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RESUMO

A resisténcia de bactérias e fungos patogénicos a antibioticos é atualmente uma problematica
reconhecida e novas alternativas para o tratamento de cepas resistentes sd@o de interesse
comum. O presente estudo consistiu em obter formas farmacéuticas solidas a base de
Syzygium cumini (L.) Skeels para o tratamento de infec¢Ges causadas por microorganismos. A
droga vegetal (folha) foi caracterizada através dos ensaios farmacopéicos. A solucao extrativa
foi obtida por micro-ondas e a escolha do solvente extrator foi feita com base na melhor
resposta antifingica dos extratos liofilizados. Depois de escolhido o solvente, as solucdes
extrativas obtidas por banho-maria com agitacdo e microondas utilizando o mesmo solvente
foram doseadas por polifendis totais e taninos totais pela metodologia desenvolvida no estudo
e os teores obtidos foram comparados. Posteriormente, foi realizada a otimizacdo da extracédo
por planejamento experimental pelo desenho Box-Behnken; o método analitico foi validado
segundo a RDC 166/2017 e o extrato seco foi padronizado. A atividade antimicrobiana do
extrato seco padronizado foi determinada a partir da concentracdo inibitéria minima,
concentracdo fungicida minima e bactericida minima pela técnica de microtitulacdo plana de
96 pogos. O ensaio de toxicidade do extrato padronizado foi realizado pela metodologia em
invertebrados em larvas de Tenebrio molitor. Em seguida, foi realizado o estudo de
compatibilidade extrato seco-excipiente, através da técnica de termogravimetria. Por fim, os
comprimidos foram obtidos por técnica de compressdo direta. Os resultados demonstraram
que a droga vegetal possui 0,1% de Oleos volatis, 4,53% de cinzas totais, 6,71% de agua,
presenca de polifendis, taninos condensados, flavonoides, saponinas, agucares redutores,
terpenos e esterdides. O extrato com melhor acdo farmacoldgica foi o obtido com etanol:agua
(1:1, v/v) e a técnica de extracdo por micro-ondas foi a mais eficiente para extracdo de
polifendis totais e taninos totais. A metodologia analitica cumpriu os requisitos da RDC
166/2017. Na otimizacdo da extracdo as condi¢des 6timas foram: tempo de 8 min, poténcia
300 W, proporcdo droga:solvente (1:34, g/mL), solvente etanol:dgua (38:62, v/v), uma
concentracdo de polifendis totais de 87,37 + 1,85 e concentracdo de taninos totais de 79,68 +
1,64 mg por g de extrato bruto. Todos os microrganismos testados foram sensiveis ao extrato
seco padronizado, além de apresentar baixa toxicidade. Foram obtidos comprimidos dentro
das especificacbes de controle de qualidade. Os resultados obtidos comprovaram o potencial
antimicrobiano da espécie S. cumini, como também apontam a técnica de micro-ondas como

mais eficiente na obtencdo de maiores teores dos metabdlitos de interesse.



Palavras-chave: Extrato seco. Micro-ondas. Taninos. Azeitona preta. Antibacteriana.
Antifangica.



ABSTRACT

The resistance of pathogenic bacteria and fungi to antibiotics is currently a recognized issue
and new alternatives for the treatment of resistant strains are of common interest. The present
study consisted of obtaining solid dosage forms based on Syzygium cumini (L.) Skeels for the
treatment of infections caused by microorganisms. The plant drug (leaf) was obtained by
microwave and the extraction solvent was chosen based on the best antifungal response of the
lyophilized extracts. After choosing the solvent, the extractive solutions obtained by stirring
and microwave water bath using the same solvent were dosed by total polyphenols and total
tannins by the methodology developed in the study and the obtained contents were compared.
Subsequently, extraction was optimized by experimental design using the Box-Behnken
design; Thr analytical method was validated according to RDC 166/2017 and the dry extract
was standardized. The antimicrobial activity of the standardized dry extract was determined
from the minimum inhibitory concentration, minimum fugicidal concentration and minimum
bactericidal concentration by the 96-well flat microtiter technique. The toxicity test of the
standardized extract was carried out by the invertebrate methodology in Tenebrio molitor
larvae. Then, the dry-excipient extract compatibility study was performed using the
thermogravimetry technique. Finally, the tablets were obtained by direct compression
technique. The results showed that the vegetable drug has 0,1% volatile oils, 4,53% total ash,
6,71% water, presence of polyphenols, condensed tannins, flavonoids, saponins, reducing
sugars, terpenes and steroids. The extract with the best pharmacologica action was obtained
with ethanol:water (1:1, v/v) and the microwave extraction technique was the most efficient
for extraction of total polyphenols and total tannins. The analytical methodology met the
requirements of RDC 166/2017. In the extraction optimization the optimal conditions were: 8
min time, power 300 w, solvent drug:ratio (1:34, g/mL), ethanol:water solvent (38:62, v/v), a
total polyphenol concentration of 87,37 + 1,85 and total tannin concentration of 79,68 + 1,64
mg per g crude extract. All microorganisms tested were sensitive to the standardized dry
extract and presented low toxicity. Tablets were obtained within the quality control
specifications. The results confirmed the antimicrobial potential of the S. cumini species, as
well as the microwave technique as more efficient in obtaining higher levels of metabolites of

interest.

Keywords: Dry extract. Microwaves. Tannins. Black olive. Antibacterial. Antifungal.
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1 INTRODUCAO

A grande incidéncia de microrganismos patogénicos, resistentes aos farmacos
disponibilizados a sociedade € um grave problema e tal fenémeno vém sendo acompanhado
pela comunidade cientifica (OMS, 2014; PADIYARA; INOUE; SPRENGER, 2018).
Pesquisas tem sido desenvolvidas por diversos grupos em todo o mundo, 0s quais tem
comprovado a eficacia da atividade antimicrobiana a partir de plantas medicinais, onde é
possivel verificar a relagdo entre os metabolitos secundarios destas e sua atividade, em
especial os polifendis que sdo amplamente citados na literatura (AHMAD; AQIL, 2007; DE
SOUZA et al. 2018). Dessa forma, esses metabolitos secundarios podem funcionar como
novos agentes antimicrobianos, reduzindo os efeitos colaterais que geralmente fazem parte da
terapia antimicrobiana convencional.

Syzygium cumini (L.) Skeels (sinonimias: Eugenia cumini (L.) Druce, Syzygium
jambolanum (DC)) pertencente a familia Myrtaceae é popularmente conhecida como
jambolana, jamun ou jambul na india, amora-preta na América e jamboldo, jameldo ou
azeitona preta no Brasil. S cumini é amplamente reputada por apresentar muitas propriedades
terapéuticas (SRIVASTAVA & CHANDRA, 2013). Entre elas, a atividade antimicrobiana
tem sido bastante relatada recentemente principalmente associada ao seu contetdo de
polifendis e taninos como metabdlitos secundarios (MIGLIATO et al., 2010; UGBABE et al.,
2010; BAG et al., 2012; SINGH et al., 2016; KHAN et al., 2017), embora outros metabélitos
também tenham sido apresentados como recursos antimicrobianos para espécie S. cumini
(SHAFI et al., 2002).

Apesar do amplo conhecimento do potencial das plantas medicinais como alternativa
para o tratamento de infec¢fes causadas por microrganismos, atualmente os principais agentes
terapéuticos ainda sdo sintéticos. Todavia, com a utilizacdo de técnicas que potencializem a
extracdo dos metabdlitos de interesse, aliados a obtencdo tecnoldgica de extratos secos viaveis
para formulacdo de comprimidos, tais avancos podem favorecer o crescimento do uso de
fitoterapicos na terapia antimicrobiana.

Nesse sentido, a extracdo assistida por micro-ondas (EAM) tem se destacado dentre
outros metodos de extracdo, pois oferece algumas vantagens significativas, a saber: reducdo
do tempo de extracdo, baixo consumo de solventes, altas taxas de extracdo de metabolitos
secundarios, melhores resultados biol6gicos com menores custos e desperdicios de producéo
(PANJA, 2018; DE HOYOS-MARTINEZ et al., 2019). No entanto, devido a existéncia de
muitos parametros que influenciam a EAM, muitas vezes se faz necessario otimizar o

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.
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processo de extracao, a fim de obter-se a quantidade maxima de compostos bioativos da droga
vegetal (ANGOY et al., 2018; VAZQUEZ-ESPINOSA et al., 2018).

A partir disso, a aplicacdo do planejamento experimental € uma alternativa benéfica
para alcancar melhores resultados nos processos de extracdo de metabdlitos secundarios, isso
porque ¢ um método eficaz para otimizacdo de procedimentos de extracdo, visto que pode
combinar vérios fatores independentes, levando em consideracdo possiveis inter-relacées
entre eles, diminuindo assim o numero de testes experimentais necessarios e permitindo uma
reducdo consideravel do custo e tempo operacional (DAS; MANDAL; MANDAL, 2014,
RHAZI et al., 2015).

Considerando que a familia Myrtaceae tem a vantagem de estar amplamente
distribuida pelo globo e ser facilmente cultivada para fins fitoterapicos, o objetivo do presente
trabalho foi obter formas farmacéuticas sélidas (comprimidos) a base de Syzygium cumini

para tratamento de infecgdes causadas por microrganismos.
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2 OBJETIVOS

2.1

OBJETIVO GERAL

Obter forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)

Skeels como alternativa terapéutica para o tratamento de infecgOes causadas por

microrganismos.

211

a)

)

k)

Objetivos Especificos

Realizar caracterizacao fisico-quimica e avaliar perfil fitoquimico do p6 das folhas de
S. cumini.

Obter e caracterizar as solucOes extrativas de S. cumini.

Realizar teste de sensibilidade antiflngica in vitro dos extratos secos de S. cumini;
Dosear a solucédo extrativa detentora da melhor acdo farmacoldgica;

Avaliar a estabilidade da solucdo extrativa e das solucdes reagentes;

Validar o método analitico para doseamento de polifendis e taninos totais;

Otimizar o método de obtencdo da solucdo extrativa por micro-ondas;

Obter e caracterizar o0 extrato seco de S. cumini detentor da melhor resposta
farmacoldgica;

Realizar teste de sensibilidade antibacteriana in vitro do extrato seco padronizado e
otimizado de S. cumini;

Realizar teste de sensibilidade antifungica in vitro do extrato seco padronizado e
otimizado de S. cumini;

Realizar teste de toxicidade in vivo do extrato seco padronizado e otimizado de S.
cumini;

Realizar estudo de compatibilidade do extrato seco:excipientes, visando selecionar os

excipientes que irdo compor a forma farmacéutica sélida (comprimido);

m) Obter forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de S. cumini por técnica de

compressao direta.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1  Syzygium cumini (L.) SKEELS

Syzygium cumini (L.) Skeels € uma espécie pertencente a familia Myrtaceae que
compreende cerca de 100 géneros e 3.000 espécies presentes em quase todos 0s continentes,
com maior incidéncia nas Américas e Australia (JOLY, 1975; AYYANAR; SUBASH-BAB
U, 2012), a espécie é uma arvore oriunda da Asia tropical, produtora de frutos comestiveis
com sabor adstringente e dotados de coloracdo roxa ao amadurecer (ROIG; MESA, 1945;
ALICE et al., 1995).

Popularmente conhecida como jameldo (PIO CORREIA, 1984), jambolo (SILVA et
al., 2011) ou jaldo (PIO CORREIA, 1984; AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012), a espécie é
portadora de algumas sinonimias: Syzygium jambolanum DC., S. caryophylifolium DC.,
Eugenia corticosa Lour., E. frondosa Wall., E. jambolifera Roxb., E. moorei Muell., E.
obtusifolia Roxb., E. glomerata Sieber., Calyptrantes caryophylifolia Wild., C. jambolana
Willd., C. cumini Pers., Jambolifera pedunculata Gaertn., E. cumini Druce., Myrtus cumini L.
(JACKSON; HOOKER, 1960), Eugenia cumini (Linn) Druce., Syzygium jambolanum (Lam.)
DC., Syzygium jambolana DC., Calyptranthes jambolana Willd., Myrtus cumini Linn.,
Eugenia djouant Perr. (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012), Eugenia jambolana Lam.,
Eugenia caryophyllifolia Lam. (JACKSON; HOOKER, 1960; AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012).

De acordo com os relatos histéricos, a espécie S. cumini esteve presente em varias
regides do sul asiatico, tais como: Indonésia, Sri Lanka, Paquistdo, Nepal, Birmania,
Bangladesh e india (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012). Além disso, a espécie possui
grande facilidade de adaptacdo, pois ao ser introduzida na Malasia, estase espalhou com
facilidade pela regi&o (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).

3.1.1 Aspectos botanicos

A especie S. cumini (L.) Skeels € uma arvore de grande porte podendo alcancar em
média 6 metros de altura com 3 a 4 metros de diametro. Considerando a proje¢do da copa,
apresenta uma grande quantidade de folhas, resultando em uma copa amplamente verde, além
de dispor de um caule aéreo, ereto, tipo tronco, lenhoso, cilindrico com ramificacdo simpodial
(ALBERTON et al., 2001) possui uma casca grossa marrom acinzentada esfoliante em escalas
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lenhosas (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012). A madeira, por sua vez, é esbranquicada,
estreita e rigida, podendo ser utilizada para extracdo de um corante marrom e uma goma
conhecida como “Kino” (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012).

Ademais, a espécie disp6e de ramos retorcidos com folhas dispostas em filotaxia
opostas. No que se refere as folhas, estas sdo simples, pecioladas, lanceoladas, com margem
de inteira a ondulada, apice cuspidado e base cuneada, a nervacao é peninérvea, com nervura
marginal (nervuras soldadas em bordo). As flores sdo verificadas em inflorescéncias axilares,
racemosas, plurifloras, compostas, sdo hermafroditas, possuindo calice gamossépalo e corola
dialipétala. O androceu é dialisémone e polisttmone, possuem anteras globosas que estdo
dispostas no filete dorsiventralmente e apresentam deiscéncia longitudinal. O gineceu contém
ovario infero, gamocarpelar, bicarpelar, bilocular com placentacdo axial (ALBERTON et al.,
2001). Os frutos possuem pericarpo com coloracdo roxa escura ou quase pretos, sendo
comestiveis, saborosos e carnudos, elipticos medindo entre 1,5 e 3,5 centimetros, contendo
apenas uma unica semente por fruto (ALBERTON et al., 2001; AYYANAR; SUBASH-
BABU, 2012). O mesocarpo € sucoso e carnoso com sabor caracteristico de acido a
adocicado, resultando em certa adstringéncia (ALBERTON et al., 2001).

3.1.2 Propriedades farmacol6gicas

Vaérias partes de Syzygium cumini (raizes, cascas do caule, folhas, flores, frutos e
sementes) sdo amplamente utilizadas na medicina popular. Seu uso intenso estimulou a
pesquisa cientifica, identificando indicacdes terapéuticas devido as inumeras acdes
farmacoldgicas do jamboldo como: antidiabética, hipotensiva, diuréticas, antiinflamatoria,
antifangica, anticonvulsivantes entre outras discriminadas no Quadro 1 (SRIVASTANA,;
CHANDRA, 2013; BALDISSERA, 2016).
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Parte da Planta Uso popular Referéncia
Folhas diabetes, acdo hipotensiva, diuréticas, Morton, 1987; Schapoval
adstringéncia, obstipacdo, leucorréia, et al.,, 1988; Ross, 1999;

estdmago, cataplasma em doengas de pele,

acalmar prurido, antiinflamatoria,

antimicrobiana.

Alberton et al., 2001;

Zanoello et al., 2002.

Casca do caule

atividade antidiarréica, acdo inibitoria contra
HIV - 1
hipoglicemiante, adstringéncia e obstipacéo, e

atividade do protease,

¢ utilizada no tratamento de hemorragias e

leucorréia, diabetes e Ulcera venérea,
indigestdo e purificagho do  sangue,
disenteria, dispepsia, anti-séptico,

adstringente em ulceragGes bucais, gengivas

esponjosas e estomatite, inflamagoes locais

Morton, 1987; Ross, 1999;
Alberton et 2001;
Pepato et al., 2001.

al.,

Sementes anticonvulsivante, hipoglicemiante, Morton, 1987; Ross, 1999;
adstringente e  obstipagdo, atividade  Alberton et al., 2001;
eupéptica, anti-hemorragica, para alteracdes  Pepato et al, 2001;
no estbmago, antiinflamatoéria, bactericida, Damasceno, et al., 2002.
diarréia, diabetes, disenteria e hipertensao.

Frutos hipoglicemia, adstringéncia e obstipacéo, Bhatia; Bajaj, 1975;
diuréticos e  estomaticos, tratamento Morton, 1987; Ross, 1999;
gastrintestinal, adstringente e oralmente para Timbola et al., 2002;
Ulcera de estdbmago, reducdo de acidez e Sharma et al., 2003.
diabetes, carminativo, antiescorbltico e
diurético, diarréia aguda e cronica, retengédo
urindria, gargarejo para irritagbes da garganta,
locdo descamacdo do couro cabeludo,
antiinflamatorio, antipirético, adstringente, no
tratamento de disenteria, diarréia e diabetes.

Flores Antibioticas Morton, 1987.

Raiz antiemético, aumentar a lactacdo em lactantes Ross, 1999.
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As pesquisas comprovaram Vérias agdes farmacoldgicas (Quadro 2) entre elas,
atividade anticancer, antidiabética, anti-hiperlipidémica, antioxidante, antiulcerosa,
hepatoprotetora, antialérgica, antiartritica, antibacteriana, radioprotetora, sedativa,
antidiarreica, nefroprotetora, antiinflamatoria, antifertilidade, antiulceroso, antimicrobiana e
antiviral.  (RAVI; RAJASEKARAN; SUBRAMANIAN, 2005, REKHA; BALAJI,
DEECARAMAN, 2008; Yadav et al., 2011; SRIVASTANA; CHANDRA, 2013; Baldissera
etal., 2016.).

Quadro 2 -Diferentes atividades farmacologicas de Syzygium cumini.

Atividade Syzygium cumini extrato Referéncia

Atividade anticancer. Extrato de  sementes  (fragdo Yadavetal, 2011.

metanolica do extrato etanolico).

Atividade antidiabética. Extrato de folhas (etanolico). Baldissera et al., 2016.
Atividade anti-hiperlipi- Extrato de sementes (etandlico); Ravi; Rajasekaran;
démica. extrato da casca do caule (aquoso); Subramanian, 2005;
extrato de folhas (etandlico). Rekha; Balaji;
Deecaraman,
2008; Baldissera et al.,
2016.
Atividade anti-hiperglice- Extrato de sementes (etandlico); Ayyanar;  SubashBabu;
miante. extrato de folhas (etandlico); extrato Ignacimuthu, 2013;
da polpa do fruto (etandlico) Baldissera et al., 2016.
Atividade antioxidante. Extrato de sementes (aquoso); Pizzale et al., 2002; Ravi;

extrato de  folhas  (etandlico, Ramachandran;

metandlico, cloreto de metileno e Subramanian, 2004,
6leos essenciais). Ruan; Zhang; Lin, 2008;

Mohamed; Ali; El-Baz,
2013; Eshwarappa et al.,
2014; Baldissera et al.,

2016.
Atividade antiulceroso. Extrato em p6 de sementes (etandlico). Chaturvedi et al., 2007.
Atividade Extrato de casca (etandlico). Das & Sarme, 2009.
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hepatoprotetora.

Atividade antiartritica. Extrato em pé de sementes Kumar etal., 2008
(metanolico).

Atividade antibacteriana. Extrato  de  sementes  (fragdo Djipa; Delmee; Quetin-
metandlica do extrato etandlico); Leclercq 2000; Gowri;

Extrato de casca do caule (aquoso e
acetona); extrato de folhas (acetato de
etila, aquoso, cloreto de metileno,
etanolico, éter de petréleo, metanolico,

e Oleos essenciais).

Vasantha, 2010; Yadav et
al., 2011; Mohamed; Ali;
El-Baz, 2013; Imran et
al., 2017).

Atividade radioprotetora.

Extrato de p6 de sementes

hidroalcodlicas.

Abalea et al., 1999.

Atividade no sistema

nervoso central

Extrato de acetato de etila e po de

sementes metandlico.

Kumar;
Krishana, 2007.

Padmanabhan;

Atividade antidiarreica.

Extrato de casca do caule (etandlico).

Mukherjee et al., 1998.

Atividade nefroprotetora

Isolado a partir de extrato da casca

aquosa.

Tanwar et al., 2010.

Atividade anti-inflamato-

ria.

Extrato de acetato de etila e po de

sementes metandlico.

Kumar et al., 2008.

Atividade da antifertilida-
de.

Acido oleandlico isolado de flores.

Rajasekaran et al., 1998.

As folhas tém sido amplamente estudadas, sdo usadas para fortalecer dentes e

gengivas, tratar diabetes, constipacdo, leucorréia, gastropatia, dermopatia e inibir descarga
sanguinia nas fezes (MITRA et al., 1995; JAGETIA; BALIGA, 2002).

Eswarappa et al., (2014) demonstraram o grande potencial antioxidante do extrato

metanolico das folhas de S. cumini, uma vez que este promoveu a eliminacdo de radicais

DPPH e hidroxilas, utilizando concentragdes inferiores ao controle (&4cido ascérbico). Ja Brito

et al., (2007) constataram atividade antialérgica do extrato aquoso das folhas na concentragdo

de 0,1 g kg * PC via oral. Poongunran et al., (2017) revelaram fortes efeitos inibitérios de a-

amilase e a-glucosidase de acido ursolico e acido oleandlico isolados de folhas de S. cumini,

validando seu uso na terapia antidiabetica.
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Alem disso as folhas possuem atividade leishmanicida moderada (BEZERRA et al.,
2006), antibacteriana tanto para espécies Gram positivas quanto Gram negativas, muitas das
quais resistentes a antibidticos (MICHELIN et al., 2005; LOGUERCIO et al., 2005). Dessa
forma, foi evidenciado que os extratos de folhas de S. cumini possuem um amplo espectro de
acdo tanto contra fungos como para bactérias e estudos sugerem que tal acdo seja decorrente
da alta concentracdo de taninos presentes na espécie e de outros metabdlitos que possam estar
envolvidos (CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004; MICHELIN et al., 2005).

3.1.3 Perfil fitoquimico

O jamboléo é rico em compostos contendo antocianinas, acido elagico, isoquercetina,
canferol e mirecetina (AYYANAR; SUBASH-BABU, 2012). Além disso, diversos sdo 0s
estudos que apresentam comprovacdo cientifica dos metabdlitos presentes nas variadas partes
da planta (raizes, caule, folhas, flores, frutos e sementes).

Estudos mostram que a casca do caule é rica em acido betulinico, friedelina,
epifriedelanol, B-sitosterol, eugenina, quercetina, miricetina, acido galico e acido elagico,
flavondides e taninos (SENGUPTA,; DAS, 1965, BHARGAVA; DAYAL; SESHADRI, 1974,
BHATIA; BAJAJ, 1975). Ja as flores sdo ricas em campferol, quercetina, miricetina,
isoquercetina, dihidromiricetina, &cido oleandlico, acetil &cido oleandlico, eugenol-
triterpenoide A e eugenoltriterpenoide (NAIR; SUBRAMANIAN, 1962; AYYANAR;
SUBASH-BABU, 2012). As raizes se mostraram ricas em flavonoides e glicosideos
(VAISHNAVA; TRIPATHY; GUPTA, 1992) e os frutos, em rafinose, glicose, frutose, acido
citrico, acido malico, acido galico e antocianinas (MORTON, 1987; JAIN; SESHADRI,
1975).

Nas folhas por sua vez foram encontrados: acido clorogénico, acido elagico, acido
galico, metilgalato, 3- O &cido-metilelagico, miricetina 3-O- (4 "-O -acetil ) -a-
L rhamnopiranosideos (myricetrin 4 "- O acetato de metilo), caempferol, caempferol 3- o -p-
D —glucurono piranosideo, mearnsetin 3-O-(4”- O- acetil) — a -L— rhamnopiranosideo,
miricetina, miricetina éter 4'-3- O -a- L rhamnopiranosideo, miricetrina, miricetrina 4”- O-
acetil-2 “- O-galato quercetina 3- 0 -a- L -rhamnopironosideo e quercetrina 4", nilocitina,
taninos condensados e hidrolisados, aos quais foi associada a acdo antioxidante para flavo
noides e sugeriu-se uma acdo sinérgica desses com 0s taninos para justificar sua potente
atividade antimicrobiana (MAHMOUD et el., 2001; TIMBOLA et al., 2002; MONTEIRO;
ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005; KETTELIN et al., 2013)
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Além disso, também foi citada presenca de acido betulinico nas folhas que mostrou
participar de agdo antitumoral, antiretroviral e anti-inflamatério. O B-sitosterol € um esteroide
com acao bactericida, antiviral, fungicida e antiinflamatoria, e, a escopoletina, uma cumarina
que possui acdo antibacteriana, antioxidante e inibidora da enzima acetilcolinesterase
(BHATIA; SHARMA; BAJAJ, 1974; GUPTA; SHARMA, 1974; VANOLLI et al., 2009).

3.1.4 Aspectos toxicologicos

Apesar do vasto uso de S. cumini e das inUmeras comprovagdes cientificas de suas
atividades farmacoldgicas utilizando diversas partes do vegetal, ndo ha muitos estudos
toxicoldgicos na literatura.

Turatti (2008) avaliou a citotoxicidade por hemdlise do extrato de frutos secos da
espécie e observou que o indice de morte celular (ICso) do 6leo essencial das folhas de S.
cumini ocorre na concentracdo de 400 pg/mL. Rodrigues (2013) avaliou a citotoxicidade
também pd por hemdlise do dleo essencial das folhas de S. cumini demostrando que néo
houve toxicidade relevante, uma vez que o percentual de hemolise foi de 11,3% na maior
concentracgéo testada (800ug/mL).

