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RESUMO

No decorrer dos ultimos 60 anos, o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos eficazes e seguros para lidar com infeccoes bacterianas
revolucionou o tratamento meédico. Entretanto, pela propria evolucao dos
organismos e, com auxilio do uso indiscriminado dos antibioticos, muitas
espécies de microrganismos foram selecionadas, apresentando resisténcia
aos agentes antimicrobianos utilizados. Como uma tentativa de contornar tal
situacao e ampliar o arsenal de compostos ativos contra microrganismos
patogenos, o estudo de plantas tornou-se crescente no cenario cientifico.
Muitas destas plantas ja eram utilizadas pela populacdo de modo geral;
outras foram estudadas devido a sua facil disponibilidade e/ou constituicao
quimica propicia para esta atividade. Neste trabalho, foram estudadas as
folhas de Myrciaria cauliflora O. Berg. e a casca de Stryphnodendron
adstringens (Mart.) Coville quanto ao potencial que extratos, obtidos das
mesmas, podem apresentar contra bactérias e leveduras e, a partir desta
propriedade, aplica-los ao cotidiano da populacao através de preparacoes
cosmeéticas, tendo sido avaliada a citotoxicidade dos extratos contra células
de mamiferos. Para tanto, foram realizadas a padronizacado das drogas e seus
extratos através de ensaios fisico-quimicos, qualitativos e quantitativos. Apos
a padronizacao, foi avaliada a atividade antimicrobiana dos extratos
determinando sua Concentracao Inibitoria Minima (CIM), Concentracao
Bactericida Minima (CBM), Concentracdo Fungicida Minima (CFM) e Indice
de Citotoxicidade por métodos previamente preconizados para estas areas.
Com base nestes dados, foram prosseguidos os estudos, incorporando os
extratos mais promissores em formulacoes de sabonete liquido, sabonete em
barra e locao, avaliando a atividade anti-séptica e quais as preparacoes com
resultados mais significativos. Estas foram submetidas a condicoes de
estresse analisando sua estabilidade por parametros organolépticos e fisico-
quimicos a fim de predizer sua adequabilidade para consumo. Por fim, foi
possivel avaliar a qualidade das preparacoes através de ensaios de controle

de qualidade microbiologico.

Palavras-chave: Myrciaria cauliflora, Stryphnodendron adstringens, atividade

antimicrobiana, preparacdes cosmeéticas.



11

ABSTRACT

In the last 60 years, the development of safe and effective antimicrobial
agents against bacterial infections has changed the clinical therapy.
However, as organism evolution as antibiotics indiscriminate use, many
microorganism species have been selected showing resistance to drugs used
until the moment. As an attempt to avoid this situation and to enlarge the
pool of active compounds against pathogenic microorganisms, plant studies
have increased in scientific scenario. Many of these plants had already been
used by population in general; others have been studied due their easy
availability and/or chemical composition suitable to this activity. In this
work, it was studied the extracts of the leaves of Myrciaria cauliflora O. Berg.
and the bark of Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville to evaluate their
possible potential against bacteria and yeasts and, from this property, to
employ them to daily use by population in cosmetic preparations after the
extracts citotoxicity assay had been made against mammaliam cells. For
that, it was done drugs and extracts standardizations by physico-chemical,
qualitative and quantitative assays. After the standardization, it was
evaluated antimicrobial activity of the extracts determining Minimum
Inhibitory Concentration (MIC), Minimum Bactericidal Concentration (MBC),
Minimum Fungicidal Concentration (MFC) and Cytotoxicity Inhibitory by
previous methodology assays for these areas. Based on these data, the
promising extracts were incorporated in liquid soap, bar soap and lotion,
and the antiseptic activity was evaluated. The more efficient preparations
were taken to stress conditions and their stability was evaluated by
organoleptic and physical-chemical features to predict their suitable to be
used by people. Finally, it was possible to evaluate preparations quality by

microbiological quality control assay.

Key-words: Myrciaria cauliflora, Stryphnodendron adstringens, antimicrobial activity,

cosmetics.
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Segundo Prieto (2005), as pessoas da Espanha rural no século XVII
nao tinham acesso a pomadas e pocoes preparadas com condimentos
orientais, medicamentos e resinas, tendo que depender da flora local e da
culinaria, entre outros ingredientes disponiveis facilmente para o tratamento
de suas enfermidades. Ou seja, naquela época, as pessoas nao tinham
condicoes de ter acesso as formas de medicamentos comercializadas,
dependendo apenas dos tratamentos pela forma de conhecimento popular.

Em muitos paises em desenvolvimento assim € até os dias atuais. A
Organizacdao Mundial da Saude (OMS) estima que um terco da populacao
global ainda nao tem acesso a medicamentos essenciais e, mais do que isso,
nas areas mais pobres da Africa e Asia, esse valor sobe para 50% da
populacdo. Em todas estas regioes, o uso da medicina tradicional ¢,

portanto, muito freqiiente devido a sua facil disponibilidade (WHO, 2002).

A saber, medicina tradicional consiste em diversas praticas de saude,
conhecimento e crencas que sao compostos por medicamentos baseados em
plantas, animais e minerais, além de terapias espirituais, técnicas manuais
e exercicios aplicados a fim de manter o bem-estar ou para tratar,
diagnosticar ou prevenir doencas (WHO, 2002).

Entretanto, na Australia, Europa e América do Norte, a medicina
tradicional passou a ser usada como ‘medicina alternativa e complementar’,
sendo muito utilizada em paralelo a alopatia, particularmente em tratamento
de doencas cronicas. A difusao e o uso crescente da medicina tradicional
acabou por criar mudancas na saude publica, em termos de politica,
seguranca, eficacia e qualidade, acesso e uso racional (WHO, 2002).

Analisando sob a perspectiva da industria farmacéutica, a mesma nao
vem tendo tantas inovacoes quanto o pretendido, além dos altos custos dos
processos de aprovacao, insercao e, as vezes, retirada do mercado de seus
produtos. Estes fatores acabam por refletir sobre o aumento do custo dos
medicamentos, tornando-os de dificil acessibilidade para a maioria da
populacao, tanto de paises desenvolvidos quanto de paises em
desenvolvimento (PATWARDHAN, 2005).

A etnofarmacologia torna-se, entdo, uma importante ferramenta para a

industria farmacéutica na busca de medicamentos de origem natural
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(PATWARDHAN, 2005). Na verdade, existe uma retomada da valorizacao do
uso de plantas no sentido de curar, tratar e prevenir, apos um longo periodo
advindo da Revolucao Industrial e avancos da quimica organica, em que os
produtos sintéticos foram preferidos por serem de facil obtencao (RATES,
2001).

De acordo com a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS), sao
plantas medicinais (ARIAS, 1999; RATES, 2001): a) qualquer planta usada
para aliviar, prevenir ou curar uma doenca ou uma alteracao fisiologica ou
um processo patologico; b) qualquer planta empregada como fonte de
farmacos ou seus precursores.

As plantas medicinais podem ser usadas na forma de chas ou
preparacoes feitas em casa. Além disso, podem seu utilizadas na forma de
extratos brutos ou fracdes enriquecidas em preparacoes farmacéuticas como
tinturas, extratos fluidos, pés ou capsulas. Também podem passar por um
processo de sucessiva extracao e purificacdo para isolamento dos compostos
ativos que podem ser usados diretamente em formas farmacéuticas ou
servirem como prototipos ou precursores de outras moléculas ativas (RATES,
2001).

Ja no primeiro século da era Crista, Dioscorides, médico-cirurgiao
grego, publicava “De Materia Medica’, um catalogo contendo cerca de 600
plantas do Mediterraneo, incluindo informacdes de como os gregos as
utilizavam para fins meédicos, locais onde poderiam ser encontradas,
informacoes sobre uso e se eram comestiveis ou venenosas (WIKIPEDIA,
2006a).

Foi durante a Renascenca (séculos XIV a XVI) que apareceram as
primeiras farmacopéias, com o proposito de padronizar a composicao e a
forma de preparacoes prescritas pelos médicos da época. A primeira
farmacopéia européia foi publicada em 1498, em Florenca: “Nuovo Receptario
Compositio”; sendo que a segunda foi publicada em Barcelona, em 1511:
“Concordie apothecariorum Barchinone medicines Compositis” (LOPEZ-
MUNOZ et al., 2006).

Além dos compéndios puramente cientificos da época, também é

possivel coletar informacdes sobre o uso de plantas medicinais, e até seu
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preparo, por meio de livros de literatura. Um exemplo é a famosa obra de
Miguel de Cervantes, “El Ingenioso Hidalgo Don Quijote de La Mancha’
(1605/1615), a qual foi estudada por varios autores a fim de ampliar o
conhecimento sobre doencas e tratamentos da época barroca, na qual
prevaleciam os estudos de Galeno (129-200) (PUERTO, 1997). O mais
notavel remédio utilizado pela personagem era conhecido como Balsamo de
Fierabras, o qual tinha em sua constituicAio a planta conhecida,
popularmente, como “alecrim” (Rosmarinus officinalis L.). Atualmente, esta
planta € reconhecida por suas atividades coleréticas e diuréticas, sendo
estudada pelas atividades antiespasmodica, bactericida e fungicida que seu
o6leo, constituido por borneol, apresenta (LOPEZ-MUNOZ et al., 2006).

A Figura 1 ilustra a coleta, preparo e administracdo de plantas

medicinais na Idade Média.

Figura 1: Ilustracao retirada de “Botanicon. Plantarum Historieae...”, de Adamum Lonicerum
(Lonitzer). Nesta figura, observa-se grupos de médicos e farmacéuticos coletando ervas,
obtendo extratos e administrando a pacientes (FRANKFURT, 1565 apud LOPEZ-MUNOZ et
al., 2006).

Afirma-se que o uso de plantas medicinais em culturas indigenas
baseia-se em uma longa tradicdo. No entanto, em culturas sem formas de

escrita, praticamente nao existem evidéncias histéricas disponiveis de quao
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antigo € o uso de certas plantas em sua medicina tradicional uma vez que
tradicoes orais tém limitada profundidade de tempo (COX, 2000; PIERONI,
2002; LEONTI et al., 2003). Em estudos arqueobotanicos, muitas vezes é
dificil estabelecer o exato uso medicinal de certas espécies e seu contexto,
sendo que materiais vegetais encontrados junto a artefatos artisticos como
pinturas, amuletos, esculturas em pedra, artefatos de ceramica e
monumentos contribuem para o entendimento de que certas plantas eram
utilizadas em cerimonias magico-religiosas (Figura 2). De certa forma, as
evidéncias mais confiaveis existem para algumas espécies isoladas e
importantes de plantas utilizadas como estimulantes e alucinégenos, mas
nao para a utilizacao de plantas com atividade medicinal no seu sentido
restrito (LEONTI et al., 2003). Mesmo assim, o estudo arqueologico do uso de
plantas medicinais também pode ser visto como auxiliar para novas fontes

de pesquisa da industria farmacéutica (LEONTI et al., 2003).

Figura 2: Vaso estribo Pré-Colombiano da antiga civilizacdo Moche do norte do Peru
representando as cascas de “mandioca” (Manihot esculenta). Altura 18 cm, 450 AD. Museu
voor Volkenkunde, Rotterdam (DE SMERT, 1998).

A diversidade e a disponibilidade sao fatores muito importantes para o
uso de fontes naturais na area da saude e outras areas. A grande
diversidade da flora das florestas tropicais proporcionou as comunidades
que viviam nestas areas tornarem-se excepcionais conhecedoras da ecologia

e, assim, do uso e dos nomes das plantas por elas utilizadas na medicina
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(VANDEBROEK, 2004). Segundo a literatura (VANDEBROEK, 2004), na
Ameérica Latina, bem como em outras regioes habitadas por populacoes
indigenas, a transmissao do conhecimento e das habilidades em relacao as
plantas medicinais sao feitas aos pajés, ou curandeiros, principalmente, de
quatro formas: 1) heranca familiar; 2) aprendizado com espiritos ancestrais;
3) experiéncias proprias; 4) aprendizado com outros curandeiros,
geralmente, de diferentes comunidades.

Os primeiros povoadores, naufragos, degredados, aventureiros e
colonos deixados no Brasil por Martim Afonso, tiveram de valer-se de
recursos da natureza para combater as doencas, curar ferimentos e
neutralizar picadas de insetos, aprendendo com os pajés a preparar 0s
remédios da terra para tratar seus proprios males. No tempo da Real Botica
de Sao Paulo (construida em 1796 e demolida em 1916), os remédios eram,
na sua grande maioria, plantas medicinais, embora desde 1730 o brasileiro
usava o mercurio e o arsénico importados da Europa. O “6pio” (Papaver
somniferum Linné), a “escamonéia” (Convolvulus scamonia L.), a “rosa” (Rosa
spp), o “sene” (Cassia angustifolia L.), o “manaca” (Tibouchina mutabilis
Cogn) e a “ipeca” (Hybanthus ipecacuanha A. Rich) ja faziam parte dos
remédios necessarios para funcionamento de uma botica. Pomadas e
linimentos tinham grande consumo, alias, o produto mais consumido era a
pomada alvissima, além do balsamo catodlico (feito com flores de Angelica
archangelica L.) contra ulceras, balsamo de “copaiba” (Alchornea triplinervia),
e a Agua Vienense (laxante composto por foliolos de “sene” e conserva de
frutos de “tamarindo” (Tamarindus indica L.)), que s6 reduziu seu uso no
comeco deste século (HISTORIA, 2006).

Em 1929 foi oficializado o Codigo Farmacéutico Brasileiro, ou seja, a
primeira edicdo da Farmacopéia Brasileira, apresentada pelo Farmacéutico e
Professor de Farmacia Rodolpho Albino Dias da Silva, sendo uma obra de
um Unico autor, equiparando-se as farmacopéias dos paises
tecnologicamente desenvolvidos, mas diferenciando-se por conter descricoes
de mais de 200 plantas medicinais, a maioria delas de origem brasileira
(AGENCIA..., 2004). Parte destas plantas foi suprimida da segunda edicao e

outra parte foi destinada ao Formulario Nacional. Atualmente, a quarta
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edicao da Farmacopéia Brasileira (1988 e seus suplementos publicados em
1997, 2000, 2002) conta com apenas 23 monografias atualizadas que, na
sua grande maioria, sao monografias de plantas importadas (FARIAS, 2004).

Nos diferentes biomas do Brasil como o Cerrado, Mata Atlantica e
Floresta Amazonica, a populacao local permanece fazendo uso das plantas
medicinais para o tratamento primario de doencas tropicais como
leishmaniose, malaria, esquistossomose e infeccoes bacterianas e fangicas
(ALVES et al., 2000; DUARTE et al., 2005). Além disso, muitas plantas
exoticas, introduzidas apos a colonizacao foram incorporadas a esta
medicina popular. Essas plantas sao utilizadas, principalmente na forma de
extratos brutos, infusoes e emplastros (BIGHETTI et al., 2005).

Com a intencao de identificar novos agentes terapéuticos (BIGHETTI et
al., 2005), bem como de tornar seguro e eficaz o uso de plantas medicinais
no tratamento primario de saude (PHILLIPSON, 2001; WHO, 2002),
diferentes grupos de estudos vém se dedicando a avaliar diferentes
propriedades terapéuticas e toxicas de diversas plantas, nativas e exoticas,
por todo o mundo (BIGHETTI et al., 2005).

