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RESUMO 

Os diterpenos clerodânicos do tipo das casearinas são marcadores ativos (ações 
anti-inflamatória e antiulcerogênica) das folhas da planta medicinal Casearia 
sylvestris Sw. (guaçatonga). Entretanto, os dados farmacocinéticos para avanço nas 
pesquisas envolvendo essas substâncias são escassos. Assim, foram realizados 
ensaios in vitro para compreender a absorção oral e biotransformação desses 
diterpenos. Os diterpenos caseargrewiina F (casg F) e casearina B (cas B) foram 
submetidos à degradação gástrica simulada (FGS) e ao metabolismo por 
microssomas hepáticos de humanos. Os produtos foram identificados por LC-
DAD/UV, LC-MS, UPLC-QTOF-MS/MS e RMN. Foram determinadas propriedades 
físico-químicas e biológicas dos dois diterpenos: log P (LC-UV), estabilidade 
química, estabilidade em plasma, ligação a proteínas plasmáticas e microssomais e 
cinética enzimática usando microssomas. Esses dados foram utilizados nos modelos 
farmacocinéticos baseados na fisiologia (PBPK) para simulação do perfil 
farmacocinético. Os parâmetros da cinética enzimática velocidade máxima (Vmax), KM 

(constante de Michaelis-Menten), e clearance intrínseco in vivo (Cl’int) da casg F e 
cas B foram usados para estimar o clearance hepático (ClH). Para isso, métodos 
analíticos e bioanalíticos de quantificação (LC-MS) foram desenvolvidos e validados 
de acordo com as normas da Agência Nacional de Vigilância Sanitária e Agência 
Europeia de Medicamentos. Os dois diterpenos apresentaram maior instabilidade (p 
< 0,05) em fluído gástrico simulado (pH 1,2), seguido do tampão TRIS (pH 8,8) e 
Hank’s (pH 7,4). A casg F e a cas B foram estáveis em plasma (p < 0,05) até 60 e 
270 min de incubação, respectivamente. Nos ensaios de metabolismo in vitro o 
decaimento de ambos diterpenos não foi influenciado pela ausência do sistema 
regenerador de NADPH. O decaimento foi inibido (p < 0,05) na presença de NaF 
(200 mM), inibidor de esterases, sugerindo que o metabolismo hepático e das 
enzimas plasmáticas da casg F e cas B é dependente de esterases. A ligação da 
casg F a proteínas plasmáticas e microssomais foi de 74,0 e 77,2%, 
respectivamente, e da cas B foi de 86,7 e 87,4%, respectivamente. Os produtos de 
degradação ácida majoritários da casg F e cas B foram os seus respectivos 
dialdeídos, que constituíram mais de 50% dos produtos (normalização das áreas dos 
picos; LC-DAD/UV). Ambos diterpenos e seus dialdeídos apresentaram log P de 3,6 
a 4,0, o que sugere boa permeabilidade celular. Os diterpenos apresentaram perfil 
cinético de Michaelis-Menten, sendo que a Vmax da casg F foi 2 vezes maior do que 
a da cas B. O KM da casg F (66,4 ± 6,5 µM) foi próximo ao da cas B (61,4 ± 5,1 µM), 
indicando que a afinidade aparente das enzimas microssomais humanas por ambos 
diterpenos é semelhante. A extrapolação in vitro-in vivo resultou em ClH da casg F e 
cas B (19,6 e 19,2 mL/min/kg, respectivamente), portanto ambos foram 
considerados compostos de alta razão de extração hepática (98,0 e 96,0 %, 
respectivamente). Os resultados demonstraram que a casg F é mais suscetível à 
degradação química do que a cas B, mas ambas possuem similar susceptibilidade à 
metabolização por microssomas hepáticos de humanos. Assim, pode-se inferir que a 
biodisponibilidade oral dos dois diterpenos é reduzida em razão da extensa 
degradação gástrica e da elevada fração metabolizada na passagem pelo fígado. Os 
modelos de PBPK indicam que os diterpenos apresentam diferente disposição 
cinética em humanos. Os diterpenos e seus produtos de degradação exerceram 
baixa inibição (< 50%) da COX-1, COX-2 e sPLA2. A via de ação anti-inflamatória 
dos diterpenos provavelmente não está envolvida com essas enzimas. 
Palavras-chave: diterpenos clerodânicos, casearinas, Casearia sylvestris, 
farmacocinética, metabolização. 