Cartaxo (2014) estudou a citotoxidade do extrato etandlico (70%) das folhas de S.
cumini e comparou seus resultados com o trabalho desenvolvido por Turatti (2008) utilizando
a mesma metodologia, concluindo entdo que o extrato se mostrou menos toxico que 0 extrato
do fruto seco da espécie uma vez que foi necessaria uma concentracdo de 2 mg/mL do extrato
etandlico das folhas para provocar 50% de morte da populacéo celular, favorecendo assim o

uso das folhas de S. cumini devido sua maior seguranga.

3.2 DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

Os fitoterapicos, dentre os medicamentos, sdo aqueles obtidos com o emprego
exclusivo de extratos vegetais como principio ativo e possuem a sua eficacia, segurancga e
qualidade validadas (BRASIL, 2010).

Ao longo da historia as doencas sempre afligiram a raca humana e em diversas
localidades as pessoas tentaram formas de promover a cura ou simplesmente prevenir as
enfermidades e ndo foi diferente no Brasil. Da mesma forma, a populagdo nativa tornou-se

detentora de um conhecimento tradicional que foi acumulado ao longo de geragdes, capaz de
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entender e muitas vezes aplicar o elevado potencial da biodiversidade natural visando aliviar
os sofrimentos resultantes de muitas doencas (FERNANDES et al., 2013).

Logo, com a utilizacdo de espécies vegetais por muitas comunidades, surgiram muitos
estudos visando fundamentar as respostas terapéuticas dessas espécies, como também sugerir
parametros de qualidade para a utilizagdo correta destas. Pois, desde trabalhos de revisdo das
propriedades das espécies (MARQUES, et al., 2013; ALVES, et al., 2014; MARQUES et al.,
2015) até estudos experimentais (FIGUEIREDO et al., 2014; MARQUES et al., 2014;
FIGUEIREDO et al., 2015) elevada importancia tém sido dada as plantas medicinais com o
objetivo de alcangar comprovacao cientifica acerca de suas variadas atividades.

Os estudos cientificos evidenciam que as acdes terapéuticas das plantas medicinais
geralmente sdo decorrentes da presenca de metabolitos secundarios que se mostram como
boas oportunidades de descobertas de novas moléculas para servir de base no
desenvolvimento de medicamentos inovadores. Diante disso a busca de metodologias
confidveis e de rapida execucdo para o desenvolvimento de fitoterapicos vem se tornando um
desafio para os pesquisadores (MACIEL et al., 2008).

Neste sentido, para preparacdo de um fitoterapico com qualidade se faz necessario
desenvolver uma metodologia para a extracdo dos metabdlitos de interesse, secagem para
melhorar a estabilidade do extrato, caracterizages fisica, quimica e bioldgica da droga
vegetal, bem como padronizacdo do extrato, aplicacdo de metodologias analiticas para o
doseamentoe os controles de qualidade cabiveis para cada tipo de forma farmacéutica. Além
de comprovar eficécia e seguranca (CORREIA et al., 2015).

Por certo, se faz necessario que se tenha o apoio tanto de pesquisadores quanto de
instituicdes para acelerar a producdo de fitoterapicos em toda a sua esfera. Inclusive, em
escala internacional. A prépria Organizacdo Mundial da Saude (OMS) aponta a normalizacéo
da fitoterapia em servicos de saude estimulando estudos sobre seguranca, eficacia e qualidade
das drogas vegetais (OMS, 2002).

No Brasil também s&o promovidosincentivos governamentais através de
regulamentacdes e politicas voltadas para a producdo de fitoterapicos. Isto é, acbes como a
Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, além do Programa Nacional de
Plantas Medicinais aplicadas no Sistema Unico de Saude (SUS), visando garantir 0 acesso
seguro, como também o uso racional de plantas medicinais e fitoterapicos (MARQUES et al.,
2013).
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3.3 DOENGAS CAUSADAS POR FUNGOS E BACTERIAS

Existem cerca de 230 mil tipos de fungos, mas apenas 100 tipos aproximadamente
causam infeccdo. E estas, sdo provenientes de fungos que buscam locais quentes e imidos no
corpo para se desenvolverem. Além disso, o processo infeccioso causado pelos fungos é
caracterizado como micose e estas, a depender do tipo de fungo ou regido afetada, podem ser
classificadas como micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas, sisttémicas e por fim,
oportunistas (RODRIGUES et al., 2010).

As micoses superficiais sdo comuns em paises tropicais como o Brasil, em geral
ocasionadas por dermatéfitos e restritas a camada cornea da pele, estas séo classificadas em
pitiriase versicolor, piedra branca e piedra negra (CRIADO et al., 2011).

A candidiase € causada por leveduras do género Candida, em especial pela espécie
C. albicans. Elas sdo hospedes normais do trato gastrintestinal do homem e fazem parte da
microbiota de determinadas regides do tegumento cutaneo. Porém as leveduras podem atingir
mucosas, tecido cutaneo e em alguns casos pode ser sistémica. As manifestacdes clinicas
apresentam grande diversidade de quadros, podendo ser divididas em trés grandes grupos:
Candidiase cutaneo-mucosa, Candidiase sisttmica e candidiase alérgica. As principais
espécies patogénicas sao: C. albicans, C. tropicalis, C. pseudotropicalis, C. guilliermondi, C.
parapsilosis, C. krusei (ALMEIDA, 2003).

Ja as doencas causadas por bactérias sao inimeras, 0 ministério da saude destaca no
guia de vigilancia em sadude (2016) as enfermidades de maior importancia na satde publica do
pais, das quais, 20 das 38 principais doengas, sdo ocasionadas por bactérias no Brasil. Séo
citadas: meningite meningocécica, meningite por Haemophilus influenzae, meningite
pneumocdcica, meningite pneumocaocica, meningite por outras bactérias, coqueluche, difteria,
tétano acidental, tétano neonatal, botulismo, colera, doencas diarreicas agudas, febre tifoide,
sifilis, hanseniase, tuberculose, febre maculosa brasileira, tracoma, leptospirose e peste
(PFALLER, 2014; BRASIL, 2016).

3.4 TERAPIA E RESISTENCIA ANTIFUNGICA

As opcdes de tratamento para infec¢des fungicas estdo se ampliando, mas ainda de
forma lenta. Os principais focos de atuacdo de antifingicos sdo a inibicdo da sintese de acidos
nucleicos, mitose, sintese e estabilidade das membranas e da sintese da parede celular
(FIGUEIREDO, 2008; OLIVEIRA, 2016;).
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No aspecto microbiolégico, uma cepa é considerada resistente a um antifungico
quando a concentracdo inibitéria minima é mais elevada que a habitual do medicamento
frente a espécie. Pode-se observar trés diferentes tipos de resisténcias: a intrinseca, € dita
qguando nenhum membro de uma espécie é sensivel ao farmaco; primaria, ocorre quando
dentro de uma espécie, normalmente sensivel a determinado antifingico, encontra-se uma
cepa com resisténcia natural a ele, sem necessidade de contato prévio com a droga; e a
secundaria que ocorre quando uma cepa, previamente sensivel, desenvolve resisténcia a droga
apos ter sido exposta a esta (GONCALVES, 2011; REZENDE et al., 2017).

A resisténcia antifungica, intrinseca ou adquirida, tornou-se um problema relevante
no tratamento dessas doencas, evidenciando-se um sensivel aumento de espectro de fungos
patogénicos e da sua incidéncia na pratica clinica, sobretudo em pacientes imunodeficientes e
imunossuprimidos. Os principais mecanismos de resisténcia produzidos pelos fungos séo:
reducdo da captacdo da droga; modificacdo ou degradacdo metabolica apresentando
dificuldade na interagdo droga-sitio alvo; aumento do efluxo pelo bombeamento ativo do
antifungico (TAPIA, 2012; PITTOL, 2013).

3.5 TERAPIA E RESISTENCIA ANTIBACTERIANA

Os antibacterianos correspondem a uma classe de farmacos que é consumida
freqientemente em hospitais e na comunidade. Entretanto, sdo 0s Unicos agentes
farmacoldgicos que ndo afetam somente 0s pacientes que os utilizam, mas também interferem
de forma significativa no ambiente hospitalar por alteragdo da ecologia microbiana (BRASIL,
2007).

O uso de antimicrobianos promove a adaptacdo ou a morte dos micro-organismos,
em um fendmeno conhecido como pressdo de selecdo. Os microrganismos que sobrevivem
possuem genes de resisténcia, que podem ser transmitidos a outros microrganismos da mesma
espécie ou até mesmo, de outras espécies (BRASIL, 2008).

A resisténcia a drogas antimicrobianas pode ser classificada como: resisténcia
constitutiva no qual o microorganismo pode ser resistente a certos antibidticos porque 0s
mecanismos celulares necessarios para a sensibilidade antibidtica estdo ausentes na celula e
por resisténcia adquirida que pode ocorrer por mutacdo nas sequéncias de DNA
cromossémico pela presenca de antibioticos; transformagdo que ocorre pela transferéncia
genética no qual um DNA puro passa de uma célula para outra, alterando o genétipo do
receptor; conjugacdo pela qual é caracterizada como um processo comum de transferéncia
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genética onde uma bactéria doadora sintetiza uma fimbria sexual, que se liga a uma bactéria
receptora em um processo de acasalamento e transfere copias de genes plasmidiais para o0s
receptores; transducdo, processo pelo qual o DNA de um plasmideo é incorporado por um
virus bacteriano e entdo transferido para outra bactéria; e a transposicdo ocorre quando
sequéncias curtas de DNA, conhecidas como transposons, podem transpor de um plasmideo
para um cromossomo e vice-versa (VAZ, 2009; BAPTISTA, 2013).

A Organizacdo Mundial da Sadde publicou no dia 27 de fevereiro de 2017 sua
primeira lista de “agentes patogénicos prioritarios” resistentes aos antibioticos. Um catalogo

de 12 familias de bactérias que representam a maior ameaca para a satde humana (Quadro3).

Quadro 3 - Lista de agentes patogénicos prioritarios da OMS para a P&D de novos

antibidticos.
Prioridade  Agente patogénico Resisténcia
Critica Acinetobacter baumannii Carbapenema
Critica Pseudomonas aeruginosa Carbapenema
Critica Enterobacteriaceae Carbapenema
Alta Enterococcus faecium Vancomicina
Alta Staphylococcus aureus Vancomicina
Alta Helicobacter pylori Claritromicina
Alta Campylobacter spp Fluoroquinolonas
Alta Salmonellae Fluoroquinolonas
Alta Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolonas
Média Streptococcus pneumoniae Penicilina
Média Haemophilus influenzae Ampicilina
Média Shigella spp Fluoroquinolonas

Fonte: OMS, 2017

A lista foi elaborada numa tentativa de orientar e promover a pesquisa e
desenvolvimento (P&D) de novos antibidticos, como parte dos esforcos da OMS para
enfrentar a crescente resisténcia global aos medicamentos antimicrobianos. Essas bacterias
tém capacidades inatas de encontrar novas formas de resistir ao tratamento e podem transmitir
material genético que permite a outras bactérias se tornarem também resistentes aos farmacos.

Os antibacterianos podem ser classificados de diversas maneiras, considerando seu
espectro de acdo, o tipo de atividade antimicrobiana, o grupo quimico ao qual pertencem e o
mecanismo de agdo. Contudo mesmo com o grande ndmero de compostos disponiveis, 0S

sitios de acdo sdo limitados, as principais classes de antibidticos inibem quatro alvos
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principais: biossintese da parede bacteriana, biossintese de proteinas, biossintese de &cidos
nucleicos, metabolismo do acido félico e membrana celular (BRASIL, 2007; GUIMARAES:;
MOMESSO; PUPO, 2010).

3.6 METABOLITOS VEGETAIS COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A problematica da resisténcia de micro-organismos patogénicos a inimeras drogas é
atualmente reconhecida, sendo a procura de novos antibioticos a partir de espécies vegetais,
uma das medidas mais indicadas para solucionar este impasse. Muitos centros de pesquisa em
todo o mundo vém desenvolvendo estudos sobre atividades de produtos naturais, visando
principalmente a atividade destes sobre micro-organismos (PEDROSA, 2012; PERON et al.,
2008).

Apesar das industrias farmacéuticas produzirem um expressivo nimero de novos
antibidticos nas Ultimas trés décadas, a resisténcia microbiana a essas drogas também
aumentou. De acordo com a OMS (2014) a resisténcia a antibioticos € uma "ameaca global™ a
salde publica, segundo um relatério no qual avaliou 114 paises e afirmou que essa resisténcia
esta ocorrendo "em todas as regifes do mundo". Acrescentou também que caminhamos rumo
a uma "era pos-antibiético”, em que pessoas morrem de infec¢des simples que sdo trataveis ha
décadas e que provavelmente havera consequéncias "devastadoras" a ndo ser que medidas
sejam tomadas com urgéncia.

Existem varios registros historicos sobre a utilizacdo das plantas para tratamento de
doencas desde 4.000 a.C. O primeiro registro médico depositado no Museu da Pensilvania é
datado de 2.100 a.C. e inclui uma colecdo de férmulas de trinta diferentes drogas de origem
vegetal, animal ou mineral (HELFAND; COWEN, 1990) Sdo inumeros os exemplos de
medicamentos que foram desenvolvidos, direta ou indiretamente, de fontes naturais,
especialmente de plantas, incluindo a morfina, pilocarpina, digitalicos, curares, quinina,
artemisinina, escopolamina, entre outros (GOLCALVES, 2007).

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos de
plantas incluem: substancias fenolicas e polifendis, acidos fenolicos, quinonas, flavonas,
flavonois e flavonoides, taninos, cumarinas, terpenoides, 6leos essenciais, alcaloides, lectinas
e polipeptidios. Assim, quando determinadas espécies vegetais sdo agredidas por bactérias,
fungos, parasitas, virus ou outros agentes agressores, rapidamente sintetizam substancias de
defesa, como resultado da interacdo entre os sistemas metabdlicos do hospedeiro e do
parasito. Essas substancias, as fitoalexinas, ndo existem nas plantas antes da infeccdo, séo
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produzidas logo apds a penetracdo do invasor e possuem a capacidade de inibir seu
crescimento ou agdao microbicida sobre o mesmo (GONCALVES, 2007).

Dentro da classe dos polifenois, encontram-se os taninos e os flavonoides, os quais
compdem indmeros estudos constatando atividades antimicrobianas, antioxidantes e que na
maioria das vezes agem como sinérgicos no combate de doencas causadas por infecces.
Diversos estudos sobre atividade dos taninos evidenciaram importante agdo antimicrobiana.
Tais efeitos dependem da dose, tipo de tanino ingerido e periodo de ingestdo. Além disso, seis
atividades bactericidas e fungicidas ocorrem por trés caracteristicas gerais comuns aos dois
grupos de taninos (condensados e hidrolisados): complexagdo com ions metélicos; atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres; habilidade de complexar com outras
moléculas, principalmente proteinas e polissacarideos (CASTEJON, 2011; MELLO;
SANTOS, 2017).

3.7 METODOS DE EXTRACAO

O termo extracdo significa retirar, da forma mais seletiva e completa possivel, as
substancias ou fracdo ativa contida na droga vegetal, utilizando, para isso, um liquido ou
mistura de liquidos apropriados e toxicologicamente seguros (SIMOES et al., 2010).

Os fatores relacionados aos métodos de extragdo dizem respeito a agitacgdo,
temperatura e ao tempo necessario para executa-los, dentre as técnicas de extracdo existem as
convencionais classificadas como extracdes a frio (turbolizacdo, maceracdo e percolacéo),
extracOes a quente de sistema fechado (arraste por vapor d’agua e soxhlet), extracdes a quente
de sistema aberto (infusdo e decocgdo) e ainda existe as ndo convencionais (extragdo por
micro-ondas, ultrassons, extracdo por fluido supercritico e a microextracdo por fase soélida)
(SIMOES et al., 2010; NAVARRO, 2005)

Alem dos diversos métodos extrativos, sdo muitos os fatores que influenciam na
extracdo, como por exemplo, a parte do material vegetal utilizada, o grau de processamento, o
tamanho da particula, o solvente utilizado, o tempo de extracdo, temperatura, polaridade e
concentracdo do solvente (TIWARI et al., 2011). O solvente utilizado e a polaridade podem
afetar a transferéncia de elétrons e de &tomos de hidrogénio, que é aspecto-chave na extragdo
de polifendis e consequentemente na capacidade farmacoldgica (ROCKENBACH et al.,
2008). Muitos estudos vém demonstrando a influéncia da extragdo no teor de metabdlitos
secundarios (BAMPOULI et al, 2014; VONGSAK et al, 2013)
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Oliveira et al. (2016) avaliaram a capacidade de extracdo de polifendis, flavonoides,
proantocianidinas e esteroides por diferentes técnicas de extracdo, incluindo ultrassom,
turbolise, maceracdo, infusdo, decoccdo e soxhlet, alem de testar alem as atividades
antioxidantes pelos métodos DPPH e reducdo do complexo fosfomolibdénio. Utilizando
etanol e solvente hidroalcodlico (70%). As extracfes por decoccdo e turbodlise utilizando
solvente hidroalcoolico foram as que apresentaram melhores resultados nos teores totais e na
atividade antioxidante.

Sanvido et al., (2015) estudaram duas técnicas extrativas: a extragdo com CO:
supercritico e a maceracdo com metanol com objetivo de avaliar qual método extrativo
potencializa a obtencdo de flavonoides e sua atividade antioxidante. Os resultados mostraram
que o extrato obtido por maceracao foi a que apresentou 0 melhor resultado.

Tsukui & Rezende (2014) através de um estudo de revisdo de trabalhos envolvendo a
extracdo de produtos naturais por microondas, constataram que a partir das diversas
publicacdes de artigos cientificos que a extracdo por micro-ondas vem ganhando destaque por
apresentar alto rendimento de produto extraido, curto tempo de extracdo e reducdo dos
residuos gerados.

O mecanismo de aquecimento pela técnica de micro-ondas ocorre de maneira
diferente e contraria do aquecimento convencional (conducdo, irradiacdo e conveccdo), é
possivel decorrente a rotacdo de dipolo e conducgdo ibnica. A conducdo de ions esta
relacionada com a migracao eletrosférica dos ions e elétrons sobre a influéncia de um campo
magnético produzido pela radiacdo. A rotacdo de dipolo é um movimento ordenado das
moléculas polares de modo que se alinhem ao campo elétrico para que esse evento ocorra é
necessario que a molécula possua um momento dipolar. Com a retirada do campo elétrico as
moléculas retornam para seu estado desordenado e a energia que foi absorvida durante a
orientacdo de dipolos (alinhamento) € dissipada em forma de calor, havendo
consequentemente aquecimento do meio (TSUKUI; REZENDE, 2014; CAMEL, 2000)

A extracdo por micro-ondas pode ser realizada em sistema fechado (sob pressdo e
temperatura controlada) ou aberto (sob pressdo atmosférica), chamados de PMAE
(Pressurized Microwave-assited Extration) e FMAE (Focused Pressurized Microwave-assited
Extration) respectivamente. O PMAE oferece extracdo rapida e eficiente, com o menor
consumo de solvente, mas susceptivel a perdas de analitos por volatilizagdo. O FMAE supre
algumas deficiéncias do sistema fechado, uma delas é a seguranga dos ensaios sendo também

considerado mais apropriado para extracao de substancias termolabeis (CAMEL, 2000)
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Durante a extracao assistida por micro-ondas focalizada, a radiacdo eletromagnética
é aplicada diretamente na mistura amostra-solvente, devido a matriz vegetal possuir
quantidade significativa de agua, esta absorve grande quantidade de microondas, havendo
superaguecimento interno ocasionando rompimento da célula e facilitando a extracéo. Por sua
vez a migragéo de ions dissolvidos aumenta a penetracdo do solvente na matriz aumentando o
rendimento da extracdo (ARMENTA; GARRIDES; GUARDIA, 2008)

Os principais fatores comuns que afetam o processo de extracao sdo propriedades da
matriz, solvente, temperatura, pressao e tempo de analises. Os compostos fenélicos sdo muito
sensiveis ao calor, dando a esta técnica uma grande vantagem, por ser necessario um curto
tempo de extragéo reduzindo os efeitos de degradacdo (HERNANDEZ; LOBO; GONZALEZ,
2009).

Routray & Orsat (2014) compararam a extracdo de compostos fenolicos de mirtilo
pela extragdo por micro-ondas com a extra¢dao convencional por solvente e com a extragéo por
ultrassom. Os resultados mostraram teores muito maiores de polifendis totais para o extrato
obtido por micro-ondas.

Reis, Branco e Santos (2017) compararam os métodos de extracdo utilizando
ultrassom e micro-ondas focalizado frente aos teores de compostos fendlicos e flavonoides da
aroeira vermelha. Os ensaios obtidos pela extragcdo por micro-ondas apresentaram melhores
teores de compostos fendlicos e flavonoides que os ensaios obtidos pela extracdo por
ultrassom.

Os estudos verificaram que a extracdo por microondas diminuiu o tempo de extracao,

a utilizacdo de solventes e aumentou a quantidades dos compostos fendlicos extraidos.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

Ramos floridos de Syzygium cumini (L.) Skeels foram coletados no municipio do Cabo
de Santo Agostinho (8°29°86,07°S e 35°06°45,29”W) e encaminhados ao Instituto
Agrondmico de Pernambuco — IPA, onde foram identificados pela curadora do herbario (Dra.
Rita de Céssia Pereira) sob o nUmero de tombamento 90672. As amostras foram coletadas nas

4 estacOes do ano (primavera, verdo, outono e inverno) de 5 individuos diferentes (figura 1).

Figura 1 - Syzigium cumini (L.) Skeels utilizada no estudo, localizada no municipio do Cabo
de Santo Agostinho-PE.

Fonte: Autor.
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4.1.1 Obtencdo da droga vegetal (estabilizacéo, secagem e pulverizacao)

As amostras das folhas da planta foram estabilizadas com alcool a 70% (v/v) (Figura
2), em seguida, foram conduzidas para a estufa de ar circulante (Ethiktechnology®) por 40h a
40°C. Apds secagem, o material foi pulverizado em moinho de facas (SL-31, Solab®) com
tamis de 20 mesh (0,84 mm) (Figura 3), pesado e acondicionado em recipiente de vidro,

devidamente vedado e mantido em auséncia de luz.

Figura 2 - Folhas de S. cumini tratadas com alcool 70% ap0s coleta.

Fonte: Autor.
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Figura 3 - Droga vegetal de S. cumini ap6s secagem em estufa de ar circulante e pulverizacao
em moinho de facas.

Fonte: Autor.

4.1.2 Caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal

A seguir estdo descritos 0s ensaios para caracterizacdo fisico-quimica que foram

aplicados a droga vegetal. Todos 0s experimentos foram realizados em triplicata.

4.1.2.1 Determinacdo de 0leos volateis

O teor de 0leos volateis presentes na droga vegetal oriundo das folhas de S. cumini foi
determinado pelo processo de destilacdo por arraste de vapor utilizando-se o aparelho de
Clevenger, de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira 5% edi¢cdo. Apds a montagem
da aparelhagem necessaria, foram introduzidos em um baldo de fundo chato de 1 L, 100 g da
droga vegetal e 500 mL de agua destilada. Na abertura K do aparelho foi adicionado 0,5 mL
de xileno P.A e realizado a destilagcdo por um periodo de 4 horas com velocidade de 3 mL por
minuto (BRASIL, 2010).
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4.1.2.2 Densidade aparente

A densidade aparente da droga vegetal pulverizada foi realizada através de um
densimetro calibrado 1 cm?® (Powdermix®) de acordo com o descrito na Farmacopeia
Brasileira, 5% edi¢do. O densimetro foi pesado vazio e com a amostra do material vegetal em
uma balanca analitica calibrada (FA 2104N, Bioprecisa®) o resultado foi determinado

segundo aequacéo 1:

Dap = Mgc - Mav/ V4 (EQ. 1)

Em que: Dqp = densidade aparente; Mgy = massa do densimetro vazio; Mg¢c = massa do

densimetro cheio; V4 = volume do densimetro.

4.1.2.3 Determinagéo de cinzas totais

A determinacéo do teor de cinzas totais da droga vegetal foi realizada de acordo com o
descrito na Farmacopeia Brasileira, 5* edi¢cdo. Aproximadamente 3 g da amostra foram
distribuidos em cadinhos devidamente calcinados e pesados, posteriormente foram levados a
mufla para incineracdo em gradiente de temperatura até que se atingisse 600°C e todo carvéo
fosse consumido: 30 minutos a 200°C, 60 minutos a 400°C e 90 minutos a 600°C (BRASIL,
2010). Os resultados foram expressos em percentual de residuo de massa, pela média de trés

determinacg0es, segundo a equacao 2:

Cc1-C2
Pa

cT = (52) x 100 (Eq. 2)

Em que: CT = Cinzas Totais; C1 = Cadinho cheio antes da incineragdo; C2 = Cadinho

cheio apds a incineracdo; Pa = Peso da amostra.
4.1.2.4 Determinacdo de perda por dessecacédo

A determinacdo de perda por dessecacdo da droga vegetal foi realizada pelo método
gravimétrico de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edig&o.

Aproximadamente 1 g da amostra foi transferido para um pesa-filtro chato previamente
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dessecado. Este foi pesado tampado contendo a amostra, posteriormente agitou-se 0 pesa-
filtro levemente a fim de espalhar a amostra para promover uniformidade no recipiente, a uma
altura ideal de cerca de 5 mm. Em seguida, este sistema foi conduzido para uma estufa de ar
circulante (Ethicktechnology®) a 105°C, onde permaneceu com a tampa do recipiente
semiaberta por 2 horas. Logo apds o pesa-filtro foi retirado da estufa e transferido para um
dessecador para resfriamento, ao chegar a temperatura ambiente este foi pesado e o
procedimento de secagem foi repetido até peso constante (BRASIL, 2010). Os resultados
foram expressos em percentual de residuo de massa, pela média de trés determinacdes,

segundo a equacao 3:

Pu—Ps
Pa

Pd = (%25 x 100 (Eq. 3)

Em que: Pd = Perda por dessecacdo; Pu = Peso do pesa-filtro contendo a amostra
antes da dessecacdo; Ps = Peso do pesa-filtro contendo a amostra ap6s a dessecacdo; Pa =
Peso da amostra.

