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RESUMO

Momordica charantia é uma espécie amplamente utilizada na medicina popular, e o0s
seus beneficios medicinais sdo bem documentado, incluindo a atividade antimicrobiana. Sendo
esse vegetal uma grande fonte de compostos fitoquimicos, esse trabalho propbe o
desenvolvimento de metodologias analiticas visando & caracterizagdo de Ingrediente Ativo
Vegetal, assim como desenvolver formulacGes derivadas dessa espécie. As folhas e frutos foram
coletados na regido do semiarido da Paraiba, Brasil. A droga vegetal foi obtida em diferentes
tamanhos de particulas. Foram produzidos em trés lotes extratos hidroalcodlicos (50%) das
folhas e dos frutos e em seguida submetido a secagem em spray dryer. Determinou-se a
atividade antimicrobiana das drogas através do método de microdiluicdo; a citotoxicidade das
drogas vegetais foi obtida utilizando o método de hemolise, enquanto que para determinacdo
dos extratos secos foi utilizado o método MTT. O contetdo de metabdlitos secundarios das
amostras foi mensurado por meio de espectroscopia na regido do visivel. As drogas vegetais e
0s extratos foram submetidos a técnicas termoanaliticas e identificado o perfil pirolitico A
Ressonancia Magnética Nuclear foi realizada com a finalidade de apontar o perfil quimico das
drogas vegetais. Foi realizado o desenvolvimento e validacdo do doseamento microbioldgico
dos extratos. O estudo de compatibilidade farmaco/excipiente foi realizado aplicando técnicas
termoanaliticas. Ademais, foram desenvolvidos e caracterizados dois géis com o extrato da
folha e do fruto. As drogas vegetais inibiram o crescimento dos microrganismos testados. Em
nenhumas das concentracdes utilizadas, as drogas e 0s extratos apresentaram citoxicidade
acima de 50%. As amostras obtiveram concentracgdes significativas de metabdlitos secundarios.
Os diferentes tamanhos de particulas apresentaram perfis diferentes. Em relacdo aos extratos
observou-se equivaléncias quanto aos dados a entre os lotes diferenciados. Quanto ao
doseamento microbiolégico, esse apresentou-se dentro das especificagdes. No estudo de
compatibilidade os excipientes que se apresentaram compativeis foram utilizados no
desenvolvimento das formulacdes tdpicas, apresentando-se dentro das especificacdes. Assim,
estudos que mostrem o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico, bem como a
caracterizacdo e padronizacdo dos ingredientes ativos vegetais sdo importantes, devido falta de

metodologia oficial que comprove a qualidade, seguranca e eficacia de destes produtos.

Palavras-chave: Momordica charantia. Termogravimetria. Taninos. Extratos vegetais. Géis.



ABSTRACT

Momordica charantia is a widely used species in folk medicine, with its medicinal
benefits being well documented, including an antimicrobial activity. As this plant is a great
source of phytochemical, pharmacological and toxicological compounds, the objective of this
work is the development of analytical methodologies for the characterization of Active Vegetal
Ingredient, as well as formulations derived from this species. The leaves and fruits of M.
charantia were collected in the semi-arid region of Paraiba, Brazil. The plant drug was obtained
in different particle sizes. Hydroalcoholic extracts (50%) of the leaves and fruits were produced
in three batches and then dried in a spray dryer. The antimicrobial activity of the drugs was
determined by the microdilution method; the cytotoxicity of the plant drugs was obtained using
the hemolysis method, whereas the MTT was used for the determination of dry extracts. The
content of secondary metabolites of the samples was measured by spectroscopy in the visible
region. The plant drugs and the extracts were submitted to thermoanalytical. The pyrolytic
profile was performed. Nuclear Magnetic Resonance was performed with the purpose of
pointing out the chemical profile of the plant drugs. The development and validation of the
microbiological assay of the extracts was carried out. The drug/excipient compatibility study
was performed using thermoanalytical techniques. In addition, two gels with leaf and fruit
extract were developed and characterized. Plant drugs inhibited the growth of microorganisms
tested. In none of the concentrations used, the drugs and extracts presented cytotoxicity above
50%. The samples obtained significant concentrations of of secondary metabolites. The
different particle sizes presented different profiles. In the 1 H-NMR the peak amounts varied
according to the plant sample. Regarding the extracts, we observed equivalences the
differentiated batches. As for the microbiological assay, it presented linearity, precision,
accuracy, limits of detection and quantification and robustness within the specifications. In the
compatibility study, were compatible and were used in the development of the topical
formulations, being within the specifications. Thus, studies that show the development of an
herbal medicine, as well as the characterization and standardization of Active Vegetal
Ingredients are important, due to the lack of official methodology that proves the quality, safety

and efficacy of these products.

Keywords Momordica charantia. Thermogravimetry. Tannins. Vegetable extracts. Gels.
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1 INTRODUCAO

O conhecimento da medicina popular e o uso de plantas medicinais tem importancia
fundamental no desenvolvimento de novos medicamentos pelas indUstrias farmacéuticas, pois
as plantas além de possuirem atividades farmacoldgicas, sdo de baixo custo e facil acesso
(HASENCLEVER et al.,2017). Associado a esses fatos, a evolucdo bioldgica traz consigo a
resisténcia de patégenos aos farmacos ja comercializados causando sérios problemas para
populacdo mundial. Portanto, se faz necessaria a pesquisa de novas alternativas terapéuticas
para o tratamento destas infecgdes, principalmente a partir de produtos naturais (GUPTA,
DUBEY, KUMAR, 2016).

Sob esta visdo, os Fitoterapicos, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) 2006, séo entendidos como produtos farmacéuticos tecnicamente elaborados,
constituidos exclusivamente de matérias-primas terapeuticamente ativas de origem vegetal,
destinados a intervir no organismo animal, com beneficio da satde do usuério e caracterizados
pelo conhecimento e pela manutencdo de sua eficacia, seguranca e especificacfes técnicas.

O mercado desses produtos tem crescido em todo mundo, todavia esse aumento ndo
tem refletido na qualidade dos fitoterapicos disponiveis a populacdo, pois sdo grandes as
intervencdes para efetuacdo do controle de qualidade e a comprovacéo de seguranca e eficacia
dos medicamentos fitoterapicos. 1sso ocorre devido a complexidade quimica dos derivados de
drogas vegetais (ALVES, 2013).

Dessa forma, o controle da qualidade de um produto precisa envolver varias etapas
que vdo desde a obtencdo da matéria-prima, passando por todo o processo de producéo,
culminando com a andlise do produto final, o medicamento fitoterapico (BRASIL, 2016).
Assim, avangos na pesquisa de produtos desenvolvidos, tendo como insumo farmacéutico ativo
(IFA) o material vegetal, tornaram possivel a elucidacdo de mecanismos de acdo, estruturas
moleculares e o conhecimento e perfis toxicoldgicos, além da realizacéo de estudos pré-clinicos
e clinicos destes produtos, permitindo a fabricacdo de medicamentos seguros, eficazes e de
efeito reprodutivel (SANTANA, 2016).

Um dos parametros essenciais, visando a qualidade desses produtos, é a padronizagédo
de extratos de produtos naturais, que fundamenta em analise quimica de constituintes ou
metabolitos secundarios, identificacdo da droga vegetal ou para verificacdo da presenca de
substancias responsaveis pela acdo farmacoldgica. Essa padronizacgdo serve para assegurar lote

a lote as especificacdes dos teores de ativos em relacdo aos quais 0s ensaios clinicos de
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seguranca foram estabelecidos, representantando parametro de avaliacdo de integridade
indispensavel para o controle de qualidade dos produtos (LEITE, et al., 2017).

No cenario industrial, existem véarias formas farmacéuticas para serem vinculadas 0s
extratos, destacando-se as formas farmacéuticas topicas, como géis, que sdo bastante utilizadas
popularmente, possuindo uma boa aceitagdo pelos consumidores por apresentarem
caracteristicas sensoriais agradaveis, além de possibilitarem uma boa permeacdo cutanea de
ativos. Os estudos de caracterizacdo devem ser realizados antes de disponibilizar os produtos
ao consumo, requisito fundamental a qualidade e a seguranca dos mesmos. Produtos expostos
ao consumo e que apresentem problemas de estabilidade fisico-quimica e ou microbioldgica,
além de descumprirem os requisitos técnicos de qualidade, podem colocar em risco a saude do
consumidor e configurar infracdo sanitaria. Pela caraterizacdo de um produto, é possivel avaliar
seu desempenho, seguranca e eficacia, além da sua aceitacdo pelo consumidor (SOUZA E
FERREIRA, 2010).

Entre as plantas incluidas no Formulario Nacional de Fitoterapicos da Farmacopéia
Brasileira (2011) esta Momordica charantia L. Essa espécie vegetal € popularmente conhecida
como “caba¢o amargo”, “melao amargo” ou “meldo de sdo caetano”. Momordica charantia L
é cultivada em todo o mundo. E bastante utilizada na medicina popular, sendo os seus beneficios
medicinais bem documentados, especialmente as suas propriedades farmacoldgicas, entre essas
a atividade antimicrobiana (GROVER & YADAYV, 2004; BRACA et al, 2008; COUTINHO et
al., 2010, ASSIS et al, 2015; KUSUMA et al., 2015). Os extratos obtidos a partir dessa planta
contém diversos metabolitos quimicos biologicamente ativos que incluem glicosideos,
saponinas, alcaldides, 6leos fixos, triterpenos, proteinas e esteroides (JOSEPH e JINI, 2013;
DZOYEM, et al., 2016).

Sendo esse vegetal uma grande fonte de compostos fitoquimicos, farmacologicos e
toxicologicos, esse trabalho propde o desenvolvimento de metodologias analiticas e processos
tecnoldgicos visando a caracterizacdo fisica, quimica e biolégica de ingrediente ativo vegetal
obtido de Momordica charantia, assim como desenvolver e caracterizar formulaces de uso

topico com atividade antimicrobiana derivadas dessa espécie.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Obter e caracterizar com metodologias analiticas drogas vegetais e extratos secos das
folhas e dos frutos de M. Charantia e desenvolver formulacGes em forma de géis com acgdo
antimicrobiana a partir desse vegetal.

2.2 Objetivos Especificos

o Obter pos das folhas e dos frutos de Momordica charantia, avaliando as
diferencas quimicas e bioldgicas entre diversos tamanhos de particulas;

o Preparar infusos das drogas estudadas de acordo com o que preconiza a RDC
10/2010;

o Realizar um screening microbiologico, citotoxico e fitoquimico dos infusos
produzidos;

o Avaliar o perfil térmico e pirolitico das drogas vegetais obtidas;

o Analisar perfis das das drogas vegetais obtidas por Ressonancia Magnética
Nuclear;

o Produzir extratos hidroalcolicos nebulizados em trés lotes diferentes das folhas
e dos frutos de M. charantia

o Realizar um screening microbioldgico, citotoxico e fitoquimico dos extratos
produzidos;

o Desenvolver e validar um método de doseamento da poténcia antimicrobiana
dos extratos nebulizados;

o Realizar estudo de formulagdo candidata a gel, avaliando a compatibilidade dos
extratos nebulizados com excipientes através de técnicas termoanaliticas;

o Desenvolver formas farmacéuticas em gel com atividade antimicrobiana.a partir

dos extratos nebulizados de M. charantia.
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3 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

3.1 Momordica charantia L

3.1.1 Caracteristicas gerais

A espécie Momordica charantia € um vegetal conhecido em todo o mundo e pertence
a familia Cucurbitaceae. Essa familia apresenta grande nimero de espécies de uso medicinal e
outras consideradas toxicas (ALAMA et al., 2009).

Momordica charantia L., conhecida popularmente por meldo-de-sdo-caetano, erva-de-
sdo-vicente, fruta-de-cobra, meldozinho, dentre outras denominacgdes, € uma das espécies
integrantes dessa familia que possui grande interesse popular e cientifico pelas propriedades
curativas que demonstra (LIMA, 2008)

Trata-se de uma trepadeira originaria da Asia e Africa que se adaptou facilmente ao
Brasil em razéo do clima tropical. Caracteriza-se pela presenca de gavinhas simples, longas e
pubescentes, apresentando caule herbaceo fino, sulcado e de coloracéo esverdeada. Suas folhas
sdo membranaceas, alternas, com cinco ou sete lobos sinuados, ovado-oblongos, mucronados,
denteados e opacos. As flores monoicas sdo amarelo-pa- lidas ou brancas e os frutos sdo bagas
consideradas comestiveis (LIMA, 2008; GROVER, 2004).

Momordica charantia também faz parte do extrato arbustivo-arboreo da Caatinga,
figurando como uma das principais espécies. No periodo seco, quando a maioria das espécies
da Caatinga perde as folhas, essa planta destaca-se por apresentar-se com as folhas totalmente
verdes, 0 que caracteriza uma planta resistente a seca. O periodo de frutificacdo € muito curto

e concentra-se nos meses de dezembro a marco (ASSIS et al, 2015).

3.1.2 Atividades Bioldgicas e uso Etnofarmacoldgico

Na medicina popular, uma série de usos terapéuticos, de todas as partes de M.
charantia foram relatadas por diversos pesquisadores.

Dentre as atividades bioldgicas determinadas pode-se citar a antimicrobiana. O oléo
essencial extraido de frutos e sementes de M. charantia apresentou boa atividade
antimicrobiana contra os microrganismos E. coli, C. albicans e S. aureus (BRACA et al, 2009).

Em estudo realizado por Coutinho et al, 2009 o extrato etandlico de folhas de Momodirca
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charantia além de inibir cepas MARSA, diminuiu também a sua resisténcia dessa cepa a
aminoglicosideos.

O extrato etandlico também obteve atividade inibitéria frente a E. coli, P. aeruginosa,
C. albicans e Aspergillus niger (YALDIZ et al., 2015). Em estudo realizado por Lima (2010)
0s extratos etanolicos e hexanicos e hidroalcélicos obtidos a partir dos frutos de M. charantia
obtiveram atividade antimicrobiana contra as cepas de Bacillus subtilis, Enterobacter
aerogenes, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
cholerasuis e Staphylococcus aureus, sendo o extrato etanolico mais efetivo, com a obtencédo
de halos de inibic&o superiores a 10 mm.

Entre outras atividades biolégicas de M. charantia determinadas estdo a
hipoglicemiante, (KUMAR et al., 2009; CHANG et al., 2011; BLUM et al., 2012; JOSEPH &
JINI, 2013; JAIN et al., 2015.) hipolipemiante, (AHMED et al., 2001; WU et al., 2009;
POPOVICH & ZHANG, 2010) antioxidante, (HUI L1U, 2010; JAIN et al., 2015) antitumoral,
(SINGH et al., 1998; FANG, et al., 2012) anti-inflamatéria (KUEI LII, et al., 2009; JAIN et
al., 2015) e antiulcerogénica (GURBUZ et al., 2010; LIU et al, 2012).

Algumas atribuicdes do seu uso etnofarmacologicos de M. charantia estdo relatados
na tabela 1, onde estdo identificadas a sua aplicacdo popular, as partes utilizadas e os estudos

referenciados.

3.1.3 Composicao fitoquimica

Triagens fitoquimicas realizadas em extratos de M. charantia mostraram a presenca
de varios metabolitos secundarios como taninos, alguns compostos glicosideos, saponinas,
alcaloides, oleos fixos, triterpenos, taninos, proteinas e esteroides (GROVER & YADAYV,
2004; JOSEPH & JINI, 2013).

Budrat e Shotipruk, 2009 tentaram extrair dos frutos de M. charantia diversos
compostos polifendlicos, para isso foi utilizado o método de extracdo com fluido supercritico.
Dos polifénodis detectados na Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia se destacaram a
catequina, o acido gélico, o &cido gentisico e o acido clorogénico.

Nos frutos de Momordica charantia L., Begum et al. (1997) identificaram trés
triterpenos pentaciclicos (momordicina, momordicinina e momordicilina) e um alcool
monociclico (momordol). Chen et al. (2009) isolaram quatorze triterpenos curcubitanos das
folhas da Momordica charantia L. Zhao et al, 2014 isolaram 6 triterpenos provenientes das

folhas e da casca dessa espécie.
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Gomes et al, 2011 realizaram uma andlise fitoquimica qualitativa de extratos utilizados
no tratamento de helmintoses gastrintestinais, dentre eles os obtidos das folhas, talo e fruto do
Meldo de Sdo Caetano. Nesse estudo detectaram a presenca de taninos, diversos flavonoides e
a auséncia de alcaldides. Os autores atribuiram essa auséncia a polimerizacdo do extrato
etandlico de M. charantia que possivelmente tenha impedido a observacdo desses compostos
quimicos. Entretanto Grover e Yadav (2004), revisando a acdo farmacoldgica e potenciais usos
bioldgicos de M. charantia concluiram que os principios ativos incluem glicosideos, saponinas,
alcaldides, 6leos ndo volateis, triterpenos, proteinas e esteroides.

A presenca de esteroides foi detectada nos extratos hidroalcolico, etandlico,
metandlico e hexanico das folhas de M. charantia ndo houve diferenca significativa em relacdo
a quantidade desses compostos nos dois tipos de extratos (PEREIRA et al., 2010). Houssain,
2014 evidenciou esses mesmos compostos utilizando extratos aquosos dos frutos e sementes de
M. charantia e atribuiu a atividade antidiabética dessa planta a esse composto.

Hsu et al, 2012 produziu extratos utilizando o solvente acetato de etila. Esse extrato
foi analisado por meio de CG-MS, assim diversos compostos foram identificados o que mais

prevaleceu foi o Fitol (22%).



Tabela 1- Dados etnofarmacoldgicos de M. charantia.
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Uso etnofarmacoldgico

Parte da planta

(infusos e decoctos)

Referéncias

Hipoglicemiante

Antidiabético.

Pedra nos rins,
hipertensao,
impigem,
dengue, verme,
reumatismo.

Vermifugo e pediculose

Leucorréia

Regularizacéo
do fluxo menstrual, no combate
a leucorréia, no alivio das colicas
abdominais
e inflamacGes do figado. atividades
cicatrizante, anti-reumatica e antidiabética.

Antissépticos, antinflamatorios e no
combate a colicas menstruais.

Antidiabetico, antihelmintico,
antimicrobiano,
anticancer.

Escabiose, Pediculose, picadas de insetos,
malaria, pruridos e Ulceras malignas.

Antidiarréico e antirreumatico

Hemorroidas, flatuléncia, dismenorréias,
menorragias e reumatismo articular,

Antiviral e antihelmintico

Frutos

Folhas e casca do

caule

Folhas e futos

Raizes, casca, e
frutos

Folhas

Folhas, e frutos

Folhas, casca’

Frutos e Folhas

Casca e fruto

Folhas

Frutos e folhas

Folhas

Behera, Singh e
Staub, 2008;

Macedo e Ferreira
2004.

Oliveira, Barros e
Moita Neto, 2010

Ritter et al. (2002)

Fenner et al., 2006;

Rodrigues et al.,
2010.

Cartaxo et al.,2010

Muley, et al, 2012

Nandhini e Sumathi,
2014.

Pramyothin et al.,
2006

Zocooler, 2006

Beloim, 2005.
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3.2 Atividade antimicrobiana de espécies vegetais

3.2.1 Consideragdes gerais

O surgimento de patégenos multirresistentes adicionado ao uso inadequado de
antimicrobianos tem se tornado um grande problema de salde publica, necessitando assim de
medidas urgentes no ambito da saude mundial. De fato, as doencas causadas por
microrganismos multirresistentes tém sido a principal causa de morbidade e mortalidade global,
principalmente em paises em desenvolvimento. Assim, a descoberta e o desenvolvimento de
novos agentes antimicrobianos torna-se algo de grande perspectivas futuras (EDWARD
JONES, 2013).

Nesse sentido, a busca por novos agentes antimicrobianos eficazes obtidos de produtos
naturais tem atraido muita atencdo, uma vez que 0s vegetais produzem uma variedade de
substancias com propriedades antimicrobianas. Sendo assim, é esperado que compostos atinjam
alvos diferentes daqueles utilizados pelos antibioticos conhecidos, sendo ativos contra
patdgenos resistentes (HUBSCH et al.,2014).

As propriedades antimicrobianas de substancias presentes em extratos e 0Oleos
essenciais produzidos pelas plantas como uma consequéncia do metabolismo secundario,
também sdo reconhecidas empiricamente ha séculos e foram comprovadas. No entanto, é
esperado que programas de triagem possam descobrir compostos candidatos para o
desenvolvimento de novos antibiéticos considerando que nenhuma nova classe de antibiético
foi descoberta nos Ultimos anos, apesar das intensas pesquisas das industrias farmacéuticas.
Porém, as investigacgdes cientificas visando determinar o potencial terapéutico das plantas séo
limitadas, existindo a falta de estudos cientificos experimentais que confirmem as possiveis
propriedades antibioticas de um grande nimero dessas plantas (DUARTE, 2009).

Muitas plantas dos biomas brasileiros, entre eles a caatinga, tem sua utilizacéo
terapéutica, por parte das populacbes locais, contra diversas patologias incluindo infec¢oes
fungicas e bacterianas. Sendo assim a pesquisa de plantas com atividade antimicrobiana tem
crescido no Brasil, porém, existe um baixo nimero de registro das plantas com atividade
biologica. 1sso ocorre devido a disseminacdo restrita dos resultados de pesquisa e muitos desses
estudos sdo baseados apenas em informac6es etnofarmacologicas (VALLI et al, 2014).

Por isso, um amplo estudo pode ser mais efetivo se a investigacdo abranger o potencial

farmacoldgico de vérias espécies de um determinado género guiado pelo uso medicinal popular.
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3.2.2 Metabolitos secundarios envolvidos na atividade antimicrobiana de plantas medicinais

Alguns estudos mostraram que o potencial terapéutico das plantas medicinais esta
relacionado com a presenca nas espécies vegetais de substancias quimicas conhecidas com
metabolitos secundarios. Estes metabolitos sdo estruturas complexas, de baixo peso molecular
e que normalmente apresentam-se em baixas concentragdes e em determinados grupos de
plantas (BERG & LUBERT, 2008).

Os metabdlitos secundarios ja foram considerados apenas produtos de excre¢do da
sintese metabolica dos vegetais, porém hoje se sabe que eles estdo envolvidos na protecao das
plantas contra as condicdes do meio ambiente e aos ataques de insetos. Assim as plantas
medicinais sdo ricas em uma ampla variedade de metabdlitos secundério, tais como taninos,
terpendides, alcaldides, flavonoides, fendis e quinonas, entre outros compostos. (GUPTA,
DUBEY, KUMAR, 2016).

Os principais metabdlitos envolvidos na atividade antimicrobiana sdo: Taninos,
Terpenos, Flavonoides, Saponinas e Alcaldides (TRAORE, 2015).
3.2.2.1 Taninos

Os taninos sdo compostos fendlicos de grande interesse terapéutico. Esses compostos
sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. possuindo a
habilidade de formar complexos insolliveis em &gua com proteinas, gelatinas e alcaloides.
Devido a essa capacidade de complexacdo com proteinas, esses compostos possuem
propriedades adstringentes, o que leva a utilizacao terapéutica de drogas vegetais constituidas
de taninos (MONTEIRO, ALBUQUERQUE, ARAUJO, 2005).

Portanto, ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano e
antifangico. Inativando assim as proteinas essenciais aos microrganismos, como as
lipoproteinas e algumas proteinas estruturais. A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre,
provavelmente, através de pontes de hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e
determinados sitios das proteinas (MACHADO, et al, 2010).
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Figura 1 - Locais e mecanismos de a¢do que podem ser sitios para agdo de compostos naturais
na célula bacteriana.
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Fonte: SILVA, 2010.

3.2.2.2 Flavonoides

Os flavonoides constituem uma classe de polifendis que estdo presentes em relativa
abundancia entre os metabolitos secundarios de vegetais. Esses compostos possuem também
importancia farmacoldgica, resultante de algumas propriedades farmacologica como anti-
inflamatdria, antioxidante e antimicrobiana (SHANA, et al, 2012).

A atividade antimicrobiana desses compostos deve-se provavelmente a atribuicdo de
grupos fendlicos hidroxilo que apresentam afinidade para as proteinas e, por essa razdo, atuam
como inibidores de enzimas bacterianas, assim como interferem nas suas vias de sintese. Por
outro lado, a natureza lipofilica dos flavonoides é também capaz de romper as membranas
celulares de diversos microrganismos (ARIF et al., 2011; AVILA, et al., 2008; LI et al., 2012).

Alguns estudos conseguiram provar que a isoflavona extraida da soja, é capaz de inibir
significativamente a atividade da DNA topoisomerase através da formacdo de complexos que
interferem com as ligacdes a esta enzima interferindo na replicacdo de DNA, e expressao e

recombinacdo de genes essenciais para as bactérias e fungos (WANG et al., 2010).
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3.2.2.3 Terpenos

Os terpenos encontrados em Gleos essenciais tais como monoterpenos e sesquiterpenos
sdo compostos produzidos no metabolismo secundérios das plantas, onde uma das principais
finalidades destas classes de compostos é a protecdo contra insetos-pragas em plantas
(FERREIRA, 2010).

Uma caracteristica importante, responsavel pela acdo antimicrobiana que os 6leos
essenciais apresentam, sdao 0s componentes hidrofébicos que permitem a particdo de lipideos
da membrana celular bacteriana, desintegrando as estruturas e tornando-as mais permeével.
Acredita-se também que os componentes de Gleos essenciais agem também em proteinas da
membrana citoplasmatica. Hidrocarbonetos ciclicos poderiam agir sobre enzimas ATPases que
sdo conhecidas por estarem localizados na membrana citoplasmaética e rodeadas por moléculas
lipidicas. E hidrocarbonetos lipidicos poderiam distorcer a interacdo lipidioproteina. Alguns
Oleos essenciais estimularam o crescimento de pseudomicélios, uma indicacdo de que pode
atuar sobre enzimas envolvidas na sintese de componentes estruturais das bactérias (SILVA,
2010).

3.2.2.4 Saponinas

As saponinas estdo amplamente distribuidas no reino vegetal, e incluem um grupo
diverso de compostos caracterizados pela sua estrutura contendo uma aglicona esteroidal ou
triterpendide ligada a uma ou mais moléculas de aclcar. As saponinas sao freqlientemente
subdivididas em duas classes principais, triterpénicas e esteroidais, ambas derivadas do
precursor oxido de esqualeno, com 30 atomos de carbono (C30). A diferenca entre estas duas
classes € que as saponinas esteroidais tém 3 grupos metila a menos (C27), enquanto as
saponinas triterpénicas se mantém com 30 atomos de carbono (RIBEIRO, 2012).

As saponinas apresentam atividade antimicrobiana e essa atividade é atribuida a
interacdo entre as saponinas e 0s esterdis da membrana celular do microrganismo , causando
aumento de permeabilidade e ruptura da célula do microrganismo (AUGUSTIN et al, 2011;
CHEN et al, 2011).
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3.2.2.5 Alcaldides

Os alcaloides formam um grande grupo de substancia organica, de origem natural,
ciclica, contendo um nitrogénio em estado de oxidacdo negativo e cuja distribuicao é limitada
entre 0s organismos Vvivos, apresentando assim, as mais diversas interagdes com 0s organismos
vivos. A acdo antimicrobiana desse grupo, parece estar relacionada a sua capacidade de se
intercalar entre a parede celular e 0 DNA do microrganismo. Porém por também possuirem
uma grande atividade citotoxica inespecifica, sendo limitado seu uso como antimicrobiano
(KOUASSI et al, 2015).

E importante descrever que a maioria das atividades farmacoldgicas dos vegetais esta
relacionado ndo a apenas um composto isolado, mas ao conjunto de substancias que podem ser
ativos quando estdo juntas, formando um fitocomplexo que € o conjunto de todas as substancias,
originadas do metabolismo priméario ou secundario, responsaveis, em conjunto, pelos efeitos

biologicos de uma planta medicinal ou de seus derivados (BRASIL, 2016).

3.3 Doseamento microbioldgico de substancias antimicrobianas

A atividade antimicrobiana de extratos vegetais é avaliada através da determinacgéo de
uma quantidade da substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismoteste, essa
pequena quantidade é denominada de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). Um aspecto
bastante relevante na determinacdo da CIM de extratos vegetais é a preocupacdo em relacéo
aos dados toxicoldgicos, microbiologicos e legais pertinentes aos compostos naturais ou suas
combinagdes (OSTROSKY, 2009).

Vérios parametros podem variar a determinacdo da CIM (Concentracdo Inibit6ria
Minima) de extratos de plantas. Dentre eles podemos citar a técnica aplicada, 0 microrganismo
e a cepa utilizada no teste, a origem da planta, a época da coleta, se os extratos foram preparados
a partir de plantas frescas ou secas e a quantidade de extrato testada. Assim, ndo existe método
padronizado para expressar 0s resultados de testes antimicrobianos de produtos naturais
(TRAPLE et al., 2014).

Todavia, para 0 sucesso terapéutico de substancias antimicrobianas também é
necessario que a poténcia dessas substancias esteja correta nas apresentacfes farmacéuticas que
serdo administradas ao paciente. Se a poténcia estiver abaixo da necessaria, o farmaco pode ndo
atingir no plasma uma concentragao capaz de exercer a atividade esperada. Por outro lado, se a

concentracdo estiver muito alta, podera provocar toxicidade. Nesse aspecto, é crescente a
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preocupacdo com a qualidade dos medicamentos inovadores, a questdo dos genéricos, a
bioequivaléncia e a estabilidade das formulagdes (LI, et al., 2013).

Os ensaios para determinar essa poténcia tém sido realizados por métodos bioldgicos,
sendo uma alternativa a outros métodos, tais como HPLC que tém sido amplamente adotados.
Uma importante vantagem dos métodos fisicoquimicos € a rapidez das analises, embora que
0s equipamentos necessarios sejam frequentemente caro. Nos métodos bioldgicos a poténcia
dos antibidticos geralmente é determinada, comparando-se a dose com a qual se inibe o
crescimento de um microrganismo adequado e susceptivel com a dose da preparacdo do
antibiotico de referéncia nas mesmas condic@es de trabalho (LOURENCO; PINTO, 2011).

A Farmacopéia Americana traz recomendac¢do quanto a utilizacdo de procedimentos
microbiol6gicos para a determinacdo da poténcia de antimicrobianos nas apresentacdes
farmacéuticas. Essas recomendacdes consistem no microrganismo, meio de cultura e diluente
especifico para cada substancia assim como o método de analise empregado, geralmente sdo
aplicados dois métodos, o do cilindro em placa e/ou turbidimétrico (BOTELHO, LOURENCO,
PINTO, 2013).

Uma reducdo na atividade antimicrobiana pode revelar mudancas ndo demonstraveis
por metodos quimicos. Dessa forma, a determinacdo da poténcia antimicrobiana é
extremamente importante para o controle e garantia de qualidade em produtos e prepara¢des
farmacéuticos, portanto, é necessario o desenvolvimento de praticas e procedimentos de baixo
custo que possa ser aplicado na validacdo e dosagem de drogas (LEONEL, SOARES e
SIQUEIRA, 2012).

3.3.1 Métodos Biologicos Utilizados no Doseamento de Antibidticos

As farmacopeias, em geral, preconizam dois métodos para realizacdo de doseamentos
microbiolégicos de antibidticos: 0 método por difusdo em agar e o turbidimétrico. Varios
antibioticos tém os dois métodos descritos, apresentando a vantagem de poder ser escolhido o
método que melhor se adeque a uma determinada situacdo (SOLANO et al., 2011).

O primeiro se baseia na difusao do antibi6tico contido em um cilindro vertical, através
de uma camada de agar solidificado em uma placa de Petri, em uma extensdo tal, que o
crescimento do microrganismo agregado se detenha em uma érea circular ou “halo de inibi¢ao”
ao redor do cilindro que contém a solucéo do antibiotico. J& o método turbidimétrico se baseia

na inibi¢do do crescimento de um cultivo microbiano em uma solucéo uniforme do antibiotico,
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em um caldo que favorece o seu rdpido crescimento na auséncia desse farmaco (ESMERINO
et al, 2004).

Os métodos prescritos nas farmacopeias tem sofrido transformacdes com o passar do
tempo, principalmente no que diz respeito a natureza do diluente, microrganismo teste e inoculo
empregado, concentracdo da curva padrdo e composicdo do meio de cultura, embora o

fundamento tem permanecido o mesmo (TRAPLE et al., 2013).

3.3.1.1 Método difusao em agar

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, € um método
fisico, no qual um microrganismo € utilizado contra uma substancia biologicamente ativa em
meio de cultura solido e relacionando o tamanho da zona de inibicdo de crescimento do
microrganismo, e desafiando com a concentracdo da substancia ensaiada (OSTROSKY et al,
2009).

O metodo avalia a capacidade de um dado microrganismo de se multiplicar na
presenca de concentragcdes presumiveis de uma substancia antimicrobiana aplicado no interior
de um cilindro, sobre uma camada do agar em uma placa de petri. O antimicrobiano se difunde
no agar, em concentragdes decrescentes, e a cepa bacteriana semeada cresce até encontrar a
concentracdo inibitoria minima, e a partir do ponto de aplicacdo se forma um halo de inibicéo
ao redor do cilindro. Esse halo é determinado em milimetros e é diretamente proporcional a
concentracdo da substancia antimicrobiana (SOLANO, et al., 2011).

Assim, a medida que se aumenta a concentracao do antimicrobiano, sdo obtidos halos
maiores, até que se esgote a capacidade de difusdo do antimicrobiano no agar. Nesse ponto, 0
aumento na concentracdo da substancia antimicrobiana ndo mais aumenta o halo de inibicéo
(FARAGO et al., 2006).

As técnicas de aplicacdo da substancia antimicrobiana no método de difusdo sdo por
meio de disco, cilindros de aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar (OSTROSKY et al,
2008).
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Figura 2 - Formagé&o da Zona de Inibicdo do crescimento microbiano decorrente da difusdo da
substancia antimicrobiana em agar contido na placa (difusdo radial).
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Fonte: PINTO, 2010 (adptado).

3.3.1.2 Método turbidimétrico

No método turbidimétrico, o meio de cultura liquido é inoculado com microrganismo
teste e concentracGes seriadas da amostra, as quais sao adicionadas para permitir o contato entre
0 meio e asolucdo. A resposta do microrganismo a acdo da amostra € evidenciada pela alteracao
da turvacdo do meio de cultura, sendo medida em espectrofotometro ou com a utilizacdo de um
corante revelador (TRAPLER, 2014).

O método de turbidimetria apresenta a vantagem de ser mais sensivel que o de difusédo
em agar, ja que responde as concentracbes menores de substancia. Por outro lado, tem
desvantagens como: solugdes turvas e coloridas interferirem na determinacdo da resposta; a

necessidade das solugdes da amostra e do padréo estarem estéreis; a interferéncia causada pela
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presenca de substancias inibidoras e ativadoras de crescimento microbiano, como por exemplo,
solventes organicos utilizados em processos extrativos e substancias presentes na amostra
(LOURENCO; PINTO, 2009; SOLANO, 2010).

A microdiluicdo utiliza microplacas com 96 pogos, com volume de meio de cultura
entre 0,1 e 0,2 mL. Na utilizacdo desse método para verificar a atividade antimicrobiana em
extratos vegetais foi observado alguns inconvenientes na técnica, tais como células de alguns
microrganismos que se aderiam a base do poco, enquanto as de outros permaneciam em
suspensdo. Ainda, compostos presentes em alguns extratos precipitavam, e a coloragéo verde
da clorofila em concentragcdo muito alta interferia na analise (OSTROSKY et al, 2008).

Figura 3 - Estrutura de uma microplaca utilizada na microdiluig&o.