 

 

 

ABSTRACT 
Casearin-like clerodane diterpenes are active markers (anti-inflammatory and 
antiulcerogenic actions) of the medicinal plant Casearia sylvestris Sw. (Guaçatonga). 
However, pharmacokinetic data for advances in research concerning these 
substances are scarce. Thus, in vitro tests were performed to understand their oral 
absorption and biotransformation. The diterpenes caseargrewiin F (casg F) and 
casearin B (cas B) were submitted to simulated gastric degradation (SGF) and 
metabolism by human liver microsomes. These data were used in physiology-based 
pharmacokinetic modeling (PBPK) to simulate the diterpenes pharmacokinetic 
profile. The products were identified by LC-DAD/UV, LC-MS, UPLC-QTOF-MS/MS 
and NMR. Physicochemical and biological diterpenes properties were determined: 
log P, chemical stability, stability in plasma, plasma proteins binding and enzymatic 
kinetics using human liver microsomes. The enzymatic kinetics parameters maximum 
speed (Vmax), KM (Michaelis-Menten constant), and intrinsic clearance in vivo (C’lint) of 
casg F and cas B were used to estimate hepatic clearance (ClH) by in vitro-in vivo 
extrapolation. The analytical and bioanalytical quantification methods (LC-MS) were 
developed and validated in accordance with the National Health Surveillance Agency 
and the European Medicines Agency. Both diterpenes have shown greater instability 
(p < 0.05) in SGF (pH 1.2), followed by the TRIS buffer (pH 8.8) and Hank’s (pH 7.4). 
Casg F and cas B were stable in plasma (p < 0.05) up to 60 and 270 min of 
incubation, respectively. The in vitro metabolism decay of both diterpenes was not 
influenced by the absence of the NADPH regenerating system. The decay was 
inhibited (p < 0.05) in the presence of NaF (200 mM), an esterase inhibitor, 
suggesting that the hepatic and plasma enzymes metabolism of casg F and cas B is 
esterase dependent. The plasma and microsomal proteins binding of casg F was 
74.0 and 77.2%, respectively, and cas B was 86.7 and 87.4%, respectively. The 
major acid degradation products of casg F and cas B were their respective 
dialdehydes, which constituted more than 50% of the products (normalization of peak 
areas; LC-DAD/UV). Both diterpenes and their dialdehydes showed log P of 3.6 to 
4.0 (HPLC-UV), which suggests good cell permeability. The diterpenes had a 
Michaelis-Menten kinetic profile, and the casg F Vmax was 2 times greater than the 
cas B. The casg F KM (66.4 ± 6.5 µM) was close to the cas B (61.4 ± 5.1 µM), so the 
apparent affinity of human microsomal enzymes for both diterpenes is similar. The in 
vitro-in vivo extrapolation resulted in ClH of casg F and cas B (19.6 and 19.2 
mL/min/kg, respectively), so both have a high hepatic extraction ratio (98.0 and 
96.0%, respectively). Casg F is more susceptible to chemical degradation than cas 
B, but both have similar susceptibility to metabolism by human liver microsomes. 
Thus, their oral bioavailability is reduced due to the gastric degradation and the high 
fraction metabolized in the liver passage. PBPK models indicate that diterpenes have 
different kinetic disposition in humans. Diterpenes and their degradation products 
have shown low inhibition (< 50%) of COX-1, COX-2 and sPLA2. The anti-
inflammatory action pathway of diterpenes is probably not involved with these 
enzymes. 
 
