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Synergistic Interactions in Natural Products: Therapeutic Potential and Challenges

Abstract: Medicinal plants are important source of therapeutic resources, as evidenced by several drugs prepared from
substances of vegetal origin or inspired on pharmacophores of natural substances. However, herbal extracts frequently
exhibit more pronounced biological activities than their isolated constituents. This often results from the synergistic
interactions between these components that can act generally on multiple targets. The synergy between drugs has been
explored in recent years for the treatment of various diseases, especially cancer and AIDS. The combination of active
substances has been particularly promising in the treatment of complex diseases since it allows the simultaneous action on
several targets, ensuring the efficacy and a reduced chance of resistance to the drugs used. In this context, medicinal
plants and its metabolites have deserved increasing interest. Synergistic interactions, which may be observed among
components of plant extracts as well as among natural products and synthetic drugs, have a significant therapeutic
potential. However, suitable methods to understand these interactions are needed. Additionally, the technological
application of plant products whose biological activity involves synergy requires techniques to analyze the overall
composition of them. In this review, relevant examples of synergy will be discussed, with a focus on medicinal plants and
bioactive secondary metabolites of plant origin. We also discuss methods applicable to synergy evaluation, as well as
useful technical standardization and quality control of plant extracts whose pharmacological activity is due to multiple
components.

Keywords: Synergy; medicinal plants; secondary metabolites; bioactive compounds.

Resumo

Plantas medicinais constituem uma importante fonte de recursos terapéuticos, conforme atestam diversos medicamentos
provenientes de substancias de origem vegetal ou inspirados em seus farmacoforos. Entretanto, frequentemente, extratos
de plantas medicinais exibem atividades biolégicas mais pronunciadas que seus constituintes isolados. Isso se deve, muitas
vezes, as interagdes sinérgicas entre tais componentes, envolvendo, em geral, a atuagdo sobre multiplos alvos. A sinergia
entre medicamentos tem sido explorada nos ultimos anos para o tratamento de diversas doengas, sobretudo o cancer e a
AIDS. A combinagdo de substancias ativas mostra-se particularmente promissora no tratamento de doengas complexas,
pois permite a atuagdo simultanea sobre diversos alvos, garantindo maior eficacia e menor chance de resisténcia aos
farmacos empregados. Nesse contexto, as plantas medicinais e seus metabdlitos tém sido objeto de crescente interesse.
Interagdes sinérgicas, que podem ser observadas tanto entre componentes de extratos vegetais quanto entre produtos
naturais e farmacos sintéticos, apresentam significante potencial terapéutico. Entretanto, sdo necessdrios métodos de
estudo adequados para compreendé-las. Adicionalmente, a aplicagdo tecnoldgica de produtos de origem vegetal, cuja
atividade bioldgica envolve sinergia, requer técnicas que permitam analisar a composicdao global destes. Na presente
revisdo serdo discutidos exemplos relevantes de sinergia com enfoque em plantas medicinais e metabdlitos secundarios
bioativos de origem vegetal. Também serdo discutidos métodos aplicaveis a estudos de sinergia, bem como técnicas
utilizaveis na padronizagdo e no controle de qualidade de extratos vegetais cuja atividade farmacoldgica se deve a
multiplos componentes.

Palavras-chave: Sinergia; plantas medicinais; metabdlitos secundarios; substancias bioativas.
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1. Introdugao

O uso de plantas para tratar e prevenir
doencas é uma das mais antigas formas de
pratica medicinal da humanidade.’ Nos dias
atuais, plantas medicinais continuam a
desempenhar um papel importante como
fontes de agentes terapéuticos, originando
medicamentos fitoterapicos ou substancias

ativas isoladas que podem ser utilizadas
diretamente como medicamentos ou como
protétipos para a sintese de novos
farmacos.”” De acordo com Newman &
Cragg’, dos medicamentos aprovados entre
1981 e 2014 para uso clinico, 26% eram
produtos naturais ou derivados e 13%
apresentavam grupamento farmacoférico de
origem natural, conforme mostrado na Figura
1.
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Figura 1. Origem de novos medicamentos no periodo de 1981 a 2014 (adaptado de Newman &
Cragg’)

Na investigacdo de plantas medicinais
com potencial terapéutico, a abordagem
geralmente utilizada envolve processos de
extragdo, fracionamento e purificagcao, que
resultam no isolamento e identificagdo de
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Extracao

Fracionamento

4

Purificagcao

Isolamento

uma ou mais substancias bioativas.*® Dessa
forma, foram obtidos diversos farmacos a
partir de plantas medicinais, conforme
mostrado na Figura 2.

Medicamento

é Ensaios clinicos

L

Ensaios pré-clinicos J

' Substancia(s) bioativa(s)

Figura 2. Esquema de estratégia classica para a descoberta de novos medicamentos a partir de
produtos naturais

Exemplos mais recentes de farmacos de
origem vegetal incluem a galantamina (1), a
artemisinina (2) e o taxol (3), utilizados no
tratamento de doencga de Alzheimer, maldria
e cancer, respectivamente (Figura 3).”™
Entretanto, frequentemente, os processos de

fracionamento e purificagdo de extratos
vegetais levam a reducdo ou perda da
atividade bioldgica inicialmente observada. E
igualmente frequente a constatacdo de que
misturas complexas de substancias de origem
natural produzem efeitos mais pronunciados
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que doses proporcionais de  seus
constituintes  isolados.>®™**  Interacdes
aditivas ou sinérgicas sdo as explicacbes

(2) Artemisinina

(1) Galantamina
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usualmente propostas para explicar esses
1,11

fatos.

