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RESUMO

DESENVOLVIMENTO E OTIMIZACAO DO EXTRATO PADRONIZADO DE
Spondias mombin (CAJAZEIRA): ATIVIDADES ANTI-INFLAMATORIA E ANTI-
HERPES DO EXTRATO E DA GERANIINA Thiala Soares Josino da Silva. Orientadora:
Prof2, Dr2. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas. Departamento de Farmacia. Universidade Federal do
Ceard, 2016.

Spondias mombin L. (Anacardiaceae) é uma arvore de porte elevado, frutifera, frequente no
Oeste da india, México, Peru, Brasil e conhecida popularmente como cajazeira. Todas as suas
partes tém sido utilizadas pela medicina tradicional. A planta faz parte da REPLAME
(Relacdo de Plantas Medicinais) do estado do Cear4 e do projeto Farmécias Vivas com a
indicacdo para o tratamento da herpes. O objetivo do presente estudo foi desenvolver um
fitoproduto padronizado a partir das folhas de S. mombin, e avaliar seu potencial anti-
inflamatdrio e antiviral (Herpes simplex 1). Para isso, inicialmente, foram estabelecidos o
método de preparacdo (secagem em estufa com circulacdo/ renovacgdo de ar) a 60 = 5 °C por 4
horas e as especificacdes para o controle de qualidade da droga vegetal (DV). O método
extrativo para obtengdo do extrato padronizado de S. mombin foi a maceragdo dindmica por
2,5 h, a 30 °C e relacdo DV:solvente (etanol 30 % em agua) de 0,3, caracterizado pelo teor de
fenois totais (FT: 17,52 mg/mL), residuo seco (RS: 7,12 %, p/v) e perfil cromatografico por
CLAE-DAD (Acido clorogénico - AC: 0,83 mg/mL e Geraniina - GR: 7,37 mg/mL). Na
avaliacdo do potencial anti-inflamatério, extrato de S. mombin (ESM) (1, 10, 50, 100 pg/mL)
inibiu parcialmente a liberacdo de MPO (Mieloperoxidase) induzida por PMA (Folbol-12-
miristato-13-acetato), sendo observado melhor efeito na maior concentracdo (% inibicao:
50,4), enquanto que o padrdo GR (1, 10, 25, 50 e 100 pg/mL) promoveu um efeito dual,
ampliando a desgranulacéo de neutrofilo induzida por PMA nas menores concentracfes (1 —
25 pg/mL) e inibindo esta (40,3 e 83,5 %) nas maiores concentragdes (50 e 100 pg/mL).
Apenas a concentragdo de 200 pg/mL do ESM mostrou citotoxicidade em neutrofilos
humanos no teste do MTT. Na avaliacdo da citotoxicidade em celulas VERO, o ESM
apresentou CCsp= 1680 ug/mL e a GR CCsp = 392,5 pug/mL, enquanto que o padrdo PFA
(Acido fosfonoférmico) apresentou CCsp = 392,5 ug/mL. Na avaliagdo do potencial antiviral,
0 ESM foi mais potente com Clsg - 342,5 ng/mL em relagéo a GR (Clso= 417,5 pg/mL) e PFA
(Clso= 570 pug/mL), e teve um indice de seletividade (IS) proximo ao do PFA. O IS da GR foi



de 0,94. Os resultados obtidos no presente estudo permitiram estabelecer, de maneira inédita,
métodos e especificacBes para a producdo e controle de qualidade tanto da DV quanto do
ESM. Além disso, tanto o0 ESM quanto a geraniina (marcador bioativo) possuem atividade

anti-inflamatoria e anti-herpes (Herpes simplex 1)

Palavras-chave: S. mombin. Acido clorogénico. Geraniina. Anti-inflamatdria. Anti-herpes.



ABSTRACT

DEVELOPMENT AND OPTIMIZATION OF STANDARDIZED EXTRACT OF
Spondias mombin (CAJAZEIRA): ANTI-INFLAMMATORY AND ANTI-HERPES
ACTIVITIES OF EXTRACT AND GERANIIN Thiala Soares Josino da Silva. Advisor:
Prof?. Drd. Luzia Kalyne Almeida Moreira Leal. Master degree. Program of Post-Graduate in

Pharmaceutical Sciences. Department of Pharmacy. Federal University of Ceara, 2016.