Keywords: clerodane diterpenes, casearins, Casearia sylvestris, pharmacokinetics, 

metabolism. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

 Desde a antiguidade, o uso de plantas esteve atrelado a medicina tradicional 

das diversas comunidades. O acesso a plantas medicinais é universal e fácil, sendo 

que elas podem ser encontradas em feiras livres, mercados populares, Farmácias-

vivas ou até mesmo cultivadas em residências. As plantas medicinais geralmente 

possuem diferentes substâncias que juntas atuam em diferentes alvos e 

sinergicamente desempenham a ação terapêutica (fitocomplexo), o que é uma 

alternativa eficiente para o tratamento de muitas doenças crônicas e complexas do 

que a terapia simples baseada em fármacos sintéticos. Além disso, as plantas 

também são importantes como fonte para o desenvolvimento de medicamentos (XIN 

et al., 2011; NEWMAN; CRAGG, 2020). 

 Apesar do avanço científico na síntese de fármacos, a natureza continua 

sendo uma fonte importantíssima para o desenvolvimento de medicamentos. 

Recentes dados da literatura indicam que mais de 40% dos 1881 novos agentes 

terapêuticos registrados de 1981 a 2019 (fármacos, extratos vegetais, 

macromoléculas biológicas e vacinas) foram desenvolvidos baseados em produtos 

naturais. Nesse contexto, o Brasil se destaca pois é um país territorialmente amplo 

que engloba vários biomas, o que o faz detentor de uma flora muito diversificada 

com mais de 30 mil espécies de plantas já catalogadas, sendo 20 mil endêmicas 

(NEWMAN; CRAGG, 2020; STEHMANN; SOBRAL, 2017). C. sylvestris é uma 

destas espécies vegetais, popularmente conhecida como guaçatonga, sendo 

distribuída em 22 estados brasileiros (MARQUETE, 2001).  

 O interesse por estudá-la deve-se, principalmente, pelos seus diversos usos 

na medicina popular, pois é utilizada como cicatrizante, antisséptico, anti-

inflamatório, antirreumático, antiulceroso, febrífugo, depurativo, anestésico tópico, 

antidiarreico e antiofídico, sendo que este foi o primeiro relato literário com finalidade 

terapêutica no Brasil, em 1877 (CAMINHOÁ, 1877; FERREIRA et al., 2011). Muitos 

desses usos foram comprovados por estudos científicos, mostrando que extratos de 

folhas da C. sylvestris ou seus componentes podem apresentar ação antitumoral, 

antiulcerogênica, antiofídica, anti-inflamatória e cicatrizante (DE FORD, 2016; 

FELIPE et al., 2014; FERREIRA et al., 2011; FERREIRA et al., 2016; PIERRI et al., 

2017; SERTIÉ et al., 2018; SPOSITO et al., 2019; HEYMANNS et al., 2020).  
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 Estudos demonstraram também que os diterpenos clerodânicos presentes 

nas folhas de C. sylvestris var. sylvestris são responsáveis pelas suas principais 

atividades farmacológicas: cicatrizante, antitumoral, antiulcerogênica e anti-

inflamatória, especialmente a casearina B e caseargrewiina F (SANTOS, 2008; 

FERREIRA et al., 2014; PIERRI et al., 2017; SERTIÉ et al., 2018). Além disso, 

derivados vegetais ou substâncias isoladas dessa espécie têm baixa toxicidade 

quando administrados oralmente em modelos animais ou em ensaios in vitro 

(BASILE et al., 1990; FERREIRA et al., 2014; PRIETO et al., 2013; AMENI et al., 

2015). 

