilizados no trata-
mento humano ou animal;

* animais, plantas, exceto micro-organismos e processos biolégicos desti-
nados a produgio de animais e plantas (salvo processos nao biolégicos

e microbioldgicos) (Brasil, 1994).

Patenteabilidade Relacionada as Plantas e aos Animais

O art. 27.3 do ADPIC orienta aos seus membros as criagdes que podem
ser consideradas como nio patentedveis (Brasil, 1994). Em virtude do art.
27.3 (b), os membros podem decidir que nio concederio patentes em seus
paises para determinados tipos de invengoes vegetais e animais. Em concreto
o acordo permite excluir da patenteabilidade as plantas e os animais, exceto
micro-organismos e processos essencialmente biolégicos para a produgao de
plantas e animais, que nio sejam procedimentos nio biolégicos ou microbio-

l6gicos (Brasil, 1994).
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Desde a elaboragao do art. 27.3 do ADPIC, a sua revisio é polémica
devido a discussdo sobre as divergéncias entre 0 ADPIC e a Convengao sobre
Diversidade Biolégica (CDB). Os Estados Unidos, que assinaram, mas nio
ratificaram a convengio, acham que ADPIC e CDB nio s3o compativeis, pois
tratam de assuntos diferentes. Por sua vez, o Brasil e a Uniao Europeia afirmam
que ¢ possivel harmonizar esses dois féruns de discussio, mas defendem duas
maneiras diferentes para que isso seja feito. Enquanto para a Unido Europeia a
revisao do acordo deve ser apenas uma adequagio de linguagem; para o Brasil
o artigo 27.3 (b) deve ser reescrito incorporando os dispositivos da CDB
(Dutra, 2004).

No Brasil, a Lei da Propriedade Industrial n. 9.279/96 estabelece, no art.
10, inciso IX, que nao é considerada invengao “o todo ou parte de seres vivos
naturais e materiais biolégicos encontrados na natureza, ou ainda que dela
isolados, inclusive o genoma ou germoplasma de qualquer ser vivo natural e os
processos biolégicos naturais”; enquanto, no artigo 18, inciso III e pardgrafo
tnico, define que nio sao patentedveis “o todo ou parte dos seres vivos, exceto
os microrganismos transgénicos que atendam aos trés requisitos de patente-
abilidade — novidade, atividade inventiva e aplicacdo industrial, previstos no
artigo 8°, e que nao sejam mera descoberta” (Brasil, 1996).

Convencao sobre Diversidade Bioldgica (CDB)
A CDB, assinada em 1992, durante a RIO-92 e ratificada pelo Congresso

Nacional brasileiro, em 1994, foi uma das mais polémicas, por expor os
muitos e divergentes interesses entre os paises industrializados e os paises ricos
em patrimé6nio genético e diversidade bioldgica (Franco, 2013). Portanto,
por uso sustentdvel ou desenvolvimento sustentdvel entende-se “aquele que
nao sacrifica seu proprio cendrio, ou seja, aquele que nao compromete suas
préprias condigoes de durabilidade” (Silva, 2021, n.p.).

A CDB trata do acesso ao patrimdnio genético, a prote¢io e o acesso ao
conhecimento tradicional associado & reparticao de beneficios e o acesso a
tecnologia para sua conservacdo, utilizacdo e uso sustentdvel e baseia-se nos
deveres de precaucio e de cooperacio internacional (Silva, 2021).

Outra discussiao que devemos realizar compreende a Declaragao do Rio
sobre Meio Ambiente e Desenvolvimento em comparagao com a CDB e se
estas seriam soff laws, ou seja, trata-se de diretrizes de comportamento, uma
declaragio de principios sem o poder de vincular ou obrigar qualquer pais
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ao seu cumprimento. Analisando a Declara¢io do Rio e a CDB, verifica-se
que ambas estabelecem principios a serem seguidos pelos paises signatdrios
para alcancgar as metas previstas para a prote¢ao do meio ambiente e para o
desenvolvimento sustentdvel do planeta. A CDB define principios voltados
para a cooperagio entre os Estados e os povos, com a unica finalidade de
estabelecer as bases para o direito internacional ao desenvolvimento susten-
tado (Silva, 2021).