Diversos estudos fitoquimicos, toxicologicos e terapéuticos sobre
diferentes plantas ja foram e estdo sendo feitos até os dias atuais; no
entanto, frente a biodiversidade, muitos outros ainda sdo necessarios serem
realizados. Acredita-se que a maioria das 250.000 plantas superiores ainda
nao foi estudada quanto ao seu potencial farmacologico, sendo que parte
destas foram estudadas para uma atividade especifica, mas nao em relacao a

outras atividades (PHILLIPSON, 2001; RATES, 2001).

Em 22 de junho de 2006, o entao presidente da Republica Federativa
do Brasil, senhor Luiz Inacio Lula da Silva assinou o Decreto n® 5.813, no
qual é aprovada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos que
tem o papel de garantir a populacao acesso seguro e uso correto de plantas
medicinais e de remédios fitoterapicos. A medida também busca promover a
utilizacao sustentavel da biodiversidade brasileira e o desenvolvimento da

cadeia produtiva e da industria do setor (BRASIL, 2006).
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A Organizacao Mundial da Saude em seu documento WHO/Pharm/
92.559 (WHO..., 2004) apontou um roteiro basico para analisar a qualidade
de plantas medicinais abrangendo topicos que vao desde a classificacao e
identificacao da espécie botanica, doseamento de principios ativos (quando
conhecidos) até as possiveis e provaveis contaminacoes radioativas
provenientes dos processos de esterilizacado do produto ou de suas
contaminacoes ambientais. Os controles fisico-quimico, quimico e
microbiologico sao apontados no documento da OMS como relevantes e

imprescindiveis (FITOTERAPICOS, 2004).

Antes da Segunda Guerra Mundial (1939-1945), uma série de
produtos naturais foi isolada das plantas superiores e alguns sdo usados até
hoje, como a quinina, provinda das cascas de Cinchona. Nos anos seguintes
a guerra, poucas descobertas foram feitas a partir de plantas. Um exemplo é
a vimblastina e a vincristina, dois antineoplasicos isolados de Catharanthus
roseus. Pode-se citar como razdoes para este abandono o fato de que
compostos puros eram facilmente obtidos, modificacoes estruturais
possibilitavam aumentar a poténcia e a seguranca e, segundo o novo estilo
de vida da sociedade ocidental, as plantas medicinais eram vistas como
produtos para as pessoas carentes ou, simplesmente, como supersticao

(RATES, 2001).

Nota-se, no entanto, que, recentemente, a atencado da industria
farmacéutica tornou a voltar-se para as fontes naturais, o que pode ser
exemplificado pelo isolamento da molécula de taxol. O taxol € um derivado
di-terpénico obtido das cascas de Taxus brevifolia Nutt. e seu isolamento e
elucidacao estrutural deram-se em virtude da atividade contra células
cancerosas que o extrato bruto das cascas apresentou em laboratoério (Figura
3). A complexa estrutura do taxol demonstra uma das dificuldades quanto a
sintese laboratorial de compostos derivados de fontes naturais (PHILLIPSON,
2001), sendo que outra dificuldade encontra-se no rendimento de ativo que
consegue-se isolar. Dessa forma, para produzir 2,5 kg de taxol sao
requeridas 27.000 toneladas de cascas de Taxus brevifolia, sendo necessario

o corte de 12.000 arbustos (RATES, 2001).
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Figura 3: A - Arbusto de Taxus brevifolia Nutt. (WIKIPEDIA, 2006b). B - estrutura do taxol
(AMERICAN..., 2005).

Existem pesquisas que mostram que uma planta que possui
determinada atividade, ndo necessariamente, vai apresentar um unico
composto ativo (PHILLIPSON, 2001). Um estudo conduzido por Phillipson
(1995) demonstrou que artemisinina, um potente antimalarico, isolado de
Artemisia annua tem sua atividade aumentada quando é administrado na
forma de extrato bruto, e ndo isoladamente, uma vez que o extrato também é
constituido por flavonéides que potencializam a atividade da artemisinina.
Da mesma forma que Panax ginseng, quando utilizado na forma de extrato
bruto ou suas fracdes saponinicas, € mais ativo do que quando sao

utilizados seus compostos isolados (RATES, 2001).

As folhas de espécies de Mikania (Asteraceae), popularmente
conhecida como “guaco”, sdo muito utilizadas pela populacdo de regides
tropicais da Africa, Asia e Ameérica do Sul como anti-espasmoédica, anti-
ulcerogénica e anti-reumatica. Estudo de Bighetti et al. (2005) demonstrou
que Mikania laevigata possui atividade anti-ulcerogénica indicando que
deve-se a presenca de cumarinas. No entanto, relata que Mikania cordata
também apresenta esta atividade, mas devido a alcaldides, os quais nao

estao presentes na primeira.

A escolha de qual planta deve ser estudada baseia-se nos usos

tradicionais observados, isto €, etnofarmacologia, sua composicao quimica
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através de classes de metabdlitos secundarios com ja conhecida atividade,
na toxicidade apresentada ou através de um estudo randomizado, no qual o
pesquisador utiliza varias espécies para uma determinada atividade,
escolhendo as que se mostraram mais efetivas para prosseguir a pesquisa.
Alguns compostos, como a morfina e digitoxina, foram obtidos por sua
caracteristica toxica para uso terapéutico, enquanto que outros estdo sob
estudo, como os canabinéides, também para uso terapéutico (PEREZ et al.,
1999; RATES, 2001).

Observa-se que existe uma maior tendéncia nas publicacoes
descrevendo a pesquisa de plantas e seus compostos ativos contra cancer,
doencas tropicais, infeccoes, antiinflamatérios, imunomodulatérios e para
usos psiquiatricos (HAMBURGER e HOSTETTMAN, 1991; RATES, 2001).
Muitos extratos e 6leos essenciais vegetais tém demonstrado in vitro e in vivo
atividades descritas pela medicina tradicional, inclusive quanto a atividade
antimicrobiana (DUARTE et al., 2005).

Um dos efeitos da globalizacao foi o aumento da velocidade e facilidade
com que as doencas infecciosas e os microrganismos resistentes se
espalharam entre os continentes. Da mesma forma, o rapido aumento da
populacao e da urbanizacdo sem um aumento correspondente dos recursos
e servicos resultou em um superpovoamento, muitas vezes com precarias
condicoes de higiene e sanitizacao, o que também facilita a difusdo dessas
doencas e bactérias (BYARUGABA, 2004).

O wuso indevido dos antibi6ticos, entretanto, favoreceu a pressao
seletiva a fim de que, através de cepas selecionadas, fosse conferida
resisténcia a varios agentes antibacterianos (CHRISTENSEN et al., 2001).
Outro fator que muito contribui para a selecao de bactérias resistentes € o
uso de antimicrobianos por auto-medicacdo. Nos paises em
desenvolvimento, um fator também importante, € a pobreza e a falta de
investimentos na melhoria da qualidade de vida da populacdo, que nao tem
acesso, inclusive, a educacao e a saude (BYARUGABA, 2004).

Em vista da maultipla resisténcia que muitos patogenos humanos
apresentam devido a selecdo a que passaram pelo uso indiscriminado de

medicamentos antimicrobianos, a emergéncia de infec¢cées incomuns até
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entdo e efeitos adversos apresentados por alguns medicamentos, as
pesquisas tornaram-se mais focadas nas plantas medicinais, sendo que
muitas estdo se mostrando como potenciais fontes de agentes
antimicrobianos (ZAMPINI et al., 2005).

Com o apoio de organizacoes como a Organizacao Mundial da Saude
(WHA 42.43, 1989), e devido a emergéncia da resisténcia de microrganismos
resistentes aos antimicrobianos utilizados, cada vez mais tem-se estudado a
propriedade antimicrobiana que certas espécies vegetais apresentam
(ESQUENAZI et al., 2002; YUNES e CALIXTO, 2001). Muitos experimentos
in vitro tém sido realizados a fim de permitir a selecao de vegetais com
potencial atividade antimicrobiana (ELOFF, 1998). Desta forma, pode-se
citar, por exemplo, a atividade antimicrobiana obtida para o extrato
hidroalcoodlico das folhas de Piper regnelli Miq. contra Staphylococcus aureus
e Bacillus subtilis (HOLETZ et al., 2002).

Enfim, deve-se salientar que para a escolha de um material biologico a
ser analisado em busca de compostos ativos e, conseqientemente, o
desenvolvimento de um medicamento ou outro produto, tem-se que levar em
consideracao as necessidades regionais e mundiais em novos agentes
eficientes e seguros enquanto que também sejam preservados a
biodiversidade e o meio-ambiente (RATES, 2001). Portanto, o uso de fontes
naturais em saude deve avaliar quantidades disponiveis, facilidade de
acesso, preservacao e replantio. Deve-se considerar a possibilidade de
utilizar plantas cultivadas, uma vez que isto permite a producado de material
cultivado sob as mesmas condicoes tornando mais garantida a
homogeneidade quimica, qualitativa e quantitativa. E preciso que também
existam estimulos para projetos de genética dessas plantas a fim de
preserva-las e garantir seguramente a homogeneidade do material a ser

trabalhado (LABADIE, 1986; RATES, 2001).
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2.1. Myrciaria cauliflora O. Berg. (Myrtaceae)

Myrciaria cauliflora € uma planta pertencente a familia Myrtaceae e
conhecida popularmente como “jaboticaba”. A familia foi descrita por
Antoine Laurent de Jussieu, a qual inclui cerca de 129 géneros e 4620
espécies. Estas espécies sao arbustivas ou arboéreas, estando presentes em
regides de clima temperado, Australia, oeste da India e Ameérica tropical. A
familia Myrtaceae, por sua vez, pertence a ordem Myrtales, que retine doze
familias botanicas (LORENZI, 2000; STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

As varias espécies da familia Myrtaceae fornecem importantes
produtos, como 6Oleos essenciais, tempeiros, alimentos e, além disso, muitas
sao utilizadas na medicina tradicional (STASI e HIRUMA-LIMA, 2002).

Outros géneros pertencentes a familia Myrtaceae sao: Psidium,
Eugenia, Eucalyptus, Melaleuca, Myrtus, Pimenta e Syzygium (STASI e
HIRUMA-LIMA, 2002).

Plinia cauliflora (Mart.) Kausel, € uma das sinonimias cientificas pela
qual a planta em estudo, Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg, foi identificada.
Outras sinonimias sao: Myrtus cauliflora Mart., Myrciaria cauliflora (DC.)
Berg., Myrciaria jabuticaba (Vell.) Berg., Eugenia cauliflora DC. Myrciaria
jaboticaba Berg., Myrciaria tenella Berg. e Myrciaria trunciflora Berg.. E
conhecida pelos nomes populares de “abuticabeira”, “jaboticaba”,
“jaboticaba paulista”, “jaboticaba-acu”, “jaboticaba-do-mato” e “jaboticaba-
sabara” (LORENZI, 2000; JABOTICABA, 2004; CITADIN et al., 2005).

Morfologicamente, € uma arvore de altura entre 10-15 m, com tronco
liso de 30-40 cm de diametro, cuja casca descama anualmente. As folhas
sao simples, de 6-7 cm de comprimento por 2-3 cm de largura e as flores e
frutos sao afixados ao caule, caracteristica pela qual atribui-se seu nome
(Figura 4). Planta perenifélia, mesofita ou heliofita e seletiva higrofita,
ocorrendo, preferencialmente, em planicies aluviais e matas abertas, sendo
encontrada nas formacoes florestais do complexo atlantico e das florestas
estacionais semideciduais do Brasil, Argentina e Paraguai. Produz grande
quantidade de frutos duas ou mais vezes ao ano, os quais sao comestiveis e

saborosos, também sendo consumidos na forma de geléias, licor, vinagre e
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chas medicinais (BARROS et al., 1996; MAGALHAES et al., 1996; DONADIO,
2000; LORENZI, 2000; PEREIRA, 2003; JABOTICABA, 2004).

b ¥ L

T

Figura 4: Fotografias de M. cauliflora. A) destaque para os frutos (FRUITS lovers nursery,
2006). B) arvore de M. cauliflora (foto tirada por: Adriana Baraldo Lotrario).

A casca de M. cauliflora € adstringente e o seu decocto € util contra
diarréia e irritacoes da pele (JABOTICABA, 2004; LORENZI, 2000). Tem-se
informacoes de que, na medicina caseira, o “cha-da-casca” é utilizado no
tratamento de anginas, disenterias e erisipelas, enquanto que o cha da

entrecasca do fruto destina-se a tratamento de asma (JABUTICABA, 2006).

2.2. Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville (Leguminosae-Mimosoidae)

Stryphnodendron  adstringens, conhecido popularmente como
“barbatimao”, pertence a familia Leguminosae-Mimosoidae. A familia
Leguminosae esta incluida na ordem Fabales (LORENZI, 2000; STASI et al.,
2002). Tendo sido descrita por Antoine Laurent de Jussieu, inclui 642
géneros de plantas distribuidas entre arvores, arbustos, lianas e ervas.
Assim, a familia Leguminosae € uma das maiores e mais importantes
familias botanicas, sendo fonte de produtos alimentares, medicinais,

ornamentais, madeiras e outros (STASI et al., 2002).
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Leguminosae compreende trés subfamilias, de acordo com o arranjo de
Kubitzki a partir do sistema de Cronquist: Caesalpinioideae, ou Leguminosae
I, ou familia Caesalpiniaceae; Mimosoidae, ou Leguminosae II, ou familia
Mimosaceae; e Papilionoideae, ou Leguminosae III, ou familia Fabaceae
(STASI et al., 2002).

A familia Mimosoidae compreende 64 géneros, entre os quais o0s
géneros Acacia, Adenanthera, Calliandra, Inga, Mimosa e Stryphnodendron
(STASI et al., 2002).

Os sindnimos botanicos de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville sao: Acacia adstringens Martius, Mimosa barbadetiman Vellozo,
Mimosa virginalis Arruda, Stryphnodendron barbatiman Martius e

Stryphnodendron barbadetiman (Vellozo) Mart.. Possui como nomes

populares:  “barbatimao”, “barbatiméao-verdadeiro”, “barba-de-timao”,
“charaozinho-roxo”, “casca-da-virgindade”, “casca-da-mocidade”,
“barbatimao-vermelho”, “uabatimé”, “paricarana”, “abaramotemo” e

“ibatim6”. E também chamado de “barbatimao-verdadeiro” (LORENZI, 2000;
LORENZI e MATOS, 2002). O nome deriva do termo indigena “Iba Timo6”, ou
seja, a arvore que aperta (PANIZZA, 1997).

S. adstringens € uma arvore decidua, de copa alongada, de 4 a 5 m de
altura, com tronco cascudo e tortuoso de 20 a 30 cm de diametro. As folhas
sdo compostas bipinadas, com 5-8 jugas; foliolos ovalados, em numero de 6-
8 pares por pina (juga). Flores pequenas, amareladas, dispostas em racemos
axilares (Figura 5). Os frutos sao vagens cilindricas, indeiscentes, de 6-9 cm
de comprimento, com muitas sementes de cor parda (LORENZI, 2000;
LORENZI et al., 2002). Existem no Brasil mais duas espécies deste género
com caracteristicas, propriedades e nomes populares similares:
Stryphnodendron coriaceum Benth e Stryphnodendron polyphyllum Martius
(LORENZI et al., 2002).
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Figura 5: A - Fotografia da arvore de S. adstringens (ARVORES do Cerrado, 2006). B -
Fotografia detalhando as folhas e flores (SIGRISTI, 2006).

