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MEDICINAL PLANTS: THE NEED FOR MULTIDISCIPLINARY SCIENTIFIC STUDIES. This paper presents a program
emphasizing ethnopharmacological approaches that could allow great success in the study of medicina plants. The minimum
ethnopharmacological research team should consist of a botanist, a chemist and a pharmacol ogist with each carrying the responsibility
for answering in sequential fashion critical questions. The chemical composition and pharmacological properties of the very efficient
medicinal plant Croton cajucara were investigated according to ethnopharmacological approaches. The study with this Croton proved
to be both efficient and successful. This happy situation was only possible because a multidisciplinary team was involved getting
the research done correctly. The ethnopharmacological study involving one other especies Copaifera will be cited.
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INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais Simboliza muitas vezes o
Unico recurso tergpéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O
uso de plantas no tratamento e na cura de enfermidades é tao antigo
quanto a espécie humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do paise
até mesmo nas grandes cidades brasileiras, plantas medicinais so
comercializadas em feiraslivres, mercados populares e encontradas em
quintais resdenciais. Naregido Amaz6nicaforam catalogadas em duas
comunidades que vivem nas margens da Baia de Margj6-PA, 260 plan-
tas entre nativas e cultivadas; 1200 sdo comercializadas no mercado
Ver-o-peso, em Belém-PA,; outras 242 espécies sfo cultivadas em quin-
taisresidenciais, em Belém®2. As observages populares sobreouso ea
eficacia de plantas medicinais contribuem de formarelevante para a di-
vulgagdo das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com
frequéncia, pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem
seus constituintes quimicos conhecidos. Dessa forma, usuarios de plan-
tas medicinais de todo 0 mundo, mantém em vogaa préticado consumo
de fitotergpicos, tornando véidas informacles terapéuticas que foram
sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta, este tipo de
culturamedicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos en-
volvendo dreas multidiciplinares, como por exemplo boténica, farma
cologia e fitoquimica, que juntas enriquecem os conhecimentos sobre a
inesgotével fonte medicina naturd: aflora mundial.

Este artigo focaliza duas das mais importantes plantas medici-
nais brasileiras da atualidade: Croton cajucara Benth, uma eufor-
bidcea, muito utilizada na medicina popular da regido Amazdnica,
cujo uso vem sendo difundido por todo o pais. Esta planta é encon-
trada em diferentes formulagfes nas farméacias de produtos naturais
do Sudeste; e Copaifera L. (Leguminosae-Caesal pinoideae) cujo 6leo,
conhecido popularmente como éleo de copaiba, pode ser encontra-
do a venda em quase todas as feiras livres, mercados populares,
ervanarios e farmacias de produtos naturais de todo o pais.

O artigo exemplificaaimporténcia de estudos multidisciplinares
com plantas medicinais, envolvendo a etnoboténica, a quimica e a
farmacologia.

* e.mail: mammaciel @hotmail.com

Abordagem etnobotéanica

O termo etnobotanica foi empregado pela primeiravez em 1895
por Harshberger, que embora ndo o tenha definido, apontou manei-
ras pelas quais poderia ser Util ainvestigacéo cientifica®. Desde en-
t8o, varias defini¢des podem ser encontradas para etnoboténica. Den-
tre as mais recentes destacam-se: a) “ disciplina que se ocupa do es-
tudo e conceituagOes desenvolvidas por qual quer sociedade arespei-
to do mundo vegetal” - engloba a maneira como um grupo social
classifica as plantas e a utilidade que da a elas*; b) “verdadeira boté-
nica cientifica voltada para o habitat e uso de uma etnia especifica’-
sendo realizada por alguém treinado em boténica cientifica, que efe-
tuaria correspondéncias entre a classificagdo cientifica ocidental e
local®; c) “ciéncia botanica que possui uma etnia especifica’- vé a
cultura de uma sociedade como tudo aquilo que alguém tem que
saber ou crer, a fim de operar de forma aceitavel para seus mem-
bros®. A etnoboténica aplicada ao estudo de plantas medicinais tra-
bal ha em estreita cumplicidade com a etnofarmacol ogia, que consis-
te na exploragdo cientificainterdisciplinar de agentes biol ogicamen-
te ativos, tradicionalmente empregados ou observados por determi-
nado agrupamento humano®’. Um dos pioneiros em estudos
etnobotanicos, Richard Evans Schultes, dedicado a pesquisadaflora
da América tropical, relata inimeras espécies vegetais brasileiras
usadas por caboclos e indigenas da Amazoni a1,

A etnobotanica é citada naliteratura como sendo um dos caminhos
aternativos que mais evoluiu nos Ultimos anos para a descoberta de
produtos naturais bioativos®”218, Esta &rea de pesguisa enfoca dois fa-
tores fundamentais: coleta e utilizacdo medicina da planta. O primeiro
fator implica na regido, época e estagio de desenvolvimento preferidos
para coleta, envolve também, procedimentos especiais como prepara-
¢ao deexsicatas. O depdsito deexsicataem herbério credenciado émuito
(il para evitar enganos com a espécie que esta sendo estudada.

Selecao de espécies vegetais

Vé&rias abordagens para a selecéo de espécies vegetais tém sido
apresentadas naliteratural®?, dentre elas, tréstipos sdo alvo de mai-
ores investigacOes: a) abordagem randdmica - escolha da planta sem
qualquer critério, tendo como fator determinante a disponibilidade
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da planta; b) abordagem quimiotaxonémica ou filogenética - sele-
¢80 da espécie correlacionada com a ocorréncia de uma dada classe
guimica de substancias em um género ou familia; c) abordagem
etnofarmacol dgica - sele¢do da espécie de acordo com 0 uso
terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico. De acor-
do com a abordagem rand6mica 10000 diferentes tipos de plantas
simbolizam 50000 - 100000 possibilidades estruturais de produtos
naturais®®, As probabilidades de novas descobertas de substancias
inéditas, bioativas ou ndo, & sem dlvida, maior nasel ecéo randémica.
A selecdo etnofarmacol 6gica, no entanto, favorece com maior pro-
babilidade a descoberta de novas substancias bioativas. Nesta abor-
dagem as plantas medicinai s s8o consi deradas ndo apenas como sim-
ples matéria prima. A descrigdo do histérico da planta como um re-
curso terapéutico eficaz para o tratamento e cura de doengas de de-
terminado grupo étnico, se traduz na economia de tempo e dinheiro,
dois dos fatores mais perseguidos pelas economias ocidentais.

