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A medicina se fundamenta na natureza, a natureza é a medicina, e somente naquela
devem os homens buscd-la. A natureza é o mestre do médico, ja que ela é mais antiga do que

ele e ela existe dentro e fora do homem (PARACELSO,).



RESUMO

llex paraguariensis A. St.-Hil, popularmente conhecida como erva-mate, ¢ muito utilizada em
bebidas tradicionais na regiao Sul do Brasil, como chimarrao, tereré e cha-mate. Efeitos como
atividade antiherpética, antidiabética, cicatrizante, anti-inflamatéria e estimulante, ja
relatados, estdo relacionados diretamente a sua composi¢do quimica. Estudos anteriores
mostraram que a atividade antiherpética estd relacionada a concentragdo de compostos
fendlicos, mais especificamente o acido clorogénico e cafeico. O presente trabalho teve como
objetivo elucidar e compreender aspectos do uso de plantas como fonte de medicamentos,
tendo enfoque em um estudo de caso sobre llex paraguariensis A.St.-Hil, pesquisando seu
efeito antiviral conhecido. Para isso, um estudo de caracterizagdo da matéria-prima vegetal foi
realizado, constituido de ensaios de perda de dessecagdo e teor de extrativos, sendo seus
resultados 9,65% e 38,28%, respectivamente. Com base em estudos anteriores, a extragao foi
realizada nas seguintes condigdes: matéria-prima vegetal a 10% (m/m), liquido extrator uma
solucao hidroalcoolica na concentracao 20% (v/v), técnica de extracdo a turbolizagdo, com
velocidade de extracdo de 13.500 rpm por 5 minutos. Esta técnica foi utilizada por
proporcionar o quase esgotamento da matéria-prima vegetal. A solucdo extrativa obtida foi
caracterizada pela determinacdo de residuo seco e concentragdo de compostos fendlicos. Os
resultados obtidos, respectivamente, foram de 3,32% (m/m) e 192,59 (ug/mL). Para a
continuidade dos estudos, o extrato foi seco por liofilizacdo. A avaliagdo da atividade
antiviral, foi realizada previamente ensaio de citotoxicidade, com células de linhagem Vero,
nas concentracdes decrescentes de 2500 a 2,44 pg/mL, sendo os meios MEM e PBS utilizados
para dilui¢do. Os resultados de CCj, (concentragdo de cada amostra capaz de reduzir em 50%
a viabilidade celular) foram de 518,1 e 402,4, ndo apresentando citotoxicidade na linhagem
escolhida. Para avaliacdo da atividade antiviral, foram utilizadas cepas sensiveis (KOS) e
resistentes (29R) ao medicamento Aciclovir, em meios MEM (meio essencial minimo) e
tampao fosfato salino (PBS). O IS (indice de seletividade) foi de 4,86 ¢ 5,58 para as cepas
KOS e 29R, respectivamente, quando diluido em MEM, o que poder ser considerado um

resultado promissor para um extrato total de planta.

Palavras-chave: llex paraguariensis A. St.-Hil; acido clorogénico; acido cafeico; atividade

antiviral; citotoxicidade; solugdo extrativa.






ABSTRACT

llex paraguariensis A. St.-Hil, popularly known as yerba mate, is widely used in traditional
drinks in southern Brazil, such as chimarrdo, tereré and mate tea. Effects such as anti-heretic,
anti-diabetic, healing, anti-inflammatory and stimulating activity, already reported, are
directly related to its chemical composition. Previous studies have shown that antiherpetic
activity is related to the concentration of phenolic compounds, more specifically chlorogenic
and caffeic acid. The present work aimed to elucidate and understand aspects of the use of
plants as a source of medicines, focusing on a case study on llex paraguariensis A.St.-Hil,
researching its known antiviral effect. For this, a study of the characterization of the vegetable
raw material was carried out, constituted by tests of loss of desiccation and extractives
content, with its results being 9.65% and 38.28%, respectively. Based on previous studies, the
extraction was carried out under the following conditions: vegetable raw material at 10%
(m/m), extractor liquid, a hydroalcoholic solution at a concentration of 20% (v/v),
turbolization extraction technique, with speed of extraction of 13.500 rpm for 5 minutes. This
technique was used because it provides the almost depletion of the vegetable raw material.
The extractive solution obtained was characterized by the determination of dry residue and
concentration of phenolic compounds. The results obtained, respectively, were 3.32% (m/m)
and 192.59 (ug/mL). For further studies, the extract was dried by lyophilization. The
evaluation of the antiviral activity, previously performed cytotoxicity assay, with cells of
lineage Vero, in decreasing concentrations of 2500 to 2.44 pg/mL, being the MEM and PBS
media used for dilution. The results of CC50 (concentration of each sample capable of
reducing cell viability by 50%) were 518.1 and 402.4, showing no cytotoxicity in the chosen
strain. For evaluation of antiviral activity, sensitive (KOS) and resistant (29R) strains to the
drug Acyclovir were used, in MEM media (minimum essential medium) and phosphate
buffered saline (PBS). The IS (selectivity index) was 4.86 and 5.58 for the KOS and 29R
strains, respectively, when diluted in MEM, which can be considered a promising result for a

total plant extract.

Keywords: Ilex paraguariensis A. St.-Hil. chlorogenic acid. caffeic acid. antiviral activity.

cytotoxicity. extractive solution.
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1 INTRODUCAO

O territdrio brasileiro possui a maior diversidade bioldgica do mundo, entretanto seu
potencial ¢ pouquissimo explorado (Brasil, 2012). Atualmente, pesquisas no desenvolvimento
de produtos fitoterapicos tém crescido no mercado, devido a diversidade de compostos
quimicos e atividades farmacologicas que as plantas medicinais apresentam. A utilizagdo de
medicamentos fitoterapicos para as doencas existentes torna-se uma alternativa terapéutica

que aumenta o namero de recursos disponiveis para tratamento.

Devido a eficacia de certos medicamentos sintéticos, seu uso torna-se primeira escolha de
tratamento. Estudos comprovam que em casos de herpes simplex o medicamento mais
utilizado ¢ o Aciclovir, porém ha estudos que comprovam a existéncia de cepas resistentes a

este medicamento (Snoeck, 2000).

Em 2015, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) publicou estimativas globais
relacionadas a infecgdo pelo virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1), relatando que 67% da
populagdo mundial estd infectada com HSV-1, e que a faixa etaria mais acometida sdo pessoas
com menos de 50 anos. No Brasil, a Sociedade Brasileira de Dermatologia estima que mais de
90% da populagdo tem o virus alojado no organismo, mesmo nao apresentando os sintomas

classicos de herpes.

O virus do herpes simplex ¢ subcategorizado nos tipos 1 e 2, respectivamente HSV-1 e
HSV-2. Ambos podem causar infec¢do oral e/ou genital. Comumente, o HSV-1 provoca
gengivoestomatite, herpes labial e queratite e o HSV-2 geralmente causa lesdes genitais. Sua
transmissdo ocorre no contato do tecido lesionado com o virus ativo, mas pode ocorrer até
mesmo quando estas ndo estdo aparentes (Whitley & Roizman, 2001; Cole, 2020). O
tratamento proposto pelo Ministério da Satide consiste em medicamentos antivirais, como
aciclovir, que ndo erradicam a infec¢ao provocada pelo virus, porém durante sua reincidéncia,

ajudam a aliviar os sintomas, reduzindo o seu tempo de duracao.

A complexidade da composi¢ao quimica presente nas plantas medicinais proporciona um
alvo terapéutico de interesse, que inclusive pode auxiliar em situagdes de resisténcia
microbiana. No caso do herpes, estudos comprovam que a erva-mate (Ilex paraguariensis A.
St.-Hil) apresenta em sua composicao quimica compostos fenolicos, metilxantinas, saponinas,
que estdo diretamente relacionados a suas propriedades farmacolodgicas como atividade
antiherpética (Liickmeyer et al., 2012), antidiabética (Pereira et al., 2012), cicatrizante

(Romana-Souza et al., 2015), e anti-inflamatoria (Puangpraphant et al., 2011).



Com base no exposto acima, este trabalho tem como objetivo a realizacdo de uma revisao
bibliografica sobre aspectos do uso de plantas como fonte de medicamentos, baseado em um
estudo experimental para avaliar a atividade antiherpética de um extrato seco obtido a partir

de extrato hidroalcooélico de erva-mate (I/lex paraguariensis A. St.-Hil).