Algumas regras da CDB definem principios do direito internacional, outras
refletem principios emergentes e outras ainda preveem orientagdes a serem
incorporadas nos sistemas normativos internos e internacionais. A Declaragao
do Rio e a prépria CDB sao importantes fontes que possibilitam a avaliagao
dos desdobramentos do direito internacional futuros ao prover as bases para a
definicao do desenvolvimento sustentdvel, bem como sua aplicagao no plano do
direito interno (Silva, 2021).

O principio da precaugio, que faz parte do direito internacional e estd
devidamente integrado na CDB, especificamente, é uma regra de jus cogens
que se incorpora automaticamente ao direito interno. Sendo assim, a CDB
compreende um tratado internacional, o qual foi ratificado pelo Brasil e incor-
porado em suas legislagoes internas, e segue o principio da precaugio como
meio de protegdo da variedade bioldgica no planeta. Verifica-se que até a assi-
natura da CDB, em 1992, qualquer um poderia ter acesso aos recursos gené-
ticos, pois a biodiversidade era considerada um patriménio da humanidade.
Com a CDB, seus paises signatdrios passaram a ter tanto os direitos sobre seus
recursos bioldgicos como o dever de zelar pela sua conservagio e utilizagio
sustentdvel. Cada um dos paises passou a ter a obrigacdo de regulamentar
0 acesso a sua biodiversidade, garantindo a reparti¢io justa e equitativa dos
beneficios oriundos do uso desses recursos e/ou de produtos derivados, além
disso, comprometeram-se a respeitar o conhecimento das comunidades tradi-
cionais e/ou indigenas, garantindo-lhes o retorno derivado da sua exploragio
comercial (Silva, 2021).

Dentre as possiveis resolugoes para o combate a biopirataria, destacam-se:

* regulamentar o acesso aos recursos e proteger os direitos das comuni-
dades sobre os conhecimentos da fauna e da flora brasileira ou de sua
regido;

* aplicar tanto 0 ADPIC, bem como a CDB com mudangas na legislagao
nacional (Silva, 2021).
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Resolucdo por meio da Aplicacdo Mutua do Acordo ADPIC
ea CDB

O processo de exame do art. 27.3(b) do ADPIC comegou em 1999.
O objetivo, nesse exame, era tratar da patenteabilidade das invengdes,
incluindo o material biolégico (invengdes biotecnoldgicas), a protegio das
obtengoes vegetais e as possiveis exclusoes de patenteabilidade (WTO, 2021).

Na reuniio do conselho do ADPIC, celebrada em 21 de marco de 2000,
seu presidente chegou a conclusio de que o conselho deveria proceder de
maneira mais organizada, sistemdtica e produtiva, centrando-se em:

* vincula¢do entre as disposi¢oes do art. 27.3 (b);

* questoes técnicas relativas a protecio mediante patente em conformi-

dade com o §3(b) do art. 27 do ADPIC;
* questoes técnicas relativas as obtencoes vegetais;
* questoes técnicas relativas a patenteabilidade de formas de vida;
* relagao com a conservagao e a utilizagao do material genético;

* a relagiao com os conceitos de conhecimentos tradicionais e de direitos

do agricultor (WTO, 2021).

O Brasil apresenta uma posi¢dao bastante interessante e avancada com
relagao a revisao do art. 27.3(b) do ADPIC. Na proposta brasileira, os paises
devem incorporar os dispositivos da CDB no ADPIC para garantir a criagao
de um arcabougo juridico internacional que permita a valoriza¢io do conhe-
cimento tradicional associado, a reparti¢dao de beneficios e o consentimento
prévio das comunidades (WTO, 2021).

