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RESUMO

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae), conhecida popularmente
como “barbatim&o" é uma arvore nativa do Brasil e tipica do cerrado. E utilizada no tratamento
de inflamagdes vaginais e de infecgdes em geral. O objetivo desse estudo foi padronizar droga
vegetal e insumo farmacéutico ativo de folhas de S. adstringens com ac¢ao antimicrobiana. Foi
coletada na praia de Jacarapé, em Jodo Pessoa (PB) e fez-se a tamizacdo do material vegetal
seco nos tamanhos de particulas: 50-100 mesh (BF1), 100-200 mesh (BF2), 200-400 mesh
(BF3) e <400 mesh (BF4) bem como obteu-se o insumo farmacéutico por nebulizagdo
(extrato/IFAV). Essas amostras foram submetidas a caracterizagdo por meio de
termogravimetria, cinética de degradacdo pelo método de Ozawa, analise térmica diferencial
microscopia eletronica de varredura (MEV), pirélise acoplada a cromatografia gasosa (para
droga vegetal), espectroscopia de infravermelho (para o extrato), determinacao da concentragdo
inibitéria minima (CIM), poténcia microbioldgica das amostras comparando-se a antibioticos
sintéticos, determinacdo do teor de polifendis, taninos e flavonoides das amostras e toxicidade
por Artemia salina e aguda do extrato. Por fim, fez-se um estudo de compatibilidade térmica
extrato/excipiente. Observou-se que as amostras apresentaram perfis térmicos e cinéticos
diferentes, onde a quarta etapa apresentou os maiores valores de perda de massa e a energia de
ativacdo foi maior em BF4. Droga e extrato obtiveram concentracdes significativas de taninos,
flavonoides e polifenois totais, apresentando uma maior concentragdo no extrato, 145, 23 e
289mg/g do padrdo, respectivamente. As amostras inibiram o crescimento dos microrganismos
apresentando excelente atividade antimicrobiana com CIMs <13mg/mL frente a todas as cepas
testadas. A poténcia do extrato foi maior que 90% comparada aos padrdes, mostrando assim
que S. adstringens teve uma 6tima poténcia microbiologica pelo método validado. A toxicidade
do extrato mostrou-se minima. Portanto, as tecnologias analiticas utilizadas possibilitaram
tracar perfis térmico, cinético, microbioldgico e toxicologico de S. adstringens, significativos e
diferengas quantitativas de compostos quimicos entre as faixas granulométricas, destacando
guantidade significativa de polifendis. Destaca-se a eficacia, através da poténcia microbioldgica
e baixa toxicidade, sendo possivel a incorporacdo em um produto semi-solido indicado para

feridas cirurgicas e diversas infeccdes dermatologicas.

Palavras-chaves: Stryphnodendron barbatiman. Fitoterapia. Controle de qualidade. Poténcia

microbiologica.



ABSTRACT

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae), popularly known as
"barbatim&o™ is a tree native to Brazil and typical of the cerrado. It is used in the treatment of
vaginal inflammations and infections in general. The objective of this study was to standardize
plant drug and active pharmaceutical ingredient of leaves of S. adstringens with antimicrobial
action. It was collected at Jacarapé beach, Jodo Pessoa (PB) and the dry plant material was
sieved at particle sizes: 50-100 mesh (BF1), 100-200 mesh (BF2), 200-400 mesh (BF3) and
<400 mesh (BF4) as well as the pharmaceutical ingredient was obtained by nebulization
(extract/IFAV). These samples were subjected to characterization by means of
thermogravimetry, degradation kinetics by Ozawa method, differential thermal scanning
electron microscopy (SEM), pyrolysis coupled to gas chromatography (for vegetable drug),
Infrared spectroscopy (for the extract), determination of the minimum inhibitory concentration
(MIC), microbiological power of samples compared to synthetic antibiotics, determination of
the content of polyphenols, tannins and flavonoids of the samples and toxicity by Artemia salina
and acute of the extract. Finally, a study of thermal compatibility extract/Excipient was made.
The samples presented different thermal and kinetic profiles, where the fourth stage had the
highest values of mass loss and the activation energy was higher in BF4. Vegetable drug and
extract obtained significant concentrations of tannins, flavonoids and total polyphenols,
presenting a higher concentration in the extract, 145, 23 and 289mg/g of the standard,
respectively. The samples inhibited the growth of the microorganisms presenting excellent
antimicrobial activity with MICs <13mg/mL against all strains tested. The potency of the
extract was higher than 90% compared to the standards, thus showing that S. adstringens had
an excellent microbiological potency. The toxicity of the extract was minimal in the
methodologies employed. Therefore, the analytical technologies used allowed the tracing of
thermal, Kinetic, microbiological and toxicological profiles of S. adstringens, significant and
guantitative differences of chemical compounds among the granulometric bands, highlighting
significant amount of polyphenols. It is noteworthy the efficacy, through microbiological power
and low toxicity, and it is possible to incorporate in a semi product indicated for surgical

wounds and several dermatological infections.

Keywords: Stryphnodendron barbatiman. Phytotherapy. Quality control. Microbiological

Power
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1 INTRODUCAO

O Brasil é considerado um dos paises de maior diversidade bioldgica por abrigar 25%
da flora mundial. H& uma crescente demanda para o uso de produtos naturais, o que
impulsionam as investigacdes cientificas e a busca por drogas naturais, como ponto de partida
para o desenvolvimento de novos medicamentos (JESUS et al., 2010; KANTATI et al., 2016).

Os fitoterapicos se mostram como uma terapéutica interessante, pois 0s medicamentos
industrializados desencadeiam diversas reacdes adversas que podem ser menores com algumas
plantas medicinais. Quando se trata dos antimicrobianos, os fitoterapicos podem ser uma
alternativa aos antibiéticos sintéticos, os quais sdo mais onerosos e frequentemente 0s
microrganismos tém desenvolvido mecanismos de resisténcia frente aos farmacos ja
comercializados (GUPTA; DUBEY; KUMAR, 2016).

A qualidade de um fitoterdpico é determinada pela qualidade do material vegetal, do
produto intermediario e pelas propriedades do produto final, levando em consideracdo 0s
requisitos de boas praticas na fabricacdo de produtos farmacéuticos de origem vegetal
(FONSECA, SILVA, LEAL, 2010). Santana (2016) afirma que é de fundamental importancia
a aplicacdo de uma padronizacdo da matéria-prima para que haja garantia dos beneficios
advindos desses produtos.

Silva-Junior et al (2009) afirmam que o controle de qualidade é valido, seguindo
critérios farmacopeicos e levando-se em consideracdo o controle da granulometria dos pds
provenientes de drogas vegetais. Esta é uma fase importante durante o processo de fabricacao,
pois a distribuicdo do tamanho de particula influi significativamente em varias etapas da
producdo. Assim, alguns métodos termoanaliticos, espectroscopicos e cromatograficos vém
sendo utilizados para padronizar drogas e extratos vegetais, que sdo matérias-primas para
produzir fitoterapicos (FERNANDES et al., 2013).

Durante o desenvolvimento de um medicamento, ¢ fundamental a avaliacdo da
compatibilidade por meio de técnicas analiticas entre os insumos farmacéuticos ativos e 0s
excipientes, pois interacdes podem afetar a natureza quimica da composic¢ao, consequentemente
sua seguranca e eficacia (TITTA et al., 2011).

As plantas medicinais disponiveis no Formulario Nacional de Fitoterapicos da
Farmacopeia Brasileira Terapéutico de Plantas Medicinais ja tém seu uso consagrado na cultura
da medicina popular brasileira. Entre as plantas incluidas no Formulario Nacional de
Fitoterapicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2011) esta Stryphnodendron adstringens

Coville, conhecida popularmente como "barbatimao”, barbatimédo-verdadeiro, barba-de-timéo,
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chardozinho-roxo e casca-da-virgindade, que € uma arvore nativa do Brasil, endémica e tipica
do cerrado brasileiro, pertencente a familia Fabaceae (OLIVEIRA, et al., 2014). Na medicina
popular é largamente utilizada para a cicatrizacdo e higienizacdo de feridas, tratamento de
inflamacGes vaginais, de infeccdes, como antinociceptivo, antisséptico, (Oliveira, et al., 2014),
no tratamento de leucorréia, hemorragias, diarreia, hemorroidas e na forma de gotas contra
conjuntivite (SOUZA etal., 2007). S. adstringens é uma planta rica em metabdlitos secundarios,
especialmente taninos, que lhes confere atividades farmacoldgicas importantes estando
envolvido com a sua atividade antimicrobiana frente a microrganismos de importancia clinica,
tais como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli (AUDI et al.,
2004; COSTA et al., 2011; FIORI, et al., 2013; SOARES, et al., 2008; SOUZA, et al., 2007;
TOLEDO, 2002).

Diante do exposto, observa-se a importancia de pesquisar novas substancias,
preferencialmente de origem natural e que tenha um uso popular descrito, o que favorece sua
utilizacdo também por grupos populacionais com acesso restrito a assisténcia em salde.
Verifica-se na literatura que estudos de pré-formulacdo obtidos da folha de S. adstringens sdo
£sCassos.

A maior parte dos trabalhos que confirmam a atividade antimicrobiana do barbatimao
tem sido realizada com cascas e raizes (ORLANDO, 2005; SANTOS et al., 2007; NOGUEIRA
et al., 2008), sendo que, no presente estudo, esta propriedade foi estudada com as folhas da
espécie, na forma de infusGes de drogas vegetais e extrato seco. Esta parte da planta foi
escolhida por ser a forma mais utilizada na medicina popular, ser uma boa alternativa
sustentavel, garantindo a preservacao da espécie.

Assim, este trabalho se propBe a utilizar técnicas analiticas para padronizar drogas
vegetais e extrato seco de Stryphnodendron adstringens determinando o perfil térmico, cinético,
espectroscopico, fitoquimico e antimicrobiano de um insumo farmacéutico ativo vegetal

candidato a uma formualacéo semi-solida.

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

e Padronizar droga vegetal e insumo farmacéutico ativo obtido de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville com agéo antimicrobiana.
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1.2.2 Objetivos Especificos

e Obter drogas vegetais pulverizadas das folhas de S. adstringens previamente
desidratadas;

e Separar as drogas vegetais obtidas em diferentes faixas granulométricas;

e Obter Insumo Farmacéutico Ativo Vegetal (IFAV) pela técnica de spray dryer.

e Determinar a distribuicdo do tamanho das particulas das drogas vegetais e do IFAV,
bem como seus aspectos morfolégicos através de microscopia eletronica de varredura
(MEV)

e Avaliar o perfil pirolitico, térmico e a cinética de degradacdo térmica das drogas
vegetais;

e Aplicar analises multivariadas para discriminacdo das drogas vegetais pelos dados
obtidos durante a pirdlise;

e Preparar infusos das drogas estudadas de acordo com 0 que preconiza a Resolugédo da
Diretoria Colegiada (RDC) 10/2010;

e Realizar um screening microbioldgico das drogas vegetais frente a cepas bacterianas e
fangicas, determinando a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM);

e Quantificar as classes de metabdlitos secundarios (polifendis totais, taninos
condensados e flavonoides totais) presentes nos infusos obtidos de drogas vegetais bem
como do IFAV;

e Caracterizar fisico-quimicamente o IFAV (extrato nebulizado) em termos de tamanho
e morfologia de particulas; perfil espectroscépico e térmico bem como cinética de
degradacdo térmica;

e Desenvolver e validar um método de doseamento da poténcia antimicrobiana do IFAV;

e Determinar a poténcia microbiologica do IFAV comparando a padrdes com eficacia
conhecida;

e Determinar a toxicidade do IFAV por meio de testes de letalidade, toxicidade aguda,
analise bioquimica, hematoldgica e histopatoldgica;

e Realizar um estudo de interacdo térmica entre IFAV-excipientes por meio de técnicas

termoanaliticas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MICRORGANISMOS ENVOLVIDOS EM INFECCOES DERMATOLOGICAS

A pele ou cutis € o0 manto de revestimento do organismo, indispensavel a vida. Ela
representa 12% do peso seco total do corpo, com aproximadamente 4,5 quilos, € é 0 maior
sistema de Grgdos expostos ao meio ambiente (MENDONCA; RODRIGUES et al, 2011).

Kede; Sabatovich (2014) afirmam que a pele é formada por tecidos de origem
ectodérmica e mesodérmica que se arranjam em trés camadas distintas: epiderme, derme e
hipoderme. A epiderme possui funcdo de barreira cutanea, a derme é composta de colageno,
elastina e matriz extracelular; a hipoderme é a camada mais profunda da pele onde se encontra
o tecido adiposo (FELLER, ZIMMERMANN, 2018).

A pele apresenta apenas 15 microns de espessura €, a sua camada superior, conhecida
como o estrato corneo, € a barreira fisica mais importante e também desempenha um papel
surpreendentemente agudo na fungdo mecénica da pele de espessura total. Quando a fungéo de
barreira e protecdo € comprometida resulta em danos onipresentes para a pele, como rachaduras
e condicBes mais graves e até fatais relacionadas a infec¢do, feridas cronicas e lesbes cutaneas
(BERKEY:; BINIEK; DAUSKARDT, 2017)

As infeccbes tdpicas estdo entre as condicdes mais comuns em individuos que
comparecem ao pronto socorro, representando cerca de 7 a 10% das admissdes (KEMPFER et
al., 2010). A Ulcera de decubito ou escara é um exemplo de infeccdo dermatoldgica em que o
paciente por permanecer muito tempo deitado no leito acaba desenvolvendo lesdes na pele o
que favorece a entrada de microrganismos responsaveis por potentes infec¢des causadas por
estafilococos, estreptococos e algumas enterobactérias, como Escherichia coli. As vezes, s&o
suficientemente graves para evoluir a um chogue séptico, podendo levar a 6bito em até 7,2%
dos pacientes (MALHEIRO, et al., 2017).

Por outro lado, o paciente pode ter sido admitido sem nenhum indicio de infeccdo e
adquiri-la apos a sua entrada no hospital através de fémites e transmisséo por contato com outro
paciente e/ou profissionais de salde, caracterizando a infecgdo hospitalar, através da Portaria
n° 2.616 de 12/05/1998 (LIMA et al, 2015). Aproximadamente 25-30% dos individuos
saudaveis apresentam colonizacdo ocasional por S. aureus, especialmente em axilas, perineo,
faringe, méos e narinas (LIPNHARSKI et al, 2013). Entretanto, existem condicdes
predisponentes para a colonizagéo da pele por baixa resisténcia ao agente, dentre as quais estao

as dos pacientes diabéticos, que sdo mais propensos a uma série de complicacbes metabodlicas
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e infecciosas, como as alteracdes cutaneas bacterianas, fangicas e virais. Sendo assim, a invasao
direta a partir de lesdo que leva a interrupcdo da continuidade da pele e de seus anexos resulta
em uma variedade de infecges superficiais (SEITE et al., 2011).

Santos et al. (2016) fizeram uma pesquisa biobliografica em diversos artigos e
concluiram que os principais microrganismos infectantes em feridas p6s cirdrgicas foram as
bactérias Staphylococcus aureus (39,3%), Escherichia coli (30,4%), Pseudomonas aeruginosa
(19,6%), Staphylococcus epidermidis (17,8%), Klesbsiella spp (12,5%) e Enterobacter spp
(10,7%).

Na pele, S. aureus pode causar o impetigo bolhoso, a furunculose, a caburcunlose, a
foliculite além da contaminacdo de feridas cirargicas (LIPNHARSKI et al, 2013), podendo
ainda causar infeccBes como meningite, pericardite, bacteremia e sindrome do choque toxico
(LIMA et al, 2015).

Malheiro et al. (2017) observou que em pacientes hospitalizados, Escherichia coli foi o
patégeno mais comumente isolado na fasceite necrotizante, mesmo em pacientes oriundos da
comunidade, que foram admitidos h& pouco tempo. Foi visto também nesse estudo que essa
mesma bactéria estd mais envolvida com as contaminac6es de feridas cirurgicas. Um fato que
pode ter contribuido para este achado € a elevada proporcao de envolvimento perineal, devido
a proximidade desta regido dos tratos geniturinario e gastrintestinal, e pelo fato de muitos destes
casos terem sido precedidos por abscessos perianais ou perineais, nos quais bactérias Gram-

negativas como a E. coli estio comumente envolvidas (SWAIN et al., 2013).

2.1.1 Uso de géis em infeccGes dermatoldgicas

Os profissionais da satde ainda tém muitas duvidas sobre como realizar a terapia topica
e 0 que utilizar para infeccGes de feridas pelo fato de nessas situa¢fes haver modificacdes da
microbiota do leito da ferida, o que poderia propiciar o desenvolvimento de infecgdo (GOMES;
CARVALHO; LIMA, 2009).

Além disso, algumas solucbes antissépticas podem interferir no processo de
cicatrizacdo, por serem citotoxicas para fibroblastos, interferindo na formacdo do colageno,
retardando a epitelizacdo e diminuindo a forca tensional no tecido recém formado. Ja as
pomadas antimicrobianas a base de iodo ainda podem causar dor, mancham a pele e causam
sensibilizacdo, impedindo a avaliacdo fidedigna da lesdo e a recuperacéo do tecido lesionado.
As coberturas impermeaveis ou semipermedaveis, supostamente podem acarretar em um
aumento do indice de infec¢cbes (GOMES; CARVALHO; LIMA, 2009).
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Entre as formas farmacéuticas semi-sélidas, os géis ganham destaque em produtos
dermatoldgicos e farmacéuticos por apresentarem vantagens em relacdo aos cremes e pomadas.
Algumas destas sdo a facil espalhabilidade, por ndo serem gordurosos, e por poderem veicular
principios ativos hidrossollveis e lipossomas atraves da derme. A administracdo de farmacos
através da via transdérmica estd em evidéncia devido a facilidade de aplicacdo, além de
proporcionar maior conforto ao paciente usuério do medicamento (NUNES et al, 2012).

Existem duas classes de géis, os hidrofobicos, nas quais bases (oleogéis), geralmente
constituidos de parafina liquida como polietileno ou 6leos gordurosos gelificados, e 0s géis
hidrofilicos, cujas bases hidrossollveis (hidrogéis) consistem de agua, glicerol ou
propilenoglicol (GUZZI, 2011).

Os géis hidrofilicos (hidrogéis) sdo mais utilizados, sendo relativamente pequena a
quantidade de preparaces em oleogel (NUNES et al, 2012). Os hidrogéis tém sido muito
usados em produtos cosméticos e como base dermatoldgica (CORREA et al., 2005). Esses géis
possuem na maioria das vezes, comportamento reoldgico do tipo pseudopléstico e tixotrépico,
ou seja, deformam-se durante a aplicacéo, tornando-se mais fluidos, facilitando o espalhamento
e recuperando a viscosidade inicial no momento em que encerra a aplicacéo, evitando que o gel
escoe (SOUZA; FERREIRA, 2010).

Assim, a veiculacdo de principios ativos antimicrobianos em géis pode ser uma saida
interessante aos problemas decorrentes das solucdes antissépticas, pomadas a base de iodo e
aos curativos semi e impermeaveis utilizados corriqueiramente nos hospitais para controlar
infeccdes dermatoldgicas causadas especialmente por S. aureus e E. coli.

Nunca houve um momento em que a pesquisa para o desenvolvimento de
antimicrobianos se fez tdo necessaria. A pesquisa pré-clinica fornece novos agentes,
associacOes e formas de tratamento. A pesquisa clinica avalia a seguranca e eficacia desses
agentes, bem como otimiza o regime de dosagens, enquanto a pesquisa de implementagéo avalia
0 impacto dessa implementacéo sobre a resisténcia a niveis de comunidades. Todas as instancias
da pesquisa se fazem extremamente necessarias (SANTANA, 2016). As plantas medicinais
mostram-se promissores agentes terapéuticos devido a diversidade de compostos quimicos que
produzem, como os metabdlitos secundarios que, por muitas vezes, apresentam propriedades
farmacologicas (SVETAZ et al., 2010).
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2.2 UTILIZACAO DE PLANTAS MEDICINAIS

A medicina tradicional é uma pratica antiga ainda usada por milhGes de pessoas no
mundo todo. O uso de plantas medicinais com fins preventivos e curativos de doencas é
altamente prevalente (ASADBEIGI et al., 2014).

Inclusive, em uma pesquisa realizada por Razafindraibe et al (2012), 90,56% dos
participantes afirmaram que utilizam plantas medicinais para algum fim medicinal. Foram
entrevistadas 498 pessoas, sendo 301 (60,44%) mulheres e 197 (39,56%) homens. Observou-
se que a faixa etaria mais comum foi a de adultos, entre 40-49 anos (98,29%) de idade e a
menor, jovens entre 15-19 anos (45,73%).

As formas de preparo para uso das plantas variam conforme a necessidade de extragédo
dos seus principios ativos e as condicdes especificas. A populacdo faz uso fitoterapico na forma
de infuso, macerado, filtrado, tinturas, cataplasma e garrafadas para tratar diversas patologias
que, por serem de baixo custo e facil acesso sdo bem aceitas (PEREIRA et al., 2010;
BRANDAO et al., 2016).

Silva et al (2014) afirmam que 66% da populagdo brasileira ndo tém acesso aos
medicamentos diante do alto custo financeiro e que 62,9% dos brasileiros utilizam préticas
complementares, como por exemplo para a cura e prevencdo de infecgdes e inflamacgées, como:
Achillea colina (mil-folhas) Achyrocline satureoides (macela), Allium schoenoprasum
(Cebolinha miuda), Cordia curassavica (erva baleeira), Coriandrum sativum (coentro),
Cyperus articulatus(piprioca), Cyperus rotundus (tiririca), Punica granatum (romd) e
Stryphnodendron adstringens (barbatimdo) (DUARTE, 2006; LIMA et al., 2016; SANTOS et
al., 2009).

Os produtos naturais desempenham um papel importante no campo da pesquisa e
desenvolvimento de novas drogas (ASADBEIGI et al., 2014). Associado ao conhecimento
cientifico esta o conhecimento popular que fornece interessantes informacdes contribuindo para
a ciéncia. As pesquisas etnobotéanicas envolvem levantamentos nas sociedades tradicionais
sobre os principais usos populares das plantas medicinais, de acordo com as questdes culturais
da populacéo local (CARVALHO et al., 2013).

A crescente resisténcia de patdgenos aos antibioticos ja comercializados no mercado
prejudica a saude da populacdo e os produtos naturais podem ser a alternativa terapéutica para
o tratamento destas infeccdes (BRANDAO et al. 2016).

Partindo desse enfoque, diversas pesquisas com plantas tém sido realizadas para avaliar

a atividade antimicrobiana. Por exemplo, Schinopsis brasiliensis mostrou forte atividade frente
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a Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus, Ximenia americana L. mostraram
atividade sobre Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus e Streptococcus oralis (SILVA
et al.,, 2012). Annona coriacea (Mart.) mostrou boa atividade frente a Candida albicans e
Candida parapsilosis (TOLEDO et al., 2011). Extratos de Syzygium cumini L. (Skeels) foram
testados frente a bactérias e fungos e constatou-se atividade antimicrobiana especialmente
frente & Candida albicans, Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger,
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus, sendo, portanto, mais efetivo sobre os fungos
(CHANDRASEKARAN; VENKATESALU, 2004). Mormodica charantia mostrou-se ativa
frente as cepas de S. aureus, E.coli, P.aeruginosa e K.pneumoniae, com potente acdo
antimicrobiana (BRANDAO et al., 2016).

2.2.1 Stryphnodendron adstringens Coville (Fabaceae)

2.2.1.1 Caracteristicas gerais

Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Fabaceae, Mimosoideae) ou S.
barbatimam é uma arvore perenifdlia, tipica do cerrado brasileiro. Ela possui ampla distribuicéo
geografica no pais podendo a arvore atingir uma altura entre 2-8m, com copa arredondada. Seu
tronco possui 20 a 30 cm de diametro, a casca € grossa, rigida e avermelhada em seu interior e
acinzentada por fora; os ramos séo curtos e espessos, as folhas bipinadas com cerca de cinco a
oito pares de pinas, os foliolos sdo arredondados e ovalados; as flores sdo pequenas e numerosas
e possuem a forma de espiga, brotando entre setembro e novembro; a maturacdo dos frutos
geralmente acontece no final da estacdo entre agosto e setembro, estes possuem cerca de 6 a 10
cm de comprimento com inimeras sementes achatadas e envoltas por uma faixa escura
(DELGADO etal., 2017; LIMA et al., 2016; NICIOLI, 2006).