)

Fonte: Direct Industry (2016)



37

Todavia, concluiu que o método de microplacas € barato, tem reprodutibilidade, é 30
vezes mais sensivel que outros métodos usados na literatura, requerem pequena quantidade de
amostra, pode ser usado para grande nimero de amostras (BONA et al, 2014).

As condi¢des de incubagdo recomendadas sdo temperatura de 35-37 °C para bactérias
durante 24 a 48 horas e para fungos de 25 a 27 °C por 48 a 72 horas, nos dois métodos citados.
A susceptibilidade dos agentes antimicrobianos é dependente da quantidade do in6culo. A
padronizacdo desse se faz, portanto, necessaria e a quantidade inoculada devera ser estabelecida
para cada método desenvolvido. No teste de suscetibilidade utilizando a metodologia difusdo
em agar, esse padrdo deve ser de 108UFC/mL. Para os testes de diluicdo em caldo, o padréo é
de 10° UFC/mL no inicio do periodo de incubacdo (CLSI, 2017).

Embora geralmente sejam utilizadas as normatizagdes internacionalmente conhecidas
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) como base para testes de suscetibilidade
antimicrobiana, as diretrizes sdo direcionadas para antimicrobianos com parametros ja
conhecidos. Ha& poucos estudos comparativos relatando qual € o melhor método a ser utilizado
para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, mesmo no que se refere as
metodologias usualmente utilizadas. Além disso, hd a necessidade da uniformizacdo dos
métodos de extracdo e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser mais eficiente, e a

interpretacdo dos resultados, mais facilitada e confiavel (BONA et al, 2014).

3.4 A Pele e Infeccbes Relacionadas

A pele ou cutis € o manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida e que
isola os componentes organicos do meio exterior36. Ela representa 12% do peso seco total do
corpo, com aproximadamente 4,5 quilos, e € 0 maior sistema de 0rgdos expostos ao meio
ambiente (MENDONGCA e RODRIGUES et al, 2011).

Embora ela represente menos de 15% do peso do corpo, é considerada 0 maior 6rgao
humano, pois a sua extensdo corresponde a uma area de dois metros quadrados. E formada por
tecidos de origem ectodérmica e mesodérmica que se arranjam em trés camadas distintas:
epiderme, derme e hipoderme. Esta ultima ndo é considerada por muitos autores como parte
integrante da pele, embora seja estudada dentro do sistema tegumentar o limite entre a epiderme
e a derme ndo é regular, mas caracteriza-se pela presenca de saliéncias e reentrancias das duas
camadas que se embricam e se ajustam entre si, formando as papilas dérmicas (KEDE E
SABATOVICH, 2014).
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A epiderme €, basicamente, um tecido epitelial estratificado queratinizado, com
variagOes estruturais e funcionais significativas na dependéncia do seu sitio anatdmico. E
constituida por: sistema ceratinocitico, responsavel pelo corpo da epiderme e de seus anexos
(pelos, unhas e glandulas); sistema melénico, com funcdo imunoldgica; células de merkel
integrada ao sistema nervoso e células dendriticas indeterminadas, com fun¢do mal definida. A
sua principal funcdo é produzir queratina, proteina fibrosa maleavel responsavel pela
impermeabilidade cutanea; as células que estdo envolvidas sdo denominadas queratindcitos. A
porcdo mais profunda da epiderme é constituida de células epiteliais que se proliferam
continuamente para que seja mantido o seu nimero (DE MELO e CAMPQS, 2016)

A derme Abaixo da epiderme, fica a principal massa de pele, a derme, um tecido forte,
maleavel, com propriedades viscoelasticas, e que consiste em um tecido conjuntivo frouxo
composto de proteinas fibrosas (colageno e elastina) embebidas em substancia basal amorfa. A
derme esta conectada com a fascia dos musculos subjacentes por uma camada de tecido
conjuntivo frouxo, a hipoderme. Nela situam-se algumas fibras elasticas e reticulares, bem
como muitas fibras colagenas, sendo suprida por vasos sanguineos, vasos linfaticos e nervos.
Também contém glandulas especializadas e 6rgdos do sentido. Tem espessura variavel ao longo
do organismo, desde 1 mm até 4 mm, e compde-se de trés por¢des: a derme papilar, a
perianexial e a reticular. Como todo tecido conjuntivo, a derme contém muitos tipos diferentes
de células incluindo fibroblasto e fibrocitos, macréfagos teciduais, melanéfagos, mastocitos e
leucocitos sanguineos, particularmente neutréfilos, eosinéfilos, linfécitos, mondcitos e
plasmdcitos (MENDONCA e RODRIGUES, 2011).

Figura 4 - Esquema de um corte de pele.

A\ \

Pelo

Epiderme

Glandula sebacea Derme

Hipoderme

N/ N /\/

Foliculo piloso Glandula sudoripara
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As infecgBes tdpicas estdo entre as condigdes mais comuns em pacientes que
comparecem ao pronto socorro. As vezes, sdo suficientemente graves para levar a choque
séptico e justificar a admissdo do paciente em unidade de terapia intensiva (UTI). Essas
infeccOes na sua forma grave sdo responsaveis por 4,3 - 10,5% dos episodios sépticos e tém um
nivel de fatalidade que varia entre 1,3 e 7,2% (MALHEIRO, et al., 2017).

Com relagdo a etiopatogenia, sdo causadas principalmente por bactérias piogénicas
dos géneros Staphylococcus e enterobactérias entre elas a Echerichia coli. Além disso, sabe-se
que sua frequéncia esté relacionada a fatores ambientais; a fatores individuais, dentre 0s quais
incluem-se aqueles relacionados a baixa resisténcia imunol6gica, como na dermatite atopica e
diabetes mellitus; a falta de higiene; a predisposicao genética; e, também, a fatores relacionados
ao grau de viruléncia e patogenicidade do microrganismo, sendo também a principal
complicacéo de tratamentos com corticoides e imunossupressores (PIRES et al, 2015).

Aproximadamente 25-30% dos individuos saudaveis apresentam colonizacéo
ocasional por S. aureus, especialmente em axilas, perineo, faringe, méos e narinas. A principal
defesa contra os estafilococos é a fagocitose realizada pelos neutrofilos. Entretanto, existem
condicdes predisponentes para a colonizacéo da pele por baixa resisténcia ao agente, dentre as
quais estdo as dos pacientes diabéticos, que sdo mais propensos a uma série de complicagcdes
metabolicas e infecciosas, como as alteracfes cutdneas bacterianas, fungicas e virais. Sendo
assim, a invasao direta a partir de pequenas solu¢cdes de continuidade das mucosas, da pele e
seus anexos resulta em uma variedade de infeccdes superficiais (SEITE et al., 2011). Dentre as
infeccdes causadas por S. aureus, cita-se 0 impetigo bolhoso, a furunculose, a caburcunlose, a
foliculite além da contaminacéo de feridas cirargicas (LIPNHARSK et al, 2013).

Em estudo realizado por Malheiro et al., 2017 revelou Escherichia coli como o
patdgeno mais comumente isolado na fasceite necrotizante, mesmo em pacientes oriundos da
comunidade. Foi visto também nesse estudo gque essa mesma bactéria estd mais envolvida com
as contaminacgdes de feridas cirdrgicas. Um fato que pode ter contribuido para este achado
podem ser a elevada proporcao de envolvimento perineal, devido a proximidade desta regido
dos tratos geniturinario e gastrintestinal, e pelo fato de muitos destes casos terem sido
precedidos por abscessos perianais ou perineais, nos quais bactérias Gram-negativas como a E.

coli estdo comumente envolvidas (SWAIN, et al, 2013).
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3.5 Forma Farmacéutica Gel

Os géis sdo formas farmacéuticas semi-solidas, constituidas da suspenséo de pequenas
particulas inorgéanicas ou de grandes moléculas organicas interpenetradas por um liquido. S&o
destinados geralmente para uso externo, com indicac¢do para administracdo de ativos em peles
mistas, oleosas e acnéicas, podendo também ter aplicacdo intranasal, intravaginal, retal, oral e
parenteral (MELO, et al., 2013).

Entre as formas farmacéuticas semi-solidas, 0s géis ganham destaque em produtos
dermatolégicos e farmacéuticos por apresentarem vantagens em relagdo aos cremes e pomadas.
Algumas destas vantagens sdo a facil espalhabilidade, por ndo serem gordurosos, e por poderem
veicular principios ativos hidrossoliveis e lipossomas através da derme. A administracdo de
farmacos atraves da via transdérmica esta em evidéncia devido a facilidade de aplicagéo, alem
de proporcionar maior conforto ao paciente usuario do medicamento (NUNES et al, 2012).

De modo geral, os géis tém acdo epidérmica, pois apresentam baixo poder de
penetragcdo na pele. Assim, sdo mais adequados para tratamentos superficiais dos tecidos.
Entretanto, ja sdo descritos na literatura inimeros exemplos de formulagdes em gel empregadas
como veiculos para permeacdo cutanea, os chamados géis transdérmicos (SOUZA e
FERREIRA, 2010).

Existem duas classes de geéis, os géis hidrofobicos, nas quais bases (oleogéis),
geralmente constituidos de parafina liquida como polietileno ou 6leos gordurosos gelificado, e
os géis hidrofilicos, cujas bases hidrossoluveis (hidrogéis) consistem de agua, glicerol ou
propilenoglicol (GUZZI, 2011).

Os geis hidrofilicos (hidrogéis) sdo mais utilizados, sendo relativamente pequena a
quantidade de preparaces em oleogel (NUNES et al, 2012). Os hidrogéis tém sido muito
usados em produtos cosméticos e como base dermatoldgica, pois apresentam facil
espalhamento, ndo sdo gordurosos e podem veicular principios ativos hidrossoluveis e
lipossomas (CORREA et al., 2005). Esses géis possuem na maioria das vezes, comportamento
reoldgico do tipo pseudoplastico e tixotropico, ou seja, deformam-se durante a aplicacdo,
tornando-se mais fluidos, facilitando o espalhamento e recuperando a viscosidade inicial no
momento em que encerra a aplicacdo, evitando que o gel escorra (SOUZA e FERREIRA, 2010).

Estudos sobre reologia de formulacGes farmacéuticas de uso topico tém se tornado
cada vez mais freqlientes, pois nota-se que a estabilidade fisica da formulacdo € fundamental
para o controle de qualidade, aceitagdo pelo consumidor e eficacia da mesma. Segundo Correa,

2005, reologia é o estudo do fluxo levando-se em conta as caracteristicas de viscosidade de pés,
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liquidos e semi-solidos. S&o divididos em duas categorias: newtonianos e ndo-newtonianos. O
fluxo newtoniano caracteriza-se por viscosidade constante, independente da velocidade de
cisalhnamento aplicada (exemplo: 4gua). O fluxo ndo newtoniano caracteriza-se por mudanca da
viscosidade com o aumento da velocidade de cisalhamento. A viscosidade é a medida da
resisténcia do fluido ao fluxo de um sistema ap6s a aplicacdo de estresse. Portanto, quanto maior
a viscosidade, maior sera a resisténcia e a forca a ser aplicada para produzir o fluxo com uma
determinada velocidade (THOMPSON, 2006; CORREA et al., 2005).

3.5.1 Excipientes utilizados na forma farmacéutica gel

Existe grande variedade de matérias primas disponiveis para a preparacdo de geéis e a
selecdo adequada para o desenvolvimento destas formulagcfes, baseia- se nos requisitos
necessarios para a estabilidade, liberacdo e eficacia do ativo que eventualmente sera
incorporado na preparacdo (SINHG, 2008).

O gel é composto por agente gelificante, veiculo e conservantes, podendo também
haver a presenca de outros adjuvantes técnicos, como os umectantes. Os agentes gelificantes
sdo utilizados nas preparacbes farmacéuticas e cosméticas por conferirem aumento de
viscosidade. Essa elevacdo de viscosidade deve-se ao seu elevado grau de solvatacdo e
hidratacdo e a capacidade de reter moléculas dos liquidos nas suas cadeias macromoleculares.
Geralmente, séo utilizados polimeros como substancia formadora do gel, ou agente gelificante.
Dependendo das caracteristicas do polimero, os géis podem apresentar natureza iénica ou nao-
idnica. Os géis anidnicos sdo pH dependentes, apresentando-se mais estaveis em pH neutro ou
proximo do neutro. J& os géis de carater ndo-ibnico possuem estabilidade em ampla faixa de

pH, tornando possivel a veiculacdo de substancias 4cidas (CORREA et al., 2005).

3.5.1.1 Agentes gelilificantes

Os agentes gelificantes podem ser divididos em trés classes: derivados da celulose
(carboximetilcelulose,  hidroxietilcelulose,  metilcelulose,  hidroxipropilmetilcelulose);
polimeros nao-celulésicos naturais ou semi-sintéticos (goma Xxantana, goma adraganta,
alginatos, pectina, agar, acido alginico); e polimeros derivados do &cido acrilico) (CORDEIRO
et al, 2013).
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O tipo de polimero empregado na formulagdo do gel pode influenciar o
comportamento reoldgico desta e, portanto, pode influenciar a estabilidade fisica do produto,
assim como, 0 seu comportamento sobre a pele (liberagdo do ativo pelo veiculo e formacao de
filme na pele (CORREA et al., 2005).

Carbopol ® é um polimero de acido acrilico de alto peso molecular (variando de 2 a
30x106)) com ligagéo cruzada. E fornecido na forma pulverizada, como écido livre. E um dos
polimeros mais 37 comuns para fase aquosa. Muito utilizado em formulagdes farmacéuticas
liquidas ou semi-solidas, como géis, suspensdes e emulsdes (CORREA et. al., 2005;
BONACUINA et. al., 2004).

O Carbopol® 940 é o mais utilizado para produzir géis cristalinos e brilhantes, e
apresenta o maior efeito espessante dentre as resinas de carbopol®. O uso topicos desses géis é
vantajoso pois apresentam bom comportamento reolégico, e permanecem maior tempo no local
administrado (MERCLIN et al., 2004). A resina de Carbopol® quando em dispersdo em agua,
umecta e forma uma dispersao aquosa com valor de pH na faixa de 2,8 — 3,2. Nesse estado, a
cadeia polimérica do carbopol® esta extremamente enovelada e sua capacidade espessante é
limitante. Para atingir o maximo de viscosidade a molécula deve se desenovelar completamente.

Embora sejam acidos fracos (pka>5,0 na maioria dos casos), facilmente reagem para
formacdo de sais correspondentes. Existem dois mecanismos para o desenrolamento da
molécula, dando um alto efeito de viscosidade ou a melhor propriedade bioadesiva. O
mecanismo mais comum envolve a neutralizacdo dos grupamentos acidos do polimero com
uma base organica ou inorganica, como por exemplo, trietanolamina ou hidréxido de sddio, e
essa neutralizacdo ionizara a resina com cargas negativas ao longo da cadeia do polimero. A
repulsdo entre essas cargas contribui para desdobrar a estrutura, enquanto o entrelagamento das
cadeias produz uma matriz tridimensional. O resultado é a formacéo instantanea de um gel de
alta viscosidade. O segundo mecanismo consiste na adi¢cdo de uma estrutura hidroxil a resina.
A combinacdo de um grupo carboxil a um ou mais grupos hidroxil fornece espessura a resina
devido a formacdo de pontes de hidrogénio. Alguns doadores de grupos hidroxil comumente
utilizados séo glicerina, propilenoglicol e polietilenoglicol (RECHIA, 2010).

A Hidroxietilcelulose (Natrosol®250) tem grupos hidroxietila ligados a cadeia de
celulose e também se encontra disponivel em diferentes graus de viscosidade.
Hidroxietilcelulose tem a vantagem de ser solGvel tanto na agua quente quanto na agua fria, ndo
formando gel sob aquecimento. Este gel é a base de celulose de maior interesse para a
veiculacdo de ativos em dermatologia, possui carater ndo-idnico. Tolera bem pH &cido, sendo

indicado para a incorporacgéo de ativos que levem a um abaixamento do pH final da formulagéo,
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como, por exemplo, o &cido glicélico. Embora bem tolerados, pHs extremos, podem causar
alteracdes na viscosidade (CORDEIRO, et al., 2013).

Nos estudos de toxicidade realizados em animais, ndo foram observados efeitos
toxicos da hidroxietilcelulose na administracdo oral, topica ou em contato com os olhos . Pode-
se encontrar varios tipos de hidroxietilcelulose com propriedades diferenciadas que modificam
sua dispersdo e viscosidade em &gua. A concentracdo utilizada depende do solvente e do peso
molecular do polimero (QUEIROZ, 2008)

3.5.1.2 Agentes umectantes

Os agentes umectantes sdo utilizados em muitas preparacées de uso topico, tais como
géis e emulsdes, caracterizando cosméticos “skin care”, cuja finalidade € de tratar diversos tipos
de pele, em especial, as peles secas, hidratando e impedindo a perda de agua do sistema
cosmético. As moléculas de umectantes podem ser classificadas quanto a sua carga liquida
elétrica em ionicos e ndo idnicos. Assim, agentes umectantes idnicos induzem interacdes
eletroestaticas nas preparacdes, enquanto 0s umectantes nao i6nicos sdo adsorvidos na
superficie por interacbes estéricas. No geral, os agentes umectantes mais empregados
correspondem aos poliois, tais como butilenoglicol, propilenoglicol e glicerina. Embora seja
intuitiva a relacdo existente entre a presenca do umectante na formulacdo cosmética e sua
viscosidade, ainda ndo se dispOe evidentemente de estudos que atestem a relacdo deste
constituinte com a estabilidade de parametros reoldgicos, tal como da viscosidade aparente
(SILVA et al, 2013).

O Propilenoglicol é um alcool diol, presente em uma grande quantidade de produtos
que entram em contato com a pele humana, tais como medicamentos de aplicacdo topica,
dermatolégica, cosméticos e material de limpeza. E um fluido viscoso, incolor, higroscépico e
inodoro. O Propilenoglicol apresenta, aléem de varias outras propriedades, uma atividade
antimicrobiana atuando na preservacdo contra contaminag¢6es microbioldgicas das formulagcdes
cosméticas. Além disso, atuam na solubilizacdo e dispersdo de diversos ingredientes tais como
ativos, extratos vegetais, proteinas, vitaminas, aminoacidos, colagenos, conservantes, filtros
solares, esséncias, corantes, pigmentos entre outros (SILVA et al., 2013).

A glicerina também chamada de glicerol, é utilizada em diversas formulacGes
farmacéuticas de uso tépico devido as suas caracteristicas umectantes quando em contato com
a pele. E miscivel em 4gua e alcool, como solvente é comparada ao alcool e tem propriedades
conservantes (GUZZI, 2011).
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3.5.1.3 Agentes conservantes

Pela possibilidade de contaminagdo microbiana em polimeros de base aquosa, torna-
se de extrema importancia a utilizacdo de conservantes na formulacdo. Além da estabilidade
das preparacOes contra a degradacdo quimica e fisica, ocasionadas pela mudanca das condi¢des
ambientais no interior de uma formulacdo, certas preparacdes liquidas e semi-sélidas precisam
ser preservadas contra a contaminagdo microbiana. As preparagdes aquosas constituem meios
excelentes de crescimentos para microorganismos, em especial as semissolidas (RECHIA,
2010).

Dentre os conservantes utilizados para formulagdes semisélidas de base aquosa,
destaca-se o0s parabenos (metilparabeno e propilparabeno, por exemplo), utilizados pela
industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos desde a década de 1920. Os parabenos séo
antimicrobianos de largo espectro, hidrossoluveis, insipidos, incolores e inodoros. Com tais
caracteristicas, sdo largamente empregados na formulacdo de farmacos. As concentracfes de
parabenos nos medicamentos sdo variaveis, porém dificilmente excedem 1%. Com isso 0
Metilparabeno é um derivado do &cido benzdico utilizado em formulagdes topicas e orais
devido a suas propriedades conservantes e estabilidade numa faixa ampla de pH, fato que nao
se observa em relacdo ao acido benzoéico (RAMOS, 2010).

O Imidazolidinil uréia € um conservante compativel com praticamente todos os
ingredientes da formulacdo em gel, inclusive tensoativos etoxilados, proteinas e outros
ingredientes especiais. E bastante solivel em agua. E muito efetivo contra bactérias gram-
negativas, inclusive Pseudomona aeruginosa. Tem acao sinérgica quando usado com outros
conservantes, o que faz de suas combinagdes com parabenos, por exemplo, 0 preservante mais
usado do mundo, j& que esta associagdo promove um amplo espectro de atividade contra
bactérias, fungos e leveduras (PEREIRA, 2011).

3.6 Controle da Qualidade de Fitoterapicos

Em virtude da biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe uma
crescente demanda para produtos naturais por inddstrias farmacéuticas nacionais e
internacionais, que impulsiona as investigacdes cientificas e a busca por drogas naturais. A
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) declara que dados extraidos do banco
IMS Health/PPP mostram que o mercado de fitoterapicos brasileiro € economicamente

relevante e apresenta potencial de crescimento. Em 2014, foram vendidas aproximadamente 56
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milhdes de unidades, faturando um total de R$ 1,1 bilhdo de reais. Estes nimeros representam
1,9% em unidades e 2,8% em faturamento da participacdo dos fitoterapicos no mercado total
de medicamentos.

Assim, segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, (2006),
fitoterapicos sdo medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas
medicinais, que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevencdo, diagnostico ou
tratamento sintomatico de doengas, validadas em estudos etnofarmacoldgicos, documentactes
tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase Il1.

Na cadeia de producdo de medicamentos fitoterapicos sdo necessarios, inicialmente,
estudos etnoboténicos e etnofarmacolégicos. O primeiro esta relacionado com a coleta de
informacdes junto a populacdo a respeito da nomenclatura, dos usos e significados culturais das
plantas (LIMA e SANTOS, 2006). Enquanto que, o segundo consiste em combinar as
informacgdes adquiridas junto a usuarios da flora medicinal (comunidades e especialistas
tradicionais), com estudos quimicos e farmacolégicos (ELISABETSKY, 2009).

As drogas vegetais sdo diferentes dos medicamentos fitoterapicos. Embora ambos
sejam obtidos de plantas medicinais, sdo elaborados de forma diferenciada. As drogas vegetais
sdo constituidas da planta seca, inteira ou rasurada e sdo utilizadas nas preparacdes dos “chas”.
Os medicamentos fitoterapicos sd@o produtos tecnologicamente elaborados, apresentados na
forma final de uso que pode ser comprimido, capsulas e xaropes. Os produtos iniciais usados
na producdo de medicamentos fitoterapicos sdo denominados geralmente de matéria prima
vegetal que consiste na planta medicinal e a droga vegetal (CORREIA, 2011).

Nesse contexto, 0 estabelecimento e a manutencdo da qualidade de produtos
farmacéuticos de origem vegetal apresentam grandes problemas ligados a insuficiéncia de
dados fitoquimicos sobre muitas matérias-primas vegetais, bem como o desconhecimento das
substancias responsaveis pelas atividades terapéuticas relatadas pois para muitas dessas drogas,
as normas farmacopéicas de identificacdo e qualidade se limitam apenas a identificacdo
boténica da matéria-prima, o que, isoladamente, ndo garante a qualidade dos produtos
(ARAGAO, 2002; FARIAS et al., 2008).

No entanto muitos vegetais foram estudados quimicamente e farmacologicamente, e
esses trabalhos encontram-se publicados em revistas especializadas ou em monografias e
podem ser utilizados como recurso na elaboracdo de técnicas apropriadas de controle de
qualidade. Também para a elaboracédo de bulas, processos de licenciamento e desenvolvimento
de produtos é indispensavel o acompanhamento dos trabalhos realizados ou em andamento
(CARVALHO et al, 2012; NASCIMENTO et al., 2008).
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Com o crescimento do uso dessa terapia alternativa, a preocupacdo com a qualidade
de tais produtos cresce em paralelo, pois as agéncias regulatorias e os fabricantes devem
assegurar ndo apenas a eficacia terapéutica desses produtos, mas também sua qualidade, seja
da matéria-prima para uso direto ou de produtos farmacéuticos (GINDRI et al., 2012).

Essa preocupacédo, em particular com as drogas vegetais, esta associada a problemas
que foram comumente encontrados ao analisar algumas amostras, tais como a autenticidade do
vegetal, a composicdo quimica das matérias-primas e sua pureza, fatores que contribuem
diretamente para a qualidade ou a mé qualidade de um fitoterdpico (ANTONIO et al., 2014).
Isso ocorre devido ao fato de que as obtengdes de drogas vegetais séo normalmente oriundas
de plantas coletadas, secas e empacotadas sem um controle sanitério rigoroso (GINDRI et al.,
2012).

Assim, através da Resolugéo de Diretoria Colegiada (RDC) 10/2010, a ANVISA
regulou o uso popular de plantas medicinais na forma de drogas vegetais. Essa RDC
regulamenta a producdo de drogas vegetais no Brasil, estando voltada a inddstria farmacéutica,
e para os produtores e distribuidores de drogas vegetais, além da populagéo em geral.

As drogas vegetais devem ser notificadas a ANVISA sobre a fabricacao, importacéo e
comercializacdo. Essas drogas sdo destinadas ao uso episodico, oral ou tépico para o alivio
sintomatico das doencas devendo ser disponibilizadas exclusivamente na forma de droga
vegetal para o preparo de infusdes, decoccdes e maceragdes. A forma de uso de cada droga €
pré-determinada. As drogas vegetais enquadradas nessa RDC foram classificadas como
produtos de venda livre, isentos de prescricdo medica, e com indicacdo para doencas
consideradas de baixa gravidade. O tempo de uso das drogas também foi determinado, sendo a
orientacdo geral de ndo usar o produto por mais de uma semana (CARVALHO et al., 2012).

Outras importantes aces da ANVISA foram estabelecidas. A primeira foi a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada através do Decreto n° 5.813 em 22
de junho de 2006 (Aualizada em 2016) e em 2011 foi publicada a 1? edicdo do Formulario
Nacional de Fitoterapico integrada a Farmacopeia Brasileira, trazendo 83 monografias de
medicamentos, como infusdes, xaropes e pomadas que sdo reconhecidas como farmacopeias.
(BRASIL, 2006; BRASIL, 2011). Outra acdo desenvolvida pela ANVISA foi a publicacédo da
Resolucédo Diretiva Colegiada, n° 14 de 31 de marco de 2010, que visa normatizar o registro de
medicamentos fitoterapicos. Além disso, atraves da Resolucao de Diretoria Colegiada (RDC)
10/2010, a ANVISA regulou o uso popular de plantas medicinais na forma de drogas vegetais.
Esses programas apresentam em suas diretrizes o incentivo a pesquisa e ao desenvolvimento

com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos que possam ser disponibilizados com
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qualidade, seguranca e eficicia a populacdo, priorizando a biodiversidade do pais. A etapa
seguinte € acompanhar o seu uso, com a finalidade de fiscalizar a produgdo destes fitoterapicos
para preservar a satde do consumidor (BRASIL, 2007).

Dentre os requisitos e parametros exigidos pela RDC 10/2010 e RDC 14/2010 e, estéo
a necessidade do controle de qualidade, com métodos analiticos que incluam resultados de
prospeccao (screening) fitoquimica ou perfis cromatogréaficos por cromatografia em camada
delgada, cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) cromatografia gasosa (CG), quando
cabivel, além de comprovacao de seguranca de uso, incluindo estudos de toxicidade pré-clinica.

Dessa forma no controle da qualidade dos fitoterapicos que perpassa pelos derivados
da droga vegetal, excipientes até o produto tecnologicamente acabado, deve-se utilizar
metodologia descrita em farmacopéia ou formularios oficiais reconhecidos pela ANVISA
(BRASIL, 2007), ou validar uma metodologia analitica desenvolvida, obedecendo aos
parametros especificados para a validagdo de métodos analiticos apresentados na RE 899/03 —
ANVISA.

E exigido ainda Certificado de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF) e Controle para as
linhas de producéo da empresa, 0s quais devem atender aos critérios determinados na RDC n°
17/03 que dispde sobre os requisitos de Boas Praticas de Fabricacdo para as industrias de
medicamentos, para a obtencdo de tal certificado. Cabe ressaltar que as normas exigidas para a
producdo de fitoterapicos e drogas vegetais sdo as mesmas estabelecidas para os demais
medicamentos (CARVALHO, et al., 2012).

3.7 Estudo de Pré Formulacio aplicados 4 Fitoterapicos

Insumos ativos vegetais como plantas e seus derivados (extratos, tinturas, 6leos
essenciais ou produtos secos) tém sido largamente empregadas em farmacias magistral e
estabelecimentos de produgdo industrial. O estudo inicial para o desenvolvimento de um novo
medicamento é denomindado de pré-formulacdo. Esta fase de desenvolvimento é caracterizado
como a avaliacdo das propiedades fisico-quimicas do farmaco isolado ou associado a diversos
excipientes farmacéuticos, sendo a eficacia e seguranca do medicamento desenvolvido,
dependente de criteriosos estudos de pré-formulacdo e producdo em concordancia com as boas
praticas de fabricacdo (BPF), visando a adequada biodisponibilidade da substancia ativa
(ALLEN JUNIOR, 2007).

Todo fitoterapico, assim como todo farmaco possui caractéristicas quimicas e fisicas

importantes que precisam ser estudadas antes de sua incorporagdo em um veiculo farmacéutico.
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Entre estes pardmetros, estdo a solubilidade, coeficiente de particdo, velocidade de dissolucéo,
forma fisica de apresentacdo e estabilidade, que poderdo ser avaliados através de metodologias
como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), espectroscopia na regido do
infravermelho (IV), termogravimetria (TG), andlise térmica diferencial (DTA) e calorimetria
exploratéria diferencial (DSC) entre outros (SILVA JUNIOR, 2006).

Na industria farmacéutica a utilizacdo de adjuvantes tecnoldgicos adequados,
juntamente com a tecnologia de spray drying, representa um passo importante na garantia da
estabilidade e qualidade adequadas de um extrato vegetal (SANTANA, et al, 2017).
Recomenda-se a incorporacao destes extratos nebulizados em formulagdes, uma vez que sao
facilmente obtidos, padronizados e podem ser integrados em formas de dosagem. Estes extratos
também tém alta estabilidade microbiologica, quimica e fisico-quimica (OLIVEIRA E
PETROVICK, 2010)

Assim, para a realizagdo dos estudos de pré-formulagdo torna-se indispensavel a
realizacdo de estudos de estabilidade do farmaco ou droga na presenca de adjuvantes, pois o
farméco/droga e os adjuvantes devem ser compativeis uns com os outros para produzir um
medicamento, ou seja, estavel, eficaz, atrativo, facil de administrar e seguro. Neste estagio do
desenvolvimento farmacotécnico, ¢ necessario avaliar a compatibilidade entre o insumo ativo
e excipientes. Isto € porque as interagdes podem afetar a natureza da composicao quimica, e
consequentemente, a sua seguranca ¢ eficacia (TITAET AL., 2011).

Com os resultados dos estudos de pré-formulagdo elabora-se um informe que definira
a viabilidade da forma farmacéutica proposta e a metodologia a ser seguida no desenvolvimento

na fase de formulagao e elaboracdo (NUNES et al., 2009).

3.8 Técnicas analiticas aplicadas a Caracterizacdo ae Controle da Qualidade de Insumos

Ativos Vegetais

3.8.1 Granulometria

A Farmacopeia Brasileira V edicdo (2010) e a RDC n® 10 de 2010 e descrevem testes
que devem ser utilizados para caracterizar uma droga vegetal, como a analise granulométrica
que é utilizada na caracterizacdo de p6s como grosso, moderadamente grosso, semifino, fino
ou finissimo.

O conhecimento do tamanho e da distribuicdo do tamanho de particula € um pré

requisito fundamental para muitas operagdes de producdo e processamento, envolvendo
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sistemas de matérias particulados. Essa distribuicdo influencia em vérias etapas da producéo,
portanto a sua determinacdo é uma etapa critca em todos os processos que de alguma maneira
envolvam materiais na forma de pd. A granulometria é o parametro que determina a superficie
de contato disponivel para a interacdo com o solvente utilizado na obtencdo de preparacdes
intermediéarias liquidas como tintura de extratos (CORREIA, 2011).

A determinacdo da granulometria de pds € realizada por meio de um conjunto de
peneiras (tamises) com diferentes aberturas nominais de malha (um ou mm). Os tamises séo
organizados um sobre o outro como uma bateria. Outra forma de caracterizar um po é através
do mesh que designa o nimero de mallhas por polegada do tamis. Assim, uma determinada
quantidade da droga vegetal é colocada sobre o primeiro tamis. A bateria é agitada como
movimentos horizontais rotativos movimentos verticais, em torno de 15 minutos, promovendo
assim, a passagem do poé nas diferentes malhas. O material retido em cada tamis é pesado e a
granulometria calculada como porcentagem da quantidade total (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010).

3.8.2 Técnicas Termoanaliticas

Matérias-Bprimas de plantas medicinais sdo produtos comerciais e tem que ser
padronizadas e caracterizadas. No entanto, faltam informac6es sobre a composicdo quimica
geral de muitas matérias-primas oriundas de plantas medicinais e suas propriedades fisico-
quimicas, como por exemplo, a caracterizacao térmica de materiais vegetais (WESOLOWSKI
e KONIECZYNSKI, 2003).

Sendo assim, técnicas termoanaliticas tém sido amplamente utilizadas na
caracterizacao e no controle de qualidade de matérias-primas de origem vegetal, uma vez que
estas técnicas podem fornecer informacdes, como o teor de umidade, teor de cinzas,
transformacdes de fase, teor de compostos volateis e ndo-volateis, caracterizacdo de
polimorfismo, estabilidade e cinética de degradacio (WESOLOWSKI & KONIECZYNSK,
2003;0OLIVEIRA et al., 2011).

Anélise térmica € um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacao, € monitorada
em funcéo do tempo ou temperatura. Os métodos térmicos tém sido utilizados na determinacao
do ponto de fusdo de uma substancia pura, estudo de interacdo farmaco/excipiente,
caracterizacdo de polimorfismo, na avaliagdo da cinética de reacdo, estabilidade e

decomposicdo, entre outros. Sendo que os metodos mais empregados sdo: Termogravimetria
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(TG), Andlise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC)
(COSTA et al., 2013).

As técnicas termoanaliticas possuem importancia crescente em todas as areas de
conhecimento da quimica bésica e aplicada. A utilizacdo dessa metodologia, dotada de grande
potencialidade, foi favorecida pela disponibilidade de instrumentos controlados por
microprocessadores, capazes de fornecer informacdes quanto ao comportamento térmico dos
materiais de forma precisa e num tempo relativamente curto. Tais métodos estdo sendo
largamente utilizados no controle da qualidade de produtos naturais ou sintéticos, pois
fornecem, com rapidez, dados sobre a estabilidade do material analisado, em relagdo ao seu
comportamento térmico. Além de que dados preliminares sobre o material analisado, levam a
pensar que se conhecendo 0 comportamento térmico do componente majoritario de uma planta,
pode-se identificar a autenticidade de um extrato bruto (CAMELDO et al., 2012).

Portanto pode-se afirmar que sdo extensas as aplicac6es da analise termica na industria
farmacéutica em torno da investigacdo fisico-quimica de produtos. Por isso, tem sido
extensivamente utilizada como ferramenta analitica confiavel e essencial para o controle da
qualidade e desenvolvimento de novas formulacdes farmacéuticas, bem como para o estudo da
estabilidade, compatibilidade e das possiveis interagdes entre farmacos e excipientes e suas

misturas, contribuindo dessa forma para estudos de pré-formulacdo (ALVES et al., 2011).