Spondias mombin L. (Anacardiaceae) is a large-sized tree, fruitful, frequent in western India,
Mexico, Peru, Brazil and popularly known as cajazeira. All the parts have been used by
traditional medicine. The plant is part of REPLAME (List of Medicinal Plants) of the state of
Ceard and Farmacias Vivas projects’, indicated for the herpes treatment. The aim of this study
was to develop a standardized product from the leaves of S. mombin and evaluate its antiviral
(Herpes Simplex 1) and anti-inflammatory potential. Therefore, was initially established one
method of preparation (drying oven with air circulation / renovation) under 60 + 5 ° C heating
4 hours, and the specifications for quality control of plant drug (PD). The extractive method
for obtaining a standardized extract of S. mombin was the dynamic maceration for 2.5 h at 30
° C and a relation PD:solvent (30% ethanol in water) of 0.3, characterized as total phenols
content (TF: 17.52 mg/mL), dry residue (7.12%, w/v) and chromatographic profile by HPLC-
PAD (Chlorogenic acid - CA: 0.83 mg/mL and Geraniin - GR: 7.3 mg/mL). The evaluation of
anti-inflammatory potential showed that extract of S. mombin (ESM) (1, 10, 50 and 100
pg/mL) partially inhibited MPO (Myeloperoxidase) release induced by PMA (Phorbol-12-
Myristate-13-Acetate), with best effect seen at the biggest concentration (% inhibition: 50,4),
while the standard GR (1, 10, 25, 50 and 100 pg/mL) promoted a dual effect, expanding the
degranulation of neutrophils induced by PMA at low concentrations (1 - 25 pg/mL) and
inhibiting (40.3 and 83.5%) at biggest concentrations (50 and 100 pg/mL). Only the
concentration 200 pg/mL of ESM showed citotoxicity on human neutrophils in MTT test. The
evaluation of cytotoxicity on VERO cells, the ESM showed CCsy = 1680 pug/mL and a GR
CCsp = 392.5 pg/mL, while the standard PFA (Phosphonoformic acid) showed CCsy = 392.5
pg/mL. The antiviral potential evaluation, the ESM was the most potent with 1Csp = 342.5
pg/mL comparing to GR (ICsp = 417.5 pg/mL) and PFA (ICso = 570 pg/mL), also had an
selectivity index (SI) next to PFA. The SI GR was 0.94. The results obtained in this study

allowed to establish, in an unprecedented way, methods and specifications for production and



quality control of PD and ESM. Furthermore, both ESM as geraniin (bioactive marker)
possess anti-inflammatory and anti-herpes (Herpes simplex 1) activity.

Keywords: S. mombin. Chlorogenic acid. Geraniin.. Anti-inflammatory. Anti-herpes.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Infecgbes virais: Herpes simples

O Herpes é um virus pertencente a familia Herpesviridae, a qual engloba oito virus
herpéticos humanos existentes, sendo eles: virus herpes simples tipo 1, herpes simples tipo 2,
varicela-zoster, Epstein-Barr, citomegalovirus e virus herpes humanos tipos 6, 7 e 8. Todos
possuem a designacdo comum de herpesvirus humano, sendo que o determinante da diferenca
entre eles é a numeracdo (1 a 8) que sucede suas denominages. Estes virus podem infectar
diferentes e variados tipos de células e possuem caracteristicas bioldgicas particulares, como a
ampla gama de possiveis hospedeiros e a capacidade de se manter latente em suas células por
tempo indeterminado. Dessa forma, pode vir a ser reativado, originando lesbes que se
localizam no prdprio sitio da infeccdo priméria inicial ou proximas a ele (MARTINHO,
2003).

O herpes simples tem sido considerado como um dos mais comuns agentes de
contaminacdo viral em humanos (GOPAL et al., 2000), sendo também a doenca sexualmente
transmissivel de maior ocorréncia (SAUERBREI & WUTZLER, 2007). Conforme descrito
anteriormente, 0 mesmo é subdividido em dois grupos: tipo 1 (HSV-1) e tipo 2 (HSV-2). Este
virus tem como reservatorio o homem e seu modo de transmissdo é por meio do contato
intimo com o individuo transmissor (BRASIL, 2010), dessa forma o virus penetra no corpo
por invasdo das mucosas ou lesdes de descontinuidade da pele. O virus sofre, entdo,
replicacdo nas células situadas na base do sitio de entrada, dissemina-se para células nervosas
adjacentes, até os ganglios sensitivos regionais, onde permanecem em laténcia até ser
rompido por fatores desencadeantes, como estresse, febre, trauma, mudancas hormonais,
radiacdo ultra-violeta e depois migra para as células da pele ou mucosa, ocasionando lesdes
vesiculares (CLEMENTS et al., 1990; LUPI & PEREIRA JR, 2000; FICARRA & BIEK,
2009; SAWAIR et al., 2010).