A espeécie recebe diversas denominacgdes populares, que variam de acordo com a regido:
barbatimdo-verdadeiro, barba-de-tim&o, chardozinho-roxo e casca-da-virgindade. Os povos
indigenas descobriram o seu poder medicinal quando perceberam a adstringéncia desta planta,
sendo denominada por eles de Ibatimd, cujo significado é arvore que aperta, ou seja,
adstringente (LIMA et al.,, 2016). Esta espécie possui grande importancia econdmica,
destacando-se especialmente o seu uso madeireiro, farmacolégico e industrial (SCALON et al.
2014).
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Figura 1 - Arvore de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville e suas folhas
- i,
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Fonte: Préprio autor

Figura 2 - Caule e flores de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville
:

Fonte: Prdprio autor

2.2.1.2 Usos e propriedades medicinais de Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville

Na medicina popular, uma série de usos terapéuticos é empregada com a casca do caule;
pouco se é descrito sobre as folhas, que € uma parte da planta que pode ser utilizada de uma
maneira mais sustentavel.

As atividades farmacoldgicas desempenhadas por S. adstringens estdo relacionadas com
a grande quantidade de compostos quimicos produzidos, como taninos, alcaloides, terpenos,
estilbenos, esterdides e inibidores de proteases (como a tripsina). Destaca-se o alto teor de
taninos condensados na planta, especialmente em casca, que variam de 20% até 50%. Os
taninos sdo ricos em polimeros de proantocianidinas que incluem prodelfinidinas e
prorobinetinidinas (GOULART et al., 2015; LIMA et al., 2016). Esteroides, fenois simples,
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flavonoides, saponinas e taninos foram identificados em extratos hidroalcoo6licos de folhas de
S. adstringens (PINHO et al., 2012).

Pesquisa realizada por Martins et al. (2009) no municipio de Montes Claros — MG, para
verificar o teor de taninos e flavondides em cascas de caule, de galhos e folhas de S. adstringens
foram coletadas de 19 arvores diferentes da regido. Constatou-se que os valores de taninos em
cascas do tronco e cascas dos galhos foram superiores ao encontrado nas folhas. Ja os resultados
obtidos com flavonoides, as folhas tiveram um teor maior em relacdo as cascas do tronco e dos
galhos.

S. adstringens € bastante utilizada na cultura popular, principalmente como
antiinflamatdria, antibacteriana e antiulcerigena (LIMA et al., 2016; SANTOS et al. 2009). O
uso ¢ feito com as folhas e, sobretudo com a casca do caule através de chas e decoctos para
tratar: Ulcera, inflamacdo, feridas, corrimento, diarreia, infec¢fes, tumores, irritacdo vaginal e
utilizada como adstringente (Corette-Pasa, 2011; Souza et al., 2010; Moreira; Guarim-Neto,
2009; Pereira et al., 2009), inflamacédo do ovério e do Utero (Alves et al., 2007), ma circulagdo,
cicatrizacao e limpeza de feridas uterinas (Albuquerque et al., 2007; Lopes, 2010). Nascimento
et al. (2013) ainda enfatiza outras propriedades medicinais como: antioxidante, antitirosinase,
antimicrobiana, tripanocida, leishmanicida e moluscicida. Decocgéo e infusdo da casca do caule
tem sido utilizada popularmente pelos nativos do Brasil para o tratamento de leucorreia, diarreia
e infeccdes, principalmente ginecoldgicas bem como no tratamento de impingem, hérnia,
hemorragia, feridas, hemorrdidas, tosse, oftalmias e cicatrizacdo de feridas (GLASENAPP et
al 2014; NASCIMENTO et al., 2013).

S. adstringens é uma espécie vegetal com grande abrangéncia de aplicacdo medicinal,
principalmente quando se refere a screening microbioldgico (SOARES, VINHOLISA, SILVA,
2008; MELO et al., 2009; GONCALVES, 2007; ISHIDA et al., 2009). Thomazi, Bertolin, Pinto
(2010) fizeram um estudo comparativo entre casca de caule e folha e constataram que a casca
de S. adstringens apresentou 12 espécies sensiveis ao seu extrato de caule (Proteus mirabilis,
Staphylococcus epidermidis, Enterobacter sp., Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus sp., Escherichia coli, BGN-NF, Citrobacter sp., Enterobacter
aggomerans, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella oxytoca) e 9 espécies do extrato de folhas
(apresentando resisténcia frente a esses microrganismos: Enterobacter sp, S. aureus e S.
saprophyticus).

Quanto a atividade antiinflamatoria, Lima et al. (1998), utilizando uma solugéo
acetonica de S. adstringens em modelo de inflamacéo aguda e cronica em ratos observaram que

a solucéo foi capaz de diminuir um edema inflamatério induzido por carragenina e dextrana,
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comparando-se a indometacina, mostrando-se a eficacia desta planta como agente anti-
inflamatorio.

Um estudo realizado por Martins et al. (2003) revela o poder cicatrizante do barbatiméo
ao aplicar solucdo aquosa da casca do caule em feridas induzidas cirurgicamente em equinos.
Na fase inflamatdria, S. adstringens foi capaz de produzir crostas espessas e irregulares,
provavelmente devido ao poder adstringente dos taninos.

S. adstringens apresentou Otima acdo anti-hemolitica ao investigarem os efeitos
enzimaticos e bioldgicos causados por peconhas das botropicas (com a¢do hemolitica) quando
testado o seu extrato aquoso (casca do caule) frente a veneno de serpentes (20ug). Percebeu-se
no estudo realizado por De Lucena; Mendes e Brandeburgo (2008) que a peconha de Bothrops
moojeni e de Bothrops pauloensis formavam um halo, mas na presenca do extrato de
barbatiméo, houve a inibicdo do veneno. Depois da aplicacdo das peconhas incubadas com o
extrato aquoso de Stryphnodendron adstringens, aconteceu a inibi¢do de 100% da atividade da
peconha de Bothrops moojeni na razdo de 1:5 (m/m, peconha/extrato) e inibicdo de 84% da
atividade da peconha de Bothrops pauloensis na razdo de 1:10 (m/m, peconha/extrato). Desse
modo, barbatimdo pode ser uma alternativa ou coadjuvante na soroterapia, pois se mostrou
como um importante neutralizante de peconha de cobras botrépicas.

Costa et al. (2010) e Sousa et al. (2003) relataram que o extrato de S. adstringens e uma
fracdo rica em polimero de proantocianidina ndo demonstraram efeitos genotdxicos. Rebecca
et al. (2002), concluiram em um estudo de toxicidade aguda e subaguda com extrato aquoso de
casca do caule de S. adstringens que a administracdo oral didria de barbatiméo nas doses de 800
e 1600 mg/kg durante 30 dias ndo alterou o comportamento do animal e ndo induziu alteracéo
significativa nas contagens de leucécitos total e
diferencial, bem como ndo houve alteracdo nas concentracdes plasmaticas de ureia, creatinina,
fosfatase acida (FA) e alanina aminotransferase (ALT). No entanto, quando essa dose diaria foi
elevada, perceberam-se efeitos indesejaveis como a involugdo do timo e aumento nos niveis de
glicemia.

Devido a gama de potenciais atividades terapéuticas e a diversidade de constituintes que
apresenta, S. adstringens mostra-se como fonte promissora para ser incorporada a um
fitoterapico através do insumo farmacéutico ativo vegetal obtido de folhas para preservacdo da

especie.
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2.3 METABOLITOS SECUNDARIOS

O grande arsenal terapéutico encontrado nas plantas se deve aos metabolitos
secundarios que elas produzem. Estes sdo 0s responsaveis pelas plantas exibirem atividades
bioldgicas que beneficiam a humanidade na prevencdo e tratamento de doengas, sendo
utilizadas por individuos de todas as faixas etarias e géneros (NWODO et al., 2011; MURTI et
al., 2012). Consistem em estruturas complexas, de baixo peso molecular e que normalmente
apresentam-se em baixas concentracbes e em determinados grupos de plantas (BERG,;
LUBERT, 2008).

Como exemplo de metabdlitos secundarios, tém-se os taninos, terpendides, alcaldides,
flavonoides, fendis e quinonas, entre outros compostos, 0s quais Sao responsaveis por uma série
de atividades farmacoldgicas, por exemplo, acdo antibacteriana, antiparasitaria, antiviral anti-
inflamatoria, antitumoral, antioxidante, dentre outras (OLIVEIRA et al., 2011; GUPTA,
DUBEY, KUMAR, 2016; TRAORE, 2015).

2.3.1 Taninos

Os taninos sdo produtos naturais de composicdo polifendica que sdo produzidos pelo
metabolismo secundério das plantas contra ao ataque de insetos e microrganismos. A aplicacéo
mais antiga dos taninos vegetais consiste no curtimento de peles de animais. Hoje em dia sdo
compostos fenolicos de grande interesse terapéutico (ALMEIDA et al., 2010).

A sensacdo de adstringéncia que os taninos proporcionam é gerada devido a sua
propriedade de precipitar proteinas, ou seja, quando em contato com as proteinas presentes na
saliva formam um complexo insolGvel que popularmente se caracteriza pela sensagdo
adstringente (BERNARDES et al.,, 2011). Portanto, ao precipitar proteinas, 0s taninos
propiciam um efeito antimicrobiano e antifdngico. Inativando assim as proteinas essenciais aos
microrganismos, como as lipoproteinas e algumas proteinas estruturais. A ligacdo entre taninos
e proteinas ocorre, provavelmente, através de pontes de hidrogénio entre os grupos fenolicos
dos taninos e determinados sitios das proteinas (MACHADO, et al., 2010).

Muitos produtos farmacéuticos sdo desenvolvidos a base de taninos devido a sua acéo
bactericida, antiviral, moliscidal e antihelmintica, antihepatotoxica, inibicdo de xantina oxidase
e mono-amino oxidase e inibig&o de glicosiltransferases (ALMEIDA et al., 2010).

Em termos gerais, os taninos parecem afetar o crescimento bacteriano por varios

mecanismos, como a inibi¢do de enzimas microbianas extracelulares, a privagéo dos substratos
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necessarios para o crescimento microbiano ou a acdo direta sobre o metabolismo microbiano
através da inibicdo da fosforilagdo oxidativa. Além dos taninos exercerem atividade
antimicrobiana em vegetais, possuem propriedades vasoconstritoras e anti-inflamatdrias que
estimulam o crescimento da epiderme, auxiliando a reepitelizacdo (NASCIMENTO, 2011;
PASSARETTI et al, 2016).

Os taninos sdo classificados como polimeros fenolicos de elevado peso molecular e
pertencem a um grupo de substancias quimicas que possuem em comum um anel aromatico
com uma ou mais hidroxilas substituintes que se encontram formando glicosideos
(MENDIZABAL, 2011).

Taninos estdo inclusos em dois grupos. Os pertencentes ao primeiro grupo Sao
denominados taninos hidrolisaveis e incluem os galotaninos e os elagitaninos, polimeros
derivados dos acidos galico e eldgico. Este grupo de taninos pode ser detectado em elevadas
concentracdes principalmente em madeiras, cascas de arvores, folhas e galhos. O outro tipo de
tanino envolve o0s condensados, também chamados de proantocianidinas, 0s quais
guimicamente compreendem um grupo de polihidroxi-flavan-3-ol e apresentam uma estrutura
semelhante aos flavonoides, com coloracéo variando do vermelho ao marrom (NASCIMENTO,
2011).

Uma planta que € conhecida na literatura por ser rica nesse constituinte fitoquimico é o
barbatimédo (Stryphnodendron adstringens) que possui em sua constituicdo 20% de taninos,
apresentando sua casca de coloracao avermelhada (PANIZZA et al, 1988). A espécie, inclusive,
faz parte da lista da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS,
2014).

2.3.2 Flavonoides

Flavonoides (ou biflavonoides) sdo uma classe de metabodlitos secundarios comumente
encontrados em frutas, legumes, nozes, sementes, caules, flores, cha, vinho, propolis e mel.
Durante séculos, os preparativos contendo estes compostos tém sido utilizados para tratar
doengas humanas. Os flavonoides sdo polifenois bioativos de baixo peso molecular, que
desempenham um papel vital na fotossintese celular das plantas (SHOHAIB et al., 2011).

Este grupo fitoquimico exerce ampla atividade biolégica que incluem: anti-inflamatoria,
antibacteriano, antiviral, antialérgica, antitumoral, citotoxica, tratamento de doencas
neurodegenerativas, acao vasodilatadora. Além disso, sdo conhecidos por inibir a peroxidacéo

lipidica, agregacdo plaquetéria, a permeabilidade capilar e fragilidade, ciclooxigenase e as
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atividades da enzima lipoxigenase. Eles exercem esses efeitos como antioxidantes, varredores
de radicais livres, quelantes decations divalentes. Estes sdo também relatados por inibir a
variedade de enzimas como hidrolases, hialouronidase e fosfatase alcalina (SANDHAR et al,
2011).

A atividade antibacteriana dos flavonoides tem relacdo com a capacidade desse grupo
de se complexar com proteinas soltveis e extracelulares e com a parede de células bacterianas.
Os isoflavonoides possuem propriedades antifungicas (DESOTI et al., 2011). A atividade
antimicrobiana desses compostos deve-se provavelmente a atribuicdo de grupos fenolicos
hidroxilo que apresentam afinidade para as proteinas e, por essa razdo, atuam como inibidores
de enzimas bacterianas, assim como interferem nas suas vias de sintese. Por outro lado, a
natureza lipofilica dos flavonoides é também capaz de romper as membranas celulares de
diversos microrganismos (ARIF et al., 2011; AVILA, et al., 2008; LI et al., 2012).

Flavonoides como a quercetina podem desenvolver acdo anti-inflamatoria no corpo
humano por inibir a COX-2 e a 6xido nitrico sintase. A luteolina e a quercetina também podem
reduzir a resposta inflamatéria por gerarem uma reducdo na ativacao do sistema complemento

e diminuirem a adesdo de células inflamatorias ao endotélio (MACHADO et al, 2008).

2.3.3 Saponinas

Dentre 0s metabdlitos secundarios produzidos pelos vegetais, as saponinas constituem
uma das classes de maior destaque devido a sua ampla distribuicdo no reino vegetal e suas
importantes atividades bioldgicas (KAISER; PAVEI; ORTEGA, 2010). Saponinas, bem como
os triterpenos e esterdides sdo quimicamente relacionados, diferindo uns dos outros apenas na
presenca de unidades de sacarideos relativamente ligados por ligacdes glicosidicas (ARRANZ,
2011).

A atividade mais comum das saponinas é a capacidade de produzir hemdlise. Essa
propriedade é resultado da interacdo das suas moléculas com colesteréis presentes na membrana
de eritrocitos resultando na mudanca conformacional da membrana levando a uma penetracédo
de ions e &gua para dentro da célula com consequente rompimento celular e liberagdo de
hemoglobina. Essa atividade hemolitica das saponinas, que faz parte do sistema de protecdo do
vegetal contra ataques de predadores (insetos, virus, fungos e bactérias), esta ligada a muitas
das atividades antibacteriana, antifingica e espermicida apresentada por uma variedade de
plantas. Além dessas propriedades, possuem efeitos anti-inflamatorios, analgésicos,

hipoglicémicos, antioxidantes e anti-hipertensivos, diuréticos, entre outros (DINIZ, 2006).
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2.3.4 Alcaléides

Alcaldides sdo um dos mais diversos grupos de produtos naturais e sao encontrados em
aproximadamente 20% de espécies de plantas. Muitos dos alcalGides exibem potentes
atividades farmacologicas e varios sdo amplamente utilizados como produtos farmacéuticos.
Alcaldides sdo derivados dos produtos do metabolismo priméario com aminoacidos, tais como
fenilalanina, tirosina, triptofano, ornitina e lisina, servindo como seus precursores principais.
Alguns exibem propriedades farmacoldgicas benéficas, antiarritmicas, antimicrobiana,
atividades ocitdcicas, anti-inflamatorias, hipoglicemia, e antipirética e, assim, podem ser usados
como drogas. Eles podem, portanto, servir como potenciais compostos de partida para o
desenvolvimento de novas drogas e no controlo de pragas de plantas. Por outro lado, podem ser
citotoxicos (BUNSUPA, et al. 2012).

2.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

A antibioticoterapia é utilizada como primeira escolha no tratamento de diversas
enfermidades na medicina. Essas drogas estdo entre as mais frequentemente prescritas em
hospitais. Cerca de 40% dos pacientes hospitalizados sdo tratados com antimicrobianos, tanto
para indicacdes terapéuticas como profilaticas, e seu uso inadequado ocasiona uma grande
resisténcia bacteriana e altera o equilibrio ecoldgico, provocando uma quebra na homeostase
do organismo, persistindo os processos infecciosos. Segundo a OMS, seu uso € inadequado em
50% dos casos (RODRIGUES; BERTOLDI, 2010; SAMPAIO, SANCHO; LAGO, 2018).

Os microrganismos sdo seres capazes de sofrer evolugdes grandiosas para que possam
habitar em quaisquer locais hoje existentes, seja sob condi¢cBes amenas ou até mesmo extremas.
A resisténcia aos antimicrobianos ocasiona uma variabilidade genética sobre a qual atua a
selecdo natural, dando vantagens aos microrganismos mais aptos. E causada pela mutagéo
espontanea e recombinacédo de genes (MICHAEL, DOMINEY-HOWES, LABBATE, 2014).

A OMS (2017) publicou uma lista de bactérias para as quais se necessitam de novos
antibidticos urgentemente. Bactérias multiresistentes a exemplo de
Acinetobacter, Pseudomonas e varias Enterobacteriaceae (incluindo Klebsiella, E. coli,
Serratia e Proteus) estdo inclusas no grupo mais critico, pois estdo envolvidas em infeccoes
graves, como as da corrente sanguinea e pneumonia. Estas cepas tem se mostrado resistentes

inclusive a carbapenemas, antibioticos de amplo espectro.
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Por isso, é necessario que pesquisas sejam realizadas para buscar novas drogas eficazes
contra 0s microrganismos que se mostraram resistentes frente aos antibioticos industrializados
disponiveis no mercado. Os produtos naturais, como os 6leos essenciais, as drogas vegetais e
0s extratos de plantas mostram-se como uma alternativa terapéutica, visto que ja tém um uso
bastante difundido pela populagdo e muitas plantas, a exemplo de barbatiméo e mel&o de séo
caetano, ja sdo utilizadas na medicina popular para tratar infeccdes (CONDEA et al., 2015;
BRANDAO et al., 2016).

2.4.1 Métodos Bioldgicos Utilizados no Doseamento de Antibidticos

As primeiras descobertas no campo da clinica microbiol6gica ocorreram entre o final
de 1800 e inicio do ano 1900. Baseando-se na teoria de que agentes patogénicos especificos
pudessem causar doenca, o médico alemao Robert Koch postulou que a remocéao do patogeno
poderia deter ou reverter o processo da doenca (KHULLER, 2009).

Dentre varios pardmetros considerados, 0 meio de cultura, o inéculo do microrganismo,
a difusdo da substancia teste, as condi¢bes de incubagdo e os critérios de leitura sdo
fundamentais para a confiabilidade do método (CARTAXO, 2014).

Na pesquisa clinica, testes que auxiliem na selecdo correta da terapia antimicrobiana
para eliminar os patdégenos envolvidos na infeccao precisam ser realizados, como por exemplo,
a determinacdo do perfil de sensibilidade que utiliza metodologias como: métodos de difusdo,
que pode ser executado por meio de disco e cilindros de aco inoxidavel e perfuracdo em agar e
o turbidimétrico (OSTROSKY et al, 2008).

O teste de difusdo em agar, também chamado de difusdo em placas, é um método fisico,
no qual um microrganismo € utilizado contra uma substancia biologicamente ativa em meio de
cultura solido e relacionando o tamanho da zona de inibi¢éo de crescimento do microrganismo,
e desafiando com a concentragcdo da substancia ensaiada (OSTROSKY et al, 2008). O
antimicrobiano se difunde no &gar, em concentracdes decrescentes, e a cepa bacteriana semeada
cresce e a partir do ponto de aplicacdo se forma um halo de inibi¢do ao redor do cilindro ou
disco. Esse halo é determinado em milimetros e é diretamente proporcional a concentracdo da
substancia antimicrobiana (SOLANO, et al., 2011).

No método turbidimétrico, o meio de cultura liquido é inoculado com microrganismo
teste e concentracdes seriadas da amostra, as quais sao adicionadas para permitir o contato entre
0 meio e asolucdo. A resposta do microrganismo a acao da amostra € evidenciada pela alteragédo

da turvacéo do meio de cultura, sendo medida em espectrofotdmetro ou com a utilizagéo de um
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corante revelador, portanto, pode ser feito por macrodilui¢do ou microdiluicdo (TRAPLE et al.,
2014). Segundo Alves et al. (2008) a microdiluicdo envolve a medida de pequenos volumes de
caldo inseridos em placas de até 96 cavidades, divididos em linhas e em colunas. Abrange
pequenos volumes, por isso 0 nome da técnica, microdiluicdo. As placas de microdilui¢éo
inoculadas devem ser incubadas por determinado tempo e temperatura, dependendo da
exigéncia do microrganismo.

Em laboratorios de rotina, aquelas consideradas padréo-ouro, como a macrodiluicdo em
agar e a microdiluicdo em caldo, sdo laboriosas para serem executadas. Porém, essas duas
técnicas fornecem resultados quantitativos (Concentragdo Inibitéria Minima- CIM), sendo
bastante utilizadas em pesquisas cientificas, j& que técnicas qualitativas, como a disco difuséo,
apesar de facil execucdo ndo sdo capazes de predizer a CIM (CAMPANA et al., 2011). Esta é
influenciada por alguns fatores primarios, a saber: a sensibilidade do organismo, o diluente
utilizado, o estégio e a taxa de crescimento bacteriano (ALVES et al., 2008).

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (2002), a CIM é
definida como a menor concentracdo capaz de inibir o crescimento de um organismo e sao
consideradas excelentes ferramentas para determinar a susceptibilidade dos organismos aos
antimicrobianos e, portanto, usadas para julgar o desempenho de todos os outros métodos de
susceptibilidade. Nos laborat6rios de diagndstico, as CIM's sdo também usadas como uma
ferramenta de pesquisa para determinar a atividade in vitro de novos antimicrobianos.

A classificacdo sobre os valores de CIM na literatura é variavel segundo autores. Holetz
et al. (2002) classificam a CIM da seguinte maneira: Abaixo de 100 pg/mL: Boa atividade
antimicrobiana; Entre 100 e 500 pug/mL: Moderada atividade antimicrobiana; Entre 500 e 1000
pg/mL: Fraca atividade antimicrobiana; acima de 1000 pg/mL: Inativo. Aligiannis et al. (2001)
apresentaram: CIM até 0,5mg/mL sédo inibidores potentes; CIM entre 0,6 e 1,5mg/mL sdo
inibidores moderados; CIM acima de 1,6 mg/mL sdo inibidores fracos. Webster et al. (2008)
propdem que determinado extrato apresenta boa atividade quando o valor da CIM é decrescente
a partir de 1000 pg/mL.

Othman et al. (2011) relatam um estudo comparativo em que se avaliou a consisténcia
e discrepancias entre as técnicas de disco difusdo em agar e diluicdo em caldo ou microdiluicéo,
testando-se duas plantas de diferentes espécies. Percebeu-se que houve pouca variagcdo nos
resultados, mas a microdiluicdo se destacou por mostrar cinética de crescimento das bacterias,
incluindo extratos de plantas com baixa polaridade o que ndo pode ser visto com as outras

técnicas.
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Além da CIM, o Checkerboard e o Time -kill sdo outras metodologias antimicrobianas
de boa confiabilidade pois sdo aplicadas para quantificar o efeito de combinagdes de agentes
antimicrobianos no crescimento bacteriano in vitro (JACKSON et al., 2009). O primeiro
método avalia o efeito inibitorio das substancias-teste em combinacdo e em diferentes
concentragdes, semelhantemente ao empregado para determinacdo de CIMs por microdiluigéo
em caldo; j& o time-kill avalia a cinética de morte bacteriana, comprovando o tempo em que a
substancia teste, em determinada concentracdo, leva para matar as células microbianas,
excelente opcdo para avaliar a poténcia antimicrobiana do composto (ROZATTO, 2012).

