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RESUMO

As plantas medicinais tém sido uma rica fonte para obten¢do de moléculas bioativas,
constituindo-se numa das mais bem sucedidas estratégias na descoberta de novos
medicamentos. A espécie Cochlospermum regium (Martius e Schrank) Pilger (Bixaceae),
popularmente conhecida como algodaozinho-do-campo, ¢ uma planta nativa, abundante no
cerrado brasileiro. No Tocantins, levantamento etnobotanico e etnofarmacologico realizado
demonstrou que esta planta ¢ utilizada na medicina popular no tratamento de varias
enfermidades. Entre as indicagdes teraputicas mais freqiientes estdo: inflamacdes
ginecoldgicas e renais, prostatites, dores diversas, febre, gastrite e afeccdes de pele, entre
outras. Assim, este trabalho teve como objetivo contribuir para o conhecimento dos
constituintes quimicos de C. regium. Para tanto, foram obtidos extratos macerando-se
diretamente, de forma exaustiva, as raizes da espécie nos solventes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, nesta seqiiéncia crescente de polaridade, obtendo-se o seguinte
rendimento da massa bruta macerada: 1,78%, 0,23%; 0,51% e 12,16%, respectivamente. A
analise fitoquimica do extrato hexano (CrRH) permitiu o isolamento das substancias
identificadas inicialmente como SA (7,0mg), composto inédito, ainda em processo de
caracterizacdo e Substancia SB (20,0 mg), identificada como excelsina, uma lignana reportada
pela primeira vez nesta espécie. Da fracdo CrRHI proveniente do fracionamento
cromatografico do extrato hexanico, isolou-se a substancia SC (6,0 mg) identificada como
esterdide, ainda em fase de elucidagdo estrutural. Do extrato diclorometanico (CrRD) foi
isolada a substancia SD (9,0 mg), identificada como acido p-hidroxicindmico estereato, cuja
estrutura ainda ndo estd totalmente definida. Dados obtidos até o momento apontam a
existéncia uma mistura de acidos p-hidroxicindmicos, provavelmente variando o tamanho da
cadeia lateral do éster. Do fracionamento do extrato acetato de etila obteve-se a substancia SE
(23mg) originada da fragdo CrRAcl e identificada como naringenina, flavanona comum no
género Cochlospermum, tendo sido isolada, também, na casca do caule desta espécie, ndo
havendo, entretanto, relatos da presenca desta flavonona em raiz de C. regium. E finalmente,
a substancia SF (15,0 mg) originada da fracdo CrRAc2, que também foi identificada como
excelsina.

Palavras-chave: Cochlospermum regium, flavavona, excelsina, naringenina, acido p-
hidroxicindmico estereato.
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ABSTRACT

The medicinal plants have been a rich source for obtaining bioactive molecules, constituting
one of the most successful strategies in the discovery of novel medicines. The specie
Cochlospermum regium (Martius and Schrank) Pilger (Bixaceae), popularly known as
algodaozinho-do-campo is a native plant, abundant in Brazilian Cerrado. After an
ethnobotanical and ethnopharmacological research carried out at Tocantins State it was
showed that this plant is used in folk medicine to treat several illnesses. Among the
therapeutic indications the most frequents are: gynecological and renal inflammations,
prostatitis, a few kinds of pains, fever, gastritis and skin affections, among others. This study
aimed to contribute to the knowledge of the chemical constituents of C. regium. For this,
extracts solutions were obtained by an exhausting way maceration of this plants roots in the
solvents: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and methanol, in this sequence increasing
polarity, obtaining the following income rude mass macerated: 1,78%, 0,23%; 0,51% and
12,16%, respectively. The phytochemical investigation of the hexane extract (CrRH) allowed
the isolation of substance initially identified as SA (7,0 mg), an unpublished chemical
compound, still in characterization process and Substance SB (20,0 mg), identified as
excelsina, a lignan reported for the first time in this specie. From the CrRHI1 fraction
originated by the fractionating chromatography column of the hexane extract was isolated the
substance SC (6,0 mg) identified as a steroid, still in structural elucidation. From the
dichloromethane extract (CrRD) the substance SD (9,0 mg) was isolated and identified as p-
hidroxicinamic acid stereate, whose structures are not yet fully defined. Data obtained so far
indicate the existence of a mixture of p-hidroxicindmic acids, probably varying the size of the
side chain ester. On the fractionation of ethyl acetate extract was obtained the substance SE
(23mg) originated from the CrRAcl fraction and identified as naringenin, a common
flavanone in the genus Cochlospermum, have been also isolated in the stalk bark of this
specie, not having, however, reports the presence of this flavanone in roots of C. regium. And
finally, the SF substance (15,0 mg), originated of the CrRAc2 fraction, which was also
identified as excelsina.

Keywords: Cochlospermum regium, flavavon, excelsina, naringenin, p-hydroxycinnamic acid
stearate.
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I. INTRODUCAO

Nos dias atuais, temas como biodiversidade, plantas medicinais e
desenvolvimento de novos medicamentos tém sido amplamente discutidos, em virtude de sua
relevancia e do seu carater estratégico, especialmente em paises considerados emergentes,
como o Brasil (SIMOES ¢ SCHENKEL, 2002). Segundo Barreiro ¢ Bolzani (2009), em
termos econdmicos a biodiversidade transcende as fronteiras usualmente dadas pelas
industrias convencionais, por ser valiosa fonte de dados bioldgicos e quimicos de grande
utilidade para a descoberta novas drogas. Ainda conforme estes autores, o uso de produtos
naturais tem sido a estratégia mais bem sucedida na descoberta de novos medicamentos e os
maiores avancos nesta area estdo baseados em produtos naturais.

Apesar de possuir a maior diversidade vegetal do mundo, o Brasil conhece muito
pouco acerca de sua flora nativa e, em especial, das propriedades medicinais que essas plantas
possam apresentar (GUERRA e NODARI, 2007). Assim, a imensa diversidade biologica dos
biomas brasileiros, pela sua capacidade de gerar novos conhecimentos e inovagdes
tecnologicas, pode ser uma valiosa alternativa como matéria prima para o descobrimento de
medicamentos (BARREIRO e BOLZANI, 2009).

Se por um lado, a maior parte das plantas medicinais cultivadas no Brasil s2o
espécies exoticas de origem mediterranea, trazidas para o pais durante o processo de
colonizag¢do, por outro, observa-se que varias espécies nativas t€ém sido largamente
empregadas pela populagdo, cujo conhecimento acerca de seu uso medicinal foi desenvolvido
inicialmente por comunidades indigenas e caboclas do pais (REIS, MARIOT e
STEENBOCK, 2007). Neste cenario, vale ressaltar que o Brasil apresenta em seus vinte
biomas, uma diversidade de espécies medicinais, que constitui uma das mais importantes
fontes de principios ativos do planeta, por isso, as perspectivas do conhecimento das plantas
medicinais pela comunidade tradicional, indigena, raizeiros, quilombolas s3o altamente
promissoras (MILWARD-DE-AZEVEDO, 2008). Cabe salientar, que as sociedades
tradicionais ou autdctones possuem uma extensa farmacopéia natural proveniente dos
recursos vegetais encontrados nos ambientes naturais por elas ocupados, ou cultivados em
ambientes antropicamente alterados (AMOROZO, 2002). Diante disso, ¢ importante
considerar que o conhecimento das plantas por grupos étnicos e comunidades tradicionais

constitui um valioso atalho para a descoberta de faArmacos, uma vez que pode ser considerado
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como uma pré-triagem a sua utilizagdo na terapéutica humana (ELISABETSKY e SOUZA,
2007).

Em contrapartida, outro aspecto relevante observado ¢ que, na maioria das vezes,
as diversas plantas usadas pela populacdo brasileira com inimeras indicagdes ditas
medicinais, ndo possuem estudos cientificos sobre a atividade farmacoldgica na qual dizem
ter potencial, precisando assim, de maior investigacdo quimica, farmacoldgica e toxicologica.
Estas investigacdes poderdo ndo sé confirmar um efeito orientado popularmente, como
também estabelecer novas agdes e informagdes toxicoldgicas que possam favorecer a
industria quimico-farmacéutica nacional, em busca de novos principios ativos e/ou de
produtos farmacéuticos exdticos e/ou inéditos, ou ser usados na saude publica, através do
Sistema Unico de Saade (SUS) (LAPA, 2007).

Dentro deste contexto, destaca-se o Bioma Cerrado, ocupando extensa area do
territério brasileiro, situado em regides de grande desenvolvimento que naturalmente possui
em sua vegetacdo espécies que exercem forte influéncia na medicina popular (RODRIGUES e
CARVALHO, 2001; RIBEIRO ¢ WALTER, 1998). O Bioma Cerrado representa o segundo
maior bioma brasileiro, sendo superado, em darea, apenas pela Amazdnia (KLINK e
MACHADO, 2005), possuindo uma das maiores floras vegetais do mundo, estimada em 10
mil espécies de plantas diferentes (WWF-BRASIL, 2009).

Além disso, o Cerrado brasileiro tem a seu favor o fato de ser cortado por trés das
maiores bacias hidrograficas da América do Sul, ou seja, as bacias do Tocantins, do Sao
Francisco e do Prata, o que favorece a manutencdo de uma biodiversidade surpreendente
(WWEF-BRASIL, 2009). Dessa forma, o Cerrado compde um cenario de exuberante
diversidade biologica e influente no arcabougo cultural das populagdes que nele vivem

(MENDONCA, FELFINI e WALTER, 1998).

Entretanto, cerca de metade dos dois milhdes de Km? de sua vegetacdo ja foram
transformadas em pastagens, culturas anuais e outros tipos de uso (KLINK ¢ MACHADO,
2005). Por essa razdo, passou a ser considerado um Aotspot mundial - entendendo-se por hot
spot toda éarea prioritaria para conservagao, isto ¢, de rica biodiversidade e ameacada no mais
alto grau. E considerada hotspot uma area com pelo menos 1.500 espécies endémicas de

plantas e que tenha perdido mais de 3/4 de sua vegetacdo original (RHODIN, 2009).

Neste contexto, Kaplan, Figueiredo e Gottlieb (1994) alertam para necessidade de
valorizar os recursos que ele oferece que estdo sob forte pressdo de extingdo, sob pena de

estarem indisponiveis as futuras geracdes. Dentre estes recursos, deve-se considerar o
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terapéutico, oferecido pelas plantas medicinais (GUARIM NETO e MORAIS, 2003;
KAPLAN, FIGUEIREDO e GOTTLIEB, 1994; YUNES e CECHINEL FILHO, 2001), como,
por exemplo, a espécie Cochlospermum regium, que apds levantamento realizado pelo
IBAMA (Instituto Brasileiro do Meio Ambiente) ¢ Governo do Estado do Parana, passou a
integrar a lista “Plantas Medicinais Ameagadas de Extin¢do”, na categoria “em perigo”,
naquele Estado (NOGUEIRA et al., 1998). Da mesma forma, na regido centro-oeste, como
resultado de um estudo sobre o extrativismo de plantas medicinais do cerrado, a espécie C.
regium foi, mais uma vez, incluida numa lista de espécies consideradas de alta prioridade para

conservacao (VIEIRA et al. 2002).

No Tocantins, levantamento etnobotanico e etnofarmacologico realizado em dez
cidades do Estado (UNITINS/MS/MMA - FMT-TO, 1998), apresentou a espécie C. regium,
conhecida como algoddozinho-do-campo, como uma das plantas mais citadas. Segundo esta
pesquisa, a casca da raiz e do caule desta planta tem sido usada pela populagdo tocantinense,
para “cura de diversos males” tais como, gastrite, Ulcera péptica, infecgdes ginecologicas,

intestinais e dores internas, entre outras.

Levantamento bibliografico realizado nas bases de dados CAPES, LILACS,
PubMED e MEDLINE, anais de congressos, jornadas e simpdsios, artigos publicados em
periodicos, dissertagdes e teses mostrou uma inconsisténcia de estudos para a referida espécie.
Dados cientificos compilados por MORALIS et al. (2005) sobre a agdo bioldgica de C. regium
indicaram haver alguns estudos que corroboram o uso medicinal tradicional, entretanto,
ressaltaram a necessidade de maior contribuicdo cientifica para garantir o seu uso seguro.
Sélon, Brandao e Siqueira (2009) afirmam que os dados cientificos adquiridos sobre o perfil
quimico e farmacogndstico até o momento, respaldam, apenas em parte, a seguranga e
eficacia de seu uso.

Neste cenario, destaca-se o fitoterapico “Extrato Composto Magaraz” indicado
para o tratamento de ulcera, gastrite, ma digestdo e infeccdo urindria, que possui em sua
formulagdo o extrato de C. regium. Este medicamento teve sua apreensao e recolhimento em
todo o territério nacional determinados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), através da Resolugdo n°® 1.175 de 08 de julho de 2002, por falta de comprovagdo
de eficacia (BRASIL, 2002).

Entretanto, nos diversos estudos publicados sobre o género Cochlospermum,
varias atividades farmacologicas lhes foram atribuidas, tais como atividade hepatoprotetora,

antimalarica, antibacteriana, antitumoral, antiviral, desintoxicante, anti-leishmanial, anti-
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hipertensiva, anti-diabética, antiinflamatoria, anti-shistosomose e anti-diarréica (NEGARD et
al., 2005; DIALLO et al., 1992; DIALLO et al., 1989; PRESBER ef al., 1992; PRESBER et
al., 1987; ALIYU, OKOYE e SHIER, 1995; SANCHEZ-SALGADO et al., 2007; BENOIT-
VICAL et al., 1999; BENOIT et al., 1995; BENOIT-VICAL et al., 2003; SOH ¢ BENOIT-
VICAL, 2007; ANTHONY, FYPE e SMITH, 2005; VONTHRON-SENECHEAU et dl.,
2003; OLIVEIRA et al., 1996; BRUM et al., 1997; VINOD et al., 2008), entre outras.

Entre os constituintes quimicos mais freqlientemente isolados no género foram
relatados os triacilbenzenos e os flavondides (ALMEIDA et al., 2005). Dentre estes ultimos,
foram identificados a miricetina, a quercetina, o acido arjundico, a aromadendrina, o
kampferol, a naringenina e a apigenina, nas formas livres ou combinadas, formando os
glicosideos: naringenina 7-O-glucosideo, apigenina 7-O-glucosideo, 5,7,4’-trihydroxy-flavan-
3-ol e dihidrokaempferol 3-O-glucopiranoside (LIMA ef al., 1995; DIALLO, VANHAELEN-
FASTRB ¢ VANHAELEN, 1991; SANCHEZ-SALGADO et al., 2007; COOK ¢ KNOX,
1975; LEAL, 1988), entre outros. A presen¢a de polissacarideos também foi largamente
relatada neste género (OJHA et al., 2008; JANAKI e SASHIDHAR, 1998; VINOD et al.,
2008; NERGARD et al .2005).

Diante do exposto, considera-se que os vegetais sdo reservatorios potenciais de
farmacos, a partir dos quais se isolam e identificam-se estruturalmente substancias ativas,
sendo, possivel recrid-los por sintese total em laboratério ou utilizar a substancia isolada
como material de partida para a criacdo de estruturas quimicas diferentes, obtidas por
procedimentos de modelagem molecular (HEEMANN, 2002). Considerando que no Brasil, as
pesquisas para descoberta de fitofarmacos e/ou prototipos de farmacos, além de propiciarem o
avanco da pesquisa basica multidisciplinar, podem contribuir também para o desenvolvimento
tecnoldgico nacional, levando em conta a mencionada diversidade micromolecular dos
inimeros biomas brasileiros, ainda muito pouco explorada como uma fonte de substancias de
interesse farmacoldgico (BARREIRO e BOLZANI, 2009), espera-se que esta pesquisa,
contribuindo para a identificagdo de substidncias biologicamente ativas, possa gerar
oportunidades para a industrializacdo e a comercializagdo de medicamentos seguros ¢ de
eficacia comprovada.