4.1.2.5 Determinacdo de agua

A determinacdo de agua da droga vegetal foi realizada pelo método direto de Karl
Fischer de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo. Apds a padronizacao
da agua, foi pesado 0,2 g da droga vegetal e adicionou-se 30 mL de metanol anidro ao
recipiente do equipamento. A titulagio foi realizada com o reagente de Karl Fischer
(BRASIL, 2010).

4.1.2.6 Determinacdo de substancias extraiveis por alcool

A determinacdo de substancias extraiveis por alcool da droga vegetal foi feita pelo
método de extracdo por Soxhlet de acordo com o descrito na Farmacopeia Brasileira, 52
edicdo. Dois gramas da droga vegetal foram exatamente pesados e transferidos para um
cartucho de celulose, previamente tarado e seco. Ao baldo do extrator foram adicionados 0,2 g
de hidroxido de sodio P.A e etanol absoluto P.A em quantidade suficiente. A extracdo
perdurou por 5h e ao final do processo, o cartucho contendo o residuo, foi levado a estufa de

ar circulante (Ethicktechnology®) onde permaneceu por 30 minutos, sob a temperatura de
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105°C. Ao final do processo, o residuo seco foi pesado, fornecendo dados para o calculo do
teor de substancias extraiveis por etanol (BRASIL, 2010).

4.1.2.7 Determinacdo do indice de espuma

Para determinacdo do indice de espuma da droga vegetal, foi realizado o método
descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo, no qual 1 g de p6 fino obtido atraves de
tamisacdo foi transferido para um erlenmeyer contendo 50 mL de dgua em estado de ebuligéo,
permanecendo neste por 30 minutos, sob fervura. Apos resfriamento, o contetdo foi filtrado e
transferido para um baldo volumétrico de 100 mL, tendo o volume completado com agua
destilada. A solucdo obtida foi distribuida em 10 tubos de ensaio, tendo seu volume segregado
de modo que o tubo 1 contivesse 1 mL de contedo, o tubo 2 contivesse 2 mL, até que no
tubo 10, houvesse 10 mL deste conteldo. Os tubos de 1 a 9 tiveram seus volumes
completados para 10 mL com a adicdo de agua destilada. Os 10 tubos foram tampados,
agitados com movimentos verticais por 15 segundos e deixados em repouso por 15 minutos.
Os halos de espuma que permaneceram foram aferidos com auxilio de um paquimetro digital
(BRASIL, 2010).

4.1.2.8 Determinacdo granulométrica do pé

A determinacdo da granulometria do p6 da droga vegetal foi feita de acordo com o
método descrito na Farmacopeia Brasileira, 5 edicdo. Foram pesados 259 do p6 da droga
vegetal e transferidos para o tamis superior do agitador de peneiras (Bertel®) onde o p6 foi
submetido a vibracdo durante 15 min com o0s seguintes tamises de abertura de malhas, a saber:
850, 600, 425, 250 e 75 um correspondentes a 20, 30, 40, 60 e 200 mesh, respectivamente. O
tamanho médio das particulas foi calculado através de curvas de passagem e retencdo
(BRASIL, 2010).

4.1.2.9 Anélise térmica

Para a determinacdo do perfil térmico foram utilizadas as técnicas de termogravimetria
(TG), termogravimetria derivada (DTG) e andlise térmica diferencial (DTA). A analise
térmica foi realizada no equipamento DTG-60H (Shimadzu®), foi utilizado aproximadamente
2,9 £ 0,5 mg da droga vegetal pulverizada, com a razdo de aquecimento de 5°C, sob uma
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faixa de temperatura de 20 a 600°C, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min*

utilizando-se recipiente especifico de aluminio.

4.2 TRIAGEM FITOQUIMICA DA DROGA VEGETAL

4.2.1 Preparo das amostras

Foi pesado 1 g de amostra e adicionado 25 mL de metanol P.A. A mistura (droga +
solvente) foi levada & decoccdo durante 5 minutos. A solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente e em seguida, filtrada em papel de filtro.

A triagem fitoquimica foi feita atraves da técnica de cromatografia em camada
delgada, a amostra e os padrdes foram aplicados de forma manual em placas cromatograficas
de silica gel 60 - F2s4 (Macherey-Nagel®, Germany). As placas foram desenvolvidas em cubas
apos saturacdo com a fase movel (Quadro 4). A cuba foi saturada durante 30 minutos,
aproximadamente, a temperatura ambiente. As bandas foram aplicadas com largura de 5 mm e
com uma distancia entre elas e as bordas das placas de 5 mm. O tamanho da largura e do
comprimento das placas cromatograficas foi de 5 cm. As amostras foram aplicadas a 5 mm da
origem e com término 5 mm do final da placa.

Apos a eluicdo das placas, estas foram secas a temperatura ambiente, e observadas sob
luz ultravioleta de 254 e 365 nm e luz visivel em seguida, foram digitalizadas. Na sequéncia,
foram reveladas com reagentes especificos para cada metabdlito (Quadro 4). As bandas

obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.
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Quadro 4 - Padrdes, sistemas e reagentes especificos utilizados para cada identificacdo dos

metabolitos.
Classe de Metabdlito Sistema Revelador Padréo
Polifendis (Taninos o i o
. 90:5:5 NEU + PEG Ac. galico e Ac. Elagico
Hidrolisaveis)
Taninos condensados 90:5:5 Vanilina cloridrica Catequina
Flavondides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina
_ o Ac. Cafeico e Ac.

Derivados Cinamicos 90:5:5 NEU + PEG .

Clorogénico
Terpenos e Esterdides 70:30 Lieberman-Burchard + A | B-Sitosterol
Cumarinas 50:50:50 KOH + A Cumarina
Saponinas 100:11:11:26 | Lieberman-Burchard+ A | Escina
Acucares redutores 50:20:10:10 | Timol + H2S04 10% + A | D-frutose
Alcal6ides 50:6,75:5 Dragendorf Nitrato de pilocarpina
Antraquinonas 50:6,75:5 HNO3 + KOH10% Senosideo A

Fonte: Autor; Legenda: 90:5:5 — Acetato de etila: acido formico: agua/ 70:30 — Tolueno: acetato/ 50:50:50 — Eter
etilico: acetato de etila: &cido acético 10% (saturacdo)/ 100:11:11:26 - Acetato de etila: acido acético: &cido
formico: agua/ 50:20:10:10 - Acetato de etila: &cido acético: &cido formico: agua/ 50:6,75:5 - Acetato de etila:
metanol: agua/NEU: Solucdo 1% de difenilboriletoxietilamina/ PEG: polietilenoglicol/ KOH: hidréxido de
potéssio/ H,SO4: &cido sulfurico/ HNOs: acido nitrico/ A: aquecimento.

4.3 AVALIACAO DA SAZONALIDADE

4.3.1 Preparo das amostras

Foi pesado 1 g de amostra e adicionados 25 mL de metanol P.A. A mistura (droga +
solvente) foi levada a decoccdo durante 5 minutos. A solucdo foi resfriada a temperatura
ambiente e em seguida, filtrada em papel-filtro

A sazonalidade foi feita através do método de cromatografia em camada delgada, as
bandas foram aplicadas, em aplicador semi-automatico Linomat V (Camag®) utilizando
seringa de 100 pL. Foram aplicados 10 pL das amostras e padrbes, com largura de 10 mm e
com uma disténcia entre elas e das bordas das placas de 5 mm. O tamanho da largura e do
comprimento das placas cromatograficas foi de 10 x 10 cm. As amostras foram aplicadas a 5
mm da origem e com término 5 mm do final da placa. Apds a eluigdo das placas, estas foram

secas a temperatura ambiente, foram reveladas com reagentes especificos para cada

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.




57

metabolito e observadas sob luz ultravioleta de 254 e 365 nm, posteriormente, foram
digitalizadas. As bandas obtidas foram comparadas as bandas dos padrdes correspondentes.

4.3.2 Pesquisa de sazonalidade de flavonoides e taninos

Em uma mesma cromatoplaca, apds revelagio com NEU (Solugdo 1% de
difenilboriletoxietilamina) mais PEG (polietilenoglicol), procedeu-se a observacdo no UV
(365 nm), bandas de fluorescéncia azul ou arraste esverdeado foram usados para atestar a
presenca de taninos hidrolisaveis, surgimento de bandas com fluorescéncia laranja ou amarela
foi usada como indicativo de presenca de flavonoides. Foi usado como padréo quercetina e

rutina para flavonoides e acido galico e acido elagico, para taninos (Quadro 5).

Quadro 5 - Padrdes, sistemas e reagentes especificos utilizados para pesquisa de sazonalidade

para cada metabolito.

Casse de Metabolito Sistema Revelador Padréo
Taninos 90:5:5 NEU + PEG Ac. gélico e Ac. Elagico
Flavondides 90:5:5 NEU + PEG Quercetina e Rutina

Fonte: Autor; Legenda: 90:5:5 — Acetato de etila: &cido férmico: 4agua/ NEU: Solucdo 1% de
difenilboriletoxietilamina/ PEG: polietilenoglicol

4.4 ENSAIO FARMACOLOGICO PARA DEFINICAO DE MELHOR SOLVENTE
EXTRATOR

Para definicdo de solvente extrator, avaliou-se a resposta antifungica dos extratos
aquoso (EA), etandlico absoluto P.A. (EEt), etanol:agua (EHEt) (1:1, v/v) e metanol:agua
(EHMt) (2:10, v/v) obtidos através de extracdo por micro-ondas e secagem por

rotaevaporacao, conforme descrito a seguir:

4.4.1 Obtencao das solucdes extrativas por micro-ondas

A obtencgéo das solugdes extrativas foi adaptada de Dahmoune (2015). Utilizando-se
um reator por micro-ondas (Discover system, CEM®) onde foram aplicados os seguintes
parametros: poténcia de 200W, tempo de extracdo de 2 minutos e temperatura maxima de
30°C. Os solventes empregados foram: agua destilada, etanol absoluto e metanol absoluto,
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sendo preparados 0s seguintes extratos: aquoso, etanol:agua (1:1, v/v), etandlico absoluto e
metanol:agua (2:10, v/v), empregando-se a proporc¢do de 1 g de droga vegetal para 20 mL de
solvente, a partir de 16 g de droga vegetal para cada extrato. Para conseguir realizar 2 minutos
de extracdo e ndo ultrapassar a temperatura limite, as extraces foram realizadas em ciclos de
4 tempos com duracdo de 30 segundos cada. Ao término de cada ciclo, as solugdes extrativas
foram levadas a geladeira para resfriamento até chegar em 25°C. Ap6s o término, os extratos

foram filtrados em algodéo.

4.4.2 Obtencéo dos extratos secos

4.4.2.1 Liofilizacéo

O élcool presente nos extratos etanol:dgua (1:1, v/v), etandlico e metanol:agua (2:10,
v/v), foram removidos em evaporador rotativo (MA-120, Marconi), em temperatura nédo
superior a 50°C. Em seguida, os extratos foram submetidos a liofilizacdo, utilizando-se
equipamento Liotop® L101, a uma pressdo negativa de 29 x 10°® mmHg e temperatura de -
60°C, durante 100 horas.

4.4.3 Teste de sensibilidade antifingica in vitro dos extratos secos de S. cumini

Os extratos secos obtidos por liofilizacdo foram submetidos aos testes de sensibilidade
antiflngica in vitro conforme descrito a seguir.

A metodologia empregada foi de acordo com o protocolo descrito no documento M27-
A3 (CLSI, 2008). Como controle foram utilizadas duas leveduras padrdo American Type
Culture Collection (ATCC): Candida krusei 6528 ATCC e C. parapsilosis ATCC 22019 com
perfil sensivel. O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, EUA) com L-
glutamina e sem bicarbonato de sodio, pH 7,0 + 0,1, com acido morfolino propano sulfénico
(MOPS; 0,165 mol.L-1;Sigma-Aldrich®). O meio de cultura foi esterilizado em membranas
de 0,22 pm (Millipore®, Darmstadt, Alemanha). Os extratos secos aquoso e etanol:agua (1:1,
v/v) foram diluidos em &gua e as concentracfes testadas foram 4092 pg/mL, 2046 pg/mL,
1023 pg/mL, 511,5 pg/mL, 256 pg/mL, 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL e 8
pg/mL, porém os extratos etandlico e metanol:agua (2:10, v/v) foram testados nas
concentragdes 64 pg/mL, 32 pg/mL, 16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL, 2 pg/mL, 1 pg/mL, 0,5
pg/mL, 0,25 pg/mL e 0,125ug/mL.
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Foram usados para os testes isolados clinicos de sangue de pacientes internados em
Unidade de Terapia intensiva (UTI) do Hospital das Clinicas de Pernambuco resistentes a
equinocandinas, sdo elas: Candida albicans, C. glabrata, C. guilliermondii, C. parapsilosis,
C. orthopsilosis e C. tropicalis. Os quais foram mantidos em meio Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) e incubados a 35°C por 48 h. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solucéo
salina, e sua densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da
transmiténcia utilizando um espectrofotometro a 530 nm. O volume do in6culo foi ajustado
para 5,0 mL de solucdo salina esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma
concentragéo de 2 - 5x10° céls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulacdo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
e a Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos foram realizadas com 100% de
inibicdo em relagdo ao poco controle. A CFM foi confirmada pela auséncia de crescimento

fangico.

4.4.3.1 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada utilizando ANOVA one way, seguido pelo teste t-
Student-Newman-Keuls. Os resultados foram considerados estatisticamente significantes
quando p<0,05. Os valores da concentracdo efetiva 50% (CEso) foram obtidos por regressao

n&o linear utilizando o programa GraphPad 5.01®. Todos os testes foram feitos em triplicata.

45 DEFINICAO DO METODO EXTRATIVO VISANDO MAIOR TEOR DE TANINOS
TOTAIS

45.1 Obtencao das solucdes extrativas
As solucdes extrativas foram obtidas a partir de duas técnicas, a saber: banho-maria

com agitacdo e micro-ondas. Estas, foram utilizadas a fim de se avaliar qual método extrativo

resultaria em maiores teores de taninos totais.
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4.5.1.1 Extracéo por técnica de digestdo

Para obtencdo da solucdo extrativa por banho-maria com agitacdo, foi empregada a
metodologia convencional adaptada de Aspé & Fernandez (2011) e Dahmoune, (2015) no
qual foram utilizados 4 g de droga vegetal para 200 mL de etanol:agua (1:1, v/v) a 60° C
(banho-maria Novatecnica®) com 200 rpm (agitador mecanico Marconi®) durante 2h.

4.5.1.2 Extracdo por técnica de micro-ondas

Para a obtencdo da solugdo extrativa por micro-ondas foi utilizada a metodologia

descrita no item 4.4.1, utilizando 4 g de droga vegetal para 200 mL de etanol:agua (1:1, v/v).

4.5.2 Caracterizagdo da solucéo extrativa

As solucgdes extrativas obtidas pelos dois métodos de extracdo foram submetidas aos
ensaios de caracterizacdo fisico-quimica presentes na Farmacopeia Brasileira, 5% edicdo

(BRASIL,2010). Ademais, todos os ensaios foram realizados em triplicata.

4.5.2.1 Determinagéo de pH

O pH foi medido a 25°C em pHmetro (Micronal®) calibrado com solucdes tampao de

pH 7,0 e 4,0, utilizando-se cerca de 20 mL de solugdo extrativa.

4.5.2.2 Determinacdo de densidade relativa

A solucdo extrativa foi colocada em picndmetro de 25,0 mL previamente pesado e
calibrado com agua. O peso da agua e da solucdo extrativa foi obtido através da diferenca de
massa do picnémetro cheio e vazio. O resultado foi determinado pela razdo entre a massa da

solucdo extrativa e a massa da agua.

4.5.2.3 Determinacdo de residuo seco

Uma aliquota de 2,0 mL da solucdo extrativa foi transferida para pesa-filtro

previamente dessecado e pesado, sendo evaporada até a secura em banho-maria, sob agitacdo
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ocasional. Apds evaporacao, a placa de Petri contendo a amostra foi dessecada em estufa de ar
circulante (Ethiktechnology®) a 105°C durante 3 h e transferidos para dessecador para

resfriamento. O residuo seco foi calculado em percentagem sobre o volume.

4.5.2.4 Determinacdo de taninos totais

Foi realizado o doseamento de acordo com o método descrito por Amorim et al,
(2008) para ambas as solucOes extrativas e realizado o comparativo do poder de extracdo de
taninos totais em cada metodologia, com resultados expressos em miligrama de Equivalente

de Acido Tanico (EAT) por grama de extrato bruto (mg EAT/g).

4.6 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA DOSEAMENTO
SIMULTANEO DE POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS DAS FOLHAS DE S. cumini

A metodologia analitica para doseamento simultaneo de polifendis e taninos totais
para folhas de S. cumini foi desenvolvida a partir de pardmetros apresentados por Amorim
(2008). Ademais, os resultados dos doseamentos foram expressos em miligrama de EAT por
grama de extrato bruto (mg EAT/g).

4.6.1 Matérias-primas

Foram utilizados: Acido tanico purissimo Vetec® (0,1 mg/mL, p/v) como padrio,
reagente de Fenol Folin-Ciocalteu ELL® (10%, v/v), Carbonato de sédio NaCOs P.A
Dinamica® (7,5%, p/v), Caseina P.A Dinamica® 1g.
4.6.2 Obtencao da solucéo extrativa

A solucdo extrativa foi obtida por técnica de micro-ondas, conforme parametros

definidos no item 4.4.1, porém utilizando como solvente extrator apenas estanol:agua (1:1,

vIv).
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4.6.3 Adaptacdo para leitura de polifendis e taninos totais

Para o desenvolvimento da curva padrao, foi realizada uma curva-teste com 8 pontos
nas seguintes concentracgdes, 0,5; 2,0; 4,0; 6,0; 8,0; 10,0; 12,0 e 14,0 pg/mL de &cido tanico
(AT) (Figura 4). Na curva- teste foram adicionados 1 mL de solucdo de Na>.COs (7,5%, p/v),
as aliquotas da solucdo de AT para obter as concentragfes desejadas, aliquotas de 500, 600 e
700 pL do reagente de Folin-Ciocalteu (RFC) (10%, v/v) e por fim, os volumes foram
completados para 10 mL utilizando-se agua destilada e colocados ao abrigo da luz para
posterior leitura apds 30 minutos de reagéo.

Ademais, as curvas testes foram obtidas utilizando-se aliquotas crescentes do RFC,
visando-se avaliar a quantidade de reagente necessaria para obter-se uma leitura linear de

polifendis totais.

Figura 4 - Baldes volumétricos com concentragdes crescentes de acido tanico utilizados para
obtencdo da curva de calibracéo.

Fonte: Autor.

A partir da definicdo da concentracédo ideal de Folin-Ciocalteu (FC) para obtencéo da
curva de calibracdo, foi ajustada a aliquota do extrato para 0,03 mL, a fim de obter-se uma
absorvancia entre 500 a 550 nm para polifendis.

Apo0s ajustada a aliquota do extrato, foi necessario promover a complexacdo dos
taninos totais e para tal, 6 mL da solucdo extrativa foram adicionadas a um Erlenmeyer

contendo 1 g de caseina dissolvida em 12 mL de agua destilada. Este, foi submetido a
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agitacdo por 3 h para promover a precipitagdo dos taninos totais com a caseina, em seguida a
solucdo foi filtrada, obtendo-se entdo a solucgdo de polifendis residuais.

Posteriormente, foi efetuada a leitura de polifendis residuais da solucdo extrativa
utilizando-se a mesma aliquota aplicada para a leitura de polifendis totais com o objetivo de
obter-se a absorvancia média em espectrofotdmetro (UV/Vis-mini-1240, Shimadzu®)
originada do complexo dos taninos totais do extrato com a caseina.

Finalmente, o teor de taninos totais foi calculado pela diferenca entre os polifendis

totais e polifendis residuais.

4.6.4 Definicdo da quantidade de caseina para complexacdo dos taninos totais

Foram realizados doseamentos dos taninos totais, utilizando-se quantitativos diferentes
de caseina para promover a complexacdo com 0s taninos sob agitacédo, a saber: 100, 250, 500,
750 e 1000 mg de caseina, mantendo-se 0s outros pardmetros. Os resultados foram
comparados com os valores de doseamento obtidos com 1g de caseina e 3h de complexacéo
dos taninos totais sob agitacdo (Figura 5) (Amorim, 2008), utilizando-se uma aliquota de 0,03

mL e 700 pL de FC para realizagéo da leitura.

Figura 5 — Aspecto da complexagéo dos taninos totais ap0s adi¢do da caseina.

Fonte: Autor.

A massa da caseina utilizada para complexacdo dos taninos totais, foi definida pelo
doseamento que necessitou de uma menor quantidade de reagente, sem que houvesse
diminuicéo significativamente estatistica entre os resultados dos testes.
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4.6.5 Avaliagdo do tempo de complexagdo da caseina com os taninos totais

Foram realizados 3 doseamentos com 3h, 1:30 h e 30 min de tempo de complexacéo
com os taninos totais sob agitacdo, utilizando 1g de caseina, em triplicata. Os resultados
obtidos para cada tempo de complexagdo citados, foram comparados com os valores de
doseamento obtidos com 1g de caseina e 3h de complexacdo sob agitacdo, utilizando-se uma
aliquota de 0,03 mL e 700pL de FC para realizacdo da leitura.

A escolha do tempo de complexacdo com caseina foi definida pelo doseamento que
necessitou de um menor intervalo de complexagcdo sem que houvesse diferenca
estatisticamente significativa entre os resultados das complexagdes com 0s tempos menores e

o0s obtidos pelo doseamento aplicando-se 3 h de complexacéo.

4.7 AVALIACAO DE ESTABILIDADE

4.7.1 Avaliacdo da cinética da curva de calibracao

Para a avaliacdo da cinética da curva de calibracdo foi preparada uma curva com
balGes de 50 mL seguindo as mesmas propor¢des conforme descrito no método por Amorim,
2008 e lida no espectrofotdmetro a 760 nm em intervalos de tempo de 30, 60, 120, 180 e 240
min. Ademais, todos os baldes permaneceram ao abrigo da luz até o0 momento da leitura no

equipamento.

4.7.2 Avaliacdo da estabilidade das solugdes reagentes

Para avaliacdo de estabilidade das solugbes reagentes, foram preparadas solugdes de
Acido tanico (0,1 mg/mL, p/v), Folin-Ciocalteu (10%, v/v) e Carbonato de sodio Na,COs
P.A (7,5%, p/v) e acondicionadas em balGes volumétricos vedados, envolvidos em papel
aluminio e armazenados em geladeira, posteriormente foram feitas curvas de calibragdo com

tempos de 1°, 2°, 3°, 14° e 49° dia, a fim de avaliar a estabilidade das mesmas.

4.7.3 Estabilidade da solucéo extrativa

Para avaliacdo da estabilidade das solugGes extrativas, os resultados dos doseamentos

foram expressos em miligrama de EAT por grama de extrato bruto (mg EAT/g).
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4.7.3.1 Temperatura ambiente

Para a avaliacdo da estabilidade da solucdo extrativa em temperatura ambiente, foram
avaliados os teores de polifendis totais e taninos totais empregando-se a metodologia
desenvolvida para S. cumini de acordo com o item 4.6 em intervalos de tempo O, 2 e 4h.

Para tal, a solugdo extrativa foi acondicionada em baldo volumétrico vedado,

envolvido em papel aluminio e mantida em temperatura ambiente para posterior analise.

4.7.3.2 Sob refrigeracédo

Para a avaliacdo da estabilidade da solucdo extrativa sob refrigeracdo, foi realizado o
doseamento de taninos totais empregando-se a metodologia desenvolvida para S. cumini, de
acordo com o item 4.6 em intervalos de tempo de 6 h até ser notada desestabilizacdo durante o
doseamento.

A solucdo extrativa foi acondicionada em baldo volumétrico vedado, envolvido em
papel aluminio e mantida na geladeira. Foi realizado o doseamento ap6s Oh, 6h e 12h de

armazenamento.

48 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DOSEAMENTO DE
POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS EXTRAIDOS DAS FOLHAS DE S. cumini

Para validacdo do método foram avaliados os parametros de especificidade,
linearidade, limite de detec¢do (LD), limite de quantificacdo (LQ), preciséo, exatiddo, e
robustez, de acordo com a RDC 166/2017. Os resultados foram expressos como microgramas
de EAT por mililitro de extrato (ug EAT/mL). Todas as analises foram realizadas em
triplicata e a confiabilidade dos parametros foi verificada pelo coeficiente de variagdo
percentual (CV%), ndo admitindo valores superiores a 15%, como determinado na legislacao
para material vegetal (BRASIL, 2014). Adicionalmente, os resultados foram tratados
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) One-Way ou Two-Way, quando aplicavel,

com um nivel de significancia de 95%.
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4.8.1 Preparo da solugéo extrativa mée

A Solucdo Extrativa Mae (SEM) foi preparada diluindo-se 10 mL da solucdo extrativa

(item 4.4.1) em agua destilada utilizando-se um baléo voluétrico de 100 mL.

4.8.2 Especificidade

A especificidade do método foi verificada através da sobreposicdo dos espectros das
amostras nos comprimentos de onda de 500 a 900 nm, onde: solugdo padréo (6 pg AT/ mL)
com 700 pL RFC, solucdo teste (0,06 mL de SEM em 10 mL de agua destilada) com 700 pL
de RFC e solucdo teste (0,06 mL de SEM em 10 mL de 4gua destilada) sem RFC.

4.8.3 Linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo para polifenois totais

A linearidade foi verificada para solucdo extrativa e para solucdo padrdo, a partir da
analise de trés curvas auténticas. Para a solucdo extrativa e para solucdo padrao, trés curvas
foram construidas em sete niveis de concentracdo: 3; 4,8; 54; 6; 6,6; 7,2 e 9 ug/mL,
correspondendo a um intervalo de 50 a 150%.