As infeccdes agudas causadas pelo herpes simples tipo 1 ou 2 séo caracterizadas pelo
desenvolvimento de uma ou mais vesiculas pequenas e cheias de liquido, as quais formam
elevacbes na pele ou qualquer outra membrana mucosa do corpo, como
forma de manifestagdo priméria ou reativagdo do virus. Tais vesiculas comumente se rompem
e causam dor. Logo apos a fase aguda ocorrem, alternadamente, periodos de laténcia e de

reativacdo (GOPAL et al., 2000). A reativacdo do virus permite a infeccdo de novos
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hospedeiros e o individuo infectado mantém-se com uma reserva de infeccéo para toda a vida
(SCHUSTER & BUSS, 2009).

As lesdes do herpes genital e oral sdo decorrentes de infeccdo pelo virus herpes
simples. O virus HSV-1 é o agente etiologico principal das lesbes vesiculares da regido
orofacial, enquanto o HSV-2 é a causa principal das lesdes na regido genital (COREY &
SPEAR,1986; GUPTA et al., 2007). Entretanto, 0 HSV-1 pode levar a lesbes na regido
genital e, embora mais raro, 0 HSV-2 pode ser manifestado na regido orofacial (KHAN et al.,
2005; AZWA & BARTON, 2009).

A maioria dos problemas causados pelo HSV-1 é autolimitada em imunocompetentes,
com presenca de feridas e vesiculas na regido orofacial (ALCHE et al., 2002), entretanto pode
ser um grande problema em pacientes imunocomprometidos, incluindo recém nascidos,
pacientes HIV positivos ou que sdo submetidos a tratamento imunossupressor, transplantados,
diabéticos descontrolados, podendo causar graves doengas sistémicas e risco de vida, devido a
debilidade do sistema imunoldgico (SOUSA et al, 2000; HARDEN et al., 2009; AKHTAR &
SHUKLA, 2009), além de também estar associado a diversas doencas oculares como a
ceratite herpética estromal (HSK) que pode causar cegueira (BRANDAO et al., 2010).

Em se tratando de epidemiologia, sabe-se que o herpes é uma doenca de distribuicdo
universal. O herpes genital é uma das mais prevalentes doencas sexualmente transmissiveis
(DST) no mundo, com aproximadamente 22 % dos adultos nos EUA, 15 % na Europa, 50 %
em alguns paises em desenvolvimento da Africa Subsariana sendo HSV-2 positivos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2001); no Brasil, estima-se que a cada ano 640 mil novos casos
de herpes genital sdo diagnosticados (PASSOS, 2002). Em relacdo ao herpes labial, é sabido
que este é uma infecgdo muito comum, afetando 45 % a 98 % da populagdo mundial (XIANG
et al., 2008), com taxa de prevaléncia maior que 40 % aos 15 anos de idade, aumentando para
60 a 90 % em adultos (GELLER et al., 2012); nos EUA 90 % da populacédo sdo carreadoras
do virus (BENTLEY et al., 2003), no Brasil, a prevaléncia de anticorpos para HSV-1 chega a
67,2% (CLEMENS & FARHAT, 2010).

O desenvolvimento de agentes terapéuticos anti-herpéticos tornou-se necessario,
devido a incidéncia crescente do virus HSV-1 e ao aparecimento de cepas resistentes a drogas
sintéticas, como o aciclovir, especialmente em pacientes imunocomprometidos (PIRET &
BOIVIN, 2011). Dessa forma, a descoberta de compostos antivirais pode ser comparada a
revolucdo ocorrida na época do desenvolvimento dos antibidticos e anuncia uma nova era na
medicina atual (SIMONI, 2003).
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O tratamento existente para o herpes é utilizado para controle da doenca e para
prevenir recorréncias (AZAMBUJA et al., 2004). Em estudo de reviséo, Tagliari et al. (2012)
relata as principais opcOes terapéuticas para o tratamento das infec¢des causadas pelo HSV-1.
Os autores concluiram que nao ha terapéutica eficaz contra o HSV-1, pois os tratamentos
existentes apenas ajudam a minimizar as crises instaladas, aliviam o desconforto e distanciam
0 aparecimento de novas manifestaces. Entre os tratamentos farmacoldgicos os autores citam
0s antivirais aciclovir e seus analogos fanciclovir e valaciclovir, como terapia de escolha;
docosanol e penciclovir, como drogas eficazes na terapia topica; lisina, como alternativa na
diminuicdo da duragéo da doenga; e as vacinas (Lupidon H® para o HSV-1, Lupidon G® para
0 HSV-2 e DISC - Desabled Infectides Singles Cycle).