Com o documento IP/C/W/403 (WTQO, 2003), Bolivia, Brasil, Cuba,
Equador, India, Peru, Republica Dominicana, Tailandia e Venezuela desen-
volveram as propostas do “consentimento fundamentado prévio”, ou seja, o
consentimento anterior sobre a divulgacio da fonte dos recursos bioldgicos
e dos conhecimentos tradicionais. O termo “consentimento fundamen-
tado prévio” ¢é utilizado na CDB ao se tratar da exploragio desses recursos
e conhecimentos, assim como da distribui¢ao equitativa dos beneficios. Esse
grupo de paises deseja que 0 ADPIC seja modificado para incluir que a distri-
buigio seja obrigatéria.

A Uniao Europeia, por sua vez, com o documento IP/C/W/383 (WTO,
2002) inclui uma proposta para examinar o requisito de que os depositantes
de patentes divulguem a origem do material genético e propde que conse-
quéncias juridicas de nio respeitar esse requisito devem situar-se fora do
ambito do direito de patentes.
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O ADPIC nio se opoe a distribuicao de beneficios derivados da protegao
da propriedade intelectual sobre inven¢des que incorporam recursos genéticos
ou a protegio dos conhecimentos tradicionais. Todavia, nio prevé instru-
mentos diretos para estabelecer um vinculo entre a prote¢io da propriedade
intelectual € o cumprimento dos principios da CDB. Ambos, a CDB ¢ o
ADPIC, nao estio em conflito em uma perspectiva juridica. Tém objetivos
diferentes e nao se ocupam da mesma matéria. Nao existe nada nas dispo-
sigoes de um ou de outro acordo que impeca a um pais signatirio da CDB
e membro da OMC (ADPIC) de cumprir as obrigagoes que lhe incumbem
esses acordos. Por exemplo, a CDB nio proibe que se faga patente de inven-
¢oes que utilizam material genético. O ADPIC nao impede aos signatdrios da
CDB exercerem seu direito de regulamentar o acesso aos recursos genéticos,
exigir o seu consentimento fundamentado prévio ou compartilhar os benefi-
cios derivados de sua utilizagao. Ao nio haver incompatibilidade juridica entre
os acordos em questdo, nao pode haver problema com aplicagio de ambos.

Apesar das diferengas quanto ao 4mbito de aplicagao dos instrumentos
em questdo, existe realmente uma interagio considerdvel entre os direitos a
que se refere 0 ADPIC e a matéria da CDB. A aplicagao do ADPIC pode
utilizar-se em apoio dos objetivos da CDB, como garantir a participagio
justa e equitativa dos beneficios que derivam da utiliza¢io dos recursos gené-
ticos. A propriedade intelectual pode ser um instrumento adequado para a
aplicagio da CDB. Os direitos de propriedade intelectual podem estimular a
utilizagdo de recursos genéticos fomentando a inovagio biotecnolégica. Esses
direitos geram beneficios financeiros devido a explora¢io comercial.

Dessa maneira, sempre respeitando o direito internacional, em particular
a CDB, a legislacio nacional e os acordos contratuais em matéria de acesso
e de participagdo nos beneficios, hi margem para que os interesses de prove-
dores e usudrios, por meio da utiliza¢do dos direitos de propriedade intelec-
tual, em que estes contribuem para a criagao de beneficios derivados da utili-
zagio de recursos genéticos, retornem em forma de rendimentos financeiros
ou de acesso a tecnologia pertinente.

Bases de Dados de Conhecimento Tradicional

Base de Dados da india

A India possui um rico conhecimento tradicional de formas e meios
praticados para tratar doengas que afligem as pessoas. Esse conhecimento
tem sido transmitido oralmente, de geracdo para geragio. Uma parte desse
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conhecimento tem sido descrita na literatura cldssica e outros artigos, muitas
vezes inacessiveis a0 homem comum e até mesmo, quando acessiveis, rara-
mente compreendido. A documentagio de conhecimentos existentes, dispo-
niveis em dominio publico, em vdrios sistemas tradicionais de medicina
tornou-se imperativo para salvaguardar a soberania desse conhecimento tradi-
cional e para protegé-lo de ser desviado na forma de patentes de inovagoes
conhecidas, e tem sido uma questdo de interesse nacional (WIPO, 2021d).