3.8.2.1 Termogravimetria

Termogravimetria € a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia € medida
em funcdo da temperatura, enquanto esta é submetida a uma programacao controlada. Esta
técnica determina as perdas ou ganhos de massa de uma substancia em funcdo da temperatura
ou do tempo. Os experimentos para avaliar as variagdes de massa de um material em funcéo da
temperatura sdo executados através da termobalanca, permitindo o trabalho sob as mais
variadas condicBes experimentais. As curvas geradas possibilitam a obtencdo de informacgdes
guanto a estabilidade térmica da amostra, composicdo e estabilidade dos compostos
intermediarios e do produto final (AMICO, et al, 2011; ARAUJO, 2012).

Nas curvas termogravimétricas convencionais ou dinamicas sdo registradas as massa
da amostra (m) em funcdo da temperatura (T) ou tempo (t). Nessas curvas, 0s graus em relacédo
ao eixo das ordenadas correspondem as variacGes de massa sofrida pela amostra e permitem a
obtencdo de dados que podem ser utilizados com finalidades quantitativas. Assim, as curvas de

TG fornecem informacgGes relativas quanto a composicgao e estabilidade térmica da amostra, dos
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produtos intermediarios e do residuo formado além de poderem agregar aos resultados
fornecidos pela termogravimetria informacdes relacionadas a entalpia, identificacdo de
compostos, quantificagdo de compostos conhecidos e elucidacao da estrutura e de propriedades
quimicas de moléculas, etc (COSTA, 2013).

3.8.2.2 Andlise Térmica diferencial

A anélise térmica diferencial verifica a diferenca de temperatura entre a substancia e o
material de referéncia inerte em fungdo da temperatura ou tempo quando os dois estdo sedo
submetidos a uma programacdo determinada de temperatura. A temperatura € medida por
termopares conectados aos suportes metalicos dos compartimentos onde sdo acondicionados a
amostra e o material de referéncia no mesmo forno. As variagdes de temperatura na amostra
sdo devidas as transicOes entalpicas, reacOes endotérmicas (picos descendentes e/ou
exotérmicas (picos ascendentes) (CORREIA, 2011).

3.8.3 Pirolise acoplada a Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa

Pirolise € um processo de conversdo do material organico por energia térmica. O
processo de decomposicao térmica do material ocorre em temperaturas elevadas com auséncia
parcial ou total de oxigénio. Os resultados de uma pirdlise ainda podem variar de acordo com
0S seguintes parametros: temperatura de operacao do reator, tempo e a razdo de aquecimento
das amostras, e a pressao de operacdo do sistema (FRADE et al, 2010).

Quando a amostra é submetida a uma pir6lise, parte da amostra é reduzida a carbono
e a outra parte quando oxidada pode dar origem a varios compostos, como carboidratos, alcodis,
acidos carboxilicos, aldeidos, cetonas e fendis. Com os resultados obtidos, quanto a composicéo
quimica, é possivel determinar a impressao digital (Fingerprint) da amostra (FIGUEIREDO,
2011). Para isso pode ser utilizada sozinha ou acoplada a outras técnicas, tais como a
Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa (Pir-CG/EM)

A espectrometria de massas, em sua esséncia, consiste na geracdo de ions pela
fragmentacdo das moléculas da amostra e a deteccdo dos fragmentos é feita de acordo com a
massa. Os ions positivamente carregados produzidos sdo acelerados em um campo magnético
que dispersa e permite medidas relativas de ions de diferentes raz6es massa/carga. O resultado

da medida da abundancia dos ions versus a massa constitui o espectro de massas, que consiste
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de uma série de linhas variando em intensidade em diferentes unidades de massa (MARCO et
al 2008).

A CG/MS é usada tanto para a identificacdo qualitativa e quantitativa quanto para a
medicdo de componentes individuais em misturas complexas como as drogas vegetais
(OLIVEIRA et al, 2010; WANG et al, 2011)

3.8.4 Ressonancia Magnética Nuclear

A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) pode disponibilizar
informacdes para a determinacgdo da estrutura de um composto organico, através da medida dos
momentos magnéticos de atomos de carbono e hidrogénio. A espectroscopia RMN é
basicamente uma outra forma de espectroscopia de absorc¢éo, onde, sob condi¢bes apropriadas
em um campo magnetico, uma amostra pode absorver radiacdo eletromagnética na regido de
radiofreqiiéncias em uma freqiiéncia regida pelas caracteristicas estruturais da molécula, sendo
que a absorcéo é fungédo de determinados nucleos da molécula (PASSOS et al, 2011).

Pode ainda ser utilizada eficientemente para se detectar interagdes entre moléculas
dissolvidas, estudando as modificacGes dos seus espectros e quantificando os deslocamentos
quimicos encontrados para os diversos grupamentos atdmicos que constituem as moléculas
(MANSUR et al., 2001).

As dificuldades para se trabalhar com este método podem ser resumidas na influéncia
do solvente e complexidade dos espectros, principalmente os de materiais vegetais que
comportam muitas substancias organicas. Entretanto, uma das maiores vantagens de se
trabalhar com RMN em comparacao com outras técnicas na identificagdo de compostos esta no
fato da ndo necessidade de padroes (MARCO et al., 2008).

Partindo destes principios, a RNM pode ser uma técnica utilizada para caracterizar
drogas vegetais e como método de controle de qualidade, onde amostras que oriundas do

mesmo vegetal devem ter os mesmos espectros e deslocamentos quimicos.
3.8.5 Ferramentas quimiometricas
A quimiometria é definida como uma disciplina da quimica que utiliza métodos

matematicos, estatisticos e computacionais para o planejamento ou a selecdo de maneira

otimizada, visando extrair o maior numero de informagbes possiveis a partir dos dados
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disponiveis. Dentre as diversas areas da quimiometria destaca-se o0 planejamento de
experimentos, o reconhecimento de padrdes e a calibragdo multivariada (SOUZA et al., 2012).

Com reconhecimento de padrdes é possivel, a partir de grande conjunto de dados sobre
um determinado grupo de amostras, obter agrupamentos entre essas amostras, de forma a
detectar similaridade ou tendéncias. Elas podem ser divididas em técnicas supervisionadas e
ndo supervisionadas. Nas técnicas supervisionadas utilizam o conhecimento prévio do conjunto
de amostra para a classificacdo. Ja as técnicas ndo supervisionadas sao verificadas a ocorréncia
de agrupamentos, sem o conhecimento prévio de caracteristicas da amostra (FERNANDES,
2012). Dentre as técnicas que sdo supervisionadas, Veras et al., (2012) mencionam a HCA
(Andlise hierarquica de agrupamentos - Hierarchical Clusters Analysis) e a PCA (Anélise dos
componentes principais - Principal Components Analysis). A HCA estd baseada na
similaridade das amostras por meio das distancias entre elas e estas expresso principalmente na
forma de dendogramas. A PCA baseia-se na manipulacdo dos dados matematicos, dos dados
de origem, visando obter novas variaveis, que nada mais sdo que combinacGes lineares das
variaveis originais (VERAS et al., 2012; CORREIA; FERREIRA, 2007).

A andlise hierarquica de dados (HCA) esta baseada na similaridade entre as amostras
com base nas distancias expressas em dendogramas (VERAS et al., 2012). Para construcao do
dendograma, inicialmente calculou-se todas as distancias entre pares de amostras, neste caso
cada um dos excipientes, BRCA e as misturas extrato-excipiente. Existem diversos calculos
para a distancia, mas o mais comum e utilizado neste artigo é a distancia euclidiana em um

espaco multidimensional, matematicamente expresso por:

d=V((x 1-Xx 2)2+ (Y 1-y 22+ ... Hz 1-2.2)™2)

Em que X, y, z sdo os valores em cada dimensao para a amostra 1 e 2. Assim, calculou-
se a raiz quadrada dos somatorios dos desvios quadrados em todas as dimensdes.

Calculadas as distancias entre pares de amostras, € possivel construir 0s agrupamentos
utilizando diversos procedimentos, dentre eles a ligacdo completa (complete linkage). Neste
procedimento usa-se a distancia dos vizinhos mais distantes, distancia maxima, entre dois
grupamentos para fazer a ligacédo entre eles.

Em termos de PCA, os dados sdo projetados nas dire¢fes (ou eixos) perpendiculares
do espaco multidimensional, os quais contém a maior quantidade de informacdo possivel
(variancia maxima), consistindo no tratamento dos dados visando obter novas variaveis, que

nada mais sdo que combinagOes das variaveis originais apresentando ortogonalidade entre si
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(VERAS et al., 2012). Esta manipulacdo matematica de dados de uma matriz possui como
objetivo representar a variagdo presente em muitas variaveis, usando um pequeno nimero de
fatores ou componentes principais (PC’s).

Slavkovska et al., (2001) aplicaram a PCA para a avaliacdo de subespécies e espécies
vegetais na parte central da peninsula balcanica, confirmando mediante os resultados da
composicdo do Oleo essencial, que existiam diferencas em populacbes dentro da mesma
subespécie (Satureja montana ssp. montana), entre as subespécies (Satureja montana ssp.,
montana e Satureja montana ssp. pisidica), e entre as espécies (Satureja montana e S.
kitaibelii).

Rubiolo et al., (2006), classificaram os quatro quimiotipos de Matricaria recutita,
através da aplicacdo das técnicas de Microextracdo em Fase Solida (MEFS), PCA e
cromatografia em fase gasosa. Os autores concluiram que MEFS em combinacdo com “Fast
GC” e CG-EM podem ser usadas como alternativa ou métodos complementares para a
classificagéo de cultivos da planta.

A composic¢do quimica de 25 amostras de 0leo essencial de Thymus pulegioides de
duas variedades da subespécie T. silvestris e quatro variedades da subespécie T. pulegioides
coletadas em 11 populacGes na Lituania foi estudada por CG-EM e PCA e HCA Quatro
quimiotipos foram identificados na subespécie T. silvestris var. conglomeratus, e trés

quimiotipos na subespécie T. pulegioides var. pulegioides (LOZIENE, et al.,2013).
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4 METODOLOGIA

4.1 Obtencéo da droga vegetal

A Momordica charantia (Folhas e frutos) foi coletada na regido semiarida do Estado
da Paraiba na zona rural no municipio de S&o José da Mata com Latitude (7° 13") e longitude (
35° 55"), no periodo de Dezembro de 2014 a Janeiro de 2015 no horério que compreende seis a
dez horas da manhd. Sua exsicata foi depositada no Herbario Manuel de Arruda Camara
(ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba, sob nimero de registro EAN-257/ACAM,

comprovando assim a autencidade do vegetal.

4.2 Preparacgéo das amostras

As folhas e os frutos das plantas foram desidratados em estufa com circulagéo de ar
com temperatura controlada de 40 °C. O material seco foi moido usando um moinho de quatro
facas mdveis e quatro fixas, modelo Willey, da marca Marconi, acoplado a um tamis de 10
mesh. A droga vegetal pulverizada foi submetida a um sistema de peneiras com diferentes
tamanhos de poros: >297um, >149-297um , >74-149um, e >37-74um. As amostra de frutos
foram de nominadas de F1 (> 297um), F2 (<297 pum), F3 (<149 um), F4 (<74 um) e das folhas
P1 (> 297um), P2 (<297 pum), P3 (<149 pm), P4 (<74 pm).

Para producéo dos extratos secos, inicialmente foram obtidos extratos hidroalcodlicos
das folhas e dos frutos da Momordica charantia. Esses extratos foram adquiridos em condicGes
do sistema de solvente etanol: agua na propor¢cdo 50%:50% (v/v), foram submetidos ao
processo em secagem em spray drier de escala laboratorial Modelo LAB PLANT SD-05.

O bico atomizador duplo fluido pneumatico com orificio de abertura 1.2 nm operou
com taxa de vazdo de ar de 40 L min e pressdo de 2.0 bar. O dioxido de silicio coloidal
(CSDA) com tamanho médio das particulas primarias de 12 um foi adquirido da Henrifarma
(Lot. 3157052414, Brasil) foi utilizado como adjuvante de secagem na propor¢éo de 20% em
relacdo ao residuo seco de cada extrato.

O diodxido de silicio coloidal (Aerosil) foi selecionado para o estudo por ser um
adjuvante com elevada area superficial e estabilidade térmica, além de ser um excipiente seguro
quando utilizado em produtos farmacéuticos por via oral ou tépica, sendo muito utilizado como

adjuvante tecnoldgico em estudos para secagem de extratos vegetais por spray-dryer.
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Com o objetivo de avaliar a reprodutibilidade da producdo desses extratos, foram
produzidos trés lotes de extratos de cada parte da planta em dias diferentes, obtendo assim no
final 6 extratos secos.

4.3 Determinagéo da atividade antimicrobiana

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana foram obtidas infusGes a 5% (pd/solvente)
dos diferentes tamanhos de particulas dos frutos e das folhas. Para obtencdo dessas infusdes o
solvente utilizado foi 4gua destilada a 100°C. Foram utilizadas cepas padrdo American Type
Culture Collection (ATCC) de Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klesbisiela pneumoniae (ATCC 4352) as
quais foram disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

4.3.1 Screening Microbiologico

Os microrganismos foram mantidos em tubos de ensaios contendo agar BHI e em
seguida as bactérias foram cultivados em agar Mullher Hinton a 37°C durante 24 horas e 0s
fungos em agar sabourad a 25°C durante 48 horas. A determinacdo da concentracéo inibitoria
minima (CIM) foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo. Foi utilizada microplacas
com 96 pocos de acordo com os procedimentos do Clinical and Laboratory Standards Institute
procedures (CLSI), (2017).

Os indculos foram padronizados em tubos contendo 5 mL de solucéo salina estéril a
0,9%. A suspenséo foi ajustada em espectrofotdmetro a 625 nm para bactérias e 580 nm para
fungos, em uma concentracéo equivalendo a 10° UFC.

Cem microlitros da infusdo a 5% (50 mg/mL) foram submetidas a dilui¢do seriada em
caldo Mueller Hinton em cada microplaca obtendo assim as seguintes concentracdes 25;12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,195 mg/mL de cada infusdo. Dez microlitros de cada cultura de
microrganismos foram adicionados em cada poco da microplaca.

Foram utilizados como controle negativo agua destilada e como controle positivo
Gentamicina a 80 mg/mL (bactérias). O crescimento bacteriano foi indicado pela adicédo de 20
ul de solugdo aquosa de resarzurina (Sigma Aldrich) a 0,01% com uma incubacdo adicional a
37 ° C = 1 ° C durante 2 h. Microrganismos viaveis reduziu o corante azul a coloragéo rosa.
Dessa forma, a CIM foi definida pela menor concentracdo onde néo ocorreu alteracdo de cor

do corante. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.4 Ensaios de citotoxicidade

Para determinacdo da citotoxicidade das drogas vegetais utilizou-se 0 método de
hemdlise (Red Blood Cell System). Assim, preparou-se uma suspensdo de hemécias a 5%
(50mg/mL) em solugdo salina 0,9%. Em seguida, 1mL desta suspensdo foi distribuida em tubos
de ensaio e homogeneizadas com 1 mL das infus@es, diluidas em diferentes concentragdes a
fim de se obter 3,12, 6,25, 12,5, 25, 50 mg/mL. Apds 1 hora, as amostras foram centrifugadas
a 2500 rpm, durante 10 minutos e submetidas a leitura em espectrofotdmetro (Shimadzu® UV
mini — 1240), com comprimento de onda de 540nm, utilizando como branco a solucdo salina
0,9% e como controle positivo a solugio hemolizante de Acido Acético a 2%. A visualizagio
da hemolise foi classificada como: — (<25% de hemdlise), + (25%-50% de hemolise), ++ (50%-
75% de hemolise), +++ (75%-100% de hemolise) e ++++ (>100% de hemolise) de acordo com
Luize et al. ( 2005) e Farmacopeia V edicdo (Topico para realizacdo de atividade hemolitica).
O ensaio foi realizado em triplicata.

Para a avaliagdo da citotoxicidade os extratos foram testados frente a as células da
linhagem de fibroblasto L929 e de mastdcitos P815.

Para 0 ensaio de MTT (brometo de 3- [4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolium)
foram utilizadas placas de 96 pocos, micropipetador multicanal e de 1 mL, solucéo salina PBS,
tripsina, meio DMEM acrescido de penicilina (100 U/mL) e estreptomicina (100 pg/mL),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), MTT a 5mg/mL, cAmara de Neubauer,
corante Azul de Tripan e DMSO.

Para realizacdo desse teste foram utilizadas as seguintes concentracoes: 1.56, 3.12,
6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100.0 e 200.0 pg/mL.

O ensaio de MTT consiste em um ensaio colorimétrico que avalia a atividade
citotoxica ou proliferativa de diversos compostos. O MTT é um sal tetrazélio, solivel em agua,
que € convertido em cristais de formazan, com coloracdo purpura, apos a clivagem do anel
tetraz6lio mediado por desidrogenases mitocondriais e citoplasmaticas. Apds a solubilizacédo
dos cristais de formazan e medi¢ao da densidade Optica pelo espectrofotometro (A= 560 nm), é
possivel avaliar a viabilidade celular, onde a intensidade do produto colorido formado apds a
solubilizacdo do formazan sera diretamente proporcional ao nimero de células viavel presentes
na amostra (FAHEINA-MARTINS, 2009).

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo. As analises estatisticas

foram realizadas com auxilio do software GraphPad versdo 5.0 (GraphPad Software Inc, San
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Diego, CA, USA). Utilizou-se Anélise de Variancia ANOVA seguido do p6s- teste Bonferroni,

sendo considerando uma diferenca significativa quando p< 0,05.

4.5 Ensaios Fitoquimicos

O contetdo de Polifendis totais, Flavonoides totais e Taninos condensados das
infusBes e dos extratos foi mensurado por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando
0 Leitor de ELISA EZ Read 2000 (Biochorom). As infusdes foram obtidas nas concentracoes
de 5% (pd/agua destilada). Utilizando m microplacas de 96 pocos, estas infusdes foram diluidas
de modo a obter uma concentracdo final de 0,02% de cada infusdo. Assim, foram testadas
diluicGes seriadas que variaram de 5% a 0,02%. Os extratos foram diluidos em metanol (para
quantificacdo de Flavonoides e taninos) e em agua destilada (para quantificacdo de polifenois
totais) até a concentracdo de 8 mg/mL. Utilizando m microplacas de 96 pocos, as solugdes dos
extratos foram diluidas de modo a obter uma concentracdo final de 0.625 mg/mL de cada
infusdo e cada ex. Assim, foram testadas dilui¢6es seriadas que variaram de 8 4 0.0625 mg/mL.

4.5.1 Determinacéo de polifendis totais

O contetdo de polifenois totais foi mensurado através do meétodo de Folin-Ciocalteu
descrito por Chandra e Mejia (2004) com adaptacdes.

Foram adicionados na microplaca de 96 pocos 50 pL de cada solucdo e em seguida
adicionado 50 pL do reagente de Folin-Ciocalteu 1N. Esta mistura permaneceu em repouso
durante 2 minutos antes da adicdo de 100 pL da solucdo de Na>COsz a 20% (p/v). A solucéo foi
deixada em repouso pelo periodo de 10 minutos e posteriormente foi realizada a leitura no
comprimento de onda de 757 tendo como “branco” 50 pL 4gua destilada adicionado de 50 pL.
do reagente de Folin-Ciocalteu 1N e 100 pL da solu¢do de Na,COs a 20% (p/v). As analises
foram realizadas em triplicata.

A curva de calibracéo foi obtida com solucgdo estoque de acido galico (Img mL™), da
qual foram feitas diluicGes seriadas nas concentragbes 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 ug mL™* em
baldes volumétricos de 10 mL. As leituras foram realizadas da mesma forma descrita
anteriormente, substituindo-se as amostras das infusdes pelas solugdes de acido galico.

O conteldo total de polifendis foi expresso em microgramas equivalentes do padréo

utilizado.
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4.5.2 Determinagao de Flavonoides totais

O total de flavonoides foi determinado através do método descrito por Meda e
colaboradores (2005).

Foram adicionados na microplaca de 96 pogos 100 pL de cada solugédo e adicionado
100 pL AICl3 a 2% em metanol (p/v). Esta mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos
antes da leitura da absorbancia no comprimento de onda de 415 nm. Foram realizadas ainda
leituras das infusdes com metanol no lugar da solucdo de AICIs; e o valor da absorbancia da
leitura anterior foi subtraido do valor desta para que a coloragdo dos extratos ndo influenciassem
na absorbancia, superestimando a quantidade de flavonoides. A amostra do “branco” consistiu
em 100 pL de metanol adicionado 100 pL AICIz a 2% em metanol (p/v). As analises foram
realizadas em triplicata.

O total de flavonoides foi determinado utilizando a curva de calibragdo utilizando
Quercetina (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) nas concentracoes de 4, 8, 10, 16,
20, 24 ¢ 28 ug mL™ e expresso em g equivalente de quercetina.

4.5.3 Determinacéo do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993).

Foram adicionados na microplaca de 96 pocos 25 pL de cada solucdo e adicionado
150 pL de uma solugéo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 75 pL de
HCI concentrado (37%). A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solugéo
de vanilina, HCI e metanol. As analises foram realizadas em triplicata.

A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solucédo padrao de
catequina obtida pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de metanol. A partir dessa
solucdo, foram realizadas diluicdes de forma a obter solucdes de catequina nas concentracdes
de 50, 100, 200, 300, 500 e 600 pg/mL. A concentracdo de taninos condensados foi expressa

em microgramas equivalentes de catequina.

4.6 Andlise termogravimétrica (TG)

As curvas termogravimétricas dinamicas das amostras foram obtidas em uma

termobalanca modelo TGA-50H, da Shimadzu, na razao de aquecimento de 10°C/min, variando
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de 25 °C até temperatura de 900 °C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio e de ar sintético, com
fluxo de 50 mL/min e 20 mL/min, respectivamente. Foi utilizado massa de 5,00 + 0,05 mg
acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra. A calibragcdo da termobalanca foi
feita utilizando oxalato de célcio monohidratado. As curvas foram analisadas através do
software TA 60 WS, da Shimadzu, para caracterizar as etapas de perda de massa.

4.7 Determinacdo da Cinética de degradacao

A cinética de degradacdo das drogas vegetais obtidas dos frutos e das folhas da M.
charantia foi obtida utilizando curvas termogravimétricas em atmosfera de ar sintético
(20mL/min) nas seguintes razGes de aquecimento: 5, 10, 20 e 40 °C/min. Com base nos dados
obtidos nas curvas gravimétricas aplicou-se 0 modelo de Ozawa para determinacdo dos
parametros cinéticos, ordem de reacéo (n), fator de frequéncia (A) e energia de ativacdo (Ea).

Para determinacéo desses parametros utilizou-se o software TA 60 WS, da Shimadzu.

4.8 Andlise Térmica diferencial (DTA)

As curvas térmicas diferenciais das amostras obtidas em diferentes granulometrias
foram obtidas em um analisador téermico diferencial, modelo DTA-50, da Shimadzu, na razdo
de aquecimento de 10°C min-1, variando de 25°C até temperatura de 900 °C, em atmosfera de
nitrogénio, com fluxo de 50 mL min-1. As amostras foram acondicionadas em cadinho de
alumina utilizando massa de 5,00 + 0,5 mg para cada amostra. A calibracdo do equipamento foi
realizada através do ponto de fuséo e entalpia dos padrdes de indio e zinco. As curvas térmicas

diferenciais foram analisadas usando o programa TASY'S 60, da Shimadzu.

4.9 Pirdlise acoplada a CG/MS

A pirdlise foi realizada usando um pirolizador (SHIMADZU, Pyr-4A), diretamente
acoplado a um sistema de Cromatografia gasosa/Espectrometria de massas (SHIMADZU,
GCMS-QP5050A). Foi utilizada uma coluna capilar com fase estacionaria
fenil:dimetilpolissiloxano (5:95) ( com 30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e
0,25 um de tamanho de particula). A temperatura da interface 70°C e 10°C/min até 300°C,
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Utilizou-se como géas de arraste o Hélio a um

fluxo de 1,7 mL/min e uma razdo de split de 1:5. O Espectrometro de massas foi configurado
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para varrer uma faixa de massa entre m/z 50 e 450. Os espectros de massas foram obtidos por
impacto eletrénico a uma energia 70 e V.

A amostra correspondente a 2 mg do p6s das drogas vegetais foi colocada em cadinho
de platina e introduzida no pirolisador nas temperaturas de 250, 350 e 450 °C, selecionadas de
acordo com as etapas de termodecomposicdo visualizadas através de termogravimetria das
amostras.

Os compostos quimicos produzidos nos processos piroliticos foram identificados
através da analise comparativa com os espectros de massa da biblioteca Wiley, 62 edicdo para
a 0 Class-500. Com os dados das areas obtidos nos pirogramas foram montadas matrizes para

analise hierarquica de agrupamentos (HCA) e analise dos componentes principais (PCA).

4.10 Ressonancia magnética nuclear (RMN-H,)

Espectros unidimensionais de H1 foram obtidos utilizando um espectrémetro Varian
500 MHz, tendo como amostra residuos de extratos hidroetanolicos evaporados (EHE) das
drogas vegetais nos diferentes tamanhos de particulas solubilizados em DMSO deuterado
(DMSO-D6).

Para obtencdo dos EHEs foram acondicionados 250 mg da respectiva droga vegetal
em um tubo de ensaio, sendo adicionados em seguida 5 ml de solugéo hidroetanolica 50%. O
conjunto foi submetido a extragdo em banho de ultrassom (USC 2800A, UNIQUE, Brasil) por
1 hora, sendo em seguida deixados em repouso por 24 horas. Este ciclo extrativo foi repetido
trés vezes. Em seguida, o material foi filtrado utilizando algodao. O filtrado foi acondicionado
em capsulas de porcelana e levado para evaporacdo do solvente em estufa com circulacao de ar
(TE 394/2, TECNAL, Brasil) a 40°C por 24 horas. Ao final do processo obteve-se um residuo
que foi solubilizado DMSO-D6 e submetido a analise.

Todos os espectros foram manualmente corrigidos quanto a fase e a linha de base e
analisados utilizando-se o software MestreNova® 6.0.2 (Mestrelab Research). Os

deslocamentos quimicos (0) foram expressos em partes por milhao (ppm).
4.11 Estudo de poténcia Microbioldgica
Foi realizada a determinacdo da poténcia microbiolégica dos seguintes vegetais:

Momordica charantia (frutos e folhas), Esses vegetais foram coletados na regido semiarida do

Estado da Paraiba, Brasil. Sua exsicata foi depositada no Herbario Manuel de Arruda Camara
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(ACAM) da Universidade Estadual da Paraiba, sob nimero de registro EAN-257/ACAM,
comprovando assim a autencidade do vegetal.

Para producdo dos extratos secos, inicialmente foram obtidos extratos hidroalcodlicos
dos vegetais estudados. Esses extratos foram adquiridos em condi¢6es do sistema de solvente
etanol: 4gua na proporc¢éo 50%:50% (v/v), foram submetidos ao processo em secagem em spray
drier de escala laboratorial Modelo LAB PLANT SD-05.

O bico atomizador duplo fluido pneumatico com orificio de abertura 1.2 nm operou
com taxa de vazao de ar de 40 L min™ e presséo de2.0 bar. O didxido de silicio coloidal (CSDA)
com tamanho médio das particulas primarias de 12 um foi adquirido da Henrifarma (Lot.
3157052414, Brasil) foi utilizado como adjuvante de secagem na propor¢éo de 20% em relacéo
ao residuo seco de cada extrato.

4.11.2 Ensaio microbioldgico
4.11.2.1 Meio de cultura

O meio utilizado foi o caldo Mieller Hinton cation-ajustado. Assim, apos a dissolugéo
do meio de cultura, este teve seu pH ajustado entre 7,0 e 7,5 com &cido cloridrico 6,0 M ou
hidroxido de sodio 6,0 M e a seguir esterilizado em autoclave a 121° por 15 minutos.
4.11.2.2 Microrganismos utilizados

O ensaio foi realizado utilizando cepas padrdo American Type Culture Collection
(ATCC) Escherichia coli (25922), Staphylococcus aureus (25923). as quais foram
disponibilizadas pela Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).
4.11.2.3 Substancias padréo de Referéncia

Como substancias de referéncias ou padrdo foram utilizados antimicrobiano de
utilizacdo clinica, conforme preconizado no Clinical and Laboratory Standards Institute

procedures (CLSI) (2015) para as bactérias em questdo. Assim foram utilizados o

antimicrobiano Cefalotina (Sigma- aldrich L5501) para as analises com Staphylococcus aureus
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e para as analises com Escherichia coli o antimicrobiano Gentamicina (Sigma- aldrich G1914-
Sulfato de gentamicina).

As concentracBes dos antimicrobianos de referéncia tambem fora preconizadas de
acordo com o CLSI, 2015 no que diz respeito a concentracdo inibitéria minima (CIM) para cada
antimicrobiano. Assim utilizou-se as concentragdes demonstradas na tabela 2. de susbstancias
de referencias, extratos secos obtidos da folha e do fruto. Todas as substancias foram diluidas

em solucdo salina a 0,9%.

Tabela 2 - Niveis e concentracdes utilizadas das amostras de referéncia (antimicrobianos) e
amostras testes (Extratos nebulizados).

Niveis de Cefalotina Gentamicina Extrato folha

concentracéo pg/mL pg/mL mg/mL
(%)

25 0,250 0,250 0,250

50 0,500 0,500 0,500

100 1,000 1,000 1,000

200 2,000 2,000 2,000

400 4,000 4,000 4,000

4.11.2.4 Determinacéo das condicGes experimentais

4.11.2.4.1 Obtencédo da curva de crescimento dos microrganismos

Construiu-se uma curva de crescimento microbiano com o objetivo de identificar o
melhor tempo (fase de crescimento) para inserir as amostras testes e as substancias de
referéncias.

Inicialmente preparou-se um in6culo bacteriano dos dois microrganismos.
Assim pegou-se culturas recentes cultivadas em meio sélido, diluiu em solucéo salina até atingir
uma absorbancia de 0,08 no comprimento de onda de 630 nm correspondente a 10 UFC (CLSI,
2017). Para essa leitura utilizou-se um Leitor de ELISA EZ Read 2000 (Biochorom). Em
seguida, colocou-se essa suspensdo em caldo muller hinton na concentracédo de 1:10 e encubou-
sea 37°C +1°C.

Realizou-se leituras de 30 e 30 minutos até 24 horas, realizando repiques em meio
solido agar nutriente, através do semeio de superficie. Ao final de 24 horas realizou-se a

contagem das coldnias e construiu uma curva para observar as fases do crescimento microbiano.
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Observando as quantidades de Unidades formadoras de colonia/mL na fase exponencial,

estacionaria e de decaimento.

4.11.2.4.2 Insercéo das amostras e substancias de referéncias

As amostras testes e as substancias de referéncias foram inseridas quando o0s
microrganismos encontravam-se em suas fases exponenciais de crescimento. Todas as
sushtancias testes foram adicionadas nas concentracdes estabelecidas. Apds 24 horas foram
feitas as leituras das absorbancias e realizou-se repiques em meio sélido agar nutriente, através
do semeio de superficie. Ao final de 24 horas realizou-se a contagem das col6nias e foi tracado
um grafico, onde o eixo das abscissas representa a concentracao da substancia teste e o eixo das
ordenadas representa a quantidade e Unidades Formadoras de Col6nias (UFC). Esse grafico
foi utilizado como referéncia para se determinar a poténcia antimicrobiana dos extratos

nebulizados e das drogas vegetais em relacdo aos padrdes de referéncia utilizado.

4.11.3 Calculo da poténcia antimicrobiana das amostras

Para determinacdo da poténcia das substancias testes em relacdo aos padrdes de
referéncia foi utilizado o Ensaio Balanceado ou fatorial com 3 doses (3x3) onde utiliza-se trés
concentracdes do padrdo e trés concentracGes das amostras testes. Para efetuacdo dos calculos
foram utilizadas as seguintes expressdes matematicas (LOURENCO, 2009, SOLANO, 2008,
PINTO, KANECO E PINTO, 2010, FARMACOPEIA, 2010).

P = AntiLogM
Onde: P = Poténcia antimicrobiana
M = Log (r)*A/B
Onde: r = razdo entre as concentragdes das amostras
A = Diferenca entre a somatoria das concentrac6es do padrdo e das amostras.

B = Soma das diferencas entre a maior e menor dose do padrdo e das amostras.
4.11.4 Validacdo do método analitico
Apos a determinacdo das condigdes que apresentaram melhor curva dose/resposta, 0

método desenvolvido foi validado, A validacdo foi realizada de acordo com 0s critérios

estabelecidos pela Resolugdo RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
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Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e International Conference on Harmonization (ICH, 2015),
através da determinacdo dos parametros através da avaliagdo dos pardmetros de, linearidade,
limite de deteccdo e quantificacdo, exatidao, precisdo e robustez. As curvas respostas também
foram avaliadas quanto aos parametros de regressdo linear, falta de ajustes, dispersdo dos
residuos e paralelismos entre as retas dos padrfes e das amostras.

4.11.4.1 Linearidade

Foram obtidas curvas analiticas tanto das amostras como das substéncias testes nas
concentracOes apresentadas na tabela 1. Para cada curva analitica foi obtida a equagdo da reta
de regressdo linear pelo método dos minimos quadrados e realizada a analise da adequacao do
modelo proposto. Além disso, calculou-se o coeficiente de correlacéo linear (r) que, segundo a
resolucéo brasileira (RDC 889/03) deve ser igual ou superior a 0,98 para considerar a curva
analitica adequada. Além disso, foi realizado o teste da falta de ajuste, o teste de significancia

da regressao e analise dos residuos.

4.11.4.2 Precisao e exatidao

Trés niveis de concentracdo foram utilizados para avaliar a repetitividade e exatiddo
das poténcias antimicrobianas calculadas.

SolucBes dos antimicrobianos foram preparados nas concentracdes de 0.125, 0.250 e
0.500 pg/mL e da amostra foram nas concentragcdes de 0.125, 0.250 e 0.500 mg/mL para a
avaliacdo do nivel a 50 % do valor real. Para avaliacdo do nivel de 100% foram utilizadas as
concentracdes de 0.250, 0.500 e 1.00 pg/mL dos antimicrobianos e 0.250, 0.500 e 1.00 mg/m
dos extratos. Por fim, para analise do nivel de 200% foram estabelecidas as concentrac@es dos
antimicrobianos de 0.500, 1.00 e 2.00 pg/mL, assim como dos extratos de 0.500, 1.00 e 2.00
mg/mL.

Para cada uma das trés faixas de concentracdo foram preparadas cinco séries de
solucdes, realizando desta forma, cinco doseamentos a cada nivel, sendo realizados dois
experimentos em um unico dia e mais trés experimentos em dias diferentes, avaliando assim a

precisdo intermediaria e a exatiddo intradia e interdia.
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4.11.4.3 Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo € a menor concentracdo do analito, que € possivel detectar pelo
método. Assim, foram realizadas analises nas mesmas condi¢des do item 2.2.4 com as 0s
antimicrobianos, amostras e apenas a solucao salina a 0.9% (diluente). Além disso, calculou-
se o limite de detecgdo também pela curva de calibracdo. Portanto, calculou-se na analise do
LD a média corrigida do nimero de Unidades formadoras de coldnias obtidas com as analises
dos extratos e dos antimicrobianos, assim como o branco que foi o solvente utilizado para diluir

as amostras. Além disso obteve-se o limite de deteccdo também pela curva de calibragdo.