De crescimento lento, € bem resistente a locais secos, nao exigindo
muita agua (PANIZZA, 1997). E uma planta caracteristica de formacées
abertas, como campos e cerrados; apresenta nitida preferéncia por solos
arenosos e de drenagem rapida, como os situados em encostas suaves e
topos de morros. Nativa dos cerrados do Sudeste e Centro-Oeste do Brasil,
estende-se do Para até Sao Paulo e Mato Grosso do Sul (LORENZI, 2000;
LORENZI et al., 2002; PANIZZA, 1997).

Na sua composicao quimica citam-se substancias tanicas (20-30%),
mucilagens, flavonéides nas folhas (SANTOS et al., 2002), corante vermelho,
acucar soluvel e alcaldides nao determinados (LORENZI et al., 2002). A
Farmacopéia do Brasil determina que a casca de barbatimao contenha, no
minimo, 20% de taninos (COSTA, 1994). Mello et al. (1996a, 1996b e 1999)
em diferentes trabalhos, e Toledo (2002) isolaram e elucidaram a estrutura
de taninos condensados presentes na casca de S. adstringens, como
galocatequina, epigalocatequina, 4’-O-metil-galocatequina, epigalocatequina-
3-0O-galato, epigalocatequina-3-O-(3”,5”-dimetil)-galato, epigalocatequina-3-
O-(3”7-metoxi-4”-hidroxibenzoato, 4’-O-metil-galocatequina-(4a—8)-4’-O-
metil-galocatequina, 4’-O-metil-robinetinidol-(40—8)-4’-O-metil-

galocatequina e 4’-O-metil-robinetinidol-(4a—8)-4’-O-metil-epigalocatequina.
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Sua casca € rica em taninos de grande acao estiptica, aos quais se
deve a acao farmacologica, sendo amplamente empregada na medicina
caseira na maioria das regides do pais. O seu decocto é indicado contra
leucorréia, hemorragias, diarréia, hemorroidas, para limpeza de ferimentos e
na forma de gotas contra conjuntivite. E indicado o cha de sua casca em uso
externo contra hemorragias uterinas, corrimento vaginal, feridas ulcerosas e
para pele excessivamente oleosa (LORENZI, 2000; LORENZI et al., 2002).

Segundo estudo de Toledo (2002), diferentes subfracdoes de extrato
acetona:agua (7:3; v/v) da casca de S. adstringens demonstraram alta
atividade antimicrobiana contra Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Bacillus subtilis (Concentracao Inibitéoria Minima abaixo de 1000
pg/mL). No entanto, diferentes taninos condensados derivados de
galocatequina e epigalocatequina nao apresentaram atividade
antimicrobiana quando testados, isoladamente, no mesmo estudo.

Estudo de Neves et al. (1992) demonstrou que o extrato aquoso da
casca de S. adstringens apresenta efeito cicatrizante significante. Outros
estudos demonstraram que o extrato aquoso também apresenta
propriedades antiinflamatoria, analgésica e protetora da mucosa gastrica
(REBECCA et al., 2003). Rebecca et al. estudaram a toxicidade de diferentes
doses orais do extrato aquoso, apresentando 2,7 g/kg como dose letal oral e
que as concentracoes na faixa de 800 a 1600 mg/kg sao concentracoes
toxicas a longo prazo, isto €, 30 dias de estudo, acarretando em perda de
peso, involucao timica e aumento da concentracao plasmatica de glicose e de
aspartato-aminotransferase (REBECCA et al., 2002; REBECCA et al., 2003).

E apontado que a coleta da casca de S. adstringens esta sendo feita de
forma desordenada, sem critério de escolha das arvores, o que coloca a
espécie sob risco de extincdo, caso a expansao agricola e urbana
intensifiquem-se. Verifica-se que a coleta da casca em caules finos provoca
deformacoes estruturais na planta, tornando-as frageis fisicamente, o que
faz com que elas se quebrem facilmente com a acao dos ventos. A coleta da
casca pode também afetar a longevidade da planta, pois nela estao presentes
os tecidos condutores da seiva elaborada (floema), que funciona como

protetora do tecido meristematico do cambio, responsavel pelo crescimento
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secundario, prejudicando, assim, o desenvolvimento da planta (BORGES
FILHO e FELFILI, 2003; GUEDES, 1993).

E possivel obter a casca através de podas e cortes e, fazendo isso, ao
mesmo tempo, propicia-se o crescimento das arvores que serviram para a
coleta. Unidades de conservacao encontram-se sem a devida fiscalizacao,
estrutura de protecdo e de aplicacao dos objetivos para os quais foram
criadas, como os de conservacao in situ da biota existente, educacao
ambiental e pesquisas ecologicas, facilitando o acesso para a coleta da casca

(BORGES FILHO e FELFILI, 2003).
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2.3. Consideracoes

A anti-sepsia € um processo de desinfeccao, ou seja, reducao da carga
microbiana de tal forma que o material tratado deixa de representar um
risco de disseminacao de microrganismos e, consequentemente, de moléstias
infecciosas no caso de patégenos empregando-se, geralmente, substancias
quimicas, os anti-sépticos, que, por sua vez, devem destruir ou inibir os
microrganismos em tecidos vivos. Por esta razao, devem ser substancias de

baixa toxicidade (ALTERTHUM e CARVALHAL, 1999).

Os desinfetantes e anti-sépticos, entre outras caracteristicas, devem
possuir alta eficacia germicida, entendendo-se por isto, ser de efeito rapido,
ter amplo espectro antimicrobiano, acao prolongada, apresentar estabilidade
quimica e ser inodoro ou ter odor agradavel (ALTERTHUM e CARVALHAL,
1999).

E reconhecido que uma anti-sepsia regular e adequada é de grande
importancia no controle de infeccoes, embora ainda apresente alguns
desafios, como a eficacia do produto e a incorporacao do ato na rotina das
pessoas. Profissionais, instituicoes e governos, inclusive o brasileiro,
regulamentam procedimentos de anti-sepsia, entretanto, poucas sao as
regulamentacoes baseadas em pesquisas cientificas e, muitas vezes, os
procedimentos de anti-sepsia apresentam lacunas de quando e como a
mesma deve ser feita (LARSON et al., 1995; WENDT, 2001; SATTAR et al.,
2002).

A atividade dos produtos anti-sépticos contra bactérias, nem sempre
refletem atividade contra fungos, protozoarios ou virus, uma vez que estas
células eucarioticas sao maiores e mais complexas que as de bactérias e que
os virus sao menores e por vezes tém a habilidade de se manterem nos

sulcos da pele (WENDT, 2001).

Extratos de plantas ou seus componentes vém despertando interesse
no uso como anti-sépticos e agentes antimicrobianos em dermatologia
principalmente devido ao aumento da resisténcia dos microrganismos aos

agentes antimicrobianos utilizados até entao (NORTON, 2000; AUGUSTIN e
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HOCH, 2004; BLASCHEK et al., 2004). Esta alternativa foi baseada em
principios de convencoes internacionais, das quais fez parte o Brasil, como a
Atencao Primaria em Saude, firmada na Conferéncia da OMS em Alma-Ata,
no ano de 1978 e na de Chiang-Mai, em 1988, reafirmadas na Conferéncia
Mundial de Saude de 1997. A OMS recomenda que as tecnologias de saude
devam ser postas ao alcance de toda a comunidade, com seguranca
cientifica, aceitabilidade social e sustentabilidade econémica (OMS, 1980;

AKERELE, 1988; WHO, 2006).

Estudo prévio, ainda nao publicado, indicou que as folhas de M.
cauliflora apresentam alto teor de compostos fendlicos orientando a avaliacao
da atividade antimicrobina desta droga vegetal, visto, inclusive, sua ampla
disponibilidade pelo territério nacional. Outra droga vegetal disponivel no
Brasil e rica em composicao fendlica € o S. adstringens, cuja casca, como
apresentado anteriormente, € utilizada pela populacdo para diversas

finalidades, inclusive a antimicrobiana.

Sendo assim, tornou-se de grande interesse o estudo destas drogas
vegetais para que, de forma eficaz e segura, fosse possivel desenvolver
produtos anti-sépticos com a propriedade de controlar a transmissao de

microrganismos e combater infeccoes.
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3.1. Objetivo Geral

O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos de folhas de M. cauliflora e da casca de S.
adstringens e a atividade anti-séptica de preparacoes cosméticas contendo
os mesmos, avaliando o potencial citotéxico, a estabilidade das preparacoes
e realizando controle de qualidade microbiolégico.

Para isto, foram necessarios os seguintes Objetivos Especificos:

3.2. Objetivos Especificos

. Triagem fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios
das drogas vegetais M. cauliflora e S. adstringens por meio de reacoes

quimicas de caracterizacao.

. Avaliacao do perfil cromatografico dos extratos de M. cauliflora e S.
adstringens.
. Doseamento do teor de metabdlitos secundarios, provaveis

responsaveis pela atividade antimicrobiana, dos extratos de M. cauliflora e S.
adstringens.

. Avaliacao da atividade antimicrobiana e citotoxica dos extratos de M.
cauliflora e S. adstringens.

. Desenvolvimento das preparacoes de sabonete liquido, sabonete em
barra e locao com os referidos extratos.

. Avaliacao da atividade anti-séptica das preparacoes desenvolvidas.

. Avaliacao da estabilidade e controle de qualidade microbiolégico das

preparacdes que se apresentaram eficazes para os propositos desejados.
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4.1. MATERIAL

4.1.1. Solventes, reagentes e meios de cultura

2,2-difenil-1-picrilhidrazila (DPPH) — Vetec
2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) — Merck
acetato de chumbo — Reagen

acetato de etila — Labsynth

acetona — Labsynth
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acido 3-[N-morfino| propanosulfonico (MOPS) — Acros Organics

acido borico — Labsynth
acido cloridrico — Labsynth
acido fosfomolibdico — Vetec
acido galico — Vetec

acido oxalico — Labsynth
acido sulfuirico — Labsynth
acido tanico — Vetec

agar desidratado — Acumedia
agua destilada

agua MILI-Q

agua oxigenada - Labsynth

Alamar Blue™ - Biosource International

ampicilina — Medley genéricos, comprimidos de 500 mg de ampicilina

anfotericina B de Streptomyces — Sigma-Aldrich

anidrido acético - Labsynth

» p-anisaldeido — Carlo Erba

azul de metileno — Labsynth
carbonato de sodio — Vetec
cloreto de aluminio — Reagen
cloreto férrico — Reagen
cloroformio — Labsynth
d-glicose anidra — Labsynth
dimetilsulfoxido — Labsynth
etanol — Labsynth




éter de petroleo — Labsynth

éter etilico — Labsynth

extrato de Ginkgo biloba — Santos Flora
fosfato dibasico de sodio — Labsynth
fosfato monobasico de sédio — Labsynth
gelatina — Kraft Foods

glicerina — Labsynth

hidroxido de amoénia — Labsynth
hidroxido de sédio — Labsynth
magneésio metalico — Reagen

meio agar Sabouraud — Acumedia

meio agar Vogel-dohnson — Acumedia
meio agar-cetrimida — Acumedia

meio agar-EMB - Acumedia

meio agar-McConkey — Acumedia

meio agar-Mueller-Hinton — Acumedia
meio agar-TSI — Acumedia

meio agar-verde brilhante — Acumedia
meio agar-XLD — Acumedia

meio Casoy — Acumedia

meio de infusao de cérebro e coracao (BHI) — Biobras

meio RPMI-1640 — Sigma-Aldrich
meio selenito cistina — Acumedia
meio Tetrationato — Acumedia
meio tioglicolato — Acumedia
metanol — Labsynth

n-butanol — Labsynth
n-propanol — Labsynth
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peptona de carne obtida por digestao de pancreatina — Merck

polissorbato 80 — Labsynth

reagentes de Dragendorff, Bouchardat, Mayer e Bertrand

resazurina — Sigma-Aldrich

rutina — Vetec
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= saponina — Vetec

» solucao de iodo

» solucao de Telurito

» sulfato de sédio anidro — Labsynth

» tungstato de sodio di-hidratado — Vetec
» vitamina C — Vetec

» zinco metalico — Reagen

4.1.2. Material vegetal
As folhas de Myrciaria cauliflora foram coletadas na cidade de Sao

Carlos, estado de Sao Paulo (posicionamento geografico: 22°01’16,6”S;
47°53’57,0"W) e, apos as exsicatas desta espécie serem identificadas na
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, UNESP - Araraquara, SP, um
exemplar foi depositado no Herbario da Escola Superior de Agricultura "Luiz
de Queiroz" — ESALQ — USP - Piracicaba, SP (ESA n°® 96038). As folhas foram
coletadas nos meses de abril, agosto, outubro e dezembro de 2005, ou seja,
os meses referentes as quatro estacées do ano: outono, inverno, primavera e
verao, respectivamente.

As folhas foram secas durante quatro dias em estufa de ar circulante a
40 °C, pulverizadas em moinho de facas e armazenadas em local fresco sem
umidade.

A casca seca e pulverizada de Stryphnodendron adstringens foi obtida
da empresa Sitio da Mata, Cassia dos Coqueiros-SP no primeiro semestre de
2005. O laudo (Anexo A) contém o lote do produto e a identificacao do

responsavel. Foram armazenadas em local fresco sem umidade.

4.1.3. Cepas padrao
Os microrganismos selecionados para o projeto, obtidos do American

Type Culture Collection (ATCC), sdo apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1: Cepas de bactérias e leveduras utilizadas no trabalho

Microrganismo ATCC Observacoes
Bacillus subtilis 9362 Gram-positiva
Staphylococcus aureus 25923 Gram-positiva
Staphylococcus epidermidis 12228 Gram-positiva
Escherichia coli 10536 Gram-negativa
Candida albicans 64548 Levedura
Candida parapsilosis 22019 Levedura
Candida tropicalis 750 Levedura

4.1.4. Células
Para os ensaios de citotoxicidade foram wutilizadas células de

macrofagos da linhagem J774.

4.1.5. Equipamentos
» Agitador — Superohm G-25

Autoclave vertical — Fabbe 103

» Balanca analitica — Micronal AB 204

» Balanca de infra-vermelho — Mettler LP12

» Balanca semi-analitica — Owa Labor

* Banho de aquecimento — Fistom

* Bomba de vacuo — Motores Elétricos Brasil

» Camara de fluxo laminar — Veco

» Camara de ultravioleta 254 nm

» Centrifuga — Excelsa Baby

» Cilindros de aco de 6 mm de diametro interno

» Espectrofotometro — Shimadzu-1603

» Estufa de ar circulante — Fanem

» Estufa de CO2 — Thermo Electron Corporation — Forma Series II Hepa
Class 100

» Estufa de esterilizacdao — Fanem 315 SE

» Estufa de incubacao bacteriologica — Olidef cz

» Evaporador rotatério — Marconi TE120
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» Liofilizador — Solab

» Microscopio — Carl Zeiss Jena

» Moinho de bola — Maneso&Ranieri

» Moinho de facas - Fabbe

» Peagbmetro — Micronal B374

* Picnometro — Satélite

» Placa de aluminio de gel de silica Fas4 — Merck

» Placas de 96-wells — TPP 92096

» Reémetro — Brooksfield DV III + V 5.0 RV

» Templates de aco (peca uUnica) com 6 orificios de 6 mm de diametro
interno

» Vidrarias em geral

= Vortex — Biomixer Mult-Mixer MVS-1

4.2. METODOLOGIAS

4.2.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

4.2.1.1. Granulometria

Foram pesadas amostras, em triplicata, de 25,00 g das folhas de M.
cauliflora, pulverizadas em moinho de bola e em moinho de facas, e de S.
adstringens e colocadas sobre os tamises de abertura nominal da malha de
1700, 355, 250, 180 e 150 pm com tampa e recipiente coletor. Os tamises
foram colocados em dispositivo mecanico durante 30 minutos. Foram
pesados, cuidadosamente, os pos remanescentes em cada tamis e recolhidos
no recipiente coletor. Os resultados equivalem a média de trés determinacoes

(FARMACOPEIA, 1988).
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4.2.1.2. Determinacao do pH

Foram preparadas trés solucoes aquosas a 1% com cada droga
coletada de M. cauliflora e S. adstringens. Em erlenmeyer, 99,00 g de agua
foram pesados e colocados sobre uma chapa-elétrica para ebulir durante 5
minutos. Em seguida, a agua foi vertida sobre 1,00 g das drogas, o recipiente
foi fechado e deixado em infusdo por cerca de 15 minutos. Apos este tempo,
as misturas foram filtradas, e, depois de esfriarem, foi feita a leitura do pH
em peagometro calibrado em pH de 4 a 7. Os resultados equivalem a média

de trés determinacées (FARMACOPEIA, 1988).