Conceitos basicos na pesquisa de plantas medicinais

Em geral a escolha de uma determinada planta medicina é feita
através da abordagem etnofarmacol 6gica. Uma vez definida a espé-
cie vegeta a ser estudada, define-se também o local da coleta (ori-
gem daespécie vegeta escolhida: florestaamazonica; cerrado; mata
aléntica; pantanal; caatinga; manguezal; etc.). Nestafaseinicial do
trabalho cientifico, o pesquisador deve estar completamente inteira-
do daliteratura sobre a planta escolhida, porque muitas vezes, plan-
tas medicinais sdo investigadas parcialmente, validando, portanto, o
interesse em novas investigagdes cientificas. Por exemplo: @) se a
espécie escolhida é encontrada em regides diferentes no pais, torna-
se importante avaliar as modificagfes quimicas que possam ocorrer
em decorréncia de fatores ambientais variaveis, tais como: fertilida-
de do solo, umidade, radiag&o solar, vento, temperatura, herbivoria,
poluicdo atmosférica e poluicdo do solo. Outros fatores como idade
da planta e época de coleta, também poder&o causar modificactes
nos teores dos constituintes quimicos de espécies vegetais; b) se a
espécie vegetal medicinal estudada sofreu apenas investigagao
fitoquimica, deixando de lado a abordagem farmacol 6gica, sdo vali-
dos estudos que interliguem areas multidiciplinares como
etnoboténica, quimica e farmacol ogia, buscando resultados que pos-
sam validar ou ndo o uso da planta como medicinal. Em quaisquer
circunstancias, a pesquisa bibliografica da planta alvo deve ser reali-
zada obedecendo-se 0s seguintes fatores: género, familia e classes
de substéncias predominantes.

Com a escolha da planta definida e o local de coleta estabel eci-
do, o levantamento hibliografico efetuado e o projeto de pesguisa
elaborado, parte-se entdo, paraa coletadaplanta. A plantaescolhida
deve ser seguramente identificada. Para atender esta exigéncia, de-
pende-se de outro especialista: um botanico ou um técnico especi-
alizado. A falta de identificaco cientifica (ou umaidentificacao er-
ronea) anulara todo o trabalho do quimico, tornando-o impublicavel
e praticamente indtil. A coleta, portanto, deve constar de duas eta-
pas:. coleta prévia para aidentificag8o boténica da espécie e a coleta
definitiva quando se tratar de grandes quantidades de material, des-
tinada para estudos fitoquimicos e/ou farmacol 6gicos. Na etapa pré-
via, coleta-se pequenos ramos com folhas, flores e frutos em vérios
estégios de desenvolvimento. As amostras devem ser representativas
do aspecto geral da planta, de modo que ramos com danos causados
por insetos, fungos ou injUria mecanica, devem ser evitados, porém,
se as amostras representativas estiverem com estes danos, devem ser
coletadas assim mesmo, pois a representatividade é fator prioritério.
As amostras coletadas sdo encaminhadas para um herbario, onde
s80 prensadas e secas (no caso de néo terem recebido este tratamento
no local dacoleta). Aposidentificacdo cientifica, aplantaé cataloga-
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da contendo os seguintes itens: nimero de registro da exsicata; tim-
bre da instituicéo; rétulo com etiqueta; amostra vegetal; envelope
paraflores e/ou frutos e capa de protecdo. Concluida esta etapa ini-
cia do trabaho, deve-se providenciar o seguinte registro de infor-
magdes: 1) nome cientifico e familia boténica; 2) nome de quem
identificou a espécie; 3) nimero de registro da exsicata; 4) local do
herbario; 5) local e data da coleta; 6) nome popular da planta; 7)
anotar a parte da planta utilizada na medicina popular e suas indica-
¢Oes terapéuticas; 8) anotar o tipo de solo onde aplantafoi coletada,
tipo de vegetacdo local, tipo da planta (arbusto ou arvore), horario
de abertura floral (no caso de conter flores), época de frutificagdo
(no caso de conter frutos), cor e cheiro de vérias partes da planta
Quando possivel, deve ser tirada uma ou mais fotos da plantainteira
no seu hébitat natural.

A segunda etapa de coleta, destinada ao estudo fitoquimico e/ou
farmacol dgico, consta de uma Unica coleta ou vérias coletas. Neste
ultimo caso, as coletas poderdo ser realizadas em épocas diferentes
do ano e/ou locais diferentes. Caso hajacoletaem regides diferentes,
inicia-se novamente todo o processo de identificacdo botanica, por-
gue muitas vezes plantas diferentes s8o conhecidas popularmente
pelo mesmo nome.

Na etapa que determina o estudo fitoquimico, escolhe-se a parte
da planta que sera investigada (raiz, cascas do caule, caule, gahos,
folhas, flores, frutos) e a quantidade de materia que sera coletado.
Num projeto que interligue a fitoquimica com a farmacol ogia deve-
se escolher para coleta a parte da planta que é utilizada na medicina
popular. Coleta-se no minimo 2 kg de material vegetal; no entanto,
havendo boas condicdes de trabalho no laboratério, deve-se coletar
entre 3-6 kg de material vegetal, buscando com isso, o isolamento
em grandes quantidades de substancias majoritarias, possibilitando
suas avaliagdes farmacol gicas. Durante a coleta, 0s seguintes itens
devem ser cuidadosamente monitorados. separacdo e etiquetagem
do material coletado; embalagem em sacos plésticos; transporte do
material; pesagem do material Umido; secagem do materia; pesa-
gem do material seco; armazenagem; moagem; pesagem do materia
triturado; obtencdo de extratos. A secagem pode ser realizada ao sol,
asombra ou em estufa, sempre com circulacdo de ar. Caso hgjainte-
resse no 6leo essencial, deve-se evitar a secagem. A armazenagem
deve ser feitaem sacos plasticos, acondicionados em caixas de pape-
|80 guardadas em local seguro, com baixa umidade e temperatura.
Desta maneira, previne-se reagfes de oxidagdo, hidrolise, ataque de
microorganismos, entre outros. A moagem so devera ser efetuadana
ocasido da preparagdo dos extratos. A preparacdo de extratos é feita
geralmente por percolagdo (método de extragdo afrio), Soxhlet (mé-
todo de extragdo a quente) ou acido-base, como mostra 0 Esquema
1. A extrag8o via percolacdo é o processo de extragdo por solventes
preferencialmente utilizado. Apresenta menor risco de reagdes qui-
micas, naformagdo de artefatos, decorrentes da agéo combinada en-
tre solventes etemperaturas el evadas (utilizadas pel o sistema Soxhl et).
Naextragao &cido-base utiliza-se processos de parti¢ao entre solventes
aquosos &cidos ou bési cos e sol ventes organicosimiscivel s com dgua
(éter, CHCI,, AcOEt). Para uma Unica extragéo ( afrio ou a quente)
usa-se geramente um solvente polar (MeOH ou EtOH); para mais
de umaextracdo utiliza-se trés tipos de solventes: apolar (hexano ou
éter de petrdleo), de polaridade moderada (CHCI, ou CH,Cl,) e po-
lar (MeOH ou EtOH). No entanto, devido aos protocol os internaci-
onais que condenaram o uso de solventes clorados, proibindo sua
producdo, estes solventes ja ndo devem ser mais utilizados para a
preparacdo de extratos, sendo portando, mais indicado, uma Unica
extracdo utilizando MeOH ou EtOH.