Botelho, Lourenco, Pinto (2013) afirmam que a poténcia desconhecida de um material
¢ avaliada por comparacdo de seus efeitos em um sistema biolégico (cultura de
microrganismos) com aqueles padrbes de referéncia, cuja poténcia ja é conhecida. A poténcia
¢ expressa como a razdo entre a dose que inibe o crescimento de um microrganismo sensivel,
em relagdo a dose de substancia padrdo que produz inibicdo similar (LEONEL; SOARES;
SIQUEIRA, 2012).

Os ensaios para determinar essa poténcia tém sido realizados por métodos biologicos,
sendo uma alternativa a outros métodos, tais como cromatografia liquida de alta eficiéncia que
tém sido amplamente adotados. Uma importante vantagem dos métodos fisico-quimicos é a
rapidez das analises, embora que os equipamentos necessarios sejam frequentemente caros. Nos
métodos bioldgicos, a poténcia dos antibidticos geralmente € determinada, comparando-se a
dose com a qual se inibe o crescimento de um microrganismo adequado e susceptivel com a
dose da preparacdo do antibiotico de referéncia nas mesmas condi¢bes de trabalho
(LOURENCO; PINTO, 2011).

O principal uso dos doseamentos microbioldgicos é na determinacdo da poténcia de
substancias inibidoras de crescimento (principalmente antibidticos) e de compostos promotores
de crescimento. Os principais métodos utilizados para determina-la séo por meio de métodos
turbidimétricos e de difusdo em agar (BOTELHO, LOURENCO, PINTO, 2013).

Todavia, para o sucesso terapéutico de substancias antimicrobianas também é necessario
que a poténcia dessas substancias esteja correta nas apresentacfes farmacéuticas que serdo
administradas ao paciente. Se a poténcia estiver abaixo da necessaria, o farmaco pode nao
atingir no plasma uma concentracao capaz de exercer a atividade esperada. Por outro lado, se a
concentracdo estiver muito alta, podera provocar toxicidade. Nesse aspecto, € crescente a
preocupacdo com a qualidade dos medicamentos inovadores, a questdo dos genéricos, a

bioequivaléncia e a estabilidade das formulagdes (LI et al., 2012).
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Uma reducdo na atividade antimicrobiana pode revelar mudangas ndo demonstraveis
por metodos quimicos. Dessa forma, a determinacdo da poténcia antimicrobiana é
extremamente importante para o controle e garantia de qualidade em produtos e preparacoes
farmacéuticos, portanto, é necessario o desenvolvimento de praticas e procedimentos de baixo
custo que possa ser aplicado na validagdo e dosagem de drogas (LEONEL, SOARES e
SIQUEIRA, 2012).

Embora geralmente sejam utilizadas as normatizacGes internacionalmente conhecidas
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) como base para testes de suscetibilidade
antimicrobiana, as diretrizes sdo direcionadas para antimicrobianos com parametros ja
conhecidos. H& poucos estudos comparativos relatando qual € o melhor método a ser utilizado
para avaliar a atividade antimicrobiana de extratos vegetais, mesmo no que se refere as
metodologias usualmente utilizadas. Além disso, ha a necessidade da uniformizacdo dos
métodos de extracdo e testes in vitro, para que a pesquisa possa ser mais eficiente, e a
interpretacdo dos resultados, mais facilitada e confidvel (BONA et al, 2014).

2.5 CONTROLE DA QUALIDADE DE PRODUTOS DE ORIGEM VEGETAL

2.5.1 Produtos terapéuticos de origem vegetal

As drogas vegetais, as quais sdo obtidas ap0s o processo de coleta, estabilizacdo (quando
aplicavel), e secagem, em sua forma integra, rasurada, triturada ou pulverizada, servem como
base para a obtencdo de uma ampla gama de produtos farmacéuticos, como por exemplo,
tinturas, pomadas, xarope, capsulas e na forma in natura (SOARES, FREIRE e SOUZA, 2015;
PEREIRA et al., 2010).

Os extratos sdo preparacGes concentradas obtidas a partir das drogas vegetais que
passaram ou ndo por tratamento previo, a exemplo da moagem. Este tipo de preparacao é obtido
através do contato com um solvente para a extracdo de compostos especificos de um meio
complexo e a concentracdo por meio da remocao completa ou total, envolvendo processos como
rotaevaporacado, liofilizacdo ou nebulizagdo. Extratos vegetais podem ser incorporados em
diferentes preparacdes cosméticas e dependendo da classe quimica de seus ativos podem ser
responsaveis pela atividade do produto (BRASIL, 2010).

Os extratos secos obtidos por nebulizacdo ou liofilizacdo representam um atrativo para
a industria farmacéutica no desenvolvimento de fitoterapicos por apresentarem maior facilidade

de padronizacdo dos principios ativos, serem mais estaveis facilidade de manipulacdo e
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caracteristicas como precisdo das doses, eficacia e seguranca de administracdo (CORREIA,
2011).

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

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA define fitoterapicos como
medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais. Eles
sdo obtidos empregando-se exclusivamente derivados de droga vegetal (extrato, tintura, 6leo,
cera, exsudato e suco) que possuem efeitos terapéuticos comprovados, composicao padronizada
e seguranca de uso para a populacdo bem como, validadas em estudos etnofarmacoldgicos,
documentac@es tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase 111 (BRASIL, 2006).

O maior interesse ¢ demanda por parte da populacao pelos produtos “naturais” deixa
clara a necessidade de uma investigagdo mais profunda acerca da qualidade dos mesmos, devido
a toxicidade existente em algumas plantas e efeitos colaterais decorrentes do uso
indiscriminado. O cha verde (Camellia sinensis), por exemplo, € um dos mais consumidos por
guem deseja emagrecer, reduzindo medidas. No entanto, em excesso pode causar danos ao
figado e arritmia, além de interagir com outros medicamentos (SCHONTHAL, 2011).

Segundo Dias et al. (2013), essa preocupacgdo com tais produtos reside no fato de que,
ao serem analisadas algumas amostras, foram encontradas alteracdes na qualidade, tais como a
autenticidade do vegetal, a composicado quimica das matérias-primas e sua pureza, fatores que
contribuem diretamente para a qualidade ou a ma qualidade de um fitoterapico.

Assim, as agéncias regulatorias e os fabricantes devem assegurar ndao apenas a eficacia
terapéutica desses produtos, mas também sua qualidade seja da matéria-prima para uso direto
ou de produtos farmacéuticos (GINDRI et al., 2012).

Pensando na qualidade e seguranca do uso de medicamentos obtidos a partir de plantas
medicinais, a ANVISA regulou o uso popular de plantas medicinais na forma de drogas vegetais
através da Resolucdo de Diretoria Colegiada 10/2010 (CARVALHO et al., 2012). Essa RDC
regulamenta a producdo de drogas vegetais no Brasil, estando voltada a indistria farmacéutica,

e para os produtores e distribuidores de drogas vegetais, além da populagdo em geral.
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2.5.2 Emprego de tecnologias analiticas para a padronizagdo de materiais vegetais

Insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAV) como plantas e seus derivados (extratos,
tinturas, 6leos essenciais ou produtos secos) tém sido largamente empregados em farmacias
magistral e estabelecimentos de producéo industrial. O controle de qualidade de um produto
envolve vérias etapas que vao desde o inicio da cadeia produtiva, ou seja, a partir da obtencéo
da matéria-prima, passando por todo o processo produtivo, culminando com a analise do
produto final (NUNES et al., 2009).

O estudo inicial para o desenvolvimento de um novo medicamento é denomindado de
pré-formulacdo, utilizando técnicas analiticas a exemplo da analise térmica. Esta fase de
desenvolvimento é caracterizada como a avaliacdo das propiedades fisico-quimicas do farmaco
isolado ou associado a diversos excipientes farmacéuticos, pois o farmaco/droga e os adjuvantes
devem ser compativeis uns com os outros para produzir um medicamento, ou seja, estavel,
eficaz, atrativo, facil de administrar e seguro (TITTA et al., 2011). Com os resultados dos
estudos de pré-formulacdo elabora-se um informe que definira a viabilidade da forma
farmacéutica proposta e a metodologia a ser seguida no desenvolvimento na fase de formulagéo
e elaboracdo (NUNES et al., 2009).

O controle de qualidade procura avaliar matérias-primas vegetais empregando métodos
de identificacdo emitidos por um profissional habilitado que permita a confirmacdo da
identidade botanica, ensaios fitoquimicos (identificacdo de grupos de principios ativos),
monitoramento microbiolégico e testes de autenticidade para verificar impurezas e falsificacdes
(cinzas, umidade, granulometria, caracteristicas organolépticas) (BRASIL, 2009; FONSECA;
SILVA; LEAL, 2010; FARMACOPEIA V 2010).

2.5.2.1 Técnicas analiticas aplicadas na padronizacdo de matérias-primas vegetais

As técnicas termoanaliticas vém ganhando espaco na area de pesquisas cientificas para
caracterizacbes de materiais vegetais. O uso dessa metodologia foi favorecido pela
disponibilidade de equipamentos controlados por microprocessadores que fornecem
informacdes importantes quanto ao comportamento térmico dos materiais de forma rapida e
precisa (SILVA; BOTELHO; SOUZA, 2008). Espectroscopia de infravermelho, difracdo de
raios-X, analise térmica e microscopia eletrdnica de varredura sdo exemplos de técnicas
analiticas empregadas para caracterizar compostos provenientes de plantas medicinais além de

seus produtos intermediarios e extratos vegetais (FERNANDES et al., 2013).
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Diversos estudos, utilizando tais técnicas vém sendo realizados para caracterizar,
padronizar, efetuar o controle de qualidade e obter o fingerprint de diversos materiais vegetais
obtidos de plantas medicinais, fornecendo informac6es importantes a literatura. Aradjo et al.
(2006), Noriega et al. (2010), Frade et al. (2010), Oliveira et al. (2010), Wang et al. (2011);
Gomes (2011), Correia (2011), Santana (2013); Holanda Neto (2013); Brandao et al (2016) e
Guimardes et al (2017) caracterizaram drogas vegetais. Aragdo (2002), Silva-Junior et al.
(2009), Camelo et al (2012), Costa et al. (2011) avaliaram a qualidade de extratos vegetais;
Giuffrida et al. (2006) e Benicio, Neto e Sousa (2010) utilizaram as técnicas para avaliar 6leos

essenciais.

2.5.2.1.1 Tamanho, distribuicao e morfologia das particulas

O tamanho e a distribuicdo de particula de drogas vegetais, bem como sua morfologia
através de técnicas analiticas, a exemplo do uso de analisador de particulas e microscopio
eletronico de varredura, sdo aspectos fundamentais que podem influenciar em muitas operacdes
de producdo e processamento envolvendo materiais particulados influindo diretamente na
velocidade de dissolucdo, suspensibilidade e uniformidade na distribuicdo para que a substancia
tenha a eficacia esperada (CORREIA et al. 2015; ALBERTON et al., 2001; AULTON, 2005).
Estas informagdes devem ser consideradas em sua caracterizagdo fisica, quimica e bioldgica. A
padronizacdo destes aspectos confere uma melhor qualidade tanto para a droga vegetal quanto
aos seus produtos derivados (CORREIA et al., 2015).

Em um estudo realizado por Pujol et al (2013) foi observado que, apds separarem um
material vegetal de talos de uva em trés fragfes, houve maior concentracdo de extrativos e
materiais inorganicos na amostra com menor tamanho de particula.

Dessa maneira, percebe-se que a separacdo granulométrica pode ser utilizada como
ferramenta para melhor aproveitamento do material devido ao enriquecimento seletivo de

componentes nas diferentes fragoes.

2.5.2.1.2 Anélise térmica

Analise térmica € um termo que abrange um conjunto de técnicas nas quais a
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reacdo, € monitorada
em funcdo do tempo ou temperatura, enquanto a temperatura da amostra é submetida a uma

programacéo controlada, sob uma atmosfera especifica (KANG, et al. 2011.).
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Segundo a Brasil (2010), a andlise térmica pode ser aplicada na avaliacdo do
comportamento térmico, determinacdo do teor de umidade e/ou solventes, determinacdo da
temperatura de ebulicdo e sublimacéo, determinacao da temperatura de decomposicao térmica
e determinacdo do teor de cinzas através da analise termogravimétrica.

Na induastria farmacéutica € importante a inser¢do de técnicas de andlise térmica,
especialmente no controle de qualidade. Tais métodos sdo analitico, quantitativo e comparativo,
capazes de produzir resultados rapidos e reprodutiveis (BRASIL, 2010).

Em se tratando de drogas vegetais e produtos derivados, as analises térmicas tém servido
de base na padronizacdo desses produtos, bem como na simples estimativa do contetido de agua
residual presente em extratos vegetais nebulizados e na padronizacéo e diferenciagéo de fragdes
granulométricas distintas de drogas vegetais por meio da determinacdo de parametros cinéticos
de degradacéo térmica (CORREIA et al., 2015; COSTA et al., 2009).

Técnicas termoanaliticas como a calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e a
termogravimetria (TG) sdo ha muito utilizadas por pesquisadores para a padronizacdo de
diversos tipos de materiais, por permitirem a rapida obtencéo de resultados, com pequeno gasto
de amostra, por procedimentos experimentais sdo relativamente simples (KANG et al., 2011).

A propriedade fisica das substancias como estabilidade, compatibilidade, cinética,
decomposicdo térmica, fase de transicdo e polimorfismo sdo determinadas por meio de curvas
TG e DSC (NUNES et al., 2009).

A termogravimetria mede a variacdo de massa de uma determinada substancia em
funcdo do tempo ou temperatura, sob condicdes especificas, com controle de temperatura. A
partir da derivada primeira da curva de termogravimetria obtém-se a curva termogravimétrica
derivada ou DTG. As informagfes que essa curva fornece sdo composicdo e estabilidade
térmica da amostra, dos produtos intermediarios e do residuo formado (SILVA; PAOLA;
MATQS, 2007).

Segundo Silva; Paola; Matos (2007) varios fatores podem influenciar a natureza, a
precisdo e a exatiddo dos resultados experimentais na termogravimetria tais quais: fatores
instrumentais [razdo de aquecimento, atmosfera (N2, ar ou outros), vazao de gas, composi¢do
do cadinho, geometria do porta amostra e tamanho e forma do forno] e relacionados as
caracteristicas da amostra (quantidade, granulometria, forma cristalina, empacotamento,
condutividade térmica, solubilidade dos gases liberados da amostra e calor de reagédo
envolvido).

A interpretacdo das curvas de TG sempre requer o uso de técnicas complementares que

confirmam a identidade dos processos investigados, como DSC, analise de gas desprendido
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(EGD), as determinag0es estruturais (difracdo de raios-X), microscopia (mudangas texturais
dos sélidos), cromatografia gasosa, etc (HOLANDA NETO, 2013).

Miranda (2016) afirma que a aplicacdo do DSC pode ter o objetivo de avaliar a
cristalizacdo (transicdo exotérmica), fusdo (transicdo endotérmica) e/ou troca de calor como a
transicao vitrea (troca de linha de base), bem como compatibilidade farmaco excipiente.

A anélise térmica diferencial consiste em um processo fisico que mede a diferenca de
calor que é fornecido a amostra e a substancia de referéncia termicamente estavel em funcéo da
temperatura ou tempo a qual estdo submetidas quando os dois estdo sedo submetidos a uma
programacdo determinada de temperatura (KANG et al., 2011). A temperatura é medida por
termopares conectados aos suportes metalicos dos compartimentos onde sdo acondicionados a
amostra e 0 material de referéncia no mesmo forno. As varia¢fes de temperatura na amostra
sdo devidas as transicdes entalpicas, reacGes endotérmicas (picos descendentes e/ou
exotérmicas (picos ascendentes) (CORREIA, 2011).

2.5.2.1.3 Pirdlise acoplada a Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massa

A pir6lise acoplada a cromatografia gasosa e espectrometria de massas, quando
associada a andlise térmica mostra-se uma ferramenta de grande utilidade na compreensédo da
composi¢do quimica e dos produtos provenientes da decomposicdo térmica de materiais como
as drogas vegetais (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2011).

Pirdlise é uma reacdo de analise ou decomposicdo que ocorre pela acdo de altas
temperaturas produzindo misturas complexas de moléculas menores. Assim, geralmente é
utilizada hifenada na qual um pirolisador pode ser diretamente conectado via interface a um
cromatografo a gas que, por sua vez, encontra-se acoplado a um espectrdmetro de massas. Esta
associagdo tem o objetivo de promover uma melhor separacéo das espécies produzidas (BOER
etal., 2013; SILVERIO; BARBOSA, 2008).

Esta técnica pode ser utilizada no estudo de decomposicéo parcial de macromoléculas,
com destruicdo das mesmas e separacdo das fragOes resultantes. Assim, os produtos resultantes
dos processos piroliticos podem ser avaliados qualitativamente ou quantitativamente. Ocorre
uma ruptura da estrutura molecular original de um determinado composto pela acéo do calor
em um ambiente com pouco ou nenhum oxigénio (BOER et al., 2013; FIGUEIREDO, 2011).

Quando a amostra é submetida a uma pirolise, parte dela é reduzida a carbono e a outra
guando oxidada pode dar origem a varios compostos, como carboidratos, alcodis, acidos

carboxilicos, aldeidos, cetonas e fenois. Com os resultados obtidos, quanto a composi¢édo
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quimica, € possivel determinar a impressao digital (Fingerprint) da amostra (FIGUEIREDO,
2011).
Os dados gerados podem ser compreendidos de diversas formas, incluindo a utilizacdo

de analises multivariadas.

2.5.2.1.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia é responsavel por avaliar a interacdo da radiacao eletromagnética
com a matéria, sendo um dos seus objetivos a determinacao dos niveis de energia de atomos ou
moléculas. Além disso, podem-se obter informac@es sobre a estrutura molecular e as ligacdes
quimicas de determinado composto (GUIMARAES, 2011).

A leitura abrange comprimentos de onda maiores que a luz visivel, entre 400 a 800
nm. A espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é um tipo de
espectrometro de infravermelho bastante utilizado em pesquisas e oferece espectros na faixa de
4000 a 400cm™ (DA COSTA, 208), a exemplo da realizada por Costa et al. (2013) com fracéo

obtida de S. adstringens.

2.5.2.1.5 Analise multivariada

Devido a grande quantidade de dados gerados por diferentes técnicas analiticas
empregadas na caracterizacdo materiais vegetais, torna-se necessario simplifica-los,
organizando-os para melhor compreensdo. Dessa forma, faz-se necessario o uso da
quimiometria que utiliza métodos matematicos, estatisticos e computacionais para o
planejamento ou a selecdo de maneira otimizada, visando extrair o maior numero de
informagdes quimicas possiveis a partir dos dados disponiveis (SOUZA; POPPI, 2012).

Os dados quimicos extraidos sdo usualmente multidimensionais e sdo chamados de
multivariados (SABINO et al., 2012). Dentre as ferramentas de analise estatistica multivariada,
destacam-se a analise de componentes principais (PCA — Principal Component Analysis) e de
agrupamento hierarquico (HCA — Hierarchical Cluster Analysis) as quais mostram-se
importantes, identificando diferencas ou semelhancas entre as amostras. Essas duas analises
permitem a interpretacdo multivariada de conjunto de dados complexos por meio de gréaficos bi
ou tridimensionais (PRATA; EMIDIO; DOREA, 2011).

Ambas as analises, PCA e HCA sdo consideradas técnicas nao supervisionadas visto

que, é verificada a ocorréncia de agrupamentos naturais, sem o conhecimento prévio de
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caracteristicas da amostra o que € indicado para ser aplicado no estudo de plantas medicinais
(FERNANDES, 2012).

A aplicacdo de analise multivariada, como PCA e HCA tem sido empregada nos
estudos com amostras vegetais, como foi 0 caso de pesquisas desenvolvidas por Uarrota et al.,
(2014), Rubiolo et al., (2006); Loziene, et al., (2013) e Liu et al., (2011). Tais técnicas serviram
como um importante subsidio na anlise estatistica multivariada, garantindo relevancia aos
estudos.

A PCA permite extrair de um determinado conjunto de dados informacdes relevantes
para o seu entendimento. Baseia-se na manipulacdo dos dados matematicos para obter novas
variaveis, as quais consistem em combinaces lineares das variaveis originais, bem como tem
0 objetivo de encontrar um perfil similar entre as amostras, detectando as anémalas (outliers) e
reduzindo a dimensionalidade do conjunto de dados (VERAS et al.,, 2012; CORREIA;
FERREIRA, 2007; SOUZA; POPPI, 2012).

A HCA busca agrupar as amostras em classes, baseando-se
na similaridade dos participantes de uma mesma classe e nas diferencas entre 0s
membros de classes diferentes. E um método de classificacdo que interliga as amostras
por suas associagOes, produzindo um dendrograma onde as amostras semelhantes,
segundo as variaveis escolhidas, sdo agrupadas entre si (CORREIA; FERREIRA, 2007;
VERAS et al., 2012).

O dendrograma consiste em um tipo especifico de diagrama em forma de arvore que
organiza determinados fatores e variaveis decorrentes de uma andlise estatistica de
determinados dados, em que se emprega um método quantitativo que leva a agrupamentos e a
sua ordenacdo hierarquica ascendente. Apresenta um eixo horizontal e um vertical, em que no
primeiro estdo os dados relacionados a histéria de agrupamento e o segundo, os elementos que
foram considerados semelhantes, isto é, a distancia do agrupamento ou o nivel de similaridade
(MINGOTI, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material boténico utilizado na pesquisa foram folhas de Stryphnodendron adstringens
(Mart.) Coville, Fabaceae, as quais foram coletadas no més de Outubro (Fernando Pessoa et al.,
sn), na Praia de Jacarapé, Jodo Pessoa, Paraiba, Brasil (7°12' 30" SUL, 34°49' 30" OESTE).
Em seguida, foi preparada uma exsicata, sendo depositada no Herbario IPA Déardano de
Andrade Lima, sob o numero do voucher 61512 IPA (Empresa Pernambucana de Pesquisa
Agropecudria), determinada pela botanica Dr? Rita de Cassia A. Pereira.

O material vegetal foi previamente limpo, higienizado e foi submetido a desidratacéo
em uma estufa de secagem com circulacdo de ar, a temperatura de 40°C até a estabilizacao final
do peso. O material seco foi moido utilizando um moinho de quatro facas moveis e quatro fixas,
modelo Willey, da marca Marconi.

Inicialmente coletou-se 19 kg de planta fresca que, ap0s a secagem, conseguiu-se um
peso de 7,5 kg, representando assim um rendimento de 39,5%.

3.2 PROCESSAMENTO DA DROGA VEGETAL E PREPARO DO INSUMO
FARMACEUTICO ATIVO VEGETAL (IFAV)

Para o processamento da droga vegetal, fez-se uma separagdo por faixas
granulométricas. As folhas pulverizadas foram submetidas a um sistema de peneiras com
diferentes tamanhos de poros utilizando um separador vibratério (GY- 600 — 35 - A, Guan Yeu
Machinery Factory Co., China) com malhas de aco com aberturas de 50, 100, 200 e 400 mesh,
respectivamente 297, 149, 74 e 37 um, conforme preconiza a Farmacopéia Brasileira V Edicéo
(2010). As drogas vegetais separadas por tamanho de particulas foram denominadas como
Barbatimao folha (BF): BF1 (40-100mesh), BF2 (100-200 mesh), BF3 (200-400 mesh) e BF4
(<400 mesh) e acondicionadas em sacos plasticos com fecho hermético, armazenadas ao abrigo
da luz, umidade e temperatura ambiente, obtendo um rendimento maior diretamente
proporcional ao maior tamanho de particula, ou seja, em BF1 conseguiu-se reter
aproximadamente 40% (3000g) da droga vegetal, BF2 = 30% (2250g), BF3 = 20% (1500q) e
BF4 =10% (750g).