 Tendo em vista os resultados de estudos farmacológicos e toxicológicos em 

conjunto com sua tradição de uso, C. sylvestris está presente na Relação Nacional 

de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS) e já faz parte do Formulário 

Nacional de Fitoterápicos da Farmacopeia Brasileira, publicado em 2011 pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA). Tal formulário estabelece a 

padronização de fitoterápicos, garantindo sua segurança, eficácia e qualidade, o que 

torna mais confiável o seu uso terapêutico. Vale lembrar que neste formulário está 

incluída uma preparação extemporânea por infusão (produto tradicional fitoterápico 

do tipo chá medicinal) de folhas de C. sylvestris, indicado apenas como 

antidispéptico, cuja segurança e eficácia está baseada principalmente no uso 

tradicional (BRASIL, 2011).  

 Entretanto, é evidente que a espécie possui grande potencial terapêutico, o 

qual poderia ser regulamentado para o desenvolvimento de um fitoterápico à base 

do extrato etanólico de folhas de C. sylvestris com indicação como anti-inflamatório 

ou para o tratamento de gastrites e úlceras pépticas (SANTOS, 2008; FERREIRA et 

al., 2011; PIERRI et al., 2017; SERTIÉ et al., 2018; ODA et al., 2019; SPOSITO et 

al., 2019). Apesar disso, essa planta não foi incluída na última lista de medicamentos 

ou produtos tradicionais fitoterápicos de registro simplificado e atualmente não há 

nenhum fitoterápico à base de C. sylvestris ou de seus derivados registrados na 

ANVISA, sendo necessários mais estudos relativos à padronização de seus 

derivados vegetais, especialmente farmacológicos e farmacocinéticos (BRASIL, 

2014).  

 Grande parte do insucesso na produção de novos medicamentos está 

relacionado com propriedades farmacocinéticas inadequadas, como a absorção e 

biodisponibilidade. Para resolver isso e diminuir os gastos investidos nas diversas 
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etapas do desenvolvimento de fármacos (Figura 1), têm sido utilizados estudos in 

vitro para investigar as propriedades físico-químicas e os parâmetros cinéticos pela 

via oral, a qual é a mais utilizada nas terapias farmacológicas devido à segurança, 

facilidade e custo. Esses ensaios fornecem um screening de forma mais rápida e 

econômica para otimização dos ensaios pré-clínicos e clínicos (ABRAHAMSSON; 

LENNERNAS, 2005; JIA; LIU, 2007; LEXCHIN, 2018). Nesse sentido, é importante a 

avaliação das propriedades físico-químicas e cinéticas que simulam a administração 

via oral envolvendo os marcadores químicos ativos da C. sylvestris, diterpenos 

clerodânicos, o que justifica a realização desse trabalho. 

Figura 1. Fases de pesquisa durante o desenvolvimento de fármacos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Os ensaios in vitro são adequados para a investigação inicial pois eles são 

capazes de determinar algumas propriedades físico-químicas e farmacocinéticas 

dos fármacos, as quais podem ser usadas para estimar as propriedades in vivo em 
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estudos de extrapolação IVIVE (In Vitro-In Vivo Extrapolation), além de auxiliar na 

avaliação da toxicidade, etapas imprescindíveis na cadeia de desenvolvimento de 

um novo medicamento. Desse modo, a utilização de sistemas in vitro simulando as 

interferências que os fármacos sofrem no trato gastrointestinal e no fígado é mais 

simples, rápida, geralmente não envolve considerações éticas e tem menor custo 

financeiro, evitando caminhos errôneos que poderiam levar à realização de ensaios 

in vivo desnecessários. Ademais, métodos de mimetização tem mostrado alta 

correlação com ensaios em animais e humanos (HOUSTON, 1994; OBACH et al., 

1997; LOHMANN; KARST, 2008; SUBRAMANIAN; TRACY, 2012).  