As curvas foram construidas empregando-se os valores médios da absorvancia em
funcdo da concentracdo. Os resultados foram tratados estatisticamente através do calculo de
regressao linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de
determinacéo (R?), adotando R?> 0,98 como valor minimo para aceitacdo (BRASIL, 2014).

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados de acordo com
as equacdes LD = DP, x 3/IC e LQ = DP, x 10/IC, onde DP, € o desvio padrdo do intercepto
com o0 eixo Y, obtido das trés curvas de linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares

(inclinacdo da reta) das respectivas curvas (BRASIL, 2017).

4.8.4 Linearidade, limites de deteccao e quantificagdo para taninos totais

A solucdo padrdo para taninos totais foi desenvolvida através de uma curva de
concentracdo conhecida do proprio extrato de S. cumini corrigida pela curva de AT para
polifendis totais e seu comportamento comparado com uma curva feita exatamente com as
mesmas concentragdes de AT. A linearidade dos resultados foi verificada para solucdo
extrativa e para solucdo padrdo, a partir da analise de trés curvas auténticas. Para a solucdo
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extrativa e para solugdo padréo, trés curvas foram construidas em sete niveis de concentragdo:
3,54; 4,72; 5,25; 5,74; 6,42; 6,78 e 7,98 pug/mL.

As curvas foram construidas empregando-se os valores médios da absorvancia em
funcdo da concentracdo. Os resultados foram tratados estatisticamente através do calculo de
regressdo linear pelo método dos minimos quadrados, a fim de definir o coeficiente de
determinacéo (R?), adotando R?> 0,98 como valor minimo para aceitacio (BRASIL, 2014).

Os limites de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ) foram estimados de acordo com
as equacdes LD = DP, x 3/IC e LQ = DP4 x 10/IC, onde DP, € o desvio padrdo do intercepto
com o eixo Y, obtido das trés curvas de linearidade e IC é a média dos coeficientes angulares
(inclinagdo da reta) das respectivas curvas (BRASIL, 2017).

4.8.5 Robustez

O ensaio para determinacdo da robustez do método espectrofotométrico para
polifendis totais e taninos totais foi realizado a partir da variagdo da marca do
espectofotdmetro (Shimadzu® e Micronal®) e da concentracio de carbonato de sddio de 10%

para 15%.

4.8.6 Precisao

A precisdo para polifendis totais e taninos totais foi avaliada por meio da
repetibilidade e precisdo intermediaria (BRASIL, 2017). Para calcular a repetibilidade, em um
Unico dia, um Unico analista determinou a concentracdo de seis amostras a 100% da
concentracdo teste (6,0 pg EAT/mL para polifendis totais e 5,1 ug EAT/mL para taninos
totais) obtidas das seis solucdes extrativas distintas. Posteriormente, para analise da precisdo
intermediéaria, dois analistas em dias separados avaliaram a concentracdo de trés amostras a

100% obtidas a partir das trés solucGes extrativas distintas.

4.8.7 Exatidao

A exatiddo para polifensis totais e taninos totais foi avaliada por ensaios de
recuperagdo, através da adigdo de 1 pg/mL de AT as amostras contendo 4,8; 6,0 e 7,2 ug
EAT/mL de polifendis totais e 4,2; 5,1 e 6 ug EAT/mL de taninos totais, equivalentes a 80,
100 e 120% da concentracdo, respectivamente, com trés réplicas cada. Os valores de
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recuperacdo, expressos em porcentagem, foram determinados através da razdo entre as
concentracfes medias determinadas experimentalmente com as concentracdes teoricas
correspondentes (BRASIL, 2017).

49 OTIMIZACAO DO METODO EXTRATIVO

Apos o desenvolvimento da metodologia analitica para doseamento de taninos totais
para as folhas de S. cumini, realizou-se um estudo de otimizacdo do método de extracdo de

polifendis e taninos totais, o qual segue descrito a seguir.

4.9.1 Planejamento experimental

Um desenho experimental foi planejado para otimizar a extragdo de polifendis totais e
taninos totais das folhas de S. cumini através de micro-ondas. Os fatores independentes de
tempo de extracdo (X1), poténcia do micro-ondas (Xz), proporcao de droga vegetal/solvente
(X3) e concentracdo etanodlica (X4) foram selecionados para o estudo, considerando suas
importancias descritas para o processo de extracdo. Os fatores foram estudados em trés niveis,
em um desenho do tipo Box-Behnken (Tabela 1) com 27 experimentos individuais, onde
foram analisados os impactos dos fatores independentes sobre a s concentracdes de polifendis
(Y1) e taninos (Y2) totais, mensurados em mg/g de extrato bruto. Os niveis experimentais
foram selecionados baseados em trabalhos prévios envolvendo extracbes similares a do
presente estudo (DAHMOUNE et al., 2015; NAIMA et al., 2015; MEDOUNI-ADRAR et al.,
2015; RHAZI et al., 2015).

Os efeitos foram estimados por regressdo dos minimos quadrados e avaliados por
analise da variancia (ANOVA, nivel de significancia de 95%), observando a influéncia linear
(L) e quadratica (Q) dos fatores sob as respostas, onde buscou-se uma maior recuperacdo dos

metabolitos nasolucdo extrativa a partir das condicdes testadas.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



69

Tabela 1 - Fatores e niveis independentes empregados no planejamento experimental de Box-
Behnken para otimizacdo da Concentracéo de Polifendis Totais (CPFT) e Concentragdo de
Taninos Totais (CTT) da solucdo extrativa das folhas de S. cumini por Extracdo Assistida por
Micro-ondas (EAM).

Cadigos Fatores Niveis
Menor (-1) Meédio (0) Maior (1)
2 X1 Tempo de extragdo (min) 1 5 10
8 é X2 Poténcia do micro-ondas (w) 50 150 300
L% %_ X3 Proporcédo droga/solvente (g/mL) 1/10 1/25 1/40
S Xa Concentracéo etandlica (%) 20 50 80
§ Yi CPFT (mg EAT/g)
o Y2 CTT (mg EAT/g)

Fonte: Autor

A melhor condicdo de extracdo foi selecionada com base na predicdo de respostas
pela funcdo desejabilidade, dando preferéncia a concentracdo de taninos totais, visto que
diversos estudos evidenciaram importante acdo antimicrobiana sobre atividade dos taninos
(CASTEJON, 2011; MELLO; SANTOS, 2001).

4.10 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO OTIMIZADO DE S.

cumini

O extrato seco de S. cumini foi obtido através de liofilizacdo e, em seguida,

caracterizado através de diferentes métodos, conforme descrito a seguir:
4.10.1 Obtencéo do extrato seco padronizado de S. cumini

O extrato seco de S. cumini foi obtido por liofilizacdo a partir da solugéo extrativa
otimizada, nas seguintes condicdes: propor¢cdo droga/solvente (1/34 g/mL); concentragédo
etanolica (38%); tempo de 10 min; poténcia 300W. A solucdo foi primeiramente congelada

em freezer comum a -6° + 5°C por 48 h, e em seguida, liofilizada (Liotop®) sob pressio de 24
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umm de Hg; vacuo 220 + 2 Vca. por 72 h. O produto foi acondicionado em placa de Petri
fechados e armazenados em dessecador de vidro sob vacuo. O rendimento de secagem foi
avaliado através da razdo entre massa do extrato seco obtido e o volume da solugédo extrativa

utilizada.

4.10.2 Descri¢ao macroscopica

O extrato seco otimizado de S. cumini foi visualizado a olho nu, sobre uma placa de

Petri para verificacdo do aspecto e cor.

4.10.3 Determinacdo de pH do extrato seco otimizado de S. cumini

Cerca de 0,5 g do extrato seco otimizadode S. cumini foram pesados e dispersos em
15 mL de agua destilada. O pH foi medido a 25 °C em pHmetro Micronal® calibrado com
solucdes tampédo de pH 7,0 e 4,0(SPANIOL, 2007).

4.10.4 Determinacdo da area superficial especifica e porosidade do extrato seco

otimizado de S. cumini

O extrato seco otimizado de S. cumini foi pesado (428 mg) a amostra foi
desgaseificada por 12 h a 110°C para remover qualquer material adsorvido no interior dos
poros e na superficie do material. As analises foram realizadas obtendo-se as isotermas de
adsorcdo e dessorcdo, aplicando-se os modelos apropriados para o ajuste dos pontos
experimentais. A isoterma de adsor¢do/dessorcdo foi obtida pela adsorcdo fisica progressiva
de nitrogénio a 77 K sobre o material, e subsequente dessor¢do (SANTOS, 2013). A medida
da area superficial especifica foi obtida por adsorcdo fisica de nitrogénio sobre o material,
pelo método Brunauer-Emmett-Teller (BET) e a determinacdo da porosidade (tamanho de
poro e volume total de poros) pelo o método de Barret-Joyner-Halenda (BJH). Para a
realizacdo destes ensaios, foi utilizado um analisador de area superficial e tamanho de poros
ASAP2440 micromeritics®, munido de software para determinar a &rea superficial e
porosidade.
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4.10.5 Caracterizacao térmica

As curvas de termogravimetria (TG) foram obtidas por meio de termobalanca
Shimadzu®, modelo DTG 60H, em atmosfera de nitrogénio em fluxo de 50 mL.min%, sendo a
massa do extrato seco de S. cumini, em torno de 5 mg (£ 0,2), acondicionadas em cadinho de
alumina, nas razdes de aquecimento 10 °C.min?, na faixa de temperatura 25 - 600°C. Os
dados termoanaliticos foram analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis)

versdo 2.20 da Shimadzu®.
4.10.6 Determinacdo de polifendis e taninos totais

Os teores de polifendis totais e taninos totais do extrato seco foram determinados
dissolvendo-se 142 mg do extrato seco em 100 mL de etanol 38% e posteriormente,
aplicando-se 0 método desenvolvido no trabalho descrito no item 4.6.

4.10.7 Avaliacao das propriedades de compactacao

As propriedades de compactacdo do extrato seco de S. cumini foram obtidas através
da determinacdo de densidade aparente (dar), densidade de compactagdo (dcp), Fator de
Hausner (FH) e indice de Carr (indice de compressibilidade — 1C, Quadro 6). O ensaio foi
realizado com 2 g do extrato em um compactador automatico (Tap Density, Varian®) provido
de uma proveta normatizada. O equipamento promove uma compactacdo do pé através de
movimentos verticais repetidos na proveta. O volume inicial ocupado pelo extrato foi medido,
com posterior medicdo apds 10 compactacOes, necessarias para acomodacdo do pé (Vio) €
1250 compactagdes (V12s50). Ao final das compactagdes, foi possivel avaliar a capacidade de
compactacdo pela subtracdo de V1o - Vizs0. A relagdo entre a massa do extrato e o volume
ocupado pelo pé antes e apds a compactacdo determinou a dap e dcp, respectivamente
(ALVES et al., 2008). Ja a compressibilidade do pé foi avaliada através do FH e IC, de acordo
com as equacdes 4 e 5, respectivamente (PETROVICK; PETROVICK; BASSANI, 2010;
ALVES et al., 2008).

FH =22 (Eq. 4) [c = Yeezdan) 00 (Eq. 5)
dAp dCP

Onde: FH = Fator de Hausner; IC — indice de Carr; dcp = densidade de compactacio (g/mL);

dap = densidade aparente (g/mL).
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Quadro 6. Relacio do indice de Carr (IC) para a fluidez de pos.

IC (%) Fluidez
05a15 Excelente
12a16 Boa
18a21 Moderada
23a35 Pobre
33a38 Muito pobre

> 40 Muito muito pobre

Legenda: IC = Indice de Carr.
Fonte: WELLS, apud ANDRADE, 2009.

4.10.8 Avaliacdo do angulo de repouso e tempo de escoamento

O éangulo de repouso foi determinado através do escoamento livre de cerca de 5 g do
extrato seco de S. cumini através de um funil de dimensdes padronizadas, cuja abertura de
saida encontrava-se a 10 cm de altura sobre uma superficie plana, contendo uma folha de
papel milimetrado; onde foi formado um cone de pé. O angulo formado entre o cone e a
superficie é chamado de angulo de repouso, sendo obtido pelo calculo de sua tangente através
da relacéo entre a altura (h) e o raio (r) do cone formado. Paralelamente ao angulo de repouso,
foi determinado o tempo necessario para o escoamento livre do extrato através do funil
(tempo de escoamento), utilizando-se um cronémetro digital, onde resultados acima de 10

segundos sdo considerados com tempo de escoamento infinito (ALVES et al., 2008).

4.11 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE S. cumini.

A metodologia empregada foi de acordo com o protocolo descrito no documento M27-
A3 (CLSI, 2008). Como controle foi utilizada levedura, padrdo American Type Culture
Collection (ATCC): Candida parapsilosis ATCC 22019 com perfilsensivel. O meio de
cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich®, EUA) com L-glutamina e sem
bicarbonato de sodio, pH 7,0 + 0,1, com acido morfolino propano sulfénico (MOPS; 0,165
mol.L-1; Sigma-Aldrich®). O meio de cultura foi esterilizado em membranas de 0,22 pm

(Millipore®, Darmstadt, Alemanha). Os extratos foram diluidos em &gua e as concentracdes
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testadas foram 640pg/mL, 320 pg/mL, 160 pg/mL, 80 pg/mL, 40 pg/mL, 20 pg/mL, 10
pg/mL, 5pug/mL, 2,5ug/mL e 1,25 pg/mL.

Foram usados para teste leveduras de isolados clinicos de sangue de pacientes
internados na UTI do Hospital das Clinicas de Pernambuco com perfil de resisténcias a
equinocandinas, séo elas: Candida albicans, C. glabrata, C. haemulonii, C. parapsilosis, C.
tropical e também dermatofitos de isolados clinicos de escamas epidérmicas de pacientes do
Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco, sdo eles: Trichophyton
mentagrophytes 6272 (isolado clinico de escamas epidérmicas da regido inguinal e vulva) e
Trichophyton rubrum 5413 (isolado clinico de escamas epidermicas).

As leveduras e dermatofitos foram mantidas em meio Agar Sabouraud Dextrose
(SDA), as leveduras foram incubadas a 35°C por 48 h, ja os dermatofitos foram incubados por
25 °C por 7 dias. As suspensdes dos isolados foram preparadas em solucdo salina, e sua
densidade ajustada de acordo com a escala 0.5 de MacFarland em 90% da transmitancia
utilizando um espectrofotdmetro a 530 nm. O volume do in6culo foi ajustado para 5,0 mL de
solucdo salina esterilizada e, posteriormente, diluido em RPMI 1640 para uma concentracdo
de 2-5x102 céls/mL.

Para os testes de sensibilidade, foram utilizadas placas de microtitulagdo planas de 96
pocos (TPP; Trasadingen, Suica). A determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)
e a Concentragdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos foram realizadas com 100% de
inibicdo em relacdo ao poco controle. A CFM foi confirmada pela auséncia de crescimento

fangico.

4.12 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE S. cumini.

Para o teste de sensibilidade antibactériana foram utilizadas cinco cepas de
Staphylococcus aureus: LFBM OXA1, LFBM 17 (isolados clinicos de hemocultura) LFBM
16 (isolado clinico de escarro), LFBM 31 (isolado clinico de urina) e LFBM 18 (isolado
clinico de secrecdo iliaca). E cinco cepas de Enterococcus faecalis (LFBM 918, LFBM 189,
LFBM 335, LFBM 421, LFBM 240) isoladas de amostras clinicas de hemocultura.

As quais foram identificadas e mantidas no Laboratério de Fisiologia e Bioquimica
de micro-organismo do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de
Pernambuco. O fendtipo de resisténcia a agentes antimicrobianos a p-lactamicos,
macrolideos, aminoglicosideos e fluoroquinolonas foi previamente determinado pelo metodo

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



74

de difusdo em meio sélido bem como a determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) da oxacilina para as cepas de Staphylococcus aureus e vancomicina para Enterococcus
faecalis. Foi utilizado como padrdo Stahylococcus aureus ATCC 335921 e ATCC 25923 e
Enterococcus faecalis ATCC 51299 e ATCC 27212 com um perfil de resisténcia e
sensibilidade respectivamente foram inseridos nesse estudo.

Os micro-oganismos foram mantidos sob 6leo mineral e reativados pela transferéncia
de parte da cultura para tubos contendo caldo Mueller-Hinton e incubadas a 37°C por 24
horas, as culturas foram semeadas em Agar Mueller -Hinton e re-incubadas a 37°C por 24
horas. Com o auxilio de uma alca calibrada, 2 col6nias de aproximadamente 2mm de
didmetro foram inoculadas em 10 mL de caldo Mueller-Hinton e os tubos incubados a 37° C
por 24 horas. As culturas foram diluidas e sua turbidez comparada ao tubo 0,5 da escala de
Mac Farland, o que corresponde a 108 UFC/mL. Em seguida uma diluicdo (1:100) foi
realizada de forma a obter um in6culo de 10° UFC/mL.

O extrato de S. cumini foi pesado analiticamente e solubilizado em um sistema
composto por etanol/agua destilada (4/6) de forma a obter uma solucéo padronizada em 2560
ug/mL. Essa solugdo estoque foi esterilizada por filtragdo sob membrana Milipore® de 0,22
um de porosidade. Uma avaliacdo antimicrobiana do sistema etanol/ agua, foi incluido para
assegurar que este sistema nao possui atividade intrinseca sobre 0s micro-organismos.

Para determinagdo da CIM do extrato padronizado de S. cumini foi utilizado o método
de microdiluicdo em placa de 96 pocos preconizado pelo Clinical Labratory Standards
Institute (CLSI, 2015), com algumas modificacBes. Para isso, 100 pL da solucdo do extrato
foi dispensado nos pogos de 1 a 7 da linha A na concentragdo de 2560 pg/mL. Os demais
pocos foram pipetados com 100 uL de caldo Mueller- Hinton. Uma aliquota de 100 uL do
conteddo de cada poco da linha A foi transferido para linha B e o procedimento foi repetido
até a linha H. Dessa forma as concentracdes do extrato variaram de 1280 a 20 pg/mL.
Posteriormente, um volume de 5 pL (10* UFC/mL), das culturas padronizadas dos
microrganismos foi inoculado em todos os pogos. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica a 37°C por 24 horas. A CIM foi definida como a menor concentragdo do agente

antimicrobiano expresso em micrograma/mililitro capaz de impedir o crescimento da bactéria.
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413 AVALIAC;AO DE TOXICIDADE IN VIVO DO EXTRATO SECO PADRONIZADO
DE S. cumini.

O ensaio de toxicidade do extrato de S. cumini foi avaliado em modelo invertebrado in
vivo em larvas de Tenebrio molitor em trés experimentos independentes em triplicata. 10
larvas foram selecionadas aleatoriamente e divididas em quatro grupos experimentais (n =
10/grupo). Cada larva recebeu doses variaveis dos extratos, 1280 mg/kg, 160 mg/kg, 80
pcg/kg e o grupo controle recebeu apenas PBS (phosphate buffered saline). Todas foram
mantidas em temperatura ambiente. A mortalidade foi observada e os mortos contados até o
sétimo dia (168h) apos a inoculacdo do extrato (LIMA, 2011).

414 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO EXTRATO SECO DE S.
cumini:EXCIPIENTES

Para avaliacdo da compatibilidade do extrato seco de S. cumini com 0s excipientes
avaliados, foram obtidas misturas binarias na proporcdo de 1:1 (p/p), das quais foram
avaliados os perfis térmicos destas com os respectivos perfis do extrato seco de S. cumini e
excipientes. Ademais, os perfis térmicos foram obtidos através das técnicas de TG/DTG,
empregando-se 0s mesmos pardmetros utilizados no estudo de caracterizacdo térmica do
extrato seco de S. cumini (3.10.4).

Na tabela 2 estdo relacionados os excipientes farmacéuticos avalidos no estudo de

compatibilidade.
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Tabela 2 - Relacdo dos excipientes avaliados no estudo de compatibilidade com o extrato

seco de S. cumini.

Excipiente Classificacao Marca/Lote
Aerosil® Adsorvente Degussa® / 156050514
Croscarmelose Sodica Desintegrante Blanver® / 83452
Crospovidona Desintegrante  Jiaozue Zhongwei® / 2014PP1023
Talco Lubrificante Magnesita® / N-80062-3
Estearato de Magnésio Lubrificante Peter Greven® / 83307
Celulose Microcristalina 200 Diluente Blanver® / 155012092
Starch 1500® Diluente Colorcon® / IN530936
Tabletose® 100 Diluente Meggle® / 0735
Compremix® Diluente Chemyunion® / CN102-1209
Polivinilpirrolidona K30 (PVP ) )
K30) Aglutinante Viafarma® / 20111218

Legenda: Aerosil® - Didxido de silicio coloidal; Starch 1500® - Amido pré-gelatinizado; Tabletose®100 -
Lactose Monoidratada; Compremix® - Fosfato de calcio, celulose microcristalina, derivado de aglcar,
derivado de amido, didxido de silicio coloidal e estearato de magnésio.

4.15 OBTENCAO DE COMPRIMIDOS A BASE DE S. cumini POR TECNICA DE
COMPRESSAO DIRETA

Para a obtencdo dos comprimidos a base de S. cumini por compressdo direta foi

utilizada a seguinte formulagéo para o lote de bancada — LB:

Tabela 3 — Composicdo do LB para obtencdo de comprimidos de 150 mg a base de S. cumini

por técnica de compressao direta.

Componentes Fucéo LB (%)
Extato seco de S. cumini Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) 16,7
Croscarmelose Desintegrante 10
Celulose Microcristalina 200 Diluente 68,3
Polivinilpirrolidona K30 (PVP K30) Aglutinante 5
Total - 100

Legenda: IFA — Insumo Farmacéutico Ativo.
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Apos a selecdo dos excipientes para formulacdo, estes foram misturados ao IFA de
forma manual em recipiente adequado por 05 (cinco) minutos e posteriormente, o granel foi
submetido aos testes de avaliacdo das propriedades de compactacdo e angulo de
repouso/tempo de escoamento, utilizando os mesmos parametros utilizados na caracterizacéo
do extrato seco conforme descrito nos itens 3.10.6 e 3.10.7, respectivamente.

Em seguida, o granel foi comprimido em compressora rotativa com 16
puncdesNeuberger® utilizando pungbes e matrizes de 07 (sete) mm para obtencdo de
comprimidos com 150 mg de peso medio. Ademais, o controle de qualidade do produto em
processo foi realizado aplicando as técnicas de peso médio, friabilidade, dureza e
desintegracdo, conforme descrito na Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do,utilizando os seguintes
equipamentos: friabildmetro(Varian/Wankel®, modelo 42093), balanca semi-analitica
(Gehaka®, modelo 200AC), durémetro (Wankel®, modelo VK 200) e desintegrador (Nova
Etica®, modelo 301AC).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 MATERIA-PRIMA VEGETAL

5.1.1 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal

5.1.1.1 Determinacdo de 6leos volateis

Os Oleos essenciais sdo definidos como compostos orgéanicos volateis, sendo
caracterizados principalmente devido ao seu forte sabor e intenso aroma (SILVA,
OLIVEIRA; SOUZA, 2011). Estes 0Oleos possuem grande importancia industrial e sdo
empregados nas industrias de perfumaria, cosmética, alimenticia e farmacéutica, sendo
geralmente os componentes de acdo terapéutica das plantas medicinais (TRANCOSO, 2013).
O volume de dleo encontrado foi de 0,1 mL em 100 g de droga vegetal, sendo equivalente a

uma concentracdo de 0,1% de 6leo volatil por grama de droga vegetal.

5.1.1.2 Densidade aparente

A determinacdo da densidade aparente é importante para estabelecer sua melhor
utilizacdo e esta relacionada com o volume ocupado por uma determinada massa. A densidade
aparente do material vegetal foi de 0,3073 g/mL (x 0,005) mostrando-se menor que a da agua.

Uma quantidade de 100 g de material vegetal ocupa um volume de 333,33 mL.

5.1.1.3 Determinacdo de cinzas totais

O teor de cinzas totais encontrados em drogas vegetais pode-se referir tanto aos sais
minerais (cinzas fisiologicas) presentes na planta como a presenga de impurezas de natureza
inorganica e ndo volateis (SIMEI et al., 2014). Mais uma vez, ndo foram encontrados dados
referentes a esta analise farmacopeica para a espécie vegetal. O valor encontrado nos
experimentos foi de 4,53% (+0,03) que, se comparado as especificacdes de Eugenia uniflora
L. que é da mesma familia que S. cumini abordadas na Farmacopeia Brasileira, 5% edi¢do (até

11%), tem-se um resultado dentro do intervalo aceitavel.
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5.1.1.4 Determinacdo de perda por dessecagédo

Além de fornecer informacgdes importantes acerca das condi¢des de armazenamento
da droga vegetal, a perda por dessecacdo também é um importante parametro a ser estudado,
uma vez que o teor de umidade encontrado esta diretamente ligado & estabilidade
microbiolégica da droga, mostrando sua suscetibilidade ou ndo ao surgimento e
desenvolvimento de fungos e bactérias (SIMEI et al., 2014).

Ndo foram encontrados na literatura limites especificos acerca do percentual
aceitavel de umidade para o p6 oriundo das folhas de S. cumini, demonstrando a importancia
deste trabalho na padronizacdo da droga vegetal. Tomando por base dados da Farmacopeia
Brasileira, 5% edicdo e uma publicacdo de Couto em 2009 referentes a outras 2 espécies da
familia Myrtaceae, observou-se que Eugenia uniflora L. e Eugenia dysenterica DC. devem
apresentar, respectivamente, o teor maximo de 10% e 8% de umidade. Levando-se em
consideracdo as semelhancas taxondmicas das espécies, podemos inferir que a média dos
resultados obtidos neste estudo, que foi de 9,37% (£0,05), é aceitdvel mostrando que o baixo

conteddo de umidade representa a eficiéncia do processo de secagem.