(3) Taxol

Figura 3. Exemplos de farmacos derivados de plantas medicinais

De acordo com Wagner & Ulrich-
Merzenich,” interacdes aditivas ocorrem
guando o efeito da mistura de duas ou mais
substancias é igual ao simples somatério do
efeito destas, isoladamente. As interacdes
sinérgicas, por sua vez, sdo observadas
guando o efeito produzido por uma
combinacdo de substancias é superior ao que
se poderia esperar com base na contribuicao
individual de seus componentes. De acordo
com Eid et al.,** o termo sinergia provém da
palavra grega “synergos”, que significa
trabalhar em conjunto. Na drea biomédica,
frequentemente o termo sinergismo é
utilizado como sin6nimo.

O interesse em efeitos sinérgicos entre
substancias com vistas as aplicagGes
terapéuticas tem aumentado nos ultimos
anos em funcdo de recentes mudancas de
paradigmas. A busca de ligantes seletivos
com um Unico mecanismo de acdo,
abordagem mais frequente na busca de
candidatos a fdrmacos, vem cedendo lugar ao
desenvolvimento de terapias multiplas, com
o objetivo de atuar simultaneamente sobre
diversos alvos terapéuticos e evitar o
desenvolvimento de  mecanismos de
resisténcia aos medicamentos.”">"” Essa
estratégia é voltada para o tratamento de
doengas complexas e multifatoriais, como a
aterosclerose e o diabetes mellitus.
Atualmente, o tratamento de diversas

patologias  envolve  combinagbes de
medicamentos. Exemplos desta abordagem
incluem a terapia da hipertensao arterial, de
muitos tipos de cancer e da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida
(AlDS).5'8'11'13

A combinacdo de substancias com efeito
sinérgico pode aumentar a biodisponibilidade
de substancias ativas e/ou reduzir as doses
destas. Consequentemente, a toxidez e
efeitos adversos diminuem, contribuindo
dessa forma para o aumento da eficécia
terapéutica.’® A sinergia pode resultar de dois
mecanismos principais: (a) efeitos
farmacocinéticos, observados quando uma
substancia influencia a solubilidade, absorc¢ao
ou metabolismo de outra, e (b) efeitos
farmacodinamicos, relacionados a atuacdo
simultanea sobre diferentes alvos
terapéuticos inter-relacionados.'>**

Nesse contexto, as plantas medicinais se
reafirmam como potenciais  agentes
terapéuticos. Seus constituintes
frequentemente exibem a capacidade de
interagir com proteinas e modular processos
celulares envolvidos, por exemplo, na
resposta imune, na transduc¢do de sinais, na
multiplicagdo celular e na apoptose. Nao é
surpreendente, portanto, que misturas
destes agentes, ao atuar sobre diversos alvos,
produzam efeitos mais potentes que uma
Unica substancia.>®®*°
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Enquanto na estratégia terapéutica ainda
dominante sdo empregadas, isoladamente,
substancias de origem sintética ou natural, na
fitoterapia sdo utilizados extratos de uma
Unica espécie ou combinagdes de extratos.'”
L portanto, 0s novos paradigmas, que
favorecem esquemas terapéuticos de
multiplos componentes, poderdo impulsionar
a pesquisa e desenvolvimento de
fitoterdpicos. Tais medicamentos incorporam
bem esses conceitos, ja que sdo compostos
por misturas complexas que contém, em
geral, multiplas substancias bioativas.

Entretanto, os estudos de sinergia e
outras interagbes entre componentes de
misturas complexas envolvem desafios e
exigem a aplicacdo de métodos diferentes
dos tradicionalmente utilizados na pesquisa
de produtos naturais. Além disso, a
padronizacdo destes produtos requer a
aplicagdo de técnicas que permitam analisar
a sua composicdo global.*>?%?

Na presente revisdo serdo tratados os
varios aspectos relativos a sinergia entre
produtos do metabolismo secundario através
de exemplos relevantes envolvendo
substancias de interesse farmacoldgico.
Adicionalmente, serdo discutidos métodos
aplicaveis a estudos de sinergia, bem como
técnicas que podem ser utilizadas para a
padronizagdo e controle de qualidade de

extratos vegetais cuja atividade
farmacolégica se deve a  miultiplos
componentes.

2. Origem evolutiva da sinergia
entre metabadlitos secundarios
vegetais

As substancias de origem vegetal que
apresentam atividade farmacoldgica de
interesse sdo, em geral, metabdlitos
secundarios.®  Em  contraste com o
metabolismo  primario, relacionado a
processos de crescimento e obtengdo de
energia, comuns a todos os seres vivos, O
metabolismo secundario relaciona-se a

Vq

producdo de substdncias envolvidas na
defesa contra predadores e agentes
patogénicos e na atracdo de agentes
polinizadores.®****

Como as plantas sdo sésseis, estas
desenvolveram um diversificado arsenal
guimico, através do qual interagem com o
meio e se defendem contra ameacas.
Portanto, os metabdlitos secundarios
surgiram como resultado da interagdo dos
vegetais com o ambiente e evoluiram ao
longo de 140 milhdes de anos.”*****