Até o momento ndo existe tratamento eficaz contra o virus da herpes e alguns
episddios de herpes genital podem ndo ser reconhecidos, especialmente na fase assintomatica
ou de sintomas leves (LOU et al., 2012). Esses fatos dificultam a aquisicdo das terapias
antivirais pelos pacientes, contribuindo para a propagacéo da doenca e aumento dos indices de
transmissdo, caso as taxas de adesdo pelos pacientes ndo forem maiores que 90 %
(GlaxoSmithKline, 2000). Tendo em vista tais fatores, ha uma necessidade urgente de se
estudar e desenvolver novos farmacos para o controle do herpes.

Nesse contexto, os produtos naturais tém sido uma fonte de interesse para a pesquisa
de novos farmacos antivirais, inclusive algumas pesquisas tém demonstrado o potencial
antiviral de alguns extratos e/ou moléculas de espécies vegetais (VANDEN BERGHE et al.,
1986; DE LOGU et al., 2000). Como é o caso do extrato da planta Uncaria tomentosa
(Imuno-Max®) e seus glicosideos de &cido quindvico, os quais apresentaram atividade
antiviral de acordo com estudos recentes (CALDAS et al., 2010; SOUZA & CIMERMAN,
2010).

Outros autores também demonstraram que 0s extratos aquoso e etandlico de Cajanus
cajan (L) Millsp (ZU et al., 2010), extrato hidroalcodlico de Echinacea pallida
(SCHNEIDER et al., 2010), extrato hidroalcodlico de folhas de Araucaria angustifolia
(FREITAS et al., 2009) apresentam atividade anti-herpética. Em se tratando de moléculas
isoladas, a literatura relata que os taninos elagicos geraniina e galoilgeraniina isolados de
Spondias mombin (CORTHOUT et al., 1991), bem como o terpeno meliacina, isolado de
Melia azedarach L., apresentaram atividade antiherpértica em estudos in vitro (ALCHE et al.,
2002).
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1.2 Spondias mombin L. (Anacardiaceae)

1.2.1 Aspectos geograficos, botanicos e etnofarmacoldgicos

A familia Anacardiaceae possui 79 géneros com distribuicdo predominantemente nas
regides tropicais e subtropicais do mundo (JOLY, 2002). Dentre as espécies pertencentes a
esta familia podemos relacionar Spondias mombin L., uma arvore nativa das terras baixas do
México e das Américas Central e Sul (CROAT, 1974), comum no Oeste da india, nas
florestas imidas do Sul do México até o Peru estendendo-se até o Brasil (MORTON, 1987).
No Brasil, a cajazeira € encontrada isolada ou agrupada, notadamente em regifes da
Amazodnia e da Mata Atlantica e nas zonas mais Umidas dos Estados do Nordeste,
principalmente na faixa litordnea e nas serras, e de forma espontanea e subespontanea, em
matas, campos de pastagens e pomares domésticos (SOUZA et al., 2000). No Cear, ocorre
com maior frequéncia nas zonas litordneas proximas a Fortaleza e nas serras de
Guaramiranga, Baturité, Meruoca e Ibiapaba (SACRAMENTO & SOUZA, 2000).

Conhecida popularmente como cajazeira, caja-pequeno, caja-mirim, cajazeiro,
cajazeiro miado, taperebd (LORENZI & MATOS, 2008), S. mombin L. é uma arvore (Figura
1) de porte elevado, frutifera, com casca do tronco muito rugosa, onde destacam-se pedacos
grossos de suber, conhecidos pelo nome de caracas. As folhas, sdo compostas, deciduas,
alternadas, imparipinadas, com 20 — 45 cm de comprimento. O fruto é uma drupa de cor
amarelo-alaranjada, de sabor cido, ovoide e oblongo com 3,2 a 4,0 cm de comprimento e 2,5
cm de largura. As flores pequenas, fragantes, esbranquicadas, podem ser femininas,
masculinas e bissexuais, dispostas em panicula com 15 a 30 cm de comprimento (MORTON,
1987; MATOS, 1998).

