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RESUMO

O uso de produtos naturais no tratamento de doencas é cada vez mais frequente pela
populacdo e, ao longo dos anos, tem sido mostrado que determinadas plantas podem
apresentar substancias potencialmente téxicas, principalmente quando associadas com outros
farmacos. Falhas terapéuticas ou surgimento de intoxicagdes decorrentes dessas associacdes
sdo possiveis de ocorrer e despertam, atualmente, grande interesse na comunidade cientifica
devido aos sérios problemas relacionados a este processo. A grande maioria das interacoes é
baseada em interferéncias na etapa de metabolismo através da inducdo ou inibicdo de
enzimas-chave na farmacocinética. Neste projeto, foram selecionadas duas espécies vegetais,
Paullinia cupana (guarand) e Eugenia punicifolia (pedra-ume-cad), largamente utilizadas pela
populacdo Amazonica e com grande potencial biotecnoldgico, para avaliacdo de seus efeitos
na farmacocinética de marcadores da atividade enzimatica do citocromo P450 em ratos. Para
assegurar a qualidade da Matéria Prima Vegetal (MPV), foram realizados ensaios de controle
de qualidade, previamente descrito pela Farmacopéia Brasileira, como teor de umidade e
extrativos, presenca de impurezas, entre outras. Com relacdo a experimentacéo in vivo, 0s
animais foram pré-tratados com o extrato das sementes de guarana (14 dias) ou extrato das
folhas de pedra-ume-cad (dose unica) e, logo apds o tratamento, receberam teofilina e
midazolam, respectivamente. As amostras sanguineas foram coletadas em tempos pré-
determinados através de uma cénula introduzida na artéria carétida esquerda. Os niveis de
teofilina e midazolam no plasma foram quantificados através de métodos previamente
validados empregando a técnica de HPLC-DAD, a partir dos quais foram determinados os
pardmetros farmacocinéticos, tais como, meia vida plasmatica, clearence, area sob a curva,
entre outros. A andlise de variancia foi aplicada para verificacdo de diferencas entre os
grupos, obtidas a partir dos parametros farmacocinéticos, com nivel de significancia fixado
em 5% (p < 0,05). Os resultados encontrados para essas espécies quanto a controle de
qualidade estdo em acordo com os parametros descritos na Farmacopéia Brasileira, garantindo
assim a qualidade dos constituintes presentes nos extratos e seguranca na manipulacdo dos
mesmos. Na analise farmacocinética, a administragdo Unica do extrato E. punicifolia
apresentou significativa alteracdo na cinética do midazolam, indicando uma provavel inibicédo
enzimatica, podendo interferir na resposta farmacoldgica de medicamentos metabolizados
pela CYP3A. A administracdo subcrbénica da solucdo aquosa de P. cupana provocou
significativa alteragcdo na cinética da teofilina, indicando uma provavel inducéo enzimatica,
podendo interferir na resposta farmacoldgica de medicamentos metabolizados pela CYP1A.
Assim, este estudo verificou alteracBes na cinética de farmacos em ratos causadas pelo uso de
produtos de origem vegetal e, portanto, estudos adicionais devem sem realizados para a
elucidacéo dos fendmenos observados.

Palavras chave: Guarand; Pedra-ume-cad; Interacdo Medicamentosa; Controle de Qualidade.



ABSTRACT

The use of natural products for the treatment of diseases is increasing among people and, over
the years, it has been shown that certain plants may present dangerous substances, particularly
when associated with other drugs. Therapeutic failure or intoxication of these associations are
likely to occur and currently caught great interest from the scientific community due to
serious problems related to this process. The majority of the interactions are based on
interference in the metabolism step through induction or inhibition of key enzymes. In this
study, two species, Paullinia cupana (guarana) and Eugenia punicifolia (pedra-ume-cad) were
selected, for the evaluation of its effects on the pharmacokinetics of markers of enzyme
activity of cytochrome P450 in rats since they are widely used by the Amazonian population
and with great biotechnological potential. To ensure the quality of Raw Material Plant (RMP),
quality control tests previously described by the Brazilian Pharmacopoeia were performed,
such as water and extractives content, presence of impurities, among others. In relation to in-
vivo experiments, animals were pretreated with the extract of guarana seeds (14 days) or
extract of pedra-ume-caa (single dose), and immediately after treatment, received
theophylline and midazolam, respectively. Blood samples were collected at pre-determined
times through a cannula inserted into the left carotid artery. Theophylline and midazolam
plasma levels were quantified using previously validated methods employing HPLC-DAD
technique, for determination of pharmacokinetic parameters such as plasma half-life,
clearance, area under the curve, among others. Analysis of variance was applied to check for
differences between groups by analysis of pharmacokinetic parameters obtained and the level
of significance was set at 5% (p <0.05). The results for these species as quality control are in
accordance with the parameters described in the Brazilian Pharmacopoeia, ensuring the
quality of the constituents present in the extracts and safety in handling them. In
pharmacokinetic analysis, a single dose of the extract E. punicifolia showed significant
change in the kinetics of midazolam, indicating a probable enzyme inhibition, and may
interfere in the pharmacological response of drugs metabolized by CYP3A. The subchronic
treatment with the solution of P. cupana showed a significant change in the Kinetics of
theophylline, indicating a probable enzyme induction, and may interfere with the
pharmacological response of drugs metabolized by CYP1A2. Thus, this study demonstrated
changes in the pharmacokinetics of drugs in rats caused by the use of natural products and,
therefore, additional studies should be conducted to elucidate the phenomenon observed.

Keywords: Guarana; Pedra-ume-caa; Drug interaction; Quality Control.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- Espécie vegetal, Eugenia punicifolia, coletada no final do periodo reprodutivo,
evidenciado pela presenca de frutos verdes € MaduUIOS. .........ccoveieereeiieieens seereeseene e seeniens 24
Figura 2- Espécie vegetal, Paullinia cupana, coletada no final do periodo reprodutivo,
evidenciado pela presenca de frutoS MAadUIOS. ........cccus eeieieere e 28
Figura 3- Ciclo catalitico do CitoCromo PA50..........cooiiiriiiiiieeneses s e 31
Figura 4- Esquema representando as principais familias do citocromo P450 no metabolismo

(0L 1 1 T o TSRS RSRPTURTRPR 32
Figura 5- Esquema representando a classificacdo das enzimas do citocromo P450................ 32
CAPITULO |

Figura 6- Histograma de distribui¢do granulométrica da matéria-prima vegetal de Eugenia
PURICTIOLIG. . ..ottt b e st e b e e st e et e e e e e e nneeanneesneeans e 53
Figura 7- Histograma de distribui¢do granulométrica da matéria-prima vegetal de Pauliinia
&) 2 PO T PP RPN PR 53
Figura 8- Cromatogramas representativos das analises empregando a coluna octadecilsilano,
em modo isocréatico e com fase movel constituida de Metanol:Acido formico a 1% (28:72,
v/v), vazao: 0,8mL.min""; Deteccdo UV em 275nm. A- Cromatograma das solucdes dos

padrdes. B- Cromatograma do extrato de P. CUPANA. ............ccccves woiiiiiiiiiiiieeie e 54

CAPITULO Il

Figura 9- Estrutura molecular dos benzodiazepinicos utilizados... ........ccccoovvereineiinniinenns 62
Figura 10- Procedimento experimental para insercdo da canula na artéria carétida esquerda
dos animais para posterior coleta SANQUINEA..........cccueiveiieiiiicie e 64
Figura 11- Esquema representativo do processo de extracdo do midazolam e diazepam do
O] F 5] 10 - VPSPPSR 65
Figura 12- Cromatogramas representativos das analises empregando a coluna octadecilsilano
em modo isocrético e fase movel constituida de solugio-tampdo fosfato 10 mmol. L™ pH:4,5,
Acetonitrila e Metanol (50:40:10, v/v/v); vazdo: ImL.min"'; Detec¢do UV em 245nm. A —

Cromatograma das solucdes dos padrdes. B - Cromatograma do plasma de animais sem



tratamento C - Cromatograma do plasma de animais ap6s tratamento com E. punicifolia e
dose oral de 20mg/kg de midazolam no tempo de coleta 30mMin............ccceevviriieiiiniieniieniienne 68
Figura 13- Disposicdo cinética do midazolam obtido nas amostras de plasma de ratos
submetidos ao tratamento de dose Unica com o extrato aquoso de E. punicifolia (55 ou 550
mg/kg/dia, vo) ou veiculo. Os valores estdo representados como médias + erro padrdo da
média de seis determinacdes por ponto de temMpPo (N=6).... c.coevereveieiiieieeierere e 69
Figura 14- Relacéo dos principais parametros farmacocinéticos (Cmax, ASCy.;, ASCy., € Cl)

estimada pelo concentracdo de midazolam em ratos tratados simultaneamente com dose Unica

do extrato de E. punicifolia (55mg/kg, vo) ou veiculo (agua deslilada).............. ccccoevrvrvennnne. 70
CAPITULO I
Figura 15- Estrutura molecular das metilxantinas utilizadas.. ..........cccccoevveiieiieii i 78