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Discutir a importancia do uso de plantas como fonte de medicamentos, tendo como base
um estudo pratico das etapas preliminares de desenvolvimento de um medicamento
fitoterapico a partir da erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil), envolvendo a

caracterizagao, extracao ¢ avaliagdo da atividade do extrato obtido.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e [evantar informagdes sobre a importancia das plantas como fonte de medicamentos;

e Aprofundar o conhecimento sobre as etapas de transformac¢ao de uma planta medicinal
em matéria-prima de grau farmacéutico para a obtencdo de medicamentos
fitoterapicos;

e C(aracterizar a matéria prima vegetal (folhas de llex paraguariensis A. St.-Hil
fragmentadas e submetidas ao sapeco) pelas técnicas de teor de umidade e teor de
extrativos;

e Preparar e caracterizar extrato de llex paraguariensis A. St.-Hil obtido pela técnica de
turbolizacdo em condic¢des previamente padronizadas;

e Determinar o teor de polifendis totais nos extratos utilizando a técnica de
Folin-Ciocalteau;

e Avaliar a atividade anti-herpética do extrato de Ilex paraguariensis A. St-Hil frente ao

HSV-1 pelo ensaio de inibi¢ao da formacao das placas de lise.



3 JUSTIFICATIVA

A utilizag¢do das plantas medicinais ¢ um dos recursos mais antigos para o tratamento das
doencas humanas e muito ja se conhece a respeito de seu uso a partir da sabedoria popular.
Dentre estas, a erva-mate (/lex paraguariensis A. St.-Hil) vém despertando interesse devido a
seu potencial terapéutico. A erva-mate ¢ uma planta originaria da parte sul do continente

americano, especificamente Argentina, Brasil e Paraguai.

Estudos farmacologicos descritos para llex paraguariensis A. St.-Hil, demonstraram
atividades antiobesidade (Argari et al., 2013), antidiabética (Pereira et al., 2012), cicatrizante
(Romana-Souza et al.,, 2015), antiinflamatoria (Puangpraphant & De Mejia, 2009) e
antioxidante (Morais et al., 2009; Anesini et al., 2012; Valerga et al., 2013; Oh et al., 2013;
Souza et al., 2015). Liickemeyer e colaboradores (2011) avaliaram a efic4cia de extratos
brutos e fragdes enriquecidas de folhas de llex paraguariensis A. St.-Hil, obtido por refluxo a
90 °C durante 30 minutos, frente ao virus HSV-1. Os resultados demonstraram que todas as
amostras testadas mostraram atividade anti-herpética. A fracao enriquecida de acetato de etila
foi a mais ativa para os virus tipos 1 e 2. Analise posterior por cromatografia em camada
delgada constatou a presenca dos compostos saponinas, rutina, acidos cafeico e clorogénico.
Os autores sugerem que estes compostos podem ter um efeito sinérgico e serem os

responsaveis pela atividade antiviral.

A producdo de um medicamento fitoterapico depende da adequagdo de técnicas de
desenvolvimento e de controle de qualidade que garantam a obten¢do de um produto
eficiente, seguro e reprodutivel, mesmo partindo de uma matriz complexa e varidvel como ¢
uma planta medicinal. O desenvolvimento e validagdo de metodologias de quantificacdo de
marcadores quimicos, ensaios de caracterizacdo da matéria prima vegetal, métodos extrativos
que permitam a extragdo seletiva e eficaz dos compostos de interesse e facil passagem de
escala, bem como a constatagdo da atividade biologica pretendida por meio de ensaios

farmacoldgicos padronizados sdo pontos chave neste tipo de processo.

Este Trabalho de Conclusao de Curso teve como objetivo a realizagdo de uma revisao das
técnicas que caracterizam as etapas de transformagcdo de uma planta medicinal em
matéria-prima de grau farmacéutico apta para o desenvolvimento tecnoldgico de um

medicamento fitoterapico. Paralelo a esta revisdo, um estudo experimental foi conduzido



utilizando como planta modelo a erva mate, com base nos resultados promissores de atividade
antiviral obtidos anteriormente, para aplicar na pratica os conhecimentos adquiridos com a
revisdo. O extrato de erva mate obtido neste estudo pela técnica de turboextragdo e seco por
liofilizacdo apresentou atividade anti-herpética promissora, de maneira a abrir uma

perspectiva de estudos futuros para um novo medicamento fitoterapico.



4 REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1 PRESENCA DAS PLANTAS NA HISTORIA

Desde a pré-historia, as plantas tém estado presente no cotidiano de diversas geragoes,
sendo utilizadas das mais variadas formas, como plantas aromadticas, plantas medicinais,
temperos, entre outros. O primeiro relato do seu uso vem do periodo Neandertal, onde se
manteve presente durante toda época da historia antiga até os tempos modernos (Giannenas et
al., 2020). Até hoje, diversos estudos comprovam que o uso de plantas se mantém ativo,

sendo um campo de grande investimento para descoberta e aprimoramento de novos produtos.

Como fonte terapéutica, as plantas estdo presentes desde a antiguidade. Historicamente, a
medicina chinesa ¢ considerada uma das mais antigas da histéria, em conjunto com outras
medicinas como ayurveda, celta, indigena, egipcia, onde todas utilizavam o recurso de plantas
como suporte de tratamento. Alguns dos primeiros relatos escritos na historia vém da cultura
chinesa, entre 2698 a 2598 aC., feitos pelo fundador da medicina tradicional chinesa,
chamado Imperador Amarelo. Suas praticas englobam diversas técnicas, dentre as quais as
plantas estavam presentes como fonte terap€utica. As praticas deste periodo influenciaram
todo o oriente a trabalhar baseado nesta medicina (Al-Shura, 2020). Em contrapartida, no lado
ocidental do mundo, prevalecia a medicina grega, que propusera um raciocinio oposto ao
oriente. Mesmo que ambas trabalhassem com linhas opostas de fundamento, o uso de plantas

como fonte terapéutica estava presente nos dois lados do mundo (Brugués, 2017).

Antes do continente americano ser colonizado, o povo indigena era quem habitava
unicamente essas terras. Sua cultura ¢ tradi¢do tinha como base o ser humano inserido e
pertencente a natureza, utilizando-a ndo somente como moradia, mas como fonte de nutrigao,
seja ela para alimentos e medicamentos. Quando houve o processo de colonizacdo deste

territorio, ocorreu um choque entre realidades, dentre elas a cultura medicinal (Sanchez &

Ribeiro, 2018).

No territério brasileiro, ainda no periodo colonial, foi onde surgiram os primeiros relatos
da implementacdo da medicina tradicional da Europa pelos portugueses. Porém, diante da
auséncia dos remédios que compunham o arsenal europeu, os médicos portugueses, trazidos

para atuar nas colonias brasileiras, desde cedo puderam reconhecer a importancia e a grandeza



das plantas medicinais aqui utilizadas pela cultura indigena, até hoje indispensaveis a

medicina convencional (Brasil, 2012).

Em meados do século XX, com o advento da Revolucao Industrial e desenvolvimento da
Quimica Organica, em paralelo ao desenvolvimento cultural humano, as receitas tradicionais
deram lugar aos compostos sintéticos e passaram a ser negligenciadas e associadas a baixo
nivel educacional, aquisitivo e at€ mesmo ao misticismo e religido (Brasil, 2012). Atualmente,
com todo avanco da industria farmacéutica nos estudos de novos compostos sintéticos, as
plantas medicinais voltam a ser motivo de interesse para o tratamento de doengas em todo o

mundo.

4.2 LEGISLACAO NO CONTEXTO MUNDIAL E BRASILEIRO DOS FITOTERAPICOS

De acordo com o Ministério da Saude, foram aprovadas leis, decretos, portarias e
resolugdes no ambito federal, que preconizavam inicialmente o controle sanitario do comércio
de drogas, medicamentos, insumos farmacéuticos, até abordarem sobre a diversidade
biologica e o exercicio de fiscalizacao das atividades farmacéuticas envolvidas nesse processo

(Brasil, 2021).

No ano de 2001, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) emitiu um documento que traz
informacodes legais sobre empresas relacionadas a medicina tradicional e alternativa, de varios
paises pertencentes a OMS. Neste documento, a fitoterapia estd inclusa como terapia
alternativa, dentre isso sua defini¢do € trazida como “medicamentos fitoterapicos sdo produtos
ou materiais derivados de plantas (uma ou mais), com beneficios terapéuticos” (WHO, 2001).
No Brasil, em 2004, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), elaborou a
Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 48, de 16 de margo de 2004 a qual dispde sobre o
registro de medicamentos fitoterapicos. Nesta RDC, a ANVISA torna obrigatdrio no ato de

registro, dentre outros documentos, o relatorio completo de produgdo do fitoterapico.

Conforme o decreto n° 5.813, de 22 de junho de 2006, foi aprovado pela ANVISA a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que tem como objetivo "garantir a
populagdo brasileira o acesso seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da

industria nacional".

Em outubro de 2018, a ANVISA emitiu um documento compilando normas de registro e

notificacdo de fitoterapicos, que tem preconiza todos documentos circunstanciados e



conclusivos em relagdo ao registro e pos-registro dos medicamentos fitoterapicos, de produtos
tradicionais fitoterapicos, medicamentos dinamizados (homeopaticos, antroposéficos e
antihomotoxicos), medicamentos especificos e a notificacdo de medicamentos de baixo risco,
gases medicinais, dinamizados e produtos tradicionais fitoterapicos, conforme legislagdo

vigente.