Por se tratarem de agentes de interacao
entre os vegetais e outros organismos, o0s
metabdlitos secunddrios geralmente exibem
atividades bioldgicas.”?> Com base nestas
atividades, é possivel classifica-los em dois
grupos: substdncias altamente ativas e
seletivas; e substdncias fracamente ou
moderadamente ativas com atuacdo sobre
multiplos alvos celulares. As primeiras
representam uma minoria e frequentemente
pertencem a classe dos alcaloides. E comum
a utilizacdo destas substancias de forma
isolada, nos mesmos moldes dos farmacos
sintéticos. As substancias do segundo grupo
sdo predominantes, com uma ampla gama de
atividades e ocorréncia sob a forma de
misturas complexas, normalmente.®****

Acredita-se que esta diversidade de
substancias com amplo espectro de
atividades proporcione vantagens evolutivas
as plantas, jd que ampliam suas chances de
protecdo contra varios agentes
nocivos.>®*®**"*®  Como o0s  processos
bioquimicos envolvem multiplos alvos e
moléculas sinalizadoras, que direcionam as
respostas bioldgicas, é razoadvel que as
plantas produzam grupos de agentes com
potencial acdo efetora sinérgica.®®*

De fato, as plantas frequentemente
respondem a fatores de  estresse
aumentando a biossintese de grupos de
substancias ao invés de um Unico metabdlito
secundario.® O estudo de Koskimaki et al.?®
exemplifica isso. Nesse trabalho, observou-se
gue a espécie Vaccinium myrtillus L. (mirtilo)
aumenta a producdo de substancias fendlicas
de diversas classes em resposta as infeccGes.
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Acompanhou-se a expressdo génica de
enzimas relacionadas a biossintese de
flavonoides e o acumulo de substancias
fendlicas em resposta as infec¢Ges causadas
por um fungo endofitico e outro patogénico.
O fungo endofitico (Parapheosphaeria sp.)
aumentou a biossintese de epigalocatequina

OH
OH

HO O AN\
" OH

“OH
OH

(4) Epigalocatequina

(8) R=H
(9) R= OH (Acido clorogénico)
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(4), glicosideos da quercetina (5-7), acido
cumaroilquinico (8) e acido clorogénico (9),
enquanto a infeccdo pelo fungo patogénico
(Bortrytis cinerea) aumentou a producdo de
guercetina-3-glucuronideo (10) e de um
cumaroil-iridoide (11). As estruturas dessas
substancias sdo mostradas na Figura 4.

OH O

(5) R= glicose (Isoquercitrina)

(6) R= ramnose (Quercitrina)

(7) R= (4"-HMG)-R-ramnose

(10) R= acido glicurénico (Miquelianina)

COOH
H

HO

Figura 4. Substancias produzidas por Vaccinium myrtillus L. em resposta a fungo endofitico ou
patogénico

A  produgdo de uma mistura de
substancias com diferentes mecanismos e
perfis de atividade representa para o vegetal
uma forma de contornar o desenvolvimento
de resisténcia por parte dos agentes
predadores ou patogénicos.®*"?"?
Adicionalmente, parece existir uma relagao
custo-beneficio vantajosa na biossintese de
misturas de pequenas moléculas a partir de
esqueletos simples, que se difundem
facilmente, atingindo um maior nimero de
alvos.”

Estima-se que 90% das plantas medicinais
descritas contenham misturas complexas de
substancias bioativas com atividade fraca ou
moderada, ao invés de um restrito nimero

de substdncias altamente ativas. Tais
substancias pertencem, em sua maioria, as
classes dos flavonoides, cumarinas, lignanas,
taninos e terpenos, que frequentemente
produzem efeitos farmacoldgicos
mensuraveis como resultado de intera¢des
sinérgicas, com atuagdo em multiplos alvos.>®

3. Interagoes sinérgicas em
produtos naturais bioativos

3.1. Sinergia entre componentes de uma
espécie medicinal
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A erva-de-sdo-jodo (Hypericum
perforatum L.), largamente utilizada como
fitoterdpico, tem sido objeto de vdrios
estudos de sinergia entre componentes de
extratos vegetais. Formas farmacéuticas
liqguidas e sdlidas, preparadas a partir do
extrato hidroalcodlico de partes aéreas na
fase de floragdo, estdo disponiveis
comercialmente em diversos paises, inclusive
no Brasil, para o tratamento de depress3o.”
Mais de 50 estudos clinicos comprovaram a
eficacia desses extratos (600-900 mg por dia)
em pacientes com depressdo.”’ A eficacia
compardvel a dos antidepressivos usuais na
clinica (inibidores da recaptura de
neurotransmissores monoaminicos), bem
como o menor indice de efeitos adversos,
fizeram da erva-de-sdo-jodo um fitoterdpico
frequentemente prescrito, sobretudo na
Alemanha e nos Estados Unidos.>

Nahrstedt & Butterweck” evidenciaram,
em estudos in vivo, que substancias
pertencentes a diferentes classes quimicas
sdo responsaveis pela atividade
antidepressiva da erva-de-sdo-joao.
Destacam-se a naftodiantrona hypericina
(12), que atua presumivelmente como
inibidor da recaptura de monoaminas, e os
flavonoides hyperosideo (13), isoquercitrina
(5) e miquelianina (10), que possivelmente
exercem seus efeitos por meio da regulagao
da secregdo de acetilcolina e cortisol. Estudos
in vitro corroboram essa hipdtese mostrando
que essas substancias (5, 10, 12 e 13), além
da hyperforina (14) e de outras, atuam em
conjunto em multiplos alvos do sistema
nervoso central.’’ Observou-se, ainda, que as
procianidinas presentes no extrato,
desprovidas de agdo antidepressiva, sdo
capazes de potencializar a a¢do da
hypericina. O mecanismo proposto para esse
efeito sinérgico é o aumento da solubilidade
em agua da hypericina em presenca destas
procianidinas, com destaque para a
procianidina B2 (15), que se traduz em um
aumento  consideravel (140-160%) na
biodisponibilidade da primeira.” Esse é um
exemplo tipico de sinergia farmacocinética.