Figura 16- Esquema representativo do processo de extracdo da teofilina e cafeina do plasma,
seguido de andalise CromatOgrafiCa. . .......ccoeiiiriiiiie e 81
Figura 17- Cromatogramas representativos das analises realizadas empregando a coluna
octadecilsilano em modo isocratico e fase mével constituida de Acido Férmico e Metanol
(72:28, v/v); vazao: 0.8 mL.min'l; Deteccdo UV em 275nm. A — Cromatograma das solugdes
dos padrdes. B - Cromatograma do plasma de animais sem tratamento C - Cromatograma do
plasma de animais apods tratamento com P. cupana e dose oral de 20mg/kg de teofilina no
tempPO de COLEtA 2N, ..o s 84
Figura 18- Disposicdo cinética da teofilina obtida nas amostras de plasma de ratos
submetidos ao tratamento subcrénico com solucdo aquosa de P. cupana (82,1 ou 821
mg/kg/dia, vo) ou veiculo. Os valores estdo representados como médias + erro padrdo da
média de seis determinac¢des por ponto de tempo (N = 6).. ...coeveererieierereesere e 84
Figura 19- Relacdo dos principais parametros farmacocinéticos (Cmax, ASCg.;, ASCy., € Cl)
estimada pela concentracdo de teofilina em ratos tratados simultaneamente com dose Unica do
extrato de P. cupana (82,1mg/kg, vo) ou veiculo (agua deslilada)...........cccccevevvrevvinrnnnnne. 86
Figura 20- Relagdo dos principais parametros farmacocinéticos (Cmax, ASCg., ASCo.. € Cl)
estimada pela concentracdo de teofilina em ratos tratados simultaneamente com dose Unica do
extrato de P. cupana (821mg/kg, vo) ou veiculo (agua deslilada).............ccccoveeviiiciieieennnne, 86
Figura 21- Meédias de ganho de massa corporal durante o periodo de tratamento (14 dias) com

a solucdo aquosa P. cupana, monitorado semanalmente...........cccocveveiveresiiesieene e 87



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Classes de medicamentos metabolizados pela citocromo P450 1A2 ... .......c.cccce..... 26
Tabela 2- Classes de medicamentos metabolizados pela citocromo P450 3A4....................... 29
CAPITULO |

Tabela 3- Caracterizacdo da matéria prima vegetal, conforme preconiza a Farmacopeia
= | [T - VTSP SR 52
Tabela 4- Caracterizagdo da solucdo extrativa preparada a partir da MPV, conforme

preconiza a Farmacopeia Brasileira...........ccccovveiviieiicii e 54

CAPITULO Il

Tabela 5- Principais parametros farmacocinéticos para avaliar a disposicdo cinética de um
famaco (EVANS, 2004). Onde, ASCo.4n é a area sob a curva de concentracdo plasmatica do
tempo 0 até o tempo de 4 h; ASC,., é area sob a curva de concentracdo plasmatica do tempo
0 extrapolado ao infinito; t;, € a meia vida plasmatica; VVd é o volume de distribuicédo; Cl é o
clearence; Kel é a constante de eliminacao; Cnax € a concentragdo plasmatica maxima e 0 Tpax
é tempo necessario para o farmaco alcancar a concentracdo plasmatica maxima................... 66
Tabela 6- Parametros farmacocinéticos obtidos a partir dos graficos de concentracdo

PlaSMALICA VEISUS TEIMPO. . ...ecueiiviiiie ettt ettt ettt et e e e e s be e be s s e sreeresneesreeneeas 69

CAPITULO I

Tabela 7- Principais parametros farmacocinéticos para avaliar a disposicdo cinética de um
farmaco (EVANS, 2004). Onde, ASCy.241 € a rea sob a curva de concentracdo plasmatica do
tempo 0 até o tempo de 24 h; ASCy.,, € area sob a curva de concentracdo plasmatica do tempo
0 extrapolado ao infinito; ty, € a meia vida plasmatica; VVd é o volume de distribuicdo; Cl é o
clearence; Kel € a constante de eliminacdo; Cnax € a concentracdo plasmatica maxima e 0 Tmax
é tempo necessario para o farmaco alcancar a concentracdo plasmatica maxima.................... 82
Tabela 8- Pardmetros farmacocinéticos obtidos a partir dos graficos de concentracéo

PlASMALICA VEISUS TEMPO ....veeuiieteieite sttt bbbttt ettt sttt 85



ANVISA
ASC

Cl

CYP
DAD
ELISA
EMBRAPA
FDA
FNT
IBGE
HPLC
Kel
MPV
MDZ
OMS
PFT
RDC

TE

TY

vd

ABREVIATURAS E SIGLAS

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
Area Sob a Curva

Clearance

Citocromo P450

Detector por Arranjos de Diodo

Enzime Linked Immuno Sorbent Assay
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
Food and Drug Administration
Fracdo-néo-tanante

Instituto Brasileiro de Geografia Estatistica
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
Constante da velocidade de eliminacao
Matéria Prima Vegetal

Midazolam

Organizagdo Mundial de Saude

Polifendis totais

Resolucédo da Diretoria Colegiada

Teor de extrativos

Meia vida

VVolume de distribuigéo



SUMARIO

RESUMO
ABSTRACT
ABREVIATURAS E SIGLAS
1 INTRODUCAO
2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Plantas Medicinais
2.2 Controle de Qualidade
2.3 Familia Myartaceae
2.3.1 Eugenia punicifolia
2.3.2 Propriedades quimicas e medicinais de Eugenia punicifolia
2.4 Familia Sapindaceae
2.4.1 Paullinia cupana
2.4.2 Propriedades quimicas e medicinais de Paullinia cupana
2.5 Sistema Citocromo P450
2.6 Estudos Farmacocinéticos
2.7 Interacdo Medicamentosa
2.8 Interacdo Farmaco-produto natural
2.8.1 Indugdo Enzimatica
2.8.2 Inibigdo Enzimética
3 OBJETIVOS
3.1 Geral
3.2 Especifico
ARTIGO |
1. INTRODUCAO
2. MATERIAIS E METODOS

15
18
19
20
22
23
24
26
27
28
30
33
36
37
38
39
41
41
41

43
45



3. RESULTADOS
4. DISCUSSAO
5. CONCLUSAO
ARTIGO II
1. INTRODUCAO
2. MATERIAL E METODOS
3. RESULTADOS
4. DISCUSSAO
5. CONCLUSAO
ARTIGO Il
1. INTRODUCAO
2. MATERIAL E METODOS
3. RESULTADOS
4. DISCUSSAO
5. CONCLUSAO
REFERENCIAS
ANEXOS

52
55
59

61
63
68
72
76

78
80
85
90
94
95

109



15

1. INTRODUCAO

InteracBes medicamentosas sdo respostas farmacoldgicas em que os efeitos de um
ou mais medicamentos sdo alterados pela administracdo simultédnea ou anterior de outros, ou
também através da administracdo simultanea de produtos de origem natural, como alimentos,
ervas medicinais, entre outros. Essas interacbes podem causar alteragdes nas concentracdes
plasméticas dos farmacos e, consequentemente, mudancas em seus perfis de eficicia ou
segurangca (OGA 2008). Nesse contexto, efeitos adversos causados pelo uso de plantas
medicinais constitui, hoje, um problema sério de saude publica, sendo um motivo de

preocupacao crescente nos meios cientificos que envolvem estudos de fitoterapicos.

Atualmente poucas substancias derivadas de plantas apresentam aprovacgao
cientifica para o uso clinico. Isso se deve, principalmente, as complexas misturas de
componentes quimicos presentes na maioria das plantas medicinais, as quais sdo responsaveis
pelas acBes bioldgicas e farmacoldgicas (SOUSA et al.,, 2008). Entre os componentes
quimicos encontrados nas plantas (principios ativos) que podem apresentar tanto atividade
farmacoldgica como atividade toxica estdo os alcaloides, glicosideos cardioativos ou
cardiotonicos, glicosideos cianogénicos, taninos, saponinas, oxalato de célcio e
toxialbuminas. Essa acdo € geralmente proporcional a concentragdo do principio ativo em
relacdo ao sitio de acdo (VEIGA JR, 2005).

Durante longo tempo, a literatura convencional preocupou-se em estudar as
interacdes envolvendo somente farmacos comerciais, no entanto com a popularidade de
tratamentos a base de produtos naturais, tornou-se importante compreender as potenciais
interacOes farmacocinéticas que podem ocorrer entre drogas vegetais e os farmacos prescritos
rotineiramente. A interagdo de ocorréncia mais comum relatada na literatura consiste na
alteracdo do metabolismo do farmaco, decorrente da indugédo ou inibicdo de certas enzimas,

provocada pelos compostos presentes nas plantas (GUENGERICH, 2006).

O complexo enzimético do citocromo P450 (CYP) é constituido pelas principais
enzimas responsaveis pelo metabolismo oxidativo de farmacos e outros xenobidticos, além de
diversas substancias endogenas em tecidos de mamiferos. O metabolismo do farmaco tem um

papel critico no término da acdo farmacoldgica e influencia o tempo de permanéncia de
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produtos quimicos no organismo. Assim, interferéncia na oxidagdo por CYPs pode ser
manifestada na biodisponibilidade de farmacos, tornando-os ineficazes ou toxicos
(GUENGERICH, 2001).