4.2.1.3. Determinacio do teor de umidade

Para determinar o teor de umidade de folhas de M. cauliflora, coletadas
nas diferentes estacoes, e de casca de S. adstringens, foi utilizado o método
de perda por dessecacao em balanca com infravermelho. Neste método,
4,0000 g das drogas foram pesados na balanca com infravermelho e
submetidos a temperatura de 110 °C pelo periodo de aproximadamente uma
hora. Apos este periodo, foi feita a leitura do peso, a qual foi repetida a cada
uma hora até que o peso das amostras nao variasse mais do que 0,25%. Os
valores foram expressos em porcentagem (%; p/p) € equivalem a média de

trés determinacoes (VIGO et al., 2004, com modificacoes).

4.2.1.4. Determinacao do teor de extrativos
Foi pesado 1,0000 g de folhas de M. cauliflora e de casca de S.

adstringens sendo submetido a decoccao com 100,00 g de agua destilada
durante 10 minutos. Apos resfriamento, o volume foi completado para 100
mL, a mistura foi filtrada e os primeiros 20 mL foram desprezados. Do
restante, foram pesados 20,00 g, sendo evaporados em banho de
aquecimento até secura, colocados em estufa a 105 °C por 2 h, resfriados em
dessecador e pesados. O teor de extrativos foi calculado em massa
percentual, pela média de trés determinacodes, relativa a massa inicial de

amostra (FARMACOPEIA, 1988).
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4.2.1.5. Determinacao do teor de cinzas totais

Cadinhos de porcelana foram calcinados em mufla a 450 °C por 30
minutos, resfriados e seu peso foi determinado em balanca analitica. A
diferentes cadinhos foi adicionada uma amostra de 3,0000 g de cada droga
que foram entao incinerados e submetidos a calcinacao em mufla a 450 °C
por 2 h. Apds arrefecimento em dessecador, foram pesados até peso
constante. Os valores foram expressos em porcentagem de peso de cinzas
na droga (%; p/p) e equivalem a meédia de trés determinacoes

(FARMACOPEIA, 1988).

4.2.2. ANALISES FITOQUIMICAS

4.2.2.1. Triagem fitoquimica preliminar das principais classes de

metabolitos secundarios

A triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabolitos
secundarios das folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens foi
realizada segundo as metodologias estabelecidas por Costa (1994), Souza et

al. (2003) e Simoes et al. (2004).

4.2.2.1.1. Pesquisa de alcaloides

Foram colocados 5,00 g de folhas de M. cauliflora, coletadas nas
diferentes épocas do ano, e de casca de S. adstringens em gral, alcalinizando
com carbonato de sodio a 10% e, posteriormente, foram adicionados 25 mL
de cloroformio. A mistura foi filtrada em funil de separacao através de papel
previamente embebido em cloroformio e agitada com 7 mL de acido cloridrico
2%. A camada acida foi separada e com ela as reacoes de caracterizacao
foram realizadas colocando uma gota do reagente de Dragendorff,
Bouchardat, Mayer ou Bertrand ao lado de outra da solucdo acida em
lamina de microscopio e depois unindo-as. Foi observado como resultado

positivo as precipitacoes sobre fundo escuro.
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4.2.2.1.2. Pesquisa de antraquinonas

4.2.2.1.2.1. Antraquinonas livres

Foi agitado 1,00 g de folhas de M. cauliflora e da casca de S.
adstringens com 10 mL de éter etilico, filtrando posteriormente. A solucdo
etérea, foi adicionado 1 mL de amonia diluida, agitando. A camada aquosa

deve tornar-se rosea para resultado positivo.

4.2.2.1.2.2. Glicosideos antraquinonicos (reacao de Borntrager)

Aos pos anteriormente obtidos, secos, foram adicionados 20 mL de
agua, fervendo por 5 minutos. A mistura foi resfriada e filtrada, juntando 10
mL de acido cloridrico e 3 mL de agua oxigenada 30% ao filtrado; apos
ferver por 5 minutos, foi esfriada e filtrada, sendo feitas duas extracoes com
S5 mL de éter etilico. Foram unidas as fases etéreas agitando com 3 mL de
amonia diluida. Para resultado positivo, a camada aquosa deve tornar-se

rosea.

4.2.2.1.3. Pesquisa de flavonéides

Foram tratados 3,00 g de folhas de M. cauliflora e de casca de S.
adstringens com 20 mL de éter de petrdleo sob aquecimento em banho de
aquecimento. Apoés filtrados, foram adicionados 20 mL de metanol,
aquecendo em banho de aquecimento, com posterior filtracao e evaporacao.

Ao final, o residuo foi recuperado com 10 mL de etanol.

4.2.2.1.3.1. Reacao de Shinoda

Foram colocados 1 mL do extrato final em tubo de ensaio e foi
adicionado um fragmento de magnésio metalico, foram colocadas gotas de
acido cloridrico concentrado. Apos o desprendimento de hidrogénio

nascente, ha o aparecimento de coloracao rosea ou vermelha.
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4.2.2.1.3.2. Reacao de Taubock

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato até
secura, esfriando e umedecendo o residuo com algumas gotas de acetona.
Foram adicionados alguns cristais de acido bérico e acido oxalico. Foram
evaporados, em banho de aquecimento, novamente, até a secura evitando
aquecimento prolongado. O residuo foi dissolvido em 5 mL de éter etilico e a
mistura foi observada sob luz ultravioleta (254 nm). Em caso positivo, ocorre

aparecimento de fluorescéncia amarelo esverdeada.

4.2.2.1.3.3. Reacao de Pew

Foram evaporados, em banho de aquecimento, 3 mL do extrato em
tubo de ensaio até a secura; ao residuo foram adicionados 3 mL de metanol
e uma pequena porcao de zinco metalico. Foram colocadas algumas gotas de

acido cloridrico concentrado. Deve aparecer coloracao vermelha.

4.2.2.1.3.4. Reacao do cloreto férrico
Foram adicionadas, a 1 mL do extrato, algumas gotas de cloreto férrico
a 2%. Deve aparecer coloracao verde ou amarelo ou ainda violaceo

dependendo do flavonéide presente.

4.2.2.1.3.4. Reacao do cloreto de aluminio

Foram umedecidas areas diferentes de papel de filtro com o extrato.
Foi colocada sobre uma das manchas uma gota de cloreto de aluminio a 5%
em etanol. Deve-se observar sob luz ultravioleta a intensificacdo da

fluorescéncia ou fluorescéncia verde-amarelada.

4.2.2.1.4. Pesquisa de glicosideos cardiotonicos

Foram adicionados 5,00 g de folhas de M. cauliflora e de casca de S.
adstringens a 50 mL da solucado etanol:agua 70% e esta foi submetida a
aquecimento em banho de aquecimento por 10 minutos, completando o
volume para 30 mL apods resfriamento. Ao filtrado, foram adicionados 30 mL

de agua e 15 mL de acetato de chumbo a 10%. Apos agitacao e repouso, a
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mistura foi filtrada e foi adicionado 10 mL de fosfato acido de sédio a 10%,
agitando bem para filtrar. O filtrado foi colocado em um funil de separacao
para fazer duas extracoes com 15 mL de cloroférmio. As fases organicas
foram unidas, tratando com sulfato de sédio anidrido e evaporando até a

metade do volume.

4.2.2.1.4.1. Reacao de Liebermann-Burchard (reacdo com o nucleo
esteroidal)

Foram evaporados 2 mL do extrato em um tubo de ensaio. Ao residuo
foi adicionado 1 mL de anidrido acético e 10 gotas de acido sulfarico

concentrado. Deve aparecer coloracado castanha.

4.2.2.1.5. Pesquisa de saponinas

Foram fervidos 2,00 g de folhas de M. cauliflora e de casca de S.
adstringens com 10 mL de agua destilada durante 3 minutos, filtrando
através de algodao para um tubo de ensaio, o qual foi agitado vertical e
vigorosamente durante 20 segundos. Apos repouso de 20 minutos, ainda
deve existir espuma no tubo e esta ndo deve desaparecer com a adicao de 1

mL de HC1 2 N.

4.2.2.1.5.1. Purificacao da amostra

Amostra de extrato de casca de S. adstringens obtido com etanol 50%
foi ressuspendida em 20 mL de agua destilada e foi feita uma particao
liquido-liquido com 20 mL de n-butanol por trés vezes. As fases foram
separadas e a uma aliquota da fracao butandlica foi adicionado acetato de
etila, com posterior centrifugacao para verificar a formacao de precipitado
(NAMIESIK e GORECKI, 2000). Ambas as fracoes, aquosa e butandlica,
foram submetidas a cromatografia em camada delgada (CCD) em placa de
aluminio de gel de silica 60 Fas4, eluida no sistema cloroféormio:metanol:n-
propanol:agua (5:6:1:4; v/v, fase organica) e revelada com anisaldeido

sulftirico, utilizando saponina como marcador.
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4.2.2.1.6. Pesquisa de taninos

Foram preparados decoctos com 5,00 g de folhas de M. cauliflora e de

casca de S. adstringens em 100 mL de agua destilada.

4.2.2.1.6.1. Reacao da gelatina
A 2 mL da solucado extrativa foram adicionadas 2 gotas de acido
cloridrico (HCI) diluido e solucao de gelatina 2,5% gota a gota. A formacao de

precipitado demonstra reacao positiva para taninos.

4.2.2.1.6.2. Reacao com sais de ferro

A 2 mL da solucao extrativa foram adicionados 10 mL de agua
destilada e 2-4 gotas de solucao de cloreto férrico (FeCls) a 1% em metanol.
O desenvolvimento de coloracdo azul indica a presenca de taninos
hidrolisaveis, enquanto a coloracao verde indica a presenca de taninos

condensados.

4.2.2.1.6.3. Reacao com acetato de chumbo

A 5 mL da solucao extrativa foram adicionados 10 mL de solucao de
acido acético 10% e 5 mL de solucao de acetato de chumbo 10%. A formacao
de precipitado esbranquicado indica reacao positiva para taninos

hidrolisaveis.

4.2.2.2. Perfil cromatografico

Para realizar a cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC)
das folhas de M. cauliflora coletadas nas quatro estacoes do ano e da casca
de S. adstringens, previamente, foi preparado decocto por 15 minutos de
5,00 g de cada droga com 100 mL de agua destilada. Os decoctos obtidos
foram filtrados e submetidos a extracao liquido-liquido com acetato de etila
(20 mL, 3 vezes). A fracdao aquosa e organica foram, posteriormente,

evaporadas em banho de aquecimento e ressuspendidas em metanol para
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serem analisadas por CCDC. Os extratos obtidos de ambas as drogas em
estudo também foram analisados por CCDC.

A fase movel foi composta pela fase organica da mistura
cloroféormio:metanol:n-propanol:agua (5:6:1:4; v/v). A fase estacionaria
utilizada foi placa de aluminio de gel de silica 60 Fas4. As amostras foram
aplicadas em duplicata e reveladas com cloreto férrico 1% em metanol e a
outra com anisaldeido sulfurico, a qual foi aquecida e observada sob luz

ultravioleta (UV) de 254 nm.

4.2.2.3. Perfil espectrofotométrico na regido de ultravioleta

Foram pesados, exatamente, 10,00 mg de acido galico, de acido tanico
e de cada extrato, dissolvidos em 1 mL de agua:metanol (1:1; v/v) e diluidos
1:1000 em metanol. A concentracao final das solucoes de leitura das
substancias padrao e dos extratos foi de 0,01 mg/mL. A leitura de
absorbancia foi realizada em faixa de 190 a 400 nm de comprimento de onda
em espectrofotometro Shimadzu-1603 com cubetas de quartzo de 1 cm de
caminho optico. As amostras foram lidas frente a branco de metanol (CHOI

et al., 2000).

4.2.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS

O processo de obtencado dos extratos foi o de percolacao, segundo o
Processo Geral P, descrito na Farmacopéia dos Estados Unidos do Brasil,
1926. Foram utilizados como solventes extratores etanol 50% (EtOH 50),
etanol 70% (EtOH 70), acetona:agua (7:3; v/v) (Ac:H20) e cloroférmio
(CHCIl3). Cada percolacao foi realizada com 20,00 g de folhas de M. cauliflora
e 20,00 g de casca de S. adstringens.

Todos os extratos assim obtidos foram rotaevaporados. Apds
rotaevaporacao, o fim da secagem do extrato cloroférmico foi realizado a
temperatura ambiente, enquanto que os outros extratos foram liofilizados.

Os extratos obtidos foram pesados e armazenados em dessecador para

evitar que incorporassem umidade.
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4.2.4. ANALISE QUANTITATIVA

4.2.4.1. Determinacao do teor de fenois totais

A analise do extrato foi feita em espectrofotometro, em comprimento de
onda de 760 nm, utilizando cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico,
segundo metodologias extraidas de AOAC (1984) e TEIXEIRA et al. (1990).

Como branco foi utilizada solucao obtida pela mistura entre 0,5 mL do
reagente de Folin-Denis e 1 mL de solucao saturada de carbonato de sodio,
ajustando o volume a 10 mL com agua destilada.

A concentracao de fenois totais do extrato foi determinada utilizando
uma curva analitica estabelecida com solucdes de concentracdao conhecida
de acido tanico. Os resultados foram expressos, pela média de trés
determinacoes, em porcentagem da concentracao de fenodis totais frente a

concentracao inicial de leitura das amostras.

4.2.4.1.1. Preparo da solucao padrao de acido tanico

Foram dissolvidos 0,2000 g de acido tanico em agua destilada,
completando o volume para 10 mL; desta primeira solucdo, 100 pL foram
diluidos em 20 mL de agua. Aliquotas de 0,2 a 0,8 mL desta ultima solucao,
recém-preparada, foram adicionadas a 7 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reagente de Folin-Denis. Apos 3 minutos de agitacao, foi adicionado 1 mL de
solucao saturada de carbonato de so6dio e o volume foi ajustado para 10 mL
com agua destilada (as concentracoes de leitura foram 20, 30, 40, 50, 60, 70
e 80 pg/mlL). A leitura foi feita 30 minutos apos a reacao colorimétrica, no

escuro, a que a solucao foi submetida, em triplicata.