Neste contexto, o presente trabalho justificou-se na medida em que propds
colaborar para a caracterizago fitoquimica de C. regium, ainda nio suficientemente estudada,

tendo em vista sua ampla utiliza¢do na medicina popular brasileira.
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Dessa forma, o presente trabalho tem como objetivo geral contribuir para o
conhecimento dos constituintes fitoquimicos de Cochlospermum regium (Bixaceae) e como
objetivos especificos: selecionar a partir de dados etnobotanicos e etnofarmacoldgicos a
planta a ser estudada; coletar e identificar botanicamente a espécie; obter extratos hexanico,
diclorometanico, acetato de etila e metandlico de C. regiums; isolar e identificar os principais
metabolitos de C. regium, por meio de técnicas cromatograficas e de recristalizacdo; e
determinar a estrutura quimica de compostos isolados através da espectroscopia por

ressonancia magnética nuclear (RNM).
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II. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2. PLANTAS MEDICINAIS

2.1. Consideracoes Gerais

O emprego de plantas medicinais na recuperacdo da saude tem evoluido ao longo
dos tempos passando das formas mais simples, provavelmente usadas pelos seres humanos
das cavernas, até chegar as formas industrializadas com tecnologias sofisticadas, utilizadas na
atualidade. Mas apesar da distancia, estas formas t€ém um fato em comum, em ambos os casos
o homem percebeu nas plantas a presenca de algo que tem a propriedade de provocar reacdes
benéficas no organismo e resultar na recuperagdo da saide (LORENZI e MATOS, 2002).
Durante milénios se utilizou empiricamente de diversas maneiras os recursos oferecidos pela
natureza. Para garantir sua sobrevivéncia ¢ melhor adaptacdo ao meio, aprofundou-se nos
conhecimentos sobre esta, demonstrando, como conseqiiéncia, uma estreita relagdo entre o

uso das plantas e seu processo evolutivo (MIGUEL e MIGUEL, 2000).

Apesar disso, ainda é muito pequena a fragdo aproveitada pela espécie humana,
das plantas com as quais sempre conviveu e que a antecederam no planeta Terra. O reino
vegetal ainda permanece como uma grande incdgnita, de onde a humanidade, ao longo de sua
existéncia, selecionou apenas cerca de 300 plantas para a alimentagdo, obteve principios
ativos puros para o tratamento de doengas, de pouco mais de uma centena (PINTO et al.,
2002) e apenas 15 a 17% foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal (HAMBURGER
e HOSTETTMANN, 1991; GUERRA e NODARI, 2007; FOGLIO et al, 2006). Estes
numeros sdo bem modestos quando se esta diante de um universo de aproximadamente
350.000 espécies de plantas superiores. Cabe aqui ressaltar, que deste total de espécies
catalogadas em todo mundo, cerca de 120.000 ocorrem no Brasil (YUNES e CALIXTO,
2001).

Gragas aos seus 20 biomas, o Brasil possui a maior biodiversidade do mundo, o
que constitui um verdadeiro patriménio genético, cientifico, tecnoldgico, econdmico e
cultural, que precisa ser conhecido, pesquisado e preservado, ndo podendo, portanto, abdicar

de sua vocagdo para os produtos naturais (BRASIL, 2006). Possuindo caracteristica territorial
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muito diferente dos paises industrializados, marcada principalmente por essa imensa
biodiversidade, estimada em 20% do patrimonio genético da humanidade, com um indice de
endemismo altissimo, o pais representa um celeiro para a busca de novas substancias de
interesse bioldgico. Aqui, os pesquisadores desta area tém a mado a matéria prima mais

abundante e diversificada do planeta (PINTO et al., 2002).

Além disso, as novas tendéncias mundiais de preocupagdo com a biodiversidade e
o desenvolvimento sustentdvel, trazem novas perspectivas ao estudo das plantas medicinais
brasileiras e impulsionam a fitoterapia a despertar interesse geral. Assim, na busca de bases
mais soOlidas para a validagdo cientifica do uso de plantas medicinais, novas linhas de
pesquisas vém sendo promovidas em universidades brasileiras (LORENZI e MATOS, 2002).
Porém, apesar da explora¢do de produtos naturais ser uma das caracteristicas marcantes de
paises em desenvolvimento, a inovagdo tecnoldgica em pesquisa tem sido escassa. No Brasil,
as inovagdes tém sido de baixa ou média intensidade, sendo os fitoterapicos mais vendidos no
mercado brasileiro, produzidos a partir de espécies estrangeiras (WAGNER, 2002). Por outro
lado, grandes empresas sediadas em paises industrializados, como Alemanha, Franca, Estados
Unidos e Japdo, vém aplicando competéncias cientificas e tecnoldgicas no desenvolvimento
de produtos derivados de plantas medicinais, muitas vezes oriundas dos paises em
desenvolvimento, com emprego tradicional e se consolidando como lideres neste crescente e
promissor mercado (YUNES, PEDROSA e CECHINEL FILHO, 2001). Cabe destacar que, na
maioria das vezes, ndo ha uma partilha de beneficios com o pais de origem da matéria-prima
ou com as comunidades tradicionais que lhes indicaram as aplicacdes das plantas convertidas

em um produto final (MENCONI e ROCHA, 2003).

Entretanto, dentro deste cendrio, nota-se ressurgir nos ultimos anos, o interesse em
trabalhar com a fitoterapia. Tendo, a tultima década, registrado aumento expressivo no
interesse por substancias derivadas de espécies vegetais, o que pode ser evidenciado pelo
crescimento no numero de publicagdes dessa linha de pesquisa, nas principais revistas

cientificas das areas de quimica e farmacologia (CALIXTO, 2000).

O Brasil, pertencendo a uma minoria de paises ditos mega-diversos que se
distinguem por seus niveis de desenvolvimento em pesquisa cientifica, conta com
universidades e institutos de pesquisa bem equipados, pesquisadores preparados e
comunidades tradicionais detentoras de amplos conhecimentos de espécies vegetais e animais
(FUNARI e FERRO, 2005). Destaca ainda, por seu invejavel sistema de pos-graduacdo capaz

de formar oito mil doutores por ano, com produtividade de seu sistema de ciéncia e tecnologia
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responsavel por 1,3 a 1,5% do novo conhecimento mundial, alcan¢ando, nestes termos, um
nivel de maturidade cientifica, que pode responder com pleno sucesso aos desafios
contemporaneos na area do farmaco e do medicamento, caso hajam agdes politicas efetivas
(VIEGAS JUNIOR, BOLZANI ¢ BARREIRO, 2006; SANT’ANA e ASSAD, 2004). De onde
se pode concluir que o pais tem potencial para ocupar lugar de destaque, em biotecnologia, no

cendrio internacional (FUNARI e FERRO, 2005).

Nesse sentido, com o objetivo de avaliar cientificamente os beneficios da
utilizacdo de medicamentos fitoterdpicos e de conhecer a0 mesmo tempo, os riscos de seu uso
indevido, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) desde 1978, tem incentivado o estudo de
plantas tradicionalmente conhecidas como medicinais (MIGUEL e MIGUEL, 2000). Dessa
forma, o grande desafio passa a ser desvendar e validar cientificamente espécies vegetais com
potencial clinico, cuja efetividade resultaria de um grupo de pesquisa multidisciplinar nos
quais colaborariam fitoquimicos, botanicos sistematicos, farmacologistas e microbiologistas
(RATES, 2001). Muitos centros de pesquisa, em todo o mundo, vém desenvolvendo estudos
sobre as propriedades farmacoldgicas das plantas medicinais. No entanto, faltam ainda
evidéncias laboratoriais e clinicas sobre a eficacia e a seguranga de seu emprego, tanto em
animais como em seres humanos. Os supostos méritos terapéuticos que possuem devem-se
ainda, principalmente, a informag¢des empiricas e subjetivas da medicina folclorica (YUNES e
CECHINEL FILHO, 2001; FOGLIO, 2006). O estado da arte da maioria dos fitoterapicos
fabricados pela industria brasileira estd, atualmente, fundamentado somente no uso popular
das plantas, sem nenhuma comprovacao pré-clinica ou clinica ndo podendo, portanto, serem
competitivos a nivel nacional e muito menos internacional (YUNES, PEDROSA e

CECHINEL FILHO, 2001; MILWARD-DE-AZEVEDO, 2008)

Grande parte das plantas nativas brasileiras ainda ndo tem estudos para permitir a
elaboracdo de monografias completas e modernas. Muitas espécies sdo usadas sem respaldo
cientifico quanto a eficicia e seguranca. Estes dados demonstram que ainda existe no Brasil
uma enorme lacuna entre a oferta de plantas e as pesquisas. Desse modo, considera-se este,
um fator de grande incentivo ao estudo com plantas, visando sua utilizagdo como fonte de
recursos terapéuticos, representando, o reino vegetal, em virtude desta pouca quantidade de
espécies estudadas, um vasto celeiro de moléculas a serem descobertas (FOGLIO et al,
2006). A prospecgdo ética da biodiversidade, visando agregar ciéncia e tecnologia a seus

produtos, passa a ter importancia estratégica para os paises em desenvolvimento, sendo um
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instrumento tanto para a descoberta de alternativas para o tratamento de doencas tipicas destes

paises, como para estimular o crescimento de suas economias (MIGUEL e MIGUEL, 2004).

Por outro lado, para tornar o acesso a saude publica mais abrangente e de melhor
qualidade aos paises em desenvolvimento, a World Health Organization (WHO) (2002)
considera fundamental a criacdo de modelos nacionais de saude, pautados em suas aptidoes e
caréncias. Hoje, a condi¢do de meros compradores de tecnologias importadas ou pagadores de
royalties para grandes laboratorios estrangeiros, situagdo agravada no Brasil apds a
promulgacdo da legislacdo sobre propriedade intelectual (VOGT, 2001), torna o processo de
inclusdo no sistema de satide vigente muito oneroso, ndo atendendo, na maioria das vezes as

necessidades especificas de cada pais (FUNARI e FERRO, 2003).

E este debate se torna ainda mais relevante quando se considera além da riqueza
de biodiversidade, os conhecimentos tradicionais e¢ a elevada incidéncia das chamadas
“doengas negligenciadas”, tais como leishmaniose, tuberculose, malaria, mal de chagas,
esquistossomose e doenga do sono, como é o caso do Brasil (FUNARI e FERRO, 2003).
Sabe-se que o desenvolvimento de novas drogas para o tratamento destas doengas que afetam,
sobretudo, populacdes de paises em desenvolvimento, pouco interessa a industria
farmacéutica mundial (MOREL, 2006). Esta realidade pode ser verificada comparando-se o
numero de novos produtos desenvolvidos para o tratamento dessas doengas e para doengas
cardiovasculares, entre 1975 e 1999. Observa-se que somente 15 novos produtos foram
desenvolvidos para o tratamento das primeiras, enquanto no mesmo periodo, surgiram 179

novas drogas para atender portadores de doencas cardiovasculares (ATAS, 2003).

Aqui ¢ importante ressaltar, que a OMS reconhece no conhecimento tradicional
sobre produtos da biodiversidade um importante instrumento no desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos para o combate de doengas que assolam as populagdes dos paises em
desenvolvimento (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2002). A op¢do de conduzir
pesquisas a partir da indicacdo de plantas utilizadas por comunidades pode se constituir em
valioso atalho para descoberta de farmacos, ja que seu uso tradicional pode ser encarado como
uma pré-triagem quanto a utilidade terapéutica em humanos (ELISABETSKY e SOUZA,
2007). Este conjunto de conhecimentos, conhecido como etnobotanica, se ocupa da inter-
relagdo direta entre pessoas e plantas, incluindo todas as formas de percepcdo e apropriacdo
dos recursos vegetais (ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006). A etnobotanica ¢ citada na
literatura como sendo um dos caminhos alternativos que mais evoluiu nos ultimos anos para a

descoberta de produtos naturais bioativos e trabalha em estreita cumplicidade com a
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etnofarmacologia, que consiste na exploragdo cientifica e interdisciplinar de agentes
biologicamente ativos, tradicionalmente empregados ou observados por determinado
agrupamento humano (MACIEL et al., 2002). As investigacdes etnodirigidas, isto &,
etnofarmacoldgicas e etnobotanicas tém sido as principais abordagens reconhecidas por
cientistas em todo o mundo, como uma estratégia de selecdo de plantas medicinais

(ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006).

Neste panorama, a fitoquimica ¢ muito mais importante e decisiva para o Brasil,
ao se considerar sua grande riqueza vegetal ainda sem estudo, aliada as possibilidades para o
desenvolvimento de novos medicamentos. Torna-se, portanto, necessaria a implantacdo de um
programa comprometido, continuo e eficiente, requerido para uma conquista de valores na

area cientifico-tecnoldgica (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001)

Diante do exposto, ressalta-se a necessidade de uma atuagdo multidisciplinar que
o estudo com as plantas exige, de tal forma que esta integracdo possa ampliar as
possibilidades na busca de novas moléculas ativas. Para o estudo fitoquimico, esta abordagem

tem papel importante na pesquisa com plantas medicinais (MACIEL et al., 2002).

2.2 Aspectos Fitoquimicos

O organismo vivo pode ser considerado um laboratorio biossintético (ROBBERS,
SPEEDIE e TYLER, 1997) produzindo, primariamente, substancias essenciais a sua
sobrevivéncia e comuns a todos os seres vivos, que sao definidas como metabolitos primarios.
Apresenta, ainda, todo um arsenal metabolico capaz de produzir, transformar e acumular
inimeras outras substancias ndo necessariamente relacionadas de forma direta & manutengao
da vida do organismo produtor, embora garantam vantagens para sua sobrevivéncia,
permitindo sua adequagdo a seu ecossistema (SANTOS, 2007). A estas substancias, definidas
como metabolitos secundarios, foram atribuidas fungdes de defesa contra herbivoros e
microorganismos, protecdo contra raios ultravioleta (UV), atracdo de polinizadores ou
animais dispersores de sementes (SANTOS, 2007; CORREA et al., 2008), bem como sua
participagdo em alelopatias, entre outras. Em relagdo a este metabolismo, destaca-se como
caracteristica importante dos vegetais, a sua elevada capacidade biossintética, tanto em
relagdo ao nimero de substancias produzidas, quanto a sua diversidade numa mesma espécie

(HARBORNE, 1988; SANTOS, 2007).
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Para Santos, (2007), o aparecimento de metabolitos biologicamente ativos na
natureza é determinado por necessidades ecoldgicas, aliadas as possibilidades biossintéticas,
sendo a sintese de metabolitos secundarios conduzida pela co-evolug¢do de plantas, insetos,
microorganismos € mamiferos, com funcdo de defesa ou atragdo, principalmente. Dessa
forma, por serem fator de interacdo entre os organismos, os metabolitos secundarios
apresentam atividades biologicas interessantes, aonde pesquisadores vém fontes promissoras

de novas moléculas potencialmente titeis a0 homem.

O desenvolvimento do estudo quimico de plantas, ou seja, fitoquimico estd
diretamente relacionado a utilizacdo e desenvolvimento de técnicas rapidas e precisas, que
permitam o isolamento de compostos de interesse, normalmente presentes em pequenas
quantidades, concomitantemente com constituintes quimicos j& conhecidos e de grande

ocorréncia em plantas (FERRI, 1996).

2.2.1 A Fitoquimica no Brasil

Até a chegada do Século XX, o Brasil era essencialmente rural e usava
amplamente a flora medicinal, tanto a nativa, como a introduzida pelos europeus no periodo
de sua colonizag@o. A medicina popular do pais tornou-se o reflexo das unides étnicas entre
os diferentes imigrantes € os inimeros povos autdctones que difundiram o conhecimento das
ervas locais e de seus usos, aprimorando e transmitindo-os de geragdo em geracdo (LORENZI
e MATOS, 2002). Este periodo apresenta a fitoquimica de plantas medicinais integrada a
quimica medicinal e a medicina, a procura dos principios ativos das plantas consagradas por
este saber popular. Como conseqiiéncia muitos farmacos, ou seja, compostos puros extraidos
de plantas foram obtidos, sendo muitos deles, ainda amplamente usados na terapéutica atual,
como a codeina, a efedrina, a quinina, a morfina e a atropina, entre outros (YUNES e
CALIXTO, 2001). No entanto, este conhecimento tradicional ficou em segundo plano apds o
processo de industrializacdo e a subseqiiente urbanizagdo do pais (LORENZI ¢ MATOS,
2002). O século passado presenciou o desenvolvimento da industria farmacéutica
impulsionado pelos avangos crescentes no isolamento e sintese de substancias
farmacologicamente ativas. Neste cendrio, o tratamento com plantas medicinais, base da
terapéutica até entdo, fica restrito ao uso popular justificado por sua natureza empirica, tendo

sido suas propriedades, progressivamente, desacreditadas perante a sociedade (NIWA et al.,
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1991). As plantas medicinais, consideradas sem valor cientifico, passam a ser usadas por
pessoas sem cultura cientifica. Como produtos naturais de importancia terapéutica, aparecem

apenas os antibioticos obtidos de fungos (YUNES e CALIXTO, 2001).