Devido a significancia clinica das interagdes de farmacos com produtos naturais, a
identificacdo preliminar de candidatos a fitoterapicos capazes de interagir com farmacos
utilizados rotineiramente é altamente necessaria durante o desenvolvimento destes novos
produtos (ZHOU et al., 2007). Assim, trabalhos que busquem ampliar e aprofundar o
conhecimento do potencial de plantas medicinais podem elucidar importantes aspectos
farmacoldgicos e toxicologicos de seus principios naturais, permitindo uma utilizagdo mais

segura e eficaz destes produtos.

O estudo pré-clinico permite a determinacdo dos parametros farmacocinéticos,
como volume de distribuicdo, clearence, meia vida plasmatica, entre outros, 0s quais sdo
utilizados para direcionar os estudos envolvendo seres humanos. Desta forma, as informagdes
obtidas neste trabalho, utilizando animais de experimentagdo, podem direcionar novas
pesquisas para uso destas substadncias em seres humanos. Estes resultados sao
reconhecidamente necessarios, uma vez que, existe por parte das industrias farmacéuticas, de
alimentos e cosméticos, grande interesse regional, nacional e internacional no

desenvolvimento de produtos contendo estas espécies vegetais.

Os resultados promissores obtidos em estudos farmacoldgicos prévios com 0s
extratos padronizados destas espécies motivaram a realizacdo de ensaios farmacocinéticos
pré-clinicos utilizando animais de experimentacdo (CAMPOS et al., 2003; FUKUMASU et
al., 2008; BASTOS, 2011). Assim, este estudo objetivou obter informagdes inéditas e
fundamentais para o uso seguro dos extratos vegetais de guarana e pedra-ume-caa, visto que
verificou-se uso crescente no emprego destas preparacdes em nossa populacdo, a fim de
constituir um ponto de partida para determinacdo de uma possivel interacdo medicamentosa

importante.

A apresentacdo deste trabalho foi realizada conforme as normas do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas — UFAM. A
dissertacdo foi dividida em: REVISAO DA LITERATURA, a qual explana sobre as
diferentes formas de interagdo medicamentosa, relacionadas ao metabolismo, com énfase nas

interacdes farmaco-produto natural; controle de qualidade de insumos vegetais e uma revisao
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sobre plantas medicinais utilizadas na medicina popular. Literatura mais detalhada sobre as
espécies utilizadas neste estudo: Eugenia punicifolia e Paullinia cupana, seguida de
OBJETIVOS geral e especificos.

A METODOLOGIA e RESULTADOS foram divididos em trés artigos:

Artigo | - Caracterizacdo fisico-quimica do material vegetal e extrato fluido das
espécies Eugenia punicifolia — Myrtaceae e Paullinia cupana — Sapindaceae.

Artigo Il - Efeitos do extrato aquoso das folhas de Eugenia punicifolia (pedra-ume-

caa) na farmacocinética do midazolam em ratos.

Artigo 111 - Efeitos da solucdo aquosa das sementes de Paullinia cupana (guarand)

na farmacocinética da teofilina em ratos.
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2. REVISAO DA LITERATURA

E comum, entre as pessoas que fazem uso da fitoterapia, 0 pensamento de que por
se tratar de um produto de origem natural, seu uso seja seguro, sendo atribuido a esta préatica
pouco ou nenhum risco. No entanto, a planta medicinal utilizada pela populacdo é um
xenobiotico, composto quimico, que ao ser introduzido no organismo, pode ter efeitos
terapéuticos, mas podem produzir efeitos toxicos, e assim devem ser encarados até que seja
provado o contrério (SIMOES, 2007).

Com o aumento no nimero de usuarios e escassez de evidéncias cientificas sobre
a seguranca de plantas medicinais tem aumentado a preocupacédo dos possiveis efeitos toxicos
e danos causados por esses fitomedicamentos (SAAD, 2006). Do ponto de vista cientifico,
pesquisas mostraram que muitas delas possuem substancias potencialmente toxicas e, por esta
razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus riscos toxicologicos (VEIGA
JUNIOR, 2005).

O risco de efeitos adversos aumenta quando produtos naturais sdo utilizados
simultaneamente com medicamentos, uma vez que, essa associacdo pode alterar a resposta
farmacoldgica do farmaco presente no mendicamento utilizado, levando a ampliacdo ou
reducdo do efeito esperado. A interacdo entre farmaco-produto natural de ocorréncia mais

comum relatada na literatura consiste na alteracdo do metabolismo do farmaco (COTT, 2001).

Essa interacdo pode ocorrer entre os compostos oriundos do metabolismo
secundario de plantas com as enzimas responsaveis pelo metabolismo do farmaco, e
consequentemente, levando a uma modificacdo na eliminagdo do farmaco no organismo.
Como resultado dessa interacdo, a sintese e/ou atividade de enzimas pode ser inibida ou
induzida (1ZZO e ERNST, 2001). Considerando que a grande maioria dos farmacos €
metabolizada pelas enzimas do CYP, o conhecimento sobre a farmacocinética destes produtos
naturais € indispensavel para evitar as consequéncias de uma interacdo farmaco-produto

natural.
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2.1. Plantas Medicinais

O uso de plantas no tratamento, na cura e prevencdo de enfermidades ¢ uma das
mais antigas formas de pratica medicinal. Segundo Veiga Junior e colaboradores (2005), ao
longo do tempo, tém sido registrados varios procedimentos tradicionais utilizando as plantas
medicinais. No entanto, os produtos naturais foram utilizados inicialmente para a
sobrevivéncia humana, por meio de experiéncias na degustacdo. E, empiricamente, deu-se a

avaliacdo de toxicidade e o uso no tratamento de doencas (CUNHA, 2008).

Aproximadamente, quatro milhdes de pessoas no mundo fazem uso de plantas
medicinais. O uso da fitoterapia nos paises desenvolvidos e nos paises pobres obedece a duas
razGes um tanto quanto contrapostas. Nos primeiros ressurge como resposta da populagdo a
uma medicina agressiva e iatrogénica; em contrapartida, nos segundos, constitui um recurso
ancestral fortemente enraizado em seus costumes culturais (ALONSO, 1998). No Brasil,
assim como em outros paises latino-americanos, a fitoterapia tornou-se uma alternativa
terapéutica econdmica em relacdo aos medicamentos alopaticos, caracterizando-se
inicialmente pela utilizacdo direta da planta no tratamento de doengas (LEHIR, 1985; DI
STASI et al., 1994).

O Brasil possui uma das maiores biodiversidades do mundo e, consequentemente,
uma rica fonte para o desenvolvimento de novos compostos terapéuticos. De acordo com
Calixto (2000), nos ultimos anos, o interesse por terapias consideradas alternativas e o uso de
produtos naturais derivados de plantas tém aumentado. Este interesse justifica-se por se
acreditar que os fitoterapicos apresentam menor numero de efeitos colaterais que 0s
medicamentos sintéticos. Entretanto, em sua maioria, 0s produtos naturais ndo apresentam
estudos que confirmem sua eficécia, seguranca e garantia da qualidade durante o processo de
producdo (RATES, 2001).

Uma planta é uma verdadeira usina quimica que pode produzir milhares de
substancias diferentes, onde apenas uma ou algumas sdo responsaveis pela atividade
terapéutica ou toxica. A falta de respaldo cientifico para a utilizacéo clinica pode significar
uma séria ameaga a saude, principalmente quando ha uso continuo do medicamento,
contribuindo para efeitos adversos e toxicos (ALEXANDRE, BAGATINI, e SIMOES, 2008).
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Outro problema atribuido aos fitoterapicos estd relacionado ao controle de
qualidade da matéria-prima vegetal. As plantas medicinais produzem diferentes substancias
quimicas, sendo que algumas sdo produzidas em maior quantidade do que outras, e podem
variar de acordo com as condigdes climaticas e edaficas. Assim, a qualidade da matéria-prima

vegetal pode variar dependendo da sua procedéncia e periodo de coleta (SIMOES, 2007).

Dessa forma, além de isolamento, purificacdo e elucidagdo estrutural dos
metabdlitos secundarios, 0s ensaios bioldgicos com objetivo de avaliar a atividade de
substancias bioativas e suas possiveis interagdes com outros principios ativos no organismo
sdo relevantes para 0s usuarios, uma vez que ha varios relatos de casos de intoxicacédo
(Maytenus ilicifolia - NOSSAK et al., 2004; hepatotoxicidade por Centella asiatica - JORGE
e JORGE 2005; Aesculus hippocastanum - TESKE e TRENTINI, 1997); hepato e
nefrotoxicidade por Cymbopogon - GUERRA et al., 2000, entre outras) pelo uso

indiscriminado de extratos de plantas medicinais utilizadas pela populacéo.

2.2. Controle de qualidade de insumos vegetais

O mercado de medicamentos exige produtos com seguranca e eficacia
estabelecidas. Tais exigéncias partem das normas que regulamentam a producdo e registros de
itens de uso terapéutico no pais. A RDC n° 10, publicada em 09 de Marco de 2010, a qual
dispde sobre a notificacdo de drogas vegetais junto a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), foi estabelecida considerando-se a necessidade de garantir e promover a

seguranca, eficacia e qualidade no uso de produtos naturais.