A Biblioteca Digital de Conhecimento Tradicional (7raditional Knowledge
Digital Library — TKDL) da India consiste em um projeto colaborativo entre
o Conselho de Pesquisa Cientifica e Industrial (CSIR) e o Departamento de
Ayurveda, Yoga & Naturopatia, Unani, Siddha e Homeopatia (AYUSH) que
tem como objetivo garantir que os escritérios de patentes em todo o mundo
nao concedam patentes para pedidos baseados no conhecimento tradicional
milenar da India. A ideia de estabelecer a base de dados TKDL surgiu em
meio aos esforcos da India para revogar a patente concedida pelo Escritério de
Marcas e Patentes dos Estados Unidos (USPTO) sobre as propriedades cica-
trizantes do agafrio e a patente concedida pelo Escritério Europeu de Patentes
(EPO) sobre as propriedades antifiingicas do nim.

A TKDL fornece informagées sobre conhecimento tradicional existente
na India, em linguas e formato compreensivel por examinadores de patentes
dos escritérios de patentes internacionais, de modo a evitar a concessao de
patentes indevidas, e atua como uma ponte entre a informagio do conheci-
mento tradicional existente em linguas locais ¢ os examinadores de patentes
(TKDL, 2021; WIPO, 2021d). Ela compreende o resultado de um projeto
colaborativo entre o Conselho de Pesquisa Cientifica e Industrial (CSIR),
Ministério da Ciéncia e Tecnologia e do Departamento de Ayush, Ministério
da Satide e Bem-Estar da Familia, e estd sendo implementado em CSIR. Uma
equipe interdisciplinar de medicina tradicional (Ayurveda, Unani, Siddha e
Yoga), os peritos examinadores de patentes, cientistas e oficiais técnicos foram
envolvidos na criagio de TKDL para os sistemas de medicina (TKDL, 2021).

A TKDL disponibiliza documentagio do conhecimento tradicional em
dominio publico, sob a forma de literatura existente relacionada a Ayurveda,
Unani, Siddha e Yoga, em formato digitalizado em cinco idiomas internacio-
nais, que sao inglés, alemio, francés, japonés e espanhol. Também foi criada
a Classificagio de Recursos de Conhecimento Tradicional (TKRC, na sigla
em inglés), um inovador sistema de classificagao estruturado com o propdsito
de sistematizagio, divulgacio e recuperagio com cerca de 25 mil subgrupos,
referentes a plantas medicinais, minerais, recursos animais, efeitos ¢ doengas,
métodos de preparagio, modo de administracio etc. (TKDL, 2021).
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A India tem desenvolvido uma politica especifica, as leis e aquisi¢io de
sistemas apropriados e ¢ um candidato a participar de acordos internacio-
nais sobre comércio, utilizagao, prote¢io e preservagio de conhecimentos
tradicionais e recursos genéticos de plantas. De modo mais geral, os ativos e
conhecimentos indianos ganharam um lugar central nas politicas nacionais de
conserva¢io (TKDL, 2021).

Em 2000, foi orientada a criagio de uma Biblioteca Digital de
Conhecimento Tradicional, cujo objetivo foi levar o conhecimento de préticas
terapéuticas indianas (Ayurveda, Yunani, Siddha, Yoga) de uma forma utili-
zdvel por instituigoes gestoras de direitos propriedade intelectual. A TKDL
integra diversas disciplinas como Ayurveda, Unani, Siddha, Yoga, ¢ idiomas,
sAnscrito, drabe, urdu, persa, tamil, inglés, japonés, espanhol, francés, alemao.
Atualmente, o TKDL ¢ baseado em livros de sistemas indianos de medicina,
que estdo disponiveis em dominio aberto e podem ser adquiridos por qual-
quer individuo/organizagao em nivel nacional/internacional. A TKDL atua
como uma ponte entre esses livros (técnica anterior) e examinadores interna-
cionais de patentes (TKDL, 2021; WIPO, 2021d).