4.3 MEDICAMENTOS FITOTERAPICOS

A ANVISA define na RDC n° 84/2002 que medicamento ¢ todo produto farmacéutico,
obtido tecnicamente com finalidade profilatica, paliativa, curativa ou para fins diagnosticos. A
RDC 14/2010, preconiza que fitoterapicos sao medicamentos obtidos somente a partir de
matérias-primas ativas vegetais, nao podendo incluir substancias ativas isoladas, de qualquer
origem, nem estas associadas com extratos vegetais. Assim, como todo medicamento, ele ¢
caracterizado pela sua eficacia e riscos de seu uso, sua reprodutibilidade e constincia de sua

qualidade.

Para obtencdo de um fitoterapico, a matéria prima vegetal (MPV) ¢ submetida a processos
desde sua qualificacdo até procedimentos de transformac¢do (Figura 1), onde o subproduto
intermediario ou acabado obtido ¢ forma farmacéutica requerida (Simdes et al., 2010;

Sonaglio et al., 2010).

Figura 1 - Esquema simplificado das etapas da producdo de um fitoterapico, adaptado e
modificado de Simoes et al., 2010
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Fonte: Simoes et al., 2010



Dos fitoterapicos registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
apenas alguns sdo provenientes de espécies nativas brasileiras e quase 100% das matérias

primas utilizadas na produgao destes medicamentos sao de origem estrangeira (Brasil, 2012).

4.3.1 Extratos vegetais

Devido a grande diversidade de compostos quimicos das matérias-primas vegetais,
faz-se necessario o uso de técnicas que permitam a obten¢do de um produto final com
estabilidade, qualidade e eficicia. Os extratos padronizados vém sendo cada vez mais
utilizados na industria farmacéutica por ter seu conteido definido pelo teor de um ou mais
constituintes, preferencialmente aqueles responsaveis pela atividade terapéutica requerida
(ANVISA, 2019). Os extratos padronizados sdao obtidos a partir de solugdes extrativas,
produto preliminar da extracdo, que utiliza solventes para a retirada seletiva de compostos de
interesse da matéria-prima vegetal. Esses solventes podem ser aquosos, hidroetandlicos,

hidropoligdlicos ou oleosos (Simdes et al., 2010).

4.3.1.1 Fatores que influenciam na elaboragao de solugdes extrativas vegetais

Industrialmente, visando explorar a biodiversidade das plantas, a utilizacdo dos
extratos vem sendo desenvolvida para aprimorar a extragdo de compostos quimicos, para
garantir reprodutibilidade da formulacdo proposta e possibilitar uma padronizacdo na
producdo e alguns fatores devem ser avaliados na etapa de desenvolvimento. Conforme
Simdes et al. (2010), alguns fatores influenciam as etapas envolvidas na preparagdo dos

fitoterapicos, dentre elas temos:

e Estado de divisdo da droga: O estado de divisdo das drogas desempenha influéncia
decisiva nos processos de extracdo, pois facilita o contato do solvente com as células
vegetais.

e Agitacido: Os processos de extracdo dependem da difusdo e da renovagao do solvente
em contato com a substancia a dissolver.

e Temperatura: O aumento da temperatura provoca um aumento da solubilidade dos
compostos presentes na MPV.

e Natureza do solvente: Esta relacionada a seletividade e rendimento da extragdo. Na

préatica, poucos sdo utilizados, pois devem ser indcuos para uso na area farmacéutica



e pH: Assume importancia decisiva na solubilizagdo de muitos compostos, j4 que a
maioria sdo 4cidos ou bases fracas e em um pH definido podem transformar-se em sais
tornando-se soluveis.

e Tempo de extracio: ¢ variavel, depende do grau de divisao da droga, da natureza dos

componentes presentes na MPV e do solvente.

4.3.1.2 Extragao

Os métodos extrativos sao operacdes fisico-quimicas de transferéncia de massa, por
um processo de difusdo, que consiste em retirar da matéria prima vegetal (MPV), os
componentes quimicos de interesse através de solventes adequados (Clarke, 1985). A MPV
pode ser extraida na sua forma natural ou seca, o que implica na escolha das técnicas

extrativas.

A selecdo do método de extragdo depende de varios fatores como: natureza do
material de partida, interesse em obter a extracdo completa ou parcial, eficiéncia, estabilidade
das substancias extrativas e custos do processo escolhido, considerando a finalidade do
extrato que se quer preparar. Dentre os métodos mais utilizados para obtencao de extratos
vegetais estdo os métodos a frio, que ndo utilizam calor para extrair as substancias de
interesse: maceracdo, percolacdo e turbo-extracdo. E os métodos a quente, quando o calor
aumenta a solubilidade e consequentemente a extracdo dos compostos de interesse da MPV:

infusdo, decocgao, refluxo e Soxhlet (Sonaglio et al., 2010; Simdes et al.; 2010).

Os métodos também podem ser classificados como exaustivos quando possuem a
capacidade de esgotamento da droga, ou seja, o solvente retira a totalidade das substincias da

MPYV a dissolver e ndo exaustivo, quando a extragdo ocorre parcialmente (Tabela 1).



Tabela 1 - Correlagdo dos métodos de extragdo segundo sua capacidade de esgotar a
MPV: extracdo exaustiva ou ndo exaustiva.

Tipos de extracao Meétodos

Percolacao

Exaustivo Turbo-extracao

Soxhlet

Maceracao

N3do exaustivo Infusdo

Decoccao

Fonte: autora

4.3.1.2.1 Métodos de extracdo

Para obtencdo dos extratos vegetais, os métodos extrativos classificados, como
exaustivos € nao exaustivos, serdo explanados a seguir e incluem maceragao, infusdo,

percolacdo, decoccdo, extracdo continua quente (Soxhlet) e turbo-extracao.

4.3.1.2.1.1 Maceracdo

A maceracao ¢ um método de extragdo nao exaustivo. Seu mecanismo baseia-se em
manter a MPV em um ambiente fechado, em contato com o liquido extrator. O sistema ¢
submetido a agitagcdo ocasional, com variacao de temperatura (15° a 20°C) durante um periodo
prolongado de horas ou dias. Além disso, ndo ha a troca do liquido extrator durante a
realizagdo desta operacao. O contato entre o interior das células da MPV e o liquido extrator
ocasiona equilibrio difusional, que define o método como ndo exaustivo (Sonaglio et al.,

2010; Simoes et al.; 2010).

Os principais fatores que condicionam a extracdo nesta técnica sdo a quantidade,
teor de umidade e tamanho de particula/distribuicdo granulométrica da MPV, seletividade e
quantidade do liquido extrator e as condi¢des de extragdo, como pH, relacdo droga:solvente e

tempo de extragdo (Sonaglio et al., 2010).

Considerando as principais limitagdes desta técnica de extragdo, relacionadas ao

tempo prolongado para atingir o equilibrio e o ndo esgotamento da droga, algumas



modificagcdes podem ser introduzidas, permitindo aumentar a eficiéncia extrativa e dando
origem as técnicas derivadas da maceragao: (i) acoplar ao sistema fechado uma fonte de calor,
mantendo a temperatura constante na faixa de 40 - 60°C (digestdo); (ii) fornecer agitagdao
constante durante o procedimento (macera¢do dinamica); (iii) nova adi¢do de liquido extrator

ao marco ao final da maceragao (remaceracgdo) (Simdes et al., 2010).

Pelas caracteristicas e condi¢cdes abordadas, esta técnica deve ser evitada quando a
MPV ¢ rica em substancias ativas que apresentam estruturas celulares como gomas, resinas e
alginatos, que ao entrar em contato com o solvente, poderiam dificultar o processo extrativo

devido a formagdo de géis (Simdes et al., 2010).

4.3.1.2.1.2 Infusdo

Infusdo é uma técnica extrativa muito usada popularmente no preparo de chas. E
uma operacdo simples, facil e de baixo custo. Trata-se de um sistema aberto, extragdo a
quente, onde o liquido extrator utilizado ¢ a 4dgua. Quando o ponto de fervura ¢ atingido,
imerge-se a MPV, tampando o recipiente, por um curto tempo. Para aumentar a permeacao do

liquido extrator no interior das células da MPV, pode-se contundir, pulverizar e/ou cortar a

MPYV (Simdes et al., 2010).

Transcorrido um tempo determinado, o sistema atinge o equilibrio entre MPV e
liquido extrator, finalizando a extracdo antes do esgotamento dos compostos no interior das

células da MPYV, caracterizando esta técnica como ndo exaustiva.

4.3.1.2.1.3 Decocgdo

Consiste em uma técnica ndo exaustiva, realizada a quente, na qual a MPV ¢
imersa no liquido extrator, comumente 4agua, em ebulicdo, durante 20-30 minutos. Esta
técnica ¢ utilizada para MPV de carater duro e de natureza lenhosa, sendo restrita sua
utilizacdo devido a possibilidade de alteragdo de substancias ativas pelo periodo prolongado

de ebulicdo (Simdes et al., 2010; Sonaglio et al., 2010).