Todas as partes de S. mombin tém sido utilizadas pela medicina tradicional. O decocto
das frutas € bebido como um diurético e febrifugo. A goma € utilizada como expectorante e
vermifugo (RODRIGUES & HESSE, 2000). O suco e 0 p6 de suas folhas s&o usados sob a
forma de cataplasmas como cicatrizante e anti-inflamatério tépico. O decocto do caule e das
folhas é usado como emético, antidiarréico e no tratamento de disenteria, hemorrdidas,
gonorréia e leucorréia (AKUBUE et al., 1983). O cha das flores e das folhas é feito para
aliviar estomatites, uretrite, cistite e inflamacéo da garganta (VILLEGAS et al., 1997).
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Figura 1 — Cajazeira (Spondias mombin L.).

Fonte: (http://www.padetec.ufc.br/novapagina/vendas/cajazeira/cajazeira.php. Acesso em: 19 dez. 2013).

A.Arvore; B. Flores; C. Frutos; D. Sementes. Fonte: Spondias mombin - Ac&o anti-herpes e anti-virética

S. mombin faz parte da relacdo de plantas medicinais que compdem o Projeto
Farmacias Vivas, idealizado pelo Prof. Francisco José Abreu de Matos e desenvolvido pelo
Laboratdrio de Produtos Naturais da Universidade Federal do Ceard, no Brasil, com o intuito
de promover a assisténcia social farmacéutica, voltada aos cuidados primarios em salde, as
comunidades, através de Programas de Fitoterapia Municipal e Estadual no ambito do
Sistema Unico de Satde (SUS) (BRASIL, 2012). Matos (1998) indica a S. mombin para o
tratamento do herpes labial e genital, da afta e de anginas herpéticas, através do uso de extrato
aquoso obtido pelo cozimento por fervura de 50g das folhas e ramos finos da espécie em um
copo d’agua.

A S. mombin também faz parte da Relacdo Estadual de Plantas Mediciais
(REPLAME) do Estado do Ceard (CEARA, 2012), sendo este fitoterapico disponibilizado a
populacdo de varios municipios do Estado (Fortaleza, Maracanau, Vigosa, Quixeramobim,
Camocim, Horizonte) pelo Nucleo de Fitoterapicos (NUFITO), o qual tem o, ja citado,
Projeto Farmacias Vivas como base cientifica.

E relevante considerar que hé registros da comercializacdo do extrato hidroalcodlico
das folhas da planta, citado no livro Coletéania cientifica de plantas de uso medicinal da
Fiocruz de 2005, relatando a recomendacdo de uso do extrato: ingerir 20 gotas a noite e 20
pela manha, diluidas em agua; e a composi¢do: cada mL contém 20 mg do extrato de folhas
secas de S. mombin, 0,7 mL de etanol e 0,3 mL de agua. Tal produto esta sob registro de
patente no Instituto Nacional de Propriedade Intelectual (INPI), nimero 0404307-3 A, porém
ja foi retirado do mercado por conta da atualizacdo da legislacdo nacional (ANVISA).

Através de revisdo bibliografica, encontrou-se outra patente de S. mombin, depositada
sob nimero 2182962 Al em 2008 (Extrato de S. mombin, método de extracdo e uso de tal
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extrato), em que a producdo do extrato se da por extracdo em Soxhlet de partes da planta (ndo
revelado) com posterior evaporacgdo parcial dos solventes (dgua, metanol, hexano ou acetato
de etila) e os extratos obtidos sdo entdo avaliados quanto ao potencial inibidor da COX-2 ou

da ativacdo de NF-kappa B ou no tratamento da inflamacdo ou cancer.

1.2.2 Aspectos quimicos, farmacoldgicos e toxicologicos

Estudos quimicos realizados por Hamano e Marcadante (2001) com auxilio de
cromatografia de alta performance (CLAE) detectaram a presencas de varias moléculas, como
carotenoides, fitoeno, alfa-trans-beta-caroteno, alfa- caroteno, beta criptoxantinas (cis e
trans), zeaxantina e luteina em S. mombin. Mais recentemente (IGWE et al., 2010) realizando
uma triagem quimica de extrato de folhas de Spondias mombin, revelaram a presenca de
saponinas (4.80 + 0.35%), alcaloides (3.40 + 0.10%), flavonoides (2.80 + 0.36%), taninos
(1.47 + 0.06%), oxalato (0.92 + 0.09%), fitato (1.73 + 0.19%) e glicosideos cianogénicos
(0.01 £ 0.00%).