5.1.1.5 Determinacdo de agua

A média dos resultados foi de 6,71% (+0,11). Ndo foram encontrados na literatura
limites especificos acerca do percentual aceitavel de umidade para o p6 oriundo das folhas de
S. cumini. Tomando por base os dados da Farmacopeia Brasileira (5 ed.) observou-se que
Eugenia uniflora L. e Eugenia dysenterica DC. devem apresentar, respectivamente, os teores
méaximos de 10% e 8% de umidade. A semelhanca do que se veriricou no ensaio de perda por
dessecacdo, em funcdo das semelhancas taxondmicas das espécies, podemos sugerir que o
resultado obtido neste estudo é aceitavel, revelando que o baixo conteddo de umidade

representa a eficiéncia do processo de secagem.

5.1.1.6 Determinacdo de substancias extraiveis por alcool

Diversas drogas vegetais podem ter sua qualidade definida a partir do rendimento
obtido ao final de uma extragdo com solvente (s) de polaridade (s) conhecida (s). Tais ensaios
funcionam como ferramentas para determinar se 0 material vegetal ¢ apto ou ndo para ser
empregado em processos produtivos (SIMOES et al., 2003; BRASIL 5, 2010).
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A partir das massas obtidas, foi possivel calcular o percentual de substancias
extraiveis por alcool em relacdo a droga vegetal seca, onde o teor obtido foi de 13,07%

(x1,51) aproximadamente.

5.1.1.7 Determinacdo do indice de espuma

Conceitualmente, o indice de espuma é a determinacdo da maior diluicdo em que 1 g
de uma dada droga vegetal € capaz de formar 1 cm de espuma em determinadas condicbes
experimentais. Através do valor obtido, pode-se inferir qualitativamente ou semi-
quantitativamente a presenca de saponinas na amostra analisada (BRASIL 5, 2010).

Os ensaios realizados com S. cumini demonstraram que os indices de espuma
referentes a droga vegetal ndo ultrapassaram 1cm em nenhum dos tubos, sendo 8,72 mm o
valor maximo atingido nas aferi¢@es (tubo 10, contendo o decocto ndo diluido). Desse modo,
de acordo com a Farmacopeia Brasileira (52 ed), o indice de espuma encontrado € inferior a

100, o que indica um baixo teor de saponinas na espécie vegetal.

5.1.1.8 Determinacdo granulométrica do pé

Através do histograma obtido (Figura 6a), relacionando-se a distribuicdo
granulométrica da droga sobre os tamises, observou-se que as particulas do material vegetal
encontraram-se predominantemente retidas nos tamises de abertura 850 e 600 pm,
representando 38,25 e 23,02%, respectivamente.

A partir da intersecdo das curvas de retencdo e passagem da droga vegetal pelos
tamises utilizados (Figura 6b), p6de-se obter o tamanho médio das particulas, que foi de 723
pum. De acordo com os critérios farmacopeicos, o p6 obtido foi classificado como grosso. Tal
resultado constitui um fator importante na conservagdo da droga vegetal, pois tamanhos
pequenos de particula implicam em maior superficie de contato, gerando eventuais problemas

de estabilidade em detrimento da adsorcéo de umidade.
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Figura 6 -Histograma de distribuicdo granulométrica e curvas de retencéo e passagem.
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Fonte: Dados da pésquisa.

5.1.1.9 Anélise térmica

Na Figura 7, pode-se observar que as curvas TG/DTG demonstraram a presenca de
trés eventos de perda de massa, com 0s percentuais de 7,77%, 34,80% e 23,85%, ocorridas
entre 36,49°C e 492°C. A primeira diminuicdo estd provavelmente relacionada com a
dessor¢do de umidade e de compostos volateis que sdo sensiveis a presenga de calor. Os
outros dois momentos de perda, que ja ocorrem acima dos 200°C, podem estar associados
com a degradacdo dos diversos componentes da droga vegetal, até a formacdo de cinzas
devido a exposicdo excessiva a elevadas temperaturas.

A utilizacdo destes recursos analiticos permite um delineamento do comportamento
da droga vegetal diante da exposi¢cdo ao calor contribuindo, por exemplo, para a adequagao
das condicdes de extracdo do material, evitando problemas de degradacdo dos metabolitos
secundarios.
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Na curva DTA (azul escuro), foi constatada ainda a presenca de dois eventos
exotérmicos com picos em 33,74°C e 484,5°C associados, respectivamente, a primeira e a
terceira etapas de degradacdo da amostra presentes nas curvas TG/DTG. Este comportamento
térmico pode estar associado com a formacao de polimeros entre 0s constituintes da amostra

(1° evento), bem como com a decomposicao destes (2° evento).

Figura 7 -Curvas TG/DTG e DTA do pé das folhas de S. cumini.

Fonte: Dados da pesquisa.

5.2 TRIAGEM FITOQUIMICA DA DROGA VEGETAL

Taninos hidrolisaveis, taninos condensados, flavonoides, terpenos, esteroides,
saponinas e acucares redutores foram observados nos ensaios realizados. Os demais
metabolitos, como derivados cindmicos, cumarinas, alcaldides e antraquinonas ndo foram
detectados na droga vegetal em estudo (Quadro 7).

Estudos fitoquimicos anteriores realizados com as folhas de S. cumini corroboram
com os resultados aqui expostos na identificacdo desses metabolitos secundarios (BHATIA,;
SHARMA; BAJAJ, 1974; GUPTA; SHARMA, 1974; MAHMOUD et al., 2001; VANOLLI
et al., 2009).
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Quadro 7 -Classes pesquisadas nos meses de novembro/2015 e junho/2016.

Classe de Metabdlito Padréo Resultado
Polifendis (Taninos Hidrolisaveis) Ac. gélico e Ac. Elagico +
Taninos condensados Catequina +
Flavondides Quercetina e Rutina +
Derivados Cinamicos Ac. Cafeico e Ac. Clorogénico -
Terpenos e Esterdides B-Sitosterol +
Cumarinas Cumarina -
Saponinas Escina +
Acucares redutores D-frutose +
Alcaldides Nitrato de Pilocarpina -
Antraquinonas Senosideo A -

Legenda: (+) Presenca da classe de metabdlitos; (-) auséncia da classe de metabdlitos.
Fonte: Autor.

5.3 AVALIACAO DA SAZONALIDADE

Uma vez que a influéncia da sazonalidade pode interferir na resposta biologica
devido a diferenca de concentracbes dos metabolitos secundarios necessarios para atividade,
neste estudo foi analisada a variacdo sazonal dos flavonoides e taninos os quais sdo 0S
responsaveis pela atividade antimicrobiana.

Na primavera foi observada uma maior quantidade de bandas coradas evidenciando
uma maior variedade de polifendis quando comparado com as outras estacfes do ano (Figura
8). Resultado ja esperado, uma vez que em situacdes de estresse o vegetal pode modificar sua
rota biossintética e produzir substancias de defesa como respostas as mudancas de seu
ambiente (DICKE; HILKER, 2003). Corroborando com o estudo de Figueiredo et al., (2014)
no qual avaliou-se a sazonalidade dos metabolitos secundarios de Thuja occidentalis Linn.
(cupressaceae) e verificou-se que o indice pluviométrico foi um fator crucial para ocorréncia
de variacdo fitoquimica durante o ano.

Estudos, conduzidos por outros autores, afirmam que condi¢Oes ambientais descritas
como favordveis para producdo de flavonoides estdo presentes na estacdo seca, conforme
descrito por Alves et al., (2011), em um trabalho realizado com 20 plantas medicinais da

Savana no qual estas apresentaram maior rendimento de flavonoides durante a estagdo seca.
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Tais evidéncias, foram reafirmadas no presente estudo (Figura 8), uma vez que a primavera
(Novembro/2015) e o verdo (Dezembro/2016) foram os periodos com menor indice

pluviométrico na regido (Tabela 4).

Figura 8 - Resultados obtidos no estudo de sazonalidade de flavondides e polifenois.

Legenda: V: verdo; Out: outono; In: inverno; Prim: primavera; R/Q: padrdes rutina e quercetina; Ac G/Ac
E:padr6es de Acido Galico e Acido Elagico; R: rutina; Q: quercetina; G:acido galico; E: acido elagico.
Fonte: Autor.

Tabela 4 - indice pluviométrico anual em mm da regifo do Cabo de Santo Agostinho - PE.

Cddigo Posto | Novembro/2015 | Junho/2016 | Setembro/2016 | Dezembro/2016

301 Cabo 6,2 mm 164,1 mm 58,7 mm 14,0 mm

Fonte: APAC

5.4 ENSAIO FARMACOLOGICO PARA DEFINICAO DO MELHOR SOLVENTE
EXTRATOR

5.4.1 Teste de sensibilidade antiflingica in vitro dos extratos secos de S. cumini

Com o intuito de direcionar o estudo para padronizar a melhor solugdo extrativa obtida
das folhas de S. cumini, foi avaliada a atividade antifingica de quatro extratos oriundos de
solventes diferentes. Os resultados obtidos para cada um deles estdo descritos a seguir (Tabela
5).
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Tabela 5 -Atividade antifungica dos extratos secos obtidos de S. cumini.

Isolado fungico EA (ug/mL) EEt (ug/mL) EHEt (ug/mL) EHMEt (ug/mL)

Candida albicans R R 512 R
C. glabrata R R 128 R
C. parapsilosis R R 1024 R
C. guilliermondii R R 512 R
C. orthopsilosis R R 128 R
C. tropicalis R R 512 R

Legenda: R (resistente, ndo houve inibi¢do do crescimento); EA — Extrato Aquoso; EEt — Extrato Etandlico;
EHEt — Extrato Hidroetandlico; EHMEt — Extrato Hidrometandlico.
Fonte: Dados da pesquisa.

Entre os extratos secos provenientes de S. cumini apenas o hidroetandlico 50%
apresentou atividade antifungica, com destaque para os isolados de C. glabrata e C.
orthopsilosis que apresentaram CIM e CFM de 128 pg/mL. Contudo, os extratos etanolico e
metanolico (20%) apesar de ndo terem apresentado resultados na inibi¢cdo do crescimento
fangico ndo podem ser desconsiderados, uma vez que foram avaliados com concentracdes
bastante baixas quando comparados ao extrato hidroetandlico 50%, necessitando assim, de
estudos futuros com concentracdes maiores, a fim de comprovar a acao.

Além disso, os resultados provenientes dos extratos etandlico e metanolico (20%)
demonstraram que a remocdo dos solventes organicos ocorreu de forma efetiva no processo
de secagem, evitando assim que houvesse interferéncia nas propriedades antifungicas dos
extratos por presenca dos solventes (MICHELIN et al., 2005).

Adicionalmente, os resultados obtidos positivamente para o extrato hidroetandlico
50% (v/v) revelaram-se opostos aos apresentados no estudo realizado por Michelin e
colaboradores (2005), pois no trabalho citado, o extrato seco hidroetanolico 50% de S. cumini
ndo foi efetivo frente & C. albicans na concentracdo de 60 mg/mL. Por outro lado, os dados
obtidos neste estudo corroboram com os apresentados por Pereira e colaboradores (2016),
pois estes verificaram que o extrato hidroetanolico 70% de S. cumini obteve CIM de 125
pug/mL frente a isolados de C. albicans e que esta acdo possivelmente esta associada a
interrupcdo da permeabilidade da membrana celular promovida pela complexagéo do

ergosterol.
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Ademais, as manifestacdes clinicas da candidiase vém se tornando uma condi¢do
clinica importante, sobretudo em imunocomprometidos, sendo estas leveduras responsaveis
por um amplo espectro de manifestacdes clinicas, desde superficiais, profundas ou sistémicas
(LIM et al., 2012).

Anfotericina B e fluconazol sdo as duas drogas mais comumente utilizadas para o
tratamento de infecgOes invasivas por leveduras do género Candida. No entanto, 0 uso
rotineiro de agentes antifungicos empiricamente tem sido associado ao desenvolvimento de
espéecies de Candida resistentes e aumentado as infeccdes por espécies de Candida nao-
albicans. Estimando-se que cerca de 10% dos isolados de C. albicans provenientes de
amostras de sangue séo resistentes ao fluconazol (FERREIRA; RAGAZZINI; ANDRADE,
2012).

A anfotericina B é considerada o padrao ouro para o tratamento de infecgdes sitémicas
causadas por espécies de Candida (BOUZA; MUNOZ, 2008). Todavia, 0 aumento de
espécies de Candida resistentes a este farmaco é um fato preocupante (ESPINEL-INGROFF;
ARTHINGTON-SKAGGS; IQBAL, 2007), uma vez que alguns autores relataram a
ocorréncia de resisténcia em isolados de C. glabrata, C. parapsilosis e C. krusei (PFALLER;
DIEKEMA, 2002).

Na década de 80, os antifingicos azolicos sistémicos foram introduzidos no mercado
como drogas alternativas para o tratamento das micoses invasivas, principalmente em
individuos debilitados, cujo tratamento com anfotericina B ndo era possivel devido a sua
toxicidade (AKINS, 2005). Porém, uma preocupacdo em relacdo ao uso desta droga € o
surgimento de resisténcia, entre essas espécies de Candida ndo-albicans como C. glabrata
(SABATELLI; PATEL; MANN, 2006).

A deteccdo de substancias bioativas com atividade antifungica é extremamente
relevante, visto que a toxicidade bem como a resisténcia as drogas comercialmente
disponiveis vem sendo cada vez mais relatadas (MANZONI et al., 2007).

Diante desse cenario, a investigacédo da atividade antifungica do extrato seco alcodlico
de S. cumini é promissora e a possibilidade da futura producdo de mais um farmaco para o
tratamento das candidiases serd impactante para a satide humana e na reducgdo dos custos com

tratamentos onerosos e ineficazes.
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5.5 DEFINICAO DO METODO EXTRATIVO VISANDO MAIOR TEOR DE TANINOS
TOTAIS

5.5.1 Caracterizacdo da solucdo extrativa

As solucdes extrativas obtidas pelas técnicas de banho-maria com agitacdo e micro-
ondas apresentaram rendimento de 33,5 % e 70 %, respectivamente. Ademais, estas foram
caracterizadas e seus resultados foram comparados como descritos a seguir.

5.5.1.1 Determinacdo de pH

Na Tabela 6, estdo apresentados os valores de pH para cada uma das solucgdes.

Tabela 6 - Valores de pH das solucGes extrativas das folhas de S. cumini extraidos pelas

técnicas de microondas e digestéo.

Parametro Digestéo Micro-ondas
pH 5,4567 (+£0,011) 5,4367 (+0,06)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.1.2 Determinacdo de densidade relativa

Os valores de densidade relativa das solucdes extrativas estdo apresentados abaixo na
Tabela 7, mostrando-se menos densa que a agua e com resultados parecidos com a densidade

das tinturas e extratos descritos na Farmacopéia 5%ed.

Tabela 7 - Valores da densidade relativa das solugdes extrativas das folhas de S. cumini

extraidos pelas técnicas de micro-ondas e digestao.

Parametro Digestao Microondas
Densidade relativa 0,9589 (+0,0003) 0,9415 (+0,0006)

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.5.1.3 Determinac&o de residuo seco

Os teores de residuo seco para cada uma das técnicas utilizadas estdo apresentados a
seguir na Tabela 8, evidenciando também valores bem proximos aos especificados para outras

plantas descritas na Farmacopéia 5% ed.

Tabela 8 - Valores do residuo seco das solucfes extrativas das folhas de S. cumini extraidos

pelas técnicas de microondas e digestao.

Parametro Digestao Microondas

Residuo seco 0,95% (£0,06) 0,83% (+0,05)

Fonte: Dados da pesquisa.

5.5.1.4 Determinacdo de taninos totais

A determinagdo de taninos totais nos extratos avaliados foi realizada utilizando a
técnica de Folin-Ciocalteu que € amplamente difundida na literatura. No comparativo entre as
extracOes percebe-se que tanto o teor de taninos totais, quanto o de polifendis totais na
extracdo por microondas foram significativamente superiores aos obtidos pela técnica de
digestdo (Tabela 9), observa-se a eficiéncia na extracdo por microondas pelo fato desta
resultar em um teor 16,62% e 6,89% superior de polifendis totais e taninos totais,
respectivamente, ao obtido pela técnica de digestdo. Tais dados corroboram com os estudos
realizados por Aspé & Fernandez (2011), pois realizaram ensaios comparativos entre diversas
técnicas de extracdo e observaram que o método mais efetivo, quando relacionado a teores de

extracdo de polifendis totais e taninos, foi a técnica por micro-ondas.

Tabela 9 -Teor de polifenois e taninos totais das folhas de S. cumini extraidos pelas técnicas

de micro-ondas e digestao.

Parametros Micro-ondas CV (%) Digestédo CV (%)
(mg EAT/g) £dp (mg EAT/g) £dp
Polifendis Totais 2,2597 + 0,002 0,10 1,9377 £ 0,002 0,10
Taninos Totais 0,6395 + 0,004 0,67 0,5983 + 0,006 0,98

Legenda: dp — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico.
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.6 DESENVOLVIMENTO DA METODOLOGIA ANALITICA PARA DOSEAMENTO
SIMULTANEO DE POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS DAS FOLHAS DE S. cumini

5.6.1 Adaptacéo para leitura de taninos e polifenois

Na comparagdo entre 0os métodos extrativos, foi utilizada uma curva de calibragdo
seguindo os parametros apresentados por Amorim, (2008), porém observou-se a necessidade
de com uma mesma curva de calibracdo, efetuar o doseamento tanto de polifendis totais
quanto de taninos totais e para tal, sabendo-se que o teor de taninos totais é obtido pela
diferenca entre polifendis totais e polifendis residuais apds a complexacdo dos taninos totais
com caseina, se fez necessario obter-se uma curva de calibracdo com uma distribuicdo de
pontos capaz de tornar possivel tal acdo. A partir disto, foram realizadas curvas de calibracdo
aplicando-se 8 pontos com concentracbes crescentes de padrdo, além do aumento da
concentracdo do RFC de 500 para 600 uL, como observados nas Tabelas 10 e 11.

Tabela 10 - Valores da triplicata das absorbancias do padrdo de AT aplicando-se 500 pL do

RFC.
AT Absorvancias + dp
(g/mL) Curva 1 Curva 2 Curva 3

0,5 0,048 + 0,001 0,048 + 0,001 0,049 + 0,001
2,0 0,132 + 0,069 0,132 + 0,001 0,133 + 0,002
4,0 0,245 + 0,001 0,245 + 0,001 0,246 + 0,001
6,0 0,333 £ 0,001 0,333 £ 0,002 0,333 £ 0,001
8,0 0,411 £ 0,001 0,412 + 0,002 0,412 + 0,001
10,0 0,473 £ 0,001 0,573 + 0,002 0,474 + 0,001
12,0 0,480 + 0,001 0,481 + 0,002 0,482 + 0,002
14,0 0,510 + 0,001 0,511 + 0,002 0,511 + 0,001

Legenda: dp — desvio padrdo; AT — Acido Tanico.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 11 - Valores da triplicata das absorbancias do padrdo AT aplicando 600 pL do RFC.

AT
(ng/mL)

0,5
2,0
4,0
6,0
8,0
10,0
12,0
14,0

Absorvancias = dp

Curval

0,040 + 0,001
0,093 + 0,069
0,255 + 0,001
0,380 + 0,001
0,487 + 0,001
0,561 + 0,001
0,604 + 0,001
0,646 + 0,001

Curva 2

0,038 + 0,001
0,124 + 0,001
0,255 + 0,001
0,377 + 0,002
0,480 + 0,002
0,562 + 0,002
0,600 + 0,002
0,644 + 0,002

Curva 3

0,039 + 0,001
0,120 + 0,002
0,254 + 0,001
0,378 + 0,001
0,478 + 0,001
0,562 + 0,001
0,598 + 0,002
0,644 + 0,001

Legenda: dp — desvio padrdo; AT — Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os valores de absorbancia obtidos nas trés curvas para as concentracdes de 500 pL e

600 uL de Folin-Ciocalteu ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre
si, conforme demonstrado pelo teste ANOVA com F caiculado (0,00826) < F tapelado (3,098391) e
F calculado (0,0001) < F tanelado (3,4668), respectivamente. Contudo, as concentragdes utilizadas

ndo foram satisfatorias, uma vez que as curvas de calibracdo ndo apresentaram linearidade por

possuirem valores de R? inferiores a 0,99 como evidenciados nas figuras 9 e 10 que

representam a media das trés curvas de calibracédo obtidas.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



92

Figura 9 - Curva de calibracdo do &cido tanico utilizando-se 500 pL de reagente de Folin-
Ciocalteu.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 10 - Curva de calibracdo do &cido tanico utilizando-se 600 pL de reagente de Folin-
Ciocalteu.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Diante dos resultados obtidos com as curvas de calibracdo aplicando-se 500 e 600 pL
de Folin-Ciocalteu, decidiu-se elevar a concentragdo para 700 pL em virtude de
possivelmente haver ocorrido uma saturacdo dos reagentes e por isso, as curvas nao terem

apresentado-se lineares. As novas absorbancias obtidas estdo demonstradas na Tabela 12.
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Tabela 12 - Valores da triplicata das absorbancias do padréo de AT aplicando-se 700 pL do

RFC

AT
(ng/mL)

0,5
2,0
4,0
6,0
8,0
10,0
12,0
14,0

Absorvancias = dp

Curval

0,063 + 0,001
0,130 + 0,001
0,245 + 0,002
0,362 + 0,001
0,466 + 0,002
0,548 + 0,001
0,630 + 0,002
0,687 + 0,001

Curva 2

0,040 + 0,002
0,128 + 0,002
0,241 + 0,002
0,349 + 0,001
0,443 + 0,002
0,540 = 0,002
0,617 + 0,002
0,683 + 0,002

Curva 3

0,040 + 0,002
0,136 + 0,002
0,237 + 0,002
0,351 + 0,001
0,438 + 0,025
0,548 + 0,001
0,623 + 0,001
0,684 + 0,002

Legenda: dp — desvio padrdo; AT — Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

Os resultados das trés curvas de calibracdo ndo apresentaram valores de absorbancia

com diferencas estatisticamente significativas entre si, de acordo com o teste ANOVA, com F

caleulado (0,005) < F tabelado (3,467). Além disso, as curvas de calibracdo demonstraram-se

lineares resultando no gréfico apresentado na Figura 11 que compreende a média das trés

curvas, sendo definida pela equacio da reta y = 0,0481x + 0,0445, com R? = 0,9924.

Figura 11 - Curva de calibracdo do acido tanico utilizando-se 700 uL de reagente de Folin-
Ciocalteu.

y = 0,0481x + 0,0445
R? = 0,9924

Fonte: Dados da pesquisa.
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5.6.2 Definigdo da quantidade de caseina para complexacdo dos taninos totais

Apos definida a aliquota ideal do RFC, o passo seguinte foi verificar a menor
quantidade possivel de caseina para executar a complexacdo dos taninos totais para posterior
leitura do sobrenadante do extrato. Para tanto, foi obtida uma curva de calibracdo utilizando
700 pL do RFC, conforme a Figura 12 que resultou na equacéo da reta y = 0,0662x + 0,0195,
com R? =0,9948.

Figura 12 - Curva de calibracdo do acido tanico utilizando-se 700 uL de reagente de Folin-
Ciocalteu, aplicada no estudo de definicdo da massa de caseina para complexagdo dos taninos.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tendo obtida a curva de calibragdo para avaliagdo do comparativo entre 0s
quantitativos de caseina 100, 250, 500, 750 e 1000 mg, foi realizado o experimento com as

massas citadas e os resultados obtidos estdo descritos na Tabela 13 apresentada abaixo:
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Tabela 13 - Avaliacdo da influéncia do quantitativo de caseina sobre o doseamento de taninos

totais de S. cumini.

Parametros Taninos Totais CcVv
(mg EAT/g) £dp (%)

Caseina 100 mg 2,3783 £ 0,013 0,55
Caseina 250 mg 2,4029 + 0,009 0,37
Caseina 500 mg 2,6215 + 0,063 2,29
Caseina 750 mg 2,7013 £ 0,008 0,31
Caseina 1000 mg 2,9124+ 0,006 0,19

Legenda: EAT — Equivalente de Acido Tanico; dp — desvio padrio.

Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados da Tabela 13 demonstraram que 0s teores de taninos totais resultantes da

complexacdo com 100, 250, 500 e 750 mg de caseina ndo foram semelhantes quando

comparados com a concentracdo de 1g, uma vez que apresentaram diferencas estatisticamente

significativas de acordo como teste ANOVA em que 0 Fcaiculado fOi significativamente maior

que 0 Frabelado, €Videnciando o decaimento da concentracdo de taninos totais ao diminuir a

massa de caseina, indicando a saturagédo desta. Devido a isso, elegeu-se a por¢do de 1000 mg

de caseina na condugdo dos experimentos, resultando assim em respostas seguras.

5.6.3 Avaliacdo do tempo de complexacdo da caseina com o0s taninos totais

Com a definicdo da menor por¢do de caseina capaz de complexar os taninos totais de

forma efetiva, prosseguiu-se com o estudo visando obter o menor tempo de complexacdo

possivel e para tal, foram avaliados os tempos de 3h, 1:30h e 30 min. Estes resultados estdo

descritos na Tabela 14, abaixo:
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Tabela 14 - Avaliacdo dos tempos de complexacdo da caseina com taninos totais sobre o

doseamento de taninos totais de S. cumini.

Parametros Taninos Totais CV (%)
(mg EAT/g) £dp

30 min 2,9717 £ 0,009 0,29
1:30 h 3,0431 + 0,009 0,29
3h 2,9894 + 0,012 0,39

Legenda: dp — desvio padréo; CV — Coeficiente de variagdo; EAT — Equivalente de
Acido Tanico; CV — Coeficiente de Variagio.
Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a Tabela 14, os resultados obtidos foram semelhantes quando
comparados os tempos de 1:30 h e 30 min, com 3 h para o doseamento de taninos totais.
Sendo confirmado pelo teste ANOVA onde para taninos totais os tempos de 30 min e 1:30h
apresentaram F caiculado (0,262445) < F tapelado (4,493998) € F caiculado (2,414927) < F tabelado
(4,493998), respectivamente, quando comparados com 3 h de complexagdo provando néao
haver diferenca estatisticamente significativa entre os tempos avaliados.