A investigacdo preliminar de congtituintes quimicos representa,
muitas vezes, um estimulo motivador da curiosidade, ja que possibili-
ta.o conhecimento prévio dos extratos e indica a natureza das substan-
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EXTRAGAO
Percolacao
(a frio)
\]
Soxhlet
(a quente)

l

constituido por: baldo, sifao e condensador

Esquema 1. Preparagdo geral de extratos através de extragdes a frio, a
quente e por parti¢do utilizando-se solventes aquosos &cidos ou basicos e
solventes organicos imisciveis em agua

cias presentes, facilitando a escolha de técnicas de fracionamento
cromatografico. Asprincipai s classes de congtituintes quimicosde plan-
tas que podem ser detectadas com a aplicacéo de testes analiticos pa-
dres® sdo: acidos graxos; terpendides; esterdides; fendis; acaldides;
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cumarinas e flavonoides. Dados da literatura sobre as classes de subs-
tancias detectadas em plantas do mesmo género da espécie que serd
investigada, devem ser analisados e catalogados. Avaia-se entéo, as
técnicas de fracionamento cromatogréfico, isolamento, purificagio e
caracteri zagdo especificos descritos previamente naliteratura, paraestas
classes de substancias. Esta avaliacdo devera direcionar os trabalhos
fitoquimicos que dever&o ser realizados nos extratos previamente ava:
liados. O Esquema 2 mostra uma metodologia geral, adotada neste
trabalho, para o isolamento de constituintes quimicos. As separagdes
cromatogréficas sfo realizadas em coluna de gel de silica e asfragbes
obtidas sdo monitoradas em cromatografia de camada fina (CCF) uti-
lizando-se variados tipos de reagentes revel adores especificos®3. As
fracdes que se mostrarem semelhantes nas andlises de CCF deverdo
ser reunidas e purificadas obedecendo técnicas de separacdo que po-
derdo ser especificas®3. O critério de purezaaser adotado seraaquele
em que variando-se 0 sistema de solvente empregado, observa-se ape-
nas uma Unica mancha uniforme em CCF. Outros procedimentos, no
entanto, podem ser adotados. A escolha dos métodos e separagéo es-
tdo correlacionados com o tipo de extrato com o qual se esta traba
Ihando e com as condig¢Bes de infra-estrutura do laboratério, onde o
trabalho esta sendo desenvolvido.

A identificagdo dos compostos organicos deve ser feita através
das seguintes andlises espectroscépicas: 1) espectroscopia naregido

Material Vegetal ‘7

Extragdo o
MeOH H extrato metanolico

filtagdo em coluna| gel de silica(35-70 Mesh)

l 1- CHCI3

fragao cloroférmica

filtagdo em colung
gel de silica
(35-70 Mesh)

sistema de eluigdo

1- CH2Cl2
2- MeOH

ensaios
biolégicos

Fragéo 2
(MeOH)

Fragéo 1
(CH2CI2)

filtragdo em coluna de
gel de silica 70-230 Mesh
eluente: hexano- CH2Cl2- MeOH
(9:1:0- 0:0:1)
ordem crescente de polaridade

nQ de fragdes obtidas: 40

l |

2- MeOH l

fragdo metandlica

T

Fracdes eluidas em
hexano- CH2Cl2
(7:3 - 5:5)

Fragoes eluidas em

Fragdes eluidas em

filtagdo em coluna ensaios
gel de silica biolégicos
(35-70 Mesh)
ensaios
1.oHCL
2- AcOEt Fragdes 2 e 3
3- MeOH separadamente
cromatografia
de coluna
gel de silica
70-230 Mesh |
cromatografia de coluna CH2Clo- MeOH
em gel de silica 70-230 Mesh (1:1-0:1)
hexano- CH2ClI2 (6:4 - 0:1)
CH2Cl2- MeOH1:0 - 0:1) refracionamento
cromatografico,
se necessario
Métodos Gerais | o |

de purificacao*

hexano- CH2Cl2
(6:4-0:1)

'

Métodos Gerais
de purificagao*

cromatografia de coluna
em gel de silica 70-230 Mesh

hexano- CH2CI2(8:2 - 0:1)

CH2Cl2- MeOH(1:0 - 0:1)

CH2Cl2- MeOH
(9:1-0:1)
l substancias
purificadas

substancias ensaios
o ——>»|
purificadas biolégicos

cromatografia de coluna
em gel de silica 70-230 Mesh
hexano- CH2Cl2 (6:4 - 0:1) Y

ensaios

*cromatografia de microcoluna
cromatografia de camada delgada
recristalizagao

de purificagao*

Métodos Gerais substancias
purificadas

Esguema 2. Proposta fitoquimica para isolamento de constituintes quimicos bioativos
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do infravermelho (1V) - o espectro de IV é interpretado em termos
de presenca ou auséncia de grupos funcionais; 2) espectroscopia na
regido do ultravioleta (UV) - o espectro de UV define a presenga de
compostos que possuem ligagdes insaturadas em conjugagdo; 3)
espectrometriade ressonanciamagnéticanuclear dehidrogénio (RMN
de 'H) e de carbono-13 (RMN de **C) - determina a natureza e o
ambiente quimico de hidrogénios e carbonos, respectivamente. E a
técnica mais importante para a investigagéo da estrutura molecular;
4) espectrometria de massas (EM) - fornece dados sobre 0 peso e a
férmulamolecular e possibilitaainda, aidentificagdo de fragmentos
caracteristicos da molécula.