A qualidade dos fitoterapicos esta relacionada de forma direta a qualidade da
matéria prima vegetal. Diversos fatores como cultivo, coleta e secagem sdo fundamentais para
se determinar a presenca e a estabilidade dos constituintes quimicos, bem como a eficacia dos
produtos derivados. De acordo com Farias (2007), um rigido controle de qualidade quimico,
fisico-quimico e microbiologico deve ser aplicado ao material vegetal, a solucdo extrativa, ao
extrato seco e, por fim, a forma farmacéutica final, para o estabelecimento de padrdes de

referéncia dos resultados encontrados com os ensaios aplicados.



21

Esses ensaios estdo descritos no documento da Organizacdo Mundial de Saudes
(OMS) como relevantes e imprescindiveis na analise da qualidade das plantas medicinais, e,
portanto, sdo exigidos para a certificacdo de matérias-primas vegetais e registro de produtos
derivados (BRASIL, 2010a). Assim, no processo de comprovacdo da qualidade dos produtos
naturais estd envolvida uma série de ensaios e testes que englobam desde a identificacdo
boténica da planta até o doseamento dos compostos ativos.

Dentre as analises aplicadas ao material vegetal destacam-se 0s aspectos botanicos
e caracteristicas organolépticas. Quanto ao controle de qualidade fisico-quimico destacam-se

0S seguintes ensaios:

- Teor de umidade: a Farmacopeia estabelece que o teor de umidade esteja entre 8
e 14%. A secagem tem por finalidade reduzir a acdo enzimatica por meio da reducao do teor
de umidade, permitindo a conservagdo das plantas medicinais e aromaticas por um periodo
mais longo e impedindo o desenvolvimento de microrganismos (CORREA JUNIOR et al.,
1994).

- Granulometria: de acordo com Pértile (2007), o tamanho das particulas da droga
vegetal representa uma influéncia direta sobre a eficiéncia no processo extrativo, uma vez que
particulas muito finas impedem a absor¢do do liquido extrator, enquanto que particulas de alta
granulometria ndo apresentam grande superficie de contato, também diminuindo a eficiéncia.
Segundo a Farmacopeia dos Estados Unidos (2004), um tamanho médio de particula de 0,840

mm é definido como sendo a granulometria adequada em uma extragao.

- Determinacdo de cinzas totais: Um alto teor de cinzas pode indicar a presenca de
elementos estranhos a droga como metais pesados, areia ou pedra, sendo importante a
realizacdo deste ensaio de pureza para avaliar a qualidade de drogas vegetais. O conteido de
cinzas totais € um indice individual de identificacdo de impurezas inorganicas ndo-volateis

gue podem estar presentes como contaminantes (BRASIL, 2010b).

- Teor de extrativos: este ensaio emprega um sistema solvente - extrator e

estabelece o teor de constituintes extraiveis da droga vegetal (WHO, 1998).

- Determinacdo de perda por dessecacdo: O valor da perda por dessecacdo é
indicativo do teor de material volatil presente na droga vegetal, sob o ponto de vista
tecnoldgico e de producgdo, € importante conhecer quantitativamente o contetdo de agua
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presente na matéria-prima vegetal, para que este valor seja considerado nos calculos de
rendimento (OLIVEIRA et al., 2001). Este teste pode fornecer dados relacionados com o
rendimento da extracdo, ja que a secagem influencia no estado de integridade das estruturas

celulares, expondo-as mais ou menos ao contato com solventes.

- Doseamento de constituintes quimicos das amostras vegetais: A espectrometria
de absorcdo no ultravioleta tem sido empregado com sucesso na determinacdo de fendis em
extratos de plantas medicinais. Por outro lado, a cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) tem sido utilizado para a determinacdo de fendis totais e metilxantinas em solugdes
extrativas (CARLSON e THOMPSON, 1998; SOMBRA et al., 2005; PEREZ, 2009).
Recentemente, Souza e colaboradores (2010) atestaram a utilizacdo de HPLC na separacao,
identificacdo e quantificacdo dos compostos presentes em extratos vegetais, sendo mais

eficiente que os outros métodos largamente utilizados como a espectrofotometria.

2.3. Familia Myrtaceae

Myrtaceae constitui uma das mais importantes familias de Angiospermas no
Brasil (LANDRUM e KAWASAKI, 1997). No mundo todo, a familia Myrtaceae compreende
aproximadamente 130 géneros com cerca de 4.000 espécies e configura-se como a maior
familia da ordem Myrtales (SOUZA, 2005). Entre arvores e arbustos apresenta uma ampla
distribuicdo, predominando em regides tropicais e subtropicais (MARCHIORI e SOBRAL,
1997). Estima-se que somente no Brasil ocorram mais de 1.000 espécies (WILSON, 2005).

As mirtaceas sao plantas lenhosas, com folhas inteiras de disposicdo alterna ou
oposta e, as vezes, oposta cruzada com estipulas muito pequenas ou ausentes (JOLY, 1975).
Possuem folhas peninérveas, geralmente apresentando nervura marginal. Cavidades oleiferas
aparecem nas folhas e flores. Frutos e sementes, na forma de pequenos pontos translicidos
(DONATINI, 2003). O perfil quimico da familia Myrtaceae caracteriza-se pela presenca de
taninos, flavonoides, monoterpenos e sesquiterpenos, triterpenoides, derivados do

floroglucinol, cromenos, estilbendides e outros (MAGINA, 2008).

Plantas pertencentes a essa familia sdo comumente utilizadas na medicina popular

como agentes antimicrobianos, anti-inflamatorios, em distarbios gastrointestinais, estados
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hemorréagicos, doencas infecciosas. Como exemplo, dentre uma diversidade de espécies
medicinais, o ché de Psidium guajava L, cujos frutos e principalmente as folhas séo ricos em
taninos, € muito difundido no meio popular como antidiarréico (CRUZ, 1982). A espécie
Eucalyptus globosus € utilizada no combate de estados infecciosos e inflamatorios,
principalmente em inflamacgdes das vias respiratorias. De acordo com Cruz e Kaplan (2004),

os farmacdgenos mais utilizados para essa familia sdo as folhas e cascas.

No Brasil, todos os representantes nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae, a
qual € constituida de apenas uma tribo, Myrtae, formando um grupo filogeneticamente coeso
(WILSON et al., 2001). A subfamilia Myrtoideae retne cerca de 70 géneros, de dispersdo na
Ameérica tropical e subtropical (DONATINI, 2003). Dentre 0s géneros pertencentes a essa
subfamilia, os géneros Eugenia, Myrcia, Psidium e Syzygium sdo amplamente conhecidos por

suas propriedades medicinais e/ou alimenticias.

O género Eugenia encontra-se bem representado nas diversas formacdes
vegetacionais do Brasil, ndo apenas quanto a riqueza especifica, mas também quanto a
abundancia e frequéncia de suas espécies (RODRIGUES e NAVE 2000; ARANTES e
MONTEIRO 2002). Muitas dessas espécies sdo ricas em Gleos essenciais e taninos, e sdo
frequentemente utilizadas pela populacdo (NEVES e DONATO 1989; LUNARDI et al.,
2001). S&o fornecedoras de frutos comestiveis, como os exemplares E. involucrata DC., E.
pyriformis Cambess, E. neosilvestres Sobral, E. uniflora L., entre outras (LORENZI 1998;
MARCHIORI e SOBRAL, 1997). Apresentam também propriedades medicinais, como E.
jambolana, com efeito hipoglicémico relatado em ensaios por infusdo e decoccdo (RAVI et
al., 2004a) e Eugenia uniflora L. rica em com compostos fenolicos com a¢des antioxidante e
antirreumatica (AURICCHIO e BACCHI, 2003).

2.3.1. Eugenia punicifolia

A espécie em estudo apresenta caracteristicas marcantes da familia Myrtaceae
(Figura 1), como as estruturas laminares da folha, flores e frutos, que sdo densamente
pontuados com glandulas taniferas, contendo 6leos essenciais volateis, e visiveis contra a luz
(BARROSO, 1984). E. punicifolia € uma planta heliéfila de ambiente aberto, presente em
solo arenoso de terra firme, com boa drenagem. E tolerante a sombra, ocorrendo nas margens

de matas secundarias. Assim como outras mirtaceas, E. punicifolia é conhecida pelo nome
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popular pedra-ume-caa, cujas folhas sdo muito utilizadas no tratamento da diabetes e
inflamagdes (SARRAZIN, 2005).

Distribui-se por quase todo o Brasil, Paraguai e Venezuela e encontra-se em
abundancia em regides de savanas e ambientes abertos, com solos arenosos e bem drenados.
Apresenta crescimento clonal com a presenca de 10 a 50 ramos saindo de uma mesma ligagédo
vegetativa (SILVA et al., 2007). Sua floragcdo ocorre de junho a marco e frutificacdo durante
quase todo ano (SOUZA e MORIM, 2008).