4.3.1.2.1.4 Percolacdo



A operagdo de percolagdo ¢ caracterizada por um sistema aberto, que utiliza um
recipiente conico ou cilindrico chamado de percolador, que pode ser de vidro ou de metal. No
interior ha um disco perfurado sobre o qual ¢ depositado o material filtrante (Figura 2), com a

funcao de reter particulas advindas da MPV (Simdes et al., 2010).

Figura 2 - Esquema de percolador
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Fonte: Chaves (2010)

Para otimizagdo do processo extrativo, a MPV deve ser previamente triturada e
entdo, submetida a uma etapa preliminar de umectacdo, para que facilite a passagem do
solvente e evite a formagdo de canais preferenciais durante o procedimento de extracdo
(Figura 3). A etapa de umectacdo, feita com o liquido extrator previamente a extragdo, dura
em torno de 1-2 horas. Apos esse processo, a MPV ¢ colocada no percolador onde o liquido

extrator atravessa toda a extensdo do recipiente, de forma continua, de cima para baixo.

Figura 3 - Etapas envolvidas na percolagao
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Fonte: autora

Apbs a acomodagdo da MPV no interior do percolador com a formagao de uma
coluna homogénea e continua, inicia-se o gotejamento continuo do liquido extrator na parte
superior do percolador ¢ o recolhimento da solugdo extrativa na parte inferior do mesmo.
Desta forma, as substancias ativas contidas na MPV sdo arrastadas pela passagem do liquido
extrator promovendo o esgotamento da MPV. A difusdo que ocorre entre as concentragdes do
liquido intracelular e do liquido extrator ¢ mais rapida do que nos outros métodos, pois o

equilibrio que satura o liquido extrator e que limita a extragdo ao nao esgotamento, nesse



caso, nunca serd atingido pois o liquido extrator utilizado é constantemente renovado (Simdes

et al., 2010; Sonaglio et al., 2010).

A velocidade de fluxo, tamanho da particula, forma e dimensdes do percolador e
qualidade do empacotamento, sdo parametros diretamente ligados a eficiéncia desta técnica.
Além disso, ¢ uma das técnicas mais eficientes para a extracdo de componentes ativos
presentes em pequena quantidade na MPV e com baixa solubilidade, e também quando seu

preco ¢ relativamente alto (Simdes et al., 2010; Sonaglio et al., 2010).

4.3.1.2.1.5 Turbo-extracdo

Técnica extrativa que também pode ser chamada de turbolise ou turbolizagao,
sendo caracterizada pela capacidade exaustiva e de extracao a frio. O principio da técnica se
baseia pela capacidade de reducdo do tamanho de particula da MPV, concomitantemente a
extracdo. Dentro de uma haste de metal, ha laminas que rotacionam de 5000 a 20000 rpm
(rotagdo por minuto). Esse movimento faz com que a MPV disperse no liquido extrator, entre
em agitacdo e passe por dentro da haste, atingindo as laminas em rotagdo, ocasionando o
rompimento das células vegetais pelas for¢as de cisalhamento, resultando na diminui¢do do
tamanho das particulas (Figura 4). Essa reducao favorece a solubilidade dos compostos ativos
no liquido extrator, diminuindo o tempo total de extragdo (Simdes et al., 2010; Migliato,

2005).

Figura 4 - Esquema ilustrativo de haste de metal que reduz o tamanho de particula da MPV,
utilizada na técnica de turbo-extragao

Fonte: Simoes et al., 2010



Esta técnica propde um aumento na eficiéncia de extragdo que, aliado a
simplicidade, rapidez e versatilidade, proporcionam seu uso facil em pequenas e médias
escalas de trabalho (Simdes et al., 2010; Sonaglio et al., 2010; Migliato, 2005). Por outro
lado, pode haver um problema relacionado a substancias volateis, pois, dependendo do tempo
de duracao da extragdo, a forca de cisalhamento resulta em liberagdao de calor no meio. Esta
técnica nao ¢ recomendada para materiais fibrosos ¢ de maior dureza, como caules, raizes,

rizomas e lenhos (Simdes et al., 2010; Sonaglio et al., 2010; Migliato, 2005).

4.3.1.2.1.6 Soxhlet

O método Soxhlet ¢ constituido de um sistema fechado, a quente, para extracao de
MPV utilizando liquidos extratores volateis. A técnica utiliza um conjunto de materiais e
vidrarias, composto de um baldo de destilagdo, o aparelho de Soxhlet propriamente dito € um
condensador (Figura 5). A MPV ¢ inserida no aparelho de Soxhlet e o liquido extrator no
baldo de destilagdao, onde ¢ submetido a aquecimento. (Simdes et al., 2007; Melecchi, 2005;

Brazaca, 2016).

Figura 5 - Representacao esquematica de uma extragao por Soxhlet
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Fonte: Gastaldi, 2010

O vapor do liquido extrator, ao chegar a coluna de condensagao, se liquefaz e cai
sobre a MPV contida no aparelho de Soxhlet, gerando um acumulo, conforme o procedimento
continua. Os compostos a serem extraidos dissolvem-se no liquido extrator ainda quente e no
momento em que quase todo espaco contendo a MPV se encontra preenchido, esse ¢

esvaziado por meio de um sifao localizado na lateral do aparelho. Por fim, o liquido extrativo



retorna ao baldo de destilagdo e se completa o ciclo, repetindo-se varias vezes, por tempos

prolongados (Simdes et al., 2010; Sonaglio et al., 2010).

Suas vantagens incluem fatores relacionados a quantidade reduzida de liquido
extrator utilizado, quando comparado a outras metodologias, pois a cada ciclo de extracdo, a
MPV entra em contato com o liquido extrativo renovado, obtendo-se os mesmos resultados
qualitativos e quantitativos de outras técnicas. Essa condi¢do favorece com que ndo haja
necessidade de monitoramento constante. Por outro lado, algumas desvantagens associadas a
este tipo de extragdo sdo a limitagdo do tipo de MPV que permite a utilizagao desta técnica, o
tempo para sua realizagdo (1-72 horas) e, na maioria dos casos, a falta de seletividade do
processo extrativo (Melecchi, 2005; Miguel et al., 1989; Simdes et al., 2010; Sonaglio et al.,
2010).

4.3.1.3 Caracterizacao da solucdo extrativa

A caracterizagdo de extratos vegetails ¢ de fundamental importancia no
desenvolvimento de medicamentos fitoterapicos, objetivando revelar suas caracteristicas
fisico-quimicas. Considerando a complexidade de uma planta medicinal e das inumeras
variaveis que constituem um processo extrativo, faz-se necessario o uso de técnicas que
avaliem a qualidade e reprodutibilidade da solucdo extrativa, entre elas destacam-se a
avaliacdo do residuo seco e a quantificacdo dos marcadores quimicos (Cardoso, 2009; Borella

& Carvalho, 2011).

Conforme a RDC 14/2013, marcadores sdo compostos quimicos ou uma classe, como
alcaloides, flavonodides, acidos graxos, presente na MPV, que sdo utilizados como referéncia
em analises realizadas para o controle de qualidade em todas as etapas de desenvolvimento de

um produto fitoterapico.

4.3.1.3.1 Residuo seco

A determinagdao do residuo seco da solugdo extrativa ¢ uma técnica simples que
avalia a quantidade de substancias solubilizadas pelo liquido extrator utilizado, e constitui um
parametro de qualidade da extracdo realizada (Borella & Carvalho, 2011). Conforme a

Farmacopeia Brasileira 6* Ed (2019), esta metodologia ¢ aplicada para extratos vegetais



liquidos ou semissolidos. Aliquotas dos extratos sdo submetidas a secura em banho de agua
quente, seguido por dessecacdo em estufa a 100-105°C, durante 3 horas. O teor de residuo

seco € expresso em porcentagem e comparado ao preconizado em literatura.

4.3.1.3.2 Quantificagdo de fendlicos totais por Folin-Ciocalteu

O método Folin-Ciocalteu ¢ uma técnica espectrofotométrica simples baseada em
reacdo de oxirreducao (Figura 6) para detec¢ao de compostos fenolicos. Estes compostos, que
sdo excelentes agentes redutores e possuem efeito antioxidante, sdo encontrados em diversas
plantas e alimentos. Esse método consiste na utilizacdo de um reagente chamado
Folin-Ciocalteu, que ¢ constituido de 4cido fosfotingstico (H;PW,,04) e 4acido
fosfomolibdico (H;PMo,,0,4)), de coloracdo amarela. Os compostos fenodlicos presentes no
extrato vegetal, sdo submetidos a uma solugdo alcalina, geralmente carbonato de sodio
(Na,CO,), formando anion fenolato pela dissociagdo do préton presente em sua estrutura. Este
anion reage com os acidos constituintes do reagente Folin-Ciocalteu, reduzindo-os em 6xido
de tungsténio (W;30,;) e 6xido de molibdénio (Mog0O,;), de coloragao azul. A concentragao de
compostos fenolicos ¢ medida de forma indireta em um espectrofotdmetro, comprimento de
onda de 760 nm, para posterior calculo com base na curva de regressao linear de acido gélico

(GA) ou outro fenolico utilizado como padrao (Medina, 2011; Pires et al., 2017).