4.2.4.1.2. Preparo das solucoes de amostra

Foi realizada a determinacdo de fenodis totais de extratos de folhas de
M. cauliflora e de casca de S. adstringens obtidos por maceracao, por dois
dias, com etanol 50%, rotaevaporados e secos a temperatura ambiente. Com
os extratos de etanol 50%, etanol 70%, acetona 7:3 e cloroformio, obtidos
com as folhas de M. cauliflora e casca de S. adstringens também foi feita a

determinacao de fenois totais.
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Foram dissolvidos 0,2000 g dos extratos em agua destilada
completando o volume para 10 mL; desta primeira solucao, 100 pL foram
diluidos em 20 mL de agua. Aliquotas de 0,2 a 0,5 mL desta solucao, recém-
preparada, foram adicionadas a 7 mL de agua destilada e 0,5 mL do
reagente de Folin-Denis. Apos 3 minutos de agitacao, foi adicionado 1 mL de
solucao saturada de carbonato de sédio e ajustou-se o volume a 10 mL com
agua destilada. A leitura foi feita 30 minutos apos a reacao colorimétrica a

que a solucao foi submetida, em triplicata.

4.2.4.2. Determinacao do teor de flavonédides totais

A determinacao do teor de flavonodides foi conduzida para amostras
obtidas das drogas (coletadas nas quatro estacoes) e dos extratos de folhas
de M. cauliflora. Foram pesados, exatamente, 20,00 mg de todas as amostras
e foram adicionados 2 mL de metanol 80%. Apés 2 h, as misturas foram
centrifugadas e o volume do sobrenadante completado para 10 mL com
metanol 80%. A 2 mL desta ultima solucao foram adicionados 2 mL de uma
solucao de AICl3.6H20 2% em metanol. Depois de 15 minutos, foi realizada a
leitura espectrofotométrica em 430 nm utilizando uma solucao de 2 mL de
amostra adicionada de 2 mL de metanol 80% como branco. Rutina foi
utilizada como padrao na construcao da curva analitica, nas concentracoes

de 30, 40, 50, 60 e 70 pg/mL, em triplicata (DJERIDANE et al., 2006).

4.2.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

4.2.5.1. Verificacao da atividade antioxidante por CCD

Foi aplicada uma aliquota de rutina e de cada um dos quatro extratos
obtidos a partir de folhas de M. cauliflora e de casca de S. adstringens,
ressuspendidos em metanol, sobre placa de aluminio de gel de silica Fas4. A
fase movel foi composta pela fase organica da mistura cloroférmio:metanol:n-
propanol:agua (5:6:1:4; v/v). A placa foi revelada com solucao de 2,2-difenil-

1-picrilhidrazila (DPPH) a 0,2% em metanol.
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As substancias com atividade anti-radicalar aparecem na forma de

manchas amareladas sobre fundo violeta (SANCHES, 2004).

4.2.5.2. Determinacao da capacidade de sequiestro de radicais livres

O potencial de atividade antioxidante do extrato foi determinado
baseado na atividade seqUestrante da solucao de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH) (MACHADO, 2005; FALCAO et al., 2006).

Foram utilizados acido galico, rutina e vitamina C, na concentracao de
250 pg/mL em metanol, como substancias com reconhecida atividade
antioxidante (BROGGINI, 2006).

O extrato de Ginkgo biloba L., adquirido da empresa Santosflora
(Anexo B) também foi utilizado neste teste, na concentracao de 250 ng/mL
em metanol, por ter uma reconhecida atividade antioxidante (FALCAO et al.,
2000).

Os testes foram feitos com os quatro extratos obtidos de folhas de M.
cauliflora e de casca de S. adstringens, todos na concentracao de 250
pg/mL, em metanol.

A 1 mL das solucoes de amostra foram adicionados 2,5 mL da solucéao
de DPPH 0,004% em metanol. As solucoes foram agitadas em vortex e
mantidas no escuro por 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi
feita posteriormente a este periodo, a 517 nm, em espectrofotometro, com
cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico. A solucao utilizada como
branco consistiu em 1 mL da solucdo metandlica de amostra e 2,5 mL de
metanol. Foi utilizada solucdo de 1 mL de metanol e 2,5 mL de solucao de
DPPH como controle negativo.

A atividade anti-radicalar foi calculada como a porcentagem de
descoloracao do radical DPPH, segundo a equacao:

% = 100. (1 — Aa - Ad),
onde:
Aa = absorbancia da amostra;

Ad = absorbancia da solucao de DPPH (controle negativo).
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4.2.6. ANALISE DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

4.2.6.1. Preparo dos antimicrobianos

O antibiotico ampicilina foi utilizado como substancia controle, uma
vez que as cepas bacterianas utilizadas sao sensiveis a sua acao. Procedeu-
se a dissolucao de 500 mg de ampicilina em 1000 mL de agua destilada
diluindo 1:10 em agua destilada, de forma que a concentracdo desta solucao
de estoque fosse de 50 pg/mL.

Anfotericina B foi o antifingico usado como controle para as cepas de
Candida sp. Foram dissolvidos 16 mg de anfotericina B em 10 mL de
dimetilsulfoxido (DMSO) sendo diluidos, posteriormente, duas vezes na
proporcao 1:5 em meio RPMI-1640, de forma que a concentracao da solucao

de estoque fosse 32 png/mL.

4.2.6.2. Solucao estoque de extrato

Foram ressuspendidos 100 mg dos quatro diferentes extratos obtidos
das duas drogas em estudo em 1 mL de DMSO. A partir destas solucoes,
foram feitas as diluicoes necessarias para cada um dos testes de avaliacao
da atividade antimicrobiana, como indicado em cada item referente aos

testes.

4.2.6.3. Preparo da suspensao de bactéria

Uma colonia de cada cepa bacteriana utilizada foi inoculada em caldo
de infusao de cérebro e coracao (BHI) e incubada a 37 °C durante 24 horas.
A partir deste inoculo foi realizada turvacao até escala 0,5 de McFarland

(cerca de 1,5.108 células/mL) em caldo BHI.

4.2.6.4. Preparo da suspensao de levedura
Cinco colonias com diametro de cerca de 1 mm de cultura de 24 h a

35 °C foram ressuspensas em S mL de solucao salina 0,9% esterilizada e,
apos agitada em vortex por 15 minutos, esta suspensao foi utilizada para
obtencao de suspensao de turvacao na escala 0,5 de McFarland (1.10° a

5.106 leveduras/mL) em salina.
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4.2.6.5. Teste de difusao em agar

O teste de difusao em agar foi realizado baseado na Norma M2-A8 do
National Committee For Clinical Laboratory Standards, atualmente
denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), porém com
modificacoes descritas neste item (NCCLS, 2003a).

As suspensoes bacterianas preparadas anteriormente foram diluidas
1:100 com base na quantidade de agar Mueller Hinton colocado nas placas.
Sobre estes meios, foram adicionados 50 pL das amostras dos extratos das
folhas de M. cauliflora diluidos 1:1 em BHI utilizando “templates” com 6
orificios de 6 mm de diametro interno. Foi observado que as amostras dos
extratos das cascas de S. adstringens nao se difundiam facilmente do
“template” para o agar, portanto, os testes de difusdo em agar foram
realizados através de orificios feitos no agar com cilindros de aco de 6 mm de
diametro interno, colocando 50 pL das amostras. As solucoes de todos os
extratos foram aplicadas na concentracao de 50 mg/mL. Antes da incubacao
a 37 °C por 24 h, as placas foram deixadas duas horas a temperatura de 4
°C para permitir a difusao das amostras. Foram utilizados 20 pL de DMSO
como controle negativo e 20 pL de ampicilina como controle positivo. Apos a
incubacao, o diametro do halo de inibicao foi considerado como medida do
poder inibitorio da amostra contra o microrganismo testado. Os testes foram

feitos em triplicata.

4.2.6.6. Determinacao da Concentracao Inibitéria Minima por meio do

método de diluicido em microplaca e Concentracio Bactericida Minima

Foi determinada a Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) utilizando
diluicdo em microplaca, segundo a Norma M7-A6 do National Committee For
Clinical Laboratory Standards, atualmente denominado Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), porém com modificacoes descritas
neste item (NCCLS, 2003D).

Em todos os pocos foram colocados 100 pL de BHI.

Os extratos foram diluidos 1:5 em BHI a partir da solucao estoque de

100 mg/mL, obtendo-se solucoes teste de 20 mg/mL. Foram pipetados 100
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pL de cada uma destas solucdes nos respectivos pocos da primeira linha da
microplaca (colunas 1 a 8). Um poco foi utilizado para adicao de 100 pL de
DMSO:BHI (1:1; v/v) para controle do solvente (coluna 9) e em outro poco
foram colocados 100 pL da solucao de ampicilina anteriormente preparada
(coluna 10). Foram realizadas diluicoes seriadas, transferindo-se 100 pL do
poco anterior para o poco subsequente. A coluna 11 foi utilizada para
controle positivo do crescimento bacteriano e para controle negativo de
esterilidade do meio. Na coluna 12 foram colocados 50 pL da solucao teste
dos extratos para controle microbiologico destes. A todos os pocos, exceto os
de controle de esterilidade do meio e microbiologico dos extratos, foram
adicionados 100 pL da suspensao bacteriana diluida 1:200 em BHI, sendo
que a concentracao final foi de 2,5.105 células/mL (Figura 6). As microplacas
foram incubadas por 24 h a 37 °C. A inibicao do crescimento bacteriano foi
evidenciada pela adicao de 20 pL de uma solucdo aquosa de 0,01% de
resazurina apos incubacdo a 37 °C por 1 h, e foi determinada como
concentracdo inibitéria minima a menor concentracdo que inibiu o
crescimento bacteriano. Os testes foram realizados em triplicata.

Foi realizada uma subcultura de cada microplaca, utilizando agar
Mteller Hinton em placa de Petri de 12 cm de diametro, determinando o
valor da concentracdo bactericida minima. As placas de Petri foram
incubadas por 24 h a 37 °C. A concentracdo bactericida minima foi entao

observada pela auséncia ou presenca de crescimento bacteriano.

4.2.6.7. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima pelo método de

diluicdo em microplaca e Concentracdo Fungicida Minima

Foram determinadas a Concentracdao Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracao Fungicida Minima (CFM) contra Candida albicans, Candida
parapsilosis e Candida tropicalis utilizando diluicao em microplaca, segundo
a Norma M27-A2 do National Committee For Clinical Laboratory Standards,
atualmente denominado Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI),

porém com modificacoes descritas neste item (NCCLS, 2002).
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O meio de cultura em caldo apropriado para ser utilizado para cultivo
de Candida sp € o RPMI-1640 contendo glutamina e vermelho de fenol, mas
sem bicarbonato, suplementado de acido 3-[N-morfino] propanosulfénico
(MOPS) na concentracao de 0,165 mol/L, com pH 7,0 e esterilizado por
filtragem, enquanto que o meio solido apropriado € Sabouraud.

Foram colocados 100 pL de meio RPMI-1640 ja completo em cada poco
da microplaca. No primeiro poco da coluna 1 a 8 foram colocados 100 pL
das solucoes de extrato diluidas 1:5 em RPMI a partir da solucao estoque de
200 mg/mL em DMSO. Uma aliquota de 100 pL do solvente foi colocada no
primeiro poco da coluna 9 e 100 pL da solucao anteriormente preparada de
anfotericina B foram colocados na linha H. Foram realizadas diluicoes
seriadas, transferindo-se 100 pL do poco anterior para o poco subsequente.
Metade da coluna 11 foi utilizada para controle positivo do crescimento de
levedura e a outra para controle negativo de esterilidade do meio. Na coluna
12 foram colocados 100 pL da solucao teste dos extratos para controle
microbiologico destes (Figura 6). A partir da suspensao de cerca de 5.106
células/mL de levedura (escala 0,5 McFarland) foi realizada uma diluicao
1:10 e uma aliquota foi retirada apenas para contagem do numero de células
em Camara de Neubauer. Posteriormente, foi realizada a diluicao necessaria
para ser obtida uma suspensao de 5.103 células/mL, da qual foram
aplicados 100 pL nos respectivos pocos das microplacas (concentracao final
de 2,5.1083 células/mL) apos a diluicao seriada das amostras e dos controles.
As microplacas foram incubadas por 48 h a 25 °C sob agitacao constante. A
inibicao do crescimento fungico foi evidenciada pela adicao de 20 pL de uma
solucao aquosa a 2% de cloreto de 2,3,5-trifenil tetrazolio (TTC) apos
incubacao a 30 °C por cerca de 3 h, e foi determinada como concentracao
inibitéria minima a menor concentracdo que inibiu o crescimento fungico,
evidenciado pela presenca de coloracao rosea no fundo do poco. Os testes
foram realizados em triplicata.

Foi realizada uma subcultura de cada microplaca, utilizando meio
Sabouraud-agar em placa de Petri de 12 mm diametro, determinando o valor

da concentracao fungicida minima. As placas de Petri foram incubadas por
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24 h a 25 °C. A concentracao fungicida minima foi entao observada pela

auséncia ou presenca de crescimento da levedura.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
5,0 ma/mL SONONOCNONONONONONONONRGON )
2,5 mo/ml B OO OO0 O0O0O0O0O00e
1zmm. | ¢ O O O O O OO OO 00 e
0,625 mg/mL p OO OOOOO0OOO0O0Le
0,312 mg/mL e OO O OO OO0O0O0O00 e
0,156 mg/mL r OO OO0 O0O0O0O0O00O00e
0,078 mg/mL s OO OOOOOO0O00 e
0,039 m/mL Hh OO OO0OO0OO0O0O0O0O00O00e

Figura 6: Esquema da microplaca utilizada para determinacdo da concentracao inibitéria
minima para bactérias e leveduras*, separadamente (*a primeira concentracdo & de 10
mg/mL com subsequente diluicdo 1:1).

O ampicilina
QO anfotericina B
O Controle negativo DMSO
(O Controle negativo meio de cultura
@ Controle negativo extratos da casca de S. adstringens (A-EtOH 50; B-EtOH 70; C-
Ac:H,O; D-CHCly)
@ Controle negativo extratos das folhas de M. cauliflora (E-EtOH 50; F-EtOH 70; G-
Ac:H,O; H-CHCly)
O Controle positivo microrganismo
@ Coluna 1: extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens
Coluna 2: extrato EtOH 70 de casca de S. adstringens
Coluna 3: extrato Ac:H»O de casca de S. adstringens
Coluna 4: extrato CHCI3; de casca de S. adstringens
@ Coluna 5: extrato EtOH 50 de folhas de M. cauliflora
Coluna 6: extrato EtOH 70 de folhas de M. cauliflora
Coluna 7: extrato Ac:H»O de folhas de M. cauliflora
Coluna 8: extrato CHCIl; de folhas de M. cauliflora
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4.2.6.8. Determinacao da concentracdo inibitéria minima pelo método de

macrodiluicdo e da concentracao bactericida minima

A determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) pelo método
de macrodiluicao foi realizada segundo a Norma M7-A6 do National
Committee For Clinical Laboratory Standards, atualmente denominado
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), porém com modificacoes

descritas neste item (NCCLS, 2003b).

4.2.6.8.1. Solucao estoque de extrato

Foram ressuspendidos 200,0 mg dos extratos hidroalcodlicos e do
extrato acetona:agua obtidos das duas drogas vegetais em estudo em 1 mL
de DMSO, diluindo 1:1 com BHI. A tubos contendo 1 mL de BHI foi
adicionada quantidade suficiente desta solucao estoque de extrato a fim de
que a concentracao final fosse de 10, 7,0, 5,0, 3,0, 2,5, 2,0 e 1,0 mg/mL

para o ensaio de determinacao de CIM por macrodiluicao.

4.2.6.8.2. Preparo da suspensao de bactéria

Uma coldnia de cada cepa bacteriana utilizada foi inoculada em caldo
de infusao de cérebro e coracao (BHI) e incubada a 37 °C durante 24 h. A
partir deste inoculo foi realizada turvacao até escala 0,5 de McFarland (cerca

de 1,5.108 células/mL) em caldo BHI e posterior diluicdo 1:100 em BHI.