Ademais, quando os tempos de 30 min, 1:30 h e 3 h foram comparados
simultaneamente, estes também ndo apresentaram diferenca estasticamente siginificativa entre
si, uma que no teste ANOVA foi verificado que 0 F caiculado (2,411821) < F tapelado (3,402826)
confirmando ndo haver diferenca entre os tempos de complexacdo. Portanto, o tempo de 30
min de complexacao de caseina com os taninos totais foi o escolhido para dar prosseguimento

aos experimentos, resultando em ganho de tempo significativo para resposta analitica.
5.7 AVALIACAO DA ESTABILIDADE
5.7.1 Avaliagéo da cinética da curva de calibragdo
Devido & necessidade de haver uma reacdo entre 0 RFC com o AT para quantificacao
dos polifenois totais no espectrofotdmetro, analisamos a cinética de rea¢do ao longo do tempo

de 30 a 240 minutos resultando em valores de absorbancia obtidos para cada curva que estdo

representatos na tabela 15.
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Tabela 15 - Valores de absorbancia da curva de calibracéo lida ap6s 30, 60, 120, 180 e 240

minutos.
AT Absorvancias
(hg/mL) 30 min 60 min 120 min 180 min 240 min

0,5 0,052 0,055 0,055 0,057 0,056
1,0 0,100 0,102 0,102 0,105 0,105
15 0,144 0,147 0,148 0,151 0,151
2,0 0,188 0,190 0,191 0,193 0,193
2,5 0,229 0,231 0,231 0,233 0,232
5,0 0,403 0,404 0,404 0,405 0,404
7,5 0,503 0,501 0,503 0,496 0,493
10,0 0,529 0,523 0,514 0,513 0,510

Legenda AT — Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a tabela 15 os dados para todas as concentracfes e tempos avaliados
apresentaram-se bastante semelhantes, sendo confirmados pelo teste ANOVA com F caiculado
(0,0001) < F tabelado (2,6415) em que os dados ndo demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre si, comprovando a estabilidade da curva de calibragdo aplicada. Além

disso, é possivel observar na Figura 13 o comportamento semelhante das curvas avaliadas.

Figura 13 - Curva de calibracdo lida apés 30, 60, 120, 180 e 240 minutos.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Portanto, os resultados obtidos demonstraram que as curvas de calibracdo avaliadas
permaneceram estaveis por até 4 horas, sendo tempo suficiente para a realizacdo da avaliacdo
de taninos totais, sem que esta tivesse proporcionado resultados duvidosos em funcdo de uma

possivel desestabilizacao.

5.7.2 Avaliagdo da estabilidade das solucdes reagentes

Foi efetuada a avaliacdo das estabilidades das solugdes reagentes, utilizadas para o
preparo das curvas de calibragdo aplicadas no estudo, resultando nos dados que estdo

sumarizados na Tabela 16 a seguir.

Tabela 16 - Valores de absorbancia obtidas na avaliacdo da estabilidade das solug¢des

reagentes apds 1°, 2° 3° 14° e 49° dia.

AT Absorbancias

(Hg/mL) 1°dia _ 2°dia _ 3°dia _ 14°dia _ 49°dia
0,5 0,047 0074 0053 0048 0,049
1,0 0081 0085 0088 0077 0,093
15 0121 0126 0125 0117 0135
2,0 0156 0157 0157 0141 0,165
2,5 0195 0193 0193 0168 0,205

Legenda: AT — Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

A partir dos dados observados na Tabela 16 pode-se verificar que mesmo com um
periodo longo de armazenamento das solucdes, estas ainda permaneceram estaveis resultando
em valores de absorbancia semelhantes entre si para as diferentes concentracdes aplicadas.
Ademais, tais conclusfes sdo fundamentadas pelo teste ANOVA em que 0 F caiculado (0,094) <
F tabelado (2,866) confirmando que néo existem diferencas estatisticamente significativas entre
as absobancias das curvas avaliadas.

Adicionalmente, a Figura 14 representa a curva de calibragdo obtida pelas médias das

curvas avaliadas, sendo definida pela equacéo da reta y = 0,0687x + 0,0190, com R? = 0,9984.
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Figura 14 - Média das curvas de calibragdo utilizadas na avaliagdo das solugdes reagentes.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Diante disso, os dados expostos corroboram para a confirmacdo da estabilidade das
solucBes reagentes utilizadas e garantem que os teores de polifendis e taninos totais obtidos
das folhas de S. cumini sdo fidedignos. Além disso, tais comprovacOes de estabilidade das
solugdes proporcionaram economia no que se refere ao gasto com reagente e maior agilidade
na execuc¢do dos experimentos em funcéo de ndo ter que dispor de tempo para preparo destas

solucdes.

5.7.3 Estabilidade da solucdo extrativa

Ap6s o desenvolvimento do método para doseamento de taninos e polifendis totais
(curva de calibragcdo com 700 pL RFC; 1 g de caseina; 30 min. de complexacéo), foi avaliada
a estabilidade dos extratos em temperatura ambiente e sob refrigeracéo. Os resultados obtidos

estdo descritos a sequir.

5.7.3.1 Temperatura ambiente

O conhecimento do tempo em que um extrato vegetal se mantém estavel é de suma
importancia, pois facilita e promove seguranca quanto ao desenvolvimento de experimentos e
controle de qualidade das amostras. Na Tabela 17 estdo relatados os resultados obtidos na

avaliacdo da estabilidade do extrato etanol:dgua (1:1, v/v) de S. cumini.
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Tabela 17 - Resultados da avaliacdo dos teores de taninos totais e polifendis totais de S.
cumini no estudo de estabilidade do extrato sem refrigeragéo.

Parametros Taninos Totais CV (%) Polifendis Totais CV (%)
(mg EAT/g) £dp (mg EAT/g) £dp
Oh 1,713 + 0,008 0,49 3,104 + 0,010 0,30
2h 1,736 £ 0,014 0,79 3,059 + 0,013 0,42
4h 1,691 + 0,012 0,71 2,850 + 0,012 0,42

Legenda: dp — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com o demonstrado na Tabela 17 o tempo de 4h apresentou menores
valores de teor tanto para taninos quanto para polifendis totais, contudo néo foi suficiente para
resultar em diferencas estatisticamente significativas entre si, uma vez que pelo teste ANOVA
0 F calculado (0,223) < F tanelado (3,403) para taninos totais e 0 mesmo aconteceu para polifendis
totais que tiveram F caiculado (2,365) < F tavelado (5,143). Deste modo, é possivel concluir que o0s
extratos sem refrigeracdo podem ser utilizados até um periodo de 4 horas apds obtidos, sem
que isto venha interferir negativamente nos teores finais dos metabdlitos de interesse, porém é
necessario levar-se em consideracdo que ao longo do tempo os teores de taninos e polifendis
totais apresentaram decaimento gradativo de seus teores, em especial quando comparados 0s
tempos 0 h com 4 h principalmente para polifendis totais, conforme apresentado na Figura 15

abaixo.

Figura 15 - Valores de polifendis totais doseados do extrato de S. cumini apos 0,

2 e 4 h de extracao.
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Fonte: Dados da pesquisa.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



101

5.7.3.2 Sob refrigeragao

Avaliou-se a estabilidade dos extratos sob refrigeracdo, a fim de verificar se o fator
temperatura teria impacto sobre os teores de metabdlitos do extrato de S. cumini. Os

resultados das avaliagOes estéo apresentados na Tabela 18 a seguir.

Tabela 18 - Avaliacdo dos teores de taninos totais e polifendis totais de S. cumini no estudo
de estabilidade do extrato sob refrigeracéo.

Parametros Taninos Totais CV (%) Polifendis Totais CV (%)
(mg EAT/g) £dp (mg EAT/g) £dp
Oh 3,455 + 0,011 0,31 5,182 + 0,007 0,14
6h 3,094 + 0,011 0,34 4,909 + 0,007 0,15
12h 2,843 + 0,019 0,66 4,831 £ 0,017 0,35

Legenda: dp — desvio padrdo; CV — Coeficiente de variacdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com a Tabela 18 houve bastante variacdo entre as respostas obtidas na
avaliacdo da estabilidade do extrato de S. cumini, uma vez que apenas o0s teores de polifendis
totais ndo apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si de acordo com o teste
ANOVA que resultou em F caiculado (3,229) < F tabelado (5,143). Porém para taninos totais os
teores apresentaram diferenca estatisticamente significativa entre si, demonstrando que tais
metabdlitos precisam ser acompanhados cuidadosamente visando obter valores proximos da
realidade. Dessa forma, a semelhanca de como foi conduzido o experimento sem refrigeracao,
para uma condicdo com refrigeracdo se faz necessario avaliar com intervalos de tempo

menores a fim de se conhecer melhor o extrato de S. cumini no que se refere a estabilidade.

58 VALIDACAO DO METODO ANALITICO PARA DOSEAMENTO DE
POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS EXTRAIDOS DE FOLHAS DE S. cumini

5.8.1 Especificidade

Considerar um método especifico significa que ele possui a capacidade de medir
exatamente complexos especificos, independente da matriz da amostra e de suas impurezas.

Na Figura 16 estdo apresentados os espectros de varredura obtidos para as amostras do extrato
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de S. cumini com e sem adi¢do do RFC, em comparagdo com 0s espectros dos padrdes de AT,
apos adicdo do RFC. Observa-se que ndao ha absorbancia quando nédo ¢ adicionado o reagente
no intervalo de comprimento de onda escolhido, entretanto ha similaridade de espectro na
presenca do Folin, demonstrando a especificidade do método para polifendis sendo seu pico

de méxima absorbancia em 706 nm.

Figura 16 - Espectros de varredura obtidos na analise de especificidade com e sem adi¢do de
Folin-Ciocalteu para determinacéo de polifendis para S. cumini.
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Fonte: Dados da pesquisa

5.8.2 Linearidade, limites de deteccdo e quantificacdo de polifendis totais e taninos

totais

A linearidade de um método demonstra que o valor de absorbancia obtido,
correlaciona a dependéncia da resposta espectrofotométrica com a variagcdo da concentracdo
da amostra. O resultado para polifendis totais foi obtido através da média de trés curvas de
polifendis totais (PFT) (solucéo extrativa) com sete concentracdes, 3; 4,8; 5,4; 6; 6,6; 7,2 e 9
Mg EAT/mL. Os dados da regressdo obtidos pelo método dos minimos quadrados
apresentaram valores de coeficientes de determinagio (R?) de 0,9968 e 0,9982 para a solugéo
padrdo e solugéo extrativa, respectivamente, denotando que mais de 99% (99,68 e 99,82%,

respectivamente), da variabilidade experimental € explicada satisfatoriamente pelas equacoes
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propostas (y =0,0729x - 0,0396, para a solucdo padrédo, e y = 0,0642x + 0,0172, para solucéo
extrativa), comprovando a relagéo linear entre 0 aumento da concentracdo do analito e a

resposta espectrofotométrica (Figuras 17 e 18).

Figura 17- Linearidade da curva padrdo para polifendis totais.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os dados permitiram afirmar que o desempenho do método atende aos requisitos
preconizados para analise desse parametro. Considerando os limites de deteccdo (LD) e de
guantificacdo (LQ), os resultados encontrados foram 0,083 e 0,314 ug AT/mL para solugédo
padrédo e 0,275 e 1,046 ug EAT/mL para solugdo extrativa, respectivamente. Com esses
resultados, verificou-se que 0s procedimentos proporcionaram uma resposta
espectrofotométrica com sensibilidade para deteccdo e quantificacdo dos polifendis totais de

S. cumini com a confiabilidade desejada.

Figura 18 - Linearidade da solucéo extrativa para polifendis totais
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Fonte: Dados da pesquisa.
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O metodo se mostrou homocedastico ao nivel de significancia de 5% para polifenois
totais de acordo com o teste de Cochran que resultou em p-valor (0,6742) para a curva
realizada com o padrdo e p-valor (1) para a curva realizada com a solugédo extrativa (Figuras
19 e 20).

Figura 19- Plotagem de residuo para polifendis totais da curva padrao.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 20 - Plotagem de residuo da curva padrdo da solugdo extrativa para polifendis totais.
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Fonte: Dados da pesquisa

Para o desenvolvimento da solucdo padrdo para taninos totais foi realizada uma

curva de concentracdes conhecidas de tanino total do extrato corrigida pela curva de AT para

polifendis totais dando as seguintes concentracles: 3,54; 4,72; 5,25; 5,74; 6,42; 6,78 € 7,98 ug

EAT/mL, depois de verificar as concentraces de cada aliquota, seu comportamento de

absorbancia foi comparado com uma curva de AT feita com as mesmas concentracdes. A

figura 21 mostra a correlacdo das concentracGes entre as amostras quando comparado com as

absorbancias, identificando que ndo ha diferenca significativa entre elas de acordo com o teste

ANOVA em que 0 Feaiculado (1,3460) < Fravelado (4,7472), €sse comportamento pode ser

justificado pela majoritariedade de taninos nas folhas de S. cumini e por conta do método de

extracao que possui grande eficacia na extracdo desses metabolitos.
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Figura 21 - Comparativo entre os resultados das concentragdes de taninos totais feito com a

solucdo extrativa de S. cumini e com &cido tanico.
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Fonte: Dados da pesquisa

A linearidade para taninos totais foi verificada para solucdo extrativa e para solugéo
padrdo, a partir da analise de trés curvas auténticas. Para a solucdo extrativa e para solucdo
padrdo, trés curvas foram construidas em sete niveis de concentracdo: 3,54; 4,72; 5,25; 5,74;
6,42; 6,78 e 7,98 pug/mL. Através da andlise de regressdo linear pelo método dos minimos
quadrados foi gerada uma reta com coeficiente de determinacio (R?) de 0,9980 e 1 para curva
padrdo e para a solucdo extrativa, respectivamente, apresentadas na figura 22. Este valor
significa que 99,8% e 100% da variacdo experimental é explicada pela equacdo da reta (y =
0,0716x - 0,0134) e (Y=0,0729x - 0,0396) para solucdo padrdo e solugdo extrativa
respectivamente, comprovando a correlacdo linear entre a resposta espectrofotométrica e a

concentracdo da amostra.
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Figura 22 -Linearidade realizada para solucéo padrdo e para solucgdo extrativa.
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Fonte: Dados da pesquisa

Os valores dos limites de deteccéo e de quantificacdo foram 0,100 e 0,894 ug AT/mL
para solugdo padrdo e 0,102 e 0,912 ug EAT/mL para solucdo extrativa, respectivamente.
Esses resultados apontam a sensibilidade que o método tem para detectar e quantificar os
taninos totais, sem interferéncias do equipamento.

O método se mostrou homocedastico ao nivel de significancia de 5% para taninos
totais de acordo com o teste de Cochran que resultou no p-valor (1) para a curva realizada
com o padréo e p-valor (0,7096) para a curva realizada com a solucdo extrativa (figuras 23 e
24).
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Figura 23 - Plotagem de residuo da curva padréo para taninos totais.
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Figura 24 - Plotagem de residuo da curva padrdo da solucdo extrativa para taninos totais.
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5.8.3 Robustez

Ao analisar a robustez do método, verifica-se a sua capacidade em resistir a pequenas
variacdes dos parametros analiticos, indicando assim, sua confianca durante o processo. Esta
verificagdo é importante para identificar quais condi¢cbes ou etapas analiticas devem ser
melhor controladas. Diante dos resultados apresentados na Tabela 19, observa-se que o
método foi robusto quanto a pequena variagdo na concentracao do carbonato de sodio de 10%
para 15%, pois o F calculado foi inferior ao F tabelado através do teste ANOVA One-Way
para quantificacdo de polifendis totais e taninos totais. Além disso, para variacdo da marca do
equipamento o método também se mostrou robusto para polifendis totais e taninos totais, pois

0 Fealculado<F tabelado através do teste ANOVA One-Way.

Tabela 19 - Anélise de robustez.

Parametros Teor PFT (ug Teor TT (ug F.calculado F. tabelado
EAT/mL) + DP EAT/mL) + DP PFT/TT PFT/TT

Carbonato de 6,194 + 0,009 5,777 £0,118

Sodio 10% 1,189/ 1,997 5,318/ 5,591
Carbonato de 6,266 + 0,146 5,652 + 0,140

Sodio 15%

Equipamento 6,192 + 0,093 5,776 £ 0,118

Shimadzu® 1,508/5,467 7,709/ 7,709
Equipamento 6,259 + 0,062 5,858 + 0,802

Micronal®

Legenda: PFT= Polifendis totais; TT = Taninos totais; DP = Desvio padrdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.8.4 Precisado

Um método é preciso quando demonstra proximidade entre os resultados obtidos em
diferentes circunstancias, mas em condi¢fes experimentais iguais. A precisdo do meétodo foi
avaliada através da repetibilidade e da precisdo intermediaria. No ensaio de repetibilidade a
solucgéo extrativa apresentou um teor medio de polifendis totais de 6,642 ug EAT/mL + 0,858
(12,91%) e taninos totais de 5,621 pg EAT/mL + 0,829 (13,24%). Para o ensaio de precisdo

intermediaria, os dados foram avaliados estatisticamente através de ANOVA One-Way, e 0s
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resultados demonstraram que o método é preciso quando as analises sdo realizadas por um
Unico analista em dias diferentes e por analistas diferentes em um mesmo dia para polifenois
totais (Tabela 20) e taninos totais (Tabela 21).

Tabela 20 - Andlise da precisdo intermediaria para polifendis totais.

Parametros PFT ug EAT/mL £DP  PFT pug EAT/mL = F tabelado F calculado

(CV%) (1) DP (CV%) (2)

Dias 1 e 2 7,169 + 0,708 (9,87%) 7,211 +0,119 5317 1,222
(1,65%)

Analistas1e2 6,233+0,072 (1,16%) 6,151 + 0,103 3,466 0,020
(1,68%)

Legenda: PFT= Polifendis totais; TT = Taninos totais; DP = Desvio padrdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico;
CV - Coeficiente de Variacéo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 21 - Analise da precisdo intermediaria para taninos totais.

Parametros TT pg EAT/mL £ DP TT pg EAT/mL £ F F
(CV%) (1) DP (2) tabelado  calculado
Diasle?2 6,280 + 0,113 (1,80%) 6,261 + 0,829 5,317 0,001
(13,24%)
Analistas1e?2 5,695+ 0,091 (1,59%) 5,858 £ 0,080 7,708 5,467
(1,37%)

Legenda: PFT= Polifendis totais; TT = Taninos totais; DP = Desvio padrio; EAT — Equivalente de Acido Tanico;
CV — Coeficiente de Variacao.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.8.5 Exatidao

A exatiddo representa a capacidade do método de ser coerente entre o resultado
obtido e o valor esperado. Obteve-se uma média percentual de recuperagdo de 99,07% para
polifendis totais e de 100% para taninos totais, com confianca de 95% (Tabela 22 e 23). Estes
dados confirmam que a taxa de recuperacdo do método estd dentro das exigéncias sanitarias

(de 80 a 120%), permitindo afirmar que se trata de um procedimento exato (BRASIL, 2017).
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Tabela 22 - Teste de recuperacdo para polifendis totais.

Solucéo extrativa (ug Valor teérico PFT Valor real PFT (ug  Recuperacgdo
EAT/mL) + Ac. Tanico (Mg EAT/mL) EAT/mL) £ DP %
(Mg/mL)
48+1 5,80 5,771+0,002 99,498
6,0+1 7,00 6,967+0,005 99,534
72+1 8,20 8,051+0,002 98,192

Legenda: PFT= Polifendis totais; TT = Taninos totais; DP = Desvio padrdo; EAT — Equivalente de Acido Tanico;
CV - Coeficiente de Variacdo.
Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 23 -Teste de recuperacgdo para taninos totais.

Solucéo extrativa (ug Valor tedrico TT Valor real TT (ug Recuperacao
EAT/mL) + Ac. Tanico (ug EAT/mL) EAT/mL) £ DP %
(Mg/mL)
420+1 5,20 5,200+0,017 99,995
514 +1 6,14 6,150+0,019 100,16
6,05+1 7,05 7,0510,019 100,01

Legenda: PFT= Polifendis totais; TT = Taninos totais; DP = Desvio padrio; EAT — Equivalente de Acido Tanico;
CV — Coeficiente de Variagéo.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.9 OTIMIZACAO DO METODO EXTRATIVO

5.9.1 Planejamento experimental

A Tabela 24 traz os valores de reposta obtidos no planejamento Box Behnken para

otimizacdo da extracdo de polifendis totais e taninos totais das folhas de S. cumini.
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Tabela 24 -Respostas obtidas do planejamento experimental de Box-Behnken para
otimizacdo da EAM de polifendis totais e taninos totais das folhas de S. cumini.

Fatores codificados? Respostas
Amostra
X1 X2 Xz X CPFT (mg/g) CTT (mg/g)
1 -1 -1 0 0 28,9523 25,3930
2 1 -1 0 0 57,8202 53,5398
3 -1 1 0 0 51,8741 48,8469
4 1 1 0 0 76,3192 68,7275
5 0 0 -1 -1 31,0562 24,6902
6 0 0 1 -1 56,8358 50,1279
7 0 0 -1 1 31,3865 27,3168
8 0 0 1 1 30,4087 25,7978
9 0 0 0 0 63,3809 58,0808
10 -1 0 0 -1 39,5953 36,1469
11 1 0 0 -1 53,6872 48,6968
12 -1 0 0 1 12,2060 9,57010
13 1 0 0 1 42,8798 38,7276
14 0 -1 -1 0 31,5194 27,8737
15 0 1 -1 0 35,0371 8,39150
16 0 -1 1 0 48,6883 45,2234
17 0 1 1 0 65,3020 60,8490
18 0 0 0 0 55,1706 53,7903
19 -1 0 -1 0 32,5047 30,8097
20 1 0 -1 0 35,2996 18,5142
21 -1 0 1 0 10,2922 10,3011
22 1 0 1 0 45,3859 45,3293
23 0 -1 0 -1 50,7380 50,5696
24 0 1 0 -1 59,8093 59,8121
25 0 -1 0 1 24,4435 24,4353
26 0 1 0 1 38,5407 38,5734
27 0 0 0 0 58,2157 58,2277

Legenda: CTPF — Concentracao de Polifendis Totais; CTT — Concentracao de Taninos Totais.
2 Os experimentos foram efetivamente misturados e realizados de maneira aleatoria

b Fatores reais e suas unidades encontram-se na Tabela 1.

Fonte: Dados da pesquisa.

E possivel observar que a condigio da amostra 4 (X1 = +1, X2 = +1, X3 = 0, X4 = 0)
resultou no maior valor absoluto de recuperacéo de polifendis totais (76,32 mg/g) e taninos
totais (68,73 mg/g). Esta condigéo representa os maiores valores testados de tempo (10 min) e
poténcia (300 w), enquanto para propor¢cdo droga/solvente (1/25 g/mL) e concentragao
etanolica (50%) foram os valores medios. A condi¢do da amostra 17 (X1 =0, Xo = +1, X3 =1,
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Xa = 0) foi a segunda melhor para ambos os grupos de metabdlitos, obtendo valores de 65,30
e 60,85 mg/g de polifenois totais e taninos totais, respectivamente. As piores condigdes foram
as das amostras 12 (X1 =-1, X2 =0, X3=0,Xa=1)e 21 (X1 =-1, X2 =0, Xz =1, X4 =0),
sendo ambas executadas com menor tempo de extracdo (1 min) e poténcia media (150 w).
Estes resultados estdo em concordancia com trabalhos anteriores que avaliaram condigdes
semelhantes (MEDOUNI-ADRAR et al., 2015; RHAZI et al., 2015)

Os sinais e efeitos dos coeficientes foram avaliados por minimos quadrados, onde foi
possivel concluir uma significancia (nivel de 95%) de todos os fatores nos niveis testados para
ambos os metabolitos (Tabela 25). Adicionalmente, a ANOVA estimou uma falta de ajuste
n&o significativa, indicando que o modelo proposto foi adequado para o estudo. O coeficiente
de determinacdo (R?) variou entre 0,86 para polifenois totais e 0,85 para taninos totais,
indicando uma forte correlacdo entre os fatores independentes e as respostas. Retirando os
efeitos ndo significativos no intervalo de confianca, a equagéo estimada pelo modelo para a
quantificacdo de CPFT (Eq. 1) e CTT (Eqg. 2) segue:

Y, = 35,39 + 11,33X, + 7,06X, — 9,32X, + 4,94X2 + 7,01X2 + 5,89X2 1)

Y, = 29,89 + 9,37X, + 4,85X, — 8,34X; — 8,80X, + 11,83X,X;
+8,78X,X5 — 6,74X,X5 + 5,31X2 4+ 9,02X2 + 5,32X> @

O efeito positivo mais relevante foi o tempo de extragdo (Xi), com maiores
recuperacdes dos metabdlitos sendo atingidas em maior tempo. E bastante frequente que o
tempo de extracdo melhore a recuperacdo de analitos, geralmente havendo limites onde ha
exaustdo ou perda por degradacdo (DAHMOUNE et al., 2015). Valores superiores aos
testados ndo foram avaliados por limitagdes da técnica, onde ha bastante perda do solvente
extrator devido a evaporagéo.

A poténcia do micro-ondas (X2) mostrou ser relevante para maior concentracdo de
metabdlitos, sendo a maior poténcia associada de maneira linear com maiores recuperagoes.
De maneira semelhante ao tempo, poténcias maiores ndo foram testadas pela evaporagéo de
solvente, além da limitagdo do equipamento. Ainda, é provavel que uma maior poténcia
pudesse reduzir 0 tempo necessario para recuperar 0s metabolitos.

A proporcdo droga/solvente foi revelada como fator positivo, sendo os melhores

resultados obtidos quando houve mais solvente em relacdo a massa de droga (40 mL/qg). Isto
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pode estar associado ao gradiente entre os analitos e liquido extrator, que costuma auxiliar no
processo de extragdo (TSUKUI; REZENDE, 2014; KULLU et al., 2014; CAMEL, 2000).