Caraballo et al. (2004), avaliando o potencial antimalarico de plantas medicinais,
relataram que a atividade antimalérica de S. mombin parece estar relacionada a uma gama de
classes de compostos presente na planta, como antraquinonas, berberina, flavonoides,
naftoquinonas, sesquiterpenos, quassinoides, alcaloides indolicos e quinolinicos. Outras ac6es
farmacoldgicas também tém sido descritas para extratos (metandlico, etandlico ou aquoso)
das folhas da caja, incluindo efeitos ansiolitico (AYOKA et al., 2005), sedativo, anti-
epiléptico e antipsicdtico em camundongos e ratos (AYOKA et al., 2006).

Kozoic e Marcia (1998) e Okwu e Okwu (2004) citados por Okigbo et al. (2009)
relataram a atividade antiviral e antibacteriana de S. mombin coletadas no sul da Nigéria e
Africa. Estes efeitos foram atribuidos a presenca de taninos, ésteres fendlicos, alcaloides e
saponinas na planta.

Flavonoides e outros derivados fenolicos tém sido identificados em folhas de S.
mombin com propriedades antiherpes, antioxidante e antienvelhecimento (CORTHOUT et
al.,1992). Silva et al. (2012) em trabalho que descreve a presenca de flavonoides nas folhas de
S. mombin, identificou em extrato hidrometandlico, quercetina (Figura 2). Além de
flavonoides, a presenca de alcaloides e taninos foi detectada em altas concentragdes e tem
sido associada a efeitos antimicrobianos observados em véarios estudos com extratos da planta
(NWAOGU et al., 2007; CORTHOUT et al., 1992, 1994).
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Mais recentemente, Cabral (2014) buscou caracterizar os marcadores quimicos e
avaliar a atividade antiinflamatéria, antioxidante, antiproliferativa e antimicrobiana de extrato
hidroalcodlico de folhas secas (EHfl) de S. mombin, bem como de suas fracdes (n-hexanica
(Hex), diclorometanica (Dcm), acetato de etila (AcOEt) e n-butandlica (ButOH). Por meio de
andlise por CLAE, foi possivel a identificacdo e quantificacdo de &cido elagico e acido
clorogénico (Figura 2) no EHfl. Os resultados da avaliagdo da atividade anti-inflamatoria,
mostraram que o EHfl nas doses de 100, 200, 300 e 500 mg/kg, apresentou efeito de inibicéo
da migracéo de leucocitos no modelo de peritonite aguda induzida por carragenina; todas as
fragbes foram ativas, no entanto, a fragdo AcOEt na dose de 200 mg/kg apresentou melhor
atividade em relacdo as outras. O EHfl e a fragdo AcOEt apresentaram melhor perfil de
inibicdo bacteriana, principalmente frente a bactéria S. flexneri. O EHfl e as fraces Dcm,
AcOEt e ButOH apresentaram importante atividade antioxidante nos ensaios de DPPH, poder
redutor e sequestro de radicais superoxidos e radicais hidroxilas. No que se refere a avaliacdo
da citotoxicidade do EHfl e de suas respectivas fracbes frente a cultura de células de
fibroblastos 3T3 ndo foi observada citotoxicidade significativa.

A atividade de S. mombin sobre o virus Coxsakii B2 e Herpes Simples 1, responsaveis
pelas crises de aftas dolorosas e pela herpes labial, respectivamente, foi determinada, atraves
de um programa de triagem para propriedade antiviral de plantas, e entdo atribuida a presenca
de quatro substancias da planta, sendo dois taninos (CORTHOUT et al., 1991) e dois ésteres
cafeoil (CORTHOUT et al., 1992), isolados de extrato hidroetanélico a 80% (metodologia de
preparo ndo revelada pelos autores) das folhas e do caule de S. mombin. Nesses estudos, 0s
taninos elagicos geraniina e galoilgeraniina (Figura 2) mostraram atividade antiviral para
Coxsacki B2 e Herpes simplex tipo 1, em uma concentracdo de 50 pu/mL (fator de reducdo do
titulo viral 10°) (CORTHOUT et al., 1991). Pela mesma técnica, os ésteres cafeoil (Figura 2)
mostraram atividade antiviral, sendo que o éster butilico do acido clorogénico mostrou uma
reducéo do titulo viral para Herpes simplex tipo 1 igual a 10%, numa concentracdo de 100
pg/mL (dose méxima ndo toxica), enquanto o acido 2-o-cafeoil-(+)-allohidroxicitrico mostrou
um valor de 10% na dose méxima ndo téxica de 100 pg/mL para Coxacki B, (CORTHOUT et
al., 1992).