Para o preparo do insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV), foram obtidos,

inicialmente, extratos secos hidroalcodlicos de S. adstringens. Foi utilizado o método da



47

maceracdo a frio, na propor¢cdo de 100 g de droga vegetal para 1000 mL de solucédo
hidroalcodlica (50% v/v), com a mistura resultante sendo armazenada durante cinco dias. Para
a secagem dos extratos e obtengdo do insumo farmacéutico ativo foi utilizado um spray dryer
de escala laboratorial Modelo LAB PLANT SD-05 com sistema de atomizacdo de bico duplo
fluido, pneumatico com orificio de abertura 1.2 nm que operou com taxa de vaz&o de ar de 40
L/min? e pressdo de 2.0 bar. A alimentacdo das dispersdes a cdmara de secagem foi realizada
na parte inferior através de uma bomba peristaltica, na qual se controlou a vazdo em 5 L/h. As
condicdes de secagem foram: temperatura de entrada = 120 °C, vaz&o do soprador = 2,8 m3/min-
! vaz&o de ar comprimido = 40 L/mint. Como adjuvante de secagem foi utilizado o diéxido de
silicio coloidal na proporgdo de 20% com relacéo ao residuo solido do extrato hidroalcoolico.
Obteve-se entdo o extrato seco nebulizado que apresentou um bom aspecto, com rendimento de
30% e pH de 5,7 sendo conservado na geladeira, pois ele tende a se oxidar a temperatura
ambiente.

Assim, diante do processamento do material vegetal obtido de S. adstringens, seguiu-se
com a padronizacdo da droga vegetal, separada em quatro tamanhos de particula, buscando-se
fazer um controle de qualidade da matéria-prima vegetal bruta até o insumo farmacéutico ativo
vegetal (extrato), obtido pela tecnologia de spray dryer para ser, futuramente, incorporado em

uma formulagéo.

3.3 PADRONIZACAO DAS DROGAS VEGETAIS E INSUMO FARMACEUTICO ATIVO
VEGETAL

Foi proposto um modelo analitico para padronizacdo das drogas vegetais e IFAV com
base em diferentes técnicas: avaliacdo do tamanho de particula e da morfologia por microscopia
eletrbnica de varredura, analise térmica (termogravimetria e analise térmica diferencial), e
cromatografia (pirolise acoplada a cromatografia gasosa - espectrometria de massas) e

espectroscopia de infravermelho.

3.3.1 Distribuigéo dos tamanhos de particulas

A distribuicdo dos tamanhos de particula das drogas vegetais e IFAV foi determinada
em um analisador de tamanho de particula por difracdo de laser (Cilas 1090, Orleans, Franca).
As leituras foram realizadas na faixa de 0,10 a 500 um, utilizando aliquotas de cada droga
vegetal a seco. A distribuicdo granulométrica foi expressa em termos de didmetro médio,
D10%, D50% e D90%, que representam os diametros para os quais 10%, 50% e 90% da
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populagéo estdo abaixo de cada valor, respectivamente. A disperséo das populagdes de
particulas foi caracterizada pelo indice span, sendo calculado conforme a Equacéo 1 (GALLO
etal., 2015):

Span — Dg 0%‘910%
Dso9

1)

3.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Para a analise da morfologia das drogas vegetais e IFAV em seus diferentes tamanhos
de particula utilizou-se o método de microscopia eletrénica de varredura (MEV) que foi
realizado em um microscopio ZEISS® LEO1430, do Laboratério de Solidificacdo Répida
(LSR/UFPB). As amostras foram fixadas em fita dupla face de carbono e, em seguida, foram
metalizados com ouro por 1,5 min (Metalizador EMITECH®, k550x). As fotomicrografias
foram obtidas em uma cdmara com tensdo de excitacdo de 15 KV. As amostras
foram visualizadas nos aumentos de 50,100, 200, 500, 1000 e 2000x.

3.3.3 Analise térmica na padronizacéo de S. adstringens

3.3.3.1 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas dinamicas das drogas vegetais e IFAV foram obtidas
em uma termobalanca modelo TGA-50H (Shimadzu) nas raz6es de aquecimento de 5, 10, 20 e
40 °C/mint, variando de 35 °C até temperatura de 900 °C. Utilizou-se atmosfera de nitrogénio
e de ar sintético, com fluxo de 50 mL/min e 20 mL/min, respectivamente. Foi utilizado massa
de 5,00 £ 0,05 mg acondicionada em cadinho de alumina para cada amostra. A calibragédo da
termobalanga foi feita utilizando oxalato de calcio monohidratado. As curvas foram analisadas

através do software TA 60 WS da Shimadzu, para caracterizar as etapas de perda de massa.
3.3.3.2 Determinacdo da Cinética de degradacéo
A cinética de degradacdo das amostras obtidas das folhas de S. adstringens foi realizada

utilizando curvas termogravimétricas em atmosfera de ar sintético (20mL/min) nas seguintes

razOes de aquecimento: 5, 10, 20 e 40 °C/min’t. Com base nos dados obtidos nas curvas
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gravimétricas aplicou-se 0 modelo de Ozawa para determinacdo dos parametros cinéticos,
ordem de reagéo (n), fator de frequéncia (A) e energia de ativacdo (Ea). Para determinacao

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

3.3.3.3 Andlise Térmica Diferencial

As curvas térmicas diferenciais foram obtidas em um analisador térmico diferencial,
modelo DTA-50 (Shimadzu). A razdo de aquecimento utilizada foi de 10°C/min™, variando de
25°C até temperatura de 900 °C, em atmosfera de nitrogénio, com fluxo de 50 mL min. As
amostras foram acondicionadas em cadinho de alumina utilizando massa de 5,00 + 0,5 mg para
droga vegetal e extrato. A calibracdo do equipamento foi realizada através do ponto de fuséo e
entalpia dos padrdes de indio e zinco. As curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando

0 programa TA 60, da Shimadzu.

3.3.4 Pirolise acoplada a CG/MS

A pirdlise das drogas vegetais foi realizada utilizando um pirolisador (SHIMADZU,
Pyr-4A), diretamente acoplado a um sistema de Cromatografia gasosa/Espectrometria de
massas (SHIMADZU, GCMS-QP5050A). Foi utilizada uma coluna capilar com fase
estacionaria fenil:dimetilpolissiloxano (5:95) (com 30 m de comprimento, 0,25 mm de diametro
interno e 0,25 um de tamanho de particula). A temperatura de interface foi de 300°C. O forno
foi operado com a seguinte programacéo de temperatura: 70°C (inicial) e 10°C/min! até 300°C,
permanecendo nessa temperatura por 5 minutos. Utilizou-se como gas de arraste 0 Hélio a um
fluxo de 1,7 mL/min e uma razéo de split de 1:5. Os espectros de massas foram obtidos por
impacto eletrénico a uma energia 70 eV.

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

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

analise hierarquica de agrupamentos (HCA) e analise dos componentes principais (PCA).
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3.3.5 Espectroscopia no infravermelho (1) com transformada de Fourier (FTIR)

O espectro de infravermelho do extrato nebulizado foi obtido em pastilha de brometo
de potassio. A pastilha formada foi analisada em um espectrofotdmetro Shimadzu IRPrestige-
21, do Laboratério de Combustiveis e Materiais (LACOM/ UFPB), ao longo de um intervalo

de 4000-400 cm™. O espectro obtido foi analisado no programa IR-solutions da Shimadzu.

3.4 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

Para a quantificacdo dos metabdlitos secundarios da droga vegetal, preparou-se infusos
a 5% (50mg/mL) (m/v) de cada tamanho de particula, conforme a RDC 10/2010; ja parao IFAV
partiu-se da concentracdao de 2mg/mL.

O conteudo de Polifendis totais, Flavonoides totais e Taninos condensados dos infusos
foram mensurados por meio de espectroscopia na regido do visivel utilizando o Leitor de ELISA
EZ Read 2000 (Biochorom). Utilizando microplacas de 96 pocgos, diluiu-se as amostras de
modo a obter uma concentracdo final de 0,02%. As solucdes dos extratos foram diluidas de

modo a obter uma concentracao final de 0,625 mg/mL.

3.4.1. Determinacdo de polifendis totais

O conteudo de polifendis totais foi mensurado através do método de Folin-Ciocalteu
descrito por Chandra e Mejia (2004) com adaptacdes.

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

A curva de calibragdo foi obtida com solugdo estoque de acido galico (Img mL™?), da
qual foram feitas diluicGes seriadas nas concentragdes 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35 pg mL™* em
balGes volumétricos de 10 mL. As leituras foram realizadas da mesma forma descrita
anteriormente, substituindo-se as amostras pelas solugdes de acido galico.

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

utilizado.
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3.4.2 Determinacéo de flavonoides totais

O total de flavonoides foi determinado atraves do método descrito por Meda et al.
(2005).

Foram adicionados na microplaca de 96 pocos 100 pL de cada solugéo e adicionado 100
pL AICI3 a 2% em metanol (p/v). Esta mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos
antes da leitura da absorbancia no comprimento de onda de 415 nm. Foram realizadas ainda
leituras das infusdes com metanol no lugar da solucdo de AICIz e o valor da absorbancia da
leitura anterior foi subtraido do valor desta para que a coloracdo das drogas vegetais ndo
influenciasse na absorbancia, superestimando a quantidade de flavonoides. A amostra do
“branco” consistiu em 100 uL. de metanol adicionado 100 uL AICl3 a 2% em metanol (p/v). As
andlises foram realizadas em triplicata.

O total de flavonoides foi determinado utilizando a curva de calibragdo utilizando
Quercetina (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) nas concentracdes de 4, 8, 10, 16,

20, 24 e 28 pug mL* e expresso em pg equivalente de quercetina.

3.4.3 Determinacao do teor de taninos condensados

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

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

A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solucdo padréo de
catequina obtida pela dissolugdo de 10 mg do padrédo em 100 mL de metanol. A partir dessa
solugéo, foram realizadas diluigdes de forma a obter solugdes de catequina nas concentragoes
de 50, 100, 200, 300, 500 e 600 pg/mL. A concentracdo de taninos condensados foi expressa

em microgramas equivalentes de catequina.
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3.4.4 Andlise estatistica

Para verificar a significancia da diferenca entre as concentracdes dos metabdlitos nas
fracOes granulométricas de cada droga vegetal foi aplicada a analise de variancia (ANOVA)
utilizando o suplemento para Microsoft Excel XLStat, v. 2012.1.01 (Addinsoft, Franca). Foram
aplicados os modelos de Tukey, Fisher e Bonferroni, sendo considerados significantes os

valores de p<0,05.

3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE S. adstringens

Inicialmente foi feito um screening microbioldgico das drogas vegetais frente a diversas
cepas bacterianas e fingicas. Em seguida, diante dos resultados dessa triagem dererminou-se a
poténcia do IFAV comparando-se a antibacterianos disponiveis no mercado, com acdo e
eficacia ja comprovadas. Utilizou-se infusdes a 5% das drogas vegetais.

Cepas padrdo American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas no
screening, tais como: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Escherichia coli (ATCC 25922),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Klebsiella pneumoniae (ATCC 4352), Candida
albicans (ATCC 18804), Candida tropicalis (ATCC 13803) e Candida parapsilosis (ATCC
22009), as quais foram disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — R)).

As bactérias foram mantidas em tubos de ensaios contendo agar BHI e os fungos em
agar sabouraud e em seguida as bactérias foram cultivadas em agar Muller Hinton a 37°C
durante 24 horas e os fungos em Agar Sabouraud Dextrose a 25°C durante 48 horas. A
determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi realizada pelo método de
microdiluicdo em caldo. Foram utilizadas microplacas com 96 pocos de acordo com 0s
procedimentos do Clinical and Laboratory Standards Institute procedures (CLSI, 2005; CLSI,
2008).

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

Cem microlitros da infusdo a 5% (50 mg/mL) foram submetidos a diluigdo seriada em
caldo Mueller Hinton em cada microplaca obtendo assim as seguintes concentracoes 25;12,5;
6,25; 3,12; 1,56; 0,78; 0,39 e 0,195 mg/mL de cada infuséo. Dez microlitros das culturas dos

microrganismos foram adicionados em cada poco das microplacas.
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Foram utilizados como controle negativo &gua destilada e como controle positivo
Gentamicina a 80 mg/mL e cefalotina 1g (bactérias) e fluconazol 100mg (fungos). O
crescimento bacteriano foi indicado pela adicdo de 20 ul de solugcdo aquosa de resarzurina
(Sigma Aldrich) a 0,01% com uma incubacdo adicional a 37° C + 1° C durante 2 h,
Microrganismos viaveis reduziram o corante azul a coloragdo rosa. Dessa forma, a CIM foi
definida pela menor concentragcdo onde ndo ocorreu alteracéo de cor do corante de resarzurina,
capaz de impedir o aparecimento de coloracdo vermelha, conferida ao meio quando as células

apresentam atividade respiratéoria (CLSI, 2005). Os ensaios foram realizados em triplicata.

3.5.1 Determinacdo da poténcia microbioldgica relativa do IFAV de S. adstringens

3.5.1.1 Determinacdo das condicdes experimentais

O meio de cultura utilizado foi o caldo Mieller Hinton cétion-ajustado. Assim, apés a
dissolucdo do meio de cultura, este teve seu pH ajustado entre 7,0 e 7,5 com acido cloridrico
6,0 M ou hidrdxido de sédio 6,0 M e a seguir esterilizado em autoclave a 121° por 15 minutos.

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

Como substancias de referéncias ou padrdo foram utilizados antimicrobianos de
emprego clinico, conforme preconizado no Clinical and Laboratory Standards Institute
procedures (CLSI) (2015) para as bactérias em questdo. Assim foram utilizados o
antimicrobiano Cefalotina (Sigma- aldrich L5501) para as analises com Staphylococcus aureus
e para as analises com Escherichia coli o antimicrobiano Gentamicina (Sigma- aldrich G1914-
Sulfato de gentamicina).

As concentragdes dos antimicrobianos de referéncia também foram preconizadas de
acordo com o CLSI (2015) no que diz respeito & Concentracao Inibitoria Minima (CIM) para
cada antimicrobiano. Considerando que a via endovenosa a biodisponibilidade é teoricamente
100%, entdo a concentracao no estudo dos padrdes (cefalotina e gentamicina injetavel) foram
menores do que as das amostras, conforme demonstradas na Tabela 1 de substancias referéncias
e insumo farmacéutico ativo obtido da folha. Todas as substancias foram diluidas em solucéo

salina a 0,9%.
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Tabela 1 - Niveis e concentracdes utilizadas das amostras de referéncia (antimicrobianos) e
amostras testes (IFAV e droga vegetal).

Niveis de Cefalotina Gentamicina IFAV e Droga
concentracao pg/mL pg/mL vegetal mg/mL
(%)

25 0,250 0,250 0,250

50 0,500 0,500 0,500

100 1,000 1,000 1,000

200 2,000 2,000 2,000

400 4,000 4,000 4,000

Fonte: Dados da pesquisa

Inicialmente preparou-se um indculo bacteriano dos dois microrganismos. Assim
partindo-se de culturas recentes cultivadas em meio sélido, diluiu em solucéo salina até atingir
uma absorbancia de 0,08 no comprimento de onda de 630 nm correspondente a 106 UFC (CLSI,
2017). Para essa leitura utilizou-se um Leitor de ELISA EZ Read 2000 (Biochorom). Em
sequida, colocou-se essa suspensdo em caldo Mueller Hinton na concentracdo de 1:10 e
incubou-se a 37°C + 1°C por 24 horas.

Realizaram-se leituras de 30 em 30 minutos até 24 horas e repiques em meio solido agar
nutriente foram feitos através do semeio de superficie. Ao final de 24 horas foi feita uma
contagem das col6nias e construiu-se uma curva para observar as fases do crescimento
microbiano observando as quantidades de Unidades formadoras de colbnia/mL na fase
exponencial, estacionaria e de decaimento. A curva de crescimento microbiano tem o objetivo
de identificar o melhor tempo (fase de crescimento) para inserir a amostra teste e as substancias
de referéncias (SALIH et al., 2012).

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

nebulizados e das drogas vegetais em relacdo aos padroes de referéncia utilizados.
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3.5.1.2 Célculo da poténcia antimicrobiana da amostra

Para a determinacdo da poténcia da substancia teste em relacdo aos padrdes de
referéncia foi utilizado o Ensaio Balanceado ou fatorial com 3 doses (3x3) onde utiliza-se trés
concentracdes do padrdo e trés concentragdes da amostra teste. Para efetuacdo dos célculos
foram utilizadas as seguintes expressdes matematicas (LOURENCO, 2009; SOLANO, 2008;
PINTO; KANECO; PINTO,(2010); FARMACOPEIA, 2010).

P = AntiLogM (3)

Onde: P = Poténcia antimicrobiana

M=Log(r)+A/B (4)

Onde: r = razdo entre as concentragdes das amostras
A = Diferenca entre a somatdria das concentracdes do padrdo e das amostras.

B =Soma das diferengas entre a maior e menor dose do padréo e das amostras.

3.5.1.3 Validacdo do método analitico

Apos a determinacdo das condi¢des que apresentaram melhor curva dose/resposta, o
método desenvolvido foi validado. A validacdo foi realizada de acordo com oscritérios
estabelecidos pela Resolu¢do RE n° 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), e International Conference on Harmonization (ICH, 2015),
atraveés da determinagdo dos parametros através da avaliacdo dos parametros de linearidade,
limite de deteccdo e quantificacdo, exatiddo, precisdo e robustez. As curvas respostas também
foram avaliadas quanto aos parametros de regressdo linear, falta de ajustes, dispersdo dos

residuos e paralelismos entre as retas dos padrdes e das amostras.
Linearidade
Foram obtidas curvas analiticas tanto da amostra como das substancias testes nas

concentragdes apresentadas na Tabela 1. Para cada curva analitica foi obtida a equacéo da reta

de regressédo linear pelo método dos minimos quadrados e realizada a analise da adequacéo do
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modelo proposto. Além disso, calculou-se o coeficiente de correlacdo linear (r) que, segundo a
resolucgéo brasileira (RDC 899/03) deve ser igual ou superior a 0,98 para considerar a curva
analitica adequada. Além disso, foi realizado o teste da falta de ajuste, o teste de significancia

da regressdo e analise dos residuos.

Preciséo e exatiddo

Trés niveis de concentracdo foram utilizados para avaliar a repetitividade e exatidao
da poténcia antimicrobiana calculada.

Solugdes dos antimicrobianos foram preparados nas concentracdes de 0.125, 0.250 e
0.500 pg/mL e da amostra foi nas concentracdes de 0.125, 0.250 e 0.500 mg/mL para a
avaliacdo do nivel a 50 % do valor real. Para avaliacdo do nivel de 100% foram utilizadas as
concentragdes de 0.250, 0.500 e 1.00 pg/mL dos antimicrobianos e 0.250, 0.500 e 1.00 mg/mL
do extrato. Por fim, para andlise do nivel de 200% foram estabelecidas as concentra¢fes dos
antimicrobianos de 0.500, 1.00 e 2.00 pg/mL, assim como do extrato de 0.500, 1.00 e 2.00
mg/mL.

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

precisdo intermediaria e a exatiddo intradia e interdia.

Limite de deteccéo (LD)

O limite de deteccdo é a menor concentracdo do analito, que é possivel detectar pelo
método. Assim, foram realizadas analises com os antimicrobianos, amostra e apenas a solucéo
salina a 0.9% (diluente). Além disso, calculou-se o limite de detecgdo também pela curva de
calibracdo. Portanto, calculou-se na analise do LD a média corrigida do numero de Unidades
formadoras de col6nias obtidas com as analises do extrato e dos antimicrobianos, assim como
o branco que foi o solvente utilizado para diluir a amostra. Além disso, obteve-se o limite de

deteccdo tambem pela curva de calibragéo.

Limite de quantificacdo (LQ)
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Utilizou-se a curva de calibracdo para determinacdo do limite de quantificacdo, que €
a menor concentragao que pode ser quantificada com exatidéo e preciséo. Cinco procedimentos
foram realizados, dois no mesmo dia e trés em dias diferentes; foram calculados o desvio padrdo

e coeficiente de variacdo para determinacao da exatidao e precisdo.

Robustez

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

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

a poténcia antimicrobiana do extrato nessas condigdes.

3.6 ENSAIOS TOXICOLOGICOS COM O IFAV

3.6.1 Teste de letalidade de Artemia salina Leach

O ensaio foi realizado usando cistos de A. salina comprados a partir de San Francisco
Bay Brand, Inc. (EUA). Em primeiro lugar, uma solugéo salina artificial (3,8%, v/v) foi
preparado utilizando o sal do mar (Marinex, Brasil) e dgua destilada. Em cada ensaio, 10
nauplios foram adicionados a solucdes de extracdo em concentracdes diferentes (100-1.000
pg/ml) por diluicdo da substancia teste em 10 ml de solucdo salina artificial. No controle, os
nauplios foram incubados apenas com a solucdo salina. Cada concentracdo foi testada em
triplicata e trés experiéncias independentes foram executadas. Os ensaios foram mantidos sob
luz artificial durante 24 horas a 27 + 2 ° C. Ap0s esse periodo, as taxas de mortalidade foram
determinadas. Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia propostar por Meyer et
al., (1982).

3.6.2 Toxicidade aguda
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O teste foi iniciado a partir da administracdo dos produtos na dose de 2000 mg/kg, e
estabelecidas classifica¢cdes do nivel de toxicidade de acordo com a mortalidade em diferentes
doses.

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss fémeas (Mus
musculus) pesando 25-30 g e criados no biotério do Laboratorio de Imunopatologia Keizo
Assami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos a
temperatura de 21 £ 1 ° C, ciclo claro escuro 12C: 12E com acesso ad libitum a comida
(Purina®) e agua. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica
Animal da Universidade Federal de Pernambuco sob o nimero: 23076.016325/2018-00.

A substancia foi dissolvida em salina 0,9% e a toxicidade aguda (mortalidade e
alteracdes comportamentais) foi avaliada por administracdo oral e intraperitoneal. Os
camundongos foram separados em trés grupos (n = 3 para cada grupo), de acordo com as
instrugdes da Organizacdo para a Cooperagdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD): grupo
controle, recebeu solucdo salina (veiculo), e dois grupos de teste (v.0 e i.p), que recebeu
asubstancia 2000 mg / kg de peso corporal. Os camundongos foram observados inicialmente

por 1 hora e realizada a avaliacdo hipocréatica e também durante 14 dias.

3.6.3 Screening hipocratico

A avaliacdo do screening hipocratico fornece uma estimativa geral da natureza
toxicoldgica de uma substancia: estado de consciente e disposicdo, atividade e coordenacédo do
sistema motor, reflexos, atividades sobre o sistema nervoso central. As amostras foram
administradas por via intraperitoneal (i.p) e por via oral em grupos distintos na dose de 2000
mg/Kg de peso animal. Aos animais foram observados individualmente durante 1h apds a

administracdo da substancia e a cada 24 h por 14 dias.

3.6.4 Anélise bioquimica e hematologica

No final de ensaios de toxicidade, o sangue dos animais foi colhido e os seguintes
parametros bioquimicos foram avaliados: proteina total, albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartatoaminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamiltransferase (GGT),
uréia e creatinina, usando kits especificos (Labtest Diagndstica, Lagoa Santa, Brasil) e um
analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica). Analise

hematoldgica foi realizada utilizando um analisador automatico (Sangue de animal Counter-
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ABC Vet, Montpellier, Franca) e microscopia Optica; os parametros avaliados foram:
eritrécitos, hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular meédia (HCM), concentracéo de hemoglobina corpuscular media (CHCM) e anélise

total e diferenciada dos leucdcitos.

3.6.4.1 Massa dos 6rgaos
Ap0s eutanasia dos animais, o figado, rins, baco, pulmao, coracao e estbmago e cérebro
foram retirados e pesados. O célculo da massa dos 6rgédos de cada animal foi realizado o peso

de cada 6rgdo (g) de cada animal no dia da coleta.