Essa escolha de formalizacio moderna foi reforada pela relagio entre a
India e a Organizagio Mundial da Propriedade Intelectual (OMPI), em inglés
World Intellectual Property Organization (WIPO). A experiéncia indiana ¢, de
fato, fundamental para a organizagio definir um quadro juridico no que diz
respeito ao conhecimento tradicional. O Interstate, grupo de trabalho voltado
para essa questdo, criado em 2002, nio sé apoiou o projeto, mas adotou na
India os métodos de inventdrio e classificacio de recursos tradicionais como base
para a modifica¢io da Classificagio Internacional de Patentes. De modo mais
geral, a OMPI tem desenvolvido um discurso sobre a natureza do conhecimento
tradicional, a necessidade de protegé-los e como fazer isso, que ecoa as posigoes
oficiais da India e do seu papel no mercado de construgio (WIPO, 2021d).

A elaboragao da TKRC propiciou a criagao de um grupo de For¢a Tarefa
da OMPI-TK composta de USPTO, EPO, Japan Patent Office (JPO), China
National Intellectual Property Administration e Office of the Controller General
of Patents, Designs & Trade Marks (CGPDTM) para aumentar os subgrupos
da International Patent Classification (IPC) destinados a classificar o conhe-
cimento tradicional relacionado, vinculando a TKRC 4 IPC. Em fevereiro
de 2002, um Comité de Peritos recomendou a inclusio de aproximada-
mente duzentos subgrupos sobre conhecimento tradicional e a ligagao de
TKRC ao IPC e, assim, um novo grupo principal foi incluido na IPC: AG1K
36/00, com 207 subgrupos, que cobrem diferentes categorias de plantas

(Quadro 1).
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Quadro 1 — Classifica¢gdes Internacionais de Patentes para as categorias da base de
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dados TKDL
Quantidade Espécies Categoria da IPC ?Ss;:ﬁ:iﬁgg

1 Algas A61K36/02 a 36/05 4

2 Fungos e liquens A61K36/06 a 36/09 10

3 Bridfitas A61K36/10 1

4 Pteridoéfitas A61K36/11 a 36/126 3

5 Gimnospermas A61K36/13 a 36/17 5

6 Angiospermas A61K36/18 1

7 Dicotileddneas A61K36/185 a 36/87 148

8 Monocotiledéneas A61K36/88 a 36/9068 | 35
Quantidade total de subgrupos 207

Fonte: WIPO, 2021b, 2021g.

A base de dados TKDL d4 legitimidade ao conhecimento tradicional exis-
tente e permite a protegio patentiria dos conhecimentos tradicionais da India
pelos inventores. Ela impede a apropriagao indevida de conhecimento tradi-
cional indiano, principalmente por quebrar a barreira do formato e linguagem
e tornd-lo acessivel aos examinadores de patentes dos escritérios de patentes
internacionais para fins de realizagio de busca e exame de patentes (TKDL,
2021). No Quadro 2, mostramos a situagao da transcrigio da medicina tradi-
cional na base de dados TKDL, em outubro de 2012.

Quadro 2 — Quantidade de livros e transcrigdes na base de dados TKDL

Disciplina Numero de textos (incluindo volumes) na transcri¢do
Ayurveda 119
Unani 55
Siddha 91
Sowa Rigpa 1
Yoga 15
Total 281

Fonte: TKDL, 2021.
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Base de Dados da China

A medicina tradicional chinesa (TCM, sigla em inglés para traditional
chinese medicine) tem um papel importante no diagndstico e tratamento
de doengas na Asia. No entanto, no passado, devido 2 falta de pesquisas
cientificas sistemdticas, a TCM nio era reconhecida na sociedade ocidental.
Recentemente, cada vez mais pessoas estdo conscientizando-se do TCM
devido ao crescente nimero de dados que sustentam seu potencial terapéu-
tico. Com base nessa crescente demanda por modernizagio da medicina
chinesa, o Laboratério de Biologia Computacional e de Sistemas comegou a
integrar a TCM e as tecnologias ocidentais em 2003 (Song, 2009).