Figura 6 - Reacdo entre acido galico e o reagente Folin-Ciocalteu, em meio alcalino pela
utilizacao de Na,CO;.
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Fonte: Pires et al. (2017)

4.4 ERVA-MATE (Ilex paraguariensis A. St.-Hil)



A erva-mate (llex paraguariensis A. St.-Hil) é uma planta originaria da parte sul do
continente americano, especificamente Argentina, Brasil e Paraguai, tratando-se de uma
planta conhecida ha 300-400 anos, relacionada ao seu consumo didrio para promocao de

saude (Sanz et al., 1991; Bracesco et al., 2011; Heinrichs et al., 2001; Hao et al., 2015).

O Brasil ¢ o maior produtor de erva-mate, conforme dados do IBGE (2017), sendo que o
estado do Rio Grande do Sul lidera a produtividade e sua cultura influencia o consumo pelo
resto do pais com bebidas tradicionais como chimarrdo, tereré e cha-mate. Esta caracteristica
implica diretamente no comércio regional, que conta com a participagdo de 558 municipios
entre os estados do Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul e Mato Grosso do Sul,
contribuindo com produgdes familiares na zona rural, valorizando a produgdo regional

(Andrade, 1999; Suertegaray, 2002).

A erva-mate (Ilex paraguariensis A. St.-Hil) pertence a familia Aquifoliaceae, classificada
como uma arvore perene (Figura 7) de crescimento lento e porte varidvel, podendo sua altura
variar de 3 até 5 metros quando cultivada e até 25 metros em florestas. Possui um tronco

cilindrico reto ou pouco tortuoso (Suertegaray, 2002).

Figura 7 — Arvore de Ilex paraguariensis A. St.-Hil.

Fonte: Silva (2011)

Conforme Bracesco et al (2011), as folhas possuem coloragdo verde escura, margens

dentadas e ligeiramente crenadas com base em forma de cunha. Os peciolos tém até 15 mm de



comprimento ¢ a fase de floragdo ocorre durante a primavera. Os frutos sdo globulares,

medindo de 4 a 8 mm, coloragao vermelho-arroxeada (Efing, 2008; Habtemariam, 2019).

O uso da erva-mate como fonte de recursos farmacolédgicos tem estado presente desde a
civilizagdo indigena, que utilizava a infusao desta erva para aumentar a resisténcia a fadiga e
diminuir a sensa¢do de fome e sede. Desde entdo, numerosos estudos investigativos foram
conduzidos com objetivo de elucidar sua composicdo quimica, responsavel ou ndo por seus
efeitos farmacologicos ja conhecidos. Atualmente, estdo registradas pelo Ministério da Satude,
quatorze preparacdes derivadas de llex paraguariensis A. St.-Hil (Berkai & Braga, 2000;
Suertegaray, 2002; Valduga, 1995).

4.4.1 Composicao quimica

Os metabolitos envolvidos com o crescimento e desenvolvimento da planta, possuindo
funcdo estrutural, pléstica e de armazenamento de energia sdo chamados de primérios, como
proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucléicos. J& os metabdlitos secundarios, nao
possuem essa ligacdo e proporcionam outras propriedades a planta, como garantir sua

sobrevivéncia e propagacao (Raven et al., 2001; Santos, 2004; Pagliosa, 2009).

Conforme Suertegaray (2002), diversos fatores como clima, regido de plantio, forma de
colheita, idade da planta, idade das folhas, luminosidade disponivel, entre outros, implicam no
teor dos metabdlitos secundarios podendo acarretar variagdes quimicas da composi¢cdo de

plantas da mesma espécie.

Em relacdo a composicdo quimica das folhas de llex paraguariensis A. St.-Hil, sdo
elencados a seguir os metabolitos secundarios de interesse farmacoldgico, as metilxantinas
como cafeina, teobromina e teofilina (Saldafia et al., 2000; Schubert et al., 2006); saponinas
(Bastos & Torres, 2003; Matsubara & Rodriguez-Amaya, 2006; Prediger et al., 2008); 6leos
essenciais, como linalol e limoneno (Bastos et al., 2006); polifendis como acido clorogénico e
derivados (Bastos & Torres, 2003; Matsubara & Rodriguez-Amaya, 2006; Prediger et al.,
2008); e flavonoides como rutina, campferol, quercetina. Especificamente em relacdo as
metilxantinas e os compostos fendlicos destaca-se o acido clorogénico e o acido caféico,
respectivamente 1 e 2 (Figura 8), responséaveis por varios efeitos farmacologicos conhecidos

da erva-mate (Silveira et al., 2016; Habtemariam, 2019; Bastos & Torres, 2003).



Figura 8 - Estruturas quimicas dos compostos majoritarios presentes na Ilex paraguariensis

A. St.-Hil sendo (1) Acido clorogénico e (2) Acido cafeico
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Fonte: Habtemariam (2019)

4.4.2 Aspectos biolégicos

Estudos farmacologicos descritos para llex paraguariensis A. St.-Hil, demonstraram
atividades antivirais (Liickemeyer et al.,, 2011), antiobesidade (Arcari et al., 2013),
antidiabética (Pereira et al., 2012), cicatrizante (Romana-Souza et al., 2015), antiinflamatoria
(Puangpraphant & De Mejia, 2009) e antioxidante (Morais et al., 2009; Anesini et al., 2012;
Valerga et al., 2013; Oh et al., 2013; Souza et al., 2015).

Em estudo realizado por Liickemeyer e colaboradores (2012) foi analisado o efeito do
extrato hidroetanolico de folhas de erva-mate e sub-fragdes deste extrato contra o herpes
simplex virus (HSV) tipos 1 e 2, tendo sido constatada atividade antiviral para todas as
amostras avaliadas. A analise por cromatografia em camada delgada constatou a presenca de
saponinas, rutina, acidos cafeico e clorogénico, sendo que os autores sugerem que estes

compostos podem ter um efeito sinérgico e serem os responsaveis pela atividade antiviral.

4.5 HERPES

O herpes ¢ uma doenca causada pelos virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) e tipo 2
(HSV-2), amplamente conhecida devido a disseminacdo pela populagdo mundial.
Historicamente, lesdes que poderiam ser caracteristicas de herpes foram descritas desde os
tempos de Hipdcrates. No Brasil, mesmo ndo se tratando de uma doenga de notificagdo

compulsoria, estima-se que mais da metade da populacdo tenha o virus inoculado no



organismo, em estado latente. Acometendo somente o homem, os virus HSV-1 e HSV-2,
classificados como herpesvirus humanos (HHV), fazem parte da familia Herpesviridae, sendo
que a partir do momento de inoculacdo no hospedeiro, permanecem no organismo do
individuo durante toda a sua vida (Santos, 2011; Liickemeyer et al., 2011; Cole, 2020). Sua
disseminagdo pela populagdo pode estar relacionada ao hospedeiro ser assintoméatico e/ou nao

ter o conhecimento de estar apresentando lesdes caracteristicas do herpes (Cole, 2020).

Morfologicamente, o HSV-1 e HSV-2 possuem estruturas semelhantes porém, sdao
antigenicamente diferentes, sendo que suas dimensdes estao entre 120 e 200 nm. Estes virus
sao constituidos de envelope lipoprotéico com espiculas glicoproteicas, capsideo icosaédrico,
envolto por um material proteico e amorfo chamado tegumento, o qual contém enzimas e
fatores de transcricdo essenciais para o inicio da infec¢do, e DNA de dupla fita (Boff, 2016;
Fouér¢ et al., 2016; Harvey et al., 2013). Além disso, acometem diferentes locais no corpo do
hospedeiro. O HSV-1 esta relacionado a regides extragenitais € o HSV-2 envolve a regido
genital, entretanto em estudos recentes relataram que o HSV-1 pode ser encontrado em

regides genitais (Trindade et al., 2007).

Estes virus estdo relacionados a diversas doencas, desde herpes labial até encefalite. As
lesdes apresentam carater vesicular puntiforme, sendo nos labios chamada de
gengivoestomatite herpética acometida pelo HSV-1 (Liickemeyer et al., 2011; Cole, 2020;
Whitley et al., 2001). As vesiculas rompem facilmente, formando iniimeras lesdes pequenas e
avermelhadas, dando lugar a tlceras de fundo amarelado com zona edemaciada e eritematosa,
extremamente dolorosas (Trindade et al., 2007; Slezak et al., 2009). Sdo associadas a sintomas
como formigamento local, queimagdo e desconforto, bem como nduseas e febre, dependendo

do caso.