 Outra grande vantagem é que os ensaios in vitro requerem menores 

quantidades de amostra, fator muitas vezes limitante em ensaios com produtos 

naturais. Aliados a técnicas de cromatografia e espectrometria de massas, os 

produtos de degradação e/ou metabolização podem ser identificados e purificados 

de maneira relativamente simples para sua caracterização e uso em ensaios 

farmacológicos. Geralmente, correspondem aos mesmos produtos e metabólitos que 

são encontrados in vivo. Por esse motivo, a investigação deles torna-se relevante, 

com destaque para os majoritários formados (LIN; LU, 1997). Estes debates sobre o 

estudo dos metabólitos vêm ganhando cada vez mais importância pelos principais 

órgãos de vigilância e regulamentação de medicamentos do mundo (EMA, 2009).  

 Apesar de começar a ser desenvolvida há mais de 50 décadas, a simulação 

in sílico através de modelos farmacocinéticos tem se mostrado como uma ótima 

opção para a predição dos parâmetros farmacocinéticos. Com a sofisticação desses 

modelos graças aos avanços tecnológicos de engenharia computacional e 

biomédica, podem ser uma ferramenta muito eficiente na predição da 

farmacocinética de fármacos. A modelagem PBPK utiliza a combinação de dados 

específicos do fármaco (físico-químicos, de permeabilidade e de biotransformação) 

que podem ser obtidos de estudos in vitro com dados computacionais que 

descrevem a fisiologia e a anatomia do corpo humano (como a massa ou volume 

dos órgãos e o fluxo sanguíneo venoso e arterial através dos órgãos e tecidos, o 

particionamento entre os tecidos, a captação mediada por transportadores de 

influxo/efluxo; e do modelo estrutural, o qual compreende a disposição anatômica 

dos tecidos e órgão do corpo humano), considerando todos os processos 

moleculares e bioquímicos, além das variáveis populacionais intrínsecas e 
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extrínsecas (fatores demográficos, anatômicos, genéticos e fisiológicos)  (ZHAO et 

al., 2011; JONES, et al., 2012; ZHUANG; LIU, 2016; CHARMAN et al., 2020). 

 As grandes agências de saúde, assim como no campo da academia e 

indústrias farmacêuticas já consideram o modelo de PBPK, quando utilizado de 

forma correta, como uma ferramenta confiável na predição dos parâmetros cinéticos 

durante o desenvolvimento de fármacos. Assim, uso de dados gerados em estudos 

in vitro e in sílico, combinados com informações farmacocinéticas clínicas, pode ser 

uma ótima forma de triagem para entender o comportamento do fármaco no 

organismo para auxiliar o planejamento dos estudos in vivo ou até mesmo substituí-

los. Além disso, as técnicas de PBPK podem ser aplicadas em diversas etapas do 

desenvolvimento de fármacos para aumentar a eficiência e a compreensão da 

farmacocinética. Vale ressaltar que a fidedignidade desses resultados depende 

diretamente da fonte de dados para a modelagem. O maior desafio desses 

resultados é prever com exatidão o clearance humano dos fármacos. Para isso, 

métodos de simulação in vitro utilizando microssomas hepáticos ou hepatócitos são 

eficientes para predição de fármacos metabolizados (JONES, 2012; ZHUANG; LIU, 

2016).   

 Visto que em estudos anteriores alguns ensaios in vitro de hidrólise ácida e 

metabolização hepática envolvendo diterpenos clerodânicos ocorreu a formação de 

vários produtos oriundos de diferentes mecanismos de formação, é importante 

também conhecer o comportamento de outros diterpenos comprovadamente ativos 

(como da caseargrewiina F e casearina B) simulando a administração oral, a via 

mais utilizada na administração medicinal de derivados de C. sylvestris (FERREIRA 

et al., 2011; MOREIRA DA SILVA et al., 2018; ODA et al., 2019). Isso indica que os 

diterpenos clerodânicos possuem distintos sítios moleculares vulneráveis à 

degradação ácida e metabolização hepática, sendo importante encontrar um padrão 

desses fenômenos e verificar se os dialdeídos correspondentes, seus principais 

produtos e metabólitos, serão formados a partir de outros diterpenos clerodânicos. 