Para esses autores, consolidava-se neste periodo o paradigma ocidental de que
“farmaco ¢ uma molécula pura, geralmente oriunda de sintese, cujo modelo foi a aspirina
(AAS)”. Afirmam ainda que, em contraposi¢do ao periodo anterior, as sinteses sdo realizadas

geralmente ao acaso, buscando encontrar atividades bioldgicas a partir de screening macigo.

Este processo mostrou grandes problemas, uma vez que as chances de encontrar
um novo farmaco por screening ao acaso diminuiam, progressivamente, a cada ano, sendo
necessario testar um nimero muito grande de compostos para se obter uma substancia ativa.
Também era questionavel o uso de prototipos, pois a otimizagdo dos efeitos resultava em um

processo extremamente oneroso (YUNES e CALIXTO, 2001).

Diante deste contexto, apareceram na atualidade varias metodologias para a
obtencdo de farmacos, tais como a abordagem biotecnologica, que possibilitou identificar e
preparar diversas proteinas; a quimica combinatdria, que permitiu o desenvolvimento de
técnicas de triagem em larga escala como o HTS (High-throughput screening) que permite
que até 100 mil compostos sejam testados em relagdo a sua atividade bioldgica, num unico dia
e a quimica computacional que correlaciona a estrutura molecular com a atividade bioldgica
(YUNES, PEDROSA e CECHINEL FILHO, 2001). Até o presente, a quimica combinatéria
ndo conseguiu atingir seu objetivo de ser uma fonte primaria de expressiva diversidade
quimica, que asseguraria a descoberta de numerosas moléculas ativas capazes de
representarem, efetivamente, novos candidatos a farmacos inovadores (YUNES e CECHINEL

FILHO, 2001).

Apesar dos avancos tecnologicos observados, nesse periodo, para a pesquisa de
novas entidades quimicas (NCEs), a quantidade de novos farmacos langados no mercado nio
tem aumentado proporcionalmente (YUNES e CECHINEL FILHO, 2001). A industria
farmacéutica que pesquisa novos farmacos afirma que, em 2004, o montante gasto em
pesquisa e desenvolvimento no setor, atingiu valores de 33 bilhdes de ddlares americanos,
representando um crescimento real nos investimentos feitos, ano a ano, nio correspondendo,
entretanto, a um aumento proporcional no nimero de descobertas inovadoras (VIEGAS JR.,

BOLZANI e BARREIRO, 2006).
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2.2.1.1. O ressurgimento dos produtos naturais como fonte de novos farmacos

Sabendo que a diversidade estrutural ¢ fundamental a pesquisa para os diferentes
alvos, a comunidade cientifica volta os estudos para os produtos naturais, pois consideram que
“durante os milhdes de anos da evolucdo bioldgica a sele¢@o natural realizou um processo de
quimica combinatdria inigualdvel” (OLIVEIRA e BRAGA, 2003). A variedade ¢ a
complexidade das micromoléculas que constituem os metabdlitos secundarios de plantas
ainda sdo inalcangaveis por métodos laboratoriais. Estas seriam a conseqiiéncia direta de
milhdes de anos de evolugdo, atingindo um refinamento elevado de formas de protecdo e
resisténcia as intempéries do clima, poluicdo e predadores (MONTANARI ¢ BOLZANI,
2001).

Ainda que a biologia molecular, as quimicas, combinatoria e computacional e os
avangos na pesquisa de genomas oferecam alternativas vidveis a produgdo de novos
medicamentos, as espécies vegetais ainda constituem uma estratégia para a inovacdo e
competitividade do setor farmacéutico. Cabendo aqui destacar, a singularidade estrutural de
suas substancias, a efetividade terapéutica e as expectativas de patenteabilidade devido as

parcerias cientificas entre a industria farmacé€utica e institui¢des de ensino e pesquisa

(OLIVEIRA e BRAGA, 2003).

2.2.2. Procedimentos gerais para a obtencio de principios ativos de origem vegetal

Apesar de uma espécie vegetal poder possuir centenas de metabdlitos secundarios,
apenas os compostos presentes em maior concentra¢do sdo geralmente isolados e estudados
pela fitoquimica classica. Assim, qualquer investiga¢do quimica de uma dada planta, revelara
apenas um reduzido espectro de seus constituintes (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998;
2001).

Segundo Falkenberg, Santos e Simodes (2007), a pesquisa fitoquimica visa
conhecer os constituintes quimicos de espécies vegetais ou determinar a sua presenca. De
acordo com estes autores, quando ndo se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de
interesse, a analise fitoquimica preliminar pode indicar os grupos de metabdlitos secundarios

relevantes presentes na mesma. A quimica de produtos naturais tem, portanto, o objetivo de
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esclarecer e registrar os constituintes do metabolismo secundario, através do isolamento e
elucidacdo de suas estruturas moleculares possibilitando a sua sintese, modificacdo ou

extra¢do de forma mais eficiente (NIERO ez al., 2003; MATOS, 1988; e DI STASI, 1996).

Considerando que os compostos que apresentam melhores efeitos bioldgicos,
geralmente, sdo os que estdo presentes em menor propor¢cdo na planta, a andlise de
substancias ativas ¢ muito mais complexa e longa. Havendo, para tanto, a necessidade de um
trabalho integrado entre quimicos e farmacologos para a andlise dos extratos semi-puros,
fracdes e dos compostos puros obtidos. Desta forma, para se obter substancias puras dotadas
de efeitos biologicos, sdo requeridos, além da dedicagdo e da determinacdo dos pesquisadores,
uma ampla colaboracdo multidisciplinar (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; CECHINEL
FILHO e YUNES 2001; HAMBURGER ¢ HOSTETTMANN, 1991).

Diante da ampla diversidade quimica vegetal, surge a necessidade de se utilizar
métodos de extracdo que sejam seletivos, funcionando como verdadeiros filtros das distintas
classes de compostos (NIERO et al., 2003). A Fig. 1 ilustra algumas etapas basicas que
podem ser seguidas quando se procura obter principios ativos de plantas. O fundamento
basico deste procedimento consiste no fato de que toda substancia, independente de sua
propor¢ao na planta, e de ser conhecida ou ndo, pode ser um principio ativo (CECHINEL

FILHO e YUNES, 2001).
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Fig.1. Procedimentos gerais para a obten¢do de compostos biologicamente ativos.
Fonte: Cechinel Filho e Yunes (2001)

MODIFICACAO
ESTRAUTURAL

TESTES RELACAO
BIOLOGICOS ™+ ESTRUTURA?ATIVIDADE

2.2.3. Selecio de espécies vegetais

r

A escolha da planta a ser estudada nem sempre é uma tarefa facil devido a
variedade de espécies existentes, porém dependendo do objetivo do estudo pode-se fazer uma
escolha orientada (NIERO et al., 2003). Conforme ilustra a literatura, esta orientagdo pode ser
feita por meio das varias abordagens, dentre elas, trés tipos s@o alvos de maiores
investigacdes: a) a abordagem randomica, na qual a escolha da planta é feita sem qualquer
critério, tendo como fator determinante a disponibilidade da mesma; b) a abordagem
quimiotaxonomica ou filogenética, onde a selecdo da espécie estd correlacionada com a
ocorréncia de uma classe quimica de substincias presentes em um género ou familia e ¢) a
abordagem etnofarmacolodgica, onde a selecdo da espécie ¢ feita de acordo com o uso

terapéutico evidenciado por um determinado grupo étnico (BRAZ FILHO, 1994;
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ALBUQUERQUE e HANAZAKI, 2006; MACIEL et al, 2002). Neste contexto, as
probabilidades de novas descobertas de substancias inéditas, bioativas ou néo, é sem davida,
maior na selecdo randomica, porém a sele¢do etnofarmacoldgica, fornece maior probabilidade
de descoberta de novas substancias bioativas. Dados da literatura revelam que ¢ muito mais
provavel encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo seu uso na medicina
popular, do que em plantas escolhidas ao acaso. Cerca de 75% dos compostos puros naturais
empregados na industria farmacéutica foram isolados seguindo recomendac¢des da medicina
popular (CECHINEL FILHO, 2000; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998). A pesquisa
etnobotanica enfoca dois fatores fundamentais: coleta e utilizagdo medicinal da planta. O
primeiro fator implica na regido, época e estagio de desenvolvimento preferido para coleta e
envolve também, procedimentos especiais, como preparo de exsicatas. Dentro deste contexto,
uma vez definida a espécie vegetal a ser estudada, define-se também o local da coleta, de
acordo com a origem da mesma: floresta amazdnica, cerrado, mata atlantica, pantanal,
caatinga, manguezal, entre outros. Num projeto que interligue a fitoquimica com a
farmacologia deve-se escolher para coleta a parte da planta que ¢ utilizada na medicina
popular. Devendo a avaliagdo farmacologica de extratos brutos, fragdes e substancias isoladas
seguir rigorosamente as indicacdes terapéuticas empiricas divulgadas por estudos
etnobotanicos. A sele¢do correta de testes biologicos especificos permitira uma avaliagdo do
uso terapéutico da espécie vegetal, fornecendo também, informagdes sobre a toxicidade da

planta (MACIEL et al., 2002).

Também ¢ importante salientar que a planta selecionada deve ser seguramente
identificada por um botanico ou um técnico especializado em taxonomia (MACIEL et al.,
2002; FERRI, 1996). A falta de identificagdo cientifica, ou uma identifica¢do erronea, podera
anular todo o trabalho realizado pelo quimico, tornando-o impublicavel. Para evitar enganos
com a espécie que estd sendo estudada, recomenda-se o depdsito de exsicatas em herbario

credenciado (MACIEL et al., 2002).

Vale ainda ressaltar, que a composi¢do quimica de uma espécie vegetal, na
maioria dos casos, difere significantemente nos diferentes 6rgdos da planta e também em
relacdo as distintas regides onde a planta se desenvolve. Outros fatores que também poderdo
causar modificacdes nos teores dos constituintes quimicos sio o clima, o tipo de solo, a €época
de coleta, entre outros. Dessa forma, sdo de grande importancia a determinacdo da data e as
caracteristicas do local da coleta (MATOS, 1988; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998;
MACIEL et al., 2002).
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2.2.4. Preparo dos extratos vegetais

O preparo de extratos brutos das plantas € o ponto de partida para um posterior
isolamento e purificacdo (MATOS, 1988; NIERO et al., 2003). Existem varias metodologias
descritas para a preparacdo de extratos vegetais, visando o isolamento de seus constituintes
quimicos (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998), dentre elas, encontram-se a extragcdo por
meio de extrator de Sohxlet, a percolag@o e a maceragao, entre outras. Se o objetivo do estudo
for pesquisar constituintes volateis, inicia-se a extracdo pela destilagdo por arraste a vapor
(FERRI, 1996; NIERO et al., 2003). A escolha de um determinado método de extracdo vai
depender da consisténcia dos tecidos vegetais a extrair, da quantidade de agua presente, bem
como do tipo de substancia que se deseja isolar (FERRI, 1996). Importante considerar que o
processo de extragdo pode influenciar consideravelmente os resultados do estudo
experimental (MATOS, 1988; FERRI, 1996). Também os solventes devem ser escolhidos de
acordo com os objetivos do estudo (MATOS, 1988; FALKENBERG, SANTOS e SIMOES,
2007), considerando-se que devem ser o mais seletivo possivel. Como a seletividade depende
da polaridade, o conhecimento do grau de polaridade do grupo de substancias que se pretende
extrair determinard o solvente ou mistura destes, que mais se aproxima do otimo de
seletividade para aquela extracdo. Em andlises fitoquimicas, quando n3o se conhece o
conteido do material a ser estudado, costuma-se submeté-lo a sucessivas extragdes, com
solventes de polaridades crescentes. Consegue-se, dessa forma, uma extracdo fracionada,
onde as diferentes fracdes contém compostos de polaridade também crescente

(FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007).

Dentre as varias técnicas existentes, o preparo de extratos deve,
preferencialmente, ser feito a frio por percolacdo, pois apesar do grande volume de solvente
utilizado, neste processo minimizam-se os riscos provocados pela acdo combinada do calor,
luz e solvente na formagao de artefatos (MATOS, 1988; FERRI, 1996; MACIEL ef al., 2002).
Pela mesma razdo, a concentragdo dos extratos deve ser feita sob pressdo reduzida, o que
também diminui o tempo de recuperagdo do solvente (MATOS, 1988). A opgdo da utilizagio
de extrator de Soxhlet, por ser um método de extracdo a quente, apresenta maior risco de
reacdes quimicas, na formagdo de artefatos (MATOS, 1988; MACIEL et al, 2002).
Compostos que se comportam como acidos ou base lipossoluveis sdo extraidos,
preferencialmente, utilizando-se suas propriedades de formarem sais hidrossoliveis com

bases inorgénicas, no caso dos acidos e como dacidos inorganicos, no caso das bases
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inorganicas (MATOS, 1988; FERRI, 1996). A extracdo de constituintes quimicos de plantas
pode também envolver processos de partigdo entre solventes aquosos acidos ou basicos e

solventes organicos imisciveis com agua tais como, éter, cloroférmio, acetato de etila

(MACIEL et al., 2002; FERRI, 1996).

Para mais de uma extrag¢do, usualmente utilizam-se trés tipos de solventes: um
apolar, como hexano ou éter de petréleo, um de polaridade moderada, como o cloroférmio e o
diclorometano e um polar, como, por exemplo, o metanol e o etanol (MACIEL et al., 2002).
Um método alternativo para obtencdo de extratos consiste em macerar a planta em estudo
durante varios dias diretamente com solventes de polaridade crescente (NIERO, 1993;

CECHINEL FILHO e YUNES, 2001), conforme o exemplo indicado na Fig. 2.

Planta
Maceragao
Hexano I —— Extrato I

Material vegelal

DiclorometanOIf"-_"-":c:> Extrato

Material vegetal

TESTES
BICLOGICOS

\\//

Acetato de Evoparosdo
etila Epamals . Extrato
Material vegetal
Metanol L Evapaiuzia Extrato L

Fig. 2. Esquema geral para obtencdo de extratos diretamente da planta
Fonte: Cechinel Filho € Yunes, (1998)

2.2.5. Fracionamento, purificacio e identificacido dos constituintes quimicos

Para uma tnica extragdo, a frio ou a quente, usa-se geralmente um solvente polar
(MACIEL et al., 2002), neste caso, o solvente mais adequado para obtengdo do extrato bruto é
o metanol, pois possibilita a extracdo de um maior nimero de compostos. Na seqiiéncia, este
extrato deve ser submetido a um processo de particdo liquido-liquido, com solventes de
polaridades crescentes (MIGUEL, 1987; FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007), como

hexano, diclorometano, acetato de etila e butanol, visando uma semipurificacdo das
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substancias através de suas polaridades. Outros solventes de polaridades similares também

podem ser utilizados (CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

A semipurificagdo de extratos também pode ser feita por meio de outra
metodologia que consiste na filtragdo de extratos alcodlicos (metanol ou etanol) brutos em
silica gel com solventes de polaridades crescentes, ocorrendo também uma separagdo das

substancias pela polaridade (MATOS, 1988; CECHINEL FILHO e YUNES, 1998).

Considerando que a extracdo de constituintes de uma planta ¢ um exercicio de
erros ¢ acertos, onde se utiliza diferentes solventes e condi¢des variadas, o sucesso ou
fracasso do processo podera ser observado posteriormente nos processo de purificagdo

(NIEIRO et al, 2003).

Quando se objetiva localizar os principios ativos, todos os extratos semipuros
devem ser testados e aquele que apresentar efeito bioldgico de interesse, devera ser submetido
aos procedimentos cromatograficos para o isolamento e a purificagdo dos compostos
(CECHINEL FILHO e YUNES, 1998; FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007). Uma
vez extraido da planta, o composto bioativo deve ser separado do extrato bruto. Para isso, os
procedimentos podem envolver desde uma simples cristalizacdo do composto até separagdes
sucessivas com parti¢des em solventes com polaridades crescentes e extensivas técnicas

cromatograficas (HOUGHTON e RAMAN, 1998; NIEIRO et al, 2003).

Neste contexto, a cromatografia ocupa um lugar de merecido destaque no que
concerne a separagdo, identificacdo e quantificacdo de compostos. Compreende um grupo
diversificado de procedimentos que permite separar componentes muitos semelhantes, de
misturas complexas, onde a amostra € transportada por uma fase mével que pode ser um gés,
um liquido ou um fluido supercritico (SKOOG, 2002). Este método serve também para fins
de identificacdo e analise de misturas ¢ de substancias isoladas recebendo, neste caso, a
denominagdo de cromatografia analitica, enquanto a que visa ao isolamento de compostos ¢
denominada cromatografia preparativa. A fase estaciondria pode encontrar-se empacotada em
coluna, que pode ser aberta ou fechada, ou constituir uma superficie plana, como na

cromatografia em papel e em camada delgada (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007).