O primeiro banco de dados com informagoes estruturais tridimensio-
nais dos constituintes da TCM tem a simula¢io de acoplamento molecular.
Nos ultimos sete anos, foram realizadas pesquisas bibliogréficas para que
fosse obtida a composi¢ao quimica de cada erva e foram construidas estru-
turas bi e tridimensionais de cada constituinte da TCM. Atualmente, todos
os compostos TCM no banco de dados foram geometricamente otimizados
no campo de forca MM2 (Song, 2009).

A Base de Dados de Patentes da Medicina Tradicional Chinesa (TCM)
foi estabelecida em 2001, apoiada pelo Escritério Estadual de Propriedade
Intelectual da China (SIPO), e, em 2002, a versio em inglés foi estabele-
cida. O TCM abrange pedidos de patente publicados desde 1985 e fornece
29 entradas de pesquisa com os dados bibliograficos, assuntos e aplicacoes/
efeitos terapéuticos. Além disso, esse banco permite uma interface com
outros sistemas, o que proporciona a realizagio de: uma pesquisa rdpida,
uma pesquisa avangada, uma pesquisa de férmula e da procura de expressoes
no diciondrio da TCM (Liu & Sun, 2004).

O escritério China National Intelectual Property Administration
(CNIPA) possui documentos de 94 instituicoes de patentes e descri¢oes
de textos completos, publicados por quarenta bancos de dados. Mais de
cinquenta mil publicagdes de patentes na China sao tornadas publicas por
essa base. Além disso, o banco de dados possui o Sistema de Tradugao de
Patentes da China e também ¢ util na recuperagio de informagoes publi-
cadas, concedidas e nao examinadas, de patentes chinesas e aquelas depo-
sitadas através Tratado de Cooperagao em Matéria de Patentes (PCT) (Liu
& Sun, 2004).
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Soluc®es Adotadas na India, na China e no Brasil

A India, China e Brasil tém implantado diversas politicas relacionadas
a biodiversidade e conhecimentos tradicionais, destinadas nio s6 ao trata-
mento de doengas da populagao, como também ao combate a biopirataria.
A India, por exemplo, foi pioneira ao criar a ferramenta TKDL, que permite
aos examinadores terem acesso a uma base de dados de conhecimento tradi-
cional medicinal da India. Ela contém 34 milhoes de pdginas formatadas
sobre 2,26 milhées de formulacées medicinais em diversos idiomas.

Na China, para o desenvolvimento do banco de dados de TCM e dispo-
nibilizagao na web foram utilizadas as ferramentas ISAPI, VRML, JavaScript e
tecnologia HTML. Também foi desenvolvido um método para a transferéncia
de estrutura quimica tridimensional e exibicao pela internet usando VRML e
JavaScript (Song, 2009).

No Brasil, a biodiversidade e os conhecimentos tradicionais passaram
a ser protegidos segundo a medida proviséria (MP) n. 2.186/01, de 23 de
agosto de 2001, que condicionava o acesso aos recursos naturais a autorizagio
da Unido. A MP ainda previa a partilha de beneficios resultantes de uso e
comercializagao, reconhecendo o direito das comunidades indigenas e locais
de decidirem sobre o uso dos seus conhecimentos relacionados aos recursos
genéticos (Brasil, 2001). De acordo com a MP, os depositantes de pedidos de
patente deveriam solicitar autorizagio prévia de acesso a componente do patri-
monio genético nacional, concedida pelo Conselho de Gestao do Patriménio
Genético (CGEN), e informar, no ato do depésito do pedido, a data ¢ o
numero dessa autorizacio de acesso (Brasil, 2001). Em observincia a MP n.
2.186/01 e a resolucdo n. 23 do CGEN, o Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) publicou a resolugio n. 134, em dezembro de 2006, condi-
cionando o depésito de pedido de patente de invengao com acesso a compo-
nente de patriménio genético a apresenta¢ao do niimero e data de autorizagao
correspondente, outorgado pelo CGEN (Brasil, 2001).