O Esguema 2 integra trabalhos fitoquimicos e farmacol 6gicos
caracterizando destaforma, colaboragdes interdisciplinares. A avali-
acdo farmacoldgica de extratos brutos, fragdes e substancias isola-
das deve seguir rigorosamente as indicaces terapéuticas empiricas
divulgadas por estudos etnoboténicos. A selecdo correta de testes
biol6gicos especificos, permitira uma avaliagdo do uso terapéutico
da espécie vegetal, fornecendo também, informacdes sobre a
toxicidade da planta.

Avaliacao bioldgica

A eucidagéo dos componentes ativos presentes nas plantas, bem
€OmMo seus mecanismos de agdo, vermn sendo um dos maiores desafios
paraaquimicafarmacéutica, bioquimicaeafarmacologia®. Asplan-
tas contém inimeros constituintes e seus extratos, quando testados
podem apresentar efeitos sinérgicos entre os diferentes principios
ativos devido a presenca de compostos de classes ou estruturas dife-
rentes contribuindo para a mesma atividade. No estudo da atividade
biolbgica de extratos vegetais é importante a selegdo de bioensaios
para a detecgdo do efeito especifico. Os sistemas de ensaio devem
ser simples, sensiveis e reprodutiveis.

Os hioensaios podem envolver organismos inferiores (microorgea
nismaos e microcrustaceos, entre outros), ensaios biogquimicos visando
alvos moleculares (enzimas e receptores) e cultura de células animais
ou humanas. Contudo, o teste adequado dependera da doenca alvo.

Os laboratérios de fitoguimica normalmente ndo estdo prepara-
dos para a realizacdo de ensaios bioldgicos elaborados. O ensaio da
letalidade de organismos simples, como o microcrustaceo marinho
Artemia salina Leach, permite a avaliacdo da toxicidade geral e é
considerado um bioensaio preliminar no estudo de extratos e
metabolitos especiais com potencia atividade biol 6gica®*.

O desenvolvimento de novas drogas bioativas necessita de mo-
delos apropriados para a identificagdo de alvos moleculares que se-
jam fundamentais no crescimento celular sgja in vitro ou in vivo.
Entre os principais alvos intracelulares temos 0 DNA, RNA,
microtubul os e enzimas™®.

Entre o grande nimero de ensaios possiveis para a obtencdo de
componentes ativos de plantas, selecionamos alguns testesin vivo e
in vitro para avaliagdo da atividade antitumoral, antiestrogénica e
antimutagénica, que constituem alvos de grande importancia tera-
péutica.

Avaliacdo da atividade antitumoral in vitro

A atividade citotdxica das drogas pode ser estabelecida em cul-
turade célulastumorais de variaslinhagens através de métodos como:
a) variagOes da morfologia celular® — O efeito das drogas é avaliado
por exame ao microscopio do dano ocorrido as células em cultura
sem coloragéo especifica por um tempo determinado; b) medidas da
viabilidade celular®™* — A viabilidade celular ap6s exposicao as dro-
gas pode ser medida pela exclusdo de corantes supravitais como o
azul de tripan e aeosina. Esses ensai0s baseiam-se na perda dainte-
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gridade damembranacelular das células ndo viaveis causando a cap-
tacdo do corante vital. Além desses ensaios, sdo utilizados também
corantes para proteinas que se ligam el etrostaticamente aos ions das
macromol éculas (proteinas) contendo cargas opostas. Por exemplo,
sob condicdes &cidas, corantes anidnicos como asulforrodaminaB e
0 azul de bromofenol, ligam-se aos residuos de aminoécidos bésicos
corando as proteinas celulares. Nesses ensaios, apds a cultura de
células na presenca ou auséncia de drogas, as células sdo fixadas
com &cido tricloroacético, coradas e procede-se a leitura em
espectrofotdmetro apods solubilizagdo com base. Esta metodologia,
utilizada atualmente no National Cancer Institute, Estados Unidos,
se apresenta muito sensivel para quantificar as proteinas celulares®;
¢) inibicdo do metabolismo celular — Neste caso sdo realizados uma
série de ensaios utilizando técnicas diversas, tais como: c.1) ensaio
do MTT*4 — Este ensaio baseia-se na medida do dano induzido
pela droga no metabolismo celular de glicideos usuamente através
da atividade de desidrogenases. A atividade celular é quantificada
pela reducdo do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazolium (MTT). As reacBes com o0 MTT sdo usadas para
localizar a atividade de desidrogenases presentes em células viaveis.
O sal de tetrazdlio ndo reage diretamente com as desidrogenases,
mas com os produtos da reagdo NADH ou NADPH que reduzem o
MTT paraaformazana correspondente. A quantificagio dainibicdo
enzimética é realizada espectrofotometricamente permitindo a ob-
tencéo dosvaores de | C (concentracdo das drogas que inibem 50%
da atividade enzimdtica); c.2) incorporacdo de radioisotopos® — A
inibicdo da incorporagdo de precursores radioativos como 0s
nucleosideos [*H]timidina e [*H]uridina e 0 aminoacido [*H]leucina
no DNA, RNA e proteinas, respectivamente, pode ser medida nas
células apds a exposicao as drogas. A partir dos val ores de percenta-
gem de incorporagdo dos isétopos radioativos nas células tratadas
com as drogas, em relagdo as células ndo tratadas (controle), sdo
obtidos os valores de | C, (concentragdo das drogas que inibem 50%
da incorporagdo do isétopo radioativo).