Vale ressaltar, que as caracteristicas particulares de cada composto, como
polaridade, acidez e tamanho molecular, entre outros, devem ser levados em consideragao.

Além disso, para prover compostos com o grau de pureza desejavel as andlises estruturais, a
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purificagdo final dos mesmos pode ser acompanhada por técnicas como recristalizagao,

sublimacao ou destilacdo (NIEIRO ez al., 2003).

Técnicas utilizando mais de um instrumento de analise, também chamadas de
hifenadas estdo surgindo e vém permitindo extra¢do e andlises de forma mais seletiva e
complementar gerando uma grande quantidade de informagdes. Sdo exemplos destas analises
as combinagdes: cromatografia liquida — ultravioleta - ressonincia magnética nuclear (CL-
UV-RMN), cromatografia liquida — espectrofotometro de ultravioleta — espectrometria de
massa (CL-UV-EM), cromatografia liquida — espectrometria de massa — espectrometria de
massa (CL-EM-EM), as quais fornecem maiores detalhes estruturais, como caracteristicas dos
fragmentos (NIEIRO et al, 2003). Estas combinacdes permitem direcionar as operacdes de
fracionamento para o isolamento dos compostos considerados de maior interesse em funcio

dos dados espectrais obtidos (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007).

Para a elucidagdo estrutural, atualmente, sdo empregados métodos fisicos de
andlise como a espectrometria de massa, a espectroscopia no UV, no visivel e no
infravermelho, bem como a RNM 'H e "°C. A interpretacdo de cada um destes espectros pode
fornecer informacgdes qualitativas e quantitativas a respeito da estrutura da substancia
analisada (FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007). Geralmente é o uso em conjunto
destas técnicas espectrais, aliado ao uso de técnicas sofisticadas de RMN (NOE, COSY,
HETCOR, INADEQUATE, entre outras) que tem permitido propor com seguranga a estrutura
molecular da substadncia desconhecida (CECHINEL FILHO e YUNES, 2001;
FALKENBERG, SANTOS e SIMOES, 2007). Outro método possivel para a avaliagio da
estereoquimica real destas substancias ¢ o uso de difracdo de raios-X (CECHINEL FILHO e
YUNES, 2001).

2.3. Importincia das Plantas Medicinais na Terapéutica Atual

Os compostos de origem natural, de acordo com Robbers, Speedie e Tyler (1997),
podem desempenhar quatro diferentes papéis na medicina moderna: 1°). Pela dificuldade ou
mesmo impossibilidade em obter sinteticamente moléculas com a mesma estereoquimica,
alguns farmacos permanecem sendo obtidos a partir de matérias-primas vegetais. Entre estes
se encontram os mais diversos grupos de substincias, como por exemplo, os alcaldides da
papoula produtora de 6pio, do espordo do centeio e das espécies de solanédceas, além dos
glicosideos cardiotonicos da digital, entre outros (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997;
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SCHENKEL, GOSMAN e PETROVICK, 2007). O Quadro 1 mostra uma lista ilustrativa de
farmacos com importancia terapéutica atual, obtidos exclusivamente de matérias primas

vegetais (SCHENKEL, GOSMAN e PETROVICK, 2007).

2°). Também de fonte natural sdo retirados compostos basicos que podem ser
ligeiramente modificados para tornarem-se mais eficazes ou menos toxicos, como ocorre com
as numerosas varia¢des da molécula de morfina, assim como muitos outros narcoticos usados

como analgésicos (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

3°). Apresentam utilidade como protdtipos ou modelos para medicamentos
sintéticos que tenham atividades semelhantes as dos originais (ROBBERS, SPEEDIE e
TYLER, 1997). Em muitas situa¢des, conforme ressaltam Schenkel, Gosman e Petrovick
(2007), a descoberta da atividade destas substancias deu origem a identificagdo de uma nova
possibilidade de intervencdo terapéutica, ndo representando, portanto, apenas o surgimento de
um novo grupo de substancias. Ilustrando esta categoria, vale lembrar que antes do isolamento
e estudo da atividade da cocaina, tubocurarina e atropina, ndo se conheciam anestésicos
locais, bloqueadores musculares e anticolinérgicos, respectivamente. O Quadro 2 mostra

exemplos destes compostos e suas relagdes (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).

Quadro 1. Alguns fairmacos obtidos exclusivamente de matérias-primas vegetais.

Farmaco Classe terapéutica Espécie vegetal
Artemisina Antimalarico Artemisia annua L.
Atropina Anticolinérgico Atropa beladona L.
Capsaicina Anestésico topico Capsicum spp.
Colchicina Antirreumatico Colchicum autumnale L.
Digoxina, digitoxina | Glicosideos Digitalis purpurea L. € D. lanata Ehrhart
Escopolamina Antiparkisoniano Datura spp.
Emetina Antiamebiano Psychotria ipecacuanha (Brot.) Stokes
Morfina, codeina Analgésico, Papaver somniferum L.
Pilocarpina Antiglacomatoso Pilocarpus jaboradi Holmes
Quinina Antimaldrico Cinchona spp.
Reserpina Anti-hipertensivo Rauvolfia spp.
Vimblastina, Antitumorais Cantharanthus roseus (L.) G. Don
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Quadro 2. Exemplos de substancias obtidas de plantas que funcionam como prototipo ou
modelo para outros medicamentos.

Substancia natural (atividade) Derivado semi- Derivado sintético do
sintético produto natural
Atropina (anticolinérgico) Homatropina Glicopirrolato
Cocaina (anestésico local) - Procaina
Efedrina (adrenomimético) Fenilpropanolamina Tetrahidrozolina
Mortina (analgésico narcético) Hidromorfona Propoxifeno
Fisostigmina (colinérgico) - Neostigmina
Salicilina e Acido Salicilico Acido Ibuprofeno

Grande parte dos adjuvantes farmacéuticos empregados atualmente ¢ de origem
vegetal, conforme mostra o Quadro 3. A compreensdo do modo de acdo destes compostos
levou a descoberta de derivados semi-sintéticos, aonde foram evidenciadas, através de
modificacdes estruturais, algumas propriedades das moléculas originais, como ocorre nos

derivados da celulose (SCHENKEL, GOSMAN e PETROVICK, 2007).

4°). Em muitas outras situagdes em que a obten¢do de farmacos que ndo ocorrem
na natureza ou que ocorrem em pequena quantidade, pdde ser facilitada ou tornou-se
economicamente viavel, apenas a partir da descoberta de substancias que puderam ser usadas
como precursoras na sua sintese (SCHENKEL, GOSMAN e PETROVICK, 2007). Estas
atividades podem ser modificadas por métodos quimicos ou biologicos, para produzir drogas
potentes, ndo obtidas facilmente por outros métodos (ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997).
Como exemplo deste grupo pode-se citar o caso dos anticoncepcionais hormonais, preparados
a partir de matérias-primas vegetais de onde se extraem substincias esterdidais como a
diosgenina e solasodina ou a partir de esteroides como o estigmaterol (SCHENKEL,
GOSMAN e PETROVICK, 2007). Outro exemplo ¢ o tratamento quimico e biologico do
estigmasterol, presente em abundancia no 6leo de soja, para produzir, em larga escala a
hidrocortizona ou corticosterdides afins, que ocorrem em pequenas quantidades na natureza.
Nesta categoria encontra-se também o taxol que pode ser sintetizado a partir da bacatina III,
que ¢ mais ou menos abundante nas folhas de vérias espécies de teixo, enquanto o préprio
taxol é encontrado apenas na casca do teixo raro do Pacifico. O valor dos produtos naturais
como precursores de medicamentos importantes ¢ incalculavel (ROBBERS, SPEEDIE e
TYLER, 1997). O Quadro 4 ilustra, sumariamente, esta categoria (SCHENKEL, GOSMAN e
PETROVICK, 2007).
39




Quadro 3. Alguns adjuvantes farmacéuticos de origem vegetal

Adjuvante Funcio principal Fonte vegetal
Amido ¢ Aglutinante, desagregante Zea mays L., Solanum tuberosum L
derivados g ’ greg Vs L )
Celulose e ?0%111111:(;13';1 21% d:lsaegsr ezeg:‘:;;e Pinnus s Eucalyptus s
derivados gel, esp 5 pp-, yp pp-

filmogeno, modificador da cedéncia

Oleos fixos

Veiculo

Arachys hypogaea L., Olea
europaea L.

Oleos volateis

Adequadores e corretivos
organolépticos

Citrus spp., Mentha spp.

Cera de Excipiente de formas farmacéuticas | Copernicia prunifera (Miller) H. E.

carnauba semi-solidas Moore

Esteviosideo Edulcorante Stevia rebaudiana (Bertoni) Bertoni
Edulcorante, estruturador de

Sacarose xaropes, material de cobertura de Saccharum officinarum L.
drageas

Etanol Veiculo Saccharum officinarum L.

Goma guar, Aglutinantes, formadores de gel, Cyamopsis tetragonolobus Taub.

Goma caraia

espessantes

Sterculia tormentosa Guill. et Perr.

Acido alginico
e derivados

Aglutinantes, formadores de gel,
espessantes

Fucus vesiculosus L.

Aglutinantes, formadores de gel,

Pectinas Citrus spp.
espessantes 1YY

Manteiga de o

cacau & Base de supositorios Theobroma cacao L.

Quadro 4. Algumas matérias-primas vegetais usadas na semi-sintese de farmacos

Matéria-prima Farmacos Espécies vegetais
10-desacetilbacatina III | Paclitaxel, docetaxel Taxus spp.

Diosgenina Hormonios esteroidais Dioscorea spp.
Hecogenina Hormonios esteroidais Agave spp.
Podofilotoxina Etoposideo, teniposideo | Podophyllum spp.
Escopolamina N-butilescopolamina Datura spp.
Estigmasterol Hormonios esteroidais Glycine max (L.) Merr.

Catarantina, vindolina

Vimblastina, vinorrelbina

Cantharanthus roseus (L.) G. Don
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Analisando todas as fases do desenvolvimento da quimica de plantas medicinais,
pode-se evidenciar sua importancia, ndo s6 como embasamento cientifico de uma medicina
alternativa, mas como fonte de novos potentes farmacos (YUNES e CECHINEL FILHO,
2001). Os produtos naturais vém recuperando espaco e importancia na industria farmacéutica,
seja por si mesmo, seja como fonte inspiradora de novos padrdes moleculares bioativos
(ROBBERS, SPEEDIE e TYLER, 1997). O sucesso terapéutico alcancado por algumas
substancias isoladas de plantas medicinais, como o taxol, a artemisinina, a vimblastina, a
vincristina, a forscolina, entre outros, estimula a busca cada vez maior por substancias de
origem vegetal para a cura de doencas ainda sem tratamento ou profilaxia adequados
(YUNES e CECHINEL FILHO, 2001).

Neste cendrio, o conhecimento dos constituintes fitoquimicos desempenha um
papel importante na medida em que com o isolamento, purificagdo e identificagdo estrutural
de substancias quimicas alimentam a literatura com informagdes quimicas que podem ser
utilizadas, apds estudos bioldgicos, como fontes alternativas frente as drogas existentes no
mercado, além de fornecer novos modelos de farmacos para quimica medicinal (BORGES,

2006).

Outro aspecto relevante ¢ a identificacdo de novas fontes naturais de compostos
quimicos visando o desenvolvimento de fitofarmacos, que podem vir a beneficiar a economia
no gerenciamento de suas politicas de saude. E neste contexto, os produtos naturais obtidos de
plantas demonstram ter um valor incalculavel para a sociedade contribuindo,
significativamente para a melhoria da qualidade de vida da populacido. (DAVIENNE, RADDI
e POZETTI, 2004).

2.4. Importancia da validacdo de plantas medicinais e novos fitoterapicos

Apesar da crescente importancia das plantas medicinais ¢ dos medicamentos
fitoterapicos no Brasil atual, relativamente poucos estudos foram realizados a fim de
comprovar sua eficacia e seguranga, sendo muitas plantas ainda utilizadas com base somente
em seu uso popular (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006). Esta situagdo ¢ agravada, quando
se refere as plantas medicinais da flora nativa que sdo, na maioria das vezes, consumidas com
pouca ou nenhuma comprovagdo das propriedades farmacologicas, propagadas por usuarios

ou comerciantes. Vale ressaltar, que muitas vezes essas plantas sdo empregadas, inclusive,
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para fins medicinais diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas (VEIGA JUNIOR, PINTO
e MACIEL, 2005).

Entre os adeptos da fitoterapia ¢ comum o pensamento de que as plantas
medicinais e os fitoterdpicos sdo eficazes e seguros, naturalmente balanceados e sem os
efeitos colaterais comuns aos produtos sintéticos, ndo necessitando, por esta razdo, passar
pelas avaliacdes exigidas para estes medicamentos (LAPA et al., 2007). Contudo, segundo o
Sistema de Informagdes Toxico-Farmacoldgicas (SINITOX), a falsa concepgdo de que
“medicamento natural, se ndo fizer bem, mal ndo faz” vem contribuindo para a estatistica
brasileira, onde os medicamentos ocupam o primeiro lugar entre os agentes causadores de
intoxicagdes em seres humanos € o segundo lugar, nos registros de mortes por intoxicagao,
apesar de ndo existir dados especificos sobre ingestdo de plantas medicinais, de forma isolada
(FIOCRUZ/CICT/SINITOX, 2006). Diante disso, Veiga Jr., Pinto e Maciel (2005),

consideram a toxicidade de plantas medicinais um problema sério de saude publica.

Diante dessa realidade, € preciso salientar que o uso popular, mesmo o tradicional,
ndo ¢ suficiente para validar eticamente plantas medicinais como medicamentos eficazes e
seguros, uma vez que a literatura cientifica indica que muitas destas plantas podem apresentar
substancias toxicas ou composicdo quimica variavel (TUROLLA e NASCIMENTO, 2006;
AGRA et al, 2008; CAPASSO et al., 2000; CALIXTO, 2000). Dessa forma, deve-se
considerar que a planta medicinal utilizada em medicamentos ¢ um xenobiotico, ou seja, um
produto estranho introduzido ao organismo humano com finalidades terapéuticas. E como
todo corpo estranho, os produtos de sua biotransformagao sdo potencialmente toxicos € assim

devem ser encarados até comprovacdo contraria (LAPA et al., 2007).

Do ponto de vista toxicoldgico, deve-se considerar, ainda, que uma planta
medicinal ou um fitoterapico ndo tem somente efeitos imediatos e facilmente correlacionados
com a sua ingestdo, mas, também, os efeitos que se instalam em longo prazo e de forma
assintomatica, como os carcinogénicos, hepatotoxicos e nefrotoxicos (LAPA et al., 2007).
Assim, a avaliagdo toxicoldgica deve ter por objetivo classificar toxicologicamente um
composto quimico, como um farmaco e fornecer informagdes sobre a forma correta de seu
emprego, assim como, esclarecer a respeito das medidas preventivas e curativas, quando do
seu uso adequado. Esta avaliacdo deverd ser feita tendo como base as informagdes
toxicologicas obtidas de experimentos com animais de laboratorio, ensaios em

microorganismos ou mediante registro de intoxicag¢ao ocorrida em seres humanos (SOUZA et

al., 2003).
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Nesse sentido, o estudo toxicoldgico pré-clinico preconizado para fitoterapicos
ndo difere daqueles recomendados para qualquer outro xenobiotico, uma vez que a partir do
momento em que os fitoterapicos foram definidos como “medicamentos de origem vegetal”,
estes passaram a estarem sujeitos a legislacdo vigente para os medicamentos. Assim sendo, do
mesmo modo que os demais medicamentos, além das provas de eficdcia, um fitoterdpico deve
possuir estudos toxicologicos pré-clinicos para orientar com seguranca os pesquisadores
clinicos sobre as doses em que aparecem efeitos toxicos em animais de laboratério (BRITO,

1996; LAPA et al, 2007).