3.6.5 Analise histopatoldgica

A analise histologica do figado, rim, baco e pulmao de animais do controle e dos animais
tratados com substancia teste foram realizados por microscopia Optica. Fragmentos dos 6rgaos
foram fixados em formalina tamponada (10%, v / v) e em seguida desidratadas através de uma
série gradual de etanol (70-100%), diafanizado em xilol, e incluidos em parafina. Os cortes
histoldgicos (5 mm) foram coradas com hematoxilina-eosina e montado usando laminulas com
resinaEntellan (Merck, Alemanha). Os materiais foram observados sob um microscopio Motic
BA200 acoplado a um Moticam 1.000 1.3 MP cémera digital (Motic Incorporagdo Ltd,
CausewayBay, Hong Kong).

3.6.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos como média +SD e submetidos a ANOVA de um fator

seguido de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de p<0,05.

3.7 ESTUDO DE INTERACAO TERMICA DA MISTURA BINARIA IFAV-EXCIPIENTES
(1:1)

O estudo utilizou o sistema de misturas binarias, as quais foram produzidas na
proporcdo 1:1 do IFAV com os excipientes indicados para a formulagdo de um gel,

apresentados na Tabela 2.
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Tabela 2 - Classes dos excipientes utilizados no estudo

Funcéo Excipiente
Gelificantes Carbopol; Natrosol
Umectante Propilenoglicol; Glicerina

Agente tamponante Acido citrico e citrato
Conservante Acido benzoico

Fonte: Dados da pesquisa

Cada mistura assim como o0 extrato e os excipientes isolados foram submetidos a
Calorimetria de varredura diferencial (DSC) e anélise termogravimétrica (TG). As curvas de
TG e DSC foram obtidas em termobalanca modelo TGA-50H (Shimadzu) e DSC-50
(Shimadzu), utilizando cadinhos de aluminio hermeticamente fechados, com cerca de 2 £ 0,1
mg, sob uma atmosfera de nitrogénio a 50 mL/min. Os experimentos foram realizados em
temperatura crescente no intervalo de 25 a 400 °C, com taxa de aquecimento de 10 °C/min‘™.

As curvas térmicas diferenciais foram analisadas usando o programa TASY'S 60, da Shimadzu.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 PADRONIZAGCAO DAS DROGAS VEGETAIS E INSUMO FARMACEUTICO ATIVO
VEGETAL (IFAV)

4.1.1 Distribuicao do tamanho de particula

Na Tabela 3 encontram-se descritos os resultados da analise de distribuicdo dos
tamanhos de particula das drogas vegetais e IFAV de S. adstringens por difracdo de laser.
Devido a dificuldades técnicas relacionadas principalmente a heterogeneidade do material, ndo
foi possivel realizar, por esta técnica, a analise da amostra na faixa granulométrica 50-100 mesh
(BF1).

Tabela 3 - Distribuicdo granulométrica das amostras de S. adstringens.

. Amostra Abertura  Diametro
Espécie o D10% D50% D90%
da malha médio
vegetal (Mm)  (um)  (um)
BF2 149-74 218 2 233 432 1,84
BF3 74-37 123 4 115 242 2,07
S. adstringens BF4 <37 60 8 36 95 2,41
IFAV - 8.37 0.27 6 1765  2.89
Desvio padréo 0,40

Fonte: Dados da pesquisa

Em todas as fragbes granulométricas foram observadas particulas apresentando
didmetro acima do valor de abertura da maior malha utilizada durante a separacdo, ocasionando
uma distribuicdo heterogénea dos tamanhos de particula. Este comportamento também foi
evidenciado em estudo anterior (Correia et al., 2013) que realizaram a separac¢ao granulométrica
de drogas vegetais de modo similar ao do presente trabalho. Esse fato pode estar relacionado a
irregularidade na forma das mesmas que, apesar de apresentarem tamanho acima da abertura
da malha utilizada, existe a possibilidade de particulas ndo esféricas que tenham uma secao
transversal menor que a abertura da malha assumam, durante o processo de separacdo, uma

orientacdo que permita a passagem da mesma através da abertura (ESHEL et al., 2004).
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Na Figura 3 estdo representados os histogramas de distribuicdo granulométrica das
drogas vegetais de S. adstringens. Foi possivel observar uma distribuicdo irregular dos

tamanhos de particula de cada fracdo granulométrica.

Figura 3 - Histogramas de distribuicdo granulométrica das drogas vegetais de S. adstringens
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Fonte: Dados da pesquisa.

O valor de span é um indicativo da polidispersdo de um sistema; quanto mais préximo
de um, mais uniforme € a dispersdo (GALLO et al., 2015). Correlacionado os valores de span
obtidos (Tabela 3) com os histogramas (Figura 3) pdde-se observar que na faixa granulométrica
100-200 mesh houve, aparentemente, uma distribuicdo de particulas com maior uniformidade
que nas demais. Apesar de apresentar heterogeneidade na distribuicdo das particulas, essa
amostra (100-200 mesh), por ter se dividido em trés populacgdes ligeiramente mais separadas
gue nas demais faixas granulométricas, apresentou um valor de span mais préximo da

uniformidade.
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O extrato nebulizado de S. adstringens apresentou-se como um pé verde, fino, com
tamanho médio de particula de 8,37 um (Tabela 3). No estudo de Sousa (2014) observou-se
que o diametro médio das particulas do extrato seco por spray dryer foi similar ao atual estudo,
estando na faixa de aproximadamente 10 um. Na producdo de po6s finos com aplicacdo na
indUstria farmacéutica ou alimenticia, o didmetro médio das particulas deve variar entre 8-30um
(SOUSA, 2014). Sendo assim, o extrato obtido nesta secagem, quanto ao tamanho de particula,
se adequa ao recomendado pela literatura.

O material apresentou irregularidade na distribuicdo granulométrica, com

comportamento bimodal, com distingdo de duas populagdes (Figura 4).

Figura 4 - Histograma de distribuicdo granulométrica do IFAV de S. adstringens
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Fonte: Dados da pesquisa.

De modo geral, o extrato apresentou tamanho de particula reduzido, caracteristica
relacionada ao adjuvante de secagem utilizado (diéxido de silicio coloidal). O diéxido de silicio
coloidal é bastante utilizado com esse proposito por apresentar alta pureza, ser quimicamente
inerte e atoxico (BACCARIN et al., 2016).

O valor de span obtido (2,89) confirmou a polidispersao das particulas do extrato, uma
vez que quanto mais proximo de 1, mais uniforme é a dispersdo (GALLO et al., 2015). A
distribuicdo granulométrica irregular mostrou-se diferente de outros trabalhos. Gallo et al.

(2015) obtiveram extratos secos por spray drying partindo de extratos aquosos de sete espécies
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vegetais; a distribuicdo granulométrica em todos os extratos mostrou-se bastante regular, com
valores de span proximos a 1. Deve-se salientar que as condi¢des de secagem do presente estudo
bem como a forma de extracdo foram diferentes, gerando propriedades distintas com relagéo,

por exemplo, ao contetdo de solidos extraidos.

4.1.2 Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) de S. adstringens

Observou-se na Microscopia Eletrénica de Varredura das drogas vegetais as variagdes
morfologicas nos tamanhos de particulas das amostras analisadas, BF1 (297 um), BF2 (149
um), BF3 (74 um), BF4 (37 um) (Figuras 5, 6, 7 e 8, respectivamente).

Figura 5 - Imagens da Microscopia eletronica de Varredura nos aumentos de 50 (a), 100 (b),
200 (c), 500(d) , 1000(e) e 2000(f)x da droga vegetal BF1 de S. astringens.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 6 - Imagens da Microscopia eletrénica de Varredura nos aumentos de 50 (a), 100 (b),
200 (c), 500(d) , 1000(e) e 2000(f)x da droga vegetal BF2 de S. adstringens.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 7 - Imagens da Microscopia eletrénica de Varredura nos aumentos de 50 (a), 100 (b),
200 (c), 500(d) , 1000(e) e 2000(f)x da droga vegetal BF3 de S. adstringens.
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 8 - Imagens da Microscopia eletronica de Varredura nos aumentos de 50 (a), 100 (b),
200 (c), 500(d) , 1000(e) e 2000(f)x da droga vegetal BF4 de S. adstringens.
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Fonte: Dados da pesquisa.

A moagem granulométrica possibilitou reduzir mecanicamente o material vegetal a
fragmentos, em quatro diferentes tamanhos de particulas com o intuito de rastrear qual é o
melhor tamanho granulométrico adequado para se fazer a extracdo. Alberton et al (2001);
Aulton (2005) afirmam que o tamanho da particula da droga influencia diretamente na
velocidade de dissolucéo, suspensibilidade e uniformidade na distribui¢do para que o extrato
tenha a eficacia esperada. No entanto, a escolha do tamanho de particula deve ser feita com
cautela para que ndo interfira nas propriedades farmacéutcias do extrato e futura formulacéo.
Por isso foi associado a granulometria e a Microscopia Eletronica de Varredura para escolher
qual € o melhor tamanho de particula para que se obter o extrato seco.

A Figura 9 mostra as imagens obtidas através da Microscopia eletrdnica de Varredura
do IFAV.

A fotomicrografia do extrato revelou particulas com formas irregulares e rugosas,
semelhantemente a obtida na pesquisa desenvolvida por Sousa (2014) com o extrato seco em
spray dryer com a casca de S. adstringens.
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Figura 9 - Imagens da Microscopia eletronica de Varredura nos aumentos de 50 (a), 100 (b),
200 (c), 500(d) , 1000(e) e 2000(f)x do IFAV de S. adstringens.
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.1.3 Andlise térmica na padronizacdo de S. adstringens

4.1.3.1 Termogravimetria das drogas vegetais

De acordo com as curvas demonstradas nas Figuras 10 e 11, a decomposigéo térmica
das drogas vegetais de Stryphnodendron adstringens em seus quatro tamanhos de particulas
(BF1, BF2, BF3 e BF4) aconteceu em seis etapas quando submetidas as atmosfera de ar
sintético e em atmosfera inerte na razdo de aquecimento de 10°C/min, com excecéo de BF1
gue apresentou cinco etapas (Tabela 4).

Durante a decomposicdo térmica de determinada amostra, ocorrem diferentes etapas de
perda da massa em fungéo da temperatura. Este fenémeno ocorre devido ao fato de curvas de
decomposicdo térmica estar envolvidas com fenémenos fisico-quimicos quando a droga vegetal
¢ aquecida por estas se tratarem de misturas multicomponentes de compostos organicos e
inorgénicos, além disso, hé influéncia da forma e imperfei¢des das particulas (WESOLOWSKI;
KONIECZYNSKI, 2003; FERNANDES et al., 2013; COSTA et al., 2013).
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Tabela 4 - Etapas de decomposicdo téermica da droga vegetal de S. adstringens na atmosfera de ar
sintético e de nitrogénio na razio de 10°C/mint

S. adstringens AMOSTRAS
BF1 BF2 BF3 BF4
Rz Etapas
) Ti Tf Am | Ti Tf Am | Ti Tf Am | Ti Tf Am
10°C/min‘t

Q) (O (%) [(C) (C) (%) |(C) (C) (%) |(°C) (°C) (%)

Primeira | 35,0 1158 5,7 |350 781 44 1350 963 65 |350 1072 51
Segunda |1158 2316 22 (781 1992 25 96,3 2156 1,7 107,2 216,3 1,5
Terceira |231,6 3255 18,9 |199,3 316,7 16,9 |2156 316,3 17,4 |216,3 318,0 17,2
Quarta 3255 402,6 22,5 |316,7 4079 27,6 |316,3 4050 28,7 |318,0 426,0 34,
Quinta 402,6 568,6 13,3 [407,9 4939 21,4 |405.0 500,8 24,0 |426,0 5122 24,6

Ar sintético

Sexta - - - 493,3 5659 20,0 |500,8 567,0 13,9 (5122 570,8 11,1

Primeira | 35,0 1125 40 |350 1212 55 |350 12211 72 350 1225 6,3
Segunda |1125 2650 5,0 1212 261,8 4,3 122,0 2618 55 |122,5 2528 3,7
Terceira |265,0 336,6 156 |261,8 3282 13,9 |261,9 3274 159 |252,8 316,6 144
Quarta 336,6 436,0 20,4 |328,2 4389 23,1 |327,4 4728 31,9 |316,6 4664 34,0
Quinta 436,0 622,3 17,8 [438,9 6003 20,4 |472,8 609,1 25,2 |466,4 6185 20,7
Sexta - - - 600,3 807,4 18,1 |609,1 7011 9,3 |6185 7739 16,4

Nitrogénio

Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 10 - Curvas TG das Drogas vegetais S. adstringens (Folhas) em diferentes tamanhos
de particulas na razdo de 10°C/min! em ar sintético (A) e Nitrogénio (B).

——BF1

— BF1
-« BF2
1 BF3

00 4 e 2 - -« BF4

40 4

Mass loss (mg)
Mass loss (mg)

20 4

T T
0 200 400 600 800 1000
Temperature ('C
Temperature (*C) o '

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 11 - Curvas TG das drogas vegetais de S. adstringens em atmosfera de ar sintético nas
razOes de aquecimento de 5, 10, 20 e 40 °C/min™.

BF1 RZ5 ——BF2RZ5
BF1RZ 10 ----BF2RZ 10
BF1RZ 20 1 BF2RZ 20
1004 1 2 BF1 RZ 40 100 gz, 2 -.-.- BF2 RZ 40
=3 3
80 4 80
g
8 5 -
» o
13 L1 40 4
=
E 40 A
6 20
204
0 .
0 . . . . . 0 200 400 600 800 1000
0 200 400 600 800 1000

Temperature (°C)
Temperature (°C)

——BF3RZ5 ——BF4RZS5

---BF3RZ 10 ----BF4RZ 10
1 2 BF3RZ 20 1 BF4 RZ 20

1004~ ----BF3RZ 40 1004 ~g. 2 ~.-:= BF4 RZ 40

Mass loss (mg)
Mass loss (mg)

40 4

204 204

T T 1 T T
0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
Temperature ("C) Temperature (°C)

Fonte: Dados da pesquisa.

Evidenciou-se um inicio de perda de massa em 35,00°C, terminando em 115,87°C para
ar sintético e em 112,50°C em atmosfera de nitrogénio para BF1 (Tabela 4). Em ar sintético
(Figura 11) houve, no geral, uma perda de massa maior quando comparada a de nitrogénio,
sendo BF3 a amostra com maior decomposicao nas duas atmosferas (6,55% e 7,23%) e a menor
foi BF2, em ar sintético (4,38%) e em nitrogénio (4,00%) foi BF1.

Segundo Fernandes et al. (2012) e Correia et al. (2015), na etapa inicial é onde ocorre a
perda de alguns produtos volateis da amostra, principalmente a agua livre. Considerando esta
primeira etapa, percebe-se que a perda de dgua ndo superou 14%, estando dentro dos limites
indicados por Araujo et al. (2012).

A segunda etapa, por sua vez, representou a perda de dgua ligada presente nas amostras
caracterizadas (Storpirts et al., 2009), o que revelou uma alteracdo discreta na massa do
material, em que atingiu a perda maxima de 2,58% em BF2 (ar sintético), 5,51% em BF3, em

atmosfera inerte (Tabela 4), em nitrogénio.



70

A degradagdo do conjunto dos macro e microconstituintes da amostra, como 0s sais
minerais e proteinas, e dos grupos carboxilicos presentes € representada na terceira etapa de
decomposicdo (CORREIA et al., 2013; FRANCIOSO et al, 2007). Na anélise
termogravimeétrica de folhas de S. adstringens, este evento foi iniciado na faixa de 200°C e se
estendeu até 336,60°C com perda de massa entre 13,90% a 18,89%, variando entre as amostras
e a atmosfera em que foi utilizada.

Para todas as amostras avaliadas, a quarta etapa apresentou os maiores valores de perda
de massa (Tabela 5). Ocorreram as perdas de massa mais significativas, variando entre 20,44 -
34,32%, sendo sutilmente mais elevada na atmosfera de ar sintético, comparada a inerte. Esta
etapa foi por isso considerada como a principal de degradacdo térmica onde possivelmente
maiores quantidades de compostos sofreram degradacdo e também serviu como referéncia
durante a obtencdo dos parametros da cinética pelo método de Ozawa (Topico 5.1.3.2).

Decomposicdo térmica semelhante nessa faixa de temperatura (215-355°C) foi
encontrada por Correia et al. (2013) em uma pesquisa de caracterizacdo térmica da droga
vegetal de Passiflora edulis separados em dois tamanhos de particulas diferentes. A perda de
massa de ambas as amostras, em atmosfera de ar sintético, aconteceram na faixa de temperatura
de 215-247°C (33,6%) e 217-352°C (36,6%), assemelhando-se especialmente a BF4 (34,32%).
Durante esta etapa, muitas cadeias quimicas sdo quebradas, provavelmente causadas por
dioxido de carbono, outros gases e compostos organicos presentes na espécie, que se unem para
formar compostos mais estaveis que se decompdem em temperaturas mais elevadas (CHAVES
etal., 2016).

Essa alta porcentagem de perda de massa pode ser atribuida a maior quantidade de
constituintes quimicos degradaveis nessa amostra e faixa de temperatura. Inclusive, BF4
apresentou a maior perda de massa em relacdo as outras drogas vegetais nos tamanhos de
particulas maiores, onde as médias de perdas de massa de cada amostra foram 26,98; 27,15;
28,81 e 32,14% para BF1, BF2, BF3 e BF4, respectivamente. Dessa forma, quanto menor o
tamanho de particula, ou seja, quanto menor a faixa granulométrica da amostra, maior a
degradacéo.

Nota-se no geral, que houve um deslocamento das temperaturas e perdas de massas de

BF1, BF2, BF3 e BF4 quando obtidos na mesma razéo de aquecimento (Tabela 5).
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Tabela 5 - Pardmetros de decomposicéo da quarta etapa de degradacéo das amostras obtidas
de folhas de S. adstringens.

Razé&o de aquecimento

Amostras ) Onset (°C) Endset (°C) Perda de massa (%)
(°C/min.)
5 328,11 353,20 28,70
10 329,65 349,58 22,55
BF1
20 344,02 387,33 29,42
40 353,88 396,59 27,27
5 323,7 355,04 27,01
10 328,82 366,02 27,60
BF2
20 338,69 378,58 29,89
40 298,05 337,19 24,12
5 322,13 346,62 31,26
10 324,37 363,17 28,73
BF3
20 333,96 377,11 29,02
40 351,60 393,68 26,24
5 317,69 343,97 33,81
10 330,08 375,51 34,32
BF4
20 341,37 386,92 29,74
40 307,58 330,03 30,71

Fonte: Dados da pesquisa

Titta et al. (2011) e Pan et al. (2015) afirmam que esses deslocamentos estao associados
com a possivel diferenca de componentes quimicos, variando em cada tamanho de particula,
com diferencgas nas taxas de transferéncia de calor para cada amostra, bem como diferentes
gradientes de temperatura entre a superficie e o interior das particulas em cada razdo de
aguecimento.

As etapas seguintes representaram a continuidade do processo de degradagdo com
formacéo de residuo mineral no final (Tabela 6) que variou de 4,27 a 37,31%, sendo maior em
BF1, o que justifica pelo seu maior tamanho de particula, restando o residuo mineral final maior,

em ambas as atmosferas.
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Tabela 6 — Residuo mineral de S. adstringens em atmosfera de nitrogénio e ar sintético na
razdo de 10°C/min.

RESIDUO MINERAL (%)
AMOSTRA

Nitrogénio Ar sintético
BF1 37,10 37,31
BF2 14,62 7,57
BF3 4,78 6,12
BF4 4,27 6,06

Fonte: Dados da pesquisa.

4.1.3.2 Determinacdo da cinética de degradacao

Na Tabela 7 encontram-se os dados obtidos durante a avaliacdo do quarto evento de

degradacéo aplicando-se o modelo cinético de Ozawa.

Tabela 7 -Pardmetros cinéticos de degradacao térmica das drogas vegetais de S. adstringens
obtidos pelo método de Ozawa

AMOSTRAS PARAMETROS CINETICOS
Ea A
Droga vegetal n )
(kJ.mol?) (min)
BF1 158,69 0 8,366x10"!
BF2 153,88 0 6,399x101?
BF3 99,63 0 1,663x108
BF4 52,85 0 1,206x10°

Legenda: EA: energia de ativacdo, n: ordem de reacdo; A: fator de frequéncia
Fonte: Dados da pesquisa.

A decomposicdo térmica de todas as drogas vegetais se apresentou sempre como uma
reacdo de ordem zero e o valor de energia de ativacao foi diretamente proporcional ao tamanho
de particula das amostras em estudo, estando dispostas da seguinte maneira:
BF1>BF2>BF3>BF4. Este comportamento também foi evidenciado por Correia et al (2015),



73

Brandao et al (2016) e Guimardes et al (2017) ao avaliarem a cinética de degradacédo de drogas
vegetais separadas por tamanho de particulas de Tabebuia caraiba, Momordica charantia e
Poincianella pyramidalis, respectivamente.

Esse perfil de energia de ativacao ser baixo para tamanhos de particulas menores pode
ser justificado pelo fato de que amostras com essas caracteristicas apresentam maior area
superficial além de serem mais instaveis e consequentemente necessitam de uma menor energia
de ativacao para promover eventos de entalpia para a sua termodecomposicdo (CORREIA et
al., 2015).

4.1.3.3 Andlise Térmica Diferencial

De acordo com a Figura 12, que representa as curvas de DTA obtidas para as diferentes
amostras de drogas vegetais de S. adstringens, percebe-se que foram evidenciados trés picos
exotérmicos. Os valores de entalpia e as temperaturas dos picos estdo apresentados na Tabela
8.

Percebe-se na Figura 12 e Tabela 8 que no primeiro e terceiro eventos a entalpia seguiu
um padrdo, ou seja, esta variou com o tamanho de particula, uma vez que, quanto menor o
tamanho da particula, menor foi a entalpia.

Houve também uma diminuicdo diretamente proporcional da entalpia em funcdo dos
tamanhos de particulas em uma pesquisa realizada por Branddo et al. (2016) com a droga
vegetal de Momordica charantia (folhas).

Alguns autores atribuem essa variacdo de entalpia ao fato de que drogas vegetais com
tamanhos de particulas maiores serem compostas de macrocomponentes como celulose e
lignanas exigindo assim, uma maior energia liberada para degradacdo desses componentes
(MA; MU, 2016; LIM;TEY; CHAN, 2014).

Dessa forma, observou-se que BF1 apresentou uma maior entalpia por ser a amostra que

apresenta o0 maior tamanho de particula (>297um).
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Figura 12 - Curvas DTA das drogas vegetais de S. adstringens em diferentes tamanhos de
particulas na razdo de aquecimento de 10°C/min*
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Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 8- Eventos exotérmicos das DTA das drogas vegetais obtidas das folhas de S.
adstrigens em diferentes tamanhos de particulas.

1° evento 2° evento 3° evento
Amostras ~ Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia Temperatura Entalpia
de pico (°C)  (Kj/g) de pico (°C)  (Kj/g) de pico (°C)  (Kj/g)
BF1 335,48 0,82 434,13 0,20 496,82 0,90
BF2 331,96 0,73 430,83 0,11 476,39 0,79
BF3 339,41 0,68 429,47 0,08 484,78 0,77
BF4 336,80 0,63 432,29 0,06 484,89 0,54

Fonte: Dados da pesquisa.

Correlacionando os resultados de DTA com TG na mesma razdo de aguecimento
(10°C/min), observou-se que os eventos exotérmicos apresentados na DTA ocorreram dentro
da faixa de temperatura (331-496,82°C) em que ocorreram as principais perdas de massa das

amostras na TG (263,56-530,70°C), na quarta etapa. As temperaturas evidenciadas em DTA
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apresentaram-se dentro da faixa em que ocorreram a quarta e quinta etapas de decomposic¢ao
térmica na TG.

Verificou-se que, no terceiro evento da DTA para droga vegetal (Figura 12) houve o
maior pico exotérmico em relacdo aos outros dois eventos e, pdde-se destacar BF4, a qual,
dentre todas as amostras foi a que atingiu o maior pico nessa faixa de temperatura. Este
fendmeno ocorreu devido a sua maior perda de massa na TG (33,68%, na quarta etapa e 21,30%
na quinta) em relacéo as outras amostras e, consequentemente o seu maior valor de entalpia.