Vq

Na Figura 5 sdo mostradas as estruturas
de algumas das substancias que contribuem
para o efeito antidepressivo da erva-de-sao-
jodo.

Outro relevante caso de sinergia foi
constato entre a artemisinina (Figura 2) e
outros constituintes quimicos da espécie
medicinal Artemisia annua L. A artemisinina,
uma lactona sesquiterpénica isolada desta
espécie, é atualmente o  principal
componente de tratamentos contra malaria
causada por Plasmodium spp. resistentes a
cloroquina. Entretanto, o surgimento de
cepas resistentes a esse farmaco é observado
com crescente preocupacgo.'®****

A resisténcia a farmacos isolados, como a
cloroquina e a prépria artemisinina, é uma
ocorréncia comum. Porém, esse ndo parece
ser um problema no tratamento com
extratos de plantas medicinais, como a
Artemisia annua, utilizada na Asia ha
milhares de anos para o tratamento de
maldria. Estudos evidenciaram que a
concentracdo de artemisinina presente em
extratos é baixa se comparada a doses
clinicamente recomendadas da substancia.
Ainda assim, os extratos podem se mostrar
mais efetivos que a substancia isolada.””*
Para explicar este fato, propde-se que
flavonoides metoxilados atuem
sinergisticamente potencializando a a¢do da
artemisinina (2).”” Conforme observado por
Bilia et al.* esses flavonoides (16-19)
aumentam a velocidade de reagdo entre a
artemisinina e a hemina, um produto da
digestdo parasitdria da hemoglobina, levando
a liberagdo de espécies reativas de oxigénio,
responsaveis pela destrui¢cdo dos plasmaddios.
Além disso, é possivel que esses flavonoides
tenham acdo inibitéria sobre bombas de
efluxo da membrana celular, um mecanismo
que permitiria aos extratos contornar o
fendmeno da resisténcia.”’ As estruturas de
alguns flavonoides presentes na espécie sao
mostradas na Figura 6.
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OH O OH
(12) Hypericina

OH
(14) Hyperforina (15) Procianidina B2

Figura 5. A erva-de-sdo-jodo (Hypericum perforatum L.) e alguns de seus constituintes ativos
[Foto: Copyright © 2016 Steve R. Turner *]

.
Artemisia annua}r.
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(16) R;= OCH3, R,= OH, R3= OCH; (Chrysosplenetina)
(17) R;= OCH3, R,= OCHj, Ry= OH (Casticina)

(18) R;= H, Ry= OCHj;, Ry= OH (Eupatorina)

(19) R;= OCH;, R,= OH, R;= OH (Chrysosplenol)

Figura 6. Artemisia annua L. e alguns de seus flavonoides metoxilados [Foto: Copyright © 2016
Gerrit Davidse®’]
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3.2. Sinergia em combinagdes de extratos
vegetais

Uma pratica frequente na medicina
tradicional é a combinacdo de extratos
vegetais para o tratamento de doengas.'™'®
Nos ultimos anos, a eficacia dessas
preparacGes medicinais complexas tem sido
alvo de estudos. Muitos deles estdo voltados
para a comprovacdo da eficicia de
preparacGes da medicina chinesa, conforme

relatado em recentes revisbes sobre o
16,38

tema. Assim, observou-se que as raizes
das espécies medicinais  Astragalus
membranaceus Moench (Fabaceae) e

Rehmannia glutinosa (Gaertn.) Libosch. ex
Fisch. & C.A. Mey. (Scrophulariaceae),
conhecidas como Astragali Radix e
Rehmanniae Radix, constituintes de uma
preparacdao da medicina tradicional chinesa
para a cicatrizacdo de feridas, ndao
apresentam atividade cicatrizante in vivo
quando  administradas  separadamente,
porém, sdo ativas quando combinadas.*

Estudos semelhantes sdo possiveis para
preparagdes mais complexas. Um exemplo
cldssico é o fitoterdpico Iberogast®,
licenciado na Alemanha e em outros paises
europeus para o tratamento de disturbios
digestivos. Tal medicamento consiste de uma
combinagdo fixa de extratos de nove espécies
medicinais: Iberis amara L. (Brassicaceae),
Angelica  archangelica L.  (Apiaceae),
Matricaria recutita L. (Asteraceae), Carum
carvi L. (Apiaceae), Silybum marianum (L.)
Gaertn. (Asteraceae), Melissa officinalis L.
(Lamiaceae), Mentha piperita L. (Lamiaceae),
Chelidonium majus L. (Papaveraceae) e

Glycyrrhiza glabra L. (Fabaceae).** 0O
Iberogast® encontra-se  comercialmente
disponivel na Alemanha desde 1961.
Pesquisas realizadas nos ultimos anos

comprovaram que a formulagdo apresenta
eficacia equivalente a de farmacos sintéticos
(cisaprida e metoclopramida) utilizados para
tratar doencas gastrointestinais.40

Estudos mostraram que cada extrato
apresenta acdo farmacolégica relevante e
contribui para os efeitos totais do lberogast®,

Vq

conforme mostrado na Figura 7. Acredita-se
gue estes efeitos sejam resultantes da acgdo
sinérgica de multiplos componentes sobre
diferentes alvos. Foram identificadas nesses
extratos 350 substancias, dentre as quais 200
apresentam atividade farmacoldgica
conhecida. As principais classes de
metabdlitos secundarios presentes sdo
terpenos, cumarinas, flavonoides e 4cidos
fendlicos.”® Essas substancias contribuem,
presumivelmente, para a acdo do Iberogast®
por trés mecanismos: modulacdo da
motilidade intestinal, acdo anti-inflamatdria e
atividade antioxidante.***!