Avaliacdo da atividade antimutagénica in vitro

O dano ao DNA é um evento fundamental no processo da
carcinogénese e mutagénese. Mulitas substancias quimicas podem
ser avaliadas por sua agdo mutagénica em bactérias. A metodologia
mais utilizada para avaliacdo da atividade antimutagénicafoi descri-
ta por Ames*™. O método de Ames consiste em um ensaio simples
utilizando umalinhagem-teste de bactérias, especificamente mutantes
de Salmonella typhimurium, incapazes de crescerem na auséncia de
histidina. Essas bactérias na presenca de drogas mutagénicas cau-
sam novas mutagdes originando uma certa reversdo na mutagéo ori-
ginal proporcionando asintese de histidina permitindo assim, o cres-
cimento bacteriano. Esse ensaio € realizado utilizando cultura de
Salmonella mutante na presenca ou auséncia de homogenato de fi-
gado de mamifero® ou da fragdo microssomal® . A inibicdo da
mutagenicidade é calculada pel o nimero de bactérias que foram re-
vertidas em relacdo ao controle, levando-se em consideragéo as bac-
térias revertidas espontaneamente.

Avaliacdo da atividade antiestrogénica in vitro

Os bioensaios geralmente utilizados para avaliagdo da atividade
antiestrogénica in vitro baseiam-se nos efeitos classicos mediados
pelo estrogénio® . Dentre esses ensaios destacam-se: @) ensaios de
proliferacdo celular em linhagens estrogéni o-dependentes; b) ensai-
os de ligagdo da droga ao receptor de estrogénio; c¢) analise da habi-
lidade dadrogainduzir a expresso do gene no RNA mensageiro em
linhagens de células sensiveis a estrogénio.
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O ensaio amplamente utilizado para avaliagdo de produtos natu-
rais é o que emprega linhagens dependentes de estrogénio como as
de cancer de mama MCF-7 ou T47-D*. A medida da proliferacdo
celular na presenca ou auséncia da droga em estudo, pode ser reali-
zada através da sintese de DNA com precursores radioativos® ou da
atividade metabdlica das células vidveis, através por exemplo do
ensaio do MTT®, j& citados anteriormente.

Avaliacdo da atividade antitumoral in vivo

Basicamente podem ser utilizadas duas metodol ogias em fungéo
da natureza do tumor.

1. Tumores asciticos®™* — As células tumorais podem ser inocula-
das via intraperitoneal (ip) em camundongos isogénicos. Apos
um tempo determinado inicia-se o tratamento com as drogas e 0
solvente utilizado (controle) segundo 0 esquema a ser determi-
nado experimental mente. I njeta-se as drogas ou o solventeviaip
ou via sub-cuténea (sc). A €ficiéncia do tratamento nos tumores
€ observada pela andlise do aumento da sobrevida dos animais
tratados (T) em comparacdo com a sobrevida dos animais con-
trole (C) usando-se a expressdo: %T/C = [sobrevidaem dias dos
animaistratados (T) com drogas/ sobrevida dos animais contro-
le (C)] x 100. A atividade antitumoral é considerada significati-
va quando o valor de % T/C > 125.

2. Tumores sdlidos® — Faz-se o transplante do pedago do tumor ou
injeta-se célulastumoraisviasc no dorso dos animaisisogéni cos.
Apbs aguns dias inicia-se o tratamento dos animais com vérias
doses da droga em estudo sgja por viaip ou sc. Em fungdo do
crescimento, faz-se a excisdo e pesa-se 0s tumores. Através da
média do peso dos tumores dos animais tratados em relacéo a
média do peso dos tumores dos animais controle, verifica-se a
significancia do tratamento pelo teste de t-Student.

Avaliacdo da atividade antiestrogénica in vivo

Alguns ensaios biol6gicos para o estrogénio estdo baseados no
aumento do peso do Utero de animais’. Os efeitos dos horménios
esteroidaisresultam de suasinteragfes com receptores protéicos pre-
sentes nos tecidos-alvo com fung&o reprodutora como ovério, Utero
e glandulamamaria®“, Um dos sistemas model o utiliza ratas imatu-
ras nas quais é injetado o horménio esteroidal na presenga ou ausén-
cia da droga em estudo. Apds um determinado periodo, os animais
sdo sacrificados e seus Uteros pesados. O resultado positivo para a
atividade antiestrogénica mostra a inibi¢cdo do aumento do peso do
Utero, apds andlise estatistica.

Com o objetivo de facilitar o entendimento da abordagem boté-
nica, quimica e farmacolégica na pesquisa de plantas medicinais,
seréo mostrados de maneira resumida, os estudos cientificos de duas
espécies amplamente utilizadas na medicina popular: a sacaca
(Croton cajucara) e a copaiba (Copaifera L.) as quais mostraram
através de colaboragdes interdisciplinares, correlagdo com todas as
indicacOes terapéuticas empiricas divulgadas por estudos
etnobotanicos.

Croton cajucara Benth (Euphorbiaceae)

O Croton cajucara, vulgarmente conhecido por sacaca (feitico
na lingua Tupi), representa um recurso medicinal de grande impor-
tancia no tratamento e cura de vérias doengas. No estado do Parg, as
folhas e cascas do caule desta planta sdo utilizadas em forma de cha
ou pilulas, no combate a diabetes, diarréia, malaria, febre, proble-
mas estomacais, inflamagdes do figado, rins, vesicula e no controle
de indices elevados de colesterol®®%. A sacaca também é
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comercializada em farmécias de manipulagdo e, neste caso, o pd das
cascas do caule é vendido em cépsul as (concentracdo aproximadade
250 mg). Asfolhas sdo comercializadas em feiraslivres dacidade de
Belém-PA, paradisturbios do figado e auxilia nadigestéo, principal-
mente apos ingestdo de alimentagdo rica em gorduras. O po das fo-
Ihas é vendido em farmécias de manipulagédo, com indicagéo
hepatoprotetora, para tratamento de diabetes e para dietas de ema-
grecimento. Em alguns casos, este p6 € comerciaizado em mistura
com o po do boldo do Chile. O cha das folhas é indicado em acade-
mias de ginastica da cidade de Belém para diminuicdo de peso cor-
poral, em dietas de emagrecimento®®. Porém, inlimeros casos de
hepatite tdxica j& foram notificados em hospitais publicos dessa ci-
dade, devido ao uso prolongado deste cha, em dosagens concentra-
das**%. O uso recomendado do p6 das cascas é 25 g de p6 em 1000
mL de &gua, administrados 2 vezes a0 dia durante 3-4 semanas, ou
até que os sintomas da doenca desaparegam. No caso do uso correto
do cha das cascas, ndo encontra-se descritos na literatura, nenhum
tipo de efeito colateral.