No Brasil, a legislagdo para medicamentos fitoterapicos vem sofrendo
modificagdes nos ultimos anos. Desde 1995, quando estabeleceu prazos para que as industrias
farmacéuticas apresentassem dados de eficacia e seguranga dos medicamentos fitoterdpicos, a
ANVISA vem elaborando normas para a regulamentacdo destes medicamentos. Em 2000
publicou a RDC n° 17 e em 16 de margo de 2004, determinou a publicacdo da Resolugdo
RDC n° 48 e da Resolug@o - RE n° 90, atualmente em vigor, e que tratam do registro dos
medicamentos fitoterapicos e apresenta o “Guia para a Realizagdo de Estudos de Toxicidade
Pré-Clinica de Fitoterapicos”, respectivamente. A RE n° 90 por meio deste guia padroniza os
métodos para os estudos de toxicologia pré-clinica, preconiza que os estudos de toxicidade
devem ser conduzidos com amostras padronizadas do medicamento fitoterdpico ou do
derivado vegetal a partir do qual este ¢ produzido e recomenda, ainda, estudos de toxicidade
aguda e de doses repetidas. Além disso, sugere também estudos de genotoxicidade, quando
houver indicacdo de uso continuo (TUROLLA ¢ NASCIMENTO, 2006; BRASIL, 2000;
2004a; 2004b).

Para Lorenzi e Matos (2002), planta medicinal ¢ medicamento somente quando
usada corretamente, isto €, validada e incluida na Farmacopéia e requer, numa condi¢do ideal
ter identificado seu principio ativo ou té-lo evidenciado farmacologicamente. Para tanto,
segundo os autores, os estudos podem ser divididos em duas etapas. Na primeira, sdo
desenvolvidos os estudos farmacoldgicos, pré-clinicos e toxicologicos, aliados a ensaios
clinicos e estudos de toxicologia humana aguda, subaguda e cronica. Na segunda etapa, faz-se
o estudo fitoquimico, visando o isolamento e identifica¢do do principio ativo, por processo de

separacdo biomonitorado.

Considerando que, segundo Di Stasi (2007), o consumo de plantas medicinais no
Brasil, de forma legal ou ndo, ¢ mais que uma questdo de op¢do terapéutica, ¢ uma

necessidade para o atendimento primario de saude, uma vez que, de acordo com Lapa et al.
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(2007), no pais, as plantas e os fitoterapicos delas obtidos sdo muito utilizados no tratamento
das doengas prevalentes. Neste contexto, este autor afirma que uma planta medicinal para ser
utilizada como medicamento deve ser previamente validada, ou seja, deve ter sua acdo
comprovada e sua toxicidade avaliada cientificamente na espécie humana, “como qualquer

outro medicamento”.

Isso considerado, as espécies vegetais nativas do Brasil representam uma das
maiores potenciais fontes para o desenvolvimento de novos medicamentos e por, essa razio,
uma prioridade nacional que pode permitir o desenvolvimento de uma industria farmacéutica
nacional competitiva ¢ com as qualidades necessarias para a producdo de medicamentos

seguros e eficazes (DI STASI, 2007).

2.5. Plantas Medicinais do Cerrado

A grande diversidade de plantas que cobre a extensa area territorial do Brasil ¢
formada por seis complexos ecossistemas, entre os quais se encontra o cerrado, segundo
maior bioma do pais, identificado como um dos mais distintos biomas sul-americanos
(RODRIGUES e CARVALHO, 2001; SILVA, 2008). Considerado por Proenga et al. (2000),
o mais brasileiro dos biomas sul-americanos, pois, excetuando-se algumas pequenas areas na

Bolivia e no Paraguai, ele esta totalmente inserido em territorio nacional.

Ocupando uma 4rea de aproximadamente dois milhdes de km?, correspondente a
cerca de 23% do territdrio nacional, estende-se, predominantemente, na regido Centro-Oeste
onde ocupa o Planalto Central Brasileiro (RODRIGUES e CARVALHO, 2001). Encontra-se
vegetacdo de cerrado nos Estados de S@o Paulo, Minas Gerais, Goids, Mato Grosso, Mato
Grosso do Sul, Tocantins, Bahia, Maranhdo, Piaui, Roraima e Rondodnia, € no Distrito Federal
(EITEN, 1990), conforme ilustra a Fig. 3 [WORLD WILDLIFE FUND — BRASIL- (WWF-
BRASIL), 2009].
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Fig. 3. Mapa do Bioma Cerrado Brasileiro
Fonte: www.wwf.org.br

Entende-se por cerrado ou savana tropical, um tipo de cobertura vegetal bastante
caracteristico, composto por uma vegetacdo rasteira, constituida principalmente por

gramineas, coexistindo com arbustos e arvores esparsas, baixos, tortuosos de casca grossa,

folhas largas e sistema radicular profundo (RODRIGUES e CARVALHO, 2001).

Nos Cerrados, a biomassa subterranea ¢ maior do que a biomassa aérea, enquanto
a densidade da vegetagdo varia bastante. Na busca de dgua e de elementos minerais nutritivos,
as raizes das plantas deste bioma podem atingir profundidades superiores a dez metros.
Outras estratégias de adaptacdo aos periodos de seca, como germinacdo de sementes na época
das chuvas e pronunciado crescimento radicular nos primeiros estagios de desenvolvimento

das plantas, também podem ser observadas nesta vegetagdo (ASSAD, 1999).

Detentor de grande diversidade bioldgica, este bioma ¢ apontado como sendo a
formagdo savanica com maior diversidade vegetal do mundo, especialmente quando se
consideram as espécies lenhosas (GUARIM NETO e MORAIS, 2003). Estima-se que o
Cerrado contribui com 10.000 espécies de plantas das 60.000 fanerégamas distribuidas pelo
pais (RODRIGUES e CARVALHO, 2001). O Cerrado ¢ ainda, visto como ‘“celeiro do
mundo” ou “4rea de expansdo da fronteira agricola” (EMPRAPA CERRADOS, 1999).

Sendo uma vegetacdo que ocupa um quinto do territorio brasileiro e situada em

regides de maior desenvolvimento do Brasil Central, é natural que as espécies que compdem
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essa vegetacdo exercam forte influéncia na medicina popular (RODRIGUES e CARVALHO,
2001; RIBEIRO ¢ WALTER, 1998). Porém sua diversidade ¢ pouco conhecida e estudada,
principalmente quando comparada ao que se dispde sobre a Amazonia ¢ Mata Atlantica,
havendo, ainda caréncia de estudos voltados para a identificagdo de suas plantas uteis,
especialmente quando comparada a diversidade e a area ocupada (BRASIL, 1999). O
desconhecimento de sua riqueza e potencialidades pode ser observado quando se verifica que
cerca de 40% do bioma ja tenha sido devastado, em conseqiiéncia de projetos nacionais e
multinacionais, que visam as atividades de agricultura e pecudria, sem levar em considerag@o
a relacdo alimenticia e medicinal que essa vegetacdo exerce junto as camadas mais carentes
do interior do Brasil, além das conseqiiéncias edéficas e climaticas provenientes do manejo
inadequado (RATTER, RIBEIRO ¢ BRIDGEWATER, 1997; RODRIGUES ¢ CARVALHO,
2001).

Além disso, o Cerrado, diferentemente da Amazonia, Mata Atlantica e Pantanal,
ndo recebeu da Constituicdo Federal o sfatus de "Patrimdnio Nacional", tornando a
conservacao de sua biodiversidade uma tarefa mais dificil (WWF-BRASIL, 2009). Somente
1,5% de sua extensdo estdo protegidas por lei, nas diversas categorias de conservagdo, sendo
atualmente a vegetagdo em maior risco no pais (MAURY, 2002; GUARIM NETO e
MORALIS, 2003; KAPLAN, FIGUEIREDO ¢ GOTTLIEB, 1994). Outro dado preocupante,
segundo WWF-Brasil (2009), € que cerca de 80% do carvao vegetal consumido no Brasil vem

das arvores do Cerrado.

Em vista disto, é preciso valorizar os recursos que ela oferece que estdo sob forte
pressdo de extingdo e, uma vez extintos, estardo indisponiveis as futuras geragdes (KAPLAN,
FIGUEIREDO e GOTTLIEB, 1994). Entre estes, deve-se considerar o recurso terapéutico
oferecido pelas plantas medicinais, que justificaria a utilizacdo das plantas de forma
sustentavel, para conservacdo e reparacdo das areas degradadas (GUARIM NETO e
MORAIS, 2003; KAPLAN, FIGUEIREDO e GOTTLIEB, 1994; YUNES ¢ CECHINEL
FILHO, 2001).

Neste contexto, o Cerrado brasileiro foi considerado um hotspot mundial -
considera-se hotspot toda area prioritaria para conservagdo, devido a ameaca de extingdo, no
mais alto grau, com pelo menos 1500 espécies endémicas de plantas e que tenha perdido mais
de % de sua vegetacdo original. Considerando que a biodiversidade nio esta igualmente
distribuida no planeta, em 1988 o ecélogo inglés Norman Myers criou o conceito hotspot para

resolver um dos maiores dilemas dos conservacionistas, que era determinar quais as areas
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mais importantes para a preservacdo da biodiversidade na Terra. Hoje estas areas
correspondem a apenas 2,3% da superficie terrestre, onde se encontram 50% das plantas
conhecidas. Dos 34 hotspots atualmente listados, dois se encontra no Brasil: a Mata Atlantica

e o Cerrado (RHODIN, 2009).

Um exemplo desta situag@o foi verificado no estado do Parana em 1995, onde em
funcdo da destruicdo de habitats naturais, pode-se observar o desaparecimento quase total de
algumas espécies vegetais da regido de cerrado. Estes dados, diagnosticados através de
levantamento realizado pelo IBAMA e Governo do Estado, resultou no langamento da lista
das “Plantas Medicinais Ameagadas de Extingdao” naquele estado, onde, a espécie C. regium,
aparece na categoria “em perigo”. Como conseqii€ncia, esta foi a primeira espécie escolhida
para ser trabalhada pelo projeto “Flora Ameagada”, sob a coordenacdo dos pesquisadores do
Instituto Ambiental do Parand (IAP). Assim, realizou-se um estudo sobre a germinagdo e
multiplicagcdo da espécie visando sua reintroducdo nas dreas de cerrado do Parand, uma vez
que a mesma havia praticamente desaparecido da regido (NOGUEIRA et al., 1998). Também
na regido centro-oeste, um estudo sobre o extrativismo de plantas medicinais no cerrado,
resultou numa lista de espécies consideradas de alta prioridade para conservagdo e

domesticacdo e, mais uma vez, a C. regium foi incluida (VIEIRA et al. 2002).

Segundo Skorupa e Vieira (2005) na regido de cerrado, a diversidade de
pastadores ¢ maior, dessa forma, as plantas produzem por diferentes rotas metabodlicas, uma
quantidade maior de metabdlitos secundarios, tais como, alcaloides, terpendides, flavonoides,
entre outros, que exercem importante papel na protegdo das mesmas contra 0 meio em que
vivem. Estes compostos produzidos pelas diferentes espécies, chamadas de plantas
medicinais, uma vez isolados e identificados passam a fazer parte do arsenal terapéutico e
constituem, segundo Silva (2008), uma importante fonte de moléculas vegetais inovadoras

para diversas condi¢des patologicas, incluindo as doengas infecciosas.

Gottlieb e Borin (1994) consideram que hé possivelmente, mais espécies vegetais,
ou seja, maior diversidade especifica, em areas amostrais de Floresta Amazonica do que nas
de Cerrado de mesmo tamanho, salientando, porém que a diversidade taxonOmica &
certamente muito maior neste ultimo. Esta diversidade € relativa aos taxons mais elevados,
como género, familia e ordem, mostrando, dessa forma, a importancia do Cerrado para
pesquisas com plantas medicinais. Visto que, quanto maior a diversidade taxonOmica em
niveis superiores, maior ¢ o distanciamento filogenético entre as espécies e, portanto, maior

serda a diferenca e diversidade quimica entre elas. Dessa forma, a gama e o potencial de
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compostos bioativos produzidos pelas espécies do Cerrado seriam maiores que as da Floresta
Amazobnica. Este fato foi evidenciado por Kaplan, Figueiredo e Gottlieb (1994) que
constataram que se utilizando o mesmo método de extracdo fitoquimica, hd diferengas muito
contrastantes entre elas. As espécies de Mata Atlantica apresentam pequeno numero de
compostos em grandes quantidades, enquanto que as plantas do Cerrado possuem grande
numero de compostos estreitamente relacionado, mas em quantidades tdo pequenas que so
poderiam ser identificados por andlise espectral. Por essas caracteristicas, consideram que o
bioma Cerrado deveria ser considerado como area prioritaria para pesquisas com plantas

medicinais e conservacao de recursos naturais.

Considerando que de acordo com Santana e Lacerda (2008), uma das areas mais
preservadas do bioma Cerrado encontra-se no estado do Tocantins, vale lembrar, Silva, (2008)
que recomenda a realizagdo de estudos que comprovem a atividade de principios ativos, a fim
de explorar o potencial medicamentoso da diversidade quimica do Cerrado e a luta contra o

desmatamento agressivo desse bioma.

2.6. A PLANTA Cochlospermum regium

2.6.1. Aspectos botanicos

2.6.1.1. Caracteristicas da Familia Bixaceae

Descrita por Karl Sigismund Kunth a familia Bixaceae foi subordinada a ordem
Bixales e incluia apenas o género Bixa. Atualmente esta familia esta subordinada a ordem
Malvales, subclasse Dilleniidae e inclui além do género Bixa, os géneros Amoreuxia €
Cochlospermum, anteriormente pertencentes a familia Cochlospermaceae (DI STASI, 2002).
Segundo Ritto e Kato (1998), Cronquist, também considerou a familia Cochlospermaceae
Engler como parte da familia Bixaceae Kunth, ndo constituindo, portanto, uma familia
autonoma. Apesar dos relacionamentos 6bvios entre Cochlospermum e Bixa que tém levado
muitos autores a agrupa-los em uma Unica familia, muitos ainda tratam a familia
Cochlospermaceae separadamente da Bixaceae, compreendendo os seus dois géneros
Cochlospermum e Amourexia, que sdo encontrados nas regides tropicais de todo mundo,
especialmente nas Ameéricas ¢ na Africa (POPPENDIECK, 2003; RITTO ¢ KATO, 1998;
JOLY, 2002; BARROSO et al., 2002).
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As plantas desta familia sdo arbdreas ou arbustivas e produz um suco alaranjado
ou vermelho em suas células secretoras, caracteristica marcante da familia. Folhas alternas
caracteristicamente trilobadas, com estipulas, longamente pecioladas, alternas, palmadas ou
compostas-digitadas; caducas, margem serrilhada ou inteira. Possuem flores andrdginas
vistosas, de coloracdo amarela, pentdmeras, diclamideas, com simetria radial, dispostas em
paniculas terminais paucifloras, com bracteas e bractéolas. Androceu formado por numerosos
estames, abrindo-se por poros apicais. Ovario supero com trés a cinco carpelos, numerosos
6vulos, um s6 l6culo e placentacdo parietal. Sementes ricamente pilosas, com longos pélos
brancos, unicelulares. Fruto seco, capsular loculicida. As espécies do cerrado podem
apresentar um grosso xilopodio (JOLY, 2002; BARROSO et al., 2002; DI STASI, 2002; SIB
- FdP, 2007).

A esta familia tém sido reportados varios usos medicinais, tais como: gastrite,
queimaduras, indigestdo, abscessos, febres e ictericia. Entre seus principais constituintes
fitoquimicos encontram-se os flavonoides, dentre os quais incluem o kaempferol, quercetina,

miricetina e acido eldrgico, sendo que somente este ultimo estd presente em Bixa.

O género Bixa, possui quatro espécies, todas conhecidas no Brasil como Urucum
e que retinem importante valor econdmico, além de suas propriedades medicinais. O género
Amoreuxia esta principalmente distribuido no México, ocorrendo, no entanto, alguns raros
exemplares na América do Sul e Oeste da India e apresenta sua flor com simetria
caracteristicamente zigomorfica, enquanto que o género Cochlospermum ¢ pantropical (Fig.
4) e possui simetria actinomorfica, constituindo esta simetria, a principal diferenga entre estes

dois géneros (POPPENDIECK, 2003).

WA T

Fig. 4. Mapa de distribui¢do geografica do género Cochlospermum
Fonte: Poppendieck, 1981. [Photo - Habit, Flower.]
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O género Cochlospermum Knuth é composto de 12 espécies, representado no
Brasil por aproximadamente quatro espécies presentes nos campos cerrados, onde recebem o
tradicional nome de algoddo-do-campo e pacoté, no Nordeste (POPPENDIECK, 2003;
BARROSO et al., 2002; JOLY, 2002). Este género ¢ constituido de arvores, arbustos ou
subarbustos com tronco subterraneo lenhoso, flores actinomorfas, capsula com 3-5 carpelos,
sementes reniformes a espiraladas, com longos pélos finos (POPPENDIECK, 2003). Folhas
palmatilobadas e serrilhadas em C. regium ou arbustos com folhas compostas-digitadas e
inteiras em C. tetraporum. (SIB - FdP, 2007).