Alein. 13.123, de 20 de maio de 2015, revogou a MP 2.186/01 e passou
a estabelecer dispositivos sobre o acesso ao patriménio genético, a protecio e
0 acesso ao conhecimento tradicional associado e a reparti¢io de beneficios
para conservagao e uso sustentdvel da biodiversidade (Brasil, 2015). Dentre os
principais temas abordados nessa lei, destacamos o artigo 1°, que dispoe sobre
bens, direitos e obrigagdes relativos:

I — a0 acesso ao patrimédnio genético do pais, bem de uso comum do povo
encontrado em condigées in situ, inclusive espécies domesticadas e popula-
¢oes espontineas, ou mantido em condigoes ex sizu, desde que encontrado
em condigbes #7 situ no territério nacional, na plataforma continental, no
mar territorial e na zona econdmica exclusiva;



Prote¢do do Conhecimento Tradicional no Brasil e a Experiéncia das Bases... | 481

IT — ao conhecimento tradicional associado ao patriménio genético, rele-
vante a conservacio da diversidade bioldgica, a integridade do patriménio
genético do Pais e a utilizagdo de seus componentes;

III — a0 acesso a tecnologia e a transferéncia de tecnologia para a conser-
vagio e a utilizagio da diversidade biolégica;

IV — A exploragio econdmica de produto acabado ou material reprodu-
tivo oriundo de acesso ao patrimoénio genético ou ao conhecimento tradi-
cional associado;

V — & repartigao justa e equitativa dos beneficios derivados da exploragao
econdmica de produto acabado ou material reprodutivo oriundo de acesso
a0 patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado, para
conservacio e uso sustentdvel da biodiversidade;

VI - a remessa para o exterior de parte ou do todo de organismos, vivos ou
mortos, de espécies animais, vegetais, microbianas ou de outra natureza,
que se destine ao acesso ao patrimonio genético; e,

VII—-aimplementacio de tratados internacionais sobre o patriménio gené-
tico ou o conhecimento tradicional associado aprovados pelo Congresso
Nacional e promulgados. (Brasil, 2015)

Assim, essa legislacio deixa claro que o acesso ao patriménio gené-
tico existente no pais ou ao conhecimento tradicional associado para fins
de pesquisa ou desenvolvimento tecnoldgico e a exploragio econdmica de
produto acabado ou material reprodutivo oriundo desse acesso somente serdo
realizados mediante cadastro, autorizagio ou notificacio e serdo submetidos
a fiscalizagao, restricoes e repartigao de beneficios nos termos e nas condi¢oes
estabelecidos nessa lei € no seu regulamento. Porém, essa lei deve ser usada
com devida cautela, pois ela deve servir para impedir a biopirataria sem preju-
dicar pesquisas cientificas.

O art. 47 da lei n. 13.123/15 condiciona a concessio de pedidos de
patentes obtidos a partir de acesso ao patriménio genético ou conhecimento
tradicional associado ao cadastramento ou autorizagio de acesso obtida no
CGEN. A fim de cumprir o estabelecido na lei, a partir de 27 de fevereiro de
2018, o Inpi passou a emitir automaticamente uma exigéncia formal (cédigo
de despacho 6.6.1) em todos os pedidos de patente depositados no Inpi de
modo que os requerentes pudessem apresentar a comprovagio do cadastra-
mento e/ou autoriza¢io de acesso patriménio genético ou conhecimento
tradicional associado (Brasil, 2015).
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Esses documentos (MP 2.186/01 a lei n. 13.123/15) representam as
diversas estratégias que tém sido adotadas no Brasil, mas nio se tém alcancado
os objetivos desejados, uma vez que a biopirataria praticada pelos pesquisa-
dores e pela inddstria estrangeira continua (Brasil, 2015). Portanto, verifi-
camos a necessidade de elaboracio de uma base de dados similar & TKDL
e a TCM, de modo que nossa biodiversidade e conhecimentos tradicionais
nao sejam utilizados por outras nagdes indevidamente e sem a reparti¢ao dos
beneficios para o detentor dos conhecimentos tradicionais.