O mecanismo de transmissdo ocorre pelo contato na lesdo, por saliva ou perdigoto do
hospedeiro infectado. Apds o contato com o virus ocorre a replicacdo dentro das células
epiteliais e, em seguida, o virus entra nos terminais axonais dos neurdnios sensoriais, a partir
dos quais ¢ transportado pelos ganglios sensoriais correspondentes (geralmente ganglios
trigémeos), entrando em estado de laténcia (Figura 9). Assim que o individuo ¢ exposto a
fatores ambientais e internos desencadeadores como frio e calor, estresse, raios UV, o virus
latente pode se reativar e retomar sua replicacdo produtiva seguida pela formag¢do do HSV
infeccioso, que ¢ transportado de volta aos tecidos periféricos ou para outras células neuronais
permanecendo hospedeiro. Em casos brandos, o ciclo viral dura entre 5 a 7 dias, e em casos

graves, até 2 semanas (Kumar et al., 2016; Bigley, 2014; Cole, 2020; Yan et al., 2019)



Figura 9 — Ciclo do virus HSV-1 nos neurdnios sensoriais
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Fonte: Yan et al (2019)

Atualmente existem farmacos antivirais tanto para agdo sistémica, como aciclovir,
valaciclovir, penciclovir, fanciclovir, ganciclovir, foscarnet e cidofovir, como para agdo local
(uso topico) como aciclovir, penciclovir e docosanol (Tagliari et al., 2012). Os medicamentos
aplicados via topica apresentam limitada eficacia e necessidade de multiplas aplicagdes por
um periodo prolongado de tratamento. Fatores como barreiras fisicas e quimicas,
representadas pela rede de fibrina, células epiteliais necrosadas e tecido conjuntivo ulcerado
com exsudato e infiltrado inflamatorio exuberante, limitam a acgdo local destes farmacos.
Assim, ¢ comum a opg¢ao pela utilizagdo de tratamento via oral, devido a redugdo de sinais e
sintomas mais rapidamente, evitando as limitagdes apresentadas por via topica (Donalisio et

al., 2013; Tagliari et al., 2012; Consolaro & Consolaro, 2009).

Analisando esses fatores, o desenvolvimento de terapias antivirais alternativas as
convencionais, como a busca de novos ativos a partir de produtos de origem vegetal, surge

como uma estratégia potencialmente interessante.



PARTE EXPERIMENTAL: Estudo das etapas iniciais do desenvolvimento de um

medicamento fitoterapico

Esta parte do trabalho teve como objetivo experimentar as etapas tecnologicas que visam
avaliar o potencial de uma planta medicinal como base para obtengdo de um medicamento
fitoterapico com atividade anti-herpética. Neste estudo foi utilizada uma amostra de erva-mate
obtida comercialmente, previamente submetida ao sapeco e triturada, conservada em
embalagem a vacuo. Inicialmente a matéria prima vegetal foi caracterizada e submetida a
extragcdo por turbolizacdo com metodologia previamente padronizada (Santos et al., 2011). O
extrato obtido foi avaliado quanto ao residuo seco e teor de compostos fenolicos pelo método
de Folin-Ciocalteau e, posteriormente, avaliados quanto a toxicidade e potencial

anti-herpético.

Os resultados obtidos neste estudo estdo descritos e discutidos a seguir.

5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAIS

5.1.1 Matérias-primas

Acido Galico (Fluka, Suica)

Acido tricloroacético (LabSynth, Brasil)

Carbonato de S6dio Anidro (LabSynth, Brasil)
Folin-Ciocalteu’s phenol (Fluka, Suiga)

Meio MEM (Minimal Essential Medium — Cultilab®)

Meio PBS (Phosphate buffered saline - Cultilab®)

5.1.2  Solventes
Acido acético (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)
Etanol (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)

Metanol (Vetec Quimica Fina Ltda, Brasil)



5.1.3 Equipamentos

Agitador magnético com aquecimento Schott SLR (Schott Instruments, Alemanha)
Balanga analitica AS2000 (Ohaus Corporation, EUA)
Balancga de infravermelho (Ohaus Corporation, EUA)
Banho-maria (Velp Scientifica, Italia)

Centrifuga 4K15 Sigma (Sigma, EUA)

Estufa (Nova Etica, Brasil)

Leitor de placas (SpectraMax, USA)

Liofilizador (Terroni®, Brasil)

Rotaevaporador (Buchi, Suica)

Tamisador (Bertel, Brasil)

Ultra-Turrax (IKA, Alemanha)

52 METODOS
5.2.1 Aquisicao da matéria-prima vegetal (MPV)

Folhas e caules de llex paraguariensis A. St.-Hil. foram industrialmente processadas
(sapecadas e moidas) e embaladas a vacuo pela Erva-Mate Charrua®, no municipio de Ouro
Preto-SC, Brasil.

O material vegetal foi fracionado de acordo com a faixa granulométrica. A fragdo de
caules e peciolos (maior ou igual a 1,70 mm) presente na amostra foi retirada; a fracdo de
folhas foi caracterizada por meio de testes de perda por dessecagdo e teor de extrativos,sendo

a seguir armazenada a 4°C para posterior extracao e avaliagdo.
5.2.2 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal
5.2.2.1 Perda por dessecagao

Cerca de 1 grama de material vegetal, exatamente pesados, foram transferidos a

balang¢a de infravermelho (100 °C) durante 10 minutos. A perda de massa percentual foi



avaliada e os resultados de trés determinacdes foram expressos em termos da média das

repeticoes (ANVISA, 2019).

5.2.2.2 Determinagao do teor de extrativos

De acordo com Bundesvereinigung (1986), cerca de 1,0 g de MPV foram pesados e
submetidos a extragdo a quente, por decoccao, com 100,0 g de 4gua, por 10 minutos. Apos
essa etapa, o peso foi reconstituido e a solucdo extrativa foi filtrada, descartando-se os
primeiros 20 mL. Este processo foi realizado duas vezes. Previamente dessecados, os
pesa-filtros contendo 20,0 g da solugdo extrativa foram evaporados em banho-maria até a
secura para a obten¢do dos residuos solidos. Em seguida, foram dessecados em estufa a 105
°C, durante 2 horas. Os pesa-filtros foram mantidos em dessecador até o resfriamento e,
entdo, pesados. Esse procedimento foi realizado em triplicata. Os resultados do teor de

extrativos foram expressos como a média de seis repeti¢cdes, de acordo com a Equacgao 1:
TE = (RSxfdx100) /m-(mxPD/100) (1)
onde:
TE = teor percentual de extrativos (%, m/m).
PD = perda por dessecagao (%)
RS = massa do residuo seco (g)
m = massa do material vegetal (g)

fd = Fator de dilui¢do (5)

5.2.3 Obtencao e caracterizacao das solucdes extrativas
5.2.3.1 Preparo das solugdes extrativas

As solucdes extrativas foram obtidas por turbo-extracdo conforme metodologia
padronizada por Santos e colaboradores (2011). Brevemente, a MPV e o liquido extrator
etanol 20 % (V/V), numa rela¢do droga:solvente de 10% (m/V), foram submetidos a extragao
durante 5 minutos em Ultra-turrax, (T25 Basic, IKA, Alemanha) sob agitacdo de 13500 rpm.
As solugoes extrativas foram caracterizadas através dos teores de residuo seco (RS) e teor de

compostos fenolicos.



5.2.3.2 Determinacao do residuo seco (RS)

Cerca de 20,0 g de cada solugdo extrativa, exatamente pesados, foram colocados em
pesa filtros previamente tarados. A seguir o conteudo de cada pesa filtro foi levado a secura
em banho-maria, sob agitacdo ocasional. Posteriormente os pesa filtros foram colocados em
estufa a 105 °C por duas horas, resfriados em dessecador até chegar a temperatura ambiente e
entdo pesados. O experimento foi realizado em triplicata e o resultado foi calculado em
relacdo a 100,0 g de solugdo extrativa (%, m/m) pela média de trés determinacdes (Hartke &

Mutschler, 1987).

5.2.3.3 Teor de composto fenolicos

O teor de polifendis totais foi avaliado por metodologia de Folin-Ciocalteau, conforme
descrito por Medina e colaboradores (2011). O extrato seco (2,5 mg) foi diluido em
metanol/agua (1:1 V/V). Em uma placa de 96 pogos adicionou-se 12,5 uL. da amostra, 50 pL.
de H,0O, 12,5 uL do reagente Folin-Ciocalteu e aguardou-se por 6 minutos. Em seguida, foi
adicionado 125 pL de Na,CO; 7 % (m/V). Apos 90 minutos de incubacdo ao abrigo de luz, a
absorbancia foi medida em leitor de placas a 760 nm (Spectra Max M2, Molecular Devices,
Sunnyvale, USA). Os resultados do teor de compostos fenolicos totais foram expressos como
equivalentes de acido galico (mg AG/g), calculados por meio de uma curva construida com

concentragdes que variaram de 100 a 250 pg/mL.

5.2.4 Obtenciao dos extratos secos por liofilizacio

As solucdes extrativas foram concentradas sob vacuo em rota-evaporador (Buchi,
Suica), para evaporagdo do etanol, a uma temperatura de 40°C. Posteriormente as solucoes
foram congeladas a -20 °C por 24 horas. Apoés este periodo foram submetidas ao processo de
secagem por principio de sublimagdo, em liofilizador (LD 1500, Terroni®, Brasil), durante 48
horas, com temperatura do condensador a -40 °C, sob pressdo constante, ap6s estabiliza¢ao do

sistema. Assim, o extrato seco foi obtido e armazenado em um dessecador.