3.3. Sinergia entre produtos naturais e
farmacos de uso clinico

Algumas substancias de origem natural
podem atuar de forma sinérgica com
farmacos  ja utilizados clinicamente,
permitindo a reducdo das doses necessarias
para produzir o efeito desejado e,
consequentemente, minimizando os efeitos
adversos.” Os resultados do estudo de
Nagaprashantha et al.* constituem um
exemplo relevante deste tipo de interacdo.
Nesse estudo, os autores demonstraram o
efeito sinérgico entre o farmaco docetaxel
(20), um derivado semissintético do taxol,
empregado no tratamento de cancer de
préstata, e o flavonoide vicenina-2 (21)
(Figura 8). Os esquemas de tratamento atual
com esse medicamento implicam em
administracdo intravenosa de doses que
variam de 60 a 100 mg/m2 uma vez a cada
trés semanas.”* Efeitos adversos ocorrem
em 67% dos casos, comprometendo a
gualidade de vida dos pacientes. Observou-se
nesse estudo que a vicenina-2, isoladamente,
pode inibir a proliferacdo das células
tumorais por diversos mecanismos. A
coadministracdo do flavonoide e de
docetaxel a camundongos, por via oral,
permitiu observar potentes efeitos inibitdrios
sobre as células tumorais. As doses
administradas em dias alternados foram 0,03
mg/m?” de docetaxel e 3 mg/m?” de vicenina-2.
Os mecanismos envolvidos provavelmente
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estdo relacionados a atuagdo das substancias
em diferentes alvos.

Recentemente, um estudo semelhante
relatou a interagdo sinérgica in vitro entre

Casanova, L. M.; Costa, S. S.

da nobiletina (22) a camundongos por via
oral (600 pg em suspensdo) associada ao
regime quimioterapico de paclitaxel (taxol) e
carboplatina (via intraperitoneal) mostrou-se

mais

taxol e o flavonoide metoxilado nobiletina . s
auséncia deste flavonoide.

em linhagens de células de carcinoma
pulmonar. Adicionalmente, a administracdo

eficiente que a quimioterapia

na

A estrutura
deste flavonoide é mostrada na Figura 9.

Espécies vegetais de

Efeitos das espécies vegetais de Iberogast® em doengas gastrointestinais

Iberogast®

Atonia Espasmos Ulcera/

inflamagao

Secrec¢do de
acido

J Motilidade D Motilidade

Iberis amara

Angelica archangelica

Produgao de
radicais livres

Carum carvi

Silybum marianum

Chelidonium majus

Glycyrrhiza glabra

Matricaria recutita

Melissa officinalis

Mentha piperita

Sem atividade Atividade moderada . Atividade alta

Figura 7. Atividade individual dos extratos que comp&em o Iberogast® sobre fatores
relacionados aos disturbios gastrointestinais (adaptado de Wagner **)

0 5
0

(20) Docetaxel (21) Vicenina-2

OH O

Figura 8. Estruturas quimicas do docetaxel e da vicenina-2
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O (22) Nobiletina

Figura 9. Estrutura do flavonoide polimetoxilado nobiletina

Outro exemplo é a interagcdo entre
derivados do acido cindmico e
hipoglicemiantes orais. Prabhakar & Doble *
observaram que o eugenol (23) e os acidos p-
cumarico (24), cafeico (25), clorogénico (9) e
ferdlico (26) interagem sinergicamente com
dois hipoglicemiantes orais, a metformina
(27) e a tiazolidinodiona (28) (Figura 10). Esta
interacdo resulta na reducdo da concentracao
de medicamento necessdria para obter o

efeito desejado de captacdo da glicose in
vitro. Os autores constataram que estas
substancias fendlicas auxiliam a captacdo de
glicose pelas células por mecanismos
diferentes: enquanto o acido clorogénico

atua aumentando a expressdo de
transportadores de glicose (GLUT-4) na
membrana celular, os demais acidos

fendlicos atuam estimulando diretamente a
cascata de sinalizacdo da insulina.

H5CO = (0)
HO
o Oj@/\/ X~ “oH X" 0H
HO ’ HO (25) Acido cafeico
(23) Eugenol (24) Acido p-cumarico
o NH NH
H;CO NN H
OH _CH
i b ol
H ! S
HO CHj

(27) Metformina

(28) Tiazolidinodiona

(26) Acido fertlico

Figura 10. Estruturas de substancias fendlicas e de farmacos que atuam sinergicamente sobre
a captacao celular de glicose

Entretanto, é importante ressaltar que a
combinacdo de produtos naturais com
farmacos sintéticos pode produzir efeitos
deletérios. Por exemplo, extratos de
Hypericum perforatum podem reduzir a
biodisponibilidade de ciclosporina e diversos
antineopldsicos por induzir enzimas da
familia citocromo P450, responsdveis pelo
metabolismo de diversos medicamentos.”**’