Nesse sentido, também é possível utilizar outros ensaios que simulem as influências 

químicas durante a passagem desses diterpenos pelo intestino, como a incubação 

no tampão TRIS (pH 8,8) (USP, 2015). 

 Muitas propriedades físico-químicas intrínsecas das substâncias que 

influenciam na sua disposição cinética podem ser obtidas por ensaios in vitro, 

destacando-se a determinação do coeficiente de partição (log P) e estabilidade 
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química, as quais podem ser aplicadas aos diterpenos. Esses parâmetros estão 

relacionados com a capacidade de um fármaco em atravessar as membranas 

celulares por meio de difusão passiva, além de prever de uma maneira geral o 

comportamento da substância nos diferentes pHs do trato gastrointestinal e fluídos 

corporais, e a distribuição após a administração oral apresentando informações 

importantes na correlação in vivo. Assim, quando há uma instabilidade não 

desejável, pode-se recorrer à utilização de recursos farmacotécnicos para utilizar 

formulações que protejam a substância da degradação do trato gastrointestinal 

(CHEN et al., 2006; KERNS; DI, 2007; DI; KERNS, 2009; KWONG, 2015). 

 Quando estão na corrente sanguínea os xenobióticos podem ser encontrados 

em fração livre ou ligado às proteínas plasmáticas. Essas proteínas auxiliam na 

distribuição dos fármacos, o qual somente estará disponível para sofrer 

metabolização na forma livre, sendo que a quantidade que está ligada às proteínas 

plasmáticas não é metabolizada e eliminada. Assim, é importante conhecer a taxa 

de ligação dos xenobióticos a essas proteínas, uma vez que elas influenciam 

diretamente na ação e eliminação do fármaco (Cl e meia vida de eliminação) 

(SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). 

 O fígado humano é o principal órgão de metabolismo de xenobióticos. Em 

relação aos ensaios de metabolização in vitro, o uso de microssomas hepáticos é 

mais eficiente quando comparado às enzimas recombinantes (por exemplo, CYP e 

UDP-glicuronosiltransferases), frações subcelulares (fração citosólica e fração S9) e 

cultura de hepatócitos, amostras de tecido hepático e fígado perfundido. Isso porque 

as microssomas apresentam maior rendimento metabólico, são mais estáveis e 

oferecem a possibilidade de avaliar grupos isolados de enzimas utilizando inibidores 

seletivos (LOOHMAN; KARST, 2008; HE et al., 2010; MOREIRA DA SILVA, 2016; 

MOREIRA DA SILVA et al., 2018). Dentre as frações do fígado, os microssomas são 

as mais utilizadas na avaliação do metabolismo in vitro de fármacos e uma vez 

determinada a cinética de metabolização envolvida - velocidade máxima da reação 

(Vmax), constante de Michaelis-Menten (KM) e clearence intrínseco (Clint) - é possível 

aplicar modelos IVIVE para estimar clearence hepático (ClH), verificando o papel do 

fígado na depuração total in vivo. Para isso, o modelo well-stirred é o mais 

comumente utilizado pois apresenta maior simplicidade em sua aplicação. Este 

modelo considera o fígado como um compartimento único com perfusão 

homogênea, assumindo que a distribuição do fármaco pelo órgão é rápida, que a 
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concentração do fármaco no tecido está em equilíbrio com a concentração no 

sangue e que a distribuição das enzimas metabólicas no fígado é homogênea. 

(EMOTO et al., 2010; OBACH et al., 2011; SUBRAMANIAN; TRACY, 2012). 