Segundo Francioso et al. (2007), é nesta etapa em que provavelmente inicia-se a
decomposicdo de carboidratos e lipidios de compostos com anéis aromaticos presentes. Para
confirmar o que afirma este autor, e diante da faixa de temperatura em que ocorreu a
decomposicdo térmica das drogas vegetais de S. adstringens constatadas pela termogravimetria
e analise térmica diferencial, elucidou-se a identificacdo de produtos de degradagdo por meio
de ensaios de Pirdlise acoplada a cromatografia gasosa realizados nas temperaturas de 250, 350
e 450°C.

4.1.3.4 Termogravimetria do IFAV

A Figura 13 representa as curvas termogravimétricas do IFAV de S. adstringens
submetido & mesma razéo de aquecimento (10 °C/min’t) em atmosferas distintas (ar sintético e
nitrogénio). Os valores de perda de massa de cada etapa encontram-se descritos na Tabela 9.

A primeira etapa de decomposicao térmica em atmosfera de nitrogénio ocorreu na faixa
de temperatura de 35,00-76,31 °C, com perda de massa de 4,70%. Em atmosfera de ar sintético
0 mesmo evento foi observado entre 35,00 °C e 85,16 °C, com perda de 4,78% de massa. Esta
etapa tem como caracteristica a perda de componentes volateis, principalmente agua livre.

Evento similar foi observado no trabalho desenvolvido por Chaves et al. (2016) em que
na primeira etapa de decomposicao térmica de extrato nebulizado de Poincianella pyramidalis
(Tul.) houve uma perda de massa igual a 6,36%, estando perto da faixa ao que foi encontrado

no atual estudo com o extrato nebulizado de S. adstringens.
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Figura 13 - Curvas TG do IFAV de S. adstringens na razdo de 10°C/min! em ar sintético e
Nitrogénio.

Perda de massa (%)

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 9 - Etapas de decomposi¢édo térmica do IFAV de S. adstringens na atmosfera de ar
sintético e de nitrogénio na razio de 10°C/min!

) IFAV
RZ 10°C/min* Etapas _
Ti (°C) Tf (°C) Am (%)

Primeira 35,00 85,16 4,78

Segunda 85,16 213,15 3,97
Ar sintético Terceira 213,15 293,22 16,55
Quarta 293,22 365,00 25,37
Quinta 365,00 417,50 19,63
Sexta 417,50 472,35 17,47

Primeira 35,00 76,31 4,70

Segunda 76,31 219,60 4,20
_ ) Terceira 219,60 284,25 13,19

Nitrogénio

Quarta 284,25 459,00 45,44
Quinta 459,00 515,04 15,07

Sexta 515,04 545,72 6,38

Fonte: Dados da pesquisa.
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A segunda etapa, representativa principalmente da perda de agua ligada, ocorreu na
faixa de 76,31-219,60 °C (4,20%) em atmosfera de nitrogénio e entre 85,16 °C e 213,15 °C em
ar sintético, com perda de massa de 3,97%. Pdde-se inferir que o IFAV (extrato seco)
apresentou baixo conteudo de umidade. Na terceira etapa observou-se um comportamento
distinto das anteriores, com maior valor de perda de massa em atmosfera de ar sintético
(16,55%), representando o inicio da decomposicao e carbonizacdo da matéria organica presente
no extrato (COSTA et al., 2009).

A quarta etapa apresentou, dentre todas os maiores valores de perda de massa
independente da atmosfera, atingindo até 45,44%. Assim, a mesma foi considerada como etapa
de referéncia para o estudo da cinética de degradacdo do extrato utilizando o método de Ozawa.
Para isto, foram obtidas curvas termogravimeétricas das amostras em atmosfera de ar sintético
em diferentes razdes de aquecimento (5, 10, 20 e 40 °C/min), que se encontram representadas
na Figura 14 e Tabela 10. Nesta tabela estédo os parametros de decomposicdo da quarta etapa de
degradacdo das amostras obtidas de folhas de S. adstringens. Nota-se que a maior perda de

massa foi evidenciada no extrato quando submetido as razdes de 5 e 20°C/min.

Tabela 10 - Parametros de decomposicao da quarta etapa de degradacdo, em ar sintético, do
IFAV obtido de folhas de S. adstringens.

Razédo de aquecimento

Amostras ) Onset (°C) Endset (°C) Perda de massa (%)
(°C/min.)
5 364,81 390,58 43,94
IFAV 10 293,00 365,00 25,37
20 309,00 439,00 41,44
40 394,52 444,04 31,38

Fonte: Dados da pesquisa.

As etapas seguintes representaram a continuidade do processo de degradagdo com
formacéo de residuo mineral no final em ambas as atmosferas representando o valor de 11,02%

e 12,23% para nitrogénio e ar sintético, respectivamente.
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Figura 14 - Curvas TG do IFAV de S. adstringens em atmosfera de ar sintético nas razdes de

aquecimento de 5, 10, 20 e 40 °C.min™.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Por meio da anélise cinética constatou-se que a degradacdo térmica do IFAV de S.

adstringens ocorreu como uma reacao de ordem zero, com energia de ativacdo de 75,13 kJ.mol

! ¢ fator de freqiiéncia 1,065 x 10* min'*

Na Figura 15 pode ser visto o perfil de analise térmica diferencial do IFAV de S.

adstringens. Foi observada a ocorréncia de quatro picos exotérmicos, o dobro da quantidade

das drogas vegetais, com uma maior entalpia no primeiro (2,40kj/g) (Tabela 11).

Tabela 11- Eventos exotérmicos das DTA do IFAV obtido das folhas de S. adstrigens em
diferentes tamanhos de particulas.

1° evento 2° 3° 4° evento

Amostras evento evento
Temp. Entalpia Temp. Entalpi Temp. Entalpia Temp. Entalpia
pico (Kj/g) pico a (Kj/g) Pico (Kj/g) pico (Kj/g)
°C) (°C) (°C) G

EXTRA 300,47 240 392,06 1,00 42548 1,73 574,53 0,96

TO

Fonte: Dados da pesquisa.
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Figura 15 — Curva DTA do IFAV de S. adstringens na razdo de aquecimento de 10°C/min.
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Fonte: Dados da pesquisa.

No IFAV, o pico com maior entalpia, ou seja, no primeiro evento, ocorreu na faixa de
temperatura de 244,72-348,67°C, estando dentro da faixa em que ocorreu a maior degradacéo

térmica da amostra na termogravimetria (293-365°C).

4.1.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 16 mostra o espectro de infravermelho do extrato de S. adstringens. Observou-
se bandas de absorcdo semelhantes ao do estudo realizado por Costa et al. (2013), com fracéo
de S. adstringens, corroborando com a atual pesquisa.

Fortes absorcdes na regido de 3375 cm™ foram observadas, caracteristicas de
estiramento axial de O-H, como é mostrado na Figura 23. Bandas de absorcdo na regido de
2936¢cmt foram visiveis, tipicas de vibragdo de estiramento C-H (alcano), sendo atribuidas a
natureza de compostos orgénicos no extrato. A presenca de carbonos do tipo sp3 em

grupamento metil, ¢ demonstrada nas bandas de 1346 e 1448 cm™
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Figura 16 — Espectro de infravermelho do IFAV de S. adstringens
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os picos de média intensidade observados na regido 1037 e 1209 cm-1 estdo
relacionados com ligacGes carbono-oxigénio (CO) caracteristicos de grupos funcionais como
éter, ésteres e acidos carboxilicos, os quais sdo indicativos de uma ampla variedade de
metabolitos, tais como taninos, flavondides e antraquinonas, entre outros (FERNANDES et al.,
2013). Tal efeito também é mostrado na banda de absorcdo de média intensidade em 1513cm’
! sugestiva de grupo carbonilico. A banda de absor¢do em 1614 cm-1 é indicativa de ligacéo
C=C. A absor¢do em 731 e 823 cm-1 sugerem a presenca de CH aroméatico (FERNANDES et
al., 2013).

4.1.5 Pirolise acoplada a CG/MS

No intuito de avaliar quais os produtos de degradacdo estavam sendo liberados, as
amostras foram submetidas ao processo de pirdlise acoplada a cromatografia gasosa-
espectrometria de massas, nas temperaturas representativas das etapas iniciais (250°C) e
intermediéarias (350 e 450°C) do processo de decomposicdo dos macro e microconstituintes,
conforme representa a Figura 17.

Os principais compostos liberados durante as etapas de degradacdo térmica foram

analisados pela biblioteca Willey 62 edicdo para o Class-500. De acordo com os resultados



81

apresentados na Figura 17, percebe-se que as drogas vegetais apresentaram perfis diferenciados
em funcdo da temperatura devido a quantidade de compostos liberados, assim, quanto maior a
temperatura, maior a quantidade de substancias quimicas. Dessa forma, na temperatura de
450°C, nameros maiores de substancias foram formados em relacdo a 350°C e 250°C. Além
disso, pode-se notar que em uma mesma temperatura, 0s mesmos componentes foram liberados
por cada droga vegetal (BF1, BF2, BF3 e BF4), porém diferindo em seus valores de intensidade,

area e tempo de retencdo, que variaram de acordo com o tamanho de particula.

Figura 17 - Pirogramas obtidos de S. adstringens nas temperaturas de 450, 350 e 250°C
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os pirogramas das amostras de BF1, BF2, BF3 e BF4 mostraram perfis cromatograficos
semelhantes entre si, apresentando na temperatura de 250°C quatro compostos comuns a todas
as amostras, porém com areas de picos diferentes. Os compostos identificados foram o
Neoftadieno (C20H38), 2-Hexadecenol-ol (C20H400), Pentatriacontano (C35H72) e
Octadecano, 1-cloro (C18H37CL).

Na temperatura de 350°C, tem-se a continuidade de processos de decomposicéo
iniciados em 250°C, além da formacéo de novos produtos decorrente de outros processos. O
numero de picos resultantes do processo pirolitico revelou a presenca de uma quantidade maior

de substancias provenientes da degradacédo térmica, permitindo caracterizar a presenca de trés
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componentes (9,12 acido octadecadienoico, benzociclooctena (C13H220) e 8,11, 14 acido
eicosatriendico (C20H3402) as mais identificadas na temperatura de 250°C.

Da mesma forma, a 450°C em todas as amostras, houve a liberagcdo de cinco novos
compostos que ndo foram liberados em 250°C e 350°C, tais quais: fenol (C8H100),
benzofurano (C8H80), 3-penteno (C9H1002), 9 &cidooctadecenoico (C18H3402) e
tritetracontane (C43H88). Este evento é esperado quando correlaciona com os resultados
encontrados na termogravimetria pois na faixa de temperatura proxima a 450°C foi onde
ocorreu a maior perda de massa na analise termogravimétrica (TG) e uma maior liberacéo de
energia na andlise térmica diferencial (DTA).

Perfil cromatografico semelhante foi encontrado na pesquisa realizada por Correia et al.
(2013) onde caracterizou as drogas vegetais de uma espécie da mesma familia de S. adstringens,
Erythrina velutina, e constatou comportamento idéntico, ou seja, a medida que aumentou a
temperatura, péde-se perceber que a quantidade de compostos quimicos liberados foram
maiores, corroborando com o atual estudo. Inclusive, Correia et al. (2013) também identificou
o diterpeno neoftadieno que foi encontrado em todas as amostras em todas as temperaturas a
que foram submetidas.

Diante do exposto, percebe-se que hd uma complexidade dos dados gerados durante a
pirdlise. Dessa forma, a anélise estatistica multivariada, como o PCA e HCA séo ferramentas
importantes e Uteis para serem aplicadas, pois estabelecem através de gréficos, quais os
parametros/varidveis analisados sdo os principais responsaveis pela formacdo dos grupos de
amostras, podendo assim ser estabelecida uma assinatura quimica particular para cada grupo
estudado (SANTOS, 2014).

Por isso, aplicou-se PCA e HCA neste estudo com os dados referentes a area de pico
média (n=2) dos compostos identificados nas diferentes faixas granulométricas e temperaturas
de 250°C, 350°C e 450°C.

A Figura 18 apresenta o grafico bidimensional das amostras (drogas vegetais) e de todas
as variaveis (compostos) nos dois primeiros eixos de componentes principais na temperatura de
250°C, obtida através da PCA.
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Figura 18 - Biplotagem de todas as variaveis (compostos) e amostras na temperatura de
250°C.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Nota-se na Figura 18 que os dois componentes principais analisados (F1 e F2)
responderam por 98,04% da variancia entre as amostras, sendo considerados adequados para
descrevé-las. A proximidade entre os compostos e as amostras indica que, para determinada
droga vegetal, as substancias mais proximas encontraram-se em maior concentracdo, sendo as
mais representativas das respectivas amostras (GUIMARAES et al., 2017). Deste modo, para
as drogas vegetais percebeu-se claramente que a presenca dos compostos identificados separou
as amostras em grupos diferentes, onde BF2 apresentou-se mais distinto em relagcéo aos outros,
sendo os compostos 2-hexadecenol, neoftadieno e pentatriacontano os responsaveis por essa
dissimilaridade, com uma distancia espacial maior em relacéo as outras amostras. Observou-se
uma proximidade entre as amostras BF3 e BF4, sugerindo uma possivel relacdo de similaridade
entre elas.

Para comprovar tais afirmacdes as drogas vegetais e os compostos foram agrupados
guanto a sua similaridade utilizando o HCA, cujos graficos (dendrogramas) encontram-se

representados na Figura 19.
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Figura 19 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas das folhas (A) e dos
compostos (B) na temperatura de 250°C de S. adstringens
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Fonte: Dados da pesquisa.

Com os dados da Figura 19 percebeu-se que a similaridade entre BF3 e BF4 foi
comprovada por HCA, assim como uma diferenciacdo entre todas as amostras e BF2. Na Figura
19B, nota-se quais os compostos foram mais similares em termos de concentracao,
correspondendo aos componentes mais representativos das drogas vegetais, a saber: 2-
hexadecenol, neoftadieno e pentatriacontano, os quais, obtiveram maiores similaridades entre
si e pouca em relacdo ao octadecano 1-cloro.

A Figura 20 apresenta o PCA das amostras na temperatura de 350°C. As analises dos
dois primeiros componentes ortogonais corresponderam a 81,84% da variancia. Observou-se
que o composto acido eicosatrendico e o &cido octadecadiendico foram representativos das
amostras BF1 e BF2 apresentando-se dissimilares a BF3 e BF4.

Apesar do distanciamento espacial evidenciado pelo PCA, a droga vegetal BF3 obteve
certa similaridade com BF1 e BF2. BF4 apresentou nitidamente uma dissimilaridade com BF1
e BF2.

Na HCA (Figura 21) houve similaridade entre BF1, BF2 e BF3 e uma diferenciagéo
de BF4, comprovando os resultados de PCA. Percebeu-se que 8,11,14 acido eicosatriendico e
acido octadecadienoico foram bastante semelhantes entre si, bem como benzociclooctenona e

2-hexadecenol e octadecano 1-cloro e neoftadieno.



Figura 20 - Biplotagem de todas as variaveis (compostos) e amostras na temperatura de
350°C
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 21 - Dendrogramas da HCA das amostras (A) e dos compostos (B) na
temperatura 350°C de S. adstringens
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Na Figura 22 encontra-se representada a biplotagem obtida através do PCA para a

temperatura de 450°C, com 83,75% de variancia.

Figura 22 - Biplotagem de todas as variaveis (compostos) e amostras na temperatura de
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O grupamento BF3 e BF4 apresentou similaridade de compostos, diferindo das outras

amostras e, BF1 e BF2 apresentaram-se em outro grupo.
Com os dados dos dendrogramas na temperatura de 450°C (Figura 23) das amostras

obtidas das folhas, observou-se a grande similaridade entre BF3 e BF4 e entre BF1 e BF2,

confirmando os resultados do PCA, bem como a enorme similaridade entre os compostos.

A presenca dos compostos neoftadieno e octadecano em todos os pirogramas obtidos

indica que as reagdes ou processos que tém como produto a liberagdo dos mesmos ocorrem em

uma extensa faixa de temperatura.
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Figura 23 - Dendrogramas da HCA das amostras obtidas das folhas (A) e dos
compostos (B) na temperatura de 450°C
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Fonte: Dados da pesquisa.

4.2 QUANTIFICACAO DOS METABOLITOS SECUNDARIOS

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 12, o composto fitoquimico que
apresentou maior concentracdo em todas as amostras de S. adstringens foi polifenois, seguido
pelos taninos e flavonoides. Observou-se que o teor desses compostos foi inversamente
proporcional ao tamanho de particula quando se tratou de droga vegetal, ou seja, quanto menor
a faixa granulométrica, maior a concentracdo do metabdlito secundario presente nas amostras
de S. adstringens. No entanto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quando
aplicada os testes de Tukey, Fisher e Bonferroni, ou seja, em todos o0s tamanhos de particulas e
compostos fitoquimicos, o nivel de significancia alcancado foi maior que 0,05 (P>0,05).

Destaca-se a presenca marcante de taninos atingindo valores de até 99,60 mg/g do pé
da droga, ao passo que no IFAV essa concentracdo atinge um valor bem mais elevado,
alcancando quase 150mg/g equivalentes de catequina. A presenca de taninos em S. adstringens
ja foi inclusive relatada em alguns estudos (LIMA et al., 2016; AUDI et al., 2004; LOPES et
al., 2009; HASENACK et al., 2008). Taninos afetam o nivel de crescimento de microrganismos,
justificando a sua a¢do antimicrobiana e cicatrizante, reconstituindo a pele (ALMEIDA, 2010).
Esta acdo deve estar associada a inibi¢do das enzimas microbianas extracelulares e a acdo direta

sobre o metabolismo dos microrganismos (SANTOS et al., 2009).
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Tabela 12 - Teor de Taninos, flavonoides e polifenois obtidos por espectroscopia na regido
do visivel

Componentes fitoquimicos

AMOSTRAS Concentracdo em mg/g do p6 da droga vegetal/IFAV
Taninos? Flavonoides® Polifenois®

BF1 73,80 6,30 138,20

BF2 80,10 9,80 192,10

BF3 90,90 10,60 210,60

BF4 99,60 12,60 254,60

IFAV 145,03 23,36 289.60

Legenda = a = equivalentes de catequina; b = equivalentes de quercetina; c= equivalentes de acido galico

Fonte: Dados da pesquisa.

Apesar de na maioria dos artigos presentes na literatura relacionarem as atividades
farmacoldgicas do barbatimé&o aos teores de taninos e na casca do caule, neste trabalho além do
alto teor deste composto, flavonoides e polifenois também apresentaram valores consideraveis,
e no IFAV, com a tecnologia de spray dryer foi capaz de atingir concentracdes elevadas,
maiores que nas drogas vegetais, atingindo até uma concentracdo de 23,36mg/g e 289,60mg/g,
respectivamente.

As concentracgdes de polifenois totais e taninos condensados em S. adstringens foram
maiores em relacdo a dos taninos totais. A presenca de compostos polifendlicos, principalmente
taninos tem sido apontada como a principal responsavel pelas atividades antimicrobianas de
produtos naturais bioativos (MENDONCA; CARNEIRO; OLIVEIRA, 2018), pois, estes
fitocompostos interferem com a funcdo de células-T, mastdcitos e sistemas enzimaticos
envolvidos na resposta imune e na geracdo de processos inflamatérios, como inibicdo da
ativacio de NF-kB, COXs e iNOS (GARCIA-MEDIAVILLA et al., 2007; MIDDLETON,
1992).

De modo geral, o teor de todos os metabdlitos secundarios do extrato aumentou quando
comparados as drogas vegetais. Este comportamento é, inclusive, uma das principais vantagens
da utilizacdo de extratos nebulizados, como insumo farmacéutico ativo em produtos
fitofarmacéuticos (CORTES-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2015; COSTA et al., 2009;
FERNANDES et al., 2014). O solvente utilizado na obtencao dos extratos (dgua-etanol 50%)
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mostrou-se, portanto, capaz de extrair melhor os constituintes do que a agua quente utilizada na

quantificacdo dos metabdlitos nas drogas vegetais.

4.3 DETERMINACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE S. adstringens

No screening microbiolégico de S. adstringens todas as linhagens se mostraram
sensiveis as drogas vegetais, mostrando-se como inibidoras do crescimento tanto de bactérias
quanto de fungos. Destacou-se-se a excelente atividade antimicrobiana frente as bactérias,
principalmente a Staphylococcus aureus e Escherichia coli (Tabela 13) e menos potentes em
cepas padrdes de Candida. Os controles positivos (gentamicina 80mg/mL, cefalotina 1000mg
e fluconazol 100mg) mostraram-se satisfatorios, com CIM 0,190 mg/mL e ndo houve
contaminacdo das infusGes que eram preparadas no dia da analise e nem dos meios de cultura.

O controle negativo também néo interferiu nos resultados.

Tabela 13 — Determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) das drogas vegetais de
S. adstringens.

CIM (mg/ml)
AMOSTRAS Microrganismos
Sa Pa Ec Kp Ca Ct Cp
BF1 0,19 0,78 0,19 6,25 12,5 6,25 6,25
BF2 0,19 0,78 0,19 6,25 12,5 6,25 6,25
BF3 0,19 0,78 0,19 6,25 12,5 6,25 6,25
BF4 0,19 0,78 0,19 6,25 12,5 6,25 6,25

Legenda: R = resistente; S.a.: Staphylococcus aureus; E.c.: Echerichia coli; P.a.: Pseudomonas aeruginosa; K.p.:
Klebsiella pneumoniae; Ca.: Candida albicans; Ct.: Candida tropicalis; Cp.: Candida parapisilosis.
Fonte: Dados da pesquisa.

Observou-se também que todas as drogas vegetais apresentaram a mesma CIM, ndo
diferindo sua inibicdo de um tamanho de particula para outro. Alguns estudos relatam a
diferenciagdo na composi¢do quimica e atividade farmacoldgica em funcdo do tamanho de
particula (MA e MU, 2016; LIN, TEY e CHAN, 2014).

Popularmente, S. adstringens é bastante utilizada para a cicatrizacdo e higienizacao de
feridas, tratamento de infec¢fes e como antisséptico (OLIVEIRA et al., 2014). Assim, uma vez
que S. adstringens j& é utilizada pela populagéo para esses fins, os resultados desta pesquisa
mostraram-se satisfatorios, pois corrobora ao uso popular, comprovando a eficacia dos infusos

obtidos das folhas, como bacteriostatico. Esta propriedade se deve ao fato desta planta ser rica
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em metabdlitos secundarios, especialmente taninos, que lhes confere atividades farmacoldgicas
importantes estando envolvidos com a boa atividade antimicrobiana (AUDI et al., 2004;
COSTA et al., 2011; FIORI, et al., 2013; SOARES, et al., 2008; SOUZA, et al., 2007;
TOLEDO, 2002).

Estudos na literatura séo realizados principalmente com a casca do caule e Orlando
(2005) evidenciou que o extrato hidroalcoolico da casca do caule s6 nas concentragcfes de 100
mg/ml, 200 mg/ml e 300 mg/ml é que apresentaram atividade antimicrobiana contra Candida
albicans, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. No
entanto, na atual pesquisa, apesar de terem sido utilizadas infusdes das drogas vegetais, 0s
resultados das CIMs apresentaram-se menores (<30mg/mL), mostrando assim o melhor
aproveitamento das folhas, induzindo assim a populacgéo para o uso de folhas no tratamento de
infeccdes, sendo mais eficazes e contribuindo para a preservacdo da espécie.

Na medicina popular, a agua é geralmente o solvente principal usado para a obtencao
de preparaces a partir de plantas, tais como infusdes e chas medicinais, as quais na maioria
sdo empregadas para tratar infec¢bes bacterianas. Romero et al. (2005) estudaram uma solucéo
aquosa de S. adstringens e demonstrou que esta planta foi capaz de inibir o crescimento de S.
aureus e ser inativo frente a Candida albicans, o0 que nesta pesquisa apresentou uma CIM de
12,5mg/ml. Esta informacdo é importante, pois em ambos os estudos, solu¢Bes aquosas de S.
adstringens foram capazes de exibir um bom perfil de sensibilidade frente a S. aureus que é
uma bactéria envolvida em infec¢des importantes e que vem apresentando resisténcia frente a
antibidticos industrializados disponiveis no mercado.