4.2.6.8.3. Determinacido da concentracio inibitéria e bactericida minima

Foram adicionados 100 uL da suspensao bacteriana aos tubos de BHI
contendo as amostras de extrato, posteriormente, os tubos foram incubados
a 37 °C por 24 h e a atividade antibacteriana foi avaliada pela turvacao.
Depois, uma alcada foi retirada e estriada em placas contendo meio Mueller
Hinton, as quais foram incubadas a 37 °C por 24 h sendo determinada a
concentracao bactericida minima pela presenca ou auséncia de crescimento.
Paralelamente, foram conduzidos controles de crescimento das bactérias, do
meio, dos extratos e também controle de verificacdo da atividade

antimicrobiana do DMSO. Todos os testes foram feitos em triplicata.
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4.2.6.9. Bioautografia

Os testes de bioautografia foram realizados com amostras dos extratos
das folhas de M. cauliflora e das cascas de S. adstringens obtidos com EtOH
50, EtOH 70, Ac:H2O e CHCI3, ressuspendidas em metanol a uma
concentracao final de 50 mg/mL.

Foram aplicados 5 pL das amostras em placas de aluminio gel de silica
60 Fos4. As placas foram eluidas no sistema cloroformio:metanol:n-
propanol:agua (5:6:1:4; v/v; fase organica). Foram feitas uma placa para
cada bactéria a ser testada e outra para ser revelada com anisaldeido
sulfurico.

Previamente, foram feitos indculos das cepas de S. aureus, S.
epidermidis, B. subtilis e E. coli em caldo BHI por 24 h a 37 °C, dos quais foi
realizada a turvacao até escala 0,5 de McFarland (cerca de 1,5.108
células/mL).

As placas cromatograficas, apos eluicao e volatilizacao dos solventes,
foram colocadas no interior de placas de Petri e sobre elas foram adicionados
15 mL do meio de cultura agar Mueller Hinton ja inoculado com a bactéria,
em diluicao 1:100, de forma a obter-se uma concentracao de 1,5.106
UFC/mL. Junto ao meio foram adicionados 0,5 mL de solucao aquosa de
TTC 1% como indicador de crescimento. As placas foram deixadas a 4 °C por
2 h, permitindo a difusao das amostras pelo meio de cultura sendo,
posteriormente, incubadas a 37 °C por 24 h. A formacao de halos incolores
indica inibicado do crescimento bacteriano e, portanto, atividade
antimicrobiana do(s) composto(s) presente em determinado fator de retencao

(Rf) (Figura 7) (MOULARI et al., 2006; SARTORATTO et al., 2004).
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Figura 7: Esquema da metodologia de bioautografia. A- aplicacdo da amostra em placa
cromatografica (CCD). B- eluicao da CCD. C- CCD eluida. D- CCD incubada em meio s6lido
inoculado. E- revelacao com solucao de TTC. F- revelacao da CCD com solucao de
anisaldeido sulftrico.
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4.2.7. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

A citotoxicidade foi realizada frente a células mamiferas de macrofagos
da linhagem J774. Estas células foram mantidas em garrafas em estufa a 37
°C sob atmosfera de 5% de CO2 em meio RPMI-1640 (pH 7) adicionado de
10% soro fetal. Ao acondicionamento das garrafas foram adicionados 0,1%

de solucao de estreptomicina e 0,1% de solucao de anfotericina B.

4.2.7.1. Preparo das amostras

Os extratos de M. cauliflora e S. adstringens foram dissolvidos em
DMSO a fim de obter uma solucao de 100 mg/mL, sendo posteriormente
diluidos 1:20 (v/v) em RPMI-1640 no primeiro poco da microplca de 96
pocos, para entao serem diluidos, sucessivamente, até o ultimo poco da
placa, 1:1 (v/v) em RPMI-1640. A maxima concentracao atingida no ensaio

foi de 2,5 mg/mL e a minima foi de 0,0195 mg/mL.

4.3.2. Avaliacdo da citotoxicidade dos extratos

A técnica consistiu em coletar as células por tripsinizacao,
centrifugacao a 1500 rpm por 10 minutos e contagem do numero de células,
com auxilio do corante Turk, ajustando para a concentracao de 1 x 105
células/mL em meio RPMI-1640. Desta suspensao, as células foram
incubadas em microplaca de 96 pocos a 37 °C em atmosfera de 5% de CO»
por 48 h. Apos este periodo, observou-se a formacdo de tapete celular,
retirou-se o meio RPMI existente (ja inadequado para a manutencao celular),
colocando 100 pL de meio novo e 100 pL das amostras ja preparadas.
Incubou-se a microplaca por 24 h a 37 °C em estufa com atmosfera de 5%
de COj. Todo esse procedimento foi feito de forma a causar a menor
perturbacao possivel no tapete celular formado. Posteriormente, adicionou-
se 20 pL do corante Alamar Blue diluido em RPMI-1640 1:1 (v/v).
Novamente, incubou-se a microplaca em estufa sob atmosfera a 5 % de CO2
a 37 °C para leitura apos 5 a 24 h. A coluna 11 foi utilizada como controle
negativo, sem a presenca de células e a coluna 12, como controle positivo do

crescimento celular. Uma coluna foi utilizada como controle de citotoxicidade
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do DMSO, sendo diluido 1:1 (v/v) em RPMI-1640 no primeiro poco com
subsequente diluicao 1:1 no mesmo meio. A leitura dos resultados foi feita
visualmente pela diferenciacdo entre a cor azul (auséncia de células vivas) e
cor-de-rosa (presenca de células vivas) (AHMED et al.,1994; O'BRIEN et al.,
2000; DEBBASCH et al., 2005 com modificacoes).

4.2.8. PREPARACOES COSMETICAS

Para manipulacao das preparacoes, foram utilizados os extratos
hidroalcodlicos, uma vez que, no panorama geral de atividade
antimicrobiana e determinacao de CIM, apresentaram os menores valores de
CIM e por terem apresentado menor custo de preparo. As formulacoes finais
foram apresentadas com o respectivo extrato que apresentou, de forma geral,

melhor halo de inibicao de crescimento das bactérias e leveduras.

4.2.8.1. Preparo do sabonete liquido

A formulacao do sabonete liquido foi baseada em composicao basica,
com a presenca de tensoativos que proporcionem detergéncia e quantidade e
qualidade de espuma, agentes de viscosidade, sobreengordurantes,
conservantes e sequestrantes de ions (HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL,
1999). Para o preparo do sabonete liquido, a formula apresentada na Tabela

2 foi desenvolvida.
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Tabela 2: Formula percentual da preparacao de sabonete liquido e funcao de

cada componente.

Nome INCI Matéria-prima Funcao Composicao
Sodium laureth sulphate lauril éter sulfato de Tensoativo anionico 20,00%
sodio
Sodium astrocaryum astrocarium Qualidade sensorial de 0,20%
murumuruate murumuruato de soédio espuma
Cocamidopropylbetaine | cocoamidopropilbetaina | Tensoativo espessante 4,00%
Laurylpolyglucose laurilpoliglicosideo Tensoativo espessante, 2,00%
estabilizador de
espuma e qualidade
sensorial de espuma
Decylpoluglucose decilpoliglicosideo Tensoativo espessante, 2,00%
estabilizador de
espuma e qualidade
sensorial de espuma
Laurylpolyglucose dietanolamida acido Sobreengordurante, 3,00%
graxo de coco estabilizador de
espuma, espessante,
solubilizante
Lanolin alcohol alcool de lanolina Co-emulsificante e 1,00%
agente de viscosidade
Methylparaben metilparabeno Conservante 0,20%
antimicrobiano
Disodium EDTA EDTA dissédico Quelante 0,05%
Citric acid acido citrico (solucao Corretivo de pH g.s. pH 6
aquosa a 10%)
extrato vegetal Ativo anti-séptico 0,25%!12
Sodium chloride cloreto de sédio Espessante q.s.
Water agua destilada g.s.p. 100%

lextrato das folhas de M. cauliflora obtido com etanol 70%.
2extrato da casca de S. adstringens obtido com etanol 50%.

Os componentes da formula, exceto o extrato, acido citrico e NaCl,

foram aquecidos até completa solubilizacdo. Apods resfriamento, foram

adicionados a solucao de acido citrico até pH 6 e o extrato, solubilizado em

5% do total de agua utilizado, e a viscosidade da preparacao foi ajustada

pela adicao de cloreto de sodio.

Para verificacao da atividade anti-séptica do sabonete liquido, foram

manipuladas diferentes preparacoes, contendo 0,25%, 0,50% e 1,00% dos

extratos das folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens obtidos com

EtOH 50 e EtOH 70, cada um, separadamente.
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Também foi manipulada uma preparacao sem adicao de nenhum dos
extratos para ser tomada como preparacao controle, a fim de comparacao

dos resultados obtidos com os sabonetes contendo extrato.

4.2.8.2. Preparo do sabonete em barra

A formulacdo do sabonete em barra foi baseada na definicao de
sabonete, uma vez que o mesmo € resultante da saponificacdo de acidos
graxos, sendo adicionado dos adjuvantes sobreengordurantes, umectantes,
agentes de dureza e transparéncia (HERNANDEZ e MERCIER-FRESNEL,
1999). Para o preparo do sabonete em barra, a formula apresentada na

Tabela 3 foi desenvolvida.

Tabela 3: Formula percentual da preparacao de sabonete em barra e funcao

de cada componente.

Nome INCI Matéria-prima Funcao Composicao
massa base Acidos graxos 35,00%
saponificados
Sodium astrocarium Qualidade sensorial 1,50%
astrocaryum murumuruato de sédio
murumuruate
Alcohol etanol Transparéncia e 15,00%
dureza
Glycerin glicerina Transparéncia 10,00%
Sucrose sacarose Transparéncia e 10,00%
dureza
Orbignya oleifera 6leo de babacu Emoliente 3,00%
seed oil
extrato vegetal Ativo anti-séptico 0,25%?1.2
Water agua destilada g.s.p. 100%

lextrato das folhas de M. cauliflora obtido com etanol 50%.
2extrato da casca de S. adstringens obtido com etanol 50%.

Os componentes da formula, exceto o extrato, foram levados a chapa
aquecedora sob agitacao constante até fusao da massa base. O extrato foi
dissolvido em 5% do total de etanol e 5% do total de agua, sendo incorporado
ao restante da preparacao apoés fusao da massa base, para entao o sabonete

ser colocado em molde apropriado para enrigecimento.
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Para verificacao da atividade anti-séptica do sabonete em barra, foram
manipuladas diferentes preparacoes, contendo 0,25%, 0,50% e 1,00% dos
extratos das folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens obtidos com
EtOH 50 e EtOH 70, cada um, separadamente.

Também foi manipulada uma preparacao sem adicao de nenhum dos
extratos para ser tomada como preparacao padrao, a fim de comparacao dos

resultados obtidos com os sabonetes contendo extrato.

4.2.8.3. Preparo da locao

A formulacdo da locao foi obtida por desenvolvimento de emulsao
oleo/agua, sendo que na fase aquosa foram incorporados o conservante e o
ativo (extrato) e na fase oleosa, emolientes, umectantes, antioxidantes e
demais componentes, como previsto na literatura (PRISTA et al., 2002). Para

o preparo da locao, a formula apresentada na Tabela 4 foi desenvolvida.
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Tabela 4: Formula percentual da preparacao de locao e funcado de cada

componente.
| Matéria-prima | Funcao Composicao
FASE OLEOSA
Ceteareth-20 alcool cetoestearilico Tensoativo nao- 1,00%
etoxilado 20 OE idnico
Cetyl alcohol alcool cetilico Espessante 1,50%
Cetyl lactate lactato de cetila Espessante e 3,00%
emoliente
Atrocaryum 6leo de murumuru Emoliente 3,00%
murumuru
butter
BHT butilhidroxidotolueno Antioxidante 0,05%
Propylparaben propilparabeno Conservante 0,02%
antimicrobiano
Lanolin alcohol alcool de lanolina Co-emulsificante e 1,00%
agente de
viscosidade
FASE AQUOSA
Methylparaben metilparabeno Conservante 0,18%
antimicrobiano
Extrato vegetal Ativo anti-séptico | 0,25%!; 0,50%?2
Water agua destilada q.s.p. 100%

lextrato das folhas de M. cauliflora obtido com etanol 50%.
2extrato da casca de S. adstringens obtido com etanol 50%.

As fases aquosa (sem extrato) e oleosa foram aquecidas,
separadamente, até 80 °C, para completa fusdo do material graxo, sendo
posteriormente, adicionadas e agitadas até reducao da temperatura para
incorporacao do extrato dissolvido em 5% do total de agua utilizado na
preparacao, prosseguindo a agitacao até resfriamento da preparacao.

Para verificacao da atividade anti-séptica da locao, foram manipuladas
diferentes preparacoes, contendo 0,25%, 0,50% e 1,00% dos extratos das
folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens obtidos com EtOH 50 e
EtOH 70, cada um, separadamente.

Também foi manipulada uma preparacao sem adicao de nenhum dos
extratos para ser tomada como preparacao padrao, a fim de comparacao dos

resultados obtidos com as locoes contendo extrato.
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4.2.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-SEPTICA DAS PREPARACOES
COSMETICAS

4.2.9.1. Teste de difusao em agar

As suspensoes bacterianas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli,
preparadas como descrito no item 4.2.6.3, foram diluidas 1:100 com base na
quantidade de meio agar-Mueller Hinton colocado nas placas, enquanto que
foram aplicados 100 pL da suspensao das leveduras C. albicans, C.
parapsilosis e C. tropicalis, a partir da escala 0,5 de McFarland, sobre a
placa de Petri (preparadas como no item 4.2.6.4.) contendo meio agar-
Mteller Hinton acrescido de 2% de d-glicose e 0,5 pg/mL de azul de metileno
(NCCLS, 2003c). Foram feitos pocos nos meios de cultura com cilindros de
aco de 6 mm de diametro interno e nestes foram adicionados 100 pL das
amostras de sabonete liquido, do sabonete em barra fundido e da locao.
Antes de serem colocadas no meio de cultura, as amostras de sabonete
liquido e locao foram adicionadas de 1% de Tween® 80 para inativacao dos
conservantes derivados de parabenos utilizados nas preparacoes. Em cada
poco foram colocadas as diferentes amostras das trés preparacoes, que
consistiam de amostras sem extrato, amostras com extrato EtOH 50 de M.
cauliflora a 0,25%, 0,50% e 1,00%, amostras com extrato EtOH 70 de M.
cauliflora a 0,25%, 0,50% e 1,00%, amostras com extrato EtOH 50 de S.
adstringens a 0,25%, 0,50% e 1,00% e amostras com extrato EtOH 70 de S.
adstringens a 0,25%, 0,50% e 1,00%. Antes de incubadas a 37 °C por 24 h
(bactérias) e 25 °C por 48 h (leveduras), as placas foram deixadas duas horas
a 4 °C para permitir a difusdo das amostras. Foram adicionados 50 pL de
ampicilina (50 pg/mL) como controle de inibicao do crescimento bacteriano e
anfotericina B (32 pg/mL) como controle de inibicdo do crescimento das
leveduras. A atividade anti-séptica das preparacoes foi verificada pela
medida do halo de inibicao de crescimento bacteriano e fingico e comparada
com o halo formado pelas amostras das preparacoes sem os extratos. Todos

os testes foram feitos em triplicata (CORDEIRO, 2005; LOPES et al., 2005).
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Ap6s o periodo a que as preparacoes, que apresentaram melhor
atividade anti-séptica, foram submetidas aos testes de estabilidade, novo
teste de avaliacao da atividade anti-séptica foi realizado frente a S. aureus, S.
epidermidis, E. coli, C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis pela mesma

metodoloia apresentada acima.