Corroborando com o potencial antiviral da geraniina, Fukushi et al. (1989) em ensaio
de formacédo de placa para Herpes simplex (HSV-1 cepa HF) em células renais de macaco
verde Africano (VERO), mostraram agédo antiviral com uma CE50 de 0,093 pg/mL, e, mais
recentemente, Yang et al. (2007) mostraram que esta suprimiu a replicacdo do virus da

Herpes simplex-2 com uma IC50 de 18.4 £ 2.0 uM in vitro.
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Figura 2 — Representacgéo estrutural de marcadores presentes em extratos de S. mombin
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Fonte: CORTHOUT et al., 1991; REZENDE, 2010; CABRAL, 2014.
a) Quercetina b) Acido elagico c) Acido clorogénico d1) Geraniina d2) Galoilgeraniina e) Ester butilico do acido

clorogénico f) Acido 2-o-cafeoil-(+)-allohidroxicitrico.

Ayoka et al. (2006) avaliaram extratos aquosos, metanolico e etandlico de folhas de S.
mombin L. em camundongos e ratos. Os autores ndo informaram no estudo quais parametros
foram avaliados na determinacdo da toxicidade, tendo, apenas, como resultado a producgdo ou
ndo de efeito toxico detectavel. Os autores mostraram que a administragdo oral em dose Unica

ou repetida dos trés extratos de S. mombin (<5 g/kg) nao produziu nenhum efeito toxico
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detectavel. Mesma observacédo foi obtida em relagcdo a administracdo intraperitoneal (i.p.) do
extrato aquoso (< 200 mg/kg), contudo os extratos etandlico e metandlico em doses superiores
(> 100 mg/kg) produziram efeitos toxicos. Efeitos letais foram observados em camundongos e
ratos com os trés extratos na maior dose (3,2 g/kg) i.p. A DL50 em camundongos, foi de 480
mg/kg, 1.1 g/kg i.p. e 1.36 g/kg para os extratos etanolico, metanodlico e alcodlico,
respectivamente; em ratos, a DL50 foi de 620 mg/kg i.p., 1.08 and 1.42 g/kg i.p. para 0s
extratos etandlico, metanolico e aquoso, respectivamente.

Raji et al. (2006) em estudo também relacionado a avaliacdo da seguranca néo clinica
de S. mombin envolvendo outro 6rgdo vegetal (casca do caule), mostraram que o extrato
aquoso quando administrado oralmente em dose Unica causou o decréscimo dose-dependente,
guando comparado ao grupo controle, dos parametros motilidade do espermatozoide,
viabilidade e quantidade de esperma e um acréscimo também dose-dependente do parametro
morfologia do espermatozoide. Tais resultados demonstraram que o extrato aquoso de S.
mombin pode prejudicar a fertilidade em ratos.

Diante do potencial farmacoldgico antiviral da S. mombin, cujo extrato tem
demonstrado possuir derivados fendlicos com propriedades antiherpes e antioxidante, e que ja
tem sido formulado para esses usos no Brasil (CORTHOUT et al., 1992; CASTNER, et al.,
1998; SHULTES & RAFFAUF, 1990), pode ser observado que S. mombin tem sido
extensivamente investigada nos ultimos anos, o que corrobora para a realizacdo de estudos

farmacéuticos visando a obtencdo desde matérias-primas a produtos acabados padronizados.

1.3 Produtos terapéuticos derivados de plantas medicinais

A fitoterapia é a ciéncia que estuda a utilizacdo de produtos de origem vegetal com
finalidade terapéutica, para prevenir, atenuar ou curar um estado patoloégico (CARVALHO,
2005). Tais produtos de origem vegetal, utilizam plantas medicinais, isto &, espécies vegetais,
cultivadas ou néo, que sdo as responsaveis pela atividade terapéutica (BRASIL, 2014).

Quando a planta medicinal, ou suas partes, esta na forma integra, rasurada, triturada ou
pulverizada, estabilizada ou ndo, ela ¢ denominada droga vegetal (BRASIL, 2014). O
derivado vegetal é o produto da extracdo da planta medicinal fresca ou da droga vegetal,
podendo ocorrer na forma de extrato, tintura, alcoolatura, 6leo fixo e volatil, cera, exsudado e
outros. Ao conjunto de todos os produtos utilizados no inicio no processo de fabricacdo dos
medicamentos fitoterapicos (planta medicinal fresca, droga vegetal e derivado vegetal),
chama-se de matéria-prima vegetal (BRASIL, 2014; CARVALHO, 2011).
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A legislagéo vigente, RDC n° 26/2014, que dispde sobre o registro de medicamentos
fitoterapicos, define esta classe como aquela obtida de matéria-prima ativa vegetal com
finalidade profilatica, curativa ou paliativa. Ndo se considera medicamento fitoterapico,
entretanto, aquele que inclui substancias ativas isoladas, que recebem a denominagdo de
fitofarmacos ou as associacdes de fitofarmacos com extratos vegetais (RATES, 2001a).