5.2.5 Estudo de citotoxicidade

O extrato seco liofilizado (ESL) foi previamente solubilizado em meio MEM
(ESL-MEM) ou em tampao fosfato-salino (ESL-PBS). Uma aliquota de 100 puL de suspensao
de células Vero (ATCC:CCL 81 e Instituto Adolfo Lutz/SP) contendo aproximadamente 2,5 x
10° células/mL foi distribuida em placas de 96 pogos (100 puL/po¢o). A placa foi incubada por
24 h, a 37 °C, em estufa de CO, até confluéncia. O meio MEM foi substituido por 200 uL de
diferentes concentragdes das amostras e a placa foi incubada por 48 h, nas mesmas condigdes
de temperatura e atmosfera. Sem remover o sobrenadante, as células foram fixadas com 100
puL/poco de solugdo aquosa de acido tricloroacético a 10 % (m/V), e a placa foi incubada por
1 h a4 °C. Ap6s esse periodo, os pocos foram lavados trés vezes cuidadosamente com agua
destilada e mantidas em temperatura ambiente para secar. As células fixadas foram coradas
com 100 pL de solugdo 4acida de sulforrodamina B (0,057%, m/V) por 30 min. O excesso de
corante foi removido com solu¢do aquosa de acido acético 1% (V/V) em trés lavagens
sucessivas € novamente a placa foi mantida em temperatura ambiente. Para extragdo do
corante ligado as proteinas utilizou-se 100 puL/pogo de solugdao tampao Tris-Base 10 mM, pH
10,5 e a absorbancia foi medida em espectrofotdometro a 510 nm (Spectra Max M2, Molecular
Devices, Sunnyvale, USA). Os valores de absorbancia de cada concentracdo testada foram
transformados em percentuais de viabilidade, em relagdo ao controle celular, o qual ¢

considerado 100% viavel, através da Equagao 2:

Viabilidade (%) = DO amostrax 100/DO controle celular (2)

onde:
DO = densidade optica

Em seguida, os percentuais calculados referentes as diferentes concentragdes das
amostras, foram inseridos num grafico e por analise de regressao, foi possivel calcular a CCs,
ou seja, concentragdo de cada amostra capaz de reduzir em 50% a viabilidade celular. Os
valores de CCs, calculados representam a média de trés experimentos independentes + desvio

padrio.

5.2.6 Avaliacio da atividade antiviral pelo ensaio de inibicao da formacao das placas de

lise

A atividade anti-herpética do extrato seco liofilizado foi avaliada pelo ensaio de placas

de lise, realizado de acordo com Silva e colaboradores (2010) utilizando o farmaco aciclovir



(ACV/Sigma Aldrich) como controle positivo para virus HSV-1 (cepas KOS e 29R). As
amostras foram diluidas em placa nas concentracdes de 250 a 7,81 pg/mL. Cada ensaio
continha controle viral (células infectadas e ndo tratadas com as amostras) e controle celular
(células ndo infectadas e nem tratadas). As células Vero foram cultivadas em placas de 24
pogos (2,5 x 10°/pogo/0,75 mL) e incubadas a 37 °C, 5 % de CO, até a confluéncia (24 h).
Apos esse tempo o meio foi aspirado, a monocamada celular foi lavada trés vezes com PBS e
400 pL das suspensdes virais foram adicionadas, na concentragao de 100 UFP/poco, por 1 h a
37 °C e 5 % CO,. Apds a adsorcdo viral, as células foram lavadas novamente com PBS e
foram adicionados 500 pL de diferentes concentragdes de amostra (250 a 7,81 pg/mL) em
uma solugdo de carboximetilcelulose (CMC) 1,5 % dissolvida em meio MEM 2x (1:1, V/V)
por 48h, a 37 °C ¢ 5 % CO,. Por fim, o meio foi aspirado, as cé¢lulas foram coradas com 100
uL de preto de naftaleno. Apds 20 minutos, a temperatura ambiente e em agitador horizontal,
o corante foi aspirado e as placas formadas foram contadas através da visualizagdo em
microscopio estereoscOpio. A porcentagem de inibicdo da replicacdo viral de cada amostra,

com relagdo aos controles virais, foi calculada através da Equacgao 3:
% de inibicao = 1 - [n?placas amostra/n® placas controle viral] x 100 (3)

Os percentuais calculados foram inseridos em graficos e através da andlise de
regressao linear foi possivel calcular os valores de concentragdo média inibitoria de atividade
antiviral (Clsy). Os valores de Cls, representam a média de, no minimo, trés experimentos
independentes + desvio padrdo. Assim, obtido os valores de concentracdo média citotoxica

(CCyyp) e Cls, foi possivel calcular o indice de seletividade (IS = CC;y/Clsy) de cada amostra.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 CARACTERIZACAO DA MATERIA-PRIMA VEGETAL (MPV)

A producdo da erva-mate para a comercializagdo envolve o sapeco das folhas de /lex
paraguariensis. No sapeco, operagdo realizada tradicionalmente na preparacdo da erva-mate
para utilizagdo do chimarrdo, as folhas e galhos sdo submetidos a uma passagem rapida por
uma fogueira ocorrendo a inativagdo de enzimas, a evaporacdo de compostos volateis como
agua e a perda de parte da cafeina por sublimacdo (Santos et al., 2011). As folhas de

erva-mate utilizadas neste trabalho foram adquiridas comercialmente ja previamente



submetidas a estes processos. O material vegetal foi entdo fracionado por tamizagdo em tamis
de 1,70 mm. A fragdo retida (igual ou superior ao didmetro do tamis), composta de caules e
peciolos foi desprezada e a fracdo passagem, constituida de folhas foi utilizada para dar

continuidade ao trabalho.

A transformacdo de uma planta medicinal em uma matéria-prima com grau
farmacéutico que possibilite seu uso como matéria-prima para o desenvolvimento de um
fitoterapico tem varios objetivos: preservar a integridade quimica dos constituintes, preservar
suas propriedades farmacoldgicas, garantir uma agdo bioldgica constante e conferir seguranga
em sua utilizagdo (Simdes et al, 2010). Para isto, a qualidade da matéria prima vegetal deve
ser avaliada e servird de parametro de qualidade para as etapas subsequentes do processo

produtivo.

Neste trabalho a MPV foi caracterizada por meio da avaliacdo da perda por dessecagdo

e teor de extrativos, como descrito nos subitens 5.2.2.1 ¢ 5.2.2.2.

6.1.1 Perda por dessecacio

Este ensaio determina a concentragdo dos compostos volateis, como agua, presentes na
MPV, através da medigdo por balanga de infravermelho. E de extrema importancia a avaliagdo
deste parametro pois a presenca de umidade no material vegetal pode induzir processos de
degradagdo enzimatica e quimica, que podem contribuir com a proliferagdo de
microorganismos durante o armazenamento da planta durante um periodo prolongado (Farias,

2010).

O teor de umidade é medido através do aquecimento da MPV pela emissao dos raios
infravermelhos irradiados pela balanga. O resultado encontrado foi de 9,65% (= 0,20) com
desvio padrdo relativo de 2,17% (n = 3), verificando-se que este se encontra dentro do
preconizado, considerando que o valor maximo de teor de umidade pela Farmacopeia

Brasileira (1988) ¢ de 14%.

6.1.2 Teor de extrativos

A técnica de teor de extrativos permite o estabelecimento de um pardmetro inicial de

qualidade da MPYV, por meio da quantificacdo de substancias extraidas por uma metodologia



padronizada Bundesvereinigung (1986), explicada no item 5.2.2.2. O teor de extrativos
funciona como um referencial comparativo entre diferentes lotes das MPVs através do

percentual de material extraido de forma simples e padronizada.

O teor de extrativos em 4agua obtido para a matéria-prima vegetal foi de 38,28% (£
0,004) com desvio padrao relativo igual a 6,23 %. Este resultado estd em consonancia com o

obtido por Santos (2011), que foi de aproximadamente 40 % (m/m).

6.2 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DAS SOLUCOES EXTRATIVAS

ApoOs a caracterizagdo, a MPV foi submetida a extracdo, que visa retirar seletiva e
quantitativamente as substancias de interesse, neste caso os compostos fendlicos. A
padronizagdo da etapa extrativa visa assegurar a qualidade e reprodutibilidade do extrato

obtido devido a grande diversidade de compostos quimicos presentes nos vegetais.

A qualidade de um extrato padronizado depende de parametros que devem ser
controlados, como: (i) método extrativo, que esta correlacionado a parte da MPV utilizada e
que deve considerar possiveis degradagdes dos compostos presentes; (ii) liquido extrator, que
deve ser eficiente, seletivo, facilmente eliminado e de baixa toxicidade; (iii) tempo e
velocidade de extracdo, relacionado como o periodo necessario para atingir o equilibrio ou a
capacidade de esgotamento da MPV, além de outros pardmetros que podem interferir nesta

etapa, como aumento da temperatura.