As flores sdo hermafroditas e encontram-se dispostas em inflorescéncias
paniculadas axilares. Os frutos sdo bagas, pequenas, globosas irregulares e carnosas, e
coloracdo roxo-enegrecido quando estd maduro (SOUZA e LORENZI, 2008). As folhas sédo
elipticas ou obovadas, com 4&pice curto obtuso-acuminado, base cuneada ou aguda, e
pontuacBes ndo visiveis a olho nu (JORGE et al., 2000). Ocorre a presenca de nervura
primaéria Unica, mediana, fina para o apice e espessa na base, sulcada na face adaxial e saliente

na abaxial, e nervuras secundarias alternas e opostas (ALVAREZ et al., 2006).

Figura 1: Espécie vegetal, Eugenia punicifdlia, coletada no final do periodo reprodutivo, evidenciado
pela presenca de frutos verdes e maduros (Fonte: Nayana Yared, 2013).

2.3.2. Propriedades quimicas e medicinais de Eugenia punicifolia

7

Na regido Norte do Brasil, a espécie vegetal E. punicifolia é amplamente
empregada, ainda que de forma empirica, para o tratamento de disturbios hiperglicémicos,
como o diabetes mellitus, inflamacGes, febre, resfriado, males do figado (VIEIRA e
MARTINS, 2000). E um arbusto largamente distribuido em toda a Amazonia e sua aplicacio
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popular menciona o uso de suas folhas frescas em decoccdo ou infusbes (GRANGEIRO et al.,
2006).

Em trabalho realizado, com animais, por Grangeiro e colaboradores (2006), o
tratamento com extrato aquoso de E. punicifolia resultou na recuperacdo da acdo de
antagonistas nicotinicos na placa terminal motora. Brunetti e colaboradores (2006)
confirmaram o potencial do extrato metandlico da planta no tratamento de animais diabéticos
induzidos por estreptozotocina. Em outro estudo, os extratos dessa especie promoveram a
diminuicdo da producdo de mediadores inflamatorios e contribuiram para a regeneracéo

muscular em um modelo animal de distrofia (LEITE et al., 2010).

Em trabalho mais recente realizado por Galeno e colaboradores (2013), foi
comprovado que o extrato aquoso das folhas de E. punicifolia foi ativo, em modelo in vitro,
na inibicdo da atividade de enzimas envolvidas no desenvolvimento da sindrome metabdlica,
além de atuar como potente antioxidante no sequestro de radicais livres e citotoxicidade em
linhagens celulares neoplasicas e baixa citotoxicidade em células normais. Os autores
associam os resultados encontrados a elevada presenca de compostos fendlicos como o0s

flavonoides e taninos encontrados no extrato.

Maia e colaboradores (1997) identificaram o sesquiterpeno B-cariofileno como
constituinte principal dos Oleos essenciais de E. punicifolia em amostra coletada de duas
regides proximas a Manaus. Em outro estudo realizado com a mesma espécie, porém em duas
localidades diferentes de Pernambuco, a composi¢do quimica mostrou-se similar, no entanto,
0 monoterpeno linalol foi o constituinte predominate (OLIVEIRA et al., 2005). De acordo
com Veiga Junior e Pinto (2000) a presenga do B-Cariofileno, fitoconstituinte majoritario nas
amostras de E. punicifolia coletadas na Amaz6nia, esta relacionada a atividades

farmacoldgicas importantes, como atividades anti-inflamatdria e anticancer.

Rocha e colaboradores (2011), ao avaliarem o extrato de E. punicifolia,
identificaram a presenca de elevadas concentracGes de compostos fendlicos totais (entre eles,
flavonoides e monoterpenos) e baixos teores de taninos condensados, atribuindo a presenca
do constituinte majoritario (flavonoides), as atividades farmacoldgicas para as quais a infusdo

da planta é aplicada.

Os flavonoides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e

diversificados entre os produtos de origem natural. O emprego terapéutico de plantas
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contendo flavonoides é vasto e, em muitos casos, ainda empirico (SIMOES, et al., 2007).
Atividade antiviral (PERRY e FOSTER, 1994), antitumoral (FORMICA e REGELSO, 1995),
antioxidante (OKAMURA et al.,1994) e anti-inflamatéria (HEIM et al., 2002) sdo algumas

das atividades farmacoldgicas atribuidas aos flavonoides.

Em relacdo a disposicéo cinética dos flavonoides, estudos realizados por Oliveira,
Dias e Camara (2005) e Saito e colaboradores (2011) confirmaram que flavonoides e
monoterpenos, além de outros compostos fendlicos derivados de plantas s&o
reconhecidamente inibidores ou indutores da atividade enzimética de CYP3A4, enzima
responsavel pelo metabolismo de diversos farmacos (Tabela 1). Assim, a elucidacdo do
metabolismo de flavonoides é ponto primordial para assegurar que seu uso com farmacos seja

feito com seguranca e eficacia.

CYP3A4

Substratos

Antiarritmicos
Anti-histaminicos
Antirretrovirais
Inibidores de calcio

Benzodiazepinicos

Estatinas

Esteroides enddgenos
Imunossupressores
Macrolideos

Outros psicofarmacos
Opiéaceos

Outros

Quinidina, lidocaina, propafenona
Clorfeniramina, loratadina, terfenadina
Indinavir, ritonavir, nelfinavir, saquinavir

Nifedipina, amilodipina, felodipina, diltiazem,
verapamil
Diazepam, alprazolam, midazolam, buspirona,
zolpidem

Atorvastatina, lovastatina

Hidrocortisona, progesterona, testosterona
Ciclosporina, tacrolimo, sirolimo

Eritromicina, claritromicina

Haloperidol, pimozida, trazodona, nefazodona
Codeina, dextrometorfano, metadona alfentanilo,
fentanilo

Cafeina, ergotamina, dapsona, finasterida,
pioglitazona, repaglinida, sildenafila, ondansetrona,
irinotecano, vinscristina, cisaprida

Tabela 1: Classes de medicamentos metabolizados pela citocromo P450 3A4 (Adaptado de
Serra, 2006).

2.4. Familia Sapindaceae

A Familia Sapindaceae possui aproximadamente 1.800 espécies, divididas em 136
géneros, que se distribuem predominantemente nas regides tropicais e subtropicais, com

alguns géneros nas regides temperadas (BUERKI et al. 2009). Essa familia possui disposi¢cdo
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varidvel que abrange arvores, arbustos e trepadeiras com gavinhas. Um foliolo distal
rudimentar, geralmente presente nas arvores e arbustos, e um disco nectarifero, em geral extra

estaminal, facilitam o reconhecimento dos membros da familia.

De acordo com a classificacdo de Radlkofer (1892-1900, 1931-1934), as
sapindaceas subdividem-se em duas subfamilias, Sapindoideae e Dodonaeoideae, e 14 tribos,
entre elas a tribo Paullineae (HARRIGTON et al., 2005). No Brasil sdo registrados 25 géneros
e 411 especies, das quais 218 ocorrem na Floresta Amazonica e 188 na Floresta Atlantica
(SOMNER et al., 2012). Entre os géneros que compdem a tribo Paullineae, destacam-se 0s
géneros Cadiospermum, Houssayanthus, Lophostigma, Serjania, Urvillea e Paullinia. Sendo
Serjania e Paullinia os maiores géneros da familia, os quais apresentam 226 e 200 espécies,
respectivamente (BUERKI et al., 2009).

As espécies de Paullinia sdo trepadeiras lenhosas com latex e com gavinhas na
base da inflorescéncia ou estdo ausentes quando ha caulifloria. As folhas sdo alternas,
trifolioladas, pinadas, bipinadas e biternadas, com estipulas geralmente estdo presentes. As
inflorescéncias sdo em tirso axilar e as flores sdo zigomorfas e unissexuais. As espécies
possuem frutos do tipo capsula sepitifraga e polens isopolares e triporados. As sementes sdo
globosas, oblongas ou elipsoides com arilo branco (ACEVEDO-RODRIGUEZ, 1998).

No Brasil, ocorrem 97 espécies do género Paullinia, as quais se distribuem
principalmente em ambientes florestais. Os dois dominios brasileiros com maior diversidade
de espécies sdo a Amazbnia, com 72, e a Floresta Atlantica, com 26 (ACEVEDO-
RODRIGUEZ, 1993; SOMNER et al., 2012). As espécies pertencentes a este género, além de
serem um importante componente ecoldgico para a Amazbnia, possuem grande valor

econdmico, devido sua grande utilizacdo na fabricacdo de bebidas, como a espécie P. cupana.

2.4.1. Paullinia cupana

Paullinia cupana (Figura 2), conhecida popularmente por guarana, é uma espécie
monoica, alogama e sua polinizacdo é realizada por abelhas, principalmente, as do género
Melipona e Apis (FUJII et al., 2009). Entretanto, como caracteristica da espécie, as
inflorescéncias terminais sdo compostas de flores masculinas e femininas, assim, numa
mesma planta, pode ocorrer também a autofecundacdo (ESCOBAR et al., 1984). As

inflorescéncias comecam a se expandir no periodo menos chuvoso, sinalizando a época de
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floracdo. Os frutos do guarana apresentam coloracdo vermelha, com caracteristicas
capsulares, contendo de uma a trés sementes (ERICKSON et al., 1984).