 Esses estudos são importantes para conhecer o comportamento dos 

diterpenos no trato gastrointestinal e avaliar a eliminação pré-sistêmica após 

administração oral, determinando assim quais os tipos e a influência das 

transformações, de forma compartimentalizada, tanto em relação à atividade 

farmacológica (ou tóxica) quanto aos parâmetros cinéticos que influenciam a 

biodisponibilidade das substâncias. Assim, essas propriedades devem ser avaliadas 

visando novos medicamentos eficazes e seguros.  Desse modo, o uso do extrato 

etanólico de folhas de C. sylvestris (EetCs) nesses ensaios é importante para 

constatar se o comportamento dos marcadores ativos (diterpenos clerodânicos) 

foram os mesmos, uma vez que as interferências do meio podem ser diferentes 

quando estão em uma matriz complexa. 

 Outra propriedade farmacocinética importante de ser avaliada é a 

permeabilidade intestinal, a qual está relacionada com a absorção do fármaco. Para 

uma análise geral utiliza-se o modelo celular Caco-2, o qual é o modelo in vitro mais 

utilizado para previsão da absorção de fármacos, tanto por pesquisas acadêmicas 

quanto por indústrias farmacêuticas. Além de possuir a vantagem de simular rotas 

ativas e passivas de transporte, esse método possui alta correspondência com os 

ensaios in vivo (HUBATSCH et al., 2007; MOREIRA DA SILVA et al., 2018). 

 Nesse contexto, o desenvolvimento e validação de métodos analíticos e 

bioanalíticos para determinação quantitativa de fármacos é necessário para garantir 

que os métodos empregados assegurem credibilidade e confiabilidade quando 

utilizados. A validação analítica no Brasil é normatizada pela Resolução da Diretoria 

Colegiada (RDC) nº 166 de 2017, da Agência Nacional de Vigilância Sanitária 

(ANVISA). Já a validação bioanalítica no Brasil é normatizada pela Resolução da 

Diretoria Colegiada (RDC) nº 27 de 2012 (ANVISA) (BRASIL, 2012; 2017). 

  Há destaque para a utilização de diterpenos clerodânicos em distúrbios 

inflamatórios, pois eles também apresentam atividade antiulcerogênica e não 

causam gastroenterites (PIERRI et al., 2017), ao contrário dos anti-inflamatórios 

mais utilizados, os anti-inflamatórios não-esteroidais (AINES) (GROSSER; 

FITZGERALD, 2011). Em relação aos prováveis mecanismos da atividade anti-

inflamatória da C. sylvestris, a literatura é relativamente escassa, mas sugere que 
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pode estar associado à redução da produção de prostaglandinas (PG) por inibição 

da ciclo-oxigenase (COX) ou da fosfolipase A2 secretada (sPLA2), sendo que dentre 

os dez diferentes grupos, o grupo V é o principal envolvido com a reação 

inflamatória em macrófagos (BORGES et al., 2000; SASSIOTO et al., 2004; DENNIS 

et al., 2011). Apesar das casearinas J e O e seus produtos de degradação ácida e 

metabolização hepática não apresentarem inibição da liberação de óxido nítrico 

(ODA et al., 2019), o mecanismo anti-inflamatório de outros diterpenos pode estar 

relacionado com o NO, o qual é um importante sinalizador do processo inflamatório. 

Dessa forma, a quantificação direta ou indireta da atividade dessas enzimas e de 

NO pode ser relacionada proporcionalmente à resposta inflamatória 

(GREENHOUGH et al., 2009; BOGDAN, 2015).   

 Visto que os diterpenos podem sofrer grandes modificações estruturais ao 

serem submetidos a ensaios in vitro de simulação da administração oral, é 

interessante a avaliação da atividade anti-inflamatória por diferentes mediadores dos 

produtos de degradação ácida e enzimática formados, a fim de elucidar as vias de 

ação dos diterpenos e verificar se essas modificações podem influenciar a ação 

biológica (EMA, 2009). 

  

6. CONCLUSÃO  

  

 Foram isolados 2 diterpenos (caseargrewiina F e casearina B) com alto grau 

de pureza (> 95%) para realização dos ensaios. Os métodos analíticos e 

bioanalíticos para quantificação de caseargrewiina F e casearina B nas matrizes dos 

ensaios de estabilidade e ADME realizados neste trabalho mostraram-se 

compatíveis para as aplicações em termos de especificidade, sensibilidade, 

linearidade, precisão, exatidão e estabilidade.  