J& na pequisa realizada por Pinho et al. (2012), utilizando as folhas de S. adstringens foi
confirmada a atividade antimicrobiana contra S. aureus, mas ndo contra E. coli, contrastando
com os resultados desta pesquisa onde a CIM foi igual a 0,190 mg/mL, mostrando como forte
inibidor do crescimento de E.coli diante das infusdes de S. adstringens.

Evidencia-se, dessa maneira, que o0s resultados do screening bacteriano serviram como
direcionamento para o desenvolvimento de estudos mais avangados, visando determinar a
poténcia antimicrobiana do IFAV de S. adstringens diante das cepas que apresentaram mais
sensiveis diante das drogas vegetais, ou seja, S. aureus e E. coli. Dessa forma, esse insumo
podera apresentar potencial de aproveitamento para fitoterapicos ou para pesquisa de novas

drogas antimicrobianas.
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4.3.1 Determinacao da poténcia microbioldgica relativa do IFAV de S. adstringens

4.3.1.1 Curva de crescimento

A Figura 24 mostra a curva de crescimento microbiano de S. aureus (Figura 24A) e de
E. coli (Figura 24B) obtidas no tempo de 24 horas. Segundo Trabulsi (2015) a primeira fase
caracteriza-se a fase de adaptacdo dos microrganismos (fase LAG), onde o mesmo esta se
adaptando ao meio de cultura e as condi¢Ges do ambiente; essa fase foi até o tempo de 120
minutos, observando a partir desse tempo o inicio da fase de crescimento exponencial (LOG)
que se estendeu até 450 minutos. A partir desse ponto houve uma constancia relativa no nimero
de unidades formadoras de coldnias, caracterizando assim, a fase estacionaria. Em seguida, a
fase de declinio ou morte comecou no tempo de 780 minutos e no tempo de 1080 minutos ja

havia 10x10 UFC/mL, caracterizando o fim dessa fase, assim como da curva de crescimento.

Figura 24 - Curva de crescimento dos microrganimos S. aureus (A) e E. coli (B) no tempo de
24 horas.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Comparando-se a curva de crescimento de ambas as bactérias em questao, percebeu-se
que E. coli (Figura 24B), teve a fase de adaptagdo (LAG) e fase estacionéria mais curtas do que
a de S. aureus (Figura 24A), quando analisadas nas mesmas condigdes. A fase de crescimento
de E. coli iniciou no tempo de 60 minutos, ao passo que a de S. aureus, em 80 minutos. A fase
estacionaria de E. coli ocorreu entre os tempos de 500 a 720 minutos. A fase de declinio ou
morte ocorreu no tempo de 720 a 1040 minutos, a partir desse ponto a quantidade de unidades
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formadoras de col6nias de E. coli reduziram até 10x10°UFC/mL, caracterizando assim, o fim
da curva de crescimento microbiano dessa bactéria.

Madigan et al. (2016) afirmam que a modificacdo entre a fase de adaptacéo entre essas
duas bactérias € devido a variacdo nas caracteristicas de crescimento entre esses dois
microrganismos, principalmente considerando a diferenga na composicao da parede celular de
gram positivos (S.aureus) e gram negativos (E. coli).

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

Devido a essa diferenca na taxa de crescimento de ambas, as bactérias, ficou
determinado que o tempo de insercdo da amostra teste e do padrdo foi de 6 horas para
Staphylococcus aureus enquanto que para Escherichia coli foi de 5 horas ap0s a incubacgédo do
indculo (10° UFC/mL) em caldo Muller Hinton a 37° C. Esses momentos de inser¢do das
amostras foram escohidos por se encontrarem dentro da fase exponencial de crescimento das

bactérias em questao.

4.3.1.2 Determinagdo da poténcia antimicrobiana do IFAV

Observando a Figura 25 e 26 percebe-se que foi possivel estabelecer o perfil de uma
poténcia microbiolégica de ambas as amostras, droga vegetal e IFAV. A atividade
antimicrobiana ocorreu em funcdo da concentracdo reduzindo o numero de Unidades
Formadoras de Colbnias das duas bactérias em relagdo ao numero de UFC do in6culo no
momento da insercdo dessas amostras. As inclinagbes das curvas de crescimento dos
microrganimos na fase log, permitem concluir que em concentragdes mais altas das amostras e
do padrdo, a velocidade de crescimento € menor, de acordo com 0s principios de ensaio
turbidimétrico (CAZEDE; SALGADO, 2013).
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Figura 25 - Curva da quantidade de unidades formadoras de colonias de S.aureus em funcdo
da concentracdo da substancia de referéncia (cefalotina) e das amostras testes
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Fonte: Dados da pesquisa.

Figura 26 - Curva da quantidade de unidades formadoras de coldnias de E.coli em funcdo da
concentracédo da substancia de referéncia (gentamicina) e das amostras testes
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Fonte: Dados da pesquisa.

Observa-se ainda que o extrato obteve o mesmo perfil dos antimicrobianos utilizados
frente as duas bacterias e, para a droga vegetal, foi um pouco diferenciado possivelmente pela
forma de preparo (infusdo) e pelo tamanho de particula ser maior do que o extrato seco em
spray dryer; ja o extrato, por ter utilizado uma tecnologia de secagem, assemelhou-se aos

padrbes, podendo ser comparados. Além disso, ja era esperado que a acdo antimicrobiana do
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extrato fosse maior, pois na determinacdo dos metabodlitos secundarios, 0s taninos
apresentaram-se maiores do que nas drogas vegetais. Por isso, deu seguimento aos estudos de
poténcia com apenas o IFAV (extrato seco) como candidato a incorporacdo na futura
formulacéo semi solida.

Machado, et al., (2010) explica que o efeito antimicrobiano dos taninos ocorre por dois
mecanismos de a¢do principais: em gram positivos eles se agregam a parede celular destruindo
a camada de petideoglicana, semelhante ao mecanismo utilizado pelos betalactamicos como a
Cefalotina na atividade antimicrobiana. O segundo mecanismo esta relacionado a inibicéo de
sintese proteica, semelhante a acdo da Gentamicina na inibigdo bacteriana em gram negativos
(BENUCCI, et al., 2016; SANTOS, et al., 2017; GUO, et al., 2018; KHARCHOUFI et al.,
2018).

Assim, por essa suposi¢do de similaridade nos mecanismos de a¢do dos antimicrobianos
e do extrato utilizado, os microrganismos foram inibidos nas mesmas proporcfes de
concentracdo, obtendo paralelismo em trés pontos (niveis 50%, 100% e 200%) das retas UFC
X Concentracdo do extrato em relacéo as substancias de referéncia, conforme demonstrados os
dados das Tabelas 14 e 15.

O paralelismo das retas das amostras em relagcdo aos antimicrobianos foi confirmado,
visto que todas as retas possuiam o mesmo coeficiente angular (a) na equacao da reta (y = ax+b),
sendo possivel fazer uma relacdo de doseamento entre as concentracdes dos padrdes
(antimicrobianos) e amostra (extrato/IFAV) (ERMER, JOHN e MILLER, 2008; FRANCISCO
etal., 2016).

Tabela 14 - Dados das equacdes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das
concentracdes dos antimicrobianos e do IFAV frente a S. aureus.

Coeficiente
de
Extrato/ Coeficiente angular  Coeficiente Linear correlacéo
antimicrobiano (@) (b) (r?)
Cefalotina 0,55 70,01 0,997
IFAV 0,55 80,05 0,996

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 15 - Dados das equacdes das retas obtidas com os niveis 50, 100 e 200 das
concentracdes dos antimicrobianos e do IFAV frente a E. coli.

Coeficiente
de
Extrato/ Coeficiente angular  Coeficiente Linear  correlacdo
antimicrobiano (@) (b) (r?)
Gentamicina 0,37 59,16 0,99
IFAV 0,37 64,16 0,96

Fonte: Dados da pesquisa.

Assim, pode-se calcular a poténcia do IFAV comparando-se aos antimicrobianos
sintéticos com poténcia j& conhecida, gentamicina 80mg/mL e cefalotina 1000mg (Tabela 16).

Tabela 16 - Determinacdo da poténcia do IFAV de S. adstringens em relagéo aos padrdes de
Gentamicina 80mg/mL e Cefalotina 1000mg.

IFAV S. adstringens

Padréo Gentamicina Cefalotina
80mg/mL 1000mg

Poténcia média determinada 73,22 917,4

(mg)

Percentual em relacdo a 91,53 91,74

poténcia declarada (%)

Fonte: Dados da pesquisa.

Comprovou-se que a eficacia do IFAV de S. adstringens em relagdo a ambos os padroes
com poténcia ja declarada foi satisfatoria, com uma poténcia superior a 90%, equivalente a
73mg e 917mg da poténcia da amostra em relagdo aos padrdes de gentamicina 80mg/mL e

cefalotina 1000mg, respectivamente.
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4.3.1.3 Validagéo do método analitico

Linearidade

Para verificacdo da linearidade foram obtidas cinco curvas analiticas (UFC X
Concentracdo) dos padrdes e da amostra, sendo duas no mesmo dia (avaliacdo intradia) e as
demais em dias diferentes (avaliacéo interdias).

O modelo linear foi adequado para as cinco curvas apresentando normalidade,
independéncia dos residuos (homoscedasticidade) significativos e desvio de linearidade
(regressdo) ndo significativa (ERMER, JOHN, MILLER, 2008).

A normalidade e independéncia de residuos (homoscedasticidade) sdo requisitos
necessarios para que o método dos minimos quadrados seja empregado na anélise de regressdo
linear (SOLANO, 2011). Portanto, se algum deles estiverem fora dos limites de controle limita
0 método de ajuste.

Dessa forma, os resultados do estudo dos parametros do modelo linear construido
apresentaram para os residuos uma distribuicdo normal e sem dependéncia entre 0S mesmos
(Figuras 27 e 28), a regressao foi adequada para representar a atividade inibitéria dos
antimicrobianos assim como do extrato frente as bactérias escolhidas.

O coeficiente de determinacéo (r?) é a fraco da variancia total de y que é explicada pela
variagcdo em X, ou seja, a proporc¢éo da variacao total na quantidade de unidades formadoras de
coldnias que é explicada pela variacdo da concentracdo da substancia antimicrobiana.

As cinco retas apresentaram coeficiente de correlacdo (r) superior ou igual a 0,98
(Tabela 17 e 18) conforme critério estabelecido pela resolucdo brasileira (BRASIL, 2003).

Esses valores foram observados nas analises com as duas bactérias.
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Figura 27 - Graficos dos Residuos das analises do extrato de S. adstringens obtido das folhas

(A) e das analises realizada com Cefalotina (B) frente a S. aureus.

(A)
0.15
0.1
o D005
=
2
2 o
=
-0.05
0.1
0.1%
(B)
015
01
005
=]
=
o i}
(%]
@
=4
005
0.1
0.15

Fonte: Dados da pesquisa.

: 3
: * .
* * - ;
*
$ $
3 3
: ! ‘ :
*
25 50 100 200 400
Variavel independente
*
*
$
*
3 $ H $
$ . * :
. : ’
* : *
* * z *
25 loo 200 400

Variavel independente



98

Figura 28 - Graficos dos Residuos das analises do extrato de M. charantia obtido das folhas
(A) e das analises relizadas com Gentamicina (B) frente a E. coli.
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Tabela 17 - Pardmetros de curva analitica (intercepto - a, inclinacéo - b, e coeficiente de
correlagéo - r?) para o padréo cefalotina e o IFAV nos niveis de 50%, 100% e 200% frente a

S. aureus.
Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Amostra Retas . ~

linear (a) angular (b) correlacéo (r?)

1° Dia A 0,550 80,071 0,9996

1°DiaB 0,550 80,073 0,9996

IFAV 2° Dia 0,550 80,072 0,9995

3° Dia 0,550 80,071 0,9997

4° Dia 0,550 80,074 0,9997

1° Dia A 0,550 70,018 0,9996

1°DiaB 0,550 70,012 0,9996

Cefalotina 2°Dia 0,550 70,011 0,9995

3° Dia 0,550 70,013 0,9997

4° Dia 0,550 70,016 0,9997

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 18 - Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinacéo - b, e coeficiente de
correlacéo - r) para o padrio Gentamicina e o IFAV nos niveis de 50%, 100% e 200% frente

a E. coli.

Coeficiente Coeficiente Coeficiente de
Amostra Retas l X 12
inear (a) angular (b) correlacéo (r9)

1°Dia A 0,370 64,166 0,9993

1°DiaB 0,370 64,163 0,9995

IFAV 2° Dia 0,370 64,164 0,9994

3° Dia 0,370 64,167 0,9992

4° Dia 0,370 64,162 0,9992

1°Dia A 0,370 59,165 0,9998

1°DiaB 0,370 59,163 0,9998

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

3° Dia 0,370 59,167 0,9996

4° Dia 0,370 59,165 0,9995

Fonte: Dados da pesquisa.

Desta forma, um valor de r? igual a 0,9996 e 0,9988 dos padrdes no primeiro dia,
significa que 99,96 % e 99,88% da variabilidade do numero de UFC sdo explicadas pela

concentracédo da Cefalotina e Gentamicina, respectivamente (MONTGOMERY et. al., 2001).

Precisdo
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A precisdo foi avaliada quanto a repetitividade (precisdo intradia) e precisdo
intermediéria (interdias), assim como a exatiddo. A exatidao pode ser vista como composta pela
veracidade (trueness)-(bias) e pela precisdo (desvio padrdo) como demonstradas nas Tabelas 21
e 22. Desta forma, pode ser considerada como a estimativa do erro total do processo analitico.
A veracidade esta relacionada com os erros sistematicos do procedimento analitico e em alguns
casos é referenciada como exatidao (SAVIANO et al, 2014; HUBERT 2007).

E recomendavel desvio padrdo menor do que 5 % em relacdo a poténcia calculada,
indicando que o método desenvolvido apresenta precisdo. Em relacdo a exatiddo intradia e
interdias, os valores médios de poténcia estdo de acordo com o critério de validade: valor médio
da poténcia entre 85 e 115 % do valor teérico do padrdo (Tabelas 19 e 20), de acordo com a
Farmacopéia Brasileira, V edicdo. Dessa forma, o0 método foi considerado exato, uma vez que
o intervalo de tolerancia para a concentracdo da amostra no nivel em questdo estava inserido
no limite de + 15 % (variagdo maxima permitida para avaliacdo da exatiddo segundo resolugédo
brasileira e guia do FDA) (BRASIL, 2003; U.S. FOOD., 2001).

Tabela 19 - Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias médias
e desvio padrdo para precisao e exatiddo intra e interdias da amostra em trés diferentes niveis
de concentracdo contra S.aureus.

Amostra Analises Poténcia e intervalo de confianca a 95 % (%)
50 % 100 % 200 %
1°dia A 45.80 91.72 183.58
1°dia B 45.83 91.80 183.55
2°dia 45.82 91.71 183.56
IFAV 3° dia 45.79 91.73 183.53
4° dia 45.78 91.73 183.55
Média 45.80 91.74 183.55
Desvio padrédo 0.021 0.036 0.018
Coef. de variacdo 0.045 0.039 0.013

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 20 - Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianca a 95%, poténcias medias
e desvio padrdo para precisao e exatiddo intra e interdias da amostra em trés diferentes niveis
de concentragéo contra E. coli.

Amostra Anélises Poténcia e intervalo de confianca a 95 % (%0)
50 % 100 % 200 %
1°dia A 45.73 91.55 183.28
1°dia B 45.70 91,51 183.35
2°dia 45.72 91.58 183.36
IFAV 3°dia 45.73 91.47 183.29
4° dia 45.77 91.53 183.32
Média 45.73 91.53 183.32
Desvio padréo 0.025 0.041 0.035
Coef. de variacdo 0.057 0.045 0.026

Fonte: Dados da pesquisa.

Limites de deteccdo (LD) e quantificacéo (LQ)

Verificou-se entdo que a menor concentracdo do extrato capaz de inibir o crescimento
microbiano de forma maior que o solvente, isto é, a que apresentou atividade antimicrobiana
detectavel pelo método foi igual a 0.125 mg/mL visto que o diluente ndo apresentou atividade
antimicrobiana. Portanto, a concentragdo de 0.125 mg/mL foi determinada como limite de
deteccdo do método desenvolvido. Com o célculo obtido pela curva de calibracdo, o limite de
deteccdo foi de 0.250 mg/mL para o extrato analisado contra os dois microrganismos.

O limite de quantificacdo foi calculado a partir das curvas de calibracéo intradia e
interdia. Observando assim, nas Tabelas 21 e 22 as menores concentracbes que foram
detectadas com linearidade do método. Para os antimicrobianos os limites de quantificacdo

encontrados foram de 0.250 pg/mL.

Tabela 21 - Valores do limite de quantificacdo, desvio padrdo e coeficiente de variacao
calculado intradia e interdias nas analises com S.aureus.

Andlises IFAV Cefalotina
(mg/mL) (Hg/mL)

1°dia A 0.502 0.501
1°diaB 0.505 0.502
2° dia 0.504 0.504
3° dia 0.503 0.504
40 dia 0.502 0.503
Desvio padréo 0.001 0.001

Coeficiente de variagédo 0.259 0.259
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Tabela 22 - Valores do limite de quantificacdo, desvio padrdo e coeficiente de variacao
calculado intradia e interdias nas analises com E. coli.

Andlises IFAV Gentamicina
(mg/mL) (Hg/mL)
1°dia A 0.503 0.504
1°diaB 0.502 0.506
2° dia 0.505 0.502
3°dia 0.504 0.505
40 dia 0.503 0.503
Desvio padréo 0.001 0.002
Coeficiente de variacdo 0.226 0.314

Fonte: Dados da pesquisa.

Robustez

Os resultados dos métodos analiticos podem variar por uma serie de fatores, o que

afetaria a sua reprodutibilida de. Assim, deve-se avaliar a robustez do método, isto €, a sua

capacidade em resistir a pequenas variagdes (SAVIANO et al.,2014).

N&o ocorreu variagdo na poténcia quando variado o comprimento de onda de leitura

das absorbéancias e os diluentes das amostras (Tabelas 23 e 24). Portanto, com a alteracdo do

pH, observou-se uma reducdo do crescimento microbiano nas variacdes acidas e alcalina. Com

isso ocorreu mudanca das absorbancias e consequentemente alteracdo nos calculos das

poténcias dos extratos em relacdo aos antimicrobianos, diminuindo esses valores, todavia

obedecendo a variacdo permitida pela RDC de 2003.

Tabela 23 - Valores de poténcia relativa dos extratos aos antimicrobianos frente a S. aureus

em diversas condicoes.

Amostra

IFAV

Comprimento de

600 625

onda (nm

)
650

DP

Ccv

DMS
o)
(10%
)

Solvente

Glico
se (5
%)

S.sali
na
(0.9%
)

DP

cv

Acid

pH

Basic

Neut
ro

DP

Ccv

91.6 91.7

7

2

91.7
8

0.05
5

0.60
0

91.74

91.70

91.76

0.02

0.31

88.5

88.62

88.57

0.04

0.46

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

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 24- Valores de poténcia relativa dos extratos aos antimicrobianos frente a E. coli em

diversas condices.
Comprimento de

Solvente pH
Amostra onda (nm)

600 625 650 DP CV | DMSO Glicose S.salina | DP CV | Acido Bésico Neutro
(10%) (5%) (0.9%)

DP | CV

Folha 91.52 91.49 91.48|0.021|0.230 | 91.54 91.50 9155 |0.026 {0.290 | 87.72 87.69 87.67 |0.025|0.260

Legenda: DP: desvio padrdo; CV: coeficiente de variagéo.
Fonte: Dados da pesquisa.

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

Durante a fase log (ou de crescimento exponencial) o crescimento microbiano ocorre
de forma répida. As bactérias, quando em condi¢6es adequadas, dividem-se num determinado
intervalo de tempo (tempo de geracdo) de forma que a populacdo microbiana aumenta em
progressdo geométrica. O tempo de geracdo € inerente a0 microrganismo e depende de varios
fatores, inclusive do pH. A turbidez resultante do crescimento microbiano e decorrente da
interacdo entre antibiético e microrganismo-teste é influenciada pelas fases lag e log de
crescimento (AKKERMANS; IMPE, 2018). Consequentemente, se o pH do meio de cultura
varia de forma significativa durante o periodo de incubacéo do ensaio, a atividade do antibiético
avaliado frente ao microrganismo teste pode ser alterada como observada nos dados obtidos por
esse estudo.

Diante do estudo de determinacdo da poténcia e validacdo do método analitico de IFAV
de S. adstringens percebe-se que a amostra em questdo apresentou uma excelente eficacia e o
método adequado podendo ser estudado para incorpora-lo a uma formulagéo e utilizada como
alternativa terapéutica a resisténcia antimicrobiana frente a cefalotina e gentamicina e outros

representantes dessas classes.

4.4 ENSAIOS TOXICOLOGICOS COM O IFAV

Dentre os bioensaios de toxicidade, encontra-se o ensaio de letalidade frente a Artemia
salina Leach, um microcrustaceo de agua salgada comumente utilizado como alimento para

peixes. A simplicidade com que pode ser manuseado, a rapidez dos ensaios e 0 baixo custo
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favorece a sua utilizacdo rotineira em analises preliminares de toxicidade geral (LUNA et al.,
2005; NASCIMENTO et al., 2008).

S. adstringens causou a morte de 51% dos nauplios na concentracdo maxima testada
(1.000 pg/ml) apresentando assim letalidade frente a A. salina L. de modo moderado, pois na
literatura (OECD, 2004) cita que uma CL50 inferior a 1000 pg/mL apresenta uma potencial
citoxicidade para 0s organismos que possam ser expostos a ela. J& no estudo realizado por
Mclaughlin; Saizarbitori; Anderson (1995) a toxicidade com A. salina se revelou negativa para
0s extratos obtidos de folhas (CL50>1000mg/ml), indicando uma baixa toxicidade da amostra.
Com a casca de S. adstringens, Siqueira; Higino (2008) ao avaliarem a toxicidade frente a A.
salina com amostras de garrafadas obtidas de cascas observou que esta € moderadamente
toxica, corroborando com o estudo. No entanto, em um estudo realizado por Vieira (2014) o
extrato etandlico de casca foi letal para os nduplios nas concentragcdes de 500 200 e 100 pg/mL,
possivelmente devido ao tipo de extrato obtido.

Na avaliagéo da toxicidade aguda oral e intraperitoneal em camundongos a substancia
teste na dose de 2000 mg/Kg v.o e i.p proporcionaram sinais estimulantes (agitacdo) nos
primeiros 30 minutos, em seguida, sinais depressores foram evidentes. Almeida et al. (2009)
apos a inoculacdo do extrato hidroalcodlico das folhas de barbatimdo em animais, observaram
alteracdes caracterizadas como neurovegetativas, com respostas estimulantes e depressora.
Porém ap6s a primeira 1h no atual estudo, todos os sinais depressores ja haviam sido cessados
e que se manteve durante os 14 dias de avaliacdo. Durante esse periodo de observacdo 0s
animais ndo apresentaram sinais anormais, nem mesmo diferencas no consumo de racgdo,
ingestdo de agua e no peso corporal. Os animais do grupo controle apresentaram uma transitéria
irritabilidade, comum pela ingestdo ndo espontanea do veiculo (etanol a 50%).

Apesar de alguns reacdes comportamentais terem sido detectadas no screening
hipocratico nao houveram mortes apos o periodo de 14 dias, na dose de 2000 mg/Kg, com isso
a DL50 foi considerada como sendo DL50 > 2000 mg/kg, sugerindo uma dose letal acima de
5000 mg/Kg sendo considerada de baixa toxicidade de acordo com protocolo 423 da
Organization for Economic Co-Operation and Development (OECD, 2001). Rebecca et al.
(2002) estudaram a toxicidade de diferentes doses orais do extrato acetdnico da casca de S.
adstringens, apresentando uma DL50 800 a 1600 mg/kg e, em outro estudo, constatou que a
dose letal do extrato aquoso é 2700mg/kg (REBECA et al. (2003).