A etapa inicial do processo de desenvolvimento de um fitoterapico ocorre com a
selecdo da planta. A selecdo pode ser feita com auxilio de pesquisa na literatura cientifica, da
etnobotanica ou etnofarmacologia, da quimiotaxonomia, da toxicidade observada, além de
estudos farmacologicos prévios. O passo seguinte diz respeito a coleta, identificacdo boténica
e preparo de exsicata, bem como estabilizacdo e extragcdo dos constituintes da planta. A partir
dos extratos, empregando-se métodos cromatograficos, podem ser obtidos compostos
isolados. Nessa fase, sdo realizados testes de atividade bioldgica e de toxicidade, e ainda a
determinacdo da estrutura quimica dos compostos ativos isolados, utilizando-se métodos
espectroscopicos. A identificacdo da estrutura do composto permitira, dessa forma, estudos
subsequentes da sintese total ou parcial do constituinte ativo, preparacdo de derivados e/ou
analogos, modulacdo da atividade bioldgica e defini¢do da relacdo estrutura-atividade. O ciclo
de desenvolvimento de fitoterapicos é entdo finalizado com a producdo em larga escala da
matéria-prima ativa, aspectos relacionados a tecnologia farmacéutica e testes clinicos
(RATES, 2001b).

Como descrito previamente, € possivel observar que o desenvolvimento de
fitoterapicos inclui vérias etapas e envolve um processo interdisciplinar, multidisciplinar e
muitas vezes interinstitucional. Para seu desenvolvimento tecnoldgico sdo necessarios estudos
prévios em diversas areas de conhecimento, como estudos botanico, agrondmico, quimico, de
atividade bioldgica, incluindo estudos de seguranca e eficacia ndo clinica e clinica
(SONAGLIO et al., 1999) e estudos de pre-formulacdo, na etapa de escolha da forma
farmacéutica, onde sdo verificadas caracteristicas do farmaco ou droga vegetal como seu
aspecto, cor, sabor, suas caracteristicas fisico-quimicas de solubilidade e coeficiente de
particdo e sua estabilidade fisica, quimica e microbiologica. Além disso, a via de
administracdo mais adequada para acdo do farmaco ou droga vegetal também deve ser
considerada (AULTON, 2005).

A administracdo de agentes terapéuticos necessita da sua incorporacdo em uma forma
farmacéutica, caracterizada normalmente pelo estado fisico de apresentacdo, constituida de
componentes farmacologicamente ativos e de adjuvantes farmacéuticos (TOLEDO et al.,

2003). Uma vez escolhida a planta medicinal e realizados todos os estudos ja citados, esta
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passa ainda por Vvarios processos até a preparacdo das formas farmacéuticas a serem
dispensadas. Dentre as formas de uso das plantas como fonte terapéutica incluem-se os chas,
0s extratos brutos ou suas fracGes padronizadas em preparacfes farmacéuticas e 0s compostos
isolados, usados diretamente como drogas ou precursores em processos de sintese (RATES,
2001b). Vale ainda ressaltar que os extratos podem ser consumidos como produto final, sem
modifica¢bes, ou podem ser produtos intermediarios empregados em outras preparagdes
farmacéuticas, para entdo dar origem ao produto final (AULTON, 2005; SIMOES et al.,
2001), que entre as variadas formas, pode ser: capsula, comprimido, dradgea, pomada, creme,
supositorio, tintura, elixir ou xarope (TOLEDO et al., 2003).

H& diversos processos extrativos descritos na literatura e que podem ser utilizados,
sendo um fator importante a ser considerado de acordo com os objetivos da extracdo. Entre 0s
métodos extrativos encontram-se métodos convencionais e classicos como maceracdo
estatica, percolacdo e extracdo por Sohxlet os quais sdo geralmente recomendados pela
Farmacopéia Brasileira (2010); e métodos extrativos mais modernos como maceracdo
dindmica (FERNANDES et al., 2004; DENNY et al., 2007; LOPES FILHO, 1999), turbo-
extracdo, extracdo assistida por ultrasom (HU et al., 2008; L