4.2.10. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS PREPARACOES

A partir das preparacoes obtidas, os parametros organolépticos e
fisico-quimicos foram avaliados por meio de testes de centrifugacao e
estabilidade preliminar, submetendo as preparacées a condicoes extremas
de temperatura a fim de acelerar possiveis reacoes entre seus componentes e
o surgimento de sinais que devem ser observados e analisados conforme as
caracteristicas especificas. Ao final, os dados obtidos foram analisados

estatisticamente (AGENCIA..., 2004).

4.2.10.1. Teste de centrifugacao

Antes de iniciar os testes de estabilidade, as preparacoes de sabonete
liquido e locao foram submetidas, sem e com os extratos, a centrifugacao a

3000 rpm durante 30 minutos.

4.2.10.2. Estabilidade preliminar

A estabilidade das preparacoes de sabonete liquido e locao contendo os
extratos foi avaliada comparando com a estabilidade das preparacoes sem os

extratos. As preparacoes foram submetidas as seguintes condicoes de

estresse:
. Alta temperatura: 37 = 2 °C, em estufa;
. Baixa temperatura: 5 + 2 °C, em geladeira.

Para avaliacdo da estabilidade preliminar, os parametros

organolépticos e fisico-quimicos foram observados antes de submeter as
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preparacoes as condicoes de estresse (dia zero) e todos os dias, durante os
15 dias de teste, sendo 15° dia o ultimo dia de medicao.

Parametros organolépticos: aspecto, cor e odor foram comparados entre as

amostras sem os extratos (controle) e as amostras incorporadas com os
extratos antes de submetidas as condicoes de estresse e depois, por 15 dias.

Avaliacdo do valor de pH: para a determinacao do pH, a cada medicao, foi

feita uma solucdo a 10% com as amostras, que foram analisadas em

peagometro (DAVIS, 1977).

Avaliacdo da densidade: foi utilizado um picnéometro com capacidade de 5
mL, previamente calibrado pela determinacao de sua massa vazio e com
agua destilada e fervida. Apos colocada a amostra no picnéometro, o excesso
foi retidrado e o picnometro cheio foi pesado, sendo a massa da amostra
obtida através da diferenca de massa do picnometro cheio e vazio
(FARMACOPEIA, 1988). O calculo da densidade, entdo, foi feito segundo a
formula:
densidade (g/mL)= massa (g)/volume (mL)

Avaliacdo do comportamento reoldégico das amostras: antes das amostras

serem submetidas as condicoes de estresse, foi avaliado o comportamento
reologico das mesmas em viscosimetro Brookfield RVD-VIII utilizando o
spindle SC4 -21 para as preparacoes de sabonete liquido e SC4-29 para as

preparacoes de locao.

4.2.11. CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DAS
PREPARACOES

O controle de qualidade microbiologica das preparacoes consiste na
determinacao do numero total de microrganismos e pesquisa de Salmonella
sp, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.
Nestas analises foram utilizadas amostras representativas do contetido dos
produtos conforme métodos preconizados na Farmacopéia Brasileira (1988),

British Pharmacopeia (2001) e USP (UNITED, 2003).
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O controle de qualidade microbiologico foi aplicado a amostras das trés
preparacoes de ambos os extratos (total de 6 amostras), apos verificacao da
atividade anti-séptica.

Uma vez que as preparacoes foram formuladas com metilparabeno,
utilizou-se, nos testes de controle de qualidade microbiologico, 1% de

Tween® 80 como inativante do referido conservante.

4.2.11.1. Contagem do numero total de microrganismos

Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90
mL de solucao tampao fosfato pH 7,2, para a contagem dos microrganismos
totais. Apos 10 minutos sob agitacao para homogeneizacao, foi pipetado 1
mL para placas de Petri, adicionando 20 mL agar-tioglicolato para contagem
do numero total de bactérias e agar-Sabouraud para contagem do numero
total de fungos. O material foi colocado em estufa incubadora de 35 °C
durante 24 h e 25 °C durante 7 dias, para a pesquisa de bactérias e fungos,
respectivamente. Apos este periodo, foi observada a formacao e contado o
numero de colonias com o auxilio de contador, calculando o numero de

unidades formadoras de colonias.

4.2.11.2. Pesquisa de Salmonella sp. e Escherichia coli

Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90
mL de caldo lactosado, para pesquisa de Salmonella e E. coli. O caldo foi
incubado a 35 °C durante 24 h. Apods este periodo, foi observado o meio
quanto ao crescimento e foi transferido 1 mL do caldo lactosado para tubos
contendo caldo tetrationato e caldo selenito cistina, incubando a 35 °C
durante 24 h. Apos este periodo, amostra do caldo tetrationato foi semeado
com alca de platina para um tubo contendo agar inclinado verde brilhante,
outro tubo contendo agar bismuto sulfito e uma placa de Petri contendo agar
xilose lisina desoxicolato (XLD). Foi feito da mesma forma com a amostra
inoculada no caldo selenito cistina, transferindo para os trés meios e
incubando a 35 °C durante 24 h. O crescimento e as caracteristicas das

colonias foram observados. As coldnias suspeitas foram semeadas com alca
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reta em tubo contendo agar inclinado de ferro-triplo-actuicar (TSI). Foram
incubadas a 35 °C durante 24 h. Para a confirmacdo da presenca de
Salmonella, o método de coloracao de Gram foi utilizado.

Para a pesquisa de E. coli, foi transferido 1 mL do caldo lactosado para
placa de Petri contendo agar MacConkey. Foi incubado a 35 °C durante 24
h. O crescimento e as caracteristicas das colonias foi observado. As colonias
suspeitas foram semeadas com alca de platina em placa de Petri contendo
agar eosina azul de metileno (EMB) e as placas foram incubadas a 35 °C
durante 24 h. Para a confirmacao da E.coli o método de coloracao de Gram

foi utilizado.

4.2.11.3. Pesquisa de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa

Foram transferidos, assepticamente, 10,00 g de cada amostra para 90
mL de caldo peptonado, para a pesquisa de S. aureus e P. aeruginosa,
incubando a 35 °C durante 24 h. Apos este periodo, o meio foi observado
quanto ao crescimento e foi transferido 1 mL do caldo para placas de Petri
contendo agar Vogel Johnson, para a pesquisa de S. aureus e agar cetrimida,
para a pesquisa de P. aeruginosa, incubando a 35 °C durante 24 h. Foram
observados o crescimento e as caracteristicas das colonias. Foi feita a
confirmacao através de método de coloracao de Gram. Além disto, foi
realizado o teste da coagulase e da oxidase, para a confirmacao de S. aureus
e de P. aeruginosa, respectivamente.

Todos os ensaios de controle de qualidade microbiologico das
preparacoes contendo o extrato de M. cauliflora e de S. adstringens foram

feitos em triplicata.




material e métodos 69

4.2.12. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como a média * desvio-padrao dos
valores obtidos. A significAncia estatistica foi avaliada usando o teste t,

sendo que foi tomado como significativamente diferente p < 0,05.




5. RESULTADOS
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5.1. ANALISES FISICO-QUIMICAS

5.1.1. Granulometria

A distribuicao granulométrica percentual, pela média de trés
determinacoes, para as folhas de M. cauliflora pulverizadas em moinho de
facas, para as folhas de M. cauliflora pulverizadas em moinho de bola e para

a casca de S. adstringens adquirida comercialmente é apresentada na Figura
8.
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Figura 8: Comparacao da granulometria percentual das folhas pulverizadas de M. cauliflora
em moinho de facas, em moinho de bola e das cascas de S. adstringens adquiridas
comercialmente. A porcentagem de distribuicdo é dada em funcao da abertura da malha dos
tamises, na seguinte ordem: (1)>1700 pm; (2) 1700 — 355 pm; (3) 355 — 250 pm; (4) 250 —
180 pm; (5) 180 — 150 pm; (6) <150 pm.

A partir dos dados apresentados na figura, pode-se observar que as
folhas que foram pulverizadas em moinho de facas apresentam-se
distribuidas em maior percentual nas particulas de tamanho compreendido
entre 1700 e 355 pm, enquanto que as folhas pulverizadas em moinho de
bola e a casca adquirida comercialmente apresentam-se mais distribuidas
entre as particulas de tamanho menor que 150 pm. Desta forma, quando a
droga foi pulverizada em moinho de facas, ela apresentou, em maior
porcentagem, um tamanho de particula maior do que as drogas que foram

pulverizadas em moinho de bola e adquiridas comercialmente.
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5.1.2. Determinacao do pH
Em relacao ao pH de folhas de M. cauliflora e de casca de S.

adstringens, apresenta-se o valor da média das trés determinacoes e o

desvio-padrao na Tabela 5.

Tabela 5: Valor de pH de folhas de M. cauliflora e de casca de S. adstringens.

Droga M. cauliflora S. adstringens
primavera verao outono inverno
pHa 5,05+0,05 5,04 +0,01 5,11 +0,06 5,01 +0,03 4,73 + 0,08

a) médiatdesvio-padrao
O pH medido da agua destilada, utilizada para os testes, foi de 5,8 %
0,06.

5.1.3. Determinacio do teor de umidade
Apos trés determinacoes, a média de teor de umidade, em balanca com

infravermelho, para as drogas em estudo estao apresentadas na Tabela 6.

Tabela 6: Valor do teor de umidade para as drogas em estudo.

Droga Teor de umidade? (%; p/p)
Folhas de M. cauliflora (primavera) 7,60+0,50
Folhas de M. cauliflora (verao) 4,16%0,70
Folhas de M. cauliflora (outono) 5,18+0,82
Folhas de M. cauliflora (inverno) 6,00+1,40
Casca de S. adstringens 8,18%0,70

ajmédiatdesvio-padrao
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5.1.4. Determinacdo do teor de extrativos

O resultado do teor de extrativos das folhas de M. cauliflora e da casca

de S. adstringens pode ser visualizado, em porcentagem, na Figura 9.
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Figura 9: Teor de extrativos das drogas analisadas, em %, e desvio-padrio.

5.1.5. Determinacio do teor de cinzas totais

A Tabela 7 apresenta a média de trés determinacoes, em porcentagem
relativa a massa de amostra inicialmente pesada, do teor de cinzas totais

apresentado pelas folhas de M. cauliflora coletadas nas quatro estacoes e de

casca de S. adstringens.

Tabela 7: Teor de cinzas totais de folhas de M. cauliflora e de casca de S.

adstringens.

M. cauliflora S. adstringens

Primavera Verao Outono Inverno
Teora 89,67+0,47 90,65+0,01 90,07+0,04 89,97+0,20 89,45+0,47

a) médiatdesvio-padrao (%; p/p)
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5.2. ANALISES FITOQUIMICAS

5.2.1. Triagem fitoquimica preliminar das principais classes de metabolitos
secundarios

Classicamente, a caracterizacao dos principais grupos de substancias
vegetais tem sido conseguida pela realizacdo de reacdes quimicas que
resultem no desenvolvimento de coloracao e/ou precipitacao caracteristico
(FALKENBERG et al., 2004), e desta forma, os resultados obtidos com as
drogas em analise para cada classe dos principais metabdlitos secundarios
sao demonstrados na Tabela 8.

No entanto, embora o teste de formacao de espuma tenha apresentado
resultado positivo para saponinas, o resultado nao se manteve positivo para
a fracao purificada nos testes de precipitacao e na CCDC, nao confirmando a
presenca da mesma, pois, segundo Wagner et al. (1984), quando revelada
com anisaldeido sulfaurico, a mancha de saponina deve apresentar-se cor-de-

rosa, o que nao ocorreu.
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Tabela 8: Metabolitos secundarios presentes em M. cauliflora e S. adstringens.

Classes

Reacoes

M. cauliflora

Primavera

Verao

Outono

Inverno

S. adstringens

Alcalodides

Bertrand
Bouchardat
Dragendorff

Mayer

Antraquinonas

Livres
Glicosiladas

Flavonoides

Shinoda
Taubock
Pew
Cloreto férrico
Cloreto de
aluminio

Glicosideos
cardioténicos

Liebermann
Burchard

Saponinas

Formacao e
permanéncia de
espuma

Taninos

Gelatina
Sais de ferro

Acetato de
chumbo

+++
+++

hidrolisavel
+++

hidrolisavel

+++
+++

hidrolisavel
+++

hidrolisavel

+++
+++

hidrolisavel
+++

hidrolisavel

+++
+++

hidrolisavel
+++

hidrolisavel

+++

+++ hidrolisavel
e condensado

+++ hidrolisavel
e condensado

-: presenca do metabélito ndo caracterizada; +: presenca do metabélito caracterizada; +++: presenca do metabolito caracterizada em

abundancia.
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5.2.2. Perfil cromatografico
Nas Figuras 10 e 11 pode-se visualizar os cromatogramas obtidos da

particao com acetato de etila das drogas em estudo (fracoes acetato de etila =
FrAcOEt) e dos extratos obtidos a partir das mesmas, comparando com
substancias padrao das classes que foram evidenciadas na triagem

fitoquimica.

5cm
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Figura 10: Cromatograma das fracoes acetato de etila das drogas e dos extratos obtidos das
folhas de M. cauliflora e S. adstringens revelado com anisaldeido sulfarico. Sistema eluente:
CHCls: metanol: n-propanol: H»O 5:6:1:4, v/v, fase organica. Revelador: anisaldeido
sulfaurico. (A) rutina (B) quercetina; (C) FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas na
primavera; (D) FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas no verao; (E) FrAcOEt folhas de M.
cauliflora coletadas no outono; (F) FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas no inverno; (G)
extrato EtOH 50 folhas de M. cauliflora; (H) extrato EtOH 70 folhas de M. cauliflora; (I)
extrato Ac:H,O folhas de M. cauliflora; (J) extrato CHCl;s folhas de M. cauliflora; (K) catequina;
(L) FrAcOEt casca de S. adstringens; (M) extrato EtOH 50 casca S.adstringens; (N) extrato
EtOH 70 casca S.adstringens; (O) extrato Ac:H,O casca S.adstringens; (P) extrato CHCls
casca S.adstringens.
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Figura 11: Cromatograma das fracdes acetato de etila das drogas e dos extratos obtidos das
folhas de M. cauliflora e S. adstringens revelado com cloreto férrico 2% em metanol. Sistema
eluente: CHCl3: metanol: n-propanol: H,O 5:6:1:4, v/v, fase organica. Revelador: FeClz 1 %
em metanol. (A) acido galico; (B) FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas na primavera; (C)
FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas no verao; (D) FrAcOEt folhas de M. cauliflora
coletadas no outono; (E) FrAcOEt folhas de M. cauliflora coletadas no inverno; (F) extrato
EtOH 50 folhas de M. cauliflora; (G) extrato EtOH 70 folhas de M. cauliflora; (H) extrato
Ac:H;O folhas de M. cauliflora; (I) extrato CHCl; folhas de M. cauliflora; (J) catequina; (K)
FrAcOEt casca de S. adstringens; (L) extrato EtOH 50 casca S.adstringens; (M) extrato EtOH
70 casca S.adstringens; (N) extrato Ac:H>O casca S.adstringens; (O) extrato CHCl; casca
S.adstringens.
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Na Tabela 9 encontramos o valor do fator de retencao (Rf) das
manchas apresentadas por cada uma das amostras e das substancias

padrao.