De acordo com os resultados apresentados nas Tabelas 25, 26, 27 e 28, constatou-se que
0s parametros bioquimicos e hematol6gicos medidos apos inoculacéo do extrato (2000 mg/Kg)

de S. adstringens por via oral (v.0.) e via intraperitoneal (i.p.) no geral apresentaram dentro dos



105

parametros normais aos ser comparada ao controle, com excecdo de Aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (Tabela 26) tiveram valores
aumentados apds o contato com a substancia durante os 14 dias de observacdo, corroborando
com o estudo de Rebeca et al. (2002).

Tabela 25 - Parametros hematologicos de animais do grupo controle e tratados com IFAV de
S. adstringens por 14 dias.

Pardmetros Controle Substéancia
2000 mg/kg v.o 2000 mg/kg i.p.

Eritrocitos (10%/mm?) 7.00+0.21 6.98+0.32 6.92+0.30
Hematocrito (%) 39.95+0.21 40.27+0.41 39.50+0.72
Hemoglobina (g/dL) 15.32+0.22 15.55+0.44 15.15+0.41
VCM(fL) 65.00+1.01 66.33+0.03 65.00+0.96
HCM (pg) 25.17+0.82 24.91+0.85 24.99+0.93
CHCM (%) 38.20+0.91 37.67+0.85 38.20+1.01
Leucdcitos (103/mm3) 6.56+0.43 6.46+0.46 6.51+0.37
Segmentados (%) 53.79+1.16 53.90+1.38 52.71+1.21
Linfdcitos (%) 29.22+1.70 28.28+1.57 29.09+0.92
Monécitos (%) 16.94+1.55 17.82+1.22 18.20+1.06

N= 3 animais por grupo. Analise de variancia (ANOVA) por uma via seguido pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 26 - Pardmetros bioquimicos de sangue de animais do grupo controle e tratamentos

com IFAV de S. adstringens por 14 dias.

Pardmetros Controle Substéancia

2000 mg/kg v.o 2000 mg/kg i.p
Albumina (g/dL) 1.9940.09 2.01+0.13 2.0540.15
ALT (U/L) 88.40+1.12 85.3+0.02 99.33+4.73*
AST (U/L) 122.09+3.72 121.97+3.01 159.44+4.11*
Proteinas totais (g/dL) 7.1240.20 7.09+0.23 7.13+£0.19
Fosfatase alcalina (1U/L) 14.00+1.0 13.33£2.52 37.00+2.65*
GGT (U/L) 10.70+0.90 11.07+0.26 11.37+1.01
Ureia (mg/dL) 54.02+2.23 54.39+2.53 54.20+2.05
Creatinina (mg/dL) 0,23+0.08 0,20+0.09 0.21+0.06

* Significativo estatisticamente em relacdo ao grupo controle: (p < 0,05). N= 3 animais por grupo. Analise de
varidncia (ANOVA) por uma via seguido pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 27 - Avaliacdo do consumo de alimentos e &gua, e ganho de peso dos animais dos
grupos controle e tratados com extrato de S. adstringens por 14 dias

Parametros Controle Substéncia
2000 mg/kg v.o. 2000 mg/kg i.p.
Consumo de agua (mL) 41.01+£1.05 41.05.82+1.26 40.10+£1.12
Consumo de alimento (g) 30.22+0.73 30.19+0.90 30.09+1.01
Ganho de peso (9) 12.01+0.55 12.12+0.50 11.99+0.42

Fonte: Dados da pesquisa.
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Tabela 28 - Efeito com IFAV de S. adstringens (2000 mg/Kg v.0 e i.p) em camundongos
fémeas Swiss ap0s 14 dias de tratamento em dose Unica.

Pardmetros Controle Substancia
2000 mg/kg v.o 2000 mg/kg i.p.

Coracéo () 0.18+0.00 0.18+0.01 0.18+0.00
Pulméo (g) 0.24+0.00 0.26+0.02 0.24+0.02
Figado (g) 2.11+0.10 2.05+0.05 2.09+0.09
Rim (9) 0.23+0.01 0.25+0.02 0.24+0.02
Baco (g) 0.33+0.03 0.29+0.041 0.31+0.04
Estdmago (g) 0.28+0.02 0.29+0.02 0.2940.00
Cérebro (g) 0.45+0.01 0.46+0.02 0.46+0.01

Valores expressos em media (p < 0,05). N= 3 animais por grupo. Analise de variancia (ANOVA) por uma via
seguido pelo teste de Bonferroni.

Fonte: Dados da pesquisa.

Quanto a variacdo do peso dos érgdos (Tabela 28), ndo houve alteracdo. Ja no estudo de
Rebeca et al (2002), com extrato de casca houve involucéo do timo.

Portanto, de acordo com os resultados supracitados, o extrato seco por spray dryer foi
considerado de baixa toxicidade aguda, tanto oral quanto intraperitoneal.

Segundo Rodrigues (2012) o uso tdpico do extrato de barbatiméo ndo demonstra efeitos
toxicos a humanos e animais, porém a ingestdo deste fitoterapico pode ser extremamente
perigosa. No entanto, esta pesquisa mostra que quando se trata folhas de S. adstrigens,
submetidas a tecnologia de secagem por spray dryer, a citoxicidade por A. salina e toxicidade
via oral s8o minimas, podendo ser importante veiculo para formulag¢fes tanto topicas quanto

orais.
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45 ESTUDO DE INTERACAO TERMICA DE MISTURAS BINARIAS IFAV-
EXCIPIENTES (1:1)

No presente trabalho optou-se por propor uma formulagéo do IFAV de S. adstringens
em um gel para fins de acdo antimicrobiana para infeccbes dermatologicas, com excelente
potencial frente a S. aureus e E. coli. Pela fitoquimica, todos os metabdlitos secundarios tiveram
altos teores; podendo ainda ser utilizado como cicatrizante, antiinflamatorio e antioxidante.

Os estudos de interacdes entre farmaco e excipiente, em que as técnicas térmicas sao as
mais utilizadas sdo considerados uma etapa importante na pré-formulacdo. As alteracGes de
faixa de fusdo do farmaco, forma e area dos picos encontrados no DSC ou mudancas no TGA podem
indicar possiveis interacdes e incompatibilidades entre o farmaco e o excipiente analisado. (TITA
etal., 2011; NARANG; DESAI; BADAWY, 2012; FULIAS et al., 2013).

A Tabela 29 contém o estudo térmico de interacdo fisico-quiica entre o IFAV e 0s
excipientes por meio de misturas binérias (1:1). De acordo com os resultados, a maior parte das
misturas entre IFAV e excipientes apresentam variacdes significativas nos perfis térmicos
esperados. Os valores de entalpia variaram em cada mistura com o excipiente especifico.
Algumas alteracdes relativas a entalpia sdo esperadas nesses experimentos, devido a problemas
na uniformidade de contetdo de pequenas amostras utilizadas nas analises DSC (SANTANA
et al, 2017).

Para a avaliacdo mais minuciosa de uma interacdo de um farmaco com um excipiente,
é possivel executar um estudo por DSC e complementar com TG. E realizada entdo uma curva
TG para o farmaco, outra curva para o excipiente especifico, uma terceira referente a mistura
binaria. Se o resultado da curva TG da mistura binaria ndo for o somatério das curvas TG
individuais do farmaco mais o excipiente, existe incompatibilidade na mistura proposta
(OLIVEIRA et al. 2011).

Gelificantes

Na Figura 29 e 30 encontram-se representados os dados térmicos relativos ao agente

gelificante carbopol e natrosol, respectivamente utilizados nesse estudo e suas misturas binarias

com o IFAV de S. adstringens.
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Tabela 29 - Estudo de compatibilidade de IFAV de S. adstringens e excipientes
usando DSC na Rz 10 °C/min-1 na atmosfera de N2

EVENTO 2 3
Entalpia Tpico Entalpia  Tpico Entalpia Tpico
AMOSTRAS (J/9) (°C) (J/9) (°C) (J/9) (°C)
IFAV -8.52 62.74 131.47 117.94 -8.61 291.22
GELIFICANTES  Natrosol -52.79 102.16 34.62 173.72 46.63 329.77
IFAV + Natrosol -27.49 90.56 20.02 149.60 3.87 343.81
Carbopol -16.06 78.91 30.58 148.91 -23.33 270.93
IFAV + -18.24 86.05 72.79 147.90 -19.69 223.56
Carbopol
Glicerina -1.71 46.67 17.88 110.18 -644.64 193.61
UMECTANTES IFAV + -101.44 39.88 - - -52.66 126.03
Glicerina
Propilenoglicol ~ -30.02 106.65 - - - -
IFAV+ -23.89 134.16 - - - -
Propilenoglicol
CONSERVANTE Acido benzoico  -18.02 50.00 90.71 110.25 -30.00 127.60
IFAV  + Ac. -14.43 37.72 56.42 61.20 - -
benzobico
SOLUCAO Acido citrico -4.34 41.78 91.28 66.49 -62.86 154.58
TAMPONANTE
Citrato de sédio  -340 42.17 - - -187.49  187.56
IFAV + Ac. -14.27 42.59 69.18 67.57 -187.49  187.56
Citrico
IFAV + citrato -16.49 40.77 60.40 72.70 -113.23  164.20

de sédio

Fonte: Dados da pesquisa
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Figura 29 - Curvas DSC (A) e TG (B) das misturas (1:1) do IFAV-carbopol
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Figura 30 - Curvas DSC (A) e TG (B) das misturas (1:1) do IFAV-natrosol
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Fonte: Dados da pesquisa.

Observou-se que para o carbopol houve trés picos sendo dois endotérmicos e um

exotérmico, tanto do IFAV quanto do excipiente e suas misturas; ja o natrosol e a mistura IFAV
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+ Natrosol ocorreu uma inversdo no perfil do pico 3, comportando-se como exotérmico, ao
passo que o extrato foi endotérmico, representando uma possivel interagdo. O pico 2 do extrato
foi o mais significativo com a maior entalpia igual a 131.47 J/g™.

Chadha; Bhandari, (2014) afirmam que é importante observar que na mistura binaria
existe uma alteracdo no valor da entalpia do IFAV quando associado aos excipientes (mistura
fisica). Este valor equivale a praticamente a metade do valor de entalpia do fArmaco, visto que
se trata de misturas fisicas na proporcdo 1:1. Para que ndo seja caracterizada uma
incompatibilidade, os eventos térmicos mais significativos devem ocorrer nas mesmas faixas
de temperatura. Dessa forma, percebeu-se que em todos os picos do carbopol a entalpia das
misturas foi proximo da metade da entalpia do IFAV e 0s eventos térmicos ocorreram dentro
de faixas de temperatura similares (Tabela 31), indicando assim que ndo houve interacdo, ao
contrario do natrosol que apresentou comportamento anémalo (Figura 30), ndo se aproximando
nem do IFAV nem do excipiente isolado, com mudancas nas temperaturas e ocorréncia de
picos.

Na termogravimetria dos excipientes e misturas binarias, o IFAV + carbopol teve a
maior degradacdo na mesma faixa de temperatura correspondente ao terceiro evento de
degradacdo, com perda de massa de 13.97%. Os picos observados ocorreram em faixas de
temperatura préximas, sendo importante destacar que no perfil da mistura binaria ndo houve
supressdo dos picos dos componentes isolados.

Pequenas mudancas na forma, altura e largura dos picos sdo esperadas devido a
diferencas na geometria ou uniformidade da mistura. Portanto, nas curvas TG e DSC do
carbopol é possivel perceber que na curva referente a mistura binaria ha a conservagdo da
maioria das etapas do extrato, como também do excipiente, quando separados. Algumas etapas
da curva TG da mistura mantiveram temperaturas préximas aos valores observados em cada
um, separadamente. E o natrosol demonstrou ter interacdo térmica, sendo necesséria a aplicacao
de outras técnicas a exemplo de difracdo de raiox, cromatografia liquida e microscopia

eletrbnica de varredura.

Umectante

No geral, 0s agentes umectantes mais empregados correspondem aos polidis, tais como
butilenoglicol, propilenoglicol e glicerina. Esses dois ultimos foram escolhidos para o estudo
de compatilidade, presentes em uma grande quantidade de produtos que entram em contato com

a pele humana, tais como medicamentos de aplicagdo topica, dermatologica, cosméticos além
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de solubilizarem e dispersarem diversos ingredientes ativos como extratos vegetais e

apresentarem acdo conservante (GUZZI, 2011; SILVA et al., 2013).
A Figura 31 representa as curvas DSC e TG das amostras do IFAV, glicerina e a Figura

32 a de propilenoglicol e misturas binarias.

Figura 31 - Curvas DSC (A) e TG (B) das misturas (1:1) do extrato-glicerina
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A curva DSC da glicerina mostra que ela apresentou o primeiro pico endotérmico,

coincidindo na mesma faixa de temperatura com o IFAV e com a mistura binaria. Neste Gltimo
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caso houve a supressdo do segundo pico exotérmico e o endotérmico mais proeminente ocorreu
na temperatura de 126.03°C com entalpia de -52.66 J/g (perda de massa na TG 26%),
apresentando-se bem menor do que no IFAV que foi expresso na entalpia de 8.61 J/g a uma

temperatura mais elevada, 291,22°C.
A Figura 32 mostra o estudo de interacdo do IFAV com outro umectante, o

propilenoglicol.

Figura 32 - Curvas DSC (A) e TG (B) das misturas (1:1) do extrato-propilenoglicol
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Fonte: Dados da pesquisa

Os picos principais do processo térmico por DSC foram compativeis, ocorrendo dentro

da mesma faixa de temperatura expressando picos endotérmicos (Tabela 31). Além disso, a
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entalia da mistura foi praticamente a metade do que a da IFAV. Na curva de TG a perda de
massa maxima foi de quase 87% préximo a 200°C.

Conclui-se que, houve indicios de interacéo térmica do IFAV de S. adstringens com a
glicerina, devido a supressao de um pico e diferencas na entalpia e o resultado da interacdo com
o propilenoglicol foi mais benéfica visto que conservou melhor as etapas de degradacéo, ndo
havendo supressdo de picos e os eventos de degradacdo coincidiram nas mesmas faixas de

temperatura

Conservante

O conservante antimicrobiano proposto foi o acido benzoico, amplamente utilizado
em cosméticos e produtos farmacéuticos, efetivo contra bactérias, principalmente gram
positivas e fungos com a capacidade de penetrar através da parede celular dos microrganismos.
Sua acdo depende do pH do meio, em valores de pH entre 2,5-4,5 (SCHMITT, 2015). Por isso,
a solucdo tampdo citrato pH 4 foi proposta em conjunto para potencializar a acdo conservante
e agir como tamponante.

O perfil DSC do &cido benzdico mostrou um evento endotérmico importante na
temperatura de 127.60°C (AH= -30.00 J/g}). Na mistura binaria, no terceiro pico houve
degradacdo em uma faixa de temperatura bem simlar com o IFAV, sendo visivel na Figura 33.
A curva TG do &cido benzdico isolada mostra uma etapa de decomposicdo térmica com uma
perda de massa de quase 70% na seguinte faixa de temperatura 154-174.00°C. Na mistura
binaria do &cido benzoico com o IFAV nessa faixa de temperatura, a perda de massa ocorreu
com 20%; houve quatro etapas de decomposicdo térmica. Nos perfis TG das misturas do
excipiente com o IFAV, é possivel identificar que os eventos de decomposi¢do ocorrem nos
mesmos intervalos de temperatura, com apenas pequenas diferengas na perda de massa em cada

evento.
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Figura 33 - Curvas DSC e TG das amostras do extrato, acido benzdico e suas misturas (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa.
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Na Figura 34 percebe-se que o acido citrico e o IFAV na mistura binaria mantiveram o

mesmo perfil térmico com trés picos endotérmicos, por isso que a degradacédo térmica dessas

duas amostras ocorrereu nas mesmas faixas de temperatura e com entalpia similares.

A fusdo do é&cido citrico ocorre em 153°C, por isso, na mistura houve um pico

endotérmico nessa faixa de temperatura com entalpia de -62.86J/g, mostrando a
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compatibilidade entre o IFAV de S. adstringens com o &cido citrico, com entalpia de quase 0

dobro do valor -187.49J/g.
Observa-se ainda que houve o aparecimento de um quarto pico, ndo indicando uma

interacdo danosa e sim coincidindo com o &cido citrico. Na TG houve perda de massa maxima,

representando 27% da amostra, em todo 0 processo.

Figura 34 - Curvas DSC e TG das amostras do IFAV, &cido citrico e suas misturas (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa

O comportamento do DSC da mistura do IFAV com o citrato (Figura 35) se mostrou

com perfil semelhante a mistura com o acido citrico, ambas tiveram praticamente 0s mesmos

valores de entalpias.
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Figura 35 - Curvas DSC e TG das amostras do IFAV, citrato e suas misturas (1:1).
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Fonte: Dados da pesquisa

Entretanto, na mistura com o citrato, 0 quarto pico ocorreu em uma temperatura mais
elevada, 318.6°C, ao passo que na do acido citrico a degradacéo térmica ocorreu em 188°C. A
curva de TG do citrato apresentou o perfil similar a do acido citrico, sendo que o0s eventos se

sobrepuseram melhor, representando compatibilidade ainda maior, com a perda de massa mais
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intensa ocorrendo na terceira etapa de 11.15% em uma temperatura maior (330°C), do que na
mistura com &cido citrico nessa mesma etapa. Portanto, sugere-se, compatibilidade desses dois
excipientes com S. adstringens.

Na termogravimetria, a primeira etapa, representou a perda de 4gua e aconteceu na faixa
de 41.5-80.80°C, com perda de massa de 3.11%; a segunda etapa aconteceu entre 153.40-
155.39°C com uma perda de massa menor, de 11.38%; a terceira etapa houve a maior perda de
massa, 22.28%, na faixa de temperatura de 185.26-204.10°C, etapa essa onde ocorre a
degradacdo de compostos importantes, estando assim compativel com o extrato que ocorreu na
mesma faixa de temperatura, com uma perda de massa de 14.43%; as outras etapas
representaram a continuidade do processo com perdas de massas menores.

Dessa forma foi possivel constatar que o acido citrico e o citrato sdo compativeis com o
IFAV de S. adstringens, podendo assim ser utilizada a solucdo tampao citrato pH 4,0 na

formulacéo proposta.
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5 CONCLUSAO

As infusbes obtidas das folhas de S. adstringens obtiveram atividade antimicrobiana
contra todos os microrganimos testados, especialmente frente as bactérias S. aureus. P.
aeruginosa. E. coli e K. pneumoniae com valores de CIM menor do que 1mg/mL em todos 0s
tamanhos de particulas, mostrando-se como potentes, inibidores do crescimento para esses
microrganismos.

As infus@es obtidas apresentaram concentracdes significativas de taninos, flavonoides
e polifenois totais, ocorrendo uma variagdo inversamente proporcional nas concentracdes de
todos os metabdlitos quantificados em fungdo do tamanho de particula, podendo essas drogas
vegetais ser diferenciadas pela quantificacdo desses compostos. A padronizacdo das drogas
vegetais obtidas de S. adstringens foi especifica de acordo com o tamanho de particulas atraves
dos dados térmicos e cinéticos obtidos com a TG e DTA e os dados de cromatografia. 1sso foi
evidenciado pela aplicacdo das técnicas de anélise multivariada PCA e HCA nos dados obtidos,
bem como da polidispersdo do tamanho de particula e morfologia por meio de Mcroscopia
Eletrénica de Varredura (MEV).

Em relacdo ao IFAV, observou-se que os teores de metabdlitos secundérios foram
maiores do que das drogas vegetais, devido a tecnologia de obtencdo por spray dryer. A
espectroscopia de infravermelho comprovou bandas de absorcdo caracteristicas, indicando a
presenca de compostos quimicos, bandas caracteristicas de determinados grupamentos como
metil, hidroxila, além de hidrocarbonetos e ligacbes carbono-oxigénio. Estes sugerem a
presenca na amostra de grupos funcionais como éter, ésteres e acidos carboxilicos, indicativo
de metabdlitos responsaveis pela atividade antimicrobiana como polifendis totais e taninos que
se apresentaram com alto teor. Portanto, a aplicacao dessas técnicas forneceu dados importantes
que podem ser utilizados como parametro de controle de qualidade e reprodutibilidade das
caracteristicas de insumos vegetais apresentando assim, grande relevancia.

Para que um ingrediente ativo seja eficaz quanto a sua natureza antimicrobiana contra
determinado microrganismo, é necessario que sua poténcia esteja dentro dos limites
estabelecidos, de modo que forneca eficacia, seguranca e qualidade. Sendo assim, na realizacdo
do doseamento de poténcia antimicrobiana do IFAV obtido da folha de S. adstringens os
resultados obtidos indicaram que o ensaio microbioldgico do método de microdilui¢do ofereceu
boa preciséo, exatiddo, bem como uma curva de calibragdo apropriada sendo efetiva para o

doseamento microbioldgico do extrato nebulizado. Além disso, com a aplicacdo do método



121

observou-se que 0 extrato possui uma poténcia similar ao padrdo nos mesmos niveis de
concentracgéo, frente a S. aureus e E. coli e que se apresentaram dentro das especificacdes. A
poténcia do IFAV foi superior a 90% mostrando-se assim bastante eficaz.

A toxicidade também é um dado importante e os resultados mostraram que tanto nos
ensaios preliminares com A. salina, quanto a toxicidade aguda e screening hipocratico a
toxicidade foi minima bem como os efeitos depressores, ao contrério do que a literatura mostra
com extrato de casca de S. adstringens.

Os estudos de compatibilidade extrato nebulizado/exci
piente, por andlise térmica mostraram que os excipientes Carbopol, propilenoglicol, acido
benzdico e solucdo tampdo citrato pH 4,0 poderdo ser utilizados na forma farmacéutica gel,
pois apresentam indicios de compatibilidade com o IFAV.

Portanto, com o estudo realizado percebe-se a importancia de trabalhos que mostrem os
estudos de pré-formulacdo de um medicamento fitoterapico, bem como a padronizacdo tanto
das drogas vegetais quanto do insumo farmacéutico ativo vegetal, apontando indicios para o
desenvolvimento de produtos de origem vegetal que tenha comprovada a sua qualidade,
seguranca e eficacia. Na literatura existem poucas pesquisas nesse sentido sobre o S.
adstringens utilizando as folhas como candidata a farmaco. Além disso, a atual pesquisa p6de
confirmar o uso popular de S. adstringens para o tratamento de infecgdes e uso em feridas, com
evidéncias cientificas, podendo-se ndo consumir apenas a casca e sim as folhas com grande
potencial antimicrobiano e preservacdo da espécie. Pelo fato de IFAV de S. adtringens ter
poténcia quase igual a gentamicina 80mg/mL e cefalotina 1000mg podera ser utilizada como

alternativa terapéutica em casos de resisténcia para tratar infecgdes.

Perspectivas futuras

Diante dos resultados obtidos e da premissa da formulacdo de um produto fitocosmético

antimicrobiano, tem-se como perspectivas do presente trabalho:

e Desenvolver a formulacdo em gel com estudos de estabilidade preliminar e de longo
prazo, avaliando periodicamente as caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas
do fitocosmético;

e Fazer teste de sensibilizacdo dérmica in vivo da formulagéo;
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e Avaliar a poténcia microbioldgica da formula¢do com isolados clinicos;

e Avaliar a eficacia da formulagdo quanto a poténcia microbioldgica.
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Abstract

Stryphnodendron adstringens Coville (Fabaceae), popularly known as “barbatimdo,” is a Brazilian Cerrado tree, rich in
tannins. It is used as antinociceptive, in the treatment of vaginal inflammations and infections in general. The objective was
to investigate the thermal, kinetic behavior and the antimicrobial activity of the dry extract of S. adstringens. The dry
extract was obtained from the leaves of S. adstringens and submitted to the thermal characterization by thermogravimetry
(TG), at different atmospheres and heating rates, and by kinetic degradation by Ozawa model. Furthermore, in order to
evaluate the antimicrobial activity, the minimum inhibitory concentration of the dry extract against pathogenic microor-
ganisms was obtained. The TG curves of the sample presented six stages of thermal decomposition in both atmospheres
with the beginning of decomposition of compounds in the third stage, reaching up to 16.55% of mass loss, and the fourth