4.11.4.4 Limite de quantificagéo (LQ)

Utilizou-se a curva de calibracdo para determinacdo do limite de quantificacéo, que é
a menor concentracdo que pode ser quantificada com exatidao e precisao. Cinco procedimentos
foram realizados, dois no mesmo dia e trés em dias diferentes; foram calculados o desvio padrédo

e coeficiente de variacdo para determinacdo da exatiddo e precisao.

4.11.4.5 Robustez

Para avaliacdo da robustez houve variagédo de trés parametros: Comprimento de onda
da leitura da absorbancia no espectro (600 e 650nm), pH do meio de cultura utilizado (6.0 e 8.0
ajustados com Acido cloridrico e Hidroxido de sodio respectivamente) e diluente da amostra
(DMSO- 10% e Glicose- 5%). Utilizou-se como controle as condicdes utilizadas para obtencéo
da curva de calibracéo.

Assim, utilizando as concentracGes dos niveis 50, 100 e 200% (tabela 1) calculou-se

a poténcia antimicrobiana dos extratos nessas condicdes.

4.12 Desenvolvimento e caracterizacao das formulacdes com atividade antimicrobiana

4.12.1 Estudo de compatibilidade

Foi realizado estudo de compatibilidade no intuito de avaliar a compatibilidade entre
0s extratos obtidos a partir de M. charantia (folhas e frutos) com excipientes farmacéuticos

comumente utilizados na produgéo de gel.
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O estudo utilizou o sistema de misturas binérias, as quais foram produzidas na
proporcao 1:1 conforme excipientes apresentados na tabela 3.

Cada mistura assim como 0s extratos e os excipientes isolados foram submetido a
analise térmica diferencia (DTA) e analise termogravimétrica (TG). As curvas de TG e DTA
foram obtidas utilizando um médulo de termobalanca simultdnea TG / DTA, modelo DTG-60
(Shimadzu), utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados, com cerca de 2 £ 0,1
mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. Os experimentos foram realizados em
temperatura crescente no intervalo de 25 a 450 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min. As
curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando o programa TASY'S 60, da Shimadzu.

Tabela 3 - Classes dos excipientes utilizados no estudo.

Funcéo Excipiente
Gelificantes Trietanolamina; Carbopol; Natrosol
Umectante Propilenoglicol; Glicerina
Conservante Metilparabeno; Imidazolinidil uréia,

Para avaliar a compatibilidade extrato/excipiente determinou-se a regido de
temperaturas onde ocorreram 0s eventos exotérmicos, calculando a energia liberada na regido
de 25-250°C e de 250-450°C. Em seguida, foi estabelecido um valor teorico de entalpia para
cada regido da mistura com base nas energias liberadas na decomposicdo dos extratos e dos

excipientes conforme férmula a seguir:

Et(mistura) = E (extrato) + E (excipiente)

Onde:

Et = Entalpia Téorica

E = Entalpia liberada em cada evento

Com isso, considerou-se como excipiente compativel aquele em que a sua mistura

apresentou valores reais de entalpia mais préximos ou maiores que os valores teoricos.

4.12.3 Desenvolvimento das formulacdes

Para o desenvolvimento do gel, foram selecionados aqueles excipientes que uma

melhor compatibilidade através da DTA e TG.
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Para o preparo do gel foram determinados os percentuais dos constituintes para 100 g
da formulacéo, indicados na Tabela 4 Iniciou-se com agua aquecida a 70 °C para a solubilizacéo
dos componentes da formulagdo na sequéncia (sem o Natrosol). Acrescentou-se lentamente o
Natrosol, agintando-se com velocidade moderada, até a dispersdo completa, ajustando-se o pH
para a faixa entre 6,5-7,0 apds 24 horas com a trietanolamina. O gel foi acondicionado em

recipiente plastico opaco, com tampa de rosca, em temperatura ambiente (BRASIL, 2012).

Tabela 4 - Constituintes e seus percentuais utilizados na preparagédo do gel.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (%)
Natrosol 4
Propilenoglicol 7.0
Imidazolinidil ureia 0.6
Extratos 5.0
Agua destilada g.s.p. 100

4.12.4 Caracterizacdo das formulacdes

4.12.4.1 Ensaios organolépticos

Os aspectos organolépticos do gel foram avaliados ap6s 24 horas de formulado, apds
0s ensaios de centrifugacéo e estresse térmico.

Aspecto: Foram observados caracteristicas macroscopicas, turvacao e precipitacdo.

Cor: Por meio de leitura visual foi avaliado se ocorreu mudancas na coloracéo inicial
do produto.

Odor: Foi observado se houve mudanca no odor inicial do produto.

4.12.4.2 Centrifugacéo

As formulagdes foram centrifugadas durante 30 minutos a 3000 rpm, a temperatura
ambiente. Em seguida, as formulacGes foram avaliadas quanto a possiveis sinais de
instabilidade como formacdo de sedimentos, precipitacdes, mudancas na viscosidade e

separacao de fases.
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4.12.4.3 Estresse térmico

O estresse térmico foi realizado com submissdo das amostras a aquecimento em um
banho termostatizado. A faixa de temperatura utilizada foi de 40 °C a 60 °C, com aumento
crescente de 10 °C. As amostras foram mantidas em cada temperatura por 30 minutos, sendo
avaliadas quanto a possiveis sinais de instabilidade como formacdo de sedimentos,
precipitacbes, mudancas na viscosidade e separacao de fases.

4.12.4.4 pH

O pH das formulacdes foi avaliado utilizando potenciometro digital previamente
calibrado com solug6es tampao pH 4,0 e 7,0 a uma temperatura de 25 °C. As amostras foram
diluidas em agua destilada a proporcéo de 1:10, e as leituras foram realizadas em triplicata, com

imersédo do eletrodo na solucéo formada.

4.12.4.5 Viscosidade

A viscosidade das amostras foi determinada utilizando viscosimetro de Brookfeld
Viscolead one (Fungilab, Brasil) acoplado ao spindle R6 na velocidade de rotacdo progressiva
10-100 RPM. Os resultados foram obtidos em triplicata.

4.12.4.6 Espalhabilidade

A espalhabilidade das amostras foi determinada a partir da leitura dos diametros
abrangidos pela amostra em um sistema formado por uma placa molde circular de vidro com
orificio central, sobre uma placa suporte de vidro posicionada sobre uma escala milimetrada
(ISAAC et al., 2008). Aproximadamente 0,5 g da amostra foi introduzido no orificio da placa
e a superficie foi nivelada com espatula, sendo a placa-molde cuidadosamente retirada. Uma
placa de vidro de peso pré-determinado foi colocada sobre a amostra. Apds o intervalo de um
minuto, a area superficial abrangida pela formulacdo foi determinada através da medicdo dos
didametros no sentido horizontal e vertical, com o auxilio da escala milimétrica (papel
milimetrado). O procedimento foi repetido acrescentando-se novas placas, todas previamente

pesadas. A espalhabilidade foi calculada conforme a Equacéo 3:
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Ei =d>.

SE

Onde: Ei: Espalhabilidade da amostra para um determinado peso (mm?); d: diametro

medio (mm).

4.12.4.7 Avaliacao preliminar da estabilidade

As formulagbes foram caracterizadas no inicio (T0) e final (T12) do ciclo. Para
comparacado, foram armazenadas amostras a temperatura ambiente, sendo caracterizadas com o

pH, viscosidade, espalhabilidade, e caracteristicas organolépticas apds 12 dias

4.12.4.8 Andlise da eficacia da formulacéo

O gel desenvolvido foi submetido a ensaio de doseamento microbiolégico e a ensaio
fitoquimico com 24 horas e no final de 12 dias com o objetivo de avaliar se foram mantidos o
efeito antimicrobiano dos extratos das folhas e dos frutos de M. charantia quando incorporado

a formulacao.

4.12.4.9 Ensaio de doseamento microbioldgico

Para realizacdo do doseamento microbiologico utilizou-se a técnica de microdiluigéo.
Dessa forma o meio utilizado foi o meio utilizado foi o caldo Mueller Hinton cétion-ajustado e
o ensaio foi realizado utilizando cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC)
Escherichia coli (25922), Staphylococcus aureus (25923), as quais foram disponibilizadas pela
Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

O doseamento foi realizado utilizando como padrédo os propios extratos que ja tiveram
sua poténcia antimicrobiana definida.

Assim, as concentracdes utilizadas dos extratos e das formulacdes estdo apresentadas

na tabela 5. Todas as substancias foram diluidas em solucéao salina a 0,9%.
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Tabela 5 - Niveis e concentragdes utilizadas das amostras de referéncia (Extratos nebulizados)
e amostras testes (Formulagdes).

Niveis de Extrato Extrato Formulacéo Formulacao
concentragao folha fruto folha fruto
(%) mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL
50 0.500 0.500 10.00 10.00
100 1.000 1.000 20.000 20.000
200 2.000 2.000 40.000 40.000

As amostras testes e as substancias de referéncias foram inseridas quando o0s
microrganismos encontravam-se em suas fases exponenciais de crescimento. Todas as
sushtancias testes foram adicionadas nas concentragdes estabelecidas. Apds 24 horas foram
feitas as leituras das absorbancias e realizou-se repiques em meio sélido agar nutriente, através
do semeio de superficie. Ao final de 24 horas realizou-se a contagem das coldnias e foi tracado
um gréafico onde o eixo das abscissas representa a concentracdo da substancia teste e o eixo das
ordenadas representa a quantidade e Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Esse grafico
foi utilizado como referéncia para se determinar a poténcia antimicrobiana das formulagdes em
relagdo aos extratos.

Para determinacao da poténcia das formulagdes em relacdo aos extratos foi utilizado o
Ensaio Balanceado ou fatorial com 3 doses (3x3) onde utiliza-se trés concentracdes do padrao
e trés concentracbes das amostras testes. Para efetuacdo dos calculos foram utilizadas
expressdes matematicas descritas no capitulo 3. (LOURENCO, 2006. SOLANO, 2008. PINTO.
KANECO E PINTO. 2010. FARMACOPEIA. 2010).

Foi utilizado como branco a formulacdo sem a adicdo dos extratos.

A poténcia antimicrobiana foi calculada em 24 horas (T0) e 12 dias (T12) apds a

formulacéo esta pronta.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Droga vegetal

5.1.1 Screening Microbiologico

No screening microbiolégico de M. charantia foi verificado que a droga vegetal
apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas padréo de S. aureus, E. coli, K.pneumoniae
e P. aeruginosa (Tabela 6). Evidenciando que a &gua é um solvente eficiente que pode ser
utilizado para a extracdo de materiais vegetais bioativos. Esta informacéao é importante, pois de
acordo com Romero et al., 2005 a agua é geralmente o solvente principal usado pela medicina
popular para obtencédo de preparacgdes a partir de plantas. Muitos dessas preparacdes sdo usados
para tratar condigdes que normalmente resultariam em infeccGes bacterianas. Alem disso,
Houssain, 2014 evidenciou esteroides glicosilados isolados em extratos aquosos dos frutos e
sementes de M. charantia. e Miranda et al, 2013 afirmam que os esteroides glicosilados, dentre
outras substancias, encontraram-se presentes nos extratos de algumas espécies vegetais ativas
contra alguns microrganismos e atribuiu a atividade antibacteriana observada para esses
vegetais a tais classes de compostos.

A Tabela 6 apresenta os valores de CIM dos infusos com concentracGes abaixo de 1
mg/mL para as diferentes bacterias, independentemente dos tamanhos de particulas.. Todavia
verificou-se diferencas nos valores CIM para os infusos das folhas entre as bactérias, sendo
mais potente em Staphylococcus aureus seguida por Escherichia coli e menos potente para
Pseudomonas aeruginosa e Klebisiela pneumoniae. Os infusos dos frutos apresentaram valores
CIM com mais poténcia para Escherichia coli, seguida de Klebisiela pneumoniae e menos
potente em Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Os tamanhos de particulas
influenciaram apenas na poténcia antimicrobiana conta Escherichia coli. Alguns estudos
relatam a diferenciacdo na composicdo quimica e atividade farmacoldgica em funcdo do
tamanho de particula (MA e MU, 2016; LIN, TEY e CHAN, 2014).
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Tabela 6 - Valores de CIM apresentados contra 0s microrganismos estudados.

Drogas vegetais MIC (mg/mL)
Microrganismos testados

Momordica charantia S.a E.c P.a K.p
Folhas

P1 0,195 0,195 0,780 0,780
P2 0,195 0,195 0,780 0,780
P3 0,195 0,195 0,780 0,780
P4 0,195 0,390 0,780 0,780
Momordica charantia

Frutos

F1 0,780 0,195 0,780 0,390
F2 0,780 0,390 0,780 0,390
F3 0,780 0,390 0,780 0,390
F4 0,780 0,195 0,780 0,390

S.a.: Staphylococcus aureus; E.c.: Echerichia coli; P.a.: Pseudomonas aeruginosa; K.p.: Klebsiella pneumoniae

5.1.2 Ensaio de citotoxicidade

Este ensaio de citotoxicidade permite quantificar e avaliar os efeitos adversos de
algumas substancias sobre a membrana plasmatica das hemacias e a consequiente liberacdo da
hemoglobina (hemolise) quantificado por espectrofotometria. A relacdo entre a hemdlise e a
concentracdo da substdncia fornece um parametro de caracterizacdo dos efeitos dessas
substancias in vivo (PINTO et al, 2010).

Em todas as concentracGes estudadas as infusdes de M. charantia apresentou uma
citotoxicidade menor que 50% em relacdo ao controle positivo (Tabela 7 e 8), dessa forma
nenhuma das concentracdes testadas chegou a ser a concentracdo citotoxica efetiva 50%
(ECs0), ou seja que é capaz de hemolisar 50% de uma suspensdo a 4% de eritrocitos (SCHULZ,
et al., 2009). O mesmo perfil foi obtido com as infusbes obtidas das folhas e as obtidas dos

frutos.
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Sabe-se que muitas plantas medicinais utilizadas pela populagdo na forma de chas e
infusGes ndo sdo suficientemente estudadas quanto a presenca de substancias citotoxicas que
podem causar efeitos adversos e consequentemente danos a salude (BAGANTINI; SILVA;
TEDESCO, 2007). A citotoxicidade de plantas medicinais deve ser considerada um problema
de saude publica, pois efeitos adversos, intoxicacao e interacdes com outras drogas comumente
ocorrem, 0 que ndo foi observado nesse estudo, mas, algumas plantas utilizadas apresentaram
efeito hemolitico nas concentragcbes que mostraram atividade antimicrobiana (VEIGA
JUNIOR, PINTO E MACIEL, 2008).

Zhao et al, 2014, avaliaram a Citotoxicidade contra células humanas cancerigenas de
alguns compostos isolados dos frutos de M. charantia, onde todos os compostos apresentaram
um efeito citotoxico fraco com valores e E5S0 bastante elevados (acima de 14.3 umol/L).

Em estudo toxicoldgico realizado por Baltran, Gengaihi € Shabrawy 2006, foram
testados os extratos aquoso e etanolico das folhas de M. charantia em ratos. No fim do
experimento os autores concluiram que nenhum dos extratos apresentaram efeitos toxicos nos
ratos normais. Para esse resultado foram avaliados alguns parametros bioquimicos como Ureia,
Creatinina, TGO e TGP.

Tabela 7- Ensaio de citotoxicidade. Leitura visual da hemdlise das suspensdes de hemacias
testadas com infusdes das folhas de M. charantia.

Concentracgoes (mg/mL) Absorbéancia Intensidade de hemolise
50 0,320 -
25 0,300 -
12,5 0,285 -
6,25 0,200 -
3,12 0,178 -
(controle positivo) 1,620 4+

— (<25% de hemdlise), + (25%-50% de hemdlise), ++ (50%-75% de hemolise), +++ (75%-100% de hemolise) e
++++ (>100% de hemolise)
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Tabela 8 - Ensaio de citotoxicidade. Leitura visual da hemdlise das suspensdes de hemécias
testadas com infus6es dos frutos de M. charantia.

Concentragdes . Intensidade de
(mg/mL) Absorbancia hemolise
200 0,551 -
100 0,430 -
50 0,254 -
25 0,222 -
12,5 0,201 -
(controle 1,620 ++++
positivo)

— (<25% de hemolise), + (25%-50% de hemdlise), ++ (50%-75% de hemdlise), +++ (75%-100% de hemolise) e
++++ (>100% de hemolise)

5.1.3 Ensaios fitoquimicos

Foi utilizado a concentracdo de 0,25 % (p6/agua) para todas as drogas vegetais, visto
gue na concentracdo de 5% (po6/agua) a absorbancia foi ultrapassada dos valores equivalentes a
cada um dos padrdes utilizados.

Com os resultados das tabelas 9, 10 e 11, é possivel perceber que os taninos sao 0s
metabolitos secundarios que se apresentam em maior quantidade nas folhas e nos frutos de M.
charantia. A presenca de taninos em M. charantia ja foi relatado em alguns estudos (GROVER
e YADAV, 2004; ZOCOLLER, et al., 2006; GOMES et al, 2011; JOSEPH & JINI, 2013).
Esses compostos sdo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais
possuindo a habilidade de formar complexos insolGveis em agua com proteinas, portanto, ao
precipitar proteinas, 0s taninos propiciam um efeito antimicrobiano e antifingico.
(MONTEIRO, ALBUQUERQUE, ARAUJO, 2005). Dessa forma a atividade antimicrobiana
dessa espécie pode ser atribuida, entre outros fatores, a presenca de taninos em altas

concentracdes nas folhas e nos frutos dessa planta.
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Tabela 9 - Teor de Taninos equivalente a catequina obtidos por espectroscopia na regido do

visivel.
Amostras Concentracéo pg/mL
P1 132.293+0.01
P2 142.693+0.02
P3 162.560+0.02
P4 175.093+0.01
F1 132.026+0.02
F2 143.360+0.02
F3 170.960+0.01
F4 190.426+0.01

Os polifendis totais também se apresentaram em quantidades siginificantes em todas

as infusdes obtidas.

Budrat e Shotipruk, 2009 em estudos realizados com frutos de M.

charantia, obtiveram um extrato aquoso obtido por fluido supercritco onde foi determinada a

quantificacdo de polifenois totais utilizando o mesmo método desse estudo, assim, foram

obtidas concentracdes desses compostos que variaram de 0,02 a 0,42 mg/g (peso seco) €quivalentes

a acido galico (EAG). Comprovando assim, que em extratos aquosos pode conter quantidades

significativas desses compostos.

Tabela 10 - Teor de polifendis equivalente a acido galico obtidos por espectroscopia na regido

do visivel.

Amostras

Concentracéo pg/mL

P1
P2
P3
P4
F1
F2
F3
F4

61.705+0.01
68.437+0.01
74.450+0.01
76.934+0.01
48.503+0.01
55.823+0.01
70.921+0.01
74.777+0.01

Os compompostos que apresentaram em menor quantidade foram os flavonoides

totais, porem com quantidades também significativa, visto que varios estudos comprovam a
presenca desses compostos na M. charantia (GROVER & YADAYV, 2004; ZOCOLLER, et al.,
2006; ROOPASHREE et al., 2008; GOMES et al, 2011).
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Tabela 11 - Teor de flavonoides equivalente a quercetina obtidos por espectroscopia na regido
do visivel.

Amostras Concentracéo pg/mL
P1 11.016+0.06
P2 14.326+0.05
P3 17.021+0.07
P4 18.912+0.05
F1 9.952+0.05
F2 11.773+0.02
F3 19.290+0.02
F4 20.212+0.03

Percebe-se ainda que ocorreu uma variagdo inversalmente proporcional nas
concentracdes de todos os metabdlitos em funcdo do tamanho de particula. Portanto, as drogas
vegetais obtidas com tamanhos de particulas menores possuem quantidade maiores dos
metabdlitos quantificados. Possivelmente esse fato ocorreu devido ao aumento da area
superficial das amostras com tamanhos de particulas menores, facilitando assim, a reacéo entre
diversos compostos quimicos e aumentando a concentracdo dos produtos dessas reacoes.

Essa mesma observacdo pode ser confirmada pela diferenca dos deslocamentos nas
curvas TGs, nos valores da energia de ativacdo da cinética de degradacdo e nos valores de

entalpia das curvas DTAs que serdo explicados posteriormente.

5.1.4 Analise termogravimeétrica (TG)

A decomposicéo térmica das amostras, tanto folhas como frutos ocorreu em seis etapas
quando submetidas as atmosfera de ar sintético e atmosfera inerte na razdo de aquecimento de
10°C/min. Entretanto, observou-se que na presenca de ar sintético a degradacdo das drogas
vegetais ocorreu de forma mais intensa, apresentando assim, mais uma etapa de degradacdo e
um menor residuo mineral em todas as amostras em relacdo a atmosfera inerte na mesma razao

de aquecimento (Figuras 5e 6 ).
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Figura 5 - Curvas TG das Drogas vegetais M. charantia (Folhas) em diferentes tamanhos de
particulas na razdo de 10°C/min em ar sintético (A) e Nitrogénio (B).
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Em atmosfera oxidativa (ar sintético) o primeiro evento de decomposicdo térmica
ocorreu nos seguintes intervalos de temperaturas paras as folhas 35-103°C, 35-106°C, 35 —
109°C, 35-116°C, com as seguintes perdas de massas 6,7%; 7,3%,5,6% e 5,0%, para as
amostras P1, P2, P3, e P4, respectivamente. Os mesmos eventos foram observados quando as
drogas vegetais foram submetidas a atmosfera inerte, obtendo assim as seguintes faixas de
temperaturas 35-96°C, 35-105°C, 35-106°C e 35-107°C para as seguintes perdas de massa
equivalentes 3,3%, 6,9%, 6,1% e 5,4% referindo-se as amostras P1, P2, P3 e P4,
respectivamente.

Para as drogas vegetais obtidas a partir dos frutos da Momordica charantia, observou-
se eventos semelhantes. Dessa forma, essa primeira etapa de decomposicdo em ar sintético
ocorreu em 35-108°C, 35-90°C, 35-89°C e 35-116°C-, com as seguintes perdas de massas
4,6%, para as amostras F1 e F2, e de 4,7% e 5,0% para F3 e F4, respectivamente, observando
0s mesmos eventos quando as drogas vegetais foram submetidas a atmosfera inerte, obtendo
assim as seguintes faixas de temperaturas 35-107°C, 35-108°C, 35-110°C e 35-114°C para as
seguintes perdas de massa equivalentes 3,8%, 4,5%, 5,3% e 4,4% referindo-se as amostras F1,

F2, F3e F4, respectivamente.
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Figura 6 - Curvas TG das Drogas vegetais M. charantia (Frutos) em diferentes tamanhos de
particulas na razdo de 10°C/min em ar sintético (A) e Nitrogénio (B).
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A primeira etapa de decomposicédo térmica tem como caracteristica marcante a perda
de produtos volateis principalmente a agua livre, ja que tal evento ocorre nas faixas de fuséo e
vaporizacao dessa substancia (FERNANDES et al, 2012; CORREIA, et al 2015). Estes valores
de perda de massa referente a agua estdo de acordo com o nivel recomendado de agua na
amostra que € inferior a 14% (ARAUJO et al, 2012).

A segunda etapa de degradacéo térmica esta relacionada com a perda de agua ligada
nas drogas vegetais, observando uma menor perda de massa nas drogas vegetais obtidas dos
frutos (F1, F2, F3 e F4) com perdas de 2,2%, 3,2%, 3,1% e 4,0% respectivamente, em relacdo
as obtidas das folhas (P1, P2, P3 e P4) com perda de 4,5%, 4,4%, 4,6% e 4,0% respectivamente.
Foi observado praticamente os mesmos eventos nas duas atmosferas avaliadas, indicando que
possivelmente essa etapa de degradacéo ndo depende da atmosfera na qual as drogas vegetais
foram submetidas.

Nas drogas vegetais obtidas das folhas de Momordica charantia a terceira etapa em ar
sintético apresentou valor maximo de perda de massa de 11,9%, ocorrendo entre 213°C a 285°C
para a amostra P1, obtendo valores semelhantes na atmosfera inerte. Para as drogas oriundas
dos frutos, a maior perda de massa em atmosfera oxidativa ocorreu na amostra F3 entre a faixa
de temperatura de 184°C a 267°C perdendo 9,3% de massa, ocorrendo valores semelhantes
guando submetida a atmosfera inerte. Sugere-se que ndo houve decomposi¢do pela degradacéo
dos componentes da matriz do vegetal, mas apenas saida de constituintes das amostras, podendo
ter ocorrido uma transicdo de fase, como uma volatilizacdo, ja que obteve perfis semelhantes

para as drogas vegetais nas duas atmosferas estudadas (CORREIA et al, 2013).
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A etapa de degradacdo em que houve uma maior perda de massa foi a quarta etapa
para todas as drogas vegetais. Dessa forma, entre as drogas obtidas das folhas a que teve uma
maior degradacéo foi a P2 com perda de massa de 24,6% obtida entre as temperaturas de 270°C
a 358°C. Para os frutos a que teve uma maior degradacdo nessa etapa foi a F1 com perda de
massa de 35,9% entre a faixa de temperatura de 251°C a 360°C. Essa etapa foi considerada
como a principal etapa de decomposicdo térmica de todas as drogas vegetais. Este evento
provavelmente esté relacionado com a decomposicéo térmica de hidratos de carbono e outros
compostos organicos presentes na espécie (COSTA et al, 2013).

Houve perfis de decomposicdo térmica semelhantes nas duas atmosferas avaliadas
nessa etapa, assim como nas amostras obtidas de frutos e folhas e nos diferentes tamanhos de
particulas sugerindo assim a presenca dos mesmos constituintes quimicos de origem orgéanica
em todas as drogas vegetais.

A etapas seguintes representaram a continuidade do processo de degradacdo com
formacéo de residuo mineral no final. A quantidade desse residuo mineral variou de 18,3% a
37,0% para as amostras obtidas das folhas e de 10,2% a 37,0% para as amostras dos frutos.
Observou também uma variacdo dessa quantidade de acordo com o tamanho de particula. Os
dados mostram que os residuos minerais das amostras de folhas e frutos em diferentes tamanhos
de particulas podem ser utilizados para fazer a diferenciacdo da integridade da amostra em cada
granulometria. Os resultados obtidos corrobora com aqueles encontrados por Correia et al,
2015.

5.1.5 Determinacéo da Cinética de degradacao

Foram obtidas curvas termogravimétricas de todas as amostras nas seguintes razdes de
aquecimento 40, 20, 10 e 5°C/min. Todas as curvas foram obtidas utilizando atmosfera
oxidativa.

Todas as amostras apresentaram seis eventos de decomposi¢édo térmica. Foi observado
um aumento da temperatura inicial de cada evento em funcdo da razdo de aquecimento.
Observou-se também um deslocamento das temperaturas e perdas de massas de acordo com 0
tamanho de particula quando obtidos na mesma razdo de aquecimento (Figura 7 e 8). As
particulas de menores tamanho (P4 e F4) obtiveram uma menor perda de massa, obtendo assim
um maior residuo mineral.

Esse deslocamento pode estar associado com a composigao quimica diferenciada em

cada tamanho de particula, existindo diferentes taxas de transferéncia de calor para cada
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amostra e de energia de ativacdo para degradacdo em cada diferente tamanho de particula
(TITTA et al, 2011). Nao foram obtidos perfis diferentes entre as drogas obtidas das folhas e
dos frutos de M charantia.

A maior perda de massa foi obtida da amostra P1 quando submetida na razéo de
aquecimento de 5 °C/min, sendo essa perda de massa igual a 29,4% ocorrendo entre as
temperaturas de 247,65°C a 342,13°C. Essa maior perda de massa pode estar associado a
presenca na amostra P1 de uma quantidade maior de constituintes quimicos degradaveis nessa
faixa de temperatura. Assim como ocorreu com amostra F1 na razdo de 10°C/min que foi a

amostra entre as drogas vegetais obtidas dos frutos que apresentou uma maior perda de massa
(35,974%) entre 251,66°C a 360,03°C.

Figura 7- Curvas TG da M. charantia (folhas) em diferentes tamanhos de particulas. (A) Razdo
de 5°C/min. (B) Razao de 10°C/min. (C) Razédo de 20°C/min. (D) Razéo de 40°C/min.
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Figura 8 - Curvas TG da M. charantia (frutos) em diferentes tamanhos de particulas. (A) Razé&o
de 5°C/min. (B) Razao de 10°C/min. (C) Razéo de 20°C/min. (D) Razéo de 40°C/min.
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Foi escolhida a quarta etapa onde ocorreu a maior perda de massa no processo de
reacao de decomposicao térmica paratodas as amostras para calcular os parametros da cinética

de degradacdo pelo método de Ozawa. Os dados referentes a essa etapa estdo descritos nas
Tabelas 12 e 13.
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Tabela 12 - Parametros de decomposicéo da principal etapa de degradacéo das amostras obtidas
da folhas.

Razéao de aquecimento

Amostras ) Onset (°C) Endset (°C) Perda de massa (%)
(°C/min.)
5 247,65 342,13 29,4
- 10 285,06 347,95 20,95
20 286,29 364,07 21,099
40 291,74 374,78 23,68
5 246,79 345,33 27,622
- 10 270,67 358,18 24,601
20 285,68 364,43 23,33
40 228,11 377,00 25,461
5 258,8 341,54 23,086
b3 10 267,41 352,54 23,145
20 279,68 373,59 25,48
40 315,01 387.98 19,111
5 262,36 350,7 22,35
o4 10 264,9 355,38 21,994
20 292,08 373,47 19,082

40 208,77 376,04 21,825
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Tabela 13 - Parametros de decomposicao da principal etapa de degradacéo das amostras obtidas
dos frutos.

Samples Ratt-a Onset (°C) Endset (°C) _
(°C/min.) Weight loss (%)
5 248,19 356,07 32,764
10 251,66 360,03 35,974
i 20 263,18 364,96 29,223
40 295,15 393,36 28,788
5 215,86 341,84 26,699
10 270,67 344,99 24,985
& 20 251,16 362,28 27,477
40 275,13 369,21 27,185
5 238,7 351,89 32,449
10 267,22 380,08 28,589
~3 20 401,51 586,96 18,052
40 407,77 587.98 19,111
5 259,77 361,88 30,83
10 343,61 393,11 24,842
4 20 362,73 425,92 10,933
40 401,51 527,7 34,756

Com o célculo obtido pelo método cinético de Osawa, obteve-se a mesma ordem de

reacao para todas as amostras como mostra a tabela 14.
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Tabela 14 - Paramétros cinéticos de degradacao térmica das drogas vegetais obtidas dos frutos
e das folhas da Momordica charantia.

PARAMETROS CINETICOS

Energia de ativagao Fator de frequéncia

Ordem de reagdo

(Kj/mol) (min?)
F1 137,23 0 2,409x107
F2 132,35 0 1,376x10°
F3 79,54 0 4,227x103
F4 64,71 0 6,112x102
P1 217,38 0 1,648x10
P2 180,81 0 2,867x10%!
P3 168,12 0 3,426x10%°
P4 88,71 0 3.265x10°

Foi observado que o valor da energia de ativacdo diminuiu com a diminuicao do
tamanho de particula. Esse fato ocorreu tanto nas amostras obtidas dos frutos como as obtidas
das folhas. Sendo assim, foi observado que a energia de ativacdo seguiu a seguinte ordem
F1>F2>F3>F4 para os frutos de P1>P2>P3>P4 para as folhas. A energia de ativacao € definida
como a energia minima necessaria para que ocorra reacdes quimicas, inclusive reacfes de
quebra de macromoléculas (PAN et al, 2015; PUGAZHENTHI e KATIVA et al, 2014). Assim,
esse resultado ja seria esperado uma vez que, as amostras de pds com tamanhos de particulas
menores caracterizam-se por ter uma maior area superficial além de serem amostras mais
instaveis e consequentemente necessitam de uma menor energia de ativacdo para que ocorram

as reacdes de termodecomposicdo (CORREIA et al., 2015).

5.1.6 Andlise Térmica Diferencial

As drogas vegetais obtidas das folhas de M. charantia quando submetidas a analise

térmica diferencial evidenciaram dois eventos exotérmicos.(Figuras 9).
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Figura 9 - Curvas DTA da M. charantia em diferentes tamanhos de particulas na razéo de
aquecimento de 10°C/min. (A) Folhas; (B) Frutos.
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Os valores de entalpia e as temperaturas inicias e finais de cada evento estdo

apresentados nas tabelas 15 e 16.

Tabela 15 - Eventos exotérmicos das DTA das drogas vegetais obtidas das folhas de M.
charantia em diferentes tamanhos de particulas.

Amostras 1° Evento 2° Evento
Temperatura Entalpia  Temperatura  Entalpia
de pico (°C) (Kj/g) de pico (°C) (Kj/g)

P1 315,86 0,464 456,90 4,18
P2 316,28 0,433 457,74 3,78
P3 328,21 0,445 457,26 3,42
P4 333,57 0,416 458,51 2,71

Observou-se que o segundo evento apresentou uma maior liberacdo de energia,

sugerindo-se assim que esse evento esteja relacionado com uma maior perda de massa. Essa

sugestdo € confirmada correlacionando os dados das curvas DTA com os das curvas TG,

observando que esse evento, com liberagdo de maior energia, ocorre logo apos a etapa de maior
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perda de massa na analise termogravimétrica. Nessa faixa de temperatura é onde ocorre
degradacéo de estruturas aromaticas e ligacdes saturadas em carbonos, entre outras quebras de
estruturas de hidrocarbonetos, presentes em grandes quantidades em drogas vegetais (COSTA
et al, 2013).

Além disso, observou-se que no segundo pico exotérmico houve uma diminuicéo
diretamente proporcional da entalpia em funcdo dos tamanhos de particulas, assim, a amostra
P4 obteve uma menor entalpia. Essa diferenca nos valores de energia pode estar associada a
presenca de macrocomponentes como celulose e lignanas que podem estar em maior quantidade
nas amostras com tamanhos de particulas maiores, exigindo assim, uma maior energia liberada
para degradacdo desses componentes (MA e MU, 2016; LIN, TEY e CHAN, 2014).

Para as drogas vegetais obtidas dos frutos observou-se perfis semelhantes (tabela 16)
nas curvas de DTA, apresentando assim, dois picos exotérmico e o segundo evento
apresentando uma maior entalpia, correlacionando com as curvas termogravimétricas onde

ocorre uma maior perda de massa.

Tabela 16 - Eventos exotérmicos das DTA das drogas vegetais obtidas dos frutos de M.
Charantia em diferentes tamanhos de particulas.

Amostras 1° Evento 2° Evento

Temperatura Entalpia  Temperatura Entalpia

(°C) (Ki/9) (°C) (Ki/9)
F1 350,65 0,526 461,98 2,33
F2 353,79 0,521 462,34 2,24
F3 339,75 0,509 457,26 2,12
F4 336,96 0,505 458,51 1,46

As drogas vegetais dos frutos evidenciou uma maior varia¢do da entalpia no segundo
evento de acordo com o tamanho de particula, assim, a amostra F4 com menor tamanho de

particula, obteve uma menor entalpia nesse segundo pico.
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5.1.7 Pir-CG/MS

Os dados das curvas TG apresentaram perdas de massa significativa das drogas
vegetais nas faixas de temperatura de 250°C a 500°C. Com o objetivo de avaliar quais 0s
produtos de degradacédo estavam sendo liberados, as amostras foram submetidas ao processo de
pirolise nas temperaturas de 250°C, 350°C e 450°C, representando as temperaturas inicias e
intermediarias do processo de decomposicao térmica.

As tabelas 17 e 18 mostra os principais compostos liberados durante as etapas de
degradacéo térmica, analisados pela biblioteca Willey 62 edicdo para o Class-500.