Consideracdes Finais

Desde o inicio do século estao sendo realizados esforgos para a promogio
do acesso a medicamentos. A importincia dessa promogio fica evidente nas
agoes praticadas pelas trés organizacoes internacionais, a OMS, a OMPI ¢ a
OMC, que estio fortalecendo sua cooperagio na interface entre propriedade
intelectual e satide publica como parte do crescente esforco internacional para
melhorar o acesso da populagio aos medicamentos e garantir a disponibili-
dade de produtos e tratamentos novos e mais eficazes.

A apropriagao indevida dos conhecimentos tradicionais e a biopirataria
de recursos genéticos preocupam diversos paises, bem como diversas comu-
nidades indigenas e ribeirinhos. Embora essas questoes sejam discutidas em
varios féruns multilaterais, como a CDB, o ADPIC, 0o OMC e a OMPI, uma
estrutura global para proteger os conhecimentos tradicionais brasileiros ainda
nio foi estabelecida. O comité intergovernamental da OMPI tem trabalhado
para que, no futuro préximo, estabeleca-se um consenso sobre um instru-
mento obrigatdrio para proteger efetivamente os conhecimentos tradicionais,
em ambito internacional, com efeitos harmonicos e norteadores, para reco-
mendar/inspirar politicas publicas dedicadas a promover a construgao e insti-
tucionalizagio de bases de dados de conhecimento tradicional associados ao
patriménio genético das respectivas biodiversidades das nagoes, de modo a
privilegiar a sustentabilidade econémica, juridica e ambiental.

Deve ser realizado estudo mais aprofundado em relacio a todas as bases de
dados referentes a conhecimentos tradicionais, bem como definir parceiros com
interesse em desenvolver uma base de dados com informagées da biodiversidade
brasileira de modo a gerar produtos que possam contribuir com a melhoria da
qualidade de vida e tratamento de doengas (WIPO, 2021c¢, 2021e).

O valioso ativo imaterial estd ameacado de extingdo em muitas partes do
mundo, a exemplo do Brasil. Por esse motivo, torna-se necessdrio documentar
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e digitalizar informagoes relacionadas ao conhecimento tradicional em uma

biblioteca digital, na forma de TKDL, pois ¢ um meio comprovado e eficaz de

preservar o conhecimento tradicional e impedir a sua apropriagao indébita por

terceiros. A documentagio de conhecimento tradicional é uma estratégia de

propriedade intelectual sui generis que tem como objetivo promover conser-

vagio e protecdo ambientais e socioecondmicas.
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S aberes, Ciéncias e Plantas Medicinais: uma
abordagem multidisciplinar cobre desde a
histéria, a etnobotanica e a bioquimica das
moléculas de plantas, que inclui isolamento,
purificacao e caracterizagdes quimica, estrutu-
ral e farmacoldgica, até a producdo industrial e
seu controle fisico-quimico, sem esquecer a
protecdo e a preservagdao do conhecimento
tradicional e o aproveitamento sustentdvel da
biodiversidade brasileira. Ainda que ndo seja
formalmente didatica, € uma obra efetiva-
mente multidisciplinar em que se mostram
técnicas e seindicam caminhos.

Seu titulo remete a uma interacdo harmo-
nica — ndo a uma hierarquia sistematica —, na
qual estdo presentes os saberes tradicionais,
gue abrem possibilidades de futuro. Trata-se
de uma obra fundamental em um pais de
imensa biodiversidade e um momento de rein-
dustrializagdo e reencontros.

Marcus Soalheiro Cruz

Presidente da Associacdo Brasileira das Industrias de
Quimica Fina, Biotecnologia e suas Especialidades

| 4

-

£-E-rr9086-59-8.6 NESI

#

< EE¥¥00,86598L 6

7