Apesar do Croton cajucara possuir umagrande representatividade
namedicinatradicional®* daregido Amazonica, até o final dadéca-
da de 80, apenas uma avaliagdo farmacolégica havia sido efetuada
com esta espécie®. Neste estudo, Cavalcante e colaboradores com-
provaram a eficécia hipoglicémica e hipolipidémica da sacaca, em
ratos. Em 1995, Oliveira e colaboradores, confirmaram o efeito
hipolipidémico em coelhos”. Com rel agdo aos estudos fitoquimicos,
0 6leo essencia dasfolhasfoi avaliado por Aradjo e colaboradores®
e mais recentemente, por Lopes e colaboradores®. As cascas do cau-
le desta espécie detém até o momento, 0 maior indice de estudos™ %506,
Curiosamente, observa-se que até 1992 apenas um trabalho fito-
quimico® havia sido desenvolvido no Brasil. Os demais trabalhos™®
foram realizados fora do pais, tendo sido liderados por pesquisado-
res japoneses. Objetivando resgatar o estudo cientifico do Croton
cajucara elaborou-se um projeto de pesquisa que conectou experi-
mental mente a fitoquimica com a farmacologia. Desenvolveu-se um
estudo que pudesse atender as necessidades de trabalhos de
farmacologos, monitorando a sacaca de modo que as suas informa:
¢Oes terapéuti cas empiricas fossem comprovadas ou ndo> %5858, Fo-
ram utilizadas grandes quantidades de folhas e cascas do caule (par-
tes da planta que s3o utilizadas namedicina popular) de arvores com
idades variando entre 1% - 6 anos, buscando o isolamento de subs-
tancias majoritarias que pudessem vir a ter representatividade em
testes bioldgicos. O estudo fitoquimico classico realizado com 6 kg
das cascas do caule de arvores com idades variando entre 4-6 anos,
mostrou que esta parte da planta é rica em diterpenos do tipo
clerodano®®, Neste estudo foi possivel reisolar os clerodanostrans-
desidrocrotonina (DCTN); trans-crotonina (CTN); cis-cajucarinaB;
cgjucarinaA e cajucarinolida, previamente reportados®?% em adicao
aos clerodanos inéditos trans-cajucarina B e sacacarina®. A estrutu-
ra quimica da sacacarina foi revisada utilizando técnicas de RMN
(COSsY, HMQC, HMBC e NOESY) em um equipamento Bruker
DRX (600 MHz). A lactona envolvendo os atomos de carbono C-19
e C-20, foi confirmada para a estrutura 19,20-epoxi-20-0xo, deno-
minadadeisosacacarina®, sendo portanto, um isdmero dasacacarina
(19,20-epoxi-19-0xo0).

O triterpeno &cido acetilaleuritolico (AAA) tambémfoi reisolado
das cascas do caule desta planta®. O estudo fitoquimico realizado
em todas as partes da planta (raiz até folhas), mostrou que aDCTN
também esta presente nasraizes e caule. Este clerodano é a substan-
ciamajoritérianas cascas do caule do Croton cajucara, com um teor
incomum de 1,4 %. O isolamento de 85 g de DCTN possibilitou
variados tipos de colaboragdo com grupos de farmacologia, que
rastrearam através de experimentos especificos, todas as indicacdes
terapéuticas empiricas da sacaca’®454%657 O 19-nor-clerodano
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DCTN mostrou correlagdo com grande parte das propriedades tera-
péuticas da planta, tendo sido possivel evidenciar as seguintes pro-
priedades farmacolGgicas: agdo antiinflamatoria e antinociceptiva®”
(correlacionados com as indicagdes da planta para cura de inflama-
¢cOes em gera); efeito hipoglicemiante®® (tratamento de diabetes);
atividade antiespasmddica®*"®™ (cura de diarréia); atividade
antiul cerogénica™ " (tratamento de problemas estomacais como azia,
gastrite, Ulcera géstrica). Evidenciou-se ainda, para este diterpeno,
propriedades biol dgicas ndo mencionadas pelos usuérios da planta,
taiscomo: atividade antitumoral 4654737 e gtivi dade anti estrogéni ca’ ™.
O efeito hipolipidémico, correlacionado com a redugdo de indices
elevados de colesterol, foi evidenciado no extrato hidroalcodlico das
folhas da sacaca™. O efeito antimutagénico daDCTN foi comprova-
do em camundongos, utilizando-se testes citogenéticos do
microntcleo e de aberragdes cromossomicas em células de medula
Gssea’ ™. Outros estudos farmacol égicos envolvendo avaliagdes
citotoxicaeantiulcerogénicadaDCTN edo 6leo essencial dasacaca,
vém sendo desenvolvidos no pais, por outros pesquisadores®®, Com
0 objetivo de investigar possiveis variagOes nos teoresda DCTN em
arvores com idades diferentes, monitorou-se a presenca deste
clerodano através de investigages fitoquimicas, realizadas nas cas-
cas do caule de érvores com idades variando entre 1% - 6 anos®*%™,
coletadas em épocas e ambientes diferentes. De acordo com o espe-
rado, aDCTN foi isolada como componente majoritario nas cascas
do caule da &rvore com idade variando entre 3 e 6 anos. Nas arvores
com idade de 3 anos, este clerodano foi isolado com um teor (0,26%)
inferior ao observado nas arvores com 4-6 anos (1,4%). No entanto,
sua presenca ndo foi evidenciada nas cascas de arvores com 1% de
idade. Nestas arvores, o acido acetilaeuritdlico (AAA) foi isolado
como componente mgjoritério em &rvores com idade de 1Y% ano,
provenientes de &reacom pouco grau deinsolacao (0,18%). O rendi-
mento deisolamento do AAA em arvores com 1% de idade, proveni-
entes de area exposta a0 sol (grau maximo de insolacéo) foi 0,08%.
O triterpeno AAA foi também isolado em 0,08% de rendimento, nas
arvores com idade variando entre 3-6 anos®%™.

Experimentos biol égicos realizados com 0 AAA mostraram que
este triterpeno possui atividade antiespasmodica® ™™, acdo
antiinflamatéria e antinociceptiva®®. Esta substancia mostrou-se
inativa em testes que avaliam atividades antitumoral™ e antiulce-
rogénica’.