Viarias atividades farmacologicas foram atribuidas ao género Cochlospermum,
entre as quais se observa a atividade hepatoprotetora, anti-malarica, antibacteriana,
antitumoral, anti-viral, desintoxicante, anti-leishmania, antihipertensiva e antidiabética,
doengas gastrointestinais, shistosomose e diarréia (NEGARD et al., 2005, DIALLO et al.,
1992; DIALLO et al., 1989; DIALLO, VANHAELEN e HIKINO, 1987; DIALLO E
VANHAELEN, 1987; PRESBER et al., 1992; PRESBER et al, 1987; ALIYU, OKOYE e
SHIER, 1995; SANCHEZ-SALGADO et al., 2007; BENOIT-VICAL, 1999; BENOIT et al.,
1995; ANTHONY, FYFE e SMITH, 2005; VONTHRON-SENECHEAU et al., 2003;
BENOIT-VICAL et al., 2003; SOH e BENOIT-VICAL, 2007; OLIVEIRA et al., 1994;
BRUM et al., 1997; VINOD et al., 2008).

A partir de levantamento bibliografico, Almeida ef al. (2005) concluiram que os
6leos essenciais de algumas espécies deste género tém se mostrado ricos em sesquiterpenos e
cetonas alifaticas de cadeia longa. E entre os constituintes quimicos mais freqlientemente
isolados, citaram os triacilbenzenos e os flavonoides.

Dentre os flavonoides isolados das plantas que compde o taxon Cochlospermum
foram identificados a miricetina, a quercetina, o acido arjundico, a aromadendrina, o
kampferol, a naringenina e a apigenina, nas formas livres ou combinadas formando os
glicosideos naringenina 7-0-glucosideo, apigenina 7-0-glucosideo, 5,7,4’-trihydroxy-flavan-3-
ol e dihidrokaempferol 3-O-glucopiranoside, entre outros (DIALLO et al., 1992; LIMA et al.,
1995; ALMEIDA et al. 2005; SANCHEZ-SALGADO et al., 2007; COOK e KNOX, 1975).

A presenca de polissacarideos também ¢ comum neste género, entre eles foram
isolados a D-galactose, o 4cido D-galacturdnico e a L-rhamnose em C. religiosum, os acidos
urdnicos (&cido glucurdnico e 4cido galacturdnico) e acticares neutros (arabinose, rhamnose e
galactose) em C. gossipium. Também em C. gossipium foram encontrados, f-d-
galactopyranose, a-d-glucose, f-d-glucose, mannose e fructose (OJHA et al., 2008; JANAKI
e SASHIDHAR, 1998; VINOD et al., 2009 DIALLO, B. E VANHAELEN)).
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Em C. tintorium, Nergard et al. (2005) isolaram 59.3% dos polissacarideos
altamente complexos, arabinogalactanas pécticas tipo II. Estes autores isolaram ainda,
polifendis (compostos galotaninos e acidos ferulicos), Diallo, Vanhaelen-Fastrb ¢ Vanhaelen
(1991) isolaram da fracdo volatil, a partir do extrato de éter de petroleo desta espécie, oito
compostos cetonicos de cadeias longas e cinco triacilbenzenos. Desta espécie foram isolados
ainda, sete carotendides (DIALLO E VANHAELEN, 2001)

Almeida et al. (2005) caracterizaram os seguintes constituintes no 6leo essencial
obtido da raiz da C.vitifolium: B-caryophyllene, B-bisabolene, y-muurolene, a-humulene, 1-
hydroxy-3-hexadecanone e B-pinene. Por meio de andlises fitoquimica de seus extratos
isolaram os compostos excelsina, pinoresinol, narigenina, acido galico e um triacilbenzeno,

junto com B-sitosterol e estigmasterol e seus D-glucosides.

2.6.1.2. Caracteristicas da espécie Cochlospermum regium (Martius & Schrank) Pilger

A espécie Cochlospermum regium (Mart. & Schrank) Pilger, sinonimia
Cochlospermum insigne St. Hill (NUNES, 2000; RITTO e KATO, 1998) é de ocorréncia
comum no bioma Cerrado (cerrado sensu stricto, cerraddo, campo limpo, campo sujo, campo
cerrado, mata ciliar), Caatinga e¢ Pantanal, das regides Centro-Oeste ¢ Nordeste do Brasil
(CAMILO et al. 2007). Esta espécie por se desenvolver em todas as regides de cerrado
brasileiro pode ser encontrada com nomes populares diversos de acordo com a regido, tais
como: “algodidozinho-do-campo” em Sao Paulo, Mato Grosso e Goias; algoddo-cravo e
algodao do mato em Pernambuco; algodoeiro-do-campo, butua-de-corvo e pacoté no Ceard; e
periquiteira-do-campo na Amazoénia (PIO CORREA, 1975). Siqueira (1988) cita, ainda, os
nomes algodao-bravo, periquiteira e butud e Camilo (2008) faz referéncia a algodao-do-
campo. No Tocantins, a espécie ¢ também conhecida como algoddaozinho-do-campo
(UNITINS/MS/MMA — FMT-TO, 1998). Para Kirizawa (1981) os nomes periquiteira, butud,
butud-de-corvo e pacoté comuns em regides do norte e nordeste devem ser considerados com
reserva uma vez que podem referir-se também a outras espécies.

O algodaozinho-do-campo (Fig. 5) ¢ um arbusto de aproximadamente dois metros
de altura, com raizes lenhosas, resistentes ¢ bastante profundas (RITTO e KATO, 1998;
CAMILO, 2008; KIRIZAWA, 1981). O caule ¢ ferrugineo e nodoso (RITTO e KATO, 1998).
Suas folhas s@o verde-escuras, palmatifidas, com margem foliar variando de crenada a
serrilhada, de consisténcia coriacea e superficie pubescente (KIRIZAWA, 1981). Sdo alternas,

longo-pecioladas, profundamente lobadas, com lobos agudos, em numero de trés a cinco. As
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flores amarelas e pentdmeras medem cerca de seis centimetros de didmetro e estdo dispostas
em paniculas, contendo de cinco a dez flores. O calice ¢ castanho-avermelhado e irregular,
apresentando duas sépalas exteriores de forma lanceolada e trés interiores maiores € mais
largas (KIRIZAWA, 1981; RITTO e KATO, 1998). As pétalas obovadas envolvem os
estames distribuidos em cinco circulos concéntricos. Normalmente os botdes florais ocorrem
entre os meses de maio a julho, podendo, entretanto, aparecer fora deste periodo
(KIRIZAWA, 1981). O gineceu ¢ constituido por trés carpelos de forma globosa (RITTO e
KATO, 1998). A frutificagdo, germinacdo, desenvolvimento dos sistemas aéreo e subterraneo
ocorrem na época das chuvas. As sementes reniformes sdo envoltas por filamentos lanosos e
compridos semelhantes aos do algoddo. Os frutos formam cépsulas loculicidas com 3-5
valvas, inicialmente sdo verde-escuros, tornando-se acastanhadas quando as valvas se abrem
para liberar as sementes. O sistema radicular € bem desenvolvido podendo atingir mais de 3
metros de comprimento, por vinte centimetros de didmetro (KIRIZAWA, 1981).

As partes subterraneas de C. regium sao constituidas em sua maior parte por raiz,
sendo as regides, caulinar (hipocotilo) e do coleto, reduzidas. Num corte transversal da raiz
observa-se uma casca de colorag@o vinhosa estreita e uma regido cortical pouco desenvolvida,
onde por meio de analise microscopica, pode se visualizar bolsas taniferas, representadas por
grandes células cujo conteudo reage com cloreto férrico, originando coloragdo escura ou
quase negra. Drusas de oxalato de calcio e grdos de amido de forma arredondada podem

também ser observadas nesta regido (RITTO e KATO, 1998).
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Fig. 5. Cochlospermum regium.1.Arbustos com cerca de dois metros; 2. Detalhe das folhas
trilobadas longo-pecioladas; 3. Detalhe da coleta a raiz: note-se a profundidade e o
comprimento; 4. Flores amarelas, pentameras dispostas em paniniculas e com estames
dispostos em circulos concéntricos; 5. Fruto ainda verde, com presenca do calice; 6. Frutos
secos abertos para liberar a semente pilosa semelhante a do algodao.
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2.6.2. Etnobotanica

Na medicina popular as raizes de C. regium sdo utilizadas na forma de fatias,
lascas ou pd, no preparo de decoctos, infusos e garrafadas como agentes antiinflamatérios no
caso de artrite reumatdide. O cha de suas raizes tem sido usado, ainda, no tratamento de
inflamacdes intestinais, uterinas, ovarianas, prostaticas, afec¢des da pele, gastrites, tlceras e
leucorréia. A planta tem sido descrita também como depurativa do sangue, para tratamento do
colesterol e como laxativa (NUNES et al, 2003; NUNES ¢ CARVALHO, 2003; PIO
CORREA, 1975; RITTO, 1996; CAMILO, 2008; LIMA et al. 1995; OLIVEIRA et al., 1996;
ANDRADE, 2008). Siqueira (1988) adverte, entretanto, que a infusdo da raiz ¢ empregada
como um perigoso purgativo, devendo-se tomar o cuidado de evitar doses excessivas no uso
desta planta.

Estudos realizados por Nunes et al. (2003) na cidade de Campo Grande (MS)
mostraram que o algoddozinho estd entre as seis plantas mais indicadas por raizeiros.
Enquanto Treverzol ef al. (2006) estudando o mercado informal de plantas medicinais em
feiras livres da cidade de Goidnia, constataram que muitas plantas eram adquiridas de
extrativistas de outros estados, devido a dificuldade de encontrar a espécie em fungdo do
desmatamento provocado pela crescente urbanizacdo e/ou pela destinagdo das areas a cultivos
agricolas e pastagens.

Com relacdo a medicamentos formulados com produto extrativo de C. regium, a
literatura apresenta o “Extrato Composto Magaraz” (Cinchona calisaya, Costus spic,
Cochlospermum insigne e Croton campestris), fitoterapico produzido pelo Laboratdrio
Magaraz - Araguari (MG), indicado para o tratamento de ulcera, gastrite, ma digestdo e
infec¢do urindria. Este medicamento teve sua apreensdo e recolhimento em todo o territério
nacional determinados pela ANVISA, através da Resolug@o n°® 1.175 de 08 de julho de 2002,
por falta comprovacio de eficicia. Segundo este Orgdo, as alegagdes terapéuticas do
medicamento baseavam-se na propaganda que o laboratério fazia do produto (BRASIL,

2002).

2.6.3. Fitoquimica e Atividades Biologicas

Dentre os compostos caracterizados em Cochlospermum regium estdo
flavonoides, triterpendides, taninos (RITTO, 1996; KIRIZAWA, 1981), saponinas, compostos

fenolicos (RITTO, 1996), o6leos essenciais, mucilagens e alguns agucares como glicose,
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frutose, rafinose e sacarose (KIRIZAWA, 1981). Considerando que droga ¢ a matéria prima
que sofreu alguma transformagio para servir de base para medicamento (OLIVEIRA et al.,
1996), Ritto (1996) analisou a droga algodaozinho-do-campo e concluiu que esta possui como
parte de seus constituintes quimicos a I-hidroxitetradecanona-3 e flavonoides. Lima et al.
(1995) isolaram dos rizomas da espécie, o flavondide dihidrokaempferol 3-O-
glucopiranosideo, com o qual foram feitos alguns testes bioldgicos. Assim, Castro (2000)
avaliou e comprovou a atividade antinociceptiva desta fra¢do, Castro et al. (1994)
demonstraram sua atividade analgésica e anti-edematogénica, porém experimentos realizados
por Oliveira ef al. (1996), ndo detectaram para a referida fragdo, atividade antibacteriana para
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, enquanto o extrato hexanico e a fracdo acetato de
etila obtidos da parte subterranea desta espécie mostraram atividade para ambas as bactérias e
sua fracdo butanolica apresentou ac¢do antibacteriana apenas para E. coli. Os referidos extrato
e fracdes revelaram presencga de taninos, o que pode justificar a atividade antimicrobiana. O
decocto preparado na concentracdo descrita pela medicina popular ndo demonstrou resultado

efetivo.

Brum et al. (1997) analisando o o6leo essencial de C. regium, identificaram por
meio de CG/EM os seguintes compostos: B-selinene (34,1%), elemene (5,4%), trans-
caryophyllene (5,4%), o-pinene (3,4%), a-humulene (2,8%), aromadendrene (2,1%), o-
selinene (1,2%), 6-cadinene (0,8%) e outros compostos ndo identificados (45,4%). Testes
bioldgicos realizados detectaram a atividade antibacteriana deste 6leo essencial sobre cepas de

Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium.

A avaliacdo da atividade antiulcerogénica induzida por indometacina, do extrato
alcoolico liofilizado de C. regium, apresentou resultados significativos inibindo a lesdo
gastrica provocada e apresentou moderada toxicidade por via intraperitoneal (i. p.) tendo sido,

porém, considerado atdxico por via oral (RITTO et al. 1996).

Segundo esses autores, o extrato fluido desta espécie ndo demonstrou atividade
analgésica e antiinflamatoria, nos modelos testados, ndo reduziu, nas dosagens empregadas, o
edema auricular induzido pelo 6leo de créton a 5%. Em contraposi¢do, Santos Neto (2009)
comprovou as atividades analgésica, antiinflamatdria e antipirética, referenciadas pelo uso
popular, através de experimentos realizados com o extrato hidroalcodlico bruto (EHA) da raiz
de Cochlospermum regium em ratos utilizando os testes da formalina, edema de pata induzido

por carragenina e febre induzida por lipopolissacarideo (LPS).
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Em estudo fitoquimico da casca do caule de C. regium, Leal (1998), por meio de
fracionamentos cromatograficos isolou quatro substidncias do extrato benzénico |[PB-
sitosterona, [-sitosterol, 3,5,4’-trihidroxi-7,3’-dimetoxiflavona (Rhamnazina) e o acido
galico] e outras quatro do extrato etanolico, o p-hidroxicinamato de triacontanila, substancia
inédita na literatura, até entdo, a narigenina, o 7-O-glicosideo da narigenina (Prunina) e o 4’-
O-glicosideo da narigenina), utilizando para as determinagdes estruturais métodos
espectrométricos (UV, 1V, RMN? C, RMN'H e CG/EM). Estas substancias foram submetidas

a testes de atividade antimicrobiana ndo apresentando atividade significativa.

A atividade mutagénica e citotdxica do extrato aquoso liofilizado do rizoma de C.
regium administrado via (i. p.) foi avaliada pelo teste micronucleo em eritrdcitos
policrométicos da medula éssea de camundongos, que avalia o poder mutagénico e citotoxico
de substancias in vivo. Os resultados permitiram concluir que o C. regium apresentou
atividade mutagénica e citotoxica. A acdo citotoxica foi verificada pelo decréscimo da relacio
eritrocitos policromaticos e normocromaticos (EPC/ENC) e a atividade mutagénica pelo
aumento na freqiiéncia de micronucleados em eritrocitos policromaticos, em relagcdo ao grupo
controle (SANTOS, 2002; CASTRO et al., 2004). Castro et al., (2004) sugeriram que a
atividade mutagénica desta planta poderia estar associada a ag¢do dos seus constituintes
quimicos, tais como flavondides, taninos, substancias fendlicas e terpendides. Estes resultados
estdo em consonancia com os dados descritos por Toledo (1996), que também concluiu que o
extrato hidroalcoolico apresentou moderada toxicidade aguda em camundongos quando
administrado por via (i. p.). Este autor verificou, também, que o extrato apresentou baixa
toxicidade para a administracdo oral e que foi bem tolerado por estes animais no teste da
toxicidade subaguda. Pelo mesmo teste do micronucleo em eritrocitos policromaticos da
medula éssea de camundongos, Santos (2002) avaliou, também, a atividade antimutagénica
por via i. p., utilizando concomitantemente com o extrato da planta, as substancias
mutagénicas mitomicina C (MMC) e ciclofosfamida (CP). Os resultados mostraram que o
extrato de C. regium ndo apresentou atividade antimutagénica nas condi¢des experimentais
realizadas. Utilizando a mesma metodologia descrita acima, Andrade et al. (2008) avaliaram a
antimutagénicidade do extrato aquoso de C. regium e comprovaram os resultados obtidos
pelos primeiros, ou seja, o extrato ndo exibiu efeito antimutagénico.