Com os dados nas tabelas 17 e 18 percebeu-se que 0s mesmos componentes, nas
determinadas temperaturas, foram liberados de todos os tamanhos de particula, ndo ocorrendo
assim diferenciacdo entre as drogas com granulometria diversas em relacdo aos compostos
analisados, porém houve diferentes valores de intensidade e diferentes tempo de retengcdo nos
picos cromatograficos que variaram de acordo com o tamanho de particula. Esse mesmo fato
ocorreu com as drogas vegetais obtidas das folhas. Os valores de areas seguiram sempre a
mesma sequencia F1>F2>F3>F4 e P1>P2>P3>P4. (Figuras 10 e 11).

Nas amostras provenientes das folhas a substancia Neofitadieno (C20H38) foi
evidente nas trés temperaturas, porém com diferentes areas, apresentando valores maiores de
area nas temperatura de 450°C com tempo de retencao de retencdo de P1, 25.8 min, para P2,
26.8 min para P3 e P4 27.2 min. Outros compostos também apareceram em destaque nessas
amostras como o Solanesol (C45H740), que foi evidenciado nas temperaturas de 350°C e
450°C, o Acido miristico (C14H2802) e o Limoneno (C10H16 evidenciado nas temperaturas
de 350°C e 450°C respectivamente.

Nas amostras obtidas dos frutos, submetidas na temperatura de 250°C os compostos
similares que apresentaram maiores areas foram os &cido estearico (C18H3602) e &cido
palmitico (C16H3202), evidenciados nos tempos de retencdo, 24.7 min para F1, 25 3 min para
F2, 25.4 min para F3 and 25.8 min para F4,referente ao &cido esteratico. Para o acido palmitico
0s tempos de retencdo foram para F1 de 26.0 min, 26.5 min. para F2, 26,6 min para F3, e 26.4
min para F4.

O acido esteratico também foi evidenciado na temperatura de 350°C, porém com uma
maior area no tempo de retencdo de 22.3 para F1, 22.4 min para F2 de 22.8 min para F3 e F4
de 22.9 min Além dessa substancia, o 4cido miristico também obteve intensidade consideravel
aparecendo no tempo de retencdo de 18,5 min, 18,6 min e 18,7 min e 18,1 para as amostras F1,

F2 e F3 e F4 respectivamente. Na temperatura de 450°C as substancias que tiveram uma maior
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intensidade foram o &cido oleico, o limoneno e o eugenol, com maior intensidade em F1 com
tempo de retencdo de 17,3 min, 10,1mim e 14.1 min, respectivamente.

Para fins de analise quantitativa dos compostos liberados foi calculada a area relativa
de cada substancia em particulas de tamanho diferente em cada temperatura. Para calcular a
area relativa dos picos similares para as trés amostras foi considerada como 100% a soma das
areas de todas os compostos analisados.

Para as amostras obtidas a partir das folhas foi verificada através destas percentagens
que os da amostra cujo tamanho de particula é menor (P4) mostrou uma area cromatogréfica
menor considerando o composto Neofitadieno (C20H38), quando relacionado com particulas
de maiores tamanhos, observou este perfil nas trés temperaturas analisadas.

Com amostras obtidas dos frutos também foi observada a amostra com menor
tamanho de particula (F4), obteve um pico com uma area menor quando considerados alguns
compostos. Nas temperaturas de 250 ° a 350 ° C para este perfil prevaleceu compostos Acido
esteratico e Acido palmitico. Na temperatura de 450 ° C foi observado esse perfil nos compostos
Acido palmitico e Acido oleico.

Observou-se que 0s compostos que apareceram nas trés temperaturas tiveram areas
diferentes, aumentando essa &rea com 0 aumento da temperatura, assim 0s compostos em 450°C
obtiveram maior intensidade (Figuras 10 e 11), possivelmente relacionado com a quebra de
produtos resultantes de rea¢fes ocorridas nas outras temperaturas. Observou-se também que na
temperatura de 450°C os picos cromatograficos resultantes do processo pirolitico mostrou a
presenca de um numero maior de substancias provenientes da degradacdo térmica. O que é
esperado ja que em temperaturas um pouco menor que essa € onde ocorre maior perda de massa
analise termogravimétrica (TG) e uma maior liberacdo de energia na analise térmica diferencial
(DTA). Assim, os produtos de degradacdo sdo detectados em maior quantidade nessa

temperatura.



90

Tabela 17 - ldentificagdo de substancias obtidas em diferentes temperaturas (M.charantia folhas).

Temperatura Substancia Amostras
P1 P2 P3 P4
R R R . R
Area % .t Area % .t Area % .t Area % .t
(min) (min) (min) (min)

Neophytadiene (C20H38) 2850,342 45,87 25,8 2692,730 4490 26,8 563,273 4,32 27,2 2383374 43,08 27,2
Palmitic acid (C16H3202), 1583,093 25,47 23,2  1559,289 26,00 23,5 1539,281 26,58 24,6 1510,295 24,70 24,9

250°C n- Hexatriacontane (C36H74), 993,024 1598 1238 974,583 16,25 12,9 948,215 16,37 134 918,271 16,60 13,6
Farnesol(C15H260) 787,294 12,67 149 769,247 12,82 15,1 738,458 12,75 15,2 719,342 13,00 15,5

Neophytadiene (C20H38) 2903,483 24,38 26,1 2748,301 23,66 26,4 2573,293 22,78 26,7 2357,492 21,65 27,1

Palmitic acid(C16H3202) 1780,329 14,95 23,4 1754,382 15,10 23,8 1738,962 15,39 24,2 1712227 15,72 24,6

n-Hexatriacontane (C36H74), 1291,548 10,84 12,7 1267,265 10,91 13,1 1243,837 11,01 13,4 1205,381 11,07 13,8

350°C Farnesol(C15H260), 782,391 6,57 151 763,274 6,57 154 740,394 6,55 157 714,392 6,56 15,9
Solanesol (C45H740) 1882,761 15,81 8,3 1862,397 16,03 8,5 1846,286 16,34 9,1 1829,265 16,80 9,3

Myristic acid (C14H2802), 1090,284 9,15 17,8 1074,374 9,25 18,2 1047,213 9,27 18,3 1018,537 9,35 18,7

Pyrogallol (C6H3(OH)3), 1284,325 10,78 19,8 1265539 10,89 20,1 1248,297 11,05 20,5 1222,389 11,22 20,8

Oleic acid (C18H3402) 893,258 7,50 16,1 876,290 754 16,3 854,261 756 17,1 827,294 7,59 17,2

Neophytadiene (C20H38), N- 2953,257 20,35 26,1 2725,283 19,49 26,5 2498,273 18,73 26,8 2229,038 17,60 27,3

Oleic acid (C18H3402) 783,221 539 16,5 753,938 539 16,7 721,883 541 171 709,216 5,60 17,6

Chloro octadecanol (C18H37Cl) 1190,382 8,20 22,1 1174,398 8,40 22,4 1144,829 8,58 22,6 1119,503 8,84 23,1

Carvacol (C10H140) 984,120 6,53 3,6 963,825 6,89 3,8 932,168 6,99 4,2 911,274 7,19 4,6

Palmitic acid (C16H3202) 1589,251 10,95 23,5 1565390 11,20 23,8 1534,027 11,50 24,1 1515,356 11,96 24,4

450°C Farnesol (C15H260) 692,383 4,77 147 674,372 482 151 655,219 491 155 627,391 4,95 15,8
Myristic acid (C14H2802) 794,276 547 17,7 771,264 551 18,2 742,111 556 18,6 718,432 5,67 19,1

Solanesol (C45H740) 2576,324 17,76 15,6 2465,219 17,63 16,1 2298,346 17,23 16,5 2093,287 16,53 16,8
Pyrogallol (C6H603) 1398,281 9,36 195 1372,901 9,82 19,7 1343,205 10,07 20,2 1311,361 10,35 20,1
Limonene (C10H16) 882,298 6,08 13,2 861,295 6,16 13,7 836,273 6,27 13,9 819,375 6,47 14,1
m-cresol (C7H80) 662,348 4,56 51 648,271 4,63 5,3 629,112 4,71 5,7 608,351 4,80 6,1

Legenda: Rt: Tempo de retencao.



Tabela 18 - Identificacdo de substancias obtidas em diferentes temperaturas (M.charantia frutos).
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Temperatura Substancia Amostras
F1 F2 F3 F4
Rt . Rt ] Rt ] Rt
Area % (min) Area Y% (min) Area Y% (min) Area % (min)
Esteratic acid
(CloH3coy) 1037234 508 247 976990 4370 .. 965899 4851 254 879422 4827 258
o Propionic acid
250°C (Cigrizeos 508234 217 16,2 501543 2478 165 490700 2474 166 424876 2344 169
Palmitic acid
(Clopaop 46521 169 260 323987 1600 265 310887 1567 266 299563 1522 264
3-methyl-
cyclohexane 233,321 10,6 16,1 221344 10,93 164 215543 10,86 16,7 208,742 21,65 16,9
(CTH140)
{’g'lrggg’zfg'z‘; 1011543 2230 234 1000257 2145 238 987213 2137 242 939458 1572 239
350°C Phytol (C40H200) 689,456 14,26 18,7 650,854 13,96 18,1 634,739 1494 184 617,947 1107 18,6
Esteratic acid
(Cl8H3c0) 1876675 3880 224 1776946 3812 228 1564987 3560 229 1482432 656 229
Miristic acid
(Clarizeop 1832456 185 183 1817587 186 85 1806637 1885 187 1794322 1680 191
n-eicosanol 0076 876 138 375686 891 142 401543 924 143 376836 935 14,9
(C20H420) ] ] il il il il il H H ) ) )
Palmiticacid 1007 009 1570 231 1573478 1556 235 1546851 1507 238 1515876 14,62 24,2
(C16H3202) ] ] ] il il il il H H H ) )
ciclohexanol-3-
metyl (C7HL40) 876934 807 165 852129 816 167 833990 839 171 809231 839 173
Guiacol(C2H202) 598976 551 81 567,306 543 84 529408 532 86 506,09 524 89
450°C miristic acid
(Clatzeop) 1798903 1657 185 1764807 1690 188 1749001 1759 4.2 1700093 17,63 196
n-eicosanol
(Co0Ha20) 398446 367 135 371913 356 138 346021 348 141 332765 345 144
Bugenol  2es 034 724 117 772,865 7.40 121 743204 747 125 722341 749 127

(C10H1202)
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Oleic acid
(C18H3402)

Metyl pulegenato
(C6H140)
Limonene(C10H16)
Solanesol
(C45H740)

2657,897

689,028
973,254
487,675

24,48

6,34
8,96
4,49

22,7 2447,381

15,4
13,7
10,2

653,987
964,211
471,991

23,44

6,26
9,23
4,52

22,2

16,1
14,2
10,7

2166,823

626,731
943,598
452,343

21,80

6,30
9,49
4,55

22,6

16,2
14,6
10,9

2096,379

608,355
921,111
427,965

21,74

6,31
9,55
4,43

22,7

16,3
14,5
10,2

Legenda: Rt: Tempo de retencao.
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Figura 10 - Pirogramas obtidos das folhas de M. charantia nas temperaturas de 450, 350 e
250°C.
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Figura 11 - Pirogramas obtidos dos frutos de M. charantia nas temperaturas de 450, 350 e
250°C.
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Devido a complexidade dos dados gerados durante a pirolise, a aplicagdo de analises
multivariadas como PCA e HCA se tornam Uteis por permitirem, através de gréficos,
estabelecer, por exemplo, quais as variaveis analisados sdo o0s principais responsaveis pela
formacdo dos grupos de amostras, podendo assim ser estabelecida uma assinatura quimica
particular para cada grupo estudado (SANTOS, 2014).

Os dados referentes a area de pico média (n=2) dos compostos identificados nas
diferentes faixas granulométricas e temperaturas foram estudados aplicando-se PCA e HCA.

A Figura 12 apresenta a biplotagem das amostras (drogas vegetais) e de todas as
variaveis (compostos) nos dois primeiros eixos de componentes principais na temperatura de
250°C, obtida através da PCA.

Figura 12 - Biplotagem de todas as variaveis (compostos) e amostras na temperatura de 250°C.
(A)- Folhas; (B)- Frutos.

A Biplot (eixos F1 e F2: 99,90 %) B Biplot (axes F1 and F2: 99,10 %)
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Os dois componentes principais analisados (F1 e F2) responderam por 99,9% (folhas)
e 99,10 (frutos) da variancia entre as amostras, sendo considerados adequados para descrevé-
las. A proximidade entre os compostos e as amostras indica que, para determinada droga
vegetal, as substancias mais proximas encontraram-se em maior concentracdo, sendo as mais
representativas das respectivas amostras. Deste modo, para as drogas vegetais obtidas das folhas
percebe-se claramente que a presenca dos compostos identificados, separam as amostras P1 e
P2 das amostras P3 e P4. Alem disso, percebe-se também uma similaridade entre as amostras
P1 e P2, assim como entre P3 e P4. Quantos as amostras obtidas dos frutos observa-se 0 mesmo
perfil de separacgéo, ou seja, similaridade entre as amostras F1-F2 e F3-F4 e dissimilaridade

entre esses dois grupos, porém com uma certa proximidade entre as amostras F2 e F3.. Para
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comprovar tais afimagdes as drogas vegetais e 0s compostos foram entdo agrupados quanto a
sua similaridade utilizando a HCA, cujos gréficos (dendrogramas) encontram-se representados
nas Figura 13 e 14.

Figura 13 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas das folhas (A) e dos compostos (B)
na temperatura de 250°C.

A Dendrogram B Dendrogram
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Na Figura 13A foi possivel confirmar o agrupamento das drogas vegetais P1-P2 e P3-
P4, apresentaram similaridade entre si. Na Figura 13B, percebe-se quais compostos foram mais
similares em termos de concentracdo. Percebeu-se que no primeiro grupamento 0s compostos
corresponderam aos componentes mais representativos das drogas vegetais. Observou-se que,
dentro deste grupo, houveram compostos bastante similares entre si (neofitadieno e acido
palmitico) mas que apresentaram pouca similaridade ao hexatriacontano. Porém esse composto
se apresenta como principal para diferenciacdo das amostras, pois quando existe proximidade
entre um ponto-variavel e um ponto-amostra significa que em média, essa variavel tem um alto
valor na diferenciacdo dessas amostras e isso foi visto no PCA. O segundo grupamento
constituiu-se dos compostos também representativos da droga vegetal apresentando grande
dissimilaridade com o primeiro grupo, salientando o que ocorreu no PCA onde esses compostos
apresentaram-se distantes dos demais compostos. Assim, 0 composto hexatriacontano esta
ligado a diferenciacdo dos tamanhos de particulas, enquanto que os compostos neofitadieno e
acido palmitico atribui-se a separacdo entre dois grupamentos (P1-P2 e P3-P4), e a semelhanca

entre 0s componentes de cada grupo.



97

Figura 14 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas dos futos (A) e dos compostos (B) na
temperatura de 250°C.
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Com os dados da figura 14A percebe-se que a similiradidade entre F2 e F3 foi
comprovada por HCA, assim como uma grande diferenciacdo entre as amostras F1 e F4.
Percebeu-se na figura 14B que no primeiro grupamento 0s compostos corresponderam aos
componentes mais representativos das drogas vegetais. Observou-se que, dentro deste grupo,
houveram compostos bastante similares entre si (4cido palmitico e acido esteratico) mas que
apresentaram pouca similaridade ao acido propiandico. Observa-se ainda que acido palmitico e
acido esteratico sdo os compostos indicados pela diferenciacédo entre as amostras F1, F2 e F3..
Percebe-se ainda que o composto acido propiandico ¢ o composto que tem um alto valor na
diferenciacdo das amostras F2 de F3 pela proximidade do composto com as amostras visto no
PCA. Além deles, observa-se o isolamento da droga vegetal F4, fato que pode ser explicado
pela presenca dos compostos em percentagens que ndo permitam classifica-la em algum dos
grupos anteriores.

Para a temperatura de 350°C (Figura 15), a analise dos dois primeiros componentes
ortogonais, corresponderam a 99,89% da variancia, para as amostras obtidas das folhas, e de
98,87% de variancia para as amostras obtidas dos frutos. Assim como na temperatura de 250
°C, observa-se claramente que a presenca dos compostos identificados nessa temperatura,
separam as amostras P1 e P2 das amostras P3 e P4. Além disso, percebe-se também uma
proximidade entre as amostras P1 e P2, assim como entre P3 e P4. Quanto as amostras obtidas
dos frutos observa-se 0 mesmo perfil de separacdo, ou seja, similaridade entre as amostras F1-
F2 e F3-F4 porém com uma certa proximidade entre as amostras F2 e F3 e uma dissimilaridade

clara entre os amostras F1 e F4
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Figura 15 - Biplotagem de todas as variaveis (compostos) e amostras na temperatura de 350°C.
(A)- Folhas; (B)- Frutos.
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Os Dendrogramas obtidos para esta temperatura com as amostras obtidas das folhas

(Figura 16) permitiram confirmar o agrupamento das drogas vegetais P1-P2 e P3-P4.

Evidenciou-se também a grande dissimilaridade entre os grupos de compostos, confirmando o

distanciamento dos mesmos mostrados durante a PCA. Vale salientar que, dentro do grupo

representativo das drogas vegetais, P1 e P2 o n-hexatriacontano, que durante a PCA apareceu

proximo dos demais compostos da classe, mostrou também alta similaridade com os mesmos.

Nesse caso pode-se afirmar que a dissimilaridade dos tamanhos de particulas pode ser atribuido

principalmente a esse composto e as similaridades entre as amostras P1 e P2, assim como a

similaridade entre P3 e P4 deve ser atribuida principalmente ao Pirrogalol.

Figura 16 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas das folhas (A) e dos compostos (B)
na temperatura de 350°C.
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Figura 17 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas dos frutos (A) e dos compostos (B) na
temperatura de 350°C.
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Com os dados da figura 17A percebe-se que a similiradidade entre F2 e F3 foi
comprovada por HCA, assim como uma grande diferenciacdo entre as amostras F1 e F4.
Percebeu-se na figura 17B que, houveram compostos bastante similares entre si (n-eicosanol e
acido esteratico). Observa-se ainda uma baixa dissimilariade entre os compostos fitol, 3-metil
ciclohexano, acido miristico e &cido esteratico evidenciado pela proximidade desses compostos
no PCA. Esses compostos podem estar associados a aproximacao das amostras F1 e F2. Ja a
diferenciacdo das amostras F1 e F4 pode ser atribuida ao acido palmitico, visto que esse
composto apresentou uma maior diferenciacdo dos demais compostos identificados. Quanto a
similaridade das amostras F2 e F3, essa pode ter ocorrido devido a presenca do composto n-
eicosanol, pois esse no PCA estava proximo dessas duas amostras e tem um certo grau de
diferenciacdo dos demais compostos.

Na Figura 18 encontra-se representada a biplotagem obtida através da PCA para a
temperatura de 450°C para as amostras obtidas das folhas e dos frutos. Percebe-se que para as
as drogas vegetais otidas das folhas foi alcancado 0 mesmo perfil das temperarutas de 250°C E
350°C. Ou seja, a presenca dos compostos identificados nessa temperatura, separam as amostras
P1 e P2 das amostras P3 e P4. Assim como com as amostras obtidas dos frutos onde observa-
se o mesmo perfil de separacdo, ou seja, similaridade entre as amostras F1-F2 e F3-F4 e

dissimilaridade entre esses dois grupos.
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Figura 18 - Biplotagem de todas as varidveis (compostos) e amostras na temperatura de 450°C.
(A)- Folhas; (B)- Frutos.

A Biplot (axes F1 and F2: 99,91 %) B Biplot (axes F1 and F2: 99,43 %)
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Com os dados dos dendogramas na temperatura de 450°C (Figura 19) das amostras
obtidas das folhas é possivel confirmar o agrupamento das drogas vegetais P1-P2 e P3-P4
(Figura 19 A). Observa-se na figura 19 B que os compostos solanesol e acido palmitico podem
ser 0s compostos responsaveis pela diferenca entre os grupos P1-P2 e P3-P4. Engquanto que
mais uma vez, assim como na temperatura de 250°C o neofitadieno, assim como o farnesol e 0

acido oleico pode ser os compostos que provocam a similaridade entre as amostras nos

respectivos grupos.

Figura 19 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas das folhas (A) e dos compostos (B)
na temperatura de 450°C.
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Quanto a HCA obtida dos frutos percebe-se com clareza (Figura 20) a separacdo entre
dois grupos F1-F2 e F3-F4. O 3- metil ciclohexanol e o eugenol pode ser as substancias
responsaveis pela similarididade entre as amostras F1 e F2, assim como 0s compostos guaiacol
e &cido oleico sdo os responsaveis pela simililaridade das amostras F3 e F4.

Portanto, os resultados mostraram que as amostras de M. charantia em diferentes
tamanhos de particulas podem ser diferenciados por pirogramas de degradacdo obtidos nas
temperaturas de 250, 350 e 450°C com o auxilio de analises multivariadas de dados.

Figura 20 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas dos frutos (A) e dos compostos (B) na
temperatura de 450°C.
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5.1.8 Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H)

A caracterizacéo e elucidacdo estrutural, modificacdo quimica, atividade biolégica e o
estudo de metabolitos bioativos de mecanismo de acdo foram sempre realizados apds a
purificacdo e separacdo de metabolitos. No entanto, 0s processos para a obtencdo destes
compostos na forma pura sdo muito longos e tediosos. Assim, € de grande valor o
desenvolvimento de metodologias que sdo capazes de relacionar a informacdo sobre a
composicao quimica de um extrato bruto (MACHADO et al., 2014; ALl et al., 2013)

Assim, as analises de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN 1H) foram
utilizadas na tentativa de elucidar um perfil caracteristico das drogas vegetais obtidas de M.
charantia, evidenciando possiveis semelhancas ou diferencas entre as amostras com relacdo
aos tamanhos de particula. A tabela 19 apresenta a quantidade de picos por regides de

deslocamento quimico dos espectros obtidos de cada amostra.

0,45
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Tabela 19 - Quantidade de picos por regido dos espectros de RMN 1H das drogas vegetais em
diferentes tamanhos de particulas.
Quantidade de picos por regiao

Amostra 0,0-3,0 3,0-6,0 6,0-9,0 9,0 — 14,0 (ppm) Total
(ppm) (ppm) (Ppm)
F1 46 69 35 15 165
F2 47 71 41 18 177
F3 51 73 52 21 197
F4 58 78 55 22 213
P1 51 57 40 19 167
P2 59 64 49 21 193
P3 62 67 42 24 195
P5 66 71 41 25 203

As quantidades de picos variaram de acordo com a amostra vegetal, mostrando que
amostras com menores tamanhos de particulas apresentam mais picos. A variacdo da
quantidade de pico pode ser justificada com a presenca e a quantidade de compostos quimicos
que podem variar nas amostras, visto que amostras de menores tamanhos de particulas podem
favorecer o aparecimento de uma maior quantidade de substancia mais soluveis nos solventes
utilizados (ETOH e DMSO deuterado) (FRANCIOSO et al , 2007).

Os picos evidenciados na area de 0,0 — 3,0 podem ser atribuidos a presenca de
compostos alifaticos, grupos metil e metileno, grupos carboxilicos e grupos aminicos e
amidicos, os da regido de 3,0 — 6,0 poder ser de aminoacidos e compostos glicosilados regido
6,0 — 9,0 compostos aromaticos e fendlicos (FRANCIOSO, et al 2007).

Também foi observado que a regido onde houve um maior nimero de picos foi a regido
de 3,0 -6,0 ppm, (Figuras 21 e 22) alguns estudos realizados afirmam que nessa regido podem
ser identificados varios compostos quimicos como triterpenos e esteroides glicosilados (CAO
et al, 2011; ALVES et al, 2011; FRANCIOSO, et al 2007). Estudos relatados na literatura
utilizando a mesma técnica e outras mais sensiveis e exatas identificam tais estruturas no vegetal
Momordica charantia tanto em folhas como em frutos (ALAMA et al, 2009; BELOIN et al,
2005; CHEN et al, 2009; CAO et al, 2011; CAO et al, 2013; JABEEN e KHANUM, 2014;
KAVITA et al, 2014, ZHAO,2014 ). Observou-se também uma maior quantidade de picos nessa
regido nas drogas obtidas dos frutos do que nas drogas obtidas das folhas, podendo ter uma
maior quantidade dessas estruturas nos frutos da Momordica charantia.

Observa-se a importancia da utilizacdo dessa técnica na diferenciacdo das drogas
vegetais com diferentes tamanhos de particulas, mostrando que o sinal analitico (nimero de
picos) varia de acordo com o tamanho de particula, indicando assim, que essa técnica pode ser

utilizada no controle de qualidade dessas drogas vegetais.
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A RMN 1H é de grande importancia para caracterizacdo e padronizacdo de drogas

vegetais, e tem sido aplicada com sucesso em varios trabalhos de fingerprinting, nos quais as

impressOes digitais dos espectros de misturas complexas em condi¢fes padronizadas sé&o

avaliadas, uma vez que a maior parte dos metabdlitos organicos contém o isdtopo 1H e esse

apresenta uma alta abundéncia natural. Podendo assim, essa técnica ter novas aplicacdes e

sendo um instrumento para caracterizacdo de amostras brutas. (FRANCIOSO et al., 2007; ALI

et al., 2013; MACHADO et al, 2014).

Figura 21 - Espectros RNMH1 M. charantia (folhas). (A) - Deslocamento 0-14ppm. (B) -
3-6 ppm. (D) - Deslocamento 6-9ppm. (E) -

Deslocamento 0-3 ppm. (C) - Deslocamento
Deslocamento 9-14ppm.
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Figura 22 - Espectros RNMH1 M. charantia (frutos). (A) - Deslocamento 0-14ppm. (B) -
Deslocamento 0-3 ppm. (C) - Deslocamento 3-6 ppm. (D) - Deslocamento 6-9ppm. (E) -

Deslocamento 9-14ppm.
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5.2 Caracterizagdo dos Extratos vegetais

5.2.1 Analise termogravimétrica (TG)
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A decomposicdo térmica dos extratos das folhas e do fruto ocorreu em cinco etapas

quando submetidas as atmosfera de ar sintético e atmosfera inerte na razdo de aquecimento de

10°C/min. Portanto, ndo foi observado diferenca entre os lotes no nimero de etapas dos extratos

quando submetido nas duas atmosferas (Figuras 23 e 24).
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Figura 23 - Curvas TG dos extratos M. charantia (Folhas) em diferentes lotes na razdo de
10°C/min em ar sintético (A) e Nitrogénio (B).
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Percebe-se ainda que ndo houve variacdo consideravel no perfil de degradacéo térmica
entre os diferentes lotes dos extratos obtidos a partir das folhas e dos frutos de M. charantia.
Assim, os diversos lotes obtiveram nas mesmas faixas de temperaturas perdas de massas
semelhantes.

Observando a tabela 20 ¢ possivel entender que no primeiro evento de degradacdo ndo
houve variacdo consideravel em relacdo as temperaturas iniciais (Ti) e finais (Tf), assim como
a perda de massa, indicando que a ocorréncia dessa etapa resultou em parametros de
temperatura e perda de massa equivalentes para todos os lotes de producdo dos extratos nas
duas atmosferas estudadas.

A primeira etapa de decomposicdo térmica tem como caracteristica marcante a perda

de produtos volateis principalmente a agua livre, ja que tal evento ocorre nas faixas de fusdo e
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vaporizacao dessa substancia. Estes valores de perda de massa referente a agua estdo de acordo
com o nivel recomendado de 4gua na amostra que é inferior a 14% (BRANDAO et al, 2016).
A segunda etapa de degradacdo térmica esta relacionada com a perda de agua ligada
em amostras de origem vegetal (GUIMARAES et al, 2016). Assim como ocorreu no primeiro
evento, também ndo foram observadas diferencas significativas nos parametros de ocorréncia
desse evento nos diferentes lotes produzidos, assim como entre as duas atmosferas, como

demonstram os dados da tabela 21.

Tabela 20 - Parametros obtidos durante a primeira etapa termogravimétrica dos extratos
produzido nas atmosferas oxidativa e inerte.

Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
Perda Perda
Extrato Lote ) d _ d
Ti (°C) Tf(°C) € Ti (°C) Tf(°C) e
massa
(%) (%)
1 35 104 3.2 35 101 3.3
Folha 2 35 102 3.4 35 106 2.9
3 35 108 3.3 35 103 3.4
Fruto 1 35 102 4.1 35 104 3.9
2 35 106 4.3 35 108 4.3
3 35 109 4.6 35 105 4.3

Tabela 21 - Parametros obtidos durante a segunda etapa termogravimétrica dos extratos
produzido nas atmosferas oxidativa e inerte.

106 151 3.7 108 154 3.3
109 150 3.6 105 155 3.2

Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
Perda Perda
Extrato Lote ] q ) q
Ti (°C) Tf(°C) € Ti (°C) Tf(°C) €
massa
(%) (%)
1 104 150 2.6 101 156 2.3
Folha 2 102 147 2.5 106 152 2.1
3 108 151 2.2 103 158 2.2
Fruto 1 102 153 35 104 149 2.9
2
3
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De acordo com os parametros obtidos durante a terceira etapa de degradacao (tabela
22) possivelmente ndo deve ter ocorrido decomposicdo pela degradacdo dos componentes da
matriz do vegetal, mas apenas saida de constituintes das amostras, podendo ter ocorrido uma
transicao de fase, como uma volatilizacdo (BRANDAO et al., 2016). Durante esse evento foram
obtidos perfis de temperatura e perda de massa semelhantes entre os lotes obtidos das duas
partes de M. charantia, assim como nas duas atmosferas utilizadas. Observa-se que 0s extratos
obtidos do fruto obtiveram uma maior perda de massa durante esse evento, essa pequena
diferenca pode estar relacionada com a variacdo de compostos quimicos presentes nesses
extratos quando relacionados com os extratos obtidos das folhas.

Tabela 22 - Pardmetros obtidos durante a terceira etapa termogravimétrica dos extratos
produzido nas atmosferas oxidativa e inerte.

Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
Extrato Lote Ti Tt Perda de massa Ti Tf Perda de massa

(°C) (°C) (%) (°C) (°C) (%)

1 150 249 15.3 156 250 16.0

Folha 2 147 245 15.5 152 251 16.3
3 151 248 15.2 158 254 16.3

Fruto 1 153 253 185 149 263 19.9
2 151 252 18.7 154 265 19.6

3 150 250 18.4 155 260 19.8

A quarta etapa foi onde obteve-se uma maior perda de massa, sugerindo assim que
houve decomposicéo pela degradacdo dos componentes da matriz do vegetal, caracterizando a
etapa mais importante durante o processo termogravimétrico (CORREIA et al, 2013). Como
visto na tabela 23, durante esse evento foram obtidos perfis de temperatura e perda de massa
semelhantes entre os lotes obtidos das duas partes de M. charantia assim como nas duas
atmosferas utilizadas. Porém, assim como na terceira etapa os extratos produzidos com o fruto

de M. charantia obteve uma maior perda de massa.
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Tabela 23 - Pardmetros obtidos durante a quarta etapa termogravimétrica dos extratos produzido
nas atmosferas oxidativa e inerte.

252 369 33.3 265 377 331
250 371 33.6 260 375 33.2

Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
Perda Perda
Extrato Lote ) d _ d
Ti (°C) Tf(°C) € Ti (°C) Tf(°C) €
massa
(%) (%)
1 249 368 25.6 250 362 26.0
Folha 2 245 370 25.4 251 359 26.1
3 248 372 255 254 365 26.3
Fruto 1 253 370 334 263 374 33.1
2
3

A etapa seguinte representou a continuidade do processo de degradacdo com formagéo
de residuo mineral no final. Entre os extratos produzidos nos diferentes lotes com a folha de M.
charantia (tabela 24) percebe-se que ndo houve variacao significativa em relacdo a quantidade
de residuo mineral, confirmando que os trés lotes obtiveram os mesmos perfis de degradacao.
Essa mesma caracteristica foi observada nos trés lotes de producéo dos extratos obtidos a partir
do fruto (tabela 25).

Tabela 24 - Valores de residuos mineral obtidos no perfil termogravimétrico dos extratos
produzidos das folhas.

RESIDUO MINERAL (%)

LOTE
Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
1 43.94 44.39
2 44.23 43.98
3 44.34 44.56
Desvio padréao 0.20 0.29

Coeficiente de variacdo 0.46 0.67
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Tabela 25 - Valores de residuos mineral obtidos no perfil termogravimétrico dos extratos
produzidos dos frutos.

RESIDUO MINERAL (%)

LOTE
Atmosfera oxidativa Atmosfera inerte
1 39.25 39.19
2 38.83 38.98
3 38.74 39.26
Desvio padrao 0.27 0.14
Coeficiente de variagdo 0.69 0.37

A analise termogravimétrica pode ser utilizada para observar a diferenca de
substancias obtidas atraves de diversos processos metodoldgicos assim como pode avaliar a
reprodutibilidade de um determinado processamento de obtencdo de substancias, avaliando a
degradacéo térmica dos produtos em lotes diferenciados resultantes de um mesmo método de
producdo (OLIVEIRA e GOMES, 2011; ZHANG, ZHU, ZHANG, 2017).

Portanto, de acordo com os dados obtidos através dessa técnica termoanalitica é
percebivel que ndo houve variacdo no perfil de degradacgéo térmica dos componentes entre 0s
diferentes lotes, sugerindo a presenca dos mesmos componentes quimicos nos lotes produzidos
dos obtidos dos extratos das folhas e dos frutos de M. charantia nas mesmas condicfes de
processamento (SLAVOV et al., 2016). Desta forma, sugere-se que os intermediarios de cada
etapa do processo de decomposicdo térmica, assim como os residuos finais de degradacéo foram
0S mesmos nos trés lotes, apontando uma boa utilizacdo da termogravimetria para avaliar a

reprodutibilidade lote a lote de extratos vegetais.

5.2.2 Determinacdo da Cinética de degradacao

Foram obtidas curvas termogravimétricas de todas as amostras nas seguintes razdes de
aquecimento 40, 20, 10 e 5°C/min. Todas as curvas foram obtidas utilizando atmosfera
oxidativa (Figuras 24 e 25).

Todas as amostras apresentaram cinco eventos de decomposicdo térmica. Foi
observado um aumento da temperatura inicial de cada evento em funcdo da razdo de
aquecimento.

Observa-se que em todas as razbes de aquecimento estudada houve uma

reprodutibilidade das curvas dos diferentes lotes, esse fato pode ser demonstrado nos extratos



110

produzidos a partir das folhas e dos frutos. Portanto, sugere-se que houve 0 mesmo
deslocamento térmico entre as curvas, existindo semelhantes taxas de transferéncia de calor e
de energia de ativacdo para degradacdo termogravimétrica em cada lote de producéo, indicando
assim, que 0s mesmos componentes quimicos da matriz dos vegetais entdo presentes nas
mesmas quantidades nos trés lotes de producdo (TITTA et al, 2011).

A degradacdo termogravimétrica que ocorreu na razao de 40°C/min obteve uma
menor valor de residuo mineral em todos os extratos produzidos. 1sso pode ter ocorrido devido
a uma degradacdo incompleta e abrupta do estabilizante farmacotécnico utilizado (Aerosil),
considerando que a degradacao foi mais rapida nessa razdo de aquecimento. A silica gel é um
polimero inorgénico inerte, resistente, amorfo, com grande estabilidade térmica, mecéanica e
quimica, de extensa area especifica e alta porosidade, de facil moagem e altamente reativa,
conferindo aos extratos vegetais uma maior estabilidade e consequentemente uma menor perda
de massa em altas razdes de aquecimento (REBELO, NASCIMENTO e CORREA, 2015).