Através do estudo fitoquimico realizado com asfolhas do Croton
cajucarafoi possivel isolar e caracterizar trés ester6ides (B-sitosterol,
estigmasterol e 3,0-glicopiranosil-p-sitosterol), dois flavonoides
(3,7,4 -tri-O-metilcanferol e 3,7,-di-O-metilcanferol) e um diterpeno
do tipo 19-nor-clerodano (cajucarinolida)>®. Dentro da programa-
¢80 de principios ativos que esti conectada a quimica organica sinté-
tica, obteve-se o derivado trans-crotonina (CTN) através de
hidrogenagao catalitica da DCTN (objetivando investigagtes
farmacol égicas especificas)® ™. Os dados espectroscopicos do pro-
duto hidrogenado mostraram-se iguais aos observados paraa CTN,
isolada como um dos componentes minoritarios das cascas Croton
cajucara. Experimentos realizados com a CTN-derivado mostraram
que este diterpeno possui atividade antiulcerogénica®*™ 2, acdo
antiinflamat6ria e antinociceptive®®. A CTN difere daDCTN ape-
nas pela ausénciadaligagdo A%*do anel A do sistema decalinico; no
entanto, esta substancia mostrou-se inativa em testes que avaliam
atividades antitumoral*6™ e antiespasmadica® ™™, atividades estas,
que foram observadas™ para a molécula-méae DCTN.

Outros derivados da DCTN estdo sendo obtidos®# para que sgja
possivel o estudo da relaggo estrutural atividade e dos mecanismos de
acao deste diterpeno bioativo, que além de ser o componente majorité-
rio nas cascas do Croton cajucara, foi o que apresentou a melhor cor-
relacdo com grande parte das propriedades terapéuticas da sacaca.

Quim. Nova

cajucarina A

cajucarinolida

isosacacarina

sacacarina

Copaifera L. (Leguminosae-Caesalpinoideag)

As copaibas sio arvores do género Copaifera L. (Leguminosae-
Caesdlpinoideae) que exudam do seu tronco um 6leo resinoso chama-
do de dleo de copaiba, também descrito como balsamo de copaiba®.
Este género ocorre no norte da América do Sul, principamente nos
estados brasileiros do Para e Amazonas™L. Sua utilizagdo como agen-
teantiinflamatdrio ecicatrizante, éreportadadesde o século XV1, quan-
do os primeiros colonizadores das Américas relataram que as indias
aplicavam este 6leo no umbigo dos recém-nascidos e 0s guerreiros,
ap6s as batalhas, em seus ferimentos®. E do dominio da lenda que o
conhecimento das propriedades medicinais do 6leo de copaiba pelos
indios, adveio da observac&o de que animais quando feridos esfrega-
vam-se no tronco das copaibeiras paracicatrizarem suasferidas®. Hoje
em dia, as aplicagdes medicinais do 6leo de copaiba atinge todas as
regides do Brasil, sendo administrados oralmente e por aplicacdo topi-
cado 6leo in natura ou em pomadas. Nos estados da regido Norte é
comum a prética da embrocac8o para tratar infecgBes na garganta®.
Os 6leos de copaiba vém sendo amplamente utilizados como impor-
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tantes fitoterdpicos na medicina tradicional, tendo indicacdo para di-
versas enfermidades®®.99 taiscomo: estimulante, diurético, laxativo,
expectorante, cicatrizante, antitetani co, antiemorragico, antireumético,
antiinflamatério, antiulcerogénico, antiséptico do aparelho urinario;
tratamento de bronquites, doencas de origem sfilitica, moléstias de
pele, leishmaniose, leucorréia, psoriase, diarréia, urticaria, desinteria,
infecgBes dos sistemas pulmonar e urindrio, e ainda combate diferen-
tes tipos de cancer. Apesar dos efeitos colaterais (irritagéo
gastrointestinal, diarréia, siaorréia e depresso do sistema nervoso
central) causados por atas doses do 6leo, seu uso popular vem sendo
intensificado®.

Diante das variadas aplicagdes terapéuticas dos 6leos de copaiba,
s80 muito reduzidos os estudos farmacol dgicos descritos até o mo-
mento, para estes 6leos. A grande maioria destes estudos ndo indicaa
espécie de onde proveio o 6leo, nem informam a época e o local de
coleta A auséncia destas informages abre uma grande lacuna de in-
certezas em relagdo a autenticidade destes 6leos, umavez que estudos
sobre a autenticidade de 16 diferentes tipos de 6leos de copaiba co-
merciais, por cromatografia gasosa de ata resolucdo, mostraram que
em grande parte, 6leos de copaiba diferentes s8o misturados, tendo
sido comprovado também adulteragdo, possivelmente com dleo de
soja®. Além disso, estudos etnobotanicos relacionados aos éleos de
copaiba, relatam que nem todas as &rvores exudam 6leos apropriados
para o uso medicinal®. Na maior parte dos trabalhos publicados, a
composi¢ao quimicados 6leos de copaiba ndo é fornecida. Em alguns
trabalhos a espécie botanica ndo foi nem identificada, faz-se apenas
mengao ao 6leo de copaiba comercial®%. Estudos farmacol 6gicos re-
alizados com o 6leo de Copaifera multijuga indicaram que ainibicdo
de edema de pata de rato, varia com a composi¢do quimica do 6leo
desta espécie, coletado em épocas diferentes™.

Entre as diversas propriedades medicinais atribuidas aos 6leos
de copaiba, as mais investigadas s3o as atividades antiinflamatériae
antitumoral. Zanini e colaboradores® comprovaram a agdo
antiinflamatéria de um éleo comercial sem identificagdo boténica,
tendo observado baixa toxicidade (DL, 3,79mL/ kg), em experi-
mentos realizados em ratos. Estudos recentes realizados com diver-
sos 6leos de copaiba comerciaisi®-*? e de Copaifera multijuga®
mostraram que a frag8o rica em hidrocarbonetos apresenta maior
atividade antiinflamatéria do que as fragdes de dcoois sesquiter-
pénicos e &cidos diterpénicos. Fernandes e colaboradores'™ estuda-
ram as atividades analgésica e antiinflamatdria do éleo de Copaifera
cearensis, e avaliaram os efeitos de acido copalico, bisabolol e do
éster metilico do &cido solidago, todos presentes em 6leos de copaiba.
Os resultados indicaram que a agdo antiinflamat6ria e analgésica do
6leo é maior do que a destes terpenos puros. Variados tipos de 6leos
comerciais apresentaram protecdo contra a penetragdo de cercérias
de Schistosoma mansoni®?, acdo cercaricidal®®, piscicida'®, repe-
lente de insetos'®1% e atividades antibacterianal®1®. Com relago a
absorcdo cuténea, estudos realizados sobre a pele de camundongos
mostraram que o 6leo de copaiba é lentamente absorvido, por volta
de noventa e dois minutos*°.