Estudos anteriores mostram que os compostos fenolicos acido clorogénico e acido
cafeico, sdo os componentes majoritarios da planta llex paraguariensis, responsaveis pelo
efeito antiherpético. Com base nesta informacdo e visando facilitar a quantificacdo, foram
escolhidos os compostos fenolicos como marcadores quimicos, sendo utilizada a técnica

espectrofotométrica de Folin-Ciocalteu para a sua quantificagao.

A técnica escolhida para a extragdo das folhas de 1. paraguariensis foi a turbo-extracao,
baseada na reducdo do tamanho de particula concomitantemente com a sua extra¢do. Seu
mecanismo ¢ baseado na aplicagdo de elevadas forgas de cisalhamento que geram o

rompimento das células da matéria-prima vegetal favorecendo assim a rapida dissolucao dos



componentes quimicos. Esta técnica foi escolhida por proporcionar o quase esgotamento da

MPYV, além da diminui¢ao do tempo de extragao (Sonaglio et al., 2010).

As condi¢des de extragdao utilizadas foram anteriormente padronizadas de Santos e
colaboradores (2011) por meio de delineamento experimental. A concentragdo de MPV,

liquido extrator, velocidade e tempo de extracdo estdo descritos no item 5.2.2.3.

Para avaliar esta etapa, os parametros de residuo seco e teor de compostos fenolicos

foram realizados. Os resultados encontrados nestes estudos estao expressos na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados da caracterizagdo das solugdes extrativas obtidas por

turbo-extracao de Illex paraguariensis A. St.-Hil.

Concentragao de

Concentracdo de Concentragao Residuo seco (%, compostos fenolicos
MPV (%, m/m) hidroalcoolica (V/V) m/m) p
(ug/mL)
10 20 3,32 192,59

O residuo seco traduz quantitativamente o total de substancias extraidas em condicdes
especificas de método, tempo e solvente. Os teores de compostos fenolicos encontrados foram
inferiores aos estudos anteriores, o que pode ser decorrente de diferencas na matéria prima

utilizada.

A seguir, optou-se pode dar continuidade ao estudo com extratos secos obtidos por
liofilizagdo. Extratos secos apresentam inimeras vantagens, entre elas: (i) maior estabilidade e
facilidade no processo de padronizacdo dos principios ativos presentes na matéria-prima em
questdo; (i1) maior concentracdo destes ativos; (ill) menor espaco para armazenamento,

quando comparada a extratos fluidos (Kashaninejad et al., 2020).

A liofilizacdo ¢ uma técnica de secagem baseada na sublimagdo da 4dgua presente na
amostra até valores residuais. Neste método a amostra previamente congelada ¢ submetida a
um aumento gradativo da temperatura associada a vacuo no interior de um liofilizador,
fazendo que a agua passe lentamente do estado sélido para gasoso em condi¢des mais
brandas de secagem se comparado a operagdes que utilizam calor, causando menos alteragdes

no produto.

6.3 ESTUDO DE CITOTOXICIDADE



A utilizagdo de plantas medicinais como fontes de medicamentos requer a realizacio
prévia de ensaios farmacoldgicos que avaliem o potencial terapéutico das mesmas para a
atividade pretendida. Neste trabalho a atividade antiherpética da Ilex paraguariensis foi
avaliada, pelos ensaios de efic4cia antiviral e toxicidade celular (citotoxicidade), descritos nos

itens 5.2.4 ¢ 5.2.5.

Para determinar a atividade antiviral de um composto, ¢ necessario assegurar que o
mesmo ndo esteja em concentragdo toxica para a célula hospedeira. Assim, aliquotas do
extrato seco liofilizado (ESL) foram diluidas nos tampdes MEM e PBS, gerando as amostras
ESL-MEM e ESL-PBS, que foram avaliadas em concentragdes decrescentes de 2500 a 2,44
ng/mL e apresentaram valores de CCsy, 518,1 e 402,4, respectivamente. Neste estudo, pode-se
confirmar que as amostras, nas condi¢cdes avaliadas, ndo apresentaram efeitos citotoxicos na

linhagem testada, independente em que foram diluidas.

Foi constatado que a aliquota ESL-MEM obteve maior estabilidade celular quando
comparada a aliquota ESL-PBS, devido a maior integridade do tapete celular e os valores de

CCs,obtidos. Isso ocorre devido a diferente composicao dos meios utilizados.

6.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIVIRAL PELO ENSAIO DE INIBICAO DAS
PLACAS DE LISE

O ensaio de inibicdo das placas de lise baseia-se na capacidade de particulas virais
causarem um efeito citopatico em uma monocamada celular normal resultando numa area
macroscopica visivel. Este efeito citopatico € resultado da infecg¢do celular inicial, ou seja, as
particulas virais ao serem liberadas de células infectadas vao infectar as células adjacentes.
Apds um determinado tempo, dependente do virus e do numero de unidades formadoras de
placas (UFP) inoculadas, a regido onde ocorreu a infeccdo viral forma a chamada placa de
lise, € o corante na técnica permite a visualizagdo e contagem destas placas (Condit, 2007).
Este ensaio ¢ considerado padrdo ouro para medida quantitativa de infec¢des virais (Hudson;

Towers, 1999 apud Silva, 2009).

O extrato seco apresentou um elevado indice de seletividade (IS), calculado com base

na relacdo CC50/CI50, tanto para cepas HSV-1 sensiveis a aciclovir (KOS) quanto resistentes



(29R), principalmente quando a amostra foi diluida no meio MEM, indicando uma atividade
anti-herpética promissora, como mostrado na tabela 3. Estes resultados corroboram aqueles
obtidos por Liickemeyer e colaboradores, 2012), que relataram uma atividade anti HSV-1 para

extratos de folhas de llex paraguariensis.

Tabela 3 - Resultados da atividade anti-herpética do extrato seco liofilizado de Ilex
paraguariensis A. St.-Hil através do método de inibi¢do da formagao de placa de lise.

Cepa Meio de dilui¢ao ClIs, IS
MEM 135,10 4,86
KOS
PBS 284,20 1,83
MEM 92,90 5,58
29R
PBS 160,20 2,51

ClIs,: concentragao média inibitoria de atividade antiviral; IS: indice de seletividade.

Importante salientar que o extrato seco nebulizado apresentou um indice de
seletividade de 4,86 e 5,58 para as cepas KOS e 29R, respectivamente, quando diluido em
MEM. Este indice pode ser considerado promissor, principalmente pelo melhor resultado
observado para a cepa resistente, de mais dificil tratamento. Assim, abre-se uma perspectiva
de continuidade deste trabalho no sentido de explorar o extrato seco de erva mate, llex
paraguariensis A. St.-Hil., como base para o desenvolvimento de medicamento para o

tratamento topico de HSV-1.



7 CONCLUSAO

Na parte experimental deste trabalho, a erva mate foi utilizada como planta modelo para a
realizacdo dos estudos que constituem as fases iniciais do desenvolvimento tecnologico de um
medicamento fitoterapico a partir de uma planta medicinal. Neste sentido, uma amostra
comercial de erva-mate, previamente sapecada e triturada, foi caracterizada quanto ao teor de
umidade e teor de extrativos, parametros fundamentais para um desenvolvimento tecnologico
deste tipo. A matéria prima vegetal analisada apresentou concentracdo de umidade de 9,65 %,
abaixo do méximo preconizado pela Farmacopeia Brasileira (1988), que ¢ de 14 %. O teor de
extrativos foi de 38,28%, sendo convergente com o obtido por Santos (2016), que foi de

aproximadamente 40 % (m/m).

As solugdes extrativas preparadas por turboextragdo apresentaram um residuo seco de
3,32 % (m/m) e uma concentracdo de compostos fendlicos igual a 192,59 (ug/mL), expressos
em acido galico. Estes valores indicam uma baixa concentragdo de residuo seco e compostos
fendlicos, quando comparados a estudos anteriores. No entanto, a secagem do extrato por
liofilizagdo permitiu uma adequacao destes parametros, ajustando a dilui¢do do extrato seco

para os ensaios subsequentes.

O ensaio de citotoxicidade demonstrou que o extrato seco solubilizado nos meios MEM e
PBS, nao fossem citotdxicos a linhagem Vero utilizada, apresentando valores de CC50 de

518,1 e 402,4, respectivamente.

No estudo de atividade antiviral, o extrato seco nebulizado apresentou um indice de
seletividade de 4,86 e 5,58 para as cepas KOS e 29R, respectivamente, quando diluido em
MEM. Este indice pode ser considerado promissor, principalmente considerando o maior
valor de IS para a cepa resistente, abrindo uma perspectiva de continuidade deste trabalho no
sentido de explorar o extrato seco de erva mate, llex paraguariensis A.St.-Hil., como base

para o desenvolvimento de um medicamento para o tratamento topico de HSV-1.
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