Figura 24 - Curvas TG dos extratos obtidos da M. charantia (folha) em diferentes lotes de
producdo. (A) Razdo de 5°C/min. (B) Razao de 10°C/min. (C) Razdo de 20°C/min. (D) Razéo
de 40°C/min.
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Figura 25 - Curvas TG dos extratos obtidos da M. charantia (fruto) em diferentes lotes de
producéo. (A) Razéo de 5°C/min. (B) Razao de 10°C/min. (C) Razéo de 20°C/min. (D) Razéo
de 40°C/min.
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Foi escolhida a quarta etapa onde ocorreu a maior perda de massa no processo de

reacao de decomposicdo térmica em todas as amostras para calcular os parametros da cinetica

de degradacéo pelo método de Ozawa.
Com o célculo obtidos pelo método cinético de Osawa, obteve-se a mesma ordem de

reacao para todas as amostras como Vvisto nas tabelas 26 e 27.

Tabela 26 - Paramétros cinéticos de degradacdo termica dos extratos vegetais obtidos das folhas
da Momordica charantia.

PARAMETROS CINETICOS

Energia de ativacéo ~ Fator de frequéncia
(Kj/mol) Ordem de reagéo (min)
3,012x10’
LOTE 1 115.980 0
3,018x10’
LOTE 2 116.100 0
3,020x10’
LOTE 3 115.870 0
Desvio 0.119 —
padréo
Coeficiente 0.091 o

de varaiacao




112

Tabela 27- Paramétros cinéticos de degradacdo térmica dos extratos vegetais obtidos dos frutos
da Momordica charantia.

PARAMETROS CINETICOS

Energia de ativagao Fator de frequéncia

Ordem de reagdo

(Kj/mol) (min')
7
LOTE 1 112.150 0 2.661x10
7
LOTE 2 112.144 0 2.680x10
7
LOTE 3 112.138 0 2.731x10
Desvio 0.006 —
padréo
Coeflc_len:ce 0.005 L
de variacao

Foi observado que o valor da energia de ativacdo ndo variou entre os lotes. Esse fato
ocorreu tanto nos extratos produzidos a partir da folha e do fruto. A energia de ativacdo é
definida como a energia minima necessaria para que ocorra rea¢des quimicas, inclusive reacoes
de quebra de macromoléculas (PAN et al, 2015; PUGAZHENTHI e KATIVA et al, 2014).
Portanto, percebe-se a presenga dos mesmos componentes quimicos nos lotes produzidos em
cada linha de producéo (folha e fruto), ja que as quebras desses componentes da matriz dos

vegetais resultaram em similares valores de energias de ativacao e fator de frequéncia.

5.2.3 Analise Térmica diferencial (DTA)

Os extratos obtidos das folhas de M. charantia quando submetidas a analise térmica
diferencial evidenciaram trés eventos exotérmicos (figura 25 A). Enquanto que os extratos
produzidos dos frutos a partir dos frutos de M. charantia apresentaram dois eventos exotérmicos
(figura 25 B).
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Figura 26 - Curvas DTA da M. charantia em diferentes lotes de producdo na razdo de
aquecimento de 10°C/min. (A) Folhas; (B) Frutos.
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Os valores de entalpia e as temperaturas inicias e finais de cada evento estdo
apresentados nas tabelas 28 e 29.

Tabela 28 - Eventos exotérmicos dos extratos nebulizados obtidos das folhas de M. charantia
em diferentes lotes.

Lote 1° Evento 2° Evento 30 Evento

Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia
de pico (°C) (Kj/g) depico (°C) (Kj/g) depico (°C) (Kj/g)

L1 312.55 1.28 435.96 0.742 700.25 0.136
L2 311.63 1.33 435.91 0.738 710.56 0.142
L3 312.29 1.26 435.99 0.752 690.54 0.131
Desvio 0.47 0.015 0.04 0.08 0.02 0.05
padréo
Coeficiente 0.15 0.18 0.09 0.16 0.14 0.3
de

variacao
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Tabela 29 - Eventos exotérmicos dos extratos nebulizados obtidos dos frutos de M. charantia
em diferentes lotes.
Lote 1° Evento 2° Evento

Temperaturade  Entalpia  Temperaturade  Entalpia

pico (°C) (Kj/g) pico (°C) (Kj/g)

L1 302.53 2.38 708.59 0.216

L2 305.71 2.35 709.23 0.221

L3 306.24 2.36 707.88 0.234
Desvio padrao 0.06 0.01 0.09 0.09
Coeficiente de 0.68 0.64 0.67 0.14

variacao

Em relacdo aos extratos obtidos da folhas e dos frutos observou-se que o primeiro
evento apresentou uma maior liberacdo de energia, sugerindo-se assim que esse evento esteja
relacionado com uma maior perda de massa. Essa sugestdo é confirmada correlacionando os
dados das curvas DTA com os das curvas TG, observando que esse evento, com liberagdo de
maior energia, ocorre entre as temperaturas da etapa de maior perda de massa na analise
termogravimétrica. Nessa faixa de temperatura € onde ocorre degradacdo de estruturas
aromaticas e ligagbes saturadas em carbonos, entre outras quebras de estruturas de
hidrocarbonetos, presentes em grandes quantidades em drogas vegetais (COSTA et al, 2013).
Portanto, como ndo houve variacdo significativa nas temperaturas de pico e nas entalpias,
sugere-se a presenca desse mesmos componentes em quantidades equivalentes nos lotes
produzidos nos respectivos extratos.

O segundo pico exotérmico pode estar associado a presenca de macrocomponentes
como celulose e lignanas que podem estar em quantidades equivalentes em todos os lotes
produzidos das folhas e dos frutos, exigindo assim, a mesma energia liberada para degradacédo
desses componentes (MA e MU, 2016).

Com base no que foi demonstrado percebe-se que através dos parametros fornecidos
pela a Analise Térmica diferencial (temperatura de pico e entalpia) € possivel demonstrar a

reprodutibilidade na producdo de lotes diferenciados de extratos vegetais.
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5.2.4 Pir-CG/MS

Os dados das curvas Tgs apresentaram perdas de massa significativa dos extratos nas
faixas de temperatura de 250°C a 500°C. Com o objetivo de avaliar quais os produtos de
degradacéo estavam sendo liberados, as amostras foram submetidas ao processo de pirdlise nas
temperaturas de 250°C, 350°C e 450°C, representando as temperaturas inicias e intermediarias
do processo de decomposi¢do térmica.

Nas tabelas 30 e 31 estdo descritos 0s principais compostos liberados durante as etapas
de degradacdo térmica, analisados pela biblioteca Willey 62 edicdo para o Class-500.

Em relagédo aos extratos obtidos das folhas, percebeu-se que 0s mesmos componentes,
nas determinadas temperaturas, foram liberados de todos os lotes, ndo ocorrendo assim
distincdo entre os extratos obtidos de diferentes lotes em relagdo aos compostos analisados,
alem disso, ndo houve diferentes valores de intensidade e diferentes tempo de retencdo nos
picos cromatograficos, esses mesmo fendmeno foi observado nos extratos produzidos a partir
dos frutos (Figuras 26 e 27).

Porém é visto também que nos extratos obtidos das folhas existe uma maior quantidade
de compostos identificados por similaridade. Esse fato pode estar relacionado com a diferencéo
na composicdo quimica dessas duas partes, visto que na triagem fitoquimica a folha apresentou
uma maior concentracdo de metabolitos secundarios.

E possivel perceber que com o aumento da temperatura mais moléculas sio degradas
nos extratos dos folhas e dos frutos, confirmando o perfil da perda de massa observada na
analise termogravimétrica. Estas moléculas permanecem intactas em temperaturas mais baixas
(250 °C) e em temperaturas superiores (450°C) se degradam, o que pode estar relacionado com
a perda por volatilizacdo, estabelecida na etapa principal de decomsicédo térmica mostradas nas
curvas termogravimétricas.

Relacionando esses dados com o o estudo cinético relatado anteriormente, é possivel
observar que todas as reacOes de degradacédo e liberacdo de energia obtiveram ordem zero,
confirmando a presenca de moléculas que nao se degradaram, mas passar por uma transicdo de
fase do solido para o estado gasoso, ocorrendo uma vaporizacdo (CUINICA e MACEDO,
2017).

Nos extratos provenientes das folhas a substancia caracterizada por similaridade ao
Farnesol (C15H260) foi evidente nas trés temperaturas em todos os lotes, porém com diferentes
areas e tempos de retencdo quando submetidos a temperaturas distintas, apresentando uma

maior area quando submetido a temperatura de 450°C.
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Em relacdo aos extratos obtidos dos frutos observou-se o Farnesol também foi
identificado por similaridade nas trés temperaturas estudadas, porém foi observado que na
temeratura de 350°C foi onde obteve uma maior area.

O farnesol é um um alcool sesquiterpeno que consiste de trés unidades de isopreno,
esta presente também em muitos 6leos essenciais e foi amplamente estudada a sua interacdo
com as células de mamiferos devido a sua propriedade de induzir preferencialmente apoptose
ou a parada do ciclo celular em células cancerigenas. Foi demonstrado que esta molécula inibe
0 crescimento de Staphylococcus aureus (JABRA-RIZK, MEILLER et al., 2009), e
Saccharomyces cerevisiae (MACHIDA et al., 2009), podendo esse composto esta relacionado
quando presente com as atividades bioldgica de muitos vegetais.

Para fins de analise quantitativa dos compostos liberados foi calculada a area relativa
de cada substancia em lotes diferentes em cada temperatura. Para calcular a area relativa dos
picos similares para as trés amostras foi considerada como 100% a soma das areas de todas 0s
compostos analisados.

Para as amostras obtidas a partir das folhas foi verificada atravées destas percentagens
que todos o0s compostos identificados por similaridade apresentaram éareas relativas
equivalentes. O mesmo fendmeno foi observado com extratos obtidos dos frutos. Assim, com
a utilizacdo dessa técnica foi possivel observar a reprodutibilidade na producdo de extratos

vegetais lote a lote e na caracterizacdo termiquimica desses compostos.
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Figura 27 - Pirogramas obtidos os extratos das folhas de M. charantia nas temperaturas de 250
(A), 350 (B) e 450°C (C).
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Figura 28 - Pirogramas obtidos os extratos dos frutos de M. charantia nas temperaturas de 250
(A), 350 (B) e 450°C (C).
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Tabela 30 - Identificacdo de substancias obtidas em diferentes temperaturas dos extratos obtidos das folhas.

Temperatura Substancia
L1 L2 L3
Rt Rt Rt
Area % ) Area % ) Area % .

(min) (min) (min)

Acido Cicloentanodecandico

(C10H2002) 2022 600 11.70  16.37 2285,200 wer 1620 2256,273 11.89 16,42

Acido oleico ( C18H3402) 2472,812 13.02 1711 2459,280 12.88  17.35 2439,210 12.86  17.21
250°C Fitol ( C20H400) 1745,015 9.19 17.83 1744501 9.14 1791 1748,190 921  17.94
Etil linoleato ( C20H3602) 4787,294 2521 2150 4769,247 2499 2110 4738,450 2498  21.40
Farnesol ((C15H260) 4235,231 2230  22.30 4287,453 2246 2250 4263,230 2248 2245
Butenamida (C4H11N) 3524,129 18.56  23.56 3535,291 1852 2361 3518,926 1855  23.64
Butenamida (C4H11N) 7221,300 13.78  16.90 7248,301 13.66  16.40 7273,293 1371 16.70
Palmitic acid(C16H3202) 14730,215 28.14  17.90 14756,276 27.82  17.80 14738,321 27.79  17.20
Farnesol(C15H260) 4322,100 8.16  20.60 4351,712 820 2045 4332,543 8.17 2054
350°C Solenasol( C45H740 ) 4235,291 800 21.10 4276,311 8.06  21.40 4234,288 798  21.70
Fitol ( C20H400) 8765,288 1655  23.06 8763,275 16,52  23.10 8754,269 1651  23.07
1,4 Hexadieno (C4H10) 6123,254 1156  25.80 6117,266 1153 2567 6124,273 1155  25.66
Acido Ciclooctano (C8H16) 7542,371 14.24 16,1 7525, 651 1418  16.30 7566,228 1426 17.10
2 hexil-2 decenal ( C16H300) 10846,300 1320  17.28 10832,297 13.18  17.33 10829,765 13.19  17.38
Chloro octadecanol (C18H37Cl) 11872,287 14.44  17.80 11876,320 1445  17.60 11876,010 14.47  17.77
Palmitic acid (C16H3202) 6656,342 8.10  18.45 6649,213 8.09  18.39 6645,265 8.09 1853
Acido Ciclooctano (C8H16) 3979,221 484  20.90 3963,202 482 2067 3947,187 480  20.72
450°C Carvacrol ( C10H140) 4533127 551  21.80 4542,298 552 2177 4533,256 552  21.95
Farnesol (C15H260) 7688,346 9.35  23.20 7674,321 9.34 2312 7665,382 9.34  23.32
Fitol ( C20H400) 14735,288 17.93  24.70 14754,271 17.95  24.44 14749,301 17.97  24.66
Acido enantico ( C7H1402) 2398,281 291 2571 2372,901 288 2555 2343,205 285  25.29
Oxido de Cariofileno ( C15H240) 12832,336 15.61 26.88 12822,221 15.60  26.67 12836,291 15.64  26.91
Butenamida (C4H11N) 6623,522 8.06 27.29 6665,210 8.11 2717 6642,328 8.09 27.22

Rt= Tempo de retencéo



Tabela 31 - Identificacdo de substancias obtidas em diferentes temperaturas dos extratos obtidos dos frutos.
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Temperatura Substancia
L1 L2 L3

Area % R.t Area % R.t Area % R.t
(min) (min) (min)

250°C Acido Cicloentanodecanéico
1232,12 A1 16.2 21 19.21 16. 1216,324 2 16.24

(C10H2002 32,126 9 6.20 3218,385 9 6.33 6,3 8.25 6

Farnesol ((C15H260) 13524,129 90.80 23.11 13535,291 80.78 23.07 13518,926 91.74 23.21
Acido Ciclooctano (C8H16) 721,300 4.50 13.90 728,301 4.49 13.70 723,293 4.49 13.63
350°C Acido ciclopentanéico ( C4H802) 1110,349 6.94 16.30 1156,188 7.13 16.20 1138,113 7.07 16.24
Farnesol(C15H260) 14155,029 88.54 23.09 14232,011 87.89 23.11 14218,112 88.42 23.12
Acido ciclopentandico ( C4AH802) 1111,126 6.57 3.70 1132,232 6.18 3.76 1125,154 6.09 3.58
450°C Acido estearico (C18H3602) 1816,321 10.75 15.10 1855,349 10.69 15.20 1913,410 10.36 15.37
Carvacrol ( C10H140) 2421,342 14.33 15.41 2426,301 13.24 16.47 2562,219 13.87 16.44
Farnesol (C15H260) 12544,262 74.25 23.67 12901,287 70.44 23.58 12861,321 69.66 23.55

Rt= Tempo de retencéo
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5.2.5 Ensaios fitoquimicos

Foi utilizado a concentracdo de 0,5 mg/mL para todas os extratos, visto que
concentragcdes mais altas a absorbancia foi ultrapassada dos valores equivalentes a cada um dos
padrdes utilizados, ndo obtendo linearidade na curva de calibragao.

Com os resultados das tabelas 32, 33 e 34 é possivel perceber que 0s taninos sao 0s
metabdlitos secundarios que se apresentam em maior quantidade nos extratos das folhas e dos
frutos assim como observado nas drogas vegetais de M. charantia. A presenca de taninos em
M. charantia ja foi relatado em alguns estudos atribuindo a sua alta concentracao a capacidade
farmacoldgica desse vegetal, incluindo a atividade antimicrobiana (ZHANG, CHEN e BAl,
2018;NATRAJAN et al., 2017; QUIAO et al, 2017; JOSEPH & JINI, 2013).

Tabela 32 - Teor de Taninos equivalente a Catequina obtidos por espectroscopia na regido do
visivel.

Extratos Lotes Concentracéao Valores de p (5%)
pg/mL Tukey Fisher Bonferroni
L1 250.29+0.02
L2 250.76+0.01 0.032 0.031 0.026
L3 250.13+0.04
FOLHAS Desvio padréao 0.32
Coeficiente de 0.13
variacao
L1 185.32+0.01
L2 185.56+0.01 0.31 0.033 0.030
L3 185.74+0.02
FRUTOS Desvio padréao 0.21
Coeficiente de 0.11
variacao

Os polifendis totais também se apresentaram em quantidades siginificantes em todos
0s extratos obtidos. Os compostos que apresentaram em menor quantidade foram os flavonoides
totais, porem com quantidades também significativa, visto que varios estudos comprovam a
presenca desses metabdlitos na M. charantia (QUIAO et al, 2017; JOSEPH & JINI, 2013;
GOMES et al, 2011). Svobodova et al, 2017 realizou um estudo cujo objetivo era avaliar as
atividades bioldgicas do extrato etandlico de partes aéreas e dos frutos de Momordica charantia
e correlacionar essas atividades com a presenca de compostos fendlicos, com isso, trés acidos

fendlicos e onze derivados de glicosideos de flavondis foram identificados, sendo a quercetina-
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3- O- pentosil — hexosideo o composto mais abundante. Lin et al., 2011 desenvolveram um
trabalho onde avaliaram os constituintes antioxidantes dos caules e frutos de Momordica
charantia, nesse estudo os autores isolaram dos seus extratos etan6licos varios compostos
fendlicos. As estruturas dos novos constituintes isolados foram elucidadas por métodos

espectroscopicos.

Tabela 33 - Teor de Polifendis totais equivalente a Acido galico obtidos por espectroscopia na
regido do visivel.

Amostras Lotes Concentracéao Valores de p (5%)
Hg/mL Tukey Fisher  Bonferroni
L1 190.81+0.02
L2 190.61+0.01 0.031  0.039 0.029
L3 190.13+0.03
FOLHAS Desvio padréao +0.34
Coeficiente de 0.18
variacao
L1 108.28+0.01
L2 108.69+0.01 0.28 0.030 0.028
L3 108.96+0.02
FRUTOS Desvio padréao +0.36
Coeficiente de 0.15

variacao

Tabela 34 - Teor de Flavondides equivalente a Quercetina obtidos por espectroscopia na regiao

do visivel.
Extratos Lotes Concentracao pug/mL Valores de p (5%0)
Tukey Fisher Bonferroni
L1 83.31+0.02
L2 83.26+0.01 0.033 0.039 0.030
L3 83.48+0.04
FOLHAS Desvio padréao 0.11
Coeficiente de 0.13
variacao
L1 35.55+0.01
L2 35.47+0.01 0.030 0.034 0.029
L3 35.62+0.02
FRUTOS Desvio padréao 0.07
Coeficiente de 0.21

variacao

Observando os valores do desvio padrdo e coeficiente de variacdo percebe-as e que

ndo houve variacgdo significativa na quantificacdo desses metabolitos entre os lotes de extratos
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obtidos da mesma amostra (folha ou fruto). Com a aplicacdo dos testes estatisticos a hipdtese
nula de que haveria diferenca estatistica entre os metabdlitos quantificados nos lotes
diferenciados foi rejeitada, visto que em todos os testes o valor de p apresentou-se abaixo de
0.05. Assim, a hipotese alternativa foi confirmada, ou seja, ndo existe diferenga entre os lotes
de extratos obtidos da mesma matéria prima quando considerada a quantificacdo dos
metabdlitos secundarios Taninos, polifendis totais e flavonoides.

Esses dados estdo correlacionados com aqueles obtidos das técnicas termoanaliticas,
na cinética de degradacdo e na analise pir6lise acoplada a CG/MS.

5.2.6 Citotoxicidade

Como nas analises anteriores todos os lotes de extratos mostraram as mesmas
propriedades biologicas, fisicas e quimicas utilizou-se uma mistura dos trés lotes de cada parte
da planta (Folhas e Frutos).

Inicialmente foi realizado o ensaio de MTT com os extratos obtidos das folhas e dos
frutos da espécie Momordica charantia por um periodo de 24h, 48h e 72h de incubacédo. Os
resultados podem ser observados nas figuras 5.8 e 5.9, onde é possivel perceber que sobre a
linhagem de fibroblasto L929 no tempo de 24 horas o extrato da folha inibiu a viabilidade dessa
culura a partir da concentracdo de 50 pg/mL de maneira concentracdo dependente, ou seja,
guanto maior a concentracdo maior sera a reducao de células viaveis. Porém, observa-se que na
concentracdo de 200 pug/mL houve uma maior reducéo.

Nos tempos de 48 horas e 72 horas observa-se que ndo houve reducdo dependente da
concentracdo podendo ndo ter ocorrido alteracdo no metabolismo dessas células (FAHEINA-
MARTINS, 2009), assim como nas células das linhagens de mastocitos P815, onde nos tempos
de 24, 48 e 72 horas houve reducdo de células vidveis independente da concentracdo dos
extratos (Figuras 28 e 29). Percebe-se que frente as duas linhagens testadas o extrato da folha
obteve uma Clso (Concentracdo inibitoria média capaz de provocar 50% do efeito méaximo)
maior que 200ug/mL.

Em relacdo ao extrato obtido dos frutos de M. charantia observa-se que sobre as
células da linhagem de fibroblasto L929 houve reducéo da viabilidade celular independente da
concentracdo em todos os temos avaliados. Percebe-se também que com a concentracdo de 200
pg/mL no tempo de 48 horas, obteve a maior reducdo de células viaveis. Sobre as células da
linhagem de mastdcitos P815 observou-se também que a reducédo da viabilidade celular ocorreu
de maneira independente da concentracgdo.Frente as duas linhagens estudadas percebe-se que a

Clso foi maior que 200 pg/mL, assim como no extrato obtido das folhas.
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Figura 29 - Os dados correspondem a média + desvio padréo de trés experimentos independente
em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni.* p< 0,05, ** p<

0,01 e *** p< 0,001 em relag&o ao controle.
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Legenda: Os dados correspondem a média £ desvio padréo de trés experimentos independente
em triplicata, analisados por ANOVA, seguido do pos-teste de Bonferroni.* p< 0,05, ** p<

0,01 e *** p< 0,001 em relagéo ao controle.

Figura 30 - Efeito citotoxico do extrato do fruto da espécie Momordica charantia sobre a
linhagem de fibroblasto L929 (A) e de mastdcitos P815 (B), apds 48h de tratamento, avaliado
pelo ensaio do MTT.
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0,01 e *** p< 0,001 em relagdo ao controle.
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Alguns estudos obtiveram resultados semelhantes ao utilizar o extrato hidroalcolico
(50%) das folhas e dos frutos. Cao, et al, 2011 avaliou o efeito citotoxico de extratos dos frutos
de M charantia contra células da linhagem de fibroblastos, onde ndo obteve efeito citotoxico,
apresentando uma Clsp maior que 200 pg/mL.

Gupta, et al., 2010, Wu et al., 2009 e Zhang, et al, 2014, avaliaram o efeito citotdxico
de extratos hidroalcolicos das folhas e dos frutos de M charantia, frente a mastdcitos onde os
mesmos obtiveram efeitos citotoxicos apenas em concentragdes maiores que 200 pg/mL.
Porém, quando utilizados extratos metandlicos e etandlicos obtiveram uma maior
citotoxicidade.

5.3 Estudo de Poténcia microbiolégica
5.3.1 Curva de crescimento

O estudo da curva de crescimento microbiano € um aspecto fundamental da
microbiologia preditiva e € indispensavel em diversos campos da biotecnologia, genética, e area
farmacéutica. A microbiologia preditiva € uma combinacdo de principios estatisticos,
matematicos e microbiologicos para quantificar o comportamento de um microrganismo
particular, sendo a modelagem da cinética de crescimento bacteriano permite descrever o
comportamento de um microrganismo especifico em diferentes condi¢cbes ambientais e,
portanto, o seu conhecimento € importante para aplicar modelos que inibam esse crescimento
eficazmente (SALIH,et al., 2012).

Para S. aureus (Figura 30A) e E. coli (Figura 30B) a curva de crescimento foi obtida

no tempo de 24 horas.

Figura 31 - Curva de crescimento dos microrganimos S. aureus (A) e E. coli (B) no tempo de
24 horas.
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A primeira fase, caracteriza-se a fase de adaptacdo dos microrganismos (fase LAG),
onde 0 mesmo esté se adaptando ao meio de cultura e as condi¢cbes do ambiente essa fase foi
até o tempo de 120 minutos, observando a partir desse tempo o inicio da fase de crescimento
exponencial (LOG) que se estendeu até 450 minutos. A partir desse ponto houve uma
constancia relativa no niamero de unidades formadora de coldnias, caracterizando assim, a fase
estacionaria. Em seguida, a fase de declinio ou morte comecou no tempo de 780 minutos e no
tempo de 1080 minutos ja havia 10x10 UFC/mL, caracterizando o fim dessa fase, assim como
da curva de crescimento.

Em relagéo a E. coli, observa-se que a fase de adaptacdo (LAG), foi mais curta do que
de S. aureus, quando analisado nas mesmas condicdes. A modificacao entre a fase de adaptacéo
entre essas duas bactérias é devido a variagdo nas caracteristicas de crescimento entre esses dois
microrganismos, principalmente considerando a diferenca na composicéo da parede celular de
gram positivos (S.aureus) e gram negativos (E. coli) (MADIGAN et al, 2016). Assim, a fase de
crescimento iniciou no tempo de 60 minutos, persistindo o crescimento até o tempo de 500
minutos. Outra diferenca entre a curva dos dois microrganismos foi em relagdo a fase
estacionaria. Observou-se assim, que E. coli obteve um fase estacionaria mais curta em relacéo
a obtida por S. aureus que ocorreu entre os tempos de 500 a 720 minutos. A fase de declinio ou
morte ocorreu no tempo de 720 a 1040 minutos, a partir desse ponto a quantidade de unidades
formadoras de colbnias de E. coli reduziram até 10x10UFC/mL, caracterizando assim, o fim da
curva de crescimento microbiano dessa bactéria.

Padrbes de crescimento similares foram observados pra os dois microrganismos em
um estudo relaizado por Chatterjee et al., (2015) onde avaliou o efeito de nanoparticulas de
prata na modulacdo da curva de crescimento de Echerichia coli e S.aureus. Nesse estudo, foi
observado que E. Coli foi mais susptivel a essas nanoparticulas, e que atividade antimicrobiana
dessas nanoparticulas de prata é atribuida a alteracdo da permeabilidade da membrana celular
dessas bactérias provocando um atraso na fase de adaptacdo do crescimento microbiano desses
microrganismos.

Com isso Staphylococcus aureus o tempo estabelecido para insercdo das amostras
testes e do padrdo foi de 6 horas enquanto que para Escherichia coli foi de 5 horas apos a
incubacéo do indculo (10° UFC/mL) em caldo Mullher Hinton & 37° C. Esses momentos de
isercdo das amostras foram escohidos por se encontrarem dentro da fase exponencial de

crescimento das bactérias em questdo.
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5.3.2 Obtencdo das curvas Taxa de crescimento x Concentragéo

Observando a figura 31 percebe-se que o0s dois extratos obtiveram atividade
antimicrobiana em funcdo da concentragdo reduzindo o nimero de Unidades Formadoras de
Coldnias das duas bactérias em relagdo ao numero de UFC do in6culo no momento da insercéo
dessas amostras. As inclinagdes das curvas de crescimento dos microrganimos na fase log,
permitem concluir que em concentraces mais altas dos extratos e do padréo a velocidade de

crescimento é menor, de acordo com os principios de ensaio turbidimétrico (CAZEDEYe

SALGADO, 2013).

Figura 32 - Curva quantidade de unidades formadoras de coldnias nos in6culos bacterianos em
fungdo da concentracgdo da substancia de referéncia e das amostras testes frente a S. Aureus (A)
e E.coli (B).
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Observa-se ainda que os extratos obtiveram o mesmo perfil dos antimicrobianos
utilizados frente as duas bactérias. Esse fato ja € esperado, uma vez que 0s dois extratos sdo
ricos em taninos (GROVER & YADAYV, 2004; JOSEPH & JINI, 2013) e que de acordo com
Machado, et al, 2010 possuem atividade antimicrobiana devido a dois mecanismos de agédo
principais: em gram positivos eles se agregam a parede celular destruindo a camada de
petideoglicana, esse mecanismos é semelhante ao utilizado pelo betalactdmicos como a
Cefalotina na atividade antimicrobiana. O segundo mecanismo de acdo esta relacionado a

inibicdo de sintese proteica, semelhante a acdo da Gentamicina na inibicdo bacteriana em gram
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negativos (BENUCCI, et al., 2016; SANTQOS, et al., 2017; GUO, et al., 2018; KHARCHOUFI
et al., 2018).

Assim, por essa suposicdo de similaridade nos mecanismos de acdo dos
antimicrobianos e dos extratos utilizados os microrganismos foram inibidos nas mesmas
proporc¢des de concentracao, obtendo paralelismo em 3 pontos (niveis 50%, 100% e 200%) das
retas UFC X Concentracdo dos extratos em relacdo as susbtancias de referéncia, conforme
demonstrados os dados das tabelas 35 e 36.

Tabela 35 - Dados das equacGes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das concentraces
dos antimicrobianos e dos extratos frente a S. aureus.

Coeficiente
de
Extrato/ Coeficiente angular Coeficiente Linear correlagdo
antimicrobiano (a) (b) (r?)
Cefalotina 0,550 70,010 0,997
Folha 0,550 75,070 0,996
Fruto 0,550 80,070 0,994

Tabela 36 - Dados das equacdes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das concentracdes
dos antimicrobianos e dos extratos frente a E. coli.

Coeficiente
Extrato/ Coeficiente angular Coeficiente de correlacao
antimicrobiano (@) Linear (b) (r?)
Gentamicina 0,370 59,160 0,995
Folha 0,370 63,160 0,996
Fruto 0,370 65,200 0,995

O paralelismo das retas das amostras em relacdo aos antimicrobianos foi confirmado,
visto que todas as retas possuiam o mesmo coeficiente angular (a) na equacéo da reta (y = ax+b),
sendo possivel fazer uma relacdo de doseamento entre as concentragdes dos padrdes
(antimicrobianos) e amostras (extratos), calculando assim a poténcia antimicrobiana dos
extratos em relacdo aos antimicrobianos (ERMER, JOHN e MILLER, 2008; FRANCISCO et
al., 2016).
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5.3.3 Determinagédo da poténcia antimicrobiana e validagdo do método analitico
5.3.3.1 Analise da Curva de Calibracao e verificagdo da linearidade

Para verificagdo da linearidade foram obtidas cinco curvas analiticas (UFC X
Concentracdo) dos padrdes e das amostras, sendo duas no mesmo dia (avaliacdo intradia) e as
demais em dias diferentes (avaliacdo interdias). O modelo linear foi adequado para as cinco
curvas apresentando normalidade, independéncia dos residuos (homoscedasticidade)
significativos e desvio de linearidade (regresséo) nédo significativa (ERMER, JOHN e MILLER,
2008). A normalidade e independéncia de residuos (homoscedasticidade) sdo requisitos
necessarios para que o método dos minimos quadrados seja empregado na analise de regressdo
linear (SOLANO, 2011). Portanto, se algum deles estiverem fora dos limites de controle limita
0 método de ajuste.

Dessa forma, os resultados do estudo dos parametros do modelo linear construido
apresentaram para os residuos uma distribuicdo normal e sem dependéncia entre 0s mesmos
(Figuras 32 e 33), a regressdo foi adequada para representar a atividade inibitoria dos

antimicrobianos assim como dos extratos frente as bactérias escolhidas.

Figura 33 - Gréaficos dos Residuos das analises do extrato de M. charantia obtido das folhas (A)
e do fruto (B) e das analises realizada com Cefalotina (C) frente a S. aureus.
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O coeficiente de determinacdo (r?) ¢ a fracdo da variancia total de y que é explicada
pela variacdo em X, ou seja, a proporcao da variagéo total na quantidade de unidades formadoras
de coldnias que é explicada pela variacdo da concentracdo da substancia antimicrobiana. As
cinco retas apresentaram coeficiente de correlacdo (r) superior ou igual a 0,98 (Tabela 37 e 38)
conforme critério estabelecido pela resolucdo brasileira (BRASIL, 2003). Esses valores foram

observados nas analises com as duas bactérias.

Figura 34 - Gréficos dos Residuos das analises do extrato de M. charantia obtido das folhas (A)
e do fruto (B) e das andlises relizadas com Gentamicina (C) frente a E. coli.
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Tabela 37 - Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagdo - b, e coeficiente de
correlagdo - r?) para o padrdo cefalotina e o os extratos obtidos da folha e fruto nos niveis de
50%, 100% e 200% frente a S. aureus.

Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Amostra Retas ) x 1.2
linear (a) angular (b) correlacgéo (r°)
1° Dia A 0,550 75,071 0,9996
1°Dia B 0,550 75,073 0,9996
Folha 2° Dia 0,550 75,072 0,9995
3° Dia 0,550 75,071 0,9997
4° Dia 0,550 75,074 0,9997
1° Dia A 0,550 80,072 0,9996
1°Dia B 0,550 80,076 0,9996
Fruto 2° Dia 0,550 80,073 0,9995
3° Dia 0,550 80,078 0,9997
4° Dia 0,550 80,075 0,9997
1° Dia A 0,550 70,018 0,9996
1°Dia B 0,550 70,012 0,9996
Cefalotina 2° Dia 0,550 70,011 0,9995
3° Dia 0,550 70,013 0,9997
4° Dia 0,550 70,016 0,9997

Tabela 38 - Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagdo - b, e coeficiente de
correlacdo - r?) para o padrdo Gentamicina e 0 os extratos obtidos da folha e fruto nos niveis de
50%, 100% e 200% frente a E. coli.

Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Amostra Retas . I
linear (a) angular (b) correlacéo (r°)

1°Dia A 0,370 63,166 0,9993

1°DiaB 0,370 63,163 0,9995

Folha 2° Dia 0,370 63,164 0,9994

3° Dia 0,370 63,167 0,9992

4° Dia 0,370 63,162 0,9992

1°Dia A 0,370 65,203 0,9995

1°Dia B 0,370 65,207 0,9997

2° Dia 0,370 65,204 0,9993

Fruto i

3° Dia 0,370 65,205 0,9996

4° Dia 0,370 65,201 0,9992

1°Dia A 0,370 59,165 0,9998

1°Dia B 0,370 59,163 0,9998

Gentamicina 2° Dia 0,370 59,164 0,9997

3° Dia 0,370 59,167 0,9996

4° Dia 0,370 59,165 0,9995
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Desta forma, um valor de r? igual a 0,9996 e 0,9988 dos padrdes no primeiro dia, significa que
99,96 % e 99,88% da variabilidade do nimero de UFC ¢ explicada pela concentracdo da
Cefalotina e Gentamicina, respectivamente (MONTGOMERY et. al., 2001).

5.3.4 Precisao e Exatidao

A precisdo foi avaliada quanto a repetitividade (precisdo intradia) e precisao
intermediéaria (interdias), assim como a exatidao. A exatidao pode ser vista como composta pela
veracidade (trueness)-(bias) e pela preciséo (desvio padrdo) como demonstrados nas tabelas 39
e 40. Desta forma, pode ser considerada como a estimativa do erro total do processo analitico.
A veracidade esta relacionada com os erros sistematicos do procedimento analitico e em alguns
casos é referenciada como exatiddo (SAVIANO et al, 2014; HUBERT 2007).