Tabela 25 - Efeitos estimados por regressdo de minimos quadrados e ANOVA do
delineamento experimental de Box-Behnken para otimizacdo de CPFT e CTT presentes na
solucgéo extrativa obtida por EAM. Valores significativos (p < 0,05) estdo marcados em

negrito.
Fatores Coeficientes

(Y1) CPFT  (Y2)CTT (mg

(mg EAT/g) EAT/Q)
Intercepto 35,39154 29,89255
(X1) Tempo de extragéo (min) (L) 11,33061 9,37228
(X1) Tempo de extracéo (min) (Q) 4,94169 5,30938
(X2) Poténcia do microondas (w) (L) 7,06006 4,84714
(X2) Poténcia do microondas (w) (Q) -0,19753 0,45735
(X3) Proporcéo Droga vegetal/Solvente (g/mL) (L) 5,00912 8,33603
(X3) Proporc¢éo Droga vegetal/Solvente (g/mL) (Q) 7,01044 9,02052
(X4) Concentracédo etanolica (%) (L) -9,32137 -8,80187
(Xa) Concentracdo etandlica (%) (Q) 5,89353 5,31803
X1 (L)xXz (L) -1,10572 -2,06654
X1 (L)xXs (L) 8,07468 11,83094
X1 (L)xXa4 (L) 4,14548 4,15190
X2 (L)xXs3 (L) 3,27400 8,77698
X2 (L)xX4 (L) 1,25650 1,22392
X3 (L)xXa4 (L) -6,68935 -6,73917
ANOVA
Erro puro 34,454 12,707
Falta de ajuste 892,253 1127,539
R2 0,86327 0,85082

Legenda: EAT — Equivalente de Acido Tanico; CTPF — Concentracdo de Polifenois Totais; CTT —
Concentracdo de Taninos Totais.
Fonte: Dados da pesquisa.

Efeitos de segunda ordem significativos foram observados quando houve a
combinacdo de maior proporcdo droga/solvente e maior tempo, poténcia ou proporcao
etanol/dgua na extracdo de taninos totais (Y2). Considerando a maior quantidade de liquido
extrator, € esperado que haja necessidade, também, de maior tempo e poténcia para que ocorra
a irradiacdo. Ja a concentracdo etanolica foi negativa ao combinar-se com maior proporgéo
droga/solvente, indicando que a maior quantidade de etanol foi desfavoravel para a extragéo.

Ainda, ao comparar o efeito da combinacdo entre X3 e Xa, observa-se que o valor do
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coeficiente € menor que X4 (L) isolado, sendo possivel afirmar que o etanol, em maior volume
(em maior proporcdo droga/solvente), teve seu efeito negativo reduzido.

A concentracdo etandlica no solvente extrator teve comportamentos distintos no
modelo linear e quadratico. De maneira linear, 0 aumento de etanol acima de 50% causou
reducdo na extracdo dos metabolitos, sendo a proporcdo 50/50 a que produziu os melhores
resultados de recuperagdo. Entretanto, ao considerar a diferenca no sinal do coeficiente,
notou-se que valores dentro do intervalo dos niveis testados poderiam produzir resultados

positivos, sendo esta condicdo expandida na proxima sessao.
5.9.1.1 Superficie de resposta e fungéo desejabilidade

Apds ajustar um modelo adequado para explicar as variagdes do CPFT e CTT atraves
de um modelo quadratico, a escolha pelas melhores condi¢Ges extrativas ocorreu através da
aplicacdo de uma desejabilbidade global (D) proposta por Derringer & Suich (1980) que varia

entre 0 e 1, e pode ser expressa por (Eq. 3):

D = (d; (Y1) X dp(Y))" 3)
Onde d; é a desejabilidade individual de cada resposta Y1 e n € o nUmero de respostas
(neste caso, 2). Se uma resposta é considerada completamente indesejavel, entdo o valor d
seria 0, sendo 1 a situacdo mais desejavel. Para estimar valores de d, deve-se decidir se cada
resposta Y1 deve ser maximizada ou minimizada. No nosso caso, tanto o CPFT quanto o CTT
devem ser maximizados, portanto, os valores d podem ser calculados por (Eq. 4):

oLy @

d;(Y;)= (m

Onde L € a resposta mais baixa, Hi € a resposta mais alta e s a curvatura na qual o alvo
di é construido (isto é, qudo importante é considerada a resposta mais alta).

No delineamento experimental as Eq. 1 e 2 foram utilizadas para estimar as respostas
entre os niveis inferior e superior (-1 a +1) dos fatores independentes em uma escala de 0,2,
entdo para cada resposta Y, um valor de desejabilidade foi atribuido e os contornos para
superficie de resposta foram analisados (figura 25).

Particularmente, a concentracdo etandlica como solvente extrator (Xs) demonstrou

significancia quadratica positiva, porém linear negativa, para as duas respostas. Isto significa
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que os valores extremos (-1, +1) produziram recuperacdes inferiores as condi¢cbes com ponto

central (0). Desta forma, superficies de resposta foram investigadas em forma de gréaficos de

contorno para estimar a melhor condicéo dentro do intervalo testado em periodos de 0,2 niveis

para as variaveis independentes, fixando a concentracdo etandlica em funcdo dos outros

fatores independentes (figura 25).

Figura 25 -Contornos das superficies de respostas obtidas para otimizacdo de extracdo de

polifendis e taninos totais de folhas de S. cumini por EAM. As cores de contorno estdo

associadas a desejabilidade global entre O e 1.
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Fonte: Autor.
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Em adicdo, considerando o desenho experimental Box-Behnken de 4 fatores com 27

experimentos, restam condi¢fes ndo testadas no intervalo estabelecido pelos niveis em todas

as combinacdes possiveis para o desenho completo. No planejamento inicial, a condi¢do que

combina maior tempo, poténcia e proporcao D/S (todos fatores positivos de maneira linear)

nao foi testada.
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Ademais, a desejabilidade 6tima mostrou-se com X1 = 0,6 (8 min), X2 = 1 (300 w),
X3 =06 (/34 g/ mL) e X4 = 0,4 (38%) em que D foi igual a 0,98. Esses valores
codificados foram entdo transformados em condic@es reais de extracao e foram testados para
obter melhores resultados, o que de fato levou a um maior rendimento de extracdo quando
comparado as condicOes de extragdo testadas anteriormente (Tabela 26). Esta foi a condicgéo
experimental final adotada para 0 método de extracao.

Tabela 26 -Valores estimados pela funcéo desejabilidade comparados aos resultados
experimentais (n = 3) na condicdo otimizada onde X1 = 0.6 (8 min), X> =1 (300 w), X3 =0.6
(1/34 g/mL) e X4 = -0.4 (38%). O nivel de confianca foi estabelecido em 95%.

CPFT (mg EAT/g) CTT (mg EAT/g)

Estimado 73.73 71.18

Funcéo
o -95% ClI 60.78 63.31

desejabilidade

+95% ClI 86.69 79.04
1 85.28 77.84
Observado (n=3) 2 87.99 80.21
3 88.83 81.00
Média 87.37 79.68
DP 1.85 1.64
D.P.R. (%) 2.12 2.06

Legenda: CTPF — Concentragdo de Polifenois Totais; CTT — Concentragdo de Taninos Totais;
EAT — Equivalente de Acido Tanico; DP — Desvio Padrao.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.10 OBTENCAO E CARACTERIZACAO DO EXTRATO SECO OTIMIZADO DE S.

cumini

5.10.1 Obtencéo do extrato seco padronizado de S. cumini

A partir do processo de secagem por liofilizacdo da solucdo extrativa otimizada de S.

cumini foi possivel obter o extrato seco com rendimento de secagem aproximado de 27,13%.
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5.10.2 Descri¢ao macroscopica
O extrato seco de S. cumini apresentou-se visualmente como pé marrom claro, com
aspecto opaco e odor caracteristico (Figura 26). Além disso, apesar de ser leve, ndo possuli

facil aglomeracéo evidenciando pouca higroscopicidade.

Figura 26 - Imagem macroscopica do extrato seco de S. cumini.

Fonte: Autor.

5.10.3 Determinacéo de pH do extrato seco otimizado de S. cumini

O pH do extrato seco de S. cumini disperso em agua foi 4,98 + 0,03.

5.10.4 Determinacdo da éarea superficial especifica e porosidade do extrato seco

otimizado de S. cumini

A determinacédo da area superficial especifica, tamanho e volume de poros é bastante
relevante para caracterizacdo fisica dos materiais particulados (SANTANA et al., 2012). Na
industria farmacéutica, por exemplo, o controle da area superficial de farmacos é importante
para obtencdo de misturas homogéneas de grénulos e pos, assim como para obtencdo das
propriedades de fluxo necessarias para producdo de capsulas e comprimidos (SILVA, 2010).
Por sua vez, a porosidade também exerce um grande efeito nas propriedades mecéanicas dos

materiais particulados (resisténcia a tensdo, dureza e deformacéao); assim como influencia as
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suas caracteristicas de dissolucéo e capacidade de retencdo de &gua (SANTANA et al., 2012).
Levando-se em consideracdo a classificacdo dos poros da IUPAC [microporos (< 20
A), mesoporos (entre 20 A e 500 A) e macroporos (> 500 A)] (SANTANA et al., 2012), os
resultados obtidos neste estudo para o extrato seco de S. cumini demonstram que o produto
analisado possui mesoporos, com area superficial definida de 4,1808 m?/g; volume e tamanho
de poro de 0,01228 cm®/g e 270,076 A, respectivamente. Os valores entram em consonancia
comos resultados obtidos na investigacdo das propriedades reoldgicas, sugerindo que ndo ha

necessidade da adicdo de adjuvantes que promovam o incremento da area superficial.

5.10.5 Caracterizacgao térmica

Na Figura 27, pode-se observar que as curvas TG/DTG e DTA demonstraram perda de
massa constante de 42,387% ate 350°C. Houve presenca de um evento de perda de massa
equivalente a 17,695% entre 413,78°C a 523,29°C e um evento exotérmico na faixa de
temperatura de 410,42°C a 447,70°C, corroborando com a mesma faixa da perda de massa
evidenciando formacao de material carbonaceo. O percentual de perda de massa total foi de
73,15% até a temperatura final de 600°C.

Embora ndo tenha ocorrido pico de degradacdo ate 350°C os resultados evidenciam a
necessidade do controle de temperatura acima de 100°C para evitar possiveis degradacfes dos

metabolitos secundarios no processamento do extrato seco vegetal.

Figura 27 - Curva TG/DTG e DTA do extrato seco de S. cumini.
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Legenda: Preto: DTG; Azul: DTA; vermelho: TG
Fonte: Autor.
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5.10.6 Determinacéo de polifendis totais e taninos totais

O teor de polifendis totais foi de 14,20 £ 0,36 mg EAT/g de extrato seco e de taninos
totais 12,89 + 0,43 mg EAT/g de extrato seco de S. cumini determinado pelo método de Folin-

Ciocalteu descrito no item 4.6.

5.10.7 Avaliacdo das propriedades de compactacdo, angulo de repouso e tempo de

escoamento.

O extrato seco de S. cumini apresentou capacidade de compactacdo de 5 mL,
indicando que o mesmo encontra-se adequado para manipulacdo de formas solidas. Isto
porque valores acima de 20 mL dificultam enchimento de camaras ou de capsulas. Os indices,
FH e IC, avaliados a partir da dap e dcp (Tabela 27) demonstraram as deficientes propriedades
reoldgicas do extrato seco. Pois o indice de Carr exprime em forma percentual a capacidade
de compactabilidade e compressibilidade, valores superiores a 25% € considerado ruim,
enguanto um indice inferior a 15% é excelente. Ja para o Fator de Hausner, valores menores
que 1,25 indicam bom fluxo; valores maiores que 1,5 indicam fluxo ruim; e valores entre 1,25

e 1,5 exigem a adicéo de lubrificantes para melhorar o escoamento (ALVES et al., 2008).

Tabela 27 - Propriedade de compactacdo do extrato seco de S. cumini.

Propriedade Média
Densidade aparente 0,051 g/ mL
Densidade compactada 0,097 g/mL
Fator de Hausner (FH) 1,88
indice de Carr (IC) 46,96 %

Fonte: Dados da pesquisa.

E importante destacar que estes indices sdo determinacbes pontuais, exprimindo
apenas o potencial de compactagdo/compressao, e nao a facilidade ou velocidade com que
estas ocorrem. Para este tipo de avaliacdo, analisamos o angulo de repouso e o tempo de
escoamento. O angulo de repouso é um parametro que tem como finalidade avaliar a
dificuldade que um p6 tem para fluir livremente através de um orificio para uma superficie
livre (ALVES et al., 2008). O resultado encontrado para a tangente entre altura e raio formado
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pelo escoamento do p6é formou um éangulo de 1,01°+0,04, com tempo de escoamento 1,10
segundos. Estes valores indicam que o extrato apresenta boa propriedade de fluxo para
desenvolvimento farmacotécnico. Pois, considera-se que um pé tem boas propriedades de

escoamento quando possui angulo de repouso igual ou inferior a 30° (ALVES et al., 2008).

5.11 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIFUNGICA IN VITRO DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE S. cumini.

Os resultados das analises indicaram que todas as cepas testadas foram sensiveis ao
extrato seco padronizado de S. cumni, tanto as leveduras quanto os dermatdfitos (Tabela 28).
Também foi verfificado que os resultados para CIM e CFM foram iguais, pois a mesma
dosagem que inibiu o crescimento dos fungos também os matou. Além disso, no estudo foi
possivel obter respostas exatas para CIM e CFM, com execessdo de Candida tropicalis que o
resultado foi < 10 pg/mL.

Candida alicans ¢ uma das principais espécies de fungos citadas na literatura para
avaliacdo de atividade antifingica de plantas medicinais, embora outras espécies desse
mesmo género e de géneros diferentes também estarem entre as principais espécies
patogénicas do Brasil, tais como: Candida parapsilosis, Candida glabrata, Candida
tropicalis, Trichophyton rubrum e Trichophyton mentagrophytes (ALMEIDA, 2003). E
também ha Candida haemulonii, que é um agente patogénico emergente resistente a maltiplos
farmacos, classificada como forte produtora de biofilme, um importante fator de viruléncia,
que representa uma das causas de infeccdes graves, uma vez que tem sido verificada sua
habilidade de resistir as defesas do sistema imune do hospedeiro e aumento da resisténcia
antifangica (BEM- AMI et. al., 2017). Diante disso, foram utilizadas essas cepas para 0S
testes de sensibilidade antifingica neste trabalho.

Aligiannis et al. (2001) sugerem uma classificagdo de Concentracdo Inibitoria
Minima: CIM até 500 pg/mL sdo inibidores potentes; CIM entre 600 e 1500 pg/mL s&o
inibidores moderados; CIM acima de 1600 pg/mL sdo inibidores fracos. Por isso, pode-se
considerar que 0 extrato seco de S. cumini apresentou-se como um forte inibidor de
crescimento frente todas as espécies testadas, inclusive para a Candida haemulonii, pois 0s
valorores das CIM oscilaram entre 1,25 pg/mL a 10 pg/mL.

Xavier (2015) avaliou a atividade antifingica das folhas de S. cumini frente a Candida
albicans, utilizando um extrato etanolico 40% liofilizado, obtendo um resultado de CIM e
CFM de 62,5 pg/mL. Oliveira (2007) tambem testou a atividade antifingica do extrato
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hidroalcodlico das folhas de jamboldo frente & mesma espécie através da técnica de
microdiluicdo em meio a Agar solido (disco e pogos), os resultados de CIM variaram entre 70
a 200 pg/mL.

Diante disso, devido a auséncia de trabalhos na literatura que evidenciem o potencial
antifungico de extratos secos obtidos de espécies vegetais combinado a eficacia do extrato
seco padronizado a base de S. cumini avaliado nesse estudo, & possivel considerar a
possibilidade de obtencdo futura de um fitoterdpico adjuvante ao tratamento de infec¢cbes
causadas por fungos dos géneros Candida e Trichophyton.

Adicionalmente, na Tabela 29, est& exposta a diferenca de concentracbes CIM e CFM
do EHE (extrato hidroetandlico) e EHEO (extrato hidroetandlico otimizado) das folhas de
jambol&o desenvolvidos neste trabalho frente aos isolados de Candida, no qual a CIM para o
EHE e para o EHEO foi de 1024 pg/mL e 1,25 pug/mL , respectivamente, para C. parapsilosis
mostrando um aumento de 819,2x na potencia da atividade bioldgica do extrato. Dessa
maneira fica evidente a importancia da otimizacdo do método extrativo em relacdo a atividade

bioldgica.

Tabela 28 - Atividade antifungica do extrato padronizado de S. cumini.

CIM /CFM (ug/mL) CIMs (ug/mL)
Espécies isoladas Extrato Anidula  Caspo Mica
Candida glabrata 1,25/1,25 .0,25 S.0,031 S.0,031
Candida haemulonii 1,25/1,25 S<0,031 S<0,031 S<0,031
Candida albicans 1,25/1,25 S.0,031 S.0,031 .0,031
Candida parapsilosis (ATCC 22019) 1,25/1,25 S.1 S.1 S.0,5
Candida tropicalis <10/<10 R.8 R.1 R.4
Trichophyton mentagrophytes 5,0/5,0 ND ND ND
Trichophyton rubrum 1,25/1,25 ND ND ND

Legenda: Concentragdo inibitéria minima CIM; concentracdo fungicida minima CFM; American Type Culture
Collection ATCC; Extrato Syzygium cumini; I: intermediario; S: sensivel; R: resistente; Critério de interpretagao
CIM: CLSI, 2012. Fonte: Dados da pesquisa.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



123

Tabela 29 - Sensibilidade antifungica dos extratos secos vegetais com e sem otimizacao
obtidos de S. cumini frente a isolados clinicos de Candida.

Isolado fungico EHE (pg/mL) EHEO (pg/mL)
Candida albicans 512 1,25
C. glabrata 128 1,25
C. parapsilosis 1024 1,25
C. tropicalis 512 <10 ug/mL

Legenda: EHE — Extrato Hidroetandlico; EHEO — Extrato Hidroetanélico Otimizado.
Fonte: Dados da pesquisa.

5.12 TESTE DE SENSIBILIDADE ANTIBACTERIANA IN VITRO DO EXTRATO SECO
PADRONIZADO DE S. cumini.

Vaérios sdo os estudos usando Enterococcus faecalis e Staphylococcus aureus, devido
0 surgimento de cepas resistentes a mdltiplos farmacos. E. faecalis é uma bactéria Gram-
positiva, oportunista, representando a segunda maior causa de infecdes hospitalares a nivel
mundial (BARROS, 2014).

Até o presente momento, oito tipos de resisténcia adquirida aos glicopeptideos foram
relatados com base em critérios fenotipicos e genotipicos (VanA, VanB, VanD, VanE, VanG,
VanL, VanM e VanN). Os tipos VanA e VanB sdo os mais frequentemente detectados nos
enterococos e raramente 0 operon vanA também tem sido detectado em S. aureus
(KRCMERY, 2000). Isolados VanA e VanB positivos apresentam altos niveis resistentes
indutiveis a vancomicina (CIM > 64 pg/mL e >16-32 pg/mL, respectivamente). Para a
deteccdo da resisténcia em S. aureus cepas apresentam resisténcia a oxacilina, com
concentracdo inibitéria minima (CIM) entre 4 e 32 pg/mL (BOYCE, 2003; RIBEIRO et al.,
2005).

No presente estudo a leitura da CIM foi a menor concentracdo de antibidtico na qual
ndo se observou visualmente o crescimento bacteriano. Os critérios de suscetibilidade e
resisténcia adotados para cada antimicrobiano foram os recomendados pelo CLSI (2015).

De acordo com a Tabela 30 Todos os isolados de E. faecalis sdo bastante resistentes a
vancomicina, exceto 0 ATCC 27212 no qual é um padrdo sensivel a esse farmaco. O extrato se
mostrou sensivel a todas as cepas, inclusive para o padréo positivo com CIM 640 pg/mL menor

que o observado para o farmaco comercial. As CIM e CBM variaram entre 80 a 640 pg/mL e
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160 a 1280 pg/mL, respectivamente. Resaltando o resultado para a cepa LFBM 918, no qual o
extrato foi mais potente que a vancomicina.

Para os Staphylococcus aureus, o extrato também se mostrou sensivel para todas as
cepas, com CIM e CBM entre 160 a 320 pg/mL e 640 a 1280 pug/mL, respectivamente. Para 0s
isolados LFBM OXA 1 e LFBM 16, a CIM do extrato foi de 160 pug/mL sendo inferior ao da
oxacilina. Os resultados de CIM e CBM do extrato foram iguais para as cepas padrdes sensiveis
e resistentes ao farmaco comercial, evidenciando que as bactérias ndo possuem resisténcia aos

componetes do extrato.

Tabela 30 - Atividade antibacteriana do extrato padronizado de S. cumini.

MICRO-ORGANISMOS CIM/CBM (ug/mL)

EXTRATO OXACILINA* VANCOMICINA*
Enterococcus faecalis 640/>1280 ND 1024/>1024
ATCC 51299
Enterococcus faecalis 160/320 ND 4/8
ATCC 27212
Enterococcus faecalis 80/160 ND 128/256
LFBM 918
Enterococcus faecalis 160/1280 ND 128/256
LFBM189
Enterococcus faecalis 160/1280 ND 512/1024
LFBM 335
Enterococcus faecalis 160/1280 ND 128/256
LFBM 421
Enterococcus faecalis 160/1280 ND 128/256
LFBM 240
Staphylococcus aureus 160/640 256/>256 ND
LFBM OXA 1
Staphylococcus aureus 160/640 256/>256 ND
LFBM 16
Staphylococcus aureus 320/1280 0,25/1,0 ND
LFBM 17
Staphylococcus aureus 320/1280 16/16 ND
LFBM 31
Staphylococcus aureus 160/640 128 /256 ND
LFBM 18
Staphylococcus aureus 160/640 0,125/0,25 ND
ATCC 25923
Staphylococcus aureus 160/640 64/128 ND
ATCC 335921

Legenda: Concentracdo inibitdria minima CIM; concentragdo bactericida minima CBM; American Type Culture
Collection ATCC; Extrato Syzygium cumini; Critério de interpretagdo CIM: Oxacilina (> 4,0 Resistente) para S.
aureus. Vancomicina > 32 Resistente) para Enterococcus faecalis. Fonte: CLSI, 2015; Fonte: Dados da pesquisa.
e Valores previamente determinados.
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Aualmente a literatura carece de pesquisas realizadas com extrato seco de S. cumini
para avaliagdo de sensibilidade bacteriana. Por outro lado, alguns trabalhos realizados com essa
espécie corroboram com os resultados deste estudo. Loguercio et al. (2005) mostraram a
atividade antibacteriana de extrato hidroalcodlico (etanol 70% na proporcio de 10% m.v 1) e
folhas de Syzygium cumini sobre 17 isolados bacterianos, entre eles Staphylococcus aureus,
concluindo também que ndo houve diferenca de sensibilidade entre microorganismos Gram
positivos e Gram negativos.

Os resultados da atividade antimicrobiana do extrato seco de S. cumini obtidos frente a
espécie S. aureus apresentados neste trabalho, estdo de acordo com os dados publicados por
Albuquerque, Soares e Oliveira (2017) que verificaram a mesma atividade no extrato aquoso de
S. cumini contra isolados de S. aureus na concentracdo de 100 mg/mL, utilizando o método de
difusiio em Agar Mueller-Hinton que apresentou halos de inibicdo de 10 mm para S. aureus,
porém para E. faecalisfoi verificado halos com 0 mm evidenciando auséncia de inibig&o.

A atividade antimicrobiana do extrato seco das folhas de S. cumini presente neste
estudo deve-se, provavelmente, a forte presenca de flavonoides e taninos contidos no extrato.
Além disso, os flavonoides possuem a capacidade de complexar-se com proteinas e células
bacterianas formando complexos irreversiveis, principalmente com aminoacidos nucleofilicos.
Tal complexo geralmente leva a inativacdo de proteinas e perda de funcdo (Cowan, 1999).
Semelhantemente, os taninos apresentam funcdo antimicrobiana devido a sua ligagdo com
proteinas adesinas, inibindo véarias enzimas, sua complexacdo com a parede celular e ions
metalicos, desestabilizando-a, como também lisando a membrana plasmatica (Natalli, et al.,
2011).

Os resultados deste trabalho mostram o potencial do extrato seco hidroalcdolico
liofilizado e otimizado das folhas de S. cumini de se tornar um fitoterapico para tratamento de

infeccBes causadas por E. faecalis e S. aureus resistentes.

5.13 AVALIACAO DE TOXICIDADE IN VIVO DO EXTRATO SECO PADRONIZADO

DE S. cumini

Varios estudos empregam com sucesso modelos em invertebrados para examinar
respostas imunologicas a agentes patogénicos, uma vez que, sistemas imunes sao
fundamentais para proporcionar resisténcia a parasitas e patdgenos. Os invertebrados nédo
possuem imunidade adquirida, apesar do fato de eles também enfrentarem maiores riscos de
reinfeccdo apds a exposicdo primaria. No entanto, quando submetidos a insulto imunologico,
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0s insetos podem produzir respostas imunes que persistem durante longo prazo para fornecer
profilaxia. Eles também ndo possuem imunidade especifica (baseada em antigenos e
anticorpos), mas fornecem uma resposta geral em relacdo a todo o material reconhecido como
corpo-estranho (PRAJSNAR et. al, 2012; RATCLIFFE et al., 1985).

O extrato seco otimizado de S. cumini ndo se mostrou toxico em nenhuma das
concentragdes testadas, uma vez que a maior concentragdo (1280 mg/kg) ndo causou morte
significativa quando comparado com o controle, ndo sendo possivel identificar a dose letal
para 50% dos individuos (ICso).