4. Estratégias para estudos de
sinergia

Um dos métodos mais utilizados para
determinar a interagdo entre compostos é a
constru¢do de diagramas denominados
isobologramas, conforme sera explicado mais
adiante.”® O uso desta estratégia tem sido
documentado desde 1870."* Podem ser
utilizados modelos farmacoldgicos in vivo ou
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in vitro para demonstrar os efeitos de duas

substancias combinadas em diferentes
proporgdes.
Para construir  um isobolograma,

inicialmente é preciso testar as substancias
individualmente, em diferentes doses. Esses
dados sdo utilizados para calcular as
combinacdes de doses necessarias para
produzir determinado efeito na auséncia
hipotética de intera¢Oes. Os pares de doses
calculados dessa forma sdao representados
por pontos em um eixo cartesiano,
originando uma isébola, conforme mostrado
na Figura 11. O proximo passo é avaliar o
efeito de combinacdes de doses das
substancias, visando estabelecer as reais
proporcdes necessarias para produzir o efeito
esperado. Quando esses pares de doses,

Dose B

Casanova, L. M.; Costa, S. S.

determinados experimentalmente, sdo
plotados no eixo cartesiano, trés situagOes
sdo possiveis: 1) se ndo houver interacgdo,
mas simplesmente um efeito aditivo, as
combinagGes originardo pontos pertencentes
a isébola, como o ponto 1; 2) quando o efeito
da combinacdo de substancias é superior a
soma dos efeitos destas isoladamente,
caracterizando uma interagdo sinérgica, os
pontos ficardo abaixo da isdbola, como os
pontos 2 e 3; 3) por outro lado, se o efeito da
mistura de substancias for inferior ao
esperado com base no somatdrio dos efeitos
de seus constituintes isolados, o que
caracteriza o antagonismo, os pontos ficardao
acima da isébola, como os pontos 4 e 5.°%%
Essas trés possibilidades de interacdo estdo
mostradas na Figura 11.

Dose A

Figura 11. Isobolograma representando interacées aditivas (interacdo zero; ponto 1)
interacGes sinérgicas (pontos 2 e 3), ou antagonismo (pontos 4 e 5) entre substancias
hipotéticas A e B (adaptado de CHOU 49)

Outra abordagem possivel é a construcdo
de uma curva dose-resposta para um
composto na auséncia e na presenga de uma
dose fixa de outro.?

Entretanto, esses métodos ndo sdo
adequados para avaliar efeitos sinérgicos em
misturas complexas, como é o caso dos
extratos vegetais. Para contornar o
problema, Efferth & Koch® propdem a
identificagdo e quantificacdo dos principios
ativos presentes para que estes sejam

testados separadamente, nas
concentra¢des/doses em que estdo presentes
no extrato. Se o efeito produzido pelo extrato
for superior aos efeitos de seus constituintes
ativos nessas condi¢des, evidencia-se a
contribuicdo de outras substancias. Todavia,
a identificagdo das substdncias que atuam
sinergicamente continua sendo um desafio.
Recentemente técnicas computacionais tém
sido desenvolvidas e empregadas com essa
finalidade. A triagem in silico de uma
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determinada substancia sobre modelos
farmacoféricos mostrou-se uma ferramenta
atil para prever interagGes sinérgicas entre
metabdlitos secundarios e compreender
possiveis mecanismos responsaveis por estas,
conforme foi demonstrado por Li et al.*° e
Wang et al.>*

Adicionalmente, Junio et al.* propuseram
o fracionamento guiado por sinergia
(“synergy-directed fractionation”), que se
tornou uma interessante abordagem para
identificar substancias que atuam
sinergicamente em extratos. Assim, o0s
autores realizaram o fracionamento do

~

Fragdo 1 Fragao x
Fracdo 4

|
Subfragdo 1 Subfragdo 2

Subfragdo x

Vq

extrato metandlico de folhas da espécie
medicinal Hydrastis canadensis L.
(Ranunculaceae), cujas propriedades
antimicrobianas sdo atribuidas, em parte, ao
alcaloide berberina. As fragdes obtidas foram
sucessivamente testadas in vitro em
combinacdo com berberina (29) em
diferentes concentragbes para a construcdo
de isobologramas. As fracGes em que se
observaram efeitos antimicrobianos
sinérgicos foram analisadas por LC-MS e
novamente fracionadas. Na Figura 12 é
mostrado um diagrama esquematico desta
estratégia de estudo.

Fragées + berberina:
- teste de sinergia
LC-MS

Figura 12. Diagrama representativo do fracionamento guiado por sinergia desenvolvido por
Junioetal.*

Essa estratégia possibilitou identificar trés
flavonoides metilados (30-32) que atuam
sinergicamente com a berberina, mostrados
na Figura 13. Separadamente, esses
flavonoides ndo apresentam atividade

antimicrobiana. O mecanismo responsavel
pelo efeito sinérgico é a inibicdo de bombas
de efluxo, permitindo o aumento da
concentragdo de berberina no interior das
células bacterianas.
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0\
(0]

O HsCO
N

_N Ri

OH O

OCH3
(29) Berberina

(30) Ry= CH3, R,= CH; (Sideroxylina)
(31) Ry= CHj, R,=H
(32) R;=H, Ry=CH,

Figura 13. Estruturas do alcaloide berberina e dos flavonoides metilados de Hydrastis

canadensis L. [Foto: Copyright © 2016 Gerrit Davidse

Essa estratégia pode ser empregada para
a identificacdo de compostos que atuam
sinergicamente com substdncias ativas
previamente identificadas em extratos,
auxiliando a esclarecer os casos em que estas
respondem somente de forma parcial pela
atividade bioldgica da mistura.