O fracionamento cromatogréafico de 6leos de Copaifera
langsdorfii guiado por bioensaios contra carcinoma CMI em camun-
dongos, mostrou que os diterpenos colavenal e o &cido hardwickico
apresentam potente atividade antitumoral, sem, contudo, apresenta-
rem toxicidade!t. Comprovou-se também ainibigdo do crescimento
tumoral através da reducdo da formagdo dos nédulos de metéstase
no tecido pulmonar, pelaadministrago in vivo ein vitro de 6leos de
C. multijuga*.

Estudados comparativamente, os éleos das espécies Copaifera
multijuga, Copaifera cearensis e Copaifera reticulata apresentaram
atividades antiinflamatdria, antineopl asica e tripanossomicida®. No
ensaio da atividade atividade tripanossomicida, os trés 6leos testa-
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dos foram colocados em contato (250 mg/pogo) com cultura de for-
mas tripomastigotas de Trypanossoma cruz durante 48 h. Obser-
vou-se que 0 6leo de Copaifera multijuga foi capaz de matar 100 %
dos parasitas enquanto que os 6leos de Copaifera cearensis e
Copaiferareticulata mataram 87 % dos espécimens de Trypanossoma
cruz, indicando uma potente atividade2.

Propriedades antioxidantes s80 descritas parao extrato metandlico
das cascas de Copaifera reticulata. Testado quanto a reduggo de ra-
dicais livres indutores de danos ao DNA, o extrato metanélico mos-
trou-se bastante ativo, apresentando Cl_ 3 ug/ mL, menor que o
padréo utilizado, catequina (Cl_, 5 ug/ mL)™**. O potencial
antioxidante reativo total deste extrato também foi analisado quanto
a reducdo de radicais livres em ensaios de quimioluminescéncia,
mostrando uma atividade de 7500 uM, em valores relativos ao pa-
dréo Trolox'. Extratos das sementes de Copaifera multijuga foram
analisadas quanto as atividades hemoalitica e aglutinante, tendo sido
comprovada apenas a agdo hemoliticat'.

Como pode ser percebido através da descrigdo suméria destes
estudos farmacol6gicos apresentados acima, com excegdo dos
diterpenos colavenol e o &cido hardwickico!, ndo ha relagéo entre
propriedades farmacol égicas e substancias quimicasisoladas de 6le-
os de copaiba. No entanto, vérios dos compostos ja isolados ou de-
tectados nos 6l eos de copaibajativeram propriedades farmacol 6gicas
descritas na literatura. Entre os diterpenos, o &cido caurendico é o
mais estudado, tendo sido descrito como sendo um agente
tripanossomicida’**8, apresentando Cl_; de 0,5 mg/mL (1,66 mM)
em ensaios in vitro contra a forma tripomastigota de T. cruz'¥’;
bactericidal'®*?; |arvicida contra Aedes aegypti'?; estimulador de
contracdo uterina'?®, antinociceptivo (DI 43 mmol/kg com inibicéo
méximade 87%)**. Este diterpeno mostrou-se fracamente ativo con-
tra a forma Bacillus subtilis'?.

Para o a-curcumeno e o [-bisaboleno, por exemplo, relatam-se
as atividades antiulcerogénica'® e antiviral’®. O B-bisaboleno tam-
bém é descrito como abortivo™. O hisabolol é conhecido por ser
responsavel pelas propriedades antiinflamatéria e analgésica da
camomila(Matricaria chamomilla)'?8. Os sesquiterpenos 3-elemeno,
cariofileno e 3-cadineno sdo agentes anticarcinogénicos'®®, sendo
este Ultimo também bactericida (CMI 800 mg/ml)*®. O cariofileno
apresentou as seguintes propriedades; antiedémico™, fagorrepe-
lente'®, antiinflamatoria (Cl,;= 100 uM)®*, antitumoral*®,
bactericida™, insetifugo™ e espasmolitico'®. Algumas destas ativi-
dades foram conferidas ao seu 6xido-derivado®®-**, também descri-
to como inseticida’™.

CONCLUSOES

As pesquisas com plantas medicinais envolvem investigagdes da
medicinatradicional e popular (etnobotanica); isolamento, purifica-
¢do e caracterizagdo de principios ativos (quimica organica:
fitoquimica); investigag&o farmacol gica de extratos e dos constitu-
intes quimicos isolados (farmacol ogia); transformagdes quimicas de
principios ativos (quimica orgénica sintética); estudo da relacdo es-
trutura/atividade e dos mecanismos de agéo dos principios ativos
(quimicamedicinal e farmacoldgia) e finalmente a operagéo de for-
mulagdes para a producgdo de fitoterapicos. A integragdo destas areas
na pesquisa de plantas medicinais conduz aum caminho promissor e
eficaz para descobertas de novos medicamentos.

Os estudos etnofarmacol 6gi cos realizados com o Croton cajucara
e Copaifera apresentados sumariamente neste artigo, englobam &reas
interdi sciplinares como etnobotani ca, farmacol ogia e quimica organi-
ca fitoquimica e sintética. Estes estudos procuram viabilizar de ma-
neira segura, avalidagdo prévia do uso terapéutico de plantas medici-
nais amplamente utilizadas na medicina tradicional de varios estados
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OH

3,7,4’-tri-O-metilcanferol 7,4’-di-O-metilcanferol

j- sitosterol estigmasterol

CoH

acido caurendico acido copalico acido hardwickiico

colavenol o-curcumeno

OH

B-bisaboleno B-bisabolol p-elemeno

do Brasil. Através dos resultados farmacol égicos realizados em subs-
téncias isoladas (DCTN, CTN e AAA, no caso do Croton cajucara),
extratos e fragBes semi-purificadas (Croton cajucara e Copaifera) foi
possivel comprovar grande parte dasindi cages terapéuti cas empiricas
gue os usuarios destas plantas garantem existir.
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