Com o objetivo de verificar a potencial atividade citotoxica do extrato aquoso de
C. regium investigou-se, in vitro, o efeito deste extrato em células ovarianas de hamster

chinés (CHO-K1). Para tanto, avaliou-se proliferacdo celular e apoptose. Os resultados da
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investigacdo confirmaram a toxicidade do extrato de C. regium para células imortais, nao
tumorais CHO-K1, pela inibi¢do da proliferacio e inducdo da apoptose da célula.
Considerando ser o extrato de C. regium uma mistura complexa de substincias, torna-se
dificil responsabilizar um componente em particular pela toxicidade observada. (CESCHINI e
CAMPOS, 2006). Segundo Galati e O’Brien, (2004) a literatura tem reportado aos
flavonoides, taninos e saponinas como portadores de efeitos antagdnicos, agindo, em alguns

casos, como moléculas tdxicas e, em outros, como protetoras.

Por outro lado, o extrato aquoso da raiz de C. regium em células germinativas de
machos de Drosophila melanogaster Meigen, testado para a capacidade de induzir a perda do
cromossomo X em anel, ndo apresentou efeito mutagénico nas concentracdes testadas de 13,
19 ¢ 25" gL (NUNES ¢ CARVALHO, 2003). Da mesma forma, a atividade mutagénica do
extrato liofilizado da raiz do algodaozinho-do-campo foi avaliada em cepas de Salmonella
typhimurium pelo teste de Ames, que tem como principio avaliar a mutagénese bacteriana
pelo nimero de células revertentes para a prototrofia de histidina. Pelos resultados obtidos,
pode-se observar que ndo houve um aumento consideravel no nimero de células revertentes,
concluindo-se que o algodaozinho-do-campo nio exibiu atividade mutagénica nas condigdes
experimentais realizadas e que o tratamento simultdneo do extrato e agentes mutagénicos,
causou uma diminui¢do significativa do nimero de revertentes, podendo-se concluir que o C.

regium, provavelmente atuou como um desmutagénico (CARVALHO, 2002).

O potencial genotdxico da planta foi determinado por meio de dois testes com
Drosophila melanogaster: o teste para células somaticas e o teste Ring-x-loss para células
germinativas. Os resultados indicaram auséncia de efeito genotdxico para células
germinativas de Drosophila melanogaster, concentragdo de 0.025 g/mL, mas detectou que
causa mutagdo e recombinagdes em células somaticas (NUNES, 2000).

Em relacdo aos estudos toxicoldgicos realizados, Sélon et al. (2009) recomendam
que o uso popular de C. regium como droga medicinal, deve ser cauteloso até que se haja
maiores subsidios cientificos que garantam a sua seguranga. Estes autores apontam, também,
para a necessidade de estudos tecnoldgicos associados aos biologicos e quimicos, com
objetivo de se obter extratos secos com menor teor de substancias indesejaveis e enriquecidos

com substancias ativas.
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III. PARTE EXPERIMENTAL

3. MATERIAL E METODOS

3.1 SOLVENTES

3.1.1 Para cromatografia:

e n-hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol, todos de pureza analitica (PA).

3.1.2 Para ressonincia magnética nuclear:
e Foram usados como solventes, o cloroférmio e DMSO deuterados P.A. das marcas

Merck® e Aldrich® e como padrio de referéncia foi usado trimetilsilano (TMS).

3.2 REVELADORES:

e Como reveladores ndo destrutivos foram usados radiagdo ultravioleta com

comprimentos de onda 254 e 365 nm e como destrutivos utilizou-se solu¢do de vanilina 4cida.

3.3 MATERIAL CROMATOGRAFICO

3.3.1 Cromatografia em coluna de vidro (CC)

e Para a separa¢do dos compostos por cromatografia de adsor¢do foram usadas silica
gel 60 (60-200 Mesh e 70-230 Mesh), de procedéncia Merck® e silica gel tipo “flash™ (230-
400mesh), Merck®.

3.3.2 Cromatografia em camada delgada analitica (CCD)

e Para a realizacdo das andlises em CCD foram usadas cromatofolhas de aluminio de

silica gel 60 F254, Macherey-Nagel®.
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3.4. MATERIAL VEGETAL

3.4.1. Selecao da Planta

A espécie Cochlospermum regium foi selecionada a partir de estudo descritivo
retrospectivo, em que os dados foram coletados do Levantamento Etnobotanico e
Etnofarmacologico do Projeto do Bosque da Biodiversidade da UNITINS / Ministério da
Satde (MS) / Ministério do Meio Ambiente (MMA) — convénio com a FMT
(UNITINS/MS/MMA - FMT-TO, 1998). Foram aplicados os 7.028 questionarios semi-
estruturados a populagdo de 10 cidades do estado do Tocantins, amostradas considerando as
maiores, as menores € as de interesse historico, utilizando amostragem por conglomerado

bietapico.

A selecdo da espécie para o estudo teve como critérios: ser nativa do Bioma
Cerrado do estado do Tocantins; ter tido maior nimero de citacdes populares na pesquisa; e
apos revisdo bibliografica realizada nas bases de dados CAPES, LILACS, PubMED e
MEDLINE, anais de congressos, jornadas e simpdsios, artigos publicados em periddicos,
dissertagdes e teses, ter-se verificado inexisténcia ou inconsisténcia de estudos publicados

sobre a mesma ou sobre a parte desta a ser pesquisada.

3.4.2. Coleta e identificacio

As raizes de Cochlospermum regium (Bixaceae) foram coletadas (Fig. 6) numa
regido de Cerrado no municipio de Araguaina, estado do Tocantins. A coleta realizada no
periodo matutino do dia 16 fevereiro de 2009, foi georrefernciada por GPS (Global Position
Sistem) - sistema de navegac¢do por satélite, (marca Garmin V, n° de série 73057299),
apresentando a seguinte localiza¢do geografica: latitude 07° 16° 12.5’sul e longitude oeste

048°15°42.4>.
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Fig. 6. Coleta da raiz de C.regium feita por um mateiro

A espécie foi identificada como Cochlospermum regium (Mart & Schrank) Pilger,
pela Prof*. Dr*. Mirley Luciene dos Santos, da Universidade Estadual de Goias (UEQG), tendo
sido uma exsicata da mesma incorporada ao acervo do Herbario desta Instituicdo sob n° de

registro 5.902.

3.5 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.5.1. Método de obtencio dos extratos brutos

As raizes de C. regium, apds serem lavadas e moidas, foram submetidas a
secagem em estufa com ar circulante, marca Hydrosan, modelo HY-4 BOSDA, a temperatura
de 40°C por 72 horas e finalmente, trituradas em moinho de faca Tipo Willye TE — 650,
Tecnal®. O material vegetal triturado foi, entdo, submetido a processos exaustivos de
maceracdo, a temperatura ambiente, com os solventes orgéanicos hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol, nesta ordem crescente de polaridade. Na Fig. 7 se apresenta o

fluxograma deste processo.

Apos as extracdes, as solugdes extrativas foram filtradas e, na seqiliéncia, os
solventes foram removidos sob pressdo reduzida, com auxilio de evaporador rotativo (Biichi®
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R-205), com controlador de vacuo V-805, acoplado a banho-maria (Biichi® B-490) mantido a
40°C e recirculador refrigerado (banho ultratermostatizado modelo MA-184) marca
Marcone®, programado para -2°C. Dessa forma, foram obtidos extratos de hexano (CrRH), de

diclorometano (CrRD) de acetato de etila (CrRAc) e de metanol (CrRM).

Finalmente, apds evaporacdo dos solventes, submeteram-se os extratos a
congelamento, seguido de liofilizacdo em liofilizador de bancada, Terroni®, modelo LS3000,
para a retirada da agua residual. Os extratos, assim como as fracdes obtidas a partir destes,

foram armazenadas em ultra-freezer vertical -86°C, Indrel®, modelo IULT 335 Special.

Estufa com ar circulante 40°C
Moinho de faca

Material Pulverizado
(833g)

Maceragdo com Hexano TA

Extrato Hexano (CrRH)- 14,8¢g
Residuo

Macera¢dao com Diclorometano TA

Extrato Diclorometano (CrRD) - 1,94¢g
Residuo

Maceracdo com Acetato de Etila TA
Extrato Acetato de Etila (CrRAc) - 4.2¢g
Residuo

Maceragdocom Metanola TA

Extrato Metanol(CrRM) - 101,28¢g @ Residu(()i :
; | esprezado

Fig. 7. Fluxograma geral de obten¢ao dos extratos da raiz de C. regium.
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3.5.2.Isolamento e purificacido dos constituintes quimicos obtidos de raiz de C. regium

Os extratos hexanico, diclorometianico e¢ de acetato de etila obtidos como
apresentado anteriormente foram submetidos a fracionamento e purificacdo em cromatografia
por adsorcdo usando coluna de vidro, empacotada com silica-gel 60 (60-200 Mesh e 70-230
Mesh) e silica gel flash (230-400 Mesh). As colunas de vidros utilizadas foram de diferentes
didmetros e alturas, sendo selecionadas de acordo com a quantidade do material a ser
cromatografado e sua polaridade. Todas as fragdes em estdgio de semi-purificagdo foram
monitoradas por CCD e reveladas com luz UV e vanilina acida, sendo as fragdes com Rfs
semelhantes, reunidas. As amostras foram submetidas ao processo de eluicdo com sistemas
binarios de solventes de polaridades crescentes, sendo utilizados hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol. A mistura de solventes ¢ o gradiente inicial de elui¢do foram

determinados em funcdo do melhor Rf obtido em CCD, previamente executada.

Os fluxogramas dos procedimentos experimentais realizados para o isolamento e
purificacdo dos constituintes quimicos presentes na raiz de C. regium estio representados nos

esquemas apresentados nas figuras a seguir.

3.5.2.1 Fracionamento cromatografico do extrato hexanico (CrRH) da raiz de C.

regium

O extrato CrRH oriundo do processo de maceracdo exaustiva das raizes de C. regium
em hexano foi submetido a cromatografia em coluna através de silica gel 60 (70-230 Mesh),
utilizando como eluentes a mistura binaria Hex: AcOEt em gradiente de polaridade crescente.
A referida coluna foi empacotada com hexano e iniciou-se o processo de elui¢do a 0,05% de
AcOEt, terminando com 30% deste solvente. Foram coletadas 216 aliquotas, reunidas em 14
novas fragdes pela similaridade dos Rfs, de onde resultaram as sub-fragcoes 151-157 e 211-
213, que apds passarem por um processo de lavagem com hexano e recristalizagdo em MeOH,

foram obtidas as substancias A (SA) e B (SB), conforme representado no esquema da Fig. 8.
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CrRH
10,17g
)
Silicagel 60 (70-230 mesh)
Coluna:¢=5cm
h=15cm
Solvente: Hex: AcOEt
' 151-157
1-27 28-97 98-138 137-143 144-150 (338,8mg) 5135984168
(58,6mg) (58,6mg) (3,469) (560,9mg) (469,0mg) (539,4mg)
CrRH 211213
169-185 186-195 196-200 200-206 207-210 (335'9m ) 214-216
(993,4mg) (400,5mg) (277,1mg) (140,1mg) (882,8mg) HE (140,2mg)

Fig. 8. Fluxograma do processo de fracionamento do extrato hexanico das raizes de C.regium.

Nas fracdes identificadas com a cor verde houve cristalizagdo dos compostos, que apos passar

por processo de purificagdo com MeOH (a), recristalizaram formando as substancias A (SA) e
B (SB). A fracdo identificada com a cor azul foi recromatografada.

3.5.2.1.1. Fracionamento, isolamento e purificacio das substincias presentes na fracio

CrRH1

A fragcdo CrRHI1 cromatografico do extrato em hexano das raizes de C. regium foi
submetida a um novo fracionamento em cromatografia por adsor¢do usando silica gel 60 (70-
230 Mesh). A coluna foi empacotada usando uma mistura de Hex:AcOEt a 10% de AcOEt. A
elui¢do foi iniciada nesta concentrag@o e a polaridade foi aumentada gradualmente até 100%
de acetato de etila. Foram coletadas 244 fragdes, que foram reunidas de acordo com as
semelhancas de Rf. Na sub-fragdo 59-88 houve cristalizagdo de compostos sendo, entdo,
submetida a processo de lavagem com metanol para purificagdo. Em seguida, a substancia
recristalizou e recebeu a denominagdo de substancia C (SC). O esquema apresentado na Fig. 9

ilustra este processo.
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CrRH1

207-210

(882,8mg)

Silicagel 60 (70-230 mesh)
Coluna:$=5cm

h=9cm

Solvente: Hex: AcOEt

11-13
(5,1 mg)

(14,7 mg)

14-33

34-47
(14,7mg)

48-58
(14,7mg)

(265,3mg)

59-88

| 89-103

(23,1 mg)

104-118
(44,6 mg)

119-150
(45,1mg)

151-157
(7,0mg)

158-212
(3,5mg)

213-229
(4,9mg)

230-244
(4.1mg)

(@)
SC

6,0 mg

Fig. 9. Fluxograma do processo de purificacdo da fracdo hexanica CrRH1 da raiz de C.
regium. A cor verde identifica as fragdes onde houve cristalizagdo de compostos. (a)
procedimento de purifica¢do, com posterior recristalizacdo resultando na formacao da
substancia C (SC). A cor azul identifica a fracdo que foi recromatografada.

3.5.2.2. Fracionamento cromatografico extrato DCM (CrRD) das raizes de C. regium

O extrato CrRD originado do processo de maceragdo exaustiva das raizes de C.
regium em diclorometano, foi submetido a cromatografia de adsorcdo em silica gel 60 (70-
230 Mesh). A fase mdvel inicial usada na elui¢@o consistiu em uma mistura de diclorometano
(DCM) e metanol (MeOH) (95:0,5), durante o processo cromatografico a polaridade
aumentou até 100% de metanol. Foram coletadas 155 fracdes, reunidas em 12 novas fragdes
conforme perfil cromatografico dos Rf observados nas placas de CCD, reveladas em UV (254
e 366nm) e vanilina 4cida. A partir da fracdo 16-28, foi isolada a substancia SD (9,0 mg), que
foi purificada com hexano e recristalizada com metanol, conforme representado no esquema

da Fig. 10.
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CrRD
(1,949)

Silicagel 60 (70-230 mesh)

<: Coluna:p=5cm
h=10cm
Solvente: DCM:MeOH

8-15 ‘ 29-38 39-50 %"1ng1 so.07
181,7m 9,0m 383,1m ) )
( 9 ( 9 ( 9 (108,0 mg) (129,5 mg)
-
68-80 81-97 98-113 114-126 127-141 142-155
(52,9 mg) (134,2mg) (129,3mg) (131,7mg) (235,9mg) (391,4 mg)
-

Fig. 10. Fluxograma do processo de fracionamento do extrato diclorometanico das raizes de

C. regium. Nas fracdes representadas em verde, compostos foram cristalizados. Estes foram

purificados e recristalizados (a) formando a substancia D (SD). A fracdo identificada com a
cor azul foi submetida a nova cromatografia.

3.5.2.3 Fracionamento cromatografico do extrato AcOEt (CrRAc) da raiz de C. regium

O extrato CrRD obtido no processo de maceragdo exaustiva das raizes de C.
regium com acetato de etila foi submetido a um processo de purificagdo usando cromatografia
por adsorcdo em silica gel 60 (70-230 Mesh). A coluna foi empacotada com o auxilio da
mistura de DCM e MeOH (95:0,5). A eluicdo das substancias presentes no extrato iniciou-se
com esta mistura de solventes e a polaridade foi aumentada de forma crescente até¢ 100% de
metanol. Deste processo cromatografico, tendo por base o resultado os perfis em CCD, foram
selecionados as fracdes CrRAcl e CrRAc2, para novo fracionamento em CC. O fluxograma

deste procedimento esta apresentado na Fig. 11.
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Silicagel 60 (60-200 mesh)
Coluna: p=2,4cm

h=29cm

Solvente: DCM:MeOH

1-5 CrRAc1
| (38,1mg) (178,3mg)

6-12

c1r 333;2 33-44 45-76
(445,0 mg) (68,3 mg) (370,4mg)

77-85
(491,0 mg)

86-119
(2,059)

120-156

(109,5mg)

157-164 165-212
(19,6 mg) (24,7 mg)

Fig. 11. Fluxograma do processo de fracionamento do extrato acetato de etila CrRAc da raiz
de C. regium. As fragdes representadas em azul foram recromatografadas.