Outra ferramenta potencialmente (util
para estabelecer a contribuicdo de
substancias para o efeito de um extrato e
possiveis interacoes entre elas foi descrita
recentemente por lJin et al.>® Nesse trabalho,
os autores avaliaram a atividade do extrato
hidroalcodlico de Herba Epimedii, uma
preparacao da medicina tradicional chinesa
composta por partes aéreas de espécies do
género Epimedium L. (Berberidaceae), sobre

52]

a proliferacido e diferenciacio de
osteoblastos. Os autores identificaram as
substdncias bioativas e determinaram a
contribuicdo destas para o efeito global do
extrato por meio da separa¢do e remocdo de
substancias (“fishing and knocking out”)
previamente detectadas. Inicialmente, foi
realizado o tratamento de osteoblastos com
o extrato bruto de Herba Epimedii. As células
tratadas foram lisadas e o extrato celular
obtido foi analisado por Cromatografia
Liguida de Alta Eficiéncia (CLAE-UV) para
detectar substancias capazes de penetrar a

membrana celular. Dessa forma, foram
identificados guatro flavonoides
isoprenilados e glicosilados 33-36,

potencialmente bioativos (Figura 14).

HO HO OR

(33) R= glicose (Epimedina A)
(34) R= xilose (Epimedina B)
(35) R= ramnose (Epimedina C)
(36) R=H (Icariina)

Figura 14. Estruturas de flavonoides detectados em Herba Epimedii [Foto: Copyright ©
Copyright © 2016 David Stang **]
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Em uma etapa subsequente, os
pesquisadores  utilizaram  técnicas de
cromatografia contracorrente e CLAE em
escala preparativa para remover e isolar do
extrato bruto cada uma dessas substancias.
Ensaios realizados separadamente com cada
substancia e com o material remanescente
do extrato permitiram estabelecer a
contribuicdo de cada uma para o efeito global
da mistura. Testou-se também o efeito da
mistura das quatro substancias e do restante

SSPRN | PN &

Técnicas

1 4 e
romatograficas

Extrato bruto

ALV | P L Y

==L

Vq

do extrato apds a remocdo destas. A analise
dos dados obtidos na avaliagdo dos pares
constituidos de substancia(s)/material
remanescente permitiram comprovar que os
flavonoides identificados sdo os principais
responsaveis pela atividade estimuladora do
extrato sobre osteoblastos, assim como
evidenciar a existéncia de interacGes entre as
substancias.® Na Figura 15 é mostrado um
diagrama esquematico desta estratégia.

Remocao de

substancias bioativas

4

Ensaios farmacoldégicos

Figura 15. Diagrama esquematico da separac¢do e remocdo de substancias (“fishing and
knocking out”), desenvolvida por Jin et al., 2013 (adaptado de Jin et al.)*

Conforme abordado na revisdo de Ulrich-
Merzenich et al.,** as ciéncias “Omicas”, tais
como a genOmica, a proteOmica e a
metabolémica, apresentam grande potencial
como ferramentas para a compreensdo de
interacBes sinérgicas entre componentes de
misturas complexas, auxiliando na
identificagdo de mecanismos de agdo destas
substancias e na padronizagdao dos extratos.
O uso destas técnicas visando compreender a
atuacdo de plantas da medicina tradicional

chinesa sobre sistemas bioldgicos foi revisado
por Buriani et al.>> Apesar dos avancos na
area, o estudo de interagBes sinérgicas
através de abordagens integradas, que
permitam analisar a complexa interagdo
entre o genoma, o transcriptoma, o
proteoma e o metaboloma, constituem ainda
um grande desafio e ndo serdo discutidas na
presente revis3o.”>>
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5. Controle de qualidade de
fitoterapicos que atuam por
efeitos sinérgicos

A padronizacdo e o controle de qualidade
de extratos vegetais empregados na
producgdo de fitoterapicos sdo essenciais para
assegurar a seguranca e a reprodutibilidade
dos efeitos bioldgicos ja que sua composicdo
quimica pode sofrer variagdes em fungao de
fatores climaticos e ambientais.”®Atualmente,
tais processos se baseiam, em geral, na
identificacdo e quantificacdo de alguns
marcadores quimicos. Todavia, levando em
consideracdo que, conforme discutido em
tépicos anteriores, os efeitos de um grande
numero de fitopreparacdes sdo decorrentes
da atuacdo sinérgica de  multiplos
componentes e ndo de uma Unica substancia,
essa abordagem ndo se mostra adequada, ja
gue nao fornece informacdGes quanto a
composicao guimica global destas
preparacdes.’®®’

Embora a composicdo quimica de extratos
vegetais seja complexa, compreendendo
algumas centenas de substancias, muitas
vezes em baixas concentragdes, é importante
que o controle de qualidade leve em
consideracdo o maior nimero possivel de
constituintes, pelo menos nos casos em que
o potencial terapéutico estd relacionado a
sinergia entre componentes.58 A
incorporacdo de técnicas de padronizacdo
que se baseiam na composicdo quimica
global de misturas permite estabelecer um
“fingerprint” metabdlico de tais produtos.>”*°

Atualmente, técnicas cromatograficas e
espectroscdpicas tém sido estudadas para
essa finalidade, tais como espectroscopia na
regidao do infravermelho, cromatografia em
fase gasosa ou em fase liquida acoplada a
espectrometria de massas (GC-MS e LC-MS) e
ressonancia magnética nuclear (RMN).>**"%
A combinac¢do desses métodos analiticos com
técnicas guimiométricas, usualmente
empregadas em andlise metabol6mica, como
Analise de Compontentes Principais (Principal

Casanova, L. M.; Costa, S. S.