Trata-se de uma espécie perene, de crescimento inicial lento. Em seu estado
natural, cresce como uma liana até atingir o extrato superior da floresta, porém quando
cultivada em campo aberto, tem a forma de arbusto subereto com aproximadamente 3,0
metros de altura (CAVALCANTE, 1976). E cultivada principalmente no municipio de Maués
— Amazonas e na Bahia, com producédo anual de 3.510 toneladas de semente (IBGE, 2012).

Figura 2: Espécie vegetal, Paullinia cupana, coletada no final do periodo reprodutivo, evidenciado pela presenca
de frutos maduros (Fonte: Nayana Yared, 2013).

E uma espécie nativa da Amazonia brasileira e venezuelana e das Guianas
(SIMOES, 2007). Possui sementes ricas em constituintes como a cafeina, responsaveis pelas
propriedades refrescante, estimulante e medicinal, atribuidas a esta planta (BECK, 1991).
Devido a presenca desses estimulantes naturais em sua composicao, as sementes do guarana

sdo de grande interesse para a industria de bebidas carbonatadas (KURI, 2008).

2.4.2. Propriedades quimicas e medicinais de Paullinia cupana

O pé do guarana é amplamente utilizado em todo o territério nacional, fator que
impulsiona o desenvolvimento de diversas pesquisas quanto as propriedades medicinais desta
espécie. Nas Ultimas trés décadas, muitas pesquisas foram desenvolvidas nessa linha e, dentre
as atividades comprovadas, destacam-se a inibi¢do da agregacdo plaquetaria in vitro e in vivo

(BYDLOWSKI et al., 1988), reversao parcial dos efeitos amnésicos e aumento da capacidade
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fisica in vivo (ESPINOLA et al., 1997), além da acdo protetora contra lesdo gastrica induzida
in vivo por etanol e indometacina (CAMPOS et al., 2003).

Muito ja se conhece sobre os constituintes fitoquimicos da P. cupana, a atividade
antioxidante, por exemplo, esta associada as elevadas concentracdes de compostos fenolicos
como 0s taninos, e a atividade anti-inflamatdria a presenca de saponinas. A teobromina e a
teofilina, presente nas sementes do guarana, podem estar relacionadas as atividades
imunomodulatéria e anti-inflamatoria, efeito broncoprotetor, melhora da circula¢do sanguinea

e retardo no envelhecimento precoce (KUSKOSKI et al., 2005).

Fukumasu e colaboradores (2008) testaram o p6 do guarand no tratamento de
animais com células de melanoma, o qual reduziu de 68,6% da area tumoral e aumentou de
4,85 vezes o indice apoptdtico. O pd do guaranad apresentou potencial efeito na atividade
antigenotdxica in vivo (FUKUMASU et al.,, 2006) antibacteriana e antioxidante in vitro
(BASILE et al., 2005). De acordo com Yamaguti-Sasaki e colaboradores (2007) as
propriedades farmacoldgicas encontradas estdo relacionadas principalmente as metilxantinas

presentes nas sementes do guarana.

Metilxantinas sdo constituintes quimicos importantes de varias bebidas
alimenticias ou estimulantes ndo alcodlicos como café, chocolate e guarand. As mais
abundantes sdo a cafeina, a teofilina e a teobromina. O percentual de cafeina, substancia
psicoativa presente nas sementes do guarand, varia de 3,2 a 7%, sendo cerca de 6 vezes
superior ao encontrado nas sementes do café (PAGLIARUSSI et al., 2002). Em ratos,
mostrou-se um potente indutor da atividade do CYP1A (SOHN et al., 1994).

Tendo em vista ampla utilizacdo da espécie Paullinia cupana e sua relacdo com a
atividade enzimatica o0 CYP1A2, é de grande relevancia o conhecimento de possiveis
interagBes com essa importante enzima envolvida no metabolismo de diversos farmacos
(Tabela 2).

CYP 1A2
Antidepressivos Amitriptilina, clomipramina, imipramina,
desipramina, fluvoxamina
Metilxantinas Teofilina, cafeina
Substratos = Antipsicoticos Clozapina, olanzapina, haloperidol
Neurofarmacos Ondasterona, riluzol, tacrina, zolmitriptana
Cardiovasculares Mexiletina, verapamil, propanolol, R-varfarina
Analgésicos Naproxeno, paracetamol
Outros Ciclobenzaprina, estradiol, ropivacaina

Tabela 2: Classes de medicamentos metabolizados pela citocromo P450 1A2 (Adaptado de Serra, 2006).
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2.5. Sistema Citocromo P450

O sistema citocromo P450 é um complexo enziméatico constituido por uma
superfamilia de hemoproteinas (os citocromos P450), por uma flavoproteina dependente de
NADPH (a NADPH-oxidorecutase do citocromo P450) e ainda pelo citocromo bs e sua
respectiva redutase dependente de NADH (NADH-redutase do citocromo bs), e responsaveis
pelo metabolismo de um grande nimero de substratos enddgenos (esteroides, acidos biliares,
acidos graxos, prostaglandinas, leucotrienos, retindides e outros) e exdgenos (drogas, toxinas,
produtos naturais de plantas e outros) em animais e humanos (NELSON et al., 1996;
PARKINSON, 2008).

Os CYP’s foram identificadas em 1954, por Williams e Klingenberg, em
microssomas de ratos e porcos, como um pigmento com caracteristicas espectrofotométricas
especificas (NEBERT et al., 1987). Posteriormente, foram denominadas de citocromo P450,
por Omura e Sato (1964), devido ao complexo formado com o mondxido de carbono e por

apresentarem um pico de absorcéo espectrofotométrica no comprimento de onda 450 nm.

Os CYPs sdo hemoproteinas cujo grupo heme encontra-se primeiramente no
estado férrico (Fe**), sendo reduzido ao estado ferroso (Fe**) apés inicio de seu ciclo
catalitico (Figura 3). A reducdo ocorre ap6s a ligacdo com um substrato (xenobidtico), pela
doacdo de um elétron do NADPH por meio da NADPH-redutase. A reducéo grupo heme para
ion ferroso permite a fixacdo do oxigénio molecular facilitando a transferéncia de um segundo
elétron. O recebimento deste segundo elétron, proveniente do NADPH ou citocromo b5, leva
a ativacdo do oxigénio molecular, o qual se cliva permitindo assim que um atomo de oxigénio
seja inserido no substrato, e 0 outro se combine com protons e dois elétrons para formar dgua
(RANG et al., 2004).
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Ciclo catalitico do Citocromo P450
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Figura 3: Ciclo catalitico do Citocromo P450. (Adaptado de Rang et al., 2004).

Com a liberacdo do xenobiotico oxidado, o CYP retorna ao seu estado inicial
(Fe*"), e a insercdo do atomo, proveniente do oxigénio molecular (monoxigenagdo) na
molécula do xenobidtico, permite que o composto se torne mais hidrossolivel e, assim,
facilite sua excrecdo. O processo de transferéncia de elétrons s6 pode ocorrer caso haja a
ligagdo com o substrato, uma vez que o potencial de reducdo € termodinamicamente
desfavoravel em outras condi¢cGes (PARKINSON, 2008).

As pesquisas permitiram a identificacdo de pelo menos, 2.400 formas de enzimas
CYP que se encontram distribuidas por cerca de 781 familias, incluindo animais (110
familias), plantas (95 familias), fungos (310 familias), protistas (61 familias) e bactérias (205
familias). Em humanos, atualmente, s&o conhecidas 10 familias do CYP, sendo restritas as
familias CYP1, CYP2 e CYP3 o envolvimento no processo de metabolismo de farmacos
(Figura 4), sendo as isoenzimas 1A1, 1A2, 2C9, 2C19, 2D6, e 3A4/5 reconhecidamente as
mais importantes, correspondendo a, aproximadamente, 75% de toda a fase | do metabolismo
de farmacos (JOHANSSON e INGELMAN-SUNDBERG, 2011).
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Familias de CYP450 envolvidos no metabolismo de farmacos

2F1 2G1P 2T2P 2AB1P
2E1
I e - o

Figura 4: Esquema representando as principais familias do citocromo P450 no metabolismo de
farmacos (Adaptado de Donato, 2004).

Devido a grande variedade de isoformas destas enzimas, um sistema de
nomenclatura foi desenvolvido para CYP, onde suas isoenzimas sdo reunidas em subgrupos
tendo em vista as semelhangas nas sequéncias de aminoécidos (Figura 5). Assim, para indicar
um gene citocromo P450 é primeiramente incluido prefixo “CYP”, o qual designa o
citocromo 450. Em seguida, as isoenzimas CYP dentro da mesma familia, partilhando entre si
mais de 40% de identidade na sequéncia de aminoacidos, sdo designadas por um numeral
arabico. As familias sdo depois divididas em subfamilias, as quais partilham mais de 55% de
identidade na sua sequéncia de aminoacidos e sdo representadas por uma mesma letra.
Finalmente, um ndmero apo6s a letra denota cada isoenzima individual (GUENGERICH,
2008).
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Figura 5: Esquema representando a classificacdo das enzimas do citocromo P450.
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Foi somente em 1965, que Cooper e colaboradores demonstraram a funcao
enzimatica dos CYPs e a sua importancia no metabolismo de xenobidticos, principalmente na
fase I, a qual € caracterizada pela modificacdo conformacional do composto, de forma a
introduzir um grupo funcional nas moléculas do mesmo e transformar os componentes
quimicos hidrofébicos em intermediarios mais hidrofilicos e mais adaptados para sofrerem

modificagOes na fase Il e, finalmente, serem eliminados do organismo.