3.5.2.3.2. Fracionamento cromatografico fracio CrRAcl do extrato AcOEt

A fracdo CrRAcl originada no processo de fracionamento apresentado

anteriormente na Figura 11 foi fracionada submetida a novo fracionamento em CC usando

silica gel tipo “flash” (230-400 Mesh). A coluna foi empacotada com o auxilio da mistura de

solventes DCM:MeOH a 2% de metanol. A eluicdo comecgou usando esta mistura e a

polaridade da fase movel foi aumentada de forma gradativa até¢ 100% de metanol puro. Dessa

forma foram coletadas 212 fra¢des e reunidas em 10 fragdes. Na fracdo 37-42 houve

cristalizacdo de compostos que foram purificados com hexano e em seguida, esta substancia

foi recristalizada com metanol formando a substincia identificada como E (SE — 23,0 mg),

procedimento mostrado no fluxograma da Fig. 12.
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CrRAc1
6-12

(178,3 mg)

Silica gel ‘flash” (230-400 mesh)
Coluna: $=4,8 cm

h=9cm

Solvente: Hex:AcOEt

Fig. 12. Fluxograma do processo de re-fracionamento e purificacio da fracdo acetato de etila
CrRAcl de C. regium. A cor verde identifica a fracdo em que houve substancia cristalizada,
que passou pelos processos de purificacdo e recristalizacdo (a), formando a substancia E (SE).
A cor azul identifica a fragdo que foi recromatografada.

3.5.2.3.2. Fracionamento cromatografico das fracoes CrRAc2 e CrRAc2-1 do extrato

AcOEt da raiz de C. regium

A fragdo CrRAc2 obtida no processo de fracionamento cromatografico do extrato
acetato de etila das raizes de C. regium (CrRAc) foi fracionada novamente usando
cromatografia em coluna com silica gel 60 (70-230 Mesh) como fase estaciondria e o
empacotamento da mesma foi realizado com a ajuda da solugdo da fase movel inicial
DCM:MeOH a 1% de metanol. Na elui¢do a polaridade aumentou até 100% de metanol.
Neste processo de separagdo foram coletadas 212 fracdes e reunidas em 10 fracdes. A fragdo
CrRAc2-1 foi novamente fracionada em cromatografia por adsor¢do usando silica gel tipo
“flash”. O empacotamento da coluna foi realizado com uma mistura de hexano:acetato de
etila (70:30) e a elui¢do das substancias presentes nesta fragdo foi iniciada com esta mistura
de solventes que durante o processo de separacdo sofreu um aumento gradativo de polaridade
até atingir 100% de metanol. Da fragcdo 18-35 isolou-se a substancia F (SF), apds ter sido
purificada com hexano e recristalizada com metanol, conforme representado no esquema da

Fig. 13.
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CrRAc2
13-32

(445,0 mg)

Silica gel 60 (70-230 mesh)

Coluna: ¢ = 2,4 cm
h=55cm

Solvente: DCM:MeOH

CrRAc2-1

73-83
(35,0mg)

Silica gel flash” (70-230 mesh)
Coluna: ¢=2,4cm
h=236,5cm

Solvente: Hex:AcOEt

18-35
(15,0 mg)

Fig. 13. Fluxograma do processo de re-fracionamento e purificacdo da fracdo acetato de etila
CrRAc2 e CrRAc2-1 de C. regium. A cor verde identifica a fragdo em que houve substincia
cristalizada, a qual foi purificada e em seguida, recristalizada (a), formando a substancia
identificada como F (SF). A cor azul identifica as fragdes que foram recromatografadas.

3.6. ELUCIDACAO ESTRUTURAL DOS COMPOSTOS ISOLADOS

A elucidagdo estrutural dos compostos isolados foi realizada por 'H ¢ *C RMN no
Instituto de Quimica da Universidade Federal de Goias, usando um espectrometro da marca
Bruker modelo Advanced 3 de 500 MHz. Os compostos foram dissolvidos em CDCI; e foi

usado TMS como padrdo de referéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1. Resultados do Levantamento Etnobotanico e Etnofarmacologico

O Levantamento Etnobotanico e Etnofarmacoldgico do Projeto Bosque da
Biodiversidade da UNITINS/MS/MMA — FMT-TO, 1998 entrevistou 7.028 habitantes de 10
cidades do estado do Tocantins, sendo 5.799 do sexo feminino e 1.229 do sexo masculino
(tabela 1), correspondendo a 82,5 e 17,5%, respectivamente. A faixa etdria amostrada (tabela
2) foi de 6 a 98 anos, havendo predominancia dos intervalos de 15 I— 25, 25 [— 35 e 35 [—45
anos, na propor¢ado de 22,5%, 24,0% e 17,3%, respectivamente. Foram levantadas 381 plantas

medicinais.

TABELA 1. Distribuicdo da populacdo pesquisada no Levantamento Etnobotanico e
Etnofarmacologico do Projeto Bosque da Biodiversidade por Sexo

CIDADE SEXO Total Global
Feminino = Masculino
Araguaina 914 85 999
Araguatins 707 271 978
Colinas 788 144 932
Gurupi 787 185 972
Ipueiras 98 23 121
Lavandeira 126 94 220
Oliveira de Fatima 91 13 104
Palmas 687 126 813
Paraiso 753 175 928
Porto Nacional 848 113 961
Total Global 5799 1229 7028
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TABELA 2. Distribuicdo da populagdo pesquisada no Levantamento Etnobotéanico e
Etnofarmacoldgico do Projeto Bosque da Biodiversidade por faixa etaria

FALXA FEMININO  MASCULINO TOTAL
ETARIA
5115 148 17 165
15 1—25 1392 187 1579
25 - 35 1462 227 1689
35 I— 45 1020 198 1218
45 1— 55 678 158 836
55 I— 65 497 164 661
65 I— 75 246 127 373
75 I— 85 96 28 124
85 I— 95 14 1 15
95 I— 105 I I 2
Em branco 114 25 139
Nulas* 131 95 226
Total Global 5799 1229 7028

* Foram inclusas neste item as respostas ndo decifradas (rasuradas, ilegiveis e outros).

4.2. Resultado da selecido da espécie

Considerando os critérios estabelecidos para a selegdo da espécie a ser estudada,
conforme descrito na parte experimental, material vegetal, item 3.4.1 Sele¢do da planta (p.
59), foi selecionada a espécie algoddozinho-do-campo que obteve 304 citacdes,
correspondendo a 4,33% do total de entrevistados. A grande maioria dos informantes relatou
usar a casca da raiz ou do caule desta planta na forma de alcoolatura em (aguardente ou
alcool), foi também citado seu uso na forma de cha (decocgdo) (tabela 3). Dentre as
indicagdes terapéuticas mais freqlientemente relatadas estdo o tratamento de inflamacdes
ginecoldgicas, renais, febre, leucorréia, afeccdes da pele, gastrites e dores internas, entre

outras.

70



O levantamento do estado da arte sobre a espécie selecionada mostrou que os
relatos cientificos compilados sobre o C. regium indicaram haver estudos sobre a ag@do
biologica, perfil quimico e farmacognostico da planta, entretanto, estes sdo ainda
inconsistentes, necessitando uma maior contribui¢do cientifica nas dreas farmacologica,
toxicoldgica e fitoquimica, esta, especialmente em relagdo a raiz, uma vez que o estudo
fitoquimico da espécie (LEAL, 1988) foi realizado utilizando-se as casca do caule. Dessa
forma, poder-se-ia fornecer subsidios que garantam o uso seguro dessas plantas pela

populagdo.

TABELA 3. Resultado da selecdo da espécie a ser estudada a partir do Levantamento
Etnobotanico e Etnofarmacoldgico do Projeto Bosque da Biodiversidade da
UNITINS/MS/MMA — FMT-TO, 1998

DADOS PESQUISADOS RESULTADOS

Nome popular Algodaozinho-do-campo
Parte usada Cascas da Raiz e do Caule
Alcoolatura (aguardente e alcool) e decocgéo
304

4,33%

Modo de preparo
Numero de citagdes

Percentual de citagdes

4.3. Resultados da extracdo dos extratos brutos

Os resultados do rendimento massico do processo de extragdo a partir da massa
total de raizes de C. regium trituradas (833g) para a obtengdo dos extratos hexanico,
diclorometanico e acetato de etila, segundo a metodologia relatada na parte experimental e

ilustrada no fluxograma apresentado na Fig. 7 (p.61) sdo apresentados na Tabela 2.
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TABELA 4. Resultado do rendimento dos extratos brutos extraidos da raiz de C. regium.

C. regium Solvente Codigo Massa do extrato (g) | Rendimento (%)
Hexano CrRH 14,84 1,78
Raizes Diclorometano CrRD 1,94 0,23
Acetato de etila CrRAc 4,24 0,51
(833g)
Metanol CrRM 101,28 12,16
Total - 1223 14,68

Apesar de ter apresentado maior rendimento massico, o extrato metandlico nao foi

trabalhado, pois a extragdo exaustiva com o metanol despendeu um tempo muito longo, o que

inviabilizou a execu¢do dos procedimentos de fracionamento e purificagdo, que foram

realizados na cidade de Andpolis e o prazo para defesa da dissertag@o estava expirando-se.

4.4. Resultados do fracionamento por cromatografia de adsorc¢ao dos extratos brutos

Os rendimentos massicos das substancias isoladas a partir dos extratos hexanico,

diclorometanico e de acetato de etila se apresentam na Tabela 5.

TABELA 5. Rendimento das substancias isoladas a partir dos extratos e do material vegetal
de partida

Massa obtida

Rendimento em relaciao

Rendimento em relaciao

Substancia
(mg) ao extrato (%) ao material vegetal (%)
SA 7,0 0,07 0,0008
SB 20,0 0,20 0,0024
SC 6,0 0,06 0,0007
SD 9,0 0,46 0,0011
SE 23,0 0,54 0,0028
SF 15,0 0,35 0,0018
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Como se observa nesta tabela as substincias SB e SE foram obtidas em
quantidades relativamente altas quando comparadas as demais. As substincias SD e SE
apresentaram os melhores rendimentos em relacdo aos extratos e as substancias SE e SF em

relagdo ao material vegetal.

4.5. Identificacdo das substancias isoladas

Dentre as substancias isoladas foram identificadas usando a técnica de ressonincia

magnética nuclear (RMN) de 'H e "°C as seguintes substancias:

Substincia A:

Isolada a partir do fracionamento cromatografico do extrato hexanico (CrRH),
conforme metodologia anteriormente descrita na parte experimental (p. 62) e representada no
esquema apresentado na Fig. 8. (p. 63) O metabdlito isolado denominado primariamente de
substancia A - SA (7,0 mg), encontra-se em processo de identifica¢do, parecendo, até o

momento, ser uma substancia inédita na literatura.

Substancias B e F: Excelsina

A substancia identificada inicialmente como SB (20,0 mg), originada do
fracionamento cromatografico de CrRH, descrito na metodologia apresentada anteriormente
(p. 62) e representada esquematicamente na Fig. 8 (p. 63), bem como, a substincia
denominada inicialmente de SF (15,0 mg), proveniente da fragdo CrRAc2-1, conforme
descrito anteriormente (p. 67) e esquematizado na Fig. 13 (p. 68), foram caracterizadas como
excelsina Fig. 14 (p. 74). Este metabdlito caracterizado como lignana, at¢ o momento,
somente foi isolado em uma espécie do género Cochlospermum, a C. vitifolium (ALMEIDA,
2005), sendo, portanto, a presenc¢a desta substancia nos extratos de hexano e acetato de etila
da raiz do C. regium inédita na espécie. Para os referidos autores, o isolamento de ligndides, ¢é

de relevante importancia, em virtude das muitas atividades que lhes sdo atribuidas.
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OCH,

OCH;,

Fig. 14. Estrutura quimica da excelsina.

Substancia C: Esterdide, ainda em processo de elucidagao estrutural.

A substancia inicialmente denominada SC foi isolada a partir do fracionamento
cromatografico da fragdo CrRHI1, conforme metodologia descrita na p. 63 e apresentado no
fluxograma mostrado na Fig. 9 (p. 64). H4, na literatura, registros da presencga de esteroides
no género Cochlospermum. Almeida et al. (2005) isolaram uma mistura bindria dos esteroides
B-sitosterol e estigmasterol e outra mistura constituida de 3-O-f-glicopiranosil- B-sitosterol e
3-O-B-glicopiranosil-estigmasterol. Em C. regium foram isolados a B-sitosterona e o f-

sitosterol na casca do caule (LEAL, 1988).

Substéancia D: Acido p-hidroxicindmico esterificado

Isolada a partir do fracionamento cromatografico do extrato diclorometanico
(CtrRD), de acordo com metodologia relatada na p. 64 e apresentada esquematicamente na
Fig. 10 (p. 65) a substincia denominada de SD (9,0 mg), foi identificada como &cido p-
hidroxicindmico esterificado Fig. 15. Esta estrutura ainda ndo esta totalmente definida, dados
obtidos até o momento apontam a existéncia uma mistura de acidos p-hidroxicindmico,

provavelmente variando o tamanho da cadeia lateral do éster.

Leal (1988) isolou o p-hidroxicinamato de triacontanila, (com 28 carbonos) na
casca do caule desta espécie, inferindo tratar-se de substancia inédita na literatura. A presenca

desta substancia ainda ndo foi relatada na raiz desta planta.
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Fig. 15. Estrutura quimica do acido p-hidroxicinamico esterificado

Substiancia E: Naringenina

Inicialmente denominada substdncia SE (23mg), este constituinte originado do
fracionamento cromatografico da fracdo CrRAcl, proveniente do extrato acetato de etila
(CrRAc), conforme descrito anteriormente na parte experimental (p. 66) e representado no
esquema mostrado na Fig. 12 (p. 67), foi identificado como naringenina Fig.16. Este
flavonoide (uma flavanona) estd amplamente distribuido em citrinos (CARVALHO e
GUIDO, 2008) e tem sido relatado para outras espécies do taxon Cochlospermum
(SANCHEZ-SALGADO et al., 2007; COOK e KNOX, 1975; ALMEIDA ef al., 2005). Em
C. regium, Leal (1998) isolou esta substincia na casca do caule. A presenca de naringenina na

raiz desta espécie, ainda ndo havia sido reportada na literatura.

Esta flavanona apresenta uma enorme variedade de atividades farmacoldgicas,
como o efeito antioxidante, diminuicdo dos niveis de colesterol e lipidios no sangue, efeito
antiinflamatério e anticarcinogénico (CARVALHO e GUIDO, 2008; RODRIGUES et al,
2007).

OH

HO (]

OH o

Fig. 16. Estrutura quimica da naringenina.
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CONCLUSOES

Do perfil fitoquimico de C. regium baseado no fracionamento, isolamento e
identifica¢do dos constituintes quimicos dos extratos hexanico, diclorometanico e acetato de

etila chegou-se aos seguintes resultados:

As substancias identificadas como SA, SB e SC, foram isoladas do extrato
hexanico. A substidncia SA encontra-se em processo de identificacdo, parecendo, até o
momento, tratar-se de uma substancia inédita na literatura. A substancia SB foi identificada
como excelsina. A substancia SC foi caracterizada como esterdide e ainda se encontra em

processo de elucidacao estrutural.

A substancia SD foi obtida a partir do extrato diclorometanico, tendo sido
identificada como acido p-hidroxicindmico esterificado, que pela analise de RMN puderam-se

observar misturas de ésteres na cadeia esterificada.

As substéancias SE e SF foram isoladas do extrato de acetato de etila. Tendo sido a

substancia SE identificada como naringenina e a substancia SF como excelsina.
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PERSPECTIVAS e RESULTADOS ESPERADOS

O somatdrio dos resultados obtidos neste estudo abre espago para:

e A continuacdo deste trabalho visando a elucidagdo estrutural das substancias
nao identificadas, bem como, a busca de atividades biologicas das substancias identificadas e
suas aplicagdes, tendo em vista o seu uso popular e o fato de ser uma espécie medicinal pouco

estudada.

e Que os novos conhecimentos gerados sobre C. regium, planta medicinal de

largo uso popular, possa servir de subsidios para elaboracdo de monografia da espécie.

e A identificagdo de novos produtos naturais, que possam ser utilizados no
mercado farmacéutico e contribuir para a producdo de novos farmacos ou para a cadeia
produtiva do fitoterapico, representando alternativas de tratamento, especialmente, para o

Sistema Unico de Saude (SUS).

e Que o conhecimento das propriedades benéficas da planta estudada, leve a

conscientiza¢do da importancia da preservagdo ambiental das plantas do Cerrado.

e Que as informagdes compiladas neste estudo possam facilitar e direcionar
futuras pesquisas sobre a espécie e o gé€nero, além de subsidiar o emprego racional de C.
regium na fitoterapia brasileira, abrindo um universo de possibilidades na pratica terapéutica

atual.
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