E recomendavel desvio padrdo menor do que 5 % em relagdo a poténcia calculada,
indicando que o metodo desenvolvido apresenta precisdo. Em relacdo a exatidao intradia e
interdias, os valores médios de poténcia estdo de acordo com o critério de validade: valor médio
da poténcia entre 85 e 115 % do valor tedrico do padrédo (Tabelas 39 e 40), de acordo com a
Farmacopéia Brasileira, V edi¢do. Dessa forma, 0 método foi considerado exato, uma vez que
o intervalo de tolerancia para a concentracdo da amostra no nivel em questdo estava inserido
no limite de + 15 % (variagdo maxima permitida para avaliacdo da exatiddo segundo resolucao
brasileira e guia do FDA) (BRASIL, 2003; U.S. FOOD., 2001).
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Tabela 39 - Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianga a 95%, poténcias médias
e desvio padrédo para precisdo e exatidao intra e inter-dias da amostra em trés diferentes niveis
de concentragéo contra S.aureus.

Amostra Analises Poténcia e intervalo de confianca a 95 % (%0)
50 % 100 % 200 %
1°dia A 45.80 91.72 183.58
1°dia B 45.83 91.80 183.55
2°dia 45.82 91.71 183.56
3° dia 45.79 91.73 183.53
Folha .

4° dia 45.78 91.73 183.55
Média 45.80 91.74 183.55
Desvio padrao 0.021 0.036 0.018

Coef. de
variacgdo 0.045 0.039 0.013
1°dia A 44.40 88.74 177.18
1°dia B 44.37 88.72 177.11
2°dia 44.42 88.75 177.16
3° dia 44.39 88.69 177.17
Fruto 4° dia 44.38 88.73 177.15
Média 44.39 88.73 177.15
Desvio padréo 0.019 0.023 0.027

Coef. de
variacao 0.043 0.026 0.020

Tabela 40 - Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias medias
e desvio padréo para precisdo e exatidao intra e inter-dias da amostra em trés diferentes niveis
de concentragéo contra E. coli.

Amostra Analises Poténcia e intervalo de confianca a 95 % (%)
50 % 100 % 200 %
1°dia A 45.73 91.55 183.28
1°dia B 45.70 91.51 183.35
2°dia 45.72 91.58 183.36
3° dia 45.73 91.47 183.29
Folha 4° dia 45.77 91.53 183.32
Média 45.73 91.53 183.32
Desvio padrao 0.025 0.041 0.035
Coef. de
variacdo 0.057 0.045 0.026
1°dia A 44.72 89.45 178.17
1°dia B 44.69 89.39 178.15
2°dia 44,73 89.42 178.19
3° dia 44.70 89.39 178.21
Fruto 4° dia 44.68 89.36 178.23
Média 44.70 89.40 178.19
Desvio padrao 0.021 0.034 0.032
Coef. de

variacgao 0.046 0.038 0.024
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5.3.5 Limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LQ)

Verificou-se entdo que a menor concentracdo dos extratos capaz de inibir o que
crescimento microbiano de forma maior que o solvente, isto é, apresentou atividade
antimicrobiana detectavel pelo método foi igual a 0.125 mg/mL visto que o diluente ndo
apresentou atividade antimicrobiana. Portanto, a concentragéo de 0.125 mg/mL foi determinada
como limite de deteccdo do método desenvolvido. Com o célculo obtido pela curva de
calibracéo, o limite de deteccdo foi de 0.250 mg/mL para os extratos analisados contra os dois
microrganismos. Para os antimicrobianos os limites de quantificacdo encontrados foram de
0.250 pg/mL.

O limite de quantificacdo foi calculado a partir das curvas de calibracdo intradia e
interdia. Observando assim, nas tabelas 41 e 42 as menores concentragcdes que foram detectadas
com linearidade do método (LOUSADA, et al., 2012).

Tabela 41 - Valores do limite de quantificacdo, desvio padrdo e coeficiente de variacdo
calculado intradia e interdias nas analises com S.aureus.

Analises Extrato da folha Extrato do fruto Cefalotina
(mg/mL) (mg/mL) (ug/mL)
1°dia A 0.502 0.503 0.501
1° dia B 0.505 0.506 0.502
2° dia 0.504 0.509 0.504
3° dia 0.503 0.503 0.504
4° dia 0.502 0.505 0.503
Desvio padrao 0.001 0.002 0.001

Coeficiente de

o 0.259 0.493 0.259
variacao

Tabela 42 - Valores do limite de quantificacdo, desvio padrdo e coeficiente de variacéo
calculado intradia e interdias nas analises com E. coli.

Analises Extrato da folha Extrato do fruto Cefalotina
(mg/mL) (mg/mL) (ug/mL)
1°dia A 0.503 0.502 0.504
1° dia B 0.502 0.507 0.506
2° dia 0.505 0.503 0.502
3° dia 0.504 0.504 0.505
4° dia 0.503 0.506 0.503
Desvio padréao 0.001 0.002 0.002

Coeficiente de
variacao 0.226 0.411 0.314
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5.3.6 Robustez

Os resultados dos métodos analiticos podem variar por uma série de fatores, o que
afetaria a sua reprodutibilida de. Assim, deve-se avaliar a robustez do método, isto é, a sua
capacidade em resistir a pequenas variagdes (SAVIANO et al.,2014).

Né&o ocorreu variagdo na poténcia quando variado o comprimento de onda de leitura
das absorbancias e os diluentes das amostras (tabelas 43 e 44). Portanto, com a alteracdo do pH,
observou-se uma reducao do crescimento microbiano nas variacdes acidas e alcalina. Com isso
ocorreu mudanca das absorbancias e consequentemente alteracdo nos calculos das poténcias
dos extratos em relagcdo aos antimicrobianos, diminuindo esses valores, todavia obedecendo a

variagdo permitida pela RDC de 2003.

Tabela 43 - Valores de poténcia relativa dos extratos aos antimicrobianos frente a S. aureus em
diversas condigdes.

Corgrﬁ)g:inzﬁrrg;) de Solvente pH
Amostra
600 625 650 DP CV | DMSO Glicose S.salina | DP CV | Acido Bésico Neutro DP cv
(10%) (5%) (0.9%)
Folha 91.67 91.72 91.78 | 0.055 | 0.600 | 91.74 91.70 91.76 | 0.028 | 0.310 | 88.54 88.62 88.57 | 0.040 | 0.460
Fruto 88.72 88.76 88.69 | 0.035 | 0.400 | 88.74  88.76 88.70 | 0.031]0.340 | 86.41 86.39 86.45 | 0.031 | 0.350

Legenda: DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.

Tabela 44 - Valores de poténcia relativa dos extratos aos antimicrobianos frente a E. coli em

diversas condigdes.
Comprimento de

Solvente pH
Amostra onda (hm)

600 625 650 DP CV | DMSO Glicose S.salina | DP CV | Acido Basico Neutro

DP | cV
(10%) (5%) (0.9%)

Folha 91.52 9149 91.48|0.021|0.230 | 91.54 91.50 9155 |[0.026|0.290| 87.72 87.69 87.67 |0.025 | 0.260
Fruto 89.42 89.41 89.36 | 0.032|0.360 | 89.42 89.46 89.44 |0.031]0.340| 85.39 8546 85.44 |0.036 | 0.420

Legenda: DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variacao.

De acordo com Dafalle, 2015 a alteracdo de pH influencia na fase lag de crescimento
microbiano, prolongando essa fase e consequentemente retardando a fase de crescimento,
justificando assim a diferenca das poténcias calculadas quando ocorre variacdo desse
parametro.

Durante a fase log (ou de crescimento exponencial) o crescimento microbiano ocorre

de forma rapida. As bactérias, quando em condigdes adequadas, dividem-se num determinado
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intervalo de tempo (tempo de geragédo) de forma que a populagdo microbiana aumenta em
progressdo geométrica. O tempo de geracdo € inerente ao microrganismo e depende de varios
fatores, inclusive do pH. A turbidez resultante do crescimento microbiano e decorrente da
interacdo entre antibidtico e microrganismo-teste é influenciada pelas fases lag e log de
crescimento (AKKERMANS E IMPE, 2018). Consequentemente, se 0 pH do meio de cultura
varia de forma significativa durante o periodo de incubacéo do ensaio, a atividade do antibi6tico
avaliado frente ao microrganismo teste pode ser alterada como observada nos dados obtidos por

esse estudo.

5.4 Desenvolvimento e caracterizacédo das formulagdes

5.4.1 Estudo de compatibilidade

Os dados termicos dos extratos nebulizado de M. charantia séo apresentados na figura
34 Os dados de DTA dos extratos das folhas e dos frutos de M. charantia. (Figuras 34A e 34B)
demonstraram a presen¢a de um pico endotérmico a temperatura de 112,60 °C (AH = -320,50
J g-1) para folha e 118.55 °C (AH = -116,50 J g-1) para os frutos provavelmente relacionado
com a perda de constituintes volateis da amostra, tais como etanol e agua.

Este evento, mostrado na curva termogravimétrica (Figura 34 C e 34 D), corresponde
a perda de 9,23% da massa da amostra. O processo de decomposicdo dos compostos organicos
comeca em 197,58 °C no extrato das folhas e 186,56 ° C nos extratos obtidos dos frutos, e
continua até ao fim do intervalo analisado, o que representa uma perda de 41,28% da massa da
amostra para o extrato obtido da folha e para o extrato obtido do fruto uma massa de 41.78%,
resultando num residuo de 59,78% em relacdo ao extrato das folhas e de 59,28% em relacdo
aos extratos dos frutos.

Este residuo é significativo, provavelmente devido ao conteddo do adjuvante de
secagem Aerosil® 200 (20,00%), que aléem de aumentar a estabilidade do extrato, é muito
estavel (p. f.: 1600,00 °C) (ROWE, SHESKEY E QUINN, 2009).

De acordo com os resultados, a maior parte das misturas entre extrato e excipientes
apresentam variacdes significativas nos perfis térmicos esperados. Os valores de entalpia
variaram em cada mistura com o excipiente esecifico. Algumas alteracdes relativas a entalpia
sdo esperadas nesses experimentos, devido a problemas na uniformidade de conteudo de
pequenas amostras utilizadas nas analises DTA (SANTANA et al, 2017).
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Figura 35 - Curvas DTA (A- folha, B- fruto) e TG (C-folha, D-fruto) dos extratos obtidos de
M. charantia.
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5.4.1.1 Gelificantes

O carbopol apresenta um total de cinco eventos térmicos, sendo o primeiro
compreendendo a faixa de 55,23-114.42 °C (AH -73,82 J/g), provavelmente decorrente de perda
de umidade, uma vez que o processo de decomposicdo ocorre apenas a partir dos 260 °C
(SHAHZAD et al., 2011), correspondendo ao terceiro evento encontrado, que compreende a
faixa de 262.33-281.52 °C (AH -93.29 J/g). A analise por DTA da mistura binaria entre 0s
extratos e o carbopol (Figura 35A e 36A) demonstra que a mistura assume as caracteristicas de
interacdo entre o excipiente e os extratos das folhas e dos frutos, isso foi evidenciado na tabela
7.3 quando as entalpias por regido das misturas apresentaram valores reais menores que as
entalpias tedricas. Isto sugere incompatibilidade entre o extrato e o excipiente. O carbopol
(Figuras 35D e 36D) apresenta apenas dois eventos de perda de massa em sua curva
termogravimétrica, sendo que o primeiro inicia em 242,24 e vai até 281,14 °C, com perda de
massa de 22,44% e o segundo inicia-se em 281,14 °C se estendendo ate 400°C, perdendo
31,54%de massa . Ja a mistura binaria com o extrato da folha apresenta dois eventos de perda
de massa, sendo que o primeiro é antecipado, em relacdo ao excipiente isolado, partindo de
203,22 até 276,1 °C, com perda de 15,94%. Em relacdo a mistura binaria com o extrato do fruto,

ndo houve nenhuma perda consideravel de massa, confirmando mais uma vez a
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incompatibilidade entre o extrato e o0 excipiente, ja que ocorreu alteracdo do perfil
termogravimétrico do extrato e do excipiente.

Em sua curva DTA, a trietanolamina (Figura 35B e 36B) apresenta dois eventos
significativos, um endotérmico e um exotérmico, sendo o primeiro iniciando em 107,93 e indo
até 163,54 °C (AH -265,98 J/g), o segundo compreendendo a faixa de 310,10-341,23 °C (AH
112,32 J/g). Nas curvas da mistura binaria, é observado um perfil diferente do extrato e do
excipiente quando tratados isolados. Assim, o primeiro evento é retardado, acontecendo na
faixa de temperatura de 164,36-185,47 °C (AH -186,62 J/g), assim como o desaparecimento do
segundo evento no extrato do futo e o surgimento de um novo pico endotérmico no extrato
obtido da folha, sugerindo incompatibilidade fisica, pois mudanca, desaparecimento dos picos,
surgimentos de outros além de variagdes endotérmicas ou exotérmicas sdo consideradas
interacdes fisicas entre dois compostos (DANIEL et al., 2013). Além das misturas das misturas
apresentarem valores de entalpias reais menores que as entalpias teoricas (tabela 45).

Em relagdo a analise termogravimétrica a trietanolamina (Figura 35E e 36E) apresenta
dois eventos de perda de massa, 0 primeiro a partir de 115,68 °C, com perda de 11,03% e o
segundo evento a partir de 312,07 °C, com perda de 40,21%. As misturas binarias apresentam
apenas um evento de perda de massa, que apresentou-se retardado, acontecendo em 172,31 °C,
com perda de massa de 27,24% para o extrato obtido das folhas ja para o extrato obtido dos
frutos essa etapa correu em 168,31°C apresentando uma perda de massa de 22,21%.

A curva DTA do Natrosol (Figura 35C E 36C) revela um evento endotérmico largo
devido a perda de &gua adsorvida, esse evento ocorreu na temperatura de 98,56°C com AH= -
106,57 J/g. Um evento exotérmico também foi observado a partir da temperatura 343,28% (AH
-262,15J/g). Tal comportamento também foi observado por Maximiano e colaboradores (2010).
A curva TG do Natrosol, apresentada nas figura 35F e 36F, evidencia uma primeira perda de
massa de 10% na temperatura de 96,34°C devido a perda de agua. A partir de 289,76 °C tem
inicio a perda de massa significativa levando a um residuo final de cerca de 20%. As misturas
binarias ndo apresentaram indicios de interacdo com os extratos e o Natrosol. Nos perfis
térmicos das misturas, observou-se que estas mantiveram as caracteristicas do extrato, ao
mesmo tempo que também expressaram o pico endotérmico do excipiente. Para estas misturas,
tanto o primeiro, quanto o segundo pico do excipiente Sa0 expressos a mesma temperatura, sem
qualquer alteracdo significativa na faixa de temperatura de inicio do evento, apresentando
valores reais de entalpia por regido proximos aos valores tedricos (Tabela 45).

Ainda percebe-se que ndo houve nenhuma alteragdo na perda de umidade, na primeira

fase, do extrato ou do excipiente. Foi detectada nas misturas, que a principal fase de perda de
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massa do natrosol tem seu inicio no intervalo de temperatura a partir de 285,22°C, na mistura
com o extrato da folha e 285, 26 na mistura com o extrato dos frutos, sendo apenas ligeiramente
deslocada para temperaturas mais elevadas, se estendendo até 379, 23 °C e 376,22 nos extratos
das folhas e dos frutos resectivamente.

O Natrosol é um polimero ndo i6nico, solivel em &gua, que apresenta a capacidade
de espessar, suspender, aglutinar, emulsificar, formar peliculas, estabilizar, dispersar e reter
agua. Essa compatibilidade pode esta relacionado com o alto valor de temperatura vitrea do
Natrosol que é explicado pela presenca de ligacdes de hidrogénio intermoleculares que
envolvem longas cadeias, as quais dificultam o movimento rotacional dos &tomos em torno das
ligagBes simples e faz com que a temperatura de transicao vitrea desse polissacarideo tenha
valores acima de 100°C, ndo interferindo nos processos térmicos dos extratos e ndo permitindo
a alteracGes no seu perfil devido a presenca desses (PIRES, MUSSEL, YOSHIDA, 2017).
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Figura 36 - Curvas DTA (A-Carbopol, B-Trietanolamina e C- Natrosol) e TG (D-Carbopol, E-
Trietanolamina e F- Natrosol) do extrato obtido das folhas de M. charantia com os agentes

gelificantes.
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Figura 37 - Curvas DTA (A-Carbopol, B-Trietanolamina e C- Natrosol) e TG (D-Carbopol, F-
Trietanolamina e G- Natrosol) do extrato obtido dos frutos de M. charantia com os agentes

gelificantes.
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Tabela 45 - Valores de energia decorrente dos processos térmicos gerados no perfil DTA dos
excipientes geilificantes com os extratos das folhas e dos frutos de M. charantia.

Amostra  Misturas Entalpia (J/g)/35-250°C  Entalpia (J/9)/250-450°C
Valor Valor real Valor Valor real
tedrico teorico

Folhas Extrato + Carbopol -169,21 -27, 18 -103,46 -20,27

Extrato + Trietanolamina  -527,14 -85,21 -127,70 25,96
Extrato + Natrosol -259,46 -298,37 359.92 364,50
Frutos Extrato + Carbopol -149,96 -98.71 -136,55 -13,02
Extrato + Trietanolamina  -507,89 -79.78 -160,15 51.58
Extrato + Natrosol -240,21 -251.01 326,83 334,76

5.4.1.2 Umectantes

Foram analisados os agentes umectantes glicerina e propilenoglicol, no intuito de
avaliar qual destes é o mais compativel termicamente junto aos extratos. Nas figuras 37 e 38
encontram-se as curvas de TG e DTA correspondentes aos excipientes isolados e a mistura
binaria destes com os extratos.

A curva DTA da glicerina (Fugura 37 A e 38A) apresentou dois picos endotérmicos
referentes aos processos de transi¢des de fase da amostra, sendo assim, um ocorreu em 146,23°C
(A=20,77 JIg) e outro em 269,59°C (A= 337.8 J/g).

Nas curvas das misturas binarias foi possivel observar que um forte evento
endotérmico do excipiente foi suprimido na mistura com os extratos, sendo indicativo de
interacdo fisica e consequentemente incompatibilidade (MENDONCA et al., 2014). As
energias por regido obtiveram valores de entalpia real distantes dos valores teoricos,
caracterizando assim, uma possivel incompatibilidade entre os extratos e o excipiente.

Na curva termogravimétrica da glicerina (Figura 37C e 38C) foi possivel detectar duas
etapas de decomposi¢do, com o primeiro evento ocorrendo entre 139,86 e 163,42 °C com perda
de massa de 14,76%. A segunda etapa de decomposicdo teve inicio em 274,43 °C com perda
de 59,23% de massa. As misturas binarias apresentaram um perfil térmico caracteristico da
glicerina e dos extratos, com um pequeno retardo no processo inicial de degradacédo, quando
comparado as amostras isoladas. Como houve uma incompatibilidade demontrada de forma
mais intensa na andlise DTA, sugere-se que houve uma interacdo de natureza fisica como

alteracdo na mudanca de estado fisico, por exemplo (SANTANA et al, 2017).
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Em relacdo ao propilenoglicol a curva DTA (Figura 37B e 38B) apresentou um pico
endotérmico em 124,2F°C, (AH= - 31,21 J/g) possivelmente relacionado a mudanca de estado
da amostra e o outro pico endotérmico em 219,00°C (A= -21,67 J/g) relacionado a
decomposicdo dos componentes principais do excipiente, ou ainda a possiveis reacoes
secundarias ocorridas durante o processo de termoélise. A curva termogravimétrica do
propilenoglicol apresentou trés etapas de decomposi¢do térmica. A primeira refere-se a uma
faixa de temperatura que foi de 25,96 a 132,60°C, com perda de massa de 6,94 %,
provavelmente essa perda esta relacionada com a saida de agua e outras substancias volateis
associadas ao seu processo de fabricacdo, o segundo evento ocorreu entre as temperaturas de
132,60-151,65. Na temperatura de 151,60 a 208,58°C ocorreu a maior perda de massa do
componente, provavelmente relacionada a decomposicdo de seus principais constituintes
(ANDRADE et al., 2007) (Figuras 37D e 38D).

As curvas das misturas binarias dos extratos com o excipiente mostraram indicios de
compatibilidade térmica com o extrato, uma vez que ndo foram detectadas alteragGes no perfil
térmico, exceto uma ligeira retardamento do evento de perda de umidade a partir das misturas,
que agora ocorre em cerca de 145,12 °C para os extratos das folhas e 151,21 para 0s extratos
dos frutos. Na figura (37E e 38E), ndo se observaram alteracdes nos eventos de maneira a
sugerir comprometimento da estabilidade dos extratos. A perda de massa na faixa de
temperatura entre 150 e 210 °C, caracteristica da degradacdo do excipiente, ndo foi alterada,
nem a perda de agua.

A conservacao da estabilidade dos extratos e o seu perfil de degradacdo confirmam a
compatibilidade entre propilenoglicol e o0s extratos, indicando que este umectante
possivelmente pode ser utilizado na formulacdo semissélida desses extratos. Além disso 0s

valores reais nas energias por regido apresentaram-se proximo ao valor téorico (Tabela 46).
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Tabela 46 - Valores de energia decorrente dos processos térmicos gerados no perfil DTA dos
excipientes umectantes com os extratos das folhas e dos frutos de M. charantia.

Amostra Misturas

Entalpia (J/g)/35-250°C

Entalpia (J/g)/250-450°C

Valor Valor real Valor Valor real
tedrico teorico
Folhas Extrato + Glicerina -633,31 141,15 -1066,08 -286,86
Extrato + Propilenoglicol  -1676,41 -1708,44  -87,84 -87,98
Frutos Extrato + Glicerina -666,40 305,80 -1049,83 -144,31
Extrato + Propilenoglicol  -1657,16 -1708,44  -120,93 -127,98

Figura 38 - Curvas DTA (A-Glicerina e B-Propilenoglicol) e TG (C-Glicerina e D-
Propilenoglicol) do extrato obtido das folhas de M. charantia com os agentes umectantes.
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Figura 39 - Curvas DTA (A-Glicerina e B-Propilenoglicol) e TG (C-Glicerina e D-
Propilenoglicol) do extrato obtido dos frutos de M. charantia com o0s agentes umectantes.
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5.4.1.3 Conservantes

A curva DTA do metilparabeno (Figura 39A e 40A) apresenta trés eventos térmicos
significativos, sendo o utlimo deles exotérmico. O primeiro evento decorrente da fusdo do
excipiente compreendendo a faixa de 127,32-131,98 °C (AH -257,16 J/g), no entanto,
observando as misturas binarias, é possivel observar apenas dois eventos endotérmicos, sendo
e um perfil térmico semelhante ao observado nos extratos, levando a crer que houve uma
interacdo entre 0s extratros e 0s excipientes que causou uma diminuicdo da entalpia na faixa
de fusdo do excipiente (NETO, 2009). Portanto, ha um indicio de incompatibilidade que foi
confirmado ao observar os valores reais das energias or regido, que se destinguiram muito dos
valores tedricos de entalpia (Tabela 47). Na curva TG do excipiente com 0s extratos binaria
(Figura 39C e 40C) houve uma antecipacdo consideravel da temperatura de degradacdo

variando de 301,27 °C do excipiente isolado para 147,54°C quando em mistura binaria com o
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extrato da folha com residuo de 40,32% e para 162,38°C quando associado ao extrato dos
frutos de M. charantia com residuo de 23,01%.

O perfil DTA do Imidazolidinil uréia mostrou um evento endotérmico na temperatura
de 162,21°C (AH -199,96 J/g) e um evento exotérmico que ocorreu em 260,60°C (AH 351,79
J/g). Esses dois eventos se mantiveram nas misturas binarias, sem deslocamento nos intervalos
caracteristicos de temperatura e com valores reais de entalpia proximos aos valores tedricos,
quando avaliados por regido (Tabela 47). As curvas TG do Imidazolidinil uréia isolada mostra
tré etapas de decomposicao térmica nas seguintes temperaturas: 41-153 °C; 153-237 °C; 237-
331 °C; respectivamente. A perda de massa total foi em torno de 38%. Nos perfis TG das
misturas do excipiente com o extratos, é possivel identificar que os eventos de decomposi¢do
ocorrem nos mesmos intervalos de temperatura, com apenas pequenas diferencas na perda de

massa em cada evento.

Tabela 47 - Valores de energia decorrente dos processos térmicos gerados no perfil DTA dos
excipientes conservantes com os extratos das folhas e dos frutos de M. charantia.

Extratos Misturas Entalpia (J/g)/35-250°C  Entalpia (J/g)/250-450°C
Valor Valor real Valor Valor real
tedrico teorico

Folhas Extrato + Metilparabeno -636,84 -195,36 -239,67 -210,92

Extrato + Imi. uréia -1436,61 -1395,56  1059,87 1126,18

Frutos Extrato + Metilparabeno -617,59 -271,15 -272,76 -348,86

Extrato + Imi. uréia -1417,36 -1490,74  1092,96 1056,86
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Figura 40 - Curvas DTA (A-Metilparabeno e B-Imidazolinidil uréia) e TG (C-Metilparabeno e
D-Imidazolinidil uréia) do extrato obtido das folhas de M. charantia com o0s agentes
conservantes.
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Figura 41 - Curvas DTA (A-Metilparabeno e B-Imidazolinidil uréia) e TG (C-Metilparabeno e
D-Imidazolinidil uréia) do extrato obtido dos frutos de M. charantia com os agentes
conservantes.
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5.4.2 Caracterizacdo das formulagdes

Com a definicdo descrita pelo estudo de compatibilidade desenvolveu-se duas
formulacBes para uso topico em forma de gel. Na primeira formulacdo utilizou-se como
ingrediente ativo o extrato obtido das folhas e na segunda formulacdo o extrato obtido dos

frutos, sendo denominadadas de FEP e FEF, respectivamente.

5.4.2.1 Caracteristicas organolépticas, determinacéo do pH, estresse térmico e centrifugacdo

A formulagcdo FEP apresentou coloracdo verde escura (figura 41A) com odor
caracteristico do extrato das folhas de M. charantia ndo havendo ocorréncia de separacdo de
fases. Apos o periodo de 24 horas o gel mostrou-se estavel macroscopicamente, sem ocorréncia
de precipitacéo, turvacdo ou separacdo de fases, com coloragéo e odor dentro da normalidade
(tabela 48).

A coloragdo marrom clara foi observada na forumulacdo FEF (figura 41B), com odor
caracteristico do extrato dos frutos de M. charantia. Nessa formulacdo também ndo ocorreu
separacdo de fases e 0 gel mostrou-se em analise macroscépica, com auséncia de precipitacéo

turvacdo ou separacao de fases e permanéncia da coloragéo (tabela 49).
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Figura 42 - Aspectos Macroscopicos dos géis produzidos com os extratos das folhas (A) e do
fruto (B).
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Tabela 48 - Resultados dos pardmetros avaliados apds 24 horas, estresse térmico e apos
centrifugacdo do gel obtido com os extratos das folhas. Os resultados de ph e condutividade das
amostras estdo expressos em média + desvio padrao.

Apds 24

Parametros horas Apos centrifugacéo 40°C 50°C 60°C

Aspecto SA SA SA AS SA

Cor SA SA SA AS SA

Odor SA SA SA AS SA
pH 6,02 +0,01 5,99 +0,02 6,01+0,10 6,03+0,14 6,00+0,05

Legenda:SA: sem alteracao.

Tabela 49 - Resultados dos parametros avaliados apds 24 horas, estresse térmico e apos
centrifugacao do gel obtido com os extratos dos frutos. Os resultados de ph e condutividade das
amostras estdo expressos em média + desvio padréo.

Parametros Aﬁgrsa? Apos centrifugacéo 40°C 50°C 60°C
Aspecto SA SA SA AS SA
Cor SA SA SA AS SA
Odor SA SA SA AS SA
pH 6,05 +0,06 6,04 +0,03 6,01+0,02 6,03+0,04 6,04+0,05

Legenda:SA: sem alteracao.

Para a determinacdo de pH do branco foi preparado uma amostra de gel sem adicao
dos extratos, apresentando pH de 5.5. Nas amostras de gel com os extratos incorporado, o pH
da formulacdo ficou em torno de 6,0 + 0,0330 permanecendo em conformidade com o
preconizado no Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012), pois a faixa
de pH ideal para géis € de 5,5 a 6,5 compativeis com o pH cutaneo e devem ser usados como
critério de estabilidade de formulacdes topicas (SILVA et al, 2013). Na analise de variancia
estatistica aplicada as leituras de pH apds 24 horas, considerando P<0,05, foi verificado que e
o F calculado (0,1) foi menor que o F critico (6,50) sugerindo que ndo houve diferenca
significativa estatistica e que as médias sdo equivalentes. Os resultados de pH estdo expressos
em média * desvio padrdo nas tabela 48 e 49

Com relacdo a estabilidade apds a centrifugacao e estresse térmico, foi possivel avaliar

que ndo houveram mudancgas na aparéncia dos géis, permanecendo homogéneos, sem separacao
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de fases ou precipitacdo, com cor e odor dentro da normalidade. As leituras de pH ap6s o
processo de centrifugacdo ndo apresentaram variagoes significativas (P<0,05). Os valores de
pH apods estresse térmico mantiveram-se dentro da faixa recomendada, nas temperaturas
avaliadas.

O pH cutaneo é um parametro muito importante envolvido na eficacia de um sistema
de liberacdo de farmacos em nivel de utilizacdo tdpica, apresentando uma significativa
associacdo. O valor do pH influencia, ainda, a carga elétrica na superficie da pele e do polimero,
logo pode afetar a interacdo entre o gel e a pele. Sendo assim o ajuste do pH é valido no sentido
de garantir uma boa adeséo da formulacéo ao local desejado. Portanto, de acordo com os valores
de pH evidenciados as formulacGes apresentam-se coerentes com a utilizacdo tdpica
(EDSMAN E HAGERSTROM, 2015).

5.4.2.2 Viscosidade

A viscosidade dos géis pode ser observada na figura 42 o reograma apresentou uma
variacao da viscosidade com 0 aumento progressivo e regressivo da velocidade de rotagédo do
spindle, podendo ser observado que o0s géis estudados apresentaram comportamento
pseudoplastico. Com os dados coletados é possivel determinar a relacdo de estado reoldgico,
indicando que os géis mostraram um comportamento caracteristico de fluxo ndo newtoniano do
tipo pseudoplastico, pois quanto maior a taxa de cisalhamento imposta, menor foi a viscosidade
dinamica aparente (NUNES, et al., 2012).

Figura 43 - Perfis das viscosidades obtidas nas formulac¢6es produzidas.
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Além de se apresentarem como pseudolpéstico as formulacdes apresentaram carater
tixotropico. De acordo com Corréa et al, 2005 o produto tixotrépico tende a ter maior vida de
prateleira (“"shelf-life"), pois durante o armazenamento, este apresenta viscosidade constante, 0
que dificulta a separagdo dos constituintes da formulacdo. Além dessa vantagem, a obtencdo de
formulacGes de uso tépico com carater tixotrdpico é bastante almejada, pois elas se deformam
durante a aplicacéo, ou seja, tornando-se mais fluidas facilitando o espalhamento e recuperando
a viscosidade inicial no momento que se encerra a aplicagdo, o que evita que o produto escorra.
Por outro lado, ¢ interessante a obtencdo de um valor de tixotropia ndo muito elevado para que
0 produto ndo escorra sobre a pele ap6s aplicacdo devido a uma recupera¢do muito lenta da sua
estrutura e também de um valor ndo muito baixo, pois isso pode acarretar em baixa

espalhabilidade do produto ndo permitindo uma distribuigcdo uniforme sobre a pele.

5.4.2.3 Espalhabilidade

O teste de esalhabilidade alicado é um teste que se baseia na resisténcia ao movimento
forcado. Os resultados correspondem a relacdo entre a area de espalhamento com a forca
aplicada sobre o produto e o esfor¢o limite, relacdo que corresponde ao fator de espalhabilidade
(CORDEIRO et al., 2013).

Os testes de espalhabilidade realizados mostraram que a relagdo entre as areas e 0
esforco-limite duas formulacGes foram estatisticamente iguais (Figura 43). Ou seja, 0s tipos de

extratos utilizados ndo foram determinantes para a espalhabilidade da forma farmacéutica.

Figura 44 - Espalhabilidade dos géis em fungdo do peso adicionado.
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Os dados referentes a espalhabilidade sdo importantes pois determinam modificacfes
na &rea de abrangéncia do produto, podendo facilitar ou dificultar aplicacdo do mesmo. Assim
se a formulacdo produzida tiver melhores caracteristicas reoldgicas, ela podera ser utilizada
com maior aceitabilidade no momento de sua aplicacdo sobre a pele lesada e em menor
quantidade, levando a uma reducdo do consumo dessa preparacdo com a mesma eficacia
terapéutica (BORELLA et al., 2010).

5.4.3 Avaliagéo preliminar da estabilidade

Antes de iniciar o estudo de estabilidade preliminar os produtos foram submetidos ao
teste de centrifugacdo, estresse térmico, analise das caracteristicas organolépticas, avaliacdo da
viscosidade e determinacdo da espalhabilidade, onde os resultados sdo demonstrados nos itens
anteriores, correspondendo aos dados do inicio (TO) do ciclo.

Em relagdo as caracteristicas organolépticas ndo houve alteracdo nos aspectos
macroscopicos das duas formulagdes, assim como as duas formulagdes mantiveram ao fim dos
12 dias as coloracdes e o odor caracteristicos dos extratos doas folhas e dos frutos de M.
charantia.

Os resultados correspondente a pH ndo apresentaram alteracdes significativas como pode-se

observar na tabela 50.

Tabela 50 - Determinacéo do pH e densidade, no inicio e término do ciclo de 12 dias.

FormulacGes TO0 (inicio) T12 (Final)
FEP 6,02 £0,01 5,99 £0,04
FEF 6,05 0,03 6,02 £0,03

P<0,05.

Em relacdo a viscosidade observou-se que ndo houve variacao significativa desse
parametro nas duas formulacGes apenas uma pequena diminuicdo dos valores no final do 12°

dia. Porém, o perfil de viscosidade permaneceu o mesmo do TO (figura 44).



154

Figura 45 - Perfis das viscosidades obtidas nas formula¢Ges produzidas no inicio e fim do ciclo
de 12 dias. A- FEP; B-FEF.
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Os resultados apresentados corroboram com o que afirma Cordeiro, 2013, pois 0
produto tixotrépico tende a ter maior prazo de validade, pois durante o periodo no qual o
produto permanece em repouso, este apresenta viscosidade constante, o que dificulta a
separacdo dos constituintes da formulacdo, garantindo a eficAcia do umectante utilizado na
formulacéo.

Os resultados de espalhabilidade apresentados nas formulagdes mostram a manutengéo
da espalhabilidade sem proporcionar escorrimento do produto no momento da aplicacéo, frente

as condicOes de armazenamento no fim do ciclo de 12 dias (Figura 45).

Figura 46 - Espalhabilidade dos géis em funcdo do peso adicionado no inicio e fim do ciclo de
12 dias. A- FEP; B-FEF.
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Ainda observou-se que na formulacdo FEF, houve um aumento da espalhabilidade
maior do que o ocorrido na formulagdo FEP, todavia, nad alterou as caracteristicas reologicas

da formulagdo, indicando boa estabilidade fisica das formulagdes no periodo estudado.

5.4.4 Andlise da eficacia da formulacao

5.4.4.1 Doseamento microbioldgico

Observando a figura 46 percebe-se que as duas formulacGes obtiveram atividade
antimicrobiana em funcdo da concentragdo reduzindo o nimero de Unidades Formadoras de
Coldnias das duas bactérias em relagdo ao numero de UFC do indculo no momento da insercdo
dessas amostras. As formulacao sem adicdo dos extratos (branco) ndo obteve atividade

inibitoria sobre os microrganismos.