Os CYP’s sdo as enzimas mais frequentemente envolvidas no metabolismo de
xenobioticos. Portanto, devido a essa ampla variedade de farmacos submetidos ao
metabolismo oxidativo mediado por CYP, é relatado na literatura um grande nimero de
interacdes medicamentosas com significancia clinica durante terapia com multiplos farmacos
(ESTABROOK, COOPER, e ROSENTHAL, 1993).

2.6. Estudos Farmacocinéticos

A farmacocinética pode ser compreendida como o estudo da variacdo da
concentracdo de um farmaco no organismo em fungdo do tempo, envolvendo os processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo, os quais determinam o destino desse farmaco
no organismo (SCHELLACK, 2005). Os parametros farmacocinéticos podem ser definidos
como constantes bioldgicas ou relacdes de proporcionalidade obtidas por meio da aplicacdo
de um modelo farmacocinético na interpretacdo da trajetoria de uma substancia no organismo
(AMORE, 2010).

Assim, por meio de modelos matematicos, os quais simulam a disposicéo cinética
do farmaco em um organismo vivo, € possivel determinar os parametros farmacocinéticos e a
compreensdo dos mecanismos bioldgicos subjacentes envolvidos nestes processos (TOZER e
ROWLAND, 2009). Os principais parametros analisados em um estudo farmacocinético séo a
area sob a curva de concentracdo plasmatica versus tempo, volume aparente de distribuicéo,

clearance e meia-vida de eliminacdo (STORPIRTS et al., 2011).

A area sob a curva de concentracdo plasmatica versus tempo (ASC) representa a
quantidade total do farmaco absorvido. E considerado o mais importante pardmetro para

avaliar a quantidade de farmaco biodisponivel, sendo expresso em quantidade/volume versus
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tempo (mg/mL versus h) (ANVISA, 2002). Matematicamente, é obtida através da regra dos
trapezoides, onde os valores da base correspondem aos intervalos de tempo e os valores das
alturas correspondem as respectivas concentracdes obtidas, conforme verificado abaixo
(CHOW e LIU, 2000):

base x (altura menor + altura maior)

ASC =
2

Na prética, a ASC € calculada pelo método dos trapezdides, do tempo zero ao
tempo t (ASCy.), onde t & o tempo relativo a ultima concentragdo do farmaco determinada
experimentalmente (acima do limite de quantificacdo). No entanto, é necessario também
calcular a area sob a curva extrapolada ao tempo infinito (ASCo..) @ qual é obtida conforme a
equacéo abaixo (EVANS, 2004):

Ct
ASCO_OO =ASC O—t+ K_el

Onde, Ct é a tltima concentracdo do farmaco determinada experimentalmente (acima do

limite de quantificacdo) e Kel é a constante de velocidade de eliminacéo da fase terminal.

A Constante de Eliminacdo (Kel) representa a fracdo de farmaco eliminada por
unidade de tempo, sendo esta, uma grandeza inversamente proporcional a meia vida
plasmatica de um farmaco (HARDMAN, LIMBIRD e GILMAN, 2003). Onde,

0,693

Kel = >
“T

Na préatica, Kel é a constante de velocidade de eliminagdo do farmaco, sendo
calculada para cada individuo como o coeficiente de inclinacdo da reta de regressdo ajustada
nos ultimos valores de concentracdo transformados em logl0, multiplicado por -2,303
(EVANS, 2004).

O Clearance (Cl) é um termo usado universalmente para indicar a remocao
completa de determinada substancia de um volume especifico de sangue na unidade de tempo.
E obtida pelo produto do volume aparente de distribuicdo da taxa de eliminacdo (ANVISA,
2002). Onde,

Cl = Vd x Kel
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Na prética, o valor de Cl sera calculado com a seguinte formula (EVANS, 2004):

_ dose
" ASC o_ o

Cl

O Volume de Distribuicdo (Vd) é um volume hipotético de liquido necessario
para conter a quantidade total de farmaco no organismo na mesma concentracdo presente no
plasma. Apesar do volume de distribuicdo ndo ter sentido fisioldgico ou fisico, é util para
descrever a relacdo entre a quantidade do farmaco no organismo inteiro e a quantidade
existente no plasma (ANVISA, 2002). Onde,

Quantidade do farmaco no organismo

Concentragio plasmatica

Na pratica, o valor do Vd é obtido de acordo com a equacdo abaixo (EVANS,

2004):

Cl

Vd = —
Kel

A Meia-vida (Ty;) indica o tempo em que uma grandeza considerada reduz a
metade de seu valor, ou seja, 0 tempo gasto para que a concentracdo plasmatica ou a
quantidade original de um farmaco se reduza a metade. Este parametro farmacocinético
possibilita uma estimativa da rapidez com que o processo ocorre, originando dados
importantes para a interpretacdo dos efeitos terapéuticos ou toxicos dos farmacos e duracdo do
efeito farmacoldgico (EVANS, 2004). E obtido de acordo com a equag&o:

0,693

tle =
& Kel

O metabolismo, etapa farmacocinética avaliada neste estudo, é definido como um
processo de transformacdes biologicas desencadeadas principalmente por enzimas, 0s quais
resultam na alteracdo do composto, tornando-o benefico, prejudicial ou simplesmente
ineficiente ao organismo. E nessa etapa que ocorre mais, frequentemente, as interacdes
farmacocinéticas e, que por sua vez promovem, muitas vezes, influéncia significativa sobre a
terapéutica medicamentosa (GUENGERICH, 2008).
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2.7. InteracOes Medicamentosas

Uma interacdo medicamentosa pode ser definida como a influéncia de um
farmaco, pela administracdo simultanea ou anterior, sobre outra substancia, entre elas, outro
farmaco, drogas de abuso ou até mesmo alimentos. Ou seja, quando um medicamento é
administrado isoladamente, produz uma resposta farmacoldgica esperada, porém, quando
associado a outras substancias ocorre um efeito diferente do esperado, com potencializacao de
seu efeito ou sua ineficacia (STOCKLEY, 2004).

Essas interacbes podem, entdo, apresentar efeitos benéficos para o organismo,
guando utilizadas para aumentar os efeitos terapéuticos, como a associacdo de diuréticos a
anti-hipertensivos, ou reduzir a toxicidade, como quando um farmaco poupador de potéassio
corrige a hipopotassemia induzida por tiazidas. Podem, também, apresentar efeitos nocivos,
guando ocorre a potencializacdo de um medicamento que apresente baixo indice terapéutico,
como a varfarina, bem como quando o medicamento tem seus efeitos diminuidos ou
eliminados (SUCAR, 2007).

Nem sempre o efeito de uma interacdo medicamentosa pode ser detectado
facilmente e cada paciente pode reagir diferentemente. Também € preciso considerar 0s
fatores que podem interferir na farmacocinética dos medicamentos, considerando o estado
nutricional do paciente, patologias associadas e as caracteristicas genéticas do individuo.
Alguns estdo mais propensos a evidenciar interagcdes, como o0s idosos, 0s insuficientes renais,
hepaticos, cardiacos e respiratorios, com hipotireoidismo, diabetes e outros. Adicionalmente,
a politerapia € um dos principais fatores relacionados as interagdes medicamentosas

atualmente, sendo a auto-medicacdo, também, um fator importante (BRASIL, 2012).

As interacOes farmacoldgicas podem ocorrer durante o preparo do medicamento;
no momento da absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo ou na ligacdo ao receptor
farmacoldgico, alterando o efeito esperado, qualitativa ou quantitativamente. Dessa forma, 0s
mecanismos envolvidos no processo interativo podem ser classificados em: Interagdes fisico-
quimicas e as Interacbes terapéuticas, enquanto que as terapéuticas podem ser

farmacocinéticas ou farmacodindmicas (RANG et al., 2004).

As interagdes fisico-quimicas ocorrem pela incompatibilidade de medicamentos,

fora do organismo. Antes de ser administradas ao paciente, em situacfes que precisam ser
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misturadas em infusdo intravenosa, frascos ou seringas. Por se tratar de farmacos diferentes, é
possivel a ocorréncia de numerosas incompatibilidades, resultado de reacBes que podem
ocasionar a inativacdo dos farmacos em questdo. Um exemplo € a precipitacdo da anfotericina

B quando colocada em solucao fisiologica (BRASIL, 2012).

As interacdes terapéuticas ocorrem dentro do organismo, apés a administracéo do
medicamento. As farmacocinéticas produzem alteracbes nos processos de absorcdo e
disposicdo do farmaco no organismo, gerando perfis de concentracdo plasmatica do farmaco
alterados e resultando efeitos farmacoldgicos ampliados ou reduzidos. Por outro lado, as
farmacodindmicas causam modificacdo do efeito bioguimico ou fisiologico do medicamento,
levando a ampliacdo ou reducdo do efeito esperado do farmaco devido ao sinergismo (como
ocorre com a acdo analgésica de acido acetilsalicilico e codeina) ou antagonismo
(antitussigeno com um xarope expectorante) (SUCAR, 2007).