Component Analysis - PCA) e Andlise de

Agrupamentos Hierdrquicos (Hierarchical
Cluster Analysis - HCA) permite obter uma
vasta gama de informagdes sem
necessariamente  identificar todos os

componentes dessas misturas complexas.*®

A espectroscopia por RMN tem sido a
técnica mais empregada no estabelecimento
do perfil metabdlico de extratos vegetais

devido a vantagens como rapidez,
simplicidade, robustez e
reprodutibilidade.’”*®*%  Esta  técnica

fornece um grande numero de informagdes,
permitindo identificar e quantificar
simultaneamente diversos constituintes de
misturas complexas, além de permitir a
aplicagdo de  métodos de analise
quimiométrica para investigar e comparar a
composicdo total dessas misturas.’’

Um exemplo relevante de aplicacdo da
RMN com esta finalidade é relatado por
Rasmussen et al.®* Os autores utilizaram
espectros de 'H para analisar a composicdo
guimica de preparacbes farmacéuticas da
erva-de-sdo-jodo (Hypericum perforatum).
Embora os efeitos benéficos de extratos
dessa espécie no tratamento da depressdo
estejam relacionados a efeitos sinérgicos de
diversas classes de substancias, conforme
discutido  anteriormente, o0s métodos
preconizados para a padronizagdo destes
extratos sdo baseados no conteudo total de
uma Unica classe de substancias, as
hypericinas.”*** Os autores empregaram PCA
para comparar os espectros de 'H de
prepara¢bes farmacéuticas de H. perforatum
provenientes de nove diferentes fabricantes.
As amostras analisadas ndo apresentaram
diferengas importantes no conteddo de
hypericinas, enquanto as hyperforinas nao
foram detectadas. Em contrapartida, foram
observadas variagbes significativas no
contetido de flavonoides.®® E provével que
substancias dessa classe tenham participacdo
importante nos efeitos antidepressivos da
erva-sdo-jodo (ver o tdpico 3), por isso, a
eficacia dessas preparacdes pode variar,
mesmo que os extratos tenham sido
padronizados com base no conteudo de
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hypericinas.

Outra técnica recentemente avaliada para
a andlise da composicio quimica de
preparacGes comerciais de H. perforatum é a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia
acoplada a espectrometria de massas (CLUE-
EM).** Essa técnica apresenta maior
sensibilidade e resolugdo do que a
cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE), enquanto o acoplamento a
espectrometria de massas permite trabalhar
com concentragdes muito menores do que as
utilizadas em estudos com deteccao por
RMN.**%* Assim como no estudo descrito
anteriormente, nesse trabalho a andlise das
amostras por PCA ndo permitiu detectar
diferengas no conteddo de hypericinas,
porém  foram  observadas diferencas
significativas no conteudo de flavonoides e
nesse caso, também de hyperforinas e acidos
graxos.®

Esses exemplos evidenciam a importancia
da padronizacdo e controle de qualidade de
preparacGes fitoterapicas cuja atividade
bioldgica esteja relacionada a efeitos
sinérgicos por métodos que analisem a sua
composicao como um todo. Ainda, de acordo
com Gad et al.,*® diferentes técnicas podem
ser combinadas para a obtencdo de
informacBes complementares sobre essas
misturas complexas.

6. Conclusao

Os tdpicos discutidos no presente
trabalho permitem concluir que os efeitos
sinérgicos sdo a base para a compreensao da
atuacdao da maioria dos extratos vegetais
sobre sistemas bioldgicos. A composicdo
quimica complexa dos extratos favorece a
atuacdo conjunta sobre multiplos alvos
celulares e moleculares, conduzindo a efeitos
bioldgicos mensuraveis. Esses efeitos, que
podem ser observados tanto entre
componentes de extratos vegetais quanto
entre produtos naturais e farmacos
sintéticos, podem ser explorados no
desenvolvimento de medicamentos e/ou

Vq

estratégias terapéuticas mais seguras e
eficazes para o tratamento de patologias,
sobretudo aquelas de carater multifatorial.

Entretanto, para que tais efeitos sejam
compreendidos, é necessario que métodos
de estudos apropriados sejam empregados,
jd que os métodos cldssicos, baseados na
purificacdo e isolamento de substancias
ativas, embora Uteis para a obtencdo de
conhecimentos preliminares, ndo permitem a
caracterizagdo e compreensdo de efeitos
sinérgicos.

Além disso, nos casos em que os efeitos
biolégicos de extratos vegetais ou
combinacbes destes resultam de sinergia,
para que estes originem medicamentos
fitoterapicos seguros e reprodutiveis do
ponto de vista farmacoldégico e toxicoldgico, é
necessario que as etapas de padronizacdo e
controle de qualidade sejam baseadas em
sua composicdo quimica total. Estudos
recentes tém apontado algumas técnicas
cromatograficas e espectroscopicas
adequadas para essa finalidade. Espera-se
gue nos proximos anos, o aprimoramento
das estratégias de estudo de sinergia, bem
como de técnicas analiticas para misturas
complexas permitam explorar melhor o
potencial terapéutico das plantas medicinais.
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