 Ambos diterpenos e seus dialdeídos apresentaram valores de log P de 3,6 a 

4,0 pelo método cromatográfico, que sugerem boa permeabilidade celular. A casg F 

e a cas B sofreram degradação em meio de fluído gástrico simulado (pH 1,2) com 

mais intensidade do que em tampão TRIS (pH 8,8). Já em tampão Hank’s (pH 7,4), 

ambas foram estáveis até 480 e 960 min de incubação, respectivamente. A casg F e 

a cas B sofreram decaimento quando incubadas em plasma humano por 60 e 270 

min, respectivamente. Os resultados sugerem que os diterpenos investigados são 

substrato de esterases plasmáticas, uma vez que na presença de inibidor de 



33 

 

 

esterases NaF (200 mM) ambas foram estáveis até o tempo de 270 min de 

incubação.  

 Nos ensaios de metabolismo in vitro usando microssomas hepáticos 

humanos, foi observado o decaimento de casg F e cas B na presença ou ausência 

do SRN. Na presença do inibidor de esterases NaF (200 mM) não foi constatado 

decaimento, sugerindo que a casg F e a cas B são substratos para as esterases 

hepáticas, as quais não são dependentes dos cofatores do SRN. Desse modo, o 

metabolismo dos diterpenos provavelmente não está sujeito às variações da 

capacidade metabólica das enzimas do CYP. A casg F e cas B apresentaram 

ligação a proteínas plasmáticas e microssomais superiores a 70,0%, o que pode ser 

explicado por suas características lipofílicas. 

 O produto de degradação ácida (constituindo mais de 50% do total de 

produtos, normalização LC-DAD) e metabolização hepática majoritário da casg F e 

da cas B foi o seu respectivo dialdeído. Os diterpenos apresentaram perfil cinético 

de Michaelis-Menten em microssomas hepáticos de humanos, com valores de Vmax e 

Clint para a casg F 2 vezes maior do que cas B. O parâmetro KM da casg F foi 

próximo ao da cas B, indicando que a afinidade das enzimas microssomais humanas 

por ambos diterpenos é similar. Pode-se sugerir que a casg F e B são extensamente 

eliminadas após sua passagem pelo fígado, uma vez que o clearance hepático de 

ambas correspondeu a quase todo fluxo sanguíneo hepático (98,0 e 96,0 %, 

respectivamente). 

 Os resultados demonstraram que a casg F é mais suscetível à degradação 

química e metabolização microssomal do que a cas B, mas ambas possuem 

susceptibilidade similar à depuração hepática em humanos. Assim, pode-se inferir 

que a biodisponibilidade oral in vivo dos dois diterpenos é muito reduzida em razão 

da extensa degradação gastrointestinal e da elevada fração metabolizada na 

passagem pelo fígado e que as ações farmacológicas decorrentes do uso via oral 

devem ser atribuídas aos produtos de degradação ou metabólitos destes diterpenos, 

como o seu dialdeído.  

 Os valores simulados de Cmax através de PBPK da cas B foram superiores 

aos da casg F em ambos protocolos de administração e doses. Essas informações 

são importantes e apontam que os diferentes diterpenos clerodânicos encontrados 

nas folhas da C. sylvestris, apesar de serem estruturalmente similares, 

provavelmente apresentam diferente disposição cinética em humanos. 
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 A via de ação anti-inflamatória dos diterpenos provavelmente não está 

envolvida diretamente com a inibição das enzimas COX-1, COX-2 e sPLA2, sendo 

que as modificações estruturais que os diterpenos possivelmente sofrem ao serem 

ingeridos por via oral não alteram a atividade anti-inflamatória dos diterpenos sobre 

essas enzimas. 
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