Nas primeiras 24h ap6s a administracdo do extrato houve sobrevivéncia de 100% dos
individuos testados. As mortes ocorreram apds 48h da administracdo, ocasionando letalidade
em 6%, 3,33%, 13,33% e 6% nos grupos, controle, 80 pg/mL/kg, 160 mg/mL/kg e 1280
mg/mL/kg, respectivamente. A partir de 72h ndo houveram mais mortes em nenhum dos
grupos, totalizando sobrevivéncia de 94%, 96,67%, 86,67, 94% dos individuos do grupos,
controle, 80 pg/mL/Kg ,160 mg/mL/Kg e 1280 mg/mL/Kg, respectivamente (Figura 28).

A dose de 160 mg/mL/Kg foi mais tdxica que a maior dosagem, sugerindo que o
extrato pode ndo ser dose-dependente. Também foi observado mudanca de cor em algumas
larvas, que indicam deposito de pro-fenoloxidases, que desempenham um papel importante
sobre o sistema imunoldgico da larva, as quais sdo enzimas importantes para a sintese de
melanina que normalmente é depositada sobre os patdégenos para formar encapsulados
(VEGA et al., 2012)

Alguns estudos usando o mesmo modelo in vivo para avaliar a toxicidade de
compostos naturais ja foram realizados. O ministério da saude (2014) avaliou a toxicidade
aguda por via inalatoria, do 6leo essencial das folhas de Lippia sidoides (OE) e de alguns
constituintes isolados, como timol, carvacrol e 1,8 cineol na espécie Tenebrio molitor (bicho
da farinha). Apds 24 h o 6leo essencial foi letal na concentracao de 8,04 uL/L e as substancias
isoladas se mostraram mais toxicas que o OE. Silva, Navarro e Oliveira (2011) estudaram o
efeito toxico do composto antibiotico Lemicina e observaram que nas concentracfes de 0.01
pg/larva e 0.1 pg/larva ndo apresentaram toxicidade para as larvas Tenebrio molitor, ja em
concentragdes maiores a 2 pg/larva obteve toxicidade maior de 50% (CC50).

Os resultados deste trabalho foram promissores no teste de toxicidade in vivo. Além
de apresentar um avanco pre-clinico na escolha do animal invertebrado, mostrando eficiéncia

na avaliagdo toxica do extrato.
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Figura 28 - Avaliacdo da toxicidade do extrato seco padronizado de S. cumini em larvas
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514 ESTUDO DE COMPATIBILIDADE DO EXTRATO SECO DE S
cumini:EXCIPIENTES

O estudo de compatibilidade foi realizado por meio da obtencdo e comparacdo das
curvas TG/DTG do extrato seco de S. cumini e das misturas binarias com os excipientes, na
proporgao 1:1.

Dito isto, pode-se perceber nas curvas TG (figura 29) e DTG (figura 30) do Aerosil®,
do extrato seco de S. cumini e da mistura binaria do extrato seco com aerosil, que ndo ha
alteracOes significativas nos eventos térmicos da mistura binaria 1:1, uma vez que nesta é
possivel observar um somatorio das amostras isoladas. Ademais, devido a auséncia de eventos
térmicos no Aerosil® pode-se verificar que a linha de base da mistura binaria sofreu uma
elevacdo na faixa da temperatura analisada. Portanto, tais resultados corroboram para a

inexisténcia de incompatibilidade entre o extrato sedo de S. cumini e o Aerosil®.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



128

Figura 29-Curvas TG do extrato seco, do Aerosil® e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 30 — Curvas DTG do extrato seco, do Aerosil® e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

As curvas TG (figura 31) e DTG (figura 32) da Croscarmelose, do extrato seco de S.

cumini e da mistura binaria do extrato seco com a Croscarmelose demonstraram que néo

houve incompatibilidade entre o extrato e excipiente, uma vez que o inicio do terceiro evento

de degradacdo do extrato foi deslocado de 263,73°C para 293°C, resultando em um

incremento de estabilidade térmica. Vale salientar, que o principal evento térmico de

degradacdo da croscarmelose também foi reproduzido na mistura binaria, uma vez que no
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excipiente isolado o inicio da degradacdo ocorre em 290°C e na mistura binaria tal evento foi

evidenciado a partir de 293°C.

Figura 31 - Curvas TG do extrato seco, da Croscarmelose e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 32 - Curvas DTG do extrato seco, da Croscarmelose e da mistura binaria (1:1)

DITGA
mg/min

0.00—

4
f I 4 o s e
AT b e SN A ) it fa g Dt A r PN ARG
" g wale ey o virkiano Sl Vi
W‘L\:Zﬁfﬁiﬂ‘:ﬁam"“ sl e bR ST
(e 3 s g, T A \, A
b e e
/
4, A.}‘ ‘

050 L)

— — Mistura binaria ]‘ /
— — Extrato seco !
— — Croscarmelose I“’

-0.00 100.00 200.00

300.00 400.00 500.00 600.00

Fonte: Dados da pesquisa.

De modo oposto ao que foi observado para croscarmelose, as curvas TG (figura 33) e
DTG (Figura 34) da mistura binaria estrato seco:crospovidona, mostraram que houve uma
possivel incompatibilidade entre esta e o extra seco, em virtude do principal evento de
degradacéo térmica da crospovidona ter sido antecipado de 394 °C no excipiente isolado para

381°C na mistura binaria. Ademais, ndo foi possivel observar o0s eventos térmicos
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caracteristicos do extrato seco na mistura binaria e tal condicdo, sugere uma interagdo extrato

seco:excipiente.

Figura 33 - Curvas TG do extrato seco, da Crospovidona e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 34 - Curvas DTG do extrato seco, da Crospovidona e da mistura binaria (1:1)
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As analises térmicas realizadas para avaliacdo da compatibilidade do extrato seco com
0 talco sugerem que ndo houve incompatibilidade entre eles uma vez que, nas curvas TG
(figura 35) e DTG (figura 36) da mistura binaria extrato seco:talco é possivel observar todos
0s principais eventos de degradacao térmica apontados na anélise do extrato seco isolado nos
quais pode-se sugerir a ocorréncia de um incremento de estabilidade térmica no extrato seco
promovida pelo talco, em virdude do segundo e quarto eventos de perda de massa do extrato
seco terem sido deslocados de 156°C e 424°C para 160°C e 442°C, respectivamente. Contudo,
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ocorreu uma antecipacao do terceiro evento de perda de massa do extrato seco de 263°C para
251°C e devido a isso, se faz necessario o uso de técnicas complementares para avaliar com

mais seguranca se este evento pode ser significativo ou néo.

Figura 35 - Curvas TG do extrato seco, do talco e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.
Figura 36 - Curvas DTG do extrato seco, do talco e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

De acordo com as curvas TG (figura 37) e DTG (figura 38) obtidas na avaliacdo da
mistura binaria extrato seco:estearato de magnésio, possivelmente ndo houve
incompatibilidade entre o estearato de magnésio e o extrato seco, em virtude de ndo se
observar nenhuma antecipacao das etapas de perda de massa do extrato seco, pois estas foram
deslocadas para temperaturas mais elevadas, tais como: primeiro, segundo, terceiro e quarto
eventos de perda de massa passaram de 60°C, 156°C, 263°C e 424°C para 76°C, 188°C, 328°C
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e 433°C, respectivamente. Tais dados corroboram com uma possivel interagdo positiva com o

extrato seco promovendo maior estabilidade térmica.

Figura 37 - Curvas TG do extrato seco, da Estearato de Magnésio e da mistura binaria (1:1)
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Figura 38 - Curvas DTG do extrato seco, da Estearato de Magnésio e da mistura binaria (1:1)
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Semelhantemente ao comportamento observado na mistura binaria com estearato de
magneésio, a celulose microcristalina 200 promoveu uma maior estabilidade térmica do extrato
seco, uma vez que as curvas TG (Figura 39) e DTG (Figura 40) da mistura binaria
apresentaram deslocamento para temperaturas mais elevadas do segundo, terceiro e quarto
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eventos de perda de massa do extrato seco que passaram de 156°C, 263°C e 424°C para
194°C, 327°C e 447°C, respectivamente. Sendo assim, os resultados obtidos sugerem de que
ndo houve incompatibilidade extrato seco:celulose microcristalina 200.

Figura 39 - Curvas TG do extrato seco, da Celulose Microcristalia 200 e da mistura binaria
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 40 - Curvas DTG do extrato seco, da Celulose Microcristalia 200 e da mistura binéria
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Fonte: Dados da pesquisa.

As curvas TG (figura 41) e DTG (figura 42) da mistura binaria extrato seco:starch
1500® demonstraram auséncia de incompatibilidade entre o extrato seco e excipiente, tendo

em vista que 0s principais eventos térmicos de perda de massa de ambos foram verificados na
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mistura binéria. Contudo, apesar do terceiro e quarto eventos do extrato seco terem sido
elevados de 263°C e 424°C para 283°C e 441°C, respectivamente, houveram também
antecipacdes do primeiro e segundo eventos térmicos de perda de massa do extrato e portanto,

se faz necessario o0 uso de técnicas complementares para elucidar melhor o comportamento da

mistura binéria em questao.

Figura 41 - Curvas TG do extrato seco, da Starch 1500® e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 42 - Curvas DTG do extrato seco, da Starch 1500® e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

A avaliagdo do comportamento térmico da mistura binaria extrato seco:tabletose 100

apontou que houve compatibilidade entre o extrato seco:tabletose 100, uma vez que nas
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curvas TG (figura 43) e DTG (figura 44) da mistura binéria € possivel observar os princpais
eventos térmicos de perda de massa do extrato seco e também da tabletose 100. Ademais, é
importante ressaltar que houve uma interacdo positiva na mistura binaria, uma vez que o
segundo, terceiro e quarto eventos de perda de massa do extrato seco foram deslocados de
156°C, 263°C e 424°C para 203°C, 293°C e 434°C, respectivamente.

Figura 43 - Curvas TG do extrato seco, da Tabletose 100® e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 44 - Curvas DTG do extrato seco, da Tabletose 100® e da mistura binaria (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa.

De modo semelhante aos dados obtidos para tabletose 100®, o compremix® também
ndo apresentou incompabilidade com o extrato seco, porquanto as curvas TG (figura 45) e
DTG (figura 46) da mistura binaria extrato seco:compremix®revelaram que foi possivel
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verificar os principais eventos de perda de massa do extrato seco, aléem de expressar uma
interagdo positiva com este promovedo uma maior estabilidade térmica, visto que as
temperaturas inciais dos trés eventos de perda de massa do extrato seco foram deslocados para
temperaturas superiores. De maneira que, o segundo, terceiro e quarto eventos térmicos de
perda de massa do extrato seco passaram de 156°C, 263°C e 424°C para 176°C, 281°C e

439°C, respectivamente.

Figura 45 — Curvas TG do extrato seco, da Compremix® e da mistura binaria (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 46 — Curvas DTG do extrato seco, da Compremix® e da mistura binaria (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa.
A partir das curvas TG (figura 47) e DTG (figura 48) da mistura binaria extrato
seco:PVP-k30, foi possivel observar todos os principais eventos térmicos de perda de massa
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tanto do extrato seco, quanto do PVP-K30 e, portanto, ndo houve incompatibilidade entre
eles. No entanto, verificou-se também que no terceiro e quarto eventos térmicos de perda de
massa do extrato seco ocorreu antecipacdo destes para temperaturas mais baixas, as quais
passaram de 263°C e 424°C para 249°C e 409°C, respectivamente.

Dito isto, é necessario o0 uso de técnicas complementares para avaliar se tais
antecipac0es refletem uma possivel incompatibilidade entre eles, porém como estas ocorreram
em temperaturas bem superiores as que séo aplicadas nos processos industriais farmacéuticos
para obtencdo de comprimidos, tal condicdo ndo deve ser definitiva para a inutilizacdo do

PVP-K30 em uma formulagdo junto ao extrato seco de S. cumini.

Figura 47 — Curvas TG do extrato seco, da PVP-K30 e da mistura binaria (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 48 - Curvas DTG do extrato seco, da PVP-K30 e da mistura binaria (1:1)
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Fonte: Dados da pesquisa.

5.15 OBTENCAO DE COMPRIMIDOS A BASE DE S. cumini POR TECNICA DE
COMPRESSAO DIRETA

Ap6s a avaliagdo da compatibilidade extrato seco:excipientes, estes foram
selecionados para compor a formulacdo (LB) e apds misturados, foram realizados ensaios de
avaliacdo da propriedade de compactacdo, angulo de repouso e tempo de escoamento que
revelaram uma boa capacidade de compactacdo da mistura, uma vez que esta foi de 3 mL
indicando ser compativel para obtencdo de formas farmacéuticas sélidas.

Ademais, os indices FH e IC (tabela 31) revelaram que o granel apresentou
propriedades reoldgicas satisfatérias, haja visto que as caracteristicas de compatibilidade e
compressibilidade representadas pelo indice de Carr foram confirmadas como positivas, pois
o valor obtido para este indice foi de 15,09% e tal condicdo, representa uma excelente fluidez
do p6 (WELLS, apud ANDRADE, 2009). De igual modo, o bom fluxo do pé foi confirmado pelo
FH que apresentou valor de 1,18 sendo este inferior ao limite preconizado pela literatura para
gue ndo seja necessario o uso de lubrifivantes para melhoramento de escoamento, a saber,
1,25 (PRISTA, et al., 1995; ALVES et al., 2008).
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Tabela 31 - Propriedade de compactacgéo do LB.

Propriedade Meédia
Densidade aparente 0,45 g/ mL
Densidade compactada 0,53 g/mL
Fator de Hausner (FH) 1,18
indice de Carr (IC) 15,09 %

Fonte: Dados do autor.

Em relacdo ao tempo de escoamento do pd verificou-se que este foi de 1 segundo,
confirmando a facilidade de fluxo ja verificada no FH e IC. Além disso, apds o0 escoamento
do pd, este resultou em angulo de repouso de 0,2°+0,04 evidenciando assim, as boas
caracteristicas do LB para obtencdo de formas farmacéuticas sélidas, em virtude de valores
iguais ou inferiores a 30° serem condizentes com boa capacidade de escoamento para pés
(ALVES et al., 2008).

Tendo em vista as caracteristicas reoldgicas do po, optou-se pela obtencdo de
comprimidos a base de S. cumini por técnica de compressdo direta, em virtude desta
serbastante viavel para producdo de medicamentos em escala industrial (Wanczinski, et al.,
2002), aplicada em situa¢Ges em que o Insumo Famarcéutico Ativo (IFA) e os excipientes que
compdem a formulacdo apresentam fluxo livre, boas propriedades de coesdo e se permitem
compactar diretamente, sem que necessite de aplicacdo de técnica de granulacdo por via
umida ou seca (PRISTA et al., 1995).

Logo apds, os comprimidos do LB foram obtidos em compressora rotativa (figura 49)
e estes, apresentaram-se satisfatorios, pois foram aprovados nos ensaios de controle de
qualidade realizados durante o processo de compressdo, conforme apresentado na tabela 32.
Além disso, em relacdo as carcateristicas macroscopicas dos comprmidos de S. cumini, estes
apresentaram coloragdo amarronzada, conformagdo circular, convexos e isentos de material

estranho.
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Figura 49 - Comprimidos de S. cumini obtidos por compresséo direta.

Fonte: Dados do autor.

Tabela 32—-Resultados obridos no controle de qualidade fisico-quimico do LB.

Parametros Especificacio Média (LB)
Peso Médio 150mg+7,5% 145 mg
Friabilidade <15% 0,07 %
Desintegracéo <30’ 1°34”
Dureza >30N 745N

Legenda: LB — Lote de Bancada.
Fonte: Dados da pesquisa.

Durante o processo de compressdo para obtencdo dos comprimidos de S. cumini,

verificou-se que estes foram de facil obtencdao tendo um bom fluxo de escoamento dos pos e

necessitando de aplicacacdo de baixas forcas de compressdo. Tal condicdo se mostra

interessante, pois quanto menos forca aplicar-se para obtencdo de comprimidos maior sera o

ganho referente a vida util dos puncdes, uma vez que que estes sofrerdo menos desgaste

durante a rotina de producéo de lotes industriais.

Paralelamente, durante o ensaio para avaliacdo da dureza (figura 50) dos comprimidos

de S. cumini observou-se que os resultados obtidos estavam dentro dos valores que foram

estabelecidos para o projeto e além disso, foi possivel notar que a quebra dos comprimidos se
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deu perfeitamente ao meio destes, resultando em bandas que permaneceram integras com

auséncia de pds frouxos ou formagao de “capping” (figura 51).

Figura 50 - Comprimido de S. cumini sendo submetido a ensaio de dureza em durémetro.

Fonte: Dados do autor.

Figura 51 - Comprimidos de S. cumini quebrados apds serem submetidos o ensaio de dureza.

Fonte: Dados do ator.
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E importante salientar que a auséncia da formagdo de capping corrobora com as
previsGes obtidas nos indices de FH e IC, tendo em vista que entre os fatores responsaveis
pelo surgimento desse fendmeno encontra-se 0 excesso de ar retido no pé oriundo de um
fluxo irregulardurante o processo de compresséo (Staniford, 2005).

No ensaio de friabilidade (Tabela 32) a perda de massa dos comprmidos foi inferior a
1,5% demonstrando que estes foram obtidos com forca de compresséo adequada para suportar

aos impactos oriundos da manipulacao e transporte.

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



6. Consideracoes

finais

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



144

6 CONSDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos na caracterizacdo do po6 de S. cumini demonstraram que a droga
vegetal cumpriu os parametros de qualidade preconizados na Farmacopéia Brasileira 5°
edicdo. Ademais, a prospeccao fitoquimica demonstrou que as folhas de S. cumini possuem
uma rica composicao de metabdlitos secundarios.

Foi escolhido como solvente extrator etanol:agua (1:1, v/v), pois foi 0 que apresentou
a melhor reposta antifungica frente a todas as cepas analisadas. A técnica de extracdo por
micro-ondas mostrou-se mais eficiente para obtencdo de taninos totais, quando comparada a
técnica convencional, além de necessitar de menos solvente e tempo para realizacdo das
extracGes. Outrossim, a metodologia analitica desenvolvida foi validada de acordo com a
RDC166/2017 e permitiu que no mesmo método fosse possivel o doseamento de polifendis e
taninos totais, bem como a utilizacdo de menor quantidade de reagentes com um menor
intervalo de tempo, possibilitando leituras mais rapidas e limpas, além de apresentar melhor
viabilidade econémica.

Em relacdo a avaliacdo da estabilidade os resultados foram bastante positivos, pois
verificou-se que a curva de calibracdo permanece estdvel mesmo 4 horas apds a sua obtencao
e dessa forma garante que os polifendis totais sejam complexados de maneira efetiva para o
doseamento correto dos taninos totais. Além disso, foi verificado que as solucbes reagentes
utilizadas no estudo permaneceram estaveis até 49° dia ap0s sua obtencdo, proporcionando
entdo economia para realizacao dos estudos.

Os resultados da avaliacéo da estabilidade dos extratos em temperatura ambiente e sob
refrigeracdo demonstraram que estes se desestabilizam rdpido necessitando assim, serem
obtidos e analisados no menor espaco possivel de tempo, a fim de obter resultados fidedignos.

A otimizacdo do método de extracdo, aplicando o planejamento experimental mostrou
que o efeito positivo mais relevante foi o tempo de extracdo, seguido pela poténcia e
proporcao droga:solvente, resultando em maiores recuperacdes dos metabolitos, além de
fornecer um aumento em 73,63% e 87,13% na extracdo de polifendis totais e taninos totais,
respectivamente. A caracterizacdo do extrato seco revelou que o liofilo apresenta-se como po
marrom claro, com aspecto opaco e odor caracteristico, leve, de dificil aglomeracéo e de pH
levemente acido. Possui mesoporos, com area superficial definida de 4,1808 m?/g; volume e
tamanho de poro de 0,01228 cm®/g e 270,076 A, respectivamente. O TG/DTG/DTA mostrou
estabilidade do extrato, sendo necessario altas temperaturas para causar degradacdo no
mesmo.
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Sobre a reologia, o liofilo ndo possui boa capacidade de compactagéo, entretanto
dispde de boa propriedade de escoamento. Na atividade bioldgica, o extrato seco foi sensivel
para todas as sete cepas testadas em fungos, tanto leveduras quanto para dermatofitos.
Também obteve excelentes resultados como bactericida para E. faecalis e S. aureus
resistentes, sendo mais potente que o fArmaco comercial, além de apresentar baixa tocixidade.

Do mesmo modo, os ensaios de avaliacdo de toxicidade in vivo realizado em larvas de
Tenébrio molitor demonstraram que o0 extrato seco de S. cumini se mostrou atoxico em todas
as concentracdes testadas.

Em relagdo ao estudo de compatibilidade com os excipientes foi possivel verificar que
0 extrato seco de S. cumini mostrou-se compativel com quase todos os excipientes avaliados 0
que foi importante para a escolha dos excipientes que compuseram a forma farmacéutica
obtida, a qual foi aprovada frente os ensaios fisico-quimicos de controle de qualidade
avaliados.

A partir dos resultados obtidos, é possivel sugerir que o extrato seco padronizado e
otimizado de S. cumini desenvolvido nesse trabalho pode ser de grande valia para o
tratamento de infec¢BGes causadas por fungos do género Candida e bactérias das espécies
Enterococcus aureus e Staphylococus faecalis, podendo servir de matéria-prima para
obtencdo de formas farmacéuticas sélidas, como por exemplo comprimidos, 0s quais foram

obtidos neste trabalho.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar teste de sensibilidade antibacteriana in vitro do extrato seco de S. cumini
antes da otimizacdo, a fim de comparar a resposta farmacoldgica deste, com a
verificada neste trabalho utilizando o extrato seco padronizado e otimizado;

e Avaliar a estabilidade da solucdo extrativa sob refrigeracdo, utilizando intervalos de
tempo menores para o doseamento, a fim de verificar 0 tempo maximo em que a
solucdo extrativa se mantém estavel;

e Realizar doseamento dos comprimidos obtidos aplicando a metodologia analitica
desenvolvida e validada neste trabalho;

e Realizar determinacéo do perfil de dissolucéo in vitro dos comprimidos obtidos;

e Promover estudos de estabilidade acelerada, longa duracdo e de acompanhamento das
formas farmacéuticas produzidas, segundo a RE n°1/2005 (ANVISA).
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ANEXO E - TRABALHO APRESENTADO NO VIII SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE PLANTAS MEDICINAIS E 1l SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE INVESTIGACAO EM CANCER

Universidade do Vale do ltajai N

Reconhecida pela Portaria Ministerial n° 051/89, publicada no D.O.U., em 17.02.1989 U N IV’\LI
Itajai - Santa Catarina

Certificamos que
Gomes CL, Silva CCAR, Melo CG, Silva RMF, Ferreira MRA, Soares LAL, Rolim LA, Rolim-Neto PJ

apresentaram trabalho intitulado "PROSPECCAO FITOQUIMICA DAS FOLHAS DE Syzygium cumini
(L.) SKEELS” no Vil Simpésio Ibero-americano de P Medicinais e lll Sii

posio Ibero-americano de
Investigagdo em Céancer, realizado nos dias 24, 25, 26 e 27 de outubro de 2016.

Itajai (SC), outubro de 2016.

: Professo:N(aId ¢ Cechinel Filho, Dr. Professor Pedro Floriano dos Santos, MSc.
Vice-Reitor de Pos-Graduagdo, Pesquisa, Extensdo e Cultura Gerente de Extensdo e Cultura

SILVA, C. C. A. R. Obtengdao de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cu_mini (L))
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.
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ANEXO F — TRABALHO APRESENTADO NO VIII SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE PLANTAS MEDICINAIS E 1l SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE INVESTIGACAO EM CANCER

Universidade do Vale do Iltajai W

Reconhecida pela Portaria Ministerial n° 051/89, publicada no D.O.U., em 17.02.1989 U
Itajai - Santa Catarina

Certificamos que
Silva CCAR, Gomes CL, Melo CG, Silva RMF, Rolim LA, Rolim-Neto PdJ.
apresentaram trabalho intitulado "APLICACAO DA TERMOGRAVIMETRIA NA CARACTERIZACAO DA

DROGA VEGETAL Syzygium Cumini (L.) SKEELS.” no VIl Simpésio Ibero
Medicinais e Ill Simpésio Ibero

-americano de Plantas
icano de Investigagao em Cancer, realizado nos dias 24, 25, 26 e 27 de
outubro de 2016.

Itajai (SC), outubro de 2016.
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Professor Pedro Floriano dos Santos, MSc.
Gerente de Extensédo e Cultura
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ProfessorValdiy Cechinel Filho, Dr.
Vice-Reitor de Pés-Graduagao, Pesquisa, Extensdo e Cultura

SILVA, C. C. A. R. Obtencéo de forma farmacéutica sélida (comprinjido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.
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ANEXO G - TRABALHO APRESENTADO NO VIII SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE PLANTAS MEDICINAIS E III SIMPOSIO IBERO-
AMERICANO DE INVESTIGACAO EM CANCER

Certificado de Apresentacdo XXIV Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil — 2016

CERTIFICADO

Certificamos que o trabalho 'Caracterizacéo fisico-quimica da droga vegetal de Syzygium
cumini (L.) Skeels' (CQ-07), de autoria de CAIO CESAR ANDRADE RODRIGUES SILVA, CAMILA GOMES
DE MELO, CAMILA LUIZ GOMES, LARISSA ARAUJO ROLIM, PEDRO JOSE ROLIM NETO., foi
apresentado na forma de poéster durante o XXIVSPMB - 2016, realizado no Minascentro, em Belo
Horizonte-MG, no periodo de 21 a 24 de setembro de 2016.
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FAFAR & MHNJB - UP&I(, DBB - UFV
Presidente do XXIV Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil Presidente da Comisséo Cientifica do XXIVSPMB

SILVA, C. C. A. R. Obtenc&o de forma farmacéutica sélida (comprimido) a base de Syzygium cumini (L.)
SKEELS como alternativa terapéutica para o tratamento de infeccBes causadas por microrganismos.