Figura 47 - Curva quantidade de unidades formadoras de coldnias nos inoculos bacterianos em
funcdo da concentracdo da substancia de referéncia (extratos) e das amostras testes
(formulagbes) frente a S. Aureus (A) e E.coli (B).
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O paralelismo das retas das formulaces em relagdo aos extratos foi confirmado, visto
que todas as retas possuiam o mesmo coeficiente angular (a) na equagdo da reta (y = ax+b)
(Tabelas 51 e 52), sendo possivel fazer uma relacdo de doseamento entre as concentracdes dos
padrdes (extratos) e amostras (formulagdes), calculando assim a poténcia antimicrobiana das
formulagGes em relagdo aos extratos.

Tabela 51 - Dados das equacGes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das concentraces
dos extratos e das formulagdes frente a S. aureus.

Coeficiente
de
Coeficiente angular Coeficiente Linear correlagdo
Amostras (@) (b) (r?)
Folha 0,550 75,070 0,996
FEP 0,550 73,070 0,995
Fruto 0,550 80,070 0,994
FEF 0,550 72,019 0,996

Tabela 52 - Dados das equacdes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das concentrac¢des
dos dos extratos e das formulacdes frente a E. coli.

Coeficiente
Extrato/ Coeficiente angular Coeficiente de correlacao
antimicrobiano )] Linear (b) (r?)
Folha 0,370 63,160 0,996
FEP 0,370 61,186 0,997
Fruto 0,370 65,200 0,995
FEF 0,370 63,27 0,993

Com os dados demontrados na tabela 53 percebe-se que as formulacbes obtiveram
valores de poténcia relativa dentro do especificado para produtos de origem vegetal (85-115%),

de acordo com o Formulario Nacional de Fitoterapicos (2011).
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Tabela 53 - Valores de poténcias percentuais das formulacdes em relacdo aos extratos contra
S.aureus e E. coli apresentados no TO E T12,

Microrganismos Formulagdes Tempo
To T
S. aureus FEP 94,56 92,23
FEF 91,28 90,15
E. coli FEP 94,89 93,56
FEF 92,65 91,78

Observou-se ainda que ndo houve variacdo siginificativa do doseamento em relagéo
ao tempo de 12 dias indicando boa estabilidade na eficacia microbioldgica das formulacdes no
periodo estudado (CORDEIRO et al, 2013).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Com arealizacdo desse trabalho percebeu-se que com a metodologia de processamento
das drogas vegetais utilizadas foi possivel obter amostras das folhas e dos frutos em diferentes
tamanhos de particulas na faixa micrométrica.

As infusbes obtidas dos frutos e das folhas de Momordica charantia obtiveram
atividade antimicrobiana contra os microrganimos S. aureus. P. aeruginosa. E. coli e K.
pneumoniae. obtendo valores de CIM menor do que 1mg/mL em todos os tamanhos de
particulas. As amostras vegetais possuem citotoxicidade relativamente baixa uma vez que ndo
foi possivel determinar a Eso.

As infusbes obtidas apresentaram concentragdes significativas de taninos, flavondides
e polifenois totais, ocorrendo uma variagdo inversalmente proporcional nas concentracdes de
todos os metabolitos quantificados em fungdo do tamanho de particula, podendo essas drogas
vegetais serem diferenciadas pela quantificacdo desses compostos. A caracterizacao das drogas
vegetais obtidas de Momordica charantia foi especifica de acordo com o tamanho de particulas
atraveés dos dados térmicos e cinéticos obtidos coma TG e DTA e 0s os dados de cromatografia.
Isso foi evidenciado pela aplicacdo das técnicas de analise multivariada PCA E HCA nos dados
obtidos. Esses resultados foram confirmados com dados obtidos através da RMN-H1
evidenciando que as quantidades de picos variaram de acordo com o tamanho de particula da
amostra vegetal.

Em relacdo aos extratos observou-se equivaléncias quanto aos dados termoanaliticos,
cromatograficos e composicéo fitoquimica entre os lotes diferenciados dos extratos das folhas
e dos frutos de M. charantia. Portanto, a aplicacdo dessas técnicas forneceu dados importantes
que podem ser utilizados como parametro de controle de qualidade e reprodutibilidade das
caracteristicas lote a lote de isumos vegetais apresentando assim, grande relevancia.

Para que um ingrediente ativo seja eficaz quanto a sua natureza antimicrobiana contra
determinado microrganismo, € necessario que sua poténcia esteja dentro dos limites
estabelecidos, de modo que forneca eficécia, seguranca e qualidade. Sendo assim, na realizacao
do doseamento de poténcia antimicrobiana dos extratos secos obtidos das folhas e dos frutos de
M. charantia os resultados obtidos indicaram que o ensaio microbiolégico do método de
microdiluicdo oferecem boa precisdo, exatiddo, bem como uma curva de calibracdo apropriada
sendo efetivo para doseamento microbioldgico dos extratos nebulizados. Além disso, com a

aplicagdo do método observou-se que 0 0s extratos possuem uma poténcia similar ao padréo
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nos mesmos niveis de concentracdo, frente a S. aureus e E. coli e que se apresentarm dentro
das especificagdes.

Os estudos de compatibilidade extrato nebulizado/exci
piente, por analise técnica mostraram que 0s excipientes Natrosol, Propilenoglicol e
Imidazolidinil uréia utilizados na forma farmacéutica gel, apresentam indicios de
compatibilidade com o extrato.

Foi percebivel ainda que as formulagdes produzidas a partir dos extratos e do estudo
de compatibilidade obtiveram parametros de pH, viscosidade e espalhabilidade dentro dos
especificados. Isso foi observado ap6s 24 horas de obtencdo da formulacdo e apds 12 dias,
caracterizando uma boa estabilidade das formulagdes nas condi¢bes empregadas e uma boa
correlacdo dos ingredientes ativos (extratos) e o0s excipientes selecionados no estudo
termoanalitico de compatibilidade.

Com o estudo realizado percebe-se a importancia de trabalhos que mostrem o
desenvolvimento de um medicamento fitoterapico, bem como a caracterizagdo e padronizacao
de seu insumo ativo, apontando indicios para a producdo de produtos de origem vegetal que

tenham comprovada a sua qualidade, seguranca e eficacia.
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L. Imtreduction therapeutic allernatives fo treat these infections and 1o desive
ithess akermatiees mainly fromm matural produocs | 2].
The knowledpe of raditonal medicine and the use of medico- In ithis conlext, Momordiica charaefis is a spedcs popu-

m]ph.nl:ln: of fendamental tmportance tn the dewe opmment Ty kmicwwmn as “heitier gourd, ™ “bitter melon,” or “melio de s3o
tical compandes became the  caslamc™ This spedes s cultivaled throsghou the world and

mglﬂfmmﬂﬂ"ﬂmmuﬂngﬂ.l applications, are usedd in folk medicme, and s madicinal benefits are
I haee lowr ioxicity and are masy bo acoess and of  well Ied, experially its properiies,
low ost |1 In asodation with these facis, i muosi be mwmlj—5]1kmm
commidered thal drugs slready on the market are developing fom Momordica charaniia freit conitain binlogically

redsiance o pathogens, causing serious problems for the  active metabolfies indeding chemical ghyood EEROUNS,
world s population. Therefors, 1L is necesary bo search for new alkadoids, feed oils, rilevpenes, proteins, and sieroids [3, &].
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Since this 15 of plant

Celga o gl comprendo ey b v
maleriak used for the production of 2 new herbal medicine
with antimicrobal activity.

“The market for berbal products is growing worldwide, bul
ithis inirease s not reflected in the g of aailable herhal
medicines becuse there are major obstades io effacting

irol, proaf of and proof of efficacy of
nﬁﬂdﬂﬂ%tdﬁﬂ:dﬂ]m@ﬁuf
dertvaiives of vegetahle |7, 8.

‘Therefore, control of the granulometry of the powders
from vegetable i am important facior in the mamef,
mmump:&mMnhmuqmﬁmE
infimential tn warious stages of |%]. In addison, in
RI number 26 of 13 May 2000, ANVISA | mentioned
that one should consider the degree of reduction of particls
hli:.tn.zuf:ntdh:lndtmurhﬂhidnglmdul
ifmal product By the consumer Therefore, analvticl methods
e heren med i aid in the characierizmtion of compounds
deriwed from plant drug extracts and teir producis.

In this thermoanalytical wuch as they-
mﬂ&ﬁﬁﬁmﬂﬂnﬂdhﬂ]:ﬂ]ﬂﬂmﬂ
are used for differen) parposes in pharmacestical techno
mﬂndwmmh:mmfmg
and thermal bebavior of drugs such 2 theae cbiained from
plam [13-14]. Pyrolysis compled with gas chromaingraphy and
s (PyT-GiYMS) is ussful for hecidation of
deromposition of comples volumes of orgamic moleoals,
mich 2 in the e of vegetable drugs [I5, K] Meckar
magmetic resonamce, 'H KME, has been applied snccescfully
in several dudis’ fingerprinting, in which fmgerprinis of
complex mirters specim under sandard condiions are
evalmaied, since most organkc metaboliiss conlain the 1H
iminpe and have high matural abendance (39.98%) [17].

‘This paper deweoped amethodological modd toevaluaie
ﬁtltpirfct'll::ugﬂ:]thqﬂmd'ﬂdmthm
different pariiche sizes, using differeni analytical methods in

order in-emmure the quatity of the pharmacentical plant's e
imgredient.

2. Methodelogy

11 the Drug. Momordica charantia

{learees and frutis) was collecied in the semiarid region of
Faratha, Brarl, in the countryside in Sio jost da Maia,
latftude 73" and longitude 35755, befween Decamber 2014
and January 2015, respeciing the td=l time for collaciion.
The voucher specimen was in the Herhirio Manue
de Armuda Cimar (ACAMD, Stae Unfvercly of Paraiba,
mnder regisitration mmmber EAN-257/ACAM, thus proving

the :uhmu:qr of the plan.

23 of Fowsder, ‘The leves and fruit of the plants
were in an oven with circubating air iemperaturs
controlled a 40°C. The dried material was milled
n‘nﬂfmmhkhm:ﬂfmﬁ::dwt]r:i.
Marcon! brand, coupled bo 2 sieve of 10 mesh. The

plant dreg was subjecied bo a gysiem of seves with difiereni

sournal of Analytical Methods in Chemistry

re sires: 3 7 am, <787 um, <H9pm, and <7 gm. The
mmvuhﬂduﬂhﬂ?@.ﬁfﬂﬁ?p}.
F3 (<199 pm), and F4 (<71 um) and the leves sample was
denoled as F1 (2797 um). P2 (<257 pm), F3 (<149 gm). and

P (<74 pm).

23, Thermogravimery (TG Amalyst. Dynamic themo-

curves of the powders of plans in difeent
particle sars were obiained in a 1 ke TOA-S0H
madel, shimadz, o1 a beating rbe of B°C/min, roging from
0 1o 2 iemperature of 90000 We used an atmosphere
of nilogen and air with a flow of 50mLimin
and 20mlmin, respectively. Mass used was 500 = .05 mg,
ad cach sample was in an alemina udble.
The mbbriion of the almce was performed ming
aldum oralate monohydrate The were anahred
msing TASYS sofware W &0, bo characierize the

weight lnss sieps.

24, Determination of the Kinetics of Degradatioe. The kinet-
s ol of the drug obizined from plant fruits and
leves of M. chamantis were using termmgmavimet-
mic curees in synihetic air amosphere {20ml/min) undsr
heating raies of 5, ¥, 20, and 40 Cimin. Based on the data
ohizined in the curees, we applied the Omwa
midel 1o determing the kinetic reaction order
i, frequency facior (A, and activation energy (E, ). For the
determination of thew parameters, we used TASYS software
W5, shimzden

25, Diferential Thermal Analysts, Using the differenital ther-
mal curves, of in diffiereni particle sres
weTE in a differential thermal mahwe, DTA-50,
shimadm, 2 2 heating rale of Wremin~', varying from
Eilna of 9007 under an atmosphere of
mitrogen, with Sow of S0mLAmin. The samples were placed
hmi-ﬂnmﬂhhdngmu[EMtﬂ.{ﬁugﬁl
ach . The calibration of the

™= point and enthalpy Lu'umd:l.nl::
dandards, The diffrential hermal corees were anabzed
msing the program TASYS &0, Shimadm.

2, Fymoiysts Coupled with GOOMS. Pyrobysts was carried out

a pyrelyeer (Shimaden, Py7-4A), directly coupled 1o
EJ-UE-QEIEML hryn:l-mnilinﬁ:n'fm phn:
mmipbqidﬁh}hﬂl}ﬂhnuu:ﬁ}ﬂuum
.35 mm inlernal dizmeter, and 025 particle stee). The inier-
face \emperature was 0°C and was increased by 2 rade of
Hriimin Ao 3007 and then held for 5 minies. Heliom was
e 35 3 caier gas at a flow raie of 17ml/min and a spiil
ratdc of 1-5. The mass spactrometer was configured io scm a
mn.T from ez 5 boene 450, The mass specina were

y:h:htnmiumuuﬂd?ﬂﬂ'
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thermodecompositdon by thermogravimetric analysis of the
s spctr ary i Wike: b Edton, o Chss 56,

2.7 Profon NME Spectoscopy. HY -dimensional spectra were
chizined using a Varan SMIMHr spectromeler with a
:l:|:|:l: of waste evaporated hydmethanohic extract (HSS)
drugs i ditferent stres, solubilived
l:l-b’l.ﬂ:ll:l.h'liﬂ (Dsis- We then compared the
mdhuﬂwmmﬂmwm
mmeder the same extraction condidons,
MEmLcEmthmumwuﬂ:hiThr
amembly was subjecied io extraction in an witrasonnd bath
{USC 28004, Uniqee, Braxl) for 1 bour and then |eft in stand
for 24 hoams, The extractive oycle was repested thaee Umes,
Thazn, ithe matiertal was fillered using cotton. The filtrate was
plced in 2 porcelain capsale, and the sobvent was evaporaied
in an oven with air cicculaiion {(ET 3412, Temal, Braril} ai
AT fior 24 bours. A the end of e process, we were b=l with
a residne which was solubilized in DMS0-35 mnd sobjecied

. All spacira were mammally corredied for phase and base-

lkime and anabzed the Mestreboa® £0.2 softuare
{sestrelah Research). shifts (&) are expressed tn
parts per million {ppml.

ZE Deterenimation of the Anttonmobls! dofety To evalusis
ithe amtimicrobial aciivily, 5% infusions were obixined from
differeni particle sives of the frofs and leaves. Standard
siraims used incheded Amenican Type Coliure Collsction
{ATOC) of Prcherichin colf (ATOC 25927), Stophyimores
aurers (ATOC 25923), Premdomomss aerupinosa (ATOC
27253), and Kiebriells prewmonise {ATOC 43520, which were
made availabde by the Onealdo Cnm Foundation (Ao,
Rk

ZEL Soeeming Mirobinkgyr The micooganisms wers
mainizined tn iest inbes containing BHI agar and then grosm
in Holidry Rentals Abroad Hindon al 37 for 24 hours.
The determination of mintmum concentration
{M1C) was performied by broth microdibetion method. 0 was
performed in $6-well microplates according o the Chindcl
and 1 Institube (CLE1) procedures [18].

mmmﬂlﬂhﬂmhﬁutmm
Smil. derlle 0.9% saline. The mspension was adpmind
mmm:mmm:cmmmﬁhr
o HF WRC.

e hundred microliters of infedon of 3% (50 mgimil.)
was mihjected to seral dilution tn M0ller-Hinlon broth in
each microphie, therehy oblatning the following concentra-
toms: 35, 115, 625, 3.2, 156, 0.7E, 039, and C.195mp'mL
in each infusion. Ten microlilers of each microculiure was
added ip each well of the microplale.

They were med = negative conimol, and distilled waler
was mod as the posdttes control, pentamicin 20mgimil.
The hm:]gruﬂ]:mlndﬂdh-:idlﬂmdmﬁ
of aqueres resmarin (Sigma-Aldrichy 001%, with fi

incubation & % C ¢ T for 2 Vishle microorganisms
reduced the hiwe dpe o 2 pink mlor. Thes, the MIC was
defmed ax e lowesl comomniraidon at which there was no
champe of color noted in the dpe

3. Results and Discussion

1.1, Thermogra (7). Thermal decompo-
du-:-u-:flh:mu;ls,l:u and frefl, oocurred in six
when sebjecied in the ymihelic sir aimesphene ai a
Eﬂgrﬁ:-u“]‘ﬂuinil:ﬂmﬂwd:mtdlhllk
presende of Ihdtmﬂdmnuiﬂr
mmﬂ'ﬂw I.Lq:l'uﬂ]::rtpd
degradation and a miner mineral residue n 2l the samples

& compared o inert atmosphee 2l the same rate of beating
{Figures | and ).

In an cxidative atmosphere air], thermal
deoompesition of the fird event ocommred at the following
femperaiures ranges in the leves: 35-10370, 351060, 35—
W, and 35-167C, with the following losses of mass:
£.7%, 73%, 5.6%, and S.0% for PL P2, P2, and P4 samples,

. The same event was chserved when plants were
mihjected o0 an inerl aimesphere, thereby obiaining the
followring bemperature ramges: 350670, B 050, B0,
and 35000, fior the f losses of aquivalent
Hﬁ&ﬁﬁ.mﬂimnngmlqhﬂ?lﬂ
and P4, respectively. For vegelable drugs obiained from the
frutts of Momordica charomitg, we oheervel smilar evenis.
“Thus, ithis firet stage of decomposition occurred in synihetic
ar ab 35-W08'C, 359070, 35897, and 35-16"C with the
s kst of 4.5% for semples FI and F2 and 4.7% Lo 5.0%
for F3 and P, mespectively, aoconding 1o the mme evenls
& vepetable drogs were mbjeried 10 an inerl amosphee,

the fi iempraiwe Anges 35—
s, 35N, 351000 35-0HC for mass bosses

equal in 1.8%, 1.5%, 5.3%, and 4.4%, referring io sempls F1
respeciively.

F2, F3, and Fi,

The farst of thermal is 1o hallmark
the loms of producis, mainly ree waler, a5 this eveni
ocoms in fusion trades and with vaporiztion of the sebsiamoe
12, 20]. These weight Joss values are rebied o water, and the
recommenided level of waler ini the sample 15 less than 1%
[1]

The second stzge of thermal degradation is rdated 1o
the lom of bound water in wepetzhle drugs. An Incresed
mas loss was observed in vepeiable dmgs obiained from
frmdts (FL, FZ, F3, and F4) with losses of 2.7, 3.7%, 3.0%,
and 4.0%, respectively, with repect o the obiained sheels
(P, P2, P3, and P4) with loex of 45%, 4.4%, 1.6%, and
A.0%, respactively. Almost the mme ovents were observed
in the ten atmospheres evaluated, indicating thal perhaps
this dnes not depend om the atmosphere (o
which wli:ﬁiqmml#clni

In plant dregs obtatned from Momordios charetis eaves,
the thinl dage in synihetic air introdeced the maximem
value of mass loas of 11959, oo betwesn 335 and
285 for sample P, obtaining valu= in an inert
mﬂut For drags derfeed from the fruf, the

in oxldatier amesphers ooommed In smple F3
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FIGUEE 3: Dhrag Momordics chornia (S TG corves in Siferend partick: saoad o hagag reie of 107 mis ! i ymihete wr (2] and merd

simzaphere (kL

I:udrn-mlh:lmq:u'-':rmpdm‘cmr{ wilh 9.3%
mass ks ocomming when o similar values inan
inerl atmosphere. 1 is suggesied that in the decomposition
there was no degradation of matrix of the plant,
only outpul samples of the constitments; there may have Bazn
a phase transitiom, swch as volatilization, stnce similar profiles
mﬂﬂﬁwmm-:mmm

=]
The stage of in which there was the greaiesi
utﬂ:tl?mlh:ﬁ:uﬂh:hphrihﬂ'h:]umhh

stmdy, Thas, among the drugs of the ohizned sheets that had

more significan] degradation was P2 with a weight los of
20.6% obtained hetwesm tures of 2707C 1o 3587, For

the frufl that had higher degradation al this sage, FI was
the highest, with mass loss of 35.9% beteern tura
ranges of 35070 10 3807 This stage was = the
decomposttion of all .
1hmmmﬂm&hhmﬂﬁm
of carhoh ydrades and other organic compounds presend tn e
species [23].
The thermal decompaosition in the two profils in similar

atmospheres was evaluaied in this siep, a5 were samples
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Tamx b Decompogtion of S main prramcicn of e amgla
chizined from the degradation dep lerea

TalE k Deampostion of e man parancien of the mmpla
chizired Evm e dogradation scp frate

Samgles  Rate (Cimin) Dot 0] End (U] Weight lom (%)

Seples  Rte ("Cfmen) oot (10 End () Weight lom (%)

E MRE ML B4 5 HER LT P
P 1] MR T o Fl ] LT . i M
o] BLR W il o IIIE AW nm
4 B INTE o 4 HEE M3 3
E MET  BMEE mia 5 IESE LM ML
P 1] ma& ¥ 1501 12 ] & MW 4.3
o] WL A L) o Bl 3n AT
il pri | I L] il IRl 3521 DI
E E3E L pEfL S i oas Flae A
P 1] Al E1W DlE 3 ] 73l 3Enm B
o mis I Zaa o @il S IELET
il 50 T 128l il {FF7  SEM Bl
E 38 x0T nx i ey ML HE
M 1] A9 FEIE 1,595 e ] 384 HE1 HME
o Nl IO M o an  4Em 10,83
L) M e nEE L) #i51 LTk 3.

chizined from the fruil and kaves and difisent partide
yes, thes ?ﬂmﬂhpﬂm of the mme chemicl
comststments of organic ortgin in all plan) dnegs.

The il represend the contimmtion of the
-i:g;m:l.#:nu:&uﬁlh mineral residure formation in the
end. The quanty of the mineral residue ranged from 13.3% Lo
37% for the samples obtained from the lexves and 10.2% Lo
3707% [or the smples obtained from the frufl. Al observed
was variation according Lo particle siee. The data demonstraie
that mineral wasie ssmples of keves and (s tn differen
particle staes can be med @0 indicate the ol the
wmple for each particle stee differentiation. These results
corrohorate those found by Corretaet al, 2006 |20].

12 Kinetic Forameters Determingtion. The fourth siep was
chosen 2 that in which the major welght koss in the thermal

tion reaction process for all semple ocoureed
and was usad 1o cakculde the kinetic parameters of the
degradaiion wing the Ozawa method. 1ata for this step are
described in Tahles 1and 2

Thes, termogravimelric cerves of all the samples were
ohizined the heating raies 40, 20, 10, and 5Cmin
All parves were using the coidalive atmosphere.

All mmples demonstrated siv thermal decomposition
evenis, Incresing initlal \emperstere of each event as a
function of heating rate was ohserved. There was abo dic
plecement of the lemperaiunes and mas ks acoonding 1o
particle sine when heating for the same reason (Figares 3and
). The particles of smaller stee (P4 and F4) had a smaller loss
of maus, thas resalting in greater mineral residue.

This displacement may be associaied with ditferent chem-
ical composition in each particl sire. There are different
beal transler ries for each sample and there i diffarem
activation enegy for degradation a1 each different st of

TamE % Thomal decompmition kincdsc pemymcicr (st sad
lcrweal

Kareise parsnicic
Acvation . Froguency fador
cacryy (ifimal) _ hevsen i {rmin )
Fl (LTIL] [ 1] A9 = 17
1 Lk 4 [ 1] 17% = I
F3 054 1] L07 « 10
4 [ Wy | 1] £I0 = IF
M rs [ 1] 1E4E '
mn Al 1] AT « 10
I3 L1 [ 1] TATE o 10
M BTl 1] 1NE « 0

partide |34, 35). Different profiles of the drugs were ohixined
from: the M. charantis leaves and fruik

Thee greatest wedghl loss was cheerved in sample FI when
mbjecied 10 bheating rie of 5Chmin, and this mass loss
was equal bo 29.4%, cocurming between the temperatures of
MIESC o HM2LIFC 'IHIE‘HH!\“?HDHEIH he sznc-
aied with the presence in sample P1 of a greater amount of
chemical constitments al this iemperature :
1Iuwu:u]:tnli:ﬂ::qhnlr&-:fllﬂ:rmln.m
was the sample hetween herhal drogs obtadned from frufis
that demomsiraied preaier welght los (35.974%) between
21450 and 38005

with the caloubtion cbiatned using the kinetic method of
Osnar, the same order of reaction for 2l samples was ghven,
& shown in Tahle 3.

1L was observed that the valee of the activation mergy
decreases with sire. This ocomrmed both
i the freit camples chizined and in samples cbiained from
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the keaves. Thus, it was oheered that the acthation energy
foliowrd the order FI > F2 > F3 » Fd in the froils and
Pl » F2 » F3 » P4 in the leaves. The acthation enetgy is
defmed a8 the minimum energy o cause chemical
reactions, incleding cracking reacitions of macomolecules
[26]. The, thir resull was expecisd dnce the powders of
wmples with smaller partide stee were charactertzed by
Raving a larger surface area and were more unstable mmples,
therefore requirtng lower activation enengy for the reactions
of thermecdecomiposition Lo accur [27]-

13 tral Thermal . The wegetahle drugs
ﬁhtmlh:hﬁunfu. i when mbjected 1o
differential thermal analysis showed two evothermic evenis

{Tahles 4 and 5.

Il was observed thai the second evenl had higher energy
redeae, thus that this even is refated 1o.a more sig-
nificanl welght los. This segpestion is supporied by mmelat-
ing thee data with the DTA curve of the TC corees, n that
this event wilh greater energy release oocurmed
afier the preatest maes boss in the themmogravimetric analysis

dep. In this iemperatere range whene there is degradation
of aromatic and saturaied carbon atom-nked structers,

other breaches of structures are present in lape
quantities in drogs [H3].
Moreoeer, i was observed thal in the second evotbermic
peak there was a proportional decresse in enthalpy as a
fanction of the partide stres; thus, the obtaned smple P4
demonstrated lower enthalpy. This ditference in energy valuss
may be assoctaied with the presence of macrocomponents
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1 L] 00 fil] L 11] ]
Tenperaiur O
1 —
- —_—
[4]

L Py =]

Fioues 4: M. charastia {fraits) T cerves in et particle sra [0) Rade of 5 Clemin, (b) Bte of W7 Clein, (e} Boie of 30T mes. (d) Ruie

of $07CFmin.

much as cellubose and bgmins which may ooour in barger

Lies in with ke sires, thus reguining
'l-'-'t' IEEEMMET:H&EE nu;npmml.'l
Ilﬂ

For drug obtatned fret was oheerved of similar profiles
{Tahle =) in the DTA curves, thes presenting o exothermic

the sacond th enthalpy, correlating
m mﬁ%m::pu

mhl

The frutl vegetable drugs showed a higher enthalpy van-
ation in the sacond ewent in accordance with the sine;

thus, F4 sample with the smallest particle de demomsiraied
lower enthalpy in this second peak.

14 PprGLOME The data of TG curves demonstrates sig-
nificant mass Joases of vepelable drugs in the wemperature

ramge 2507 Lo S000C. In order io assess which degradation

producs refeased, the ks were subjected 1o
e Pyl proces  serperatres ol 250, 3. and
4507, representing the tnlermedie and initial

of the thermal decoemposiison process. In Tables € and 7,

the main compounds rel=ased during the stapes of thermal

ﬂmmhﬁmnﬂyﬂ“hﬂ:ﬂqi'ﬁ'lhﬁ
E

o, for Class- 500
With the data in Tahles & and 7, one realizes that the mme
enls, in certain were redeased from all

frmit. pamticle staes and did not just oorur in diferenitation
between drugs of different grain stze in relation bo the
compounds anahmed There were different tniensity values
ad peals that varied acconding io

sz Thesame happenad with the herbal drugs

from the lezves {Figures 5 and 6).
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of lezves from the sobslance

Sy Hyyd wiere evident at all three wemperatures, but with
differemd ar=as, with wlues of area under the l=m-
perature of 45070, with B3min relention time for
retaining PL, 353 min for P2, 26.2 min for P3, and 272min
for PA. Other compounds abo appeared 10 he bighlighted
in these samples, sach as slaneml {2 He (0, which was

chserved at of 3¢ and 4507C, and myristic
acd 0, Hyid, b and monene (0, ) evident 2 iemper-
atures of BIC and 450°C, respectively. Samples chtained

from freits submited to 2507 had stmilar compounds that
showel areae, incinding siraric ackd (g HheOn) and
ph'm&hﬂﬁihlinﬂlﬁ,w#thUm times of
24.7 minfor F1, 253 min fior F2, 5.4 min for ¥3, and 25.Emin
for FA, and showed palmitic add for F1 a1 26.0min, 26.5min
fior F2 and F3, and 26.6min fo 254 min for F4.

The siearic ackd was abo evident af a iemperature of
3507, bul with a greater area a 22 3min reiention time for
Fl, 2 Amin for F2, 22 8min for F3, and 22 9min for Fi.
Besides this sebstamce, myristic acid also achieved consider-
ahile intensity, appearing al 135 min relenton Sme, 156 min,
and 1E7min, and 181 min for samples FL FZ, F3, and B4,
respectively. Al a femperature of 4507, the subsiances with
higher iniensity were oleic acd, Itmonene, and eugeniol,
with grealer imensity demonstraled in FI relention time of
173 nin, 101 min, and 14.1 min, respectively.

For purposss of titative amalysis of the relemssd
nmhlkmlﬂlfmufuﬂ:mhﬂulu-ﬂm
pmﬂdtﬂtﬂﬂitﬂmﬂ'ﬂunmuﬂltd.muh:ﬂ

the resttve area of stmilar peaks for the theer smples,

the sum of the aree of all the compoends amalyred was

comsdered as 1007%.
For the oblaingd from the leaver waz verifisd

through these perceniages than wemple whose particle stre
s mmaller (P4} showed a area chrom smaller
comsdering the compound neophytadiens (CyHygd when
relvied (o particle stres larger, motied this profile ai the three
Yari of relative
oo e T

with the obtatned les of the frofts, 1l was also
Mﬂm&mﬂhmﬁpﬂm[m
was obiained on 2 smaller area peak when considering some
compounds. Af lemperatures of 250 o 3507, this profile
prevalled for compoands siearic add and palmitic acid. In
the 4507C bemperalure profike, it was observed thal, in the
ds of palmitic acld and oleic acid, warioes profiles
m“mmmmacmnh.

I was also observed thal, a1 a iemperatere of 4507,
chromatographic peaks resolting from the pyrolytic process
showed the presence of a large number of substances from the
thermal degradati J.llu?crlnu less than this,
Ipﬂ:ﬂl:ul:l’n:;lhtrm n]}ﬂﬁﬁnilm‘mh
the relese of mergy in ditferenital thermal [DTA)
are expecied. Thus, the degradation products are delecied in

amomts at this lemperatore.
Tﬁnhmﬁ:ﬁmﬂ.mﬂhmdu
charantia in different pariicle sizes can be ditferenttaled by
pyrograms ohizined 2 temperatures of 250, 350,
and 4507

15, Profon WMRE Spectrosoopy. The charadiertzation and
dructeral ehecidation, chemicl medification, Biological
activity, and the study of bioactve metabolites of meckanism
of action were ahways made after the purification of the
metaholfies. However, the proceswes for obladning thess
compounds in pre form are very long and tedious. Thes, il 1s
of gread value o develop meth that are able 1o redaie
the information about the chemical composttion of a crede
axtract |249].

‘Thms, the 'H MME analysis was med in an atbempi
io possible similarities and differences among the
nﬁjﬁ'&mmpﬂtmm compared o the
quanistative imensity of peaks tn ditferen sz, in
Teble 2, we can see the number of peaks per chemical shifi
of the specira of each wample.

The numbers of the peaks wvary with each plani sample,
showing that sample with smaller particls stees provide more
peaks. The variation in the amomnt of serpe can be jestified
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by the presence and quantity of chemical compounds tha
can vary beheern samples, wihereas the mamples with smaller
particle stezs can appear to have 2 greater amount of soluble
substance in the used wobvents (F2081 and dewterated DS
|33].

‘The peaks evident in the area of 0.0-3.0 can be atiribwied
in the presence of aliphatic, methyl, and methylene groeps,
crboxrylic groups, and aminic and amidic groups, while
the region of 3.0-6.0 @n be attribuied to amino acd and
:-:-q:-:vl.l.l:hillnlu:: pipoosylaied region from 6.0 i 2.0, with

and phenclic compounds [30]-

lm: ako oheerved that the region where there were a
mumber of was Lhe region 0.0-3.0 ppm. Some
daim thai warious chemicl compoends can be iden-

tified in this region, sk as irilerpene and steroids
|30-72]_ Studies are reporisd in the using the
mme technige: and odher more sensitive inchrdgques which
procisely identify sech srectures in Momondis charanfis,
bt on lerees and on frofis [3-38]. Thers were o a2
greater member of drug paks n this region ohiztned from
fr-.llhlilmﬁu firom leaves; there may therefore
b a greater of such stractures in the Momordi
charantia fruit

16 Defermination of Anttmiombial Actvity In the micro-
=] screening of M. charamtia, the W
bﬂdi:wmmumwwm
of & mreus, E ml, B oruginesg, and K peeumonie,
demomsirating that waier i an effective sobwenl which cn be
meed fior the eviraciion of icactive plant materials { Table 9.
This information 15 tmportant because, according Lo some
dimdies |35, waler & usmlly the primary sbveni used in
folk medicing 1o obiain preparations from plants. Many of
these preparations are med io treat conditsons which would
mormally remill in bacierial infections.

In Tahle %, the valees of MIC of materials infused 2 con-
centrations bedow | mg/mil. for Sitferent bacteria,
of particle sters, can be ween. However, there are
im MEC valnes for the infused leaves among bacieria, with the
more poienl e in Staplplomoooes rreus and Frochericki
roff and the less poienl ones in Pseudomonas
and Kisbsielly preumoniae. The infused fruits M
values with more power for Eschericksa coll, followed by
Klebrilly preumonioe, and less polency in Stapipbmores

Herbs' e - - i‘.‘ﬂ""’_“ﬂ
t’:’“’i" etz o, E B Kp
P LEE OES 0TE OTE
P2 LEE OEE TR OTE
P LEE OES 0TE OTR
™ LEE LW 07 O7E
Monoroics charowtis

fraits

Fi 0780 oEE 07 00
F2 0730 03] 05 o
Fi 0780 D3 078 05
K4 0780 05 078 o5

o K Kkl anamasia,

murensand Permdormnms eruginesy, Fariicke sizes influenoesd
only the microbial potency of Exheridiia mb. Swdis report

waried chemicl compesition and pharmacclogical activity as
a fanction of particle e |32, 28].

4. Conclusions

The characierizaiion of vegeiahls dregs chisined from
Momordion charaniig has been according bo the sire
of partices throegh the and kinetic data obiaimed
from TG and DTA data, tn relation fo the

peak s of the examined compounds, showed
difirences in the chemical cithe freftand lerves
of Memoriia charantia, as well as in ditferent pariiche stees.
Thisz resulis wene confirmed by daia chixined by proton
Huuﬂnhingpd.qmuulhuﬂb:l 1o the
plant sample. Demonsirating the poleniial of probon KME
am analytical tool with its charadierisics, this
mdimm nol requiring long dme for
This may i bowe new

mdhumulﬁ:r:h.lmmdmnqh.
The infusions chizned from the frull and lexees of
Momorsics charantia presented anismicrobial actvily against
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hﬁuﬂﬂmﬂhh@hdﬂhﬂﬂﬂtﬂ! staes
leaves and frubts of Momorslicn charantia
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