2.8. Interagdo farmaco-produto natural

As interacBes entre farmacos e produtos naturais, responsaveis por induzir
alteracOes na resposta farmacoldgica ou toxicoldgica do farmaco, podem ser classificadas em
dois grupos: interacfes farmacodindmicas, as quais levam a ampliacdo ou reducdo do efeito
esperado do farmaco devido ao sinergismo ou antagonismo, respectivamente; e interaces
farmacocinéticas, as quais produzem alteracdes nos processos de absorcdo e disposicdo do
farmaco no organismo, gerando perfis de concentracdo plasmaética do farmaco alterados e

resultando efeitos farmacol6gicos ampliados ou reduzidos (1Z2ZO e ERNST, 2001).

Clinicamente, interacbes medicamentosas associadas com indugdo ou inibigédo
enzimatica, principalmente enzimas do CYP, tém sido um dos fatores mais importantes na
causa de reacdes adversas em humanos (GUENGERICH, 2006). O risco de causar alteraces
na resposta farmacoldgica de uma associacdo de produtos de origem vegetal com farmacos
pode ocorrer desde uma simples utilizacdo de um cha até a administracdo de medicamentos

fitoterapicos.
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2.8.1. Inducéo Enzimética

A inducdo enzimatica ocorre devido ao aumento da expressdo de enzimas
envolvidas no metabolismo de substancias quimicas, levando a uma maior eliminacgéo e,
consequentemente, uma menor atividade farmacoldgica de uma gama de farmacos tende
diminuir, uma vez que estes substratos passam a ser eliminados mais rapidamente do
organismo (MARTIGNONI, GROOTHUIS e KANTER, 2006).

Existem casos em que a inducdo enzimatica causada por um determinado farmaco
pode também causar a toxicidade de um segundo farmaco, isso ocorre quando os seus efeitos
toxicos sdo mediados por um metabolito ativo, como é o caso do paracetamol, que pode
causar maior risco de lesdo hepéatica em paciente cujo CYP tenha sido induzido, por exemplo,
por uso cronico de alcool (RANG et al., 2004).

O principal mecanismo de indugdo das enzimas CYP consiste em aumento da
expressao da enzima por meio do aumento da transcricdo e traducdo ou diminuicdo de sua
degradacdo. Os receptores de xenobidticos funcionam de modo semelhante aos receptores de
hormdnios nucleares: a ligagdo de um composto xenobidtico ativa o receptor, permitindo sua
translocacdo para o ndcleo e ligacdo aos promotores de varias enzimas de metabolismo
(WILKINSON, 2005).

A inducdo de CYP tem multiplas consequéncias. Entre elas, o farmaco pode
aumentar o seu proprio metabolismo, como no caso da carbamazepina, um agente
antiepiléptico, o qual além de induzir CYP 3A4, também é metabolizado por essa enzima,
resultando em um farmaco que acelera o préprio metabolismo. Um farmaco pode, também,
aumentar o metabolismo de outro farmaco quando coadministrado, como é o caso de um
farmaco metabolizado pelo CYP 3A4 ao ser coadministrado com a carbamazepina. Essa
associacdo pode ser problematica, visto que o aumento da atividade de CYP pode reduzir as
concentracfes de um dos farmacos, resultando em doses abaixo do nivel terapéutico, mesmo

quando forem administradas doses convencionais desses agentes (GUENGERICH, 2003).
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2.8.2. Inibicdo Enzimética

Uma inibicdo enzimatica consiste na reducdo do metabolismo de um determinado
farmaco metabolizado pela enzima inibida. Como resultado, os niveis do farmaco podem
alcancar concentracOes toxicas, e prolongar a presenca do farmaco ativo no organismo. O
mecanismo de inibicdo do CYP pode ser dividido em trés categorias: inibigdo reversivel ou

competitiva, inibicdo ndo-competitiva e inibicdo irreversivel (RANG et al., 2004).

De acordo com Halpert (1995), inibigdo reversivel é provavelmente 0 mecanismo
mais comum responsavel pelas interacdes medicamentosas e resulta da competicdo pelo sitio
ativo da enzima, promovendo a diminuicdo da atividade enzimatica por meio de interacdes
reversiveis. O cetoconazol e a cimetidina, compostos cujo principio ativo é o alcaloide
aromatico heterociclico imidazol, inibem o CYP. No entanto, devido a baixa solubilidade e
menor afinidade pelo CYP microssdmico da cimetidina, a inibicdo € reversivel. No entanto, o

cetoconazol por ter alta solubilidade é um potente inibidor do CYP (LIN e LU, 1998).

As quinolinas consistem em outra classe de heterociclicos que também
apresentam uma potente inibicdo do CYP. As elipticinas sdo exemplos desta classe - um
grupo de agentes antileucémicos (inibem a sintese do DNA e RNA) com propriedades
imunossupressoras, isolados primariamente da Ochrosia elliptica, a qual apresenta o grupo
quinolina em sua estrutura, responsavel pela interacdo com do CYP. A elipticina e seu
derivado 9-hidroxi-elipticina tém sido usados com sucesso como inibidores da CYP1Al e
CYP1A2 (LESCA et al., 1995).

Segundo Nelson e Cox (2010) o inibidor ndo-competitivo se liga diretamente ao
complexo enzima-substrato, mas ndo a enzima livre. Dessa forma, o inibidor ndo precisa se
assemelhar ao substrato, mas pode provocar uma distorcdo do sitio ativo da enzima, fazendo
com que a mesma seja inativa na forma catalitica. Um grande nimero de farmacos, incluindo
metilenedioxibenzenos, alquilaminas, antibiéticos macrolideos e hidrazinas, sofre ativacdo
metabolica pelo CYP para formar metabdlitos inibitorios. Estes metabolitos podem formar
complexos estaveis com o CYP, chamado complexo metabolico intermediario, de forma que
o CYP fique em um estado inativo funcionalmente (estas substancias sdo chamadas de
substratos suicidas). Nesse caso, a formacdo do complexo pode ser revertida e a funcao

catalitica do CYP pode ser restaurada.
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Um exemplo de inibicdo ndo competitiva compreende os derivados de
troleandomicina e a eritromicina, antibioticos macrolideos bastante estudados na inibicéo
seletiva de CYP. Estes agentes possuem em sua estrutura uma amina terciaria que, depois de
passar por varias etapas de biotransformacdo mediadas pelo CYP, produz um metabdlito
nitroso que ao se ligar com o CYP leva a formagdo de um complexo metabdlico
intermediério, caracterizando, assim, uma inibi¢do nao competitiva (LIN e LU, 1998).

Os inibidores irreversiveis se ligam a enzima de maneira tdo forte que bloqueiam
permanentemente a atividade enzimatica. Algumas substancias quimicas contém certos
grupos funcionais que se oxidados pelo CYP a intermediarios reativos causam a inativacao
irreversivel da enzima antes da sua liberagdo do sitio ativo. Assim, é necessaria primeiramente

a ativacdo metabdlica para uma posterior inativacdo da enzima (VOET e VOET, 2004).

Um exemplo de inibicéo irreversivel ocorre com o barbiturico secobarbital, que ao
interagir com o CYP, alquila e inativa permanentemente algumas isoenzimas do CYP
(MATTEIS et al.,, 1982). Outros compostos como enxofre, podem inativar de forma
permanente o CYP por meio de ligagdo covalente a cadeia protéica. I1sso ocorre depois que
sdo ativados por oxidacdo pela enzima, como é o caso do &cido tienilico, o qual é oxidado
pela CYP2C9 para um metabdlito reativo, possivelmente um sulféxido tiofeno que se liga
covalentemente ao CYP (LOPEZ-GARCIA et al., 1993).

Diante do exposto e devido a relevancia destas vias metabdlicas para a eliminacao
dos farmacos, é de extrema importancia a investigacdo das possiveis alteracGes causadas no
metabolismo de farmacos pela interacdo das enzimas do citocromo P450 com produtos
naturais, no intuito de verificar precocemente ocorréncias de interagcdes medicamentosas no

metabolismo de novos candidatos a fitoterapicos e de uso tradicional pela populacéo.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Avaliar o efeito dos extratos aquosos de Eugenia punicifolia e de Paullinia
cupana na farmacocinética de marcadores da atividade enzimética do citocromo P450 em

ratos.

3.2. Especificos

Obter e caracterizar a matéria-prima vegetal de Eugenia punicifolia (folhas) e
Paullinia cupana (sementes) visando garantir os parametros para o controle de qualidade da

droga vegetal,

Preparar e caracterizar a solucdo extrativa aquosa das folhas de Eugenia

punicifolia e das sementes de e Paullinia cupana;

Avaliar o efeito do extrato de guarana na farmacocinética da teofilina, marcador

do CYP1A, em um estudo de indugdo enzimatica em ratos;

Avaliar o efeito do extrato de pedra-ume-caa na farmacocinética do midazolam,

marcador do CYP3A, em um estudo de inibicdo enzimatica em ratos.
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