Tabela 9: Fator de retencao das manchas apresentadas nos cromatogramas.

Amostra Rf

rutina 0,26

quercetina 0,66
FrAcOEt folhas de M. cauliflora — primavera 1: 0,0
2: 0,34
3: 0,45
FrAcOEt folhas de M. cauliflora — verao 1: 0,0
2: 0,34
3: 0,45
FrAcOEt folhas de M. cauliflora — outono 1: 0,0
2: 0,32
3: 0,42
FrAcOEt folhas de M. cauliflora — inverno 1: 0,0
2: 0,34
3: 0,42
extrato etanol 50 folhas de M. cauliflora 1: 0,0
2: 0,37
3:0,42
extrato etanol 70 folhas de M. cauliflora 1: 0,0
2: 0,34
3: 0,40
extrato acetona 7:3 folhas de M. cauliflora 1: 0,0
2: 0,37
3: 0,45

extrato cloroférmico folhas de M. cauliflora 0,0

acido galico 0,42

catequina 0,45
FrAcOEt casca de S.adstringens 1: 0,0
2:0,47
extrato etanol 50 casca S.adstringens 1: 0,0
2:0,47
extrato etanol 70 casca S.adstringens 1: 0,0
2:0,47
extrato acetona 7:3 casca S.adstringens 1: 0,0
2: 0,47

extrato cloroférmico casca S.adstringens 0,0

A partir das Figuras 10 e 11, pode-se confirmar os dados obtidos na
triagem fitoquimica das folhas de M. cauliflora, os quais indicam a presenca
de taninos hidrolisaveis e de flavonoides.

As manchas alaranjadas apresentadas na Figura 10 para as amostras
de (L) a (P), ou seja, nas amostras relativas a fracao acetato de etila das

amostras de S. adstringens, confirmam os dados obtidos na triagem
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fitoquimica, que indicavam a presenca de taninos condensados na droga. Ja
as manchas azuis, visualizadas na Figura 11 indicam a presenca de taninos
hidrolisaveis, como o acido galico, também confirmando os resultados da
triagem fitoquimica.

Na Figura 10, observa-se o cromatograma revelado com anisaldeido
sulfurico, substancia utilizada por revelar diferentes classes de compostos
devido a coloracao diferente que apresenta para cada classe. As manchas
relativas a rutina e a quercetina e as manchas intermediarias (C) a (I), sao
amarelo-esverdeadas e apresentam fluorescéncia quando visualizadas sob
luz UV de 254 nm, indicando que sao substancias pertencentes a classe dos
flavonoides (WAGNER et al., 1984). Tais manchas de (C) a (I) apresentam
valores de Rf parecidos indicando serem as mesmas substancias ou
substancias com pequenas diferencas estruturais e de polaridade
semelhante. O valor de Rf dessas manchas sao intermediarios ao das
substancias padrao rutina e quercetina, o que permite afirmar que a
polaridade dessas substancias € intermediaria a um flavonoide diglicosilado
(rutina) e outro na forma de aglicona (quercetina).

A mancha relativa a catequina, na Figura 10, apresenta-se com
coloracao marrom-avermelhada (WAGNER et al., 1984), da mesma forma
que as manchas superiores de (L) a (P), que possuem Rf semelhantes entre si
e proximos ao valor de Rf da catequina, portanto, indicando ser uma
substancia ou um conjunto de substancias derivadas de taninos
condensados.

O cloreto férrico € utilizado como revelador de polifenois (WAGNER et
al., 1984). Assim, as manchas da Figura 11 que se apresentam azuis
indicam ser derivadas de acido galico, ou seja, derivados de taninos
hidrolisaveis, estando presentes nas amostras de folhas de M. cauliflora e
amostras da casca de S. adstringens. Ja as manchas que se apresentaram
esverdeadas, assim como a catequina, indicam ser derivadas de unidades
flavan-3-ol ou flavan-3,4-diol, presente nos taninos condensados, também
chamados de proantocianidina (SANTOS e MELLO, 2004); por isso, as
manchas que se apresentaram esverdeadas nas amostras de (B) a (G) tém a

possibilidade de ser os mesmos flavonéides revelados pelo anisaldeido
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sulfarico na coloracao amarelo-esverdeada ou derivados de taninos
condensados. Pelos cromatogramas desenvolvidos confirmou-se a presenca
de derivados flavonoidicos e tanicos nas folhas de M. cauliflora e nos extratos
obtidos, exceto o extrato cloroférmico, devido a diferenca de polaridade entre
o solvente e os constituintes. Da mesma forma, confirmou-se a presenca de
derivados de taninos hidrolisaveis e condensados na casca e nos extratos

obtidos de S. adstringens.

5.2.3. Perfil espectrofotométrico na regiao de ultravioleta

O perfil espectrofotométrico dos compostos padrao da classe dos
taninos, acido galico e acido tanico, esta mostrado na Figura 12 e o perfil dos

extratos na Figura 13.

1.000

I =l

0.000 L

1300 250.0 300.0 350.0 400,0
Wi avelength [nm.]

Figura 12: Perfil espectrofotométrico, na regido de ultravioleta, de acido galico e acido
tanico.Espectro em azul: acido galico. Espectro em preto: acido tanico.
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Figura 13: Perfil espectrofotométrico, na regiao de ultravioleta, dos extratos de folhas de M.
cauliflora e da casca de S. adstringens. Espectros em azul, verde, amarelo e cor-de-rosa sao,
respectivamente, os extratos de folhas: EtOH 50, EtOH 70, Ac:H,O e CHCl;. Espectros em
preto, azul turquesa, vermelho e preto pontilhado sao, respectivamente, os extratos de
casca: EtOH 50, EtOH 70, Ac:H>O e CHCls.

Assim, observando os espectros apresentados nas Fig. 12 e 13,
verifica-se a similaridade entre os espectros dos fenois padrao e dos extratos
de S. adstringens, uma vez que, como visto anteriormente, os taninos sao os
compostos presentes majoritariamente nestes extratos.

Observa-se, também que existe uma correspondéncia do pico de
maxima absorcao entre todos os extratos e os padrdes que corresponde a
faixa de comprimento de onda de 206 a 217 nm. No entanto, como nao foi
isolada nenhuma substancia dos extratos, ndo € possivel afirmar a

constituicao dos mesmos com base nos espectros de ultravioleta.

5.3. OBTENCAO DOS EXTRATOS

Utilizando a percolacao como metodologia de obtencao dos extratos
visando obter um maior rendimento de extrato, a partir de 20,00 g de folhas
de M. cauliflora e de 20,00 g de casca de S. adstringens, obteve-se diferentes
rendimentos, segundo o liquido extrator utilizado como pode ser observado

na Tabela 10.
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Tabela 10: Rendimento dos extratos de M. cauliflora e de S. adstringens,
obtidos com diferentes solventes, em % de massa obtida de extrato/massa

inicial de droga (p/p).

M. cauliflora S. adstringens
Extrato EtOH EtOH Ac:H,O CHCl; | EtOH EtOH Ac:H,O CHCls
50 70 (7:3) 50 70 (7:3)
Rendimento
(%, p/P) 40-28  30-25 20 2 40-30 40 30 <1

5.4. ANALISE QUANTITATIVA

5.4.1. Determinacio do teor de fenoéis totais
As leituras de absorbancia da solucao padrdo de acido tanico e do

extrato foram feitas em triplicata, portanto, os resultados apresentados
referem-se a média da absorbancia, para cada concentracdo (em pg/mL)
utilizada nas leituras.

A Figura 14 apresenta a curva analitica construida com diferentes

concentracoes da solucao padrao de acido tanico.

057 y = 0,0645x + 0,0057
0,45 1 R? = 0,9979
0,4 1 0,3918
0,35 -

o
w
I

0,25

absorbancia
o
N
Il

0,15 -
0,1 +
0,05 -
0 ‘ ‘ ‘ 1

0 2 4 6 8

concentracéo (ug/mL)

Figura 14: Curva analitica de absorbancia da solucdo padrao de acido tanico.
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A partir da curva analitica obtida com a solucdo padrao de acido
tanico pode-se calcular a porcentagem de fendis totais existentes nas
amostras de folhas de M. cauliflora coletadas em diferentes estacoes do ano e
dos extratos obtidos de ambas as drogas utilizando a equacao da reta da
solucao padrao de acido tanico e levando em consideracao as diluicoes
realizadas. As porcentagens finais sao expressas pela média dos valores de
porcentagem da absorbancia de cada solucao de leitura das amostras.

A Figura 15 mostra a variacao sazonal de fenois totais de folhas de M.

cauliflora.

80 +
70 4 2,07

60 | 98
16

50 - 50,04
40 -
30 -

20 A

teor de dendis totais

10 4

1 2 3 4

amostras

Figura 15: Variacdo sazonal de fenois totais de folhas de M. cauliflora.

1- coletadas na primavera; 2- coletadas no verao; 3- coletadas no outono; 4- coletadas no
inverno.

As Figuras 16 e 17 mostram o teor de fendis, em porcentagem, dos
extratos de folhas de M. cauliflora e de casca de S. adstringens,

respectivamente.
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Figura 16: Variacao do teor de fendis totais dos extratos de folhas de M. cauliflora.

teor de fendis totais

@ EtOH 50
m EtOH 70
m Ac:H20
B CHCI3

amostras

Figura 17: Variacdo do teor de fendis totais dos extratos de casca de S. adstringens.
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5.4.2. Determinacédo do teor de flavonoides totais
O teor de flavonodides foi determinado para as folhas de M. cauliflora,

pois a presenca destas substancias foi identificada através da triagem
fitoquimica e CCDC, nao sendo identificada sua presenca na casca de S.
adstringens, assim como se encontra descrito na literatura.

A Figura 18 mostra a curva analitica construida com a solucao padrao
de rutina, apos verificacdo de linearidade com a curva de Ringbom, em

diferentes concentracoes.

2,5 -
y = 0,0382x - 0,6258 4 5 1073
| ,
o
8 1,5 A
«T
2
? 1
Q0
3
0,5 A
0 ‘ ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80
concentracdo (ug/mL)

Figura 18: Curva analitica de absorbancia da solucdo padrao de rutina.

A partir da equacao de reta obtida pela curva analitica foi calculado o
teor de flavonoides dos extratos de folhas de M. cauliflora. A Figura 19
apresenta a comparacao do teor de flavonodides nas folhas nas quatro
estacoes do ano, enquanto que a Figura 20 compara o teor nos diferentes

extratos das folhas.
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Figura 19: Variacdo sazonal de flavonoéides totais de folhas de M. cauliflora.
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1- coletadas na primavera; 2- coletadas no verao; 3- coletadas no outono; 4- coletadas no

inverno.

1,8

1,53

1,6

1,36
1,4

0,8 -
0,6
0,4 +—
0,2

teor de flavondides totais

1,25
1.2 ' O EtOH 50

O EtOH 70
O Ac:H20
O CHCI3

amostras

Figura 20: Variacao do teor de flavonédides dos extratos de folhas de M.cauliflora.
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5.5. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

5.5.1. Verificacdo da atividade antioxidante por CCD

Através da cromatografia em camada delgada (CCD) foi possivel
verificar a existéncia de atividade antioxidante de alguns extratos estudados,

como observado na Figura 21.

5cm

- & o B

A B C D E F G H I

Figura 21: Cromatograma dos extratos de M. cauliflora e S. adstringens revelado com
solucdao de DPPH. Sistema eluente: CHCls: metanol: n-propanol: H,O 5:6:1:4, v/v, fase
organca. Revelador: DPPH 1 % em metanol. (A) extrato EtOH 50 das folhas de M. cauliflora;
(B) extrato EtOH 70 das folhas de M. cauliflora; (C) extrato Ac:H,O das folhas de M.
cauliflora; (D) extrato CHCl; das folhas de M. cauliflora; (E) extrato EtOH 50 da casca de
S.adstringens; (F) extrato EtOH 70 da casca de S. adstringens; (G) extrato Ac:H,O da casca
de S.adstringens; (H) extrato CHCl3 da casca de S.adstringens; (I) padrao: rutina.

Ao revelar a CCD com DPPH, as amostras que possuem atividade
antioxidante tornam-se amareladas, contra fundo violeta, indicativo de

auséncia de atividade antioxidante (SANCHES, 2004).

5.5.2. Determinacdo da capacidade de sequestro de radicais livres

O potencial da atividade antioxidante do extrato foi determinado
baseado na atividade sequestrante da solucao de 2,2-difenil-1-picrilhidrazila
(DPPH), utilizando concentracoes definidas de substancias com reconhecida
atividade antioxidante e avaliando o potencial dos extratos obtidos neste
trabalho. A atividade anti-radicalar, em porcentagem, dos padroes e das

amostras, em suas definidas concentracoes, esta apresentado na Figura 22.
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Figura 22: Atividade anti-radicalar percentual das substancias padrdo e dos extratos
estudados na concentracao de 250 pg/mkL. (1) acido galico; (2) rutina; (3) vitamina C; (4)
extrato de Ginkgo biloba; (5) extrato EtOH 50 das folhas de M. cauliflora; (6) extrato EtOH 70
de folhas de M. cauliflora; (7) extrato Ac:H,O (7:3) de folhas de M. cauliflora; (8) extrato CHCl;
de folhas de M. cauliflora; (9) extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens; (10) extrato EtOH
70 de casca de S. adstringens; (11) extrato Ac:H>O (7:3) de casca de S. adstringens; (12)
extrato CHClz de casca de S. adstringens.

5.6. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.6.1. Teste de difusdo em agar

A solucao de controle de atividade do DMSO nao apresentou formacao
de halo de inibicdo contra as bactérias em estudo, portanto, este solvente
nao foi interferente da atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos
utilizados neste estudo. A identificacao dos halos de inibicao podem ser

visualizados na Figura 23.
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. ampicilina ampicilina
EtOH 50

.. D.MSO g EtOH 50

! EtOH 70
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Figura 23: Avaliacdo da atividade antimicrobiana pelo método de difusdo em agar dos
extratos de M. cauliflora contra E. coli. A- antes de revelacdo com TTC. B- apés revelacao
com TTC 2 %.

O halo de inibicao dos extratos obtidos das folhas e da casca de M.
cauliflora e S. adstringens, na concentracao de 50 mg/mL, esta demonstrado
na Tabela 11, em milimetros, pela média de trés determinacoes, bem como
os halos apresentados pela ampicilina contra as bactérias S. aureus, S.

epidermidis, B. subtilis e E. coli.




resultados 90

Tabela 11: Média dos halos de inibicao dos extratos de folhas de M. cauliflora, de casca de S. adstringens e de

ampicilina.
Microrgan M. cauliflora S. adstringens Ampicilina
. EtOH 50 EtOH 70 Ac:HO CHCls| EtOH 50 EtOH 70  Ac:H.O CHCl3 (50
ismo (7:3) (7:3) pg/mlL)
S. aureus | 18,1+1,6a 18,4+1,0 18,7+1,2 0 13,5+1,5 12,5+0,60 13,7+1,5 0 15+0,85
S. 19,3+2,0 18,7£0,5 20,1£1,5 0 14,5+0,70  13,7%+1,5 12+1,0 0 14,7+0,60
epidermid
is
B. subtilis| 19,1+1,2 18,1+0,20 19,5%+0,35 0 11,5+0,70 11+0,0 10,5%£2,0 0 15,1+0,20
E. coli 19+1,7 18,1+2,0  19,6+1,7 0 13,5+0,70 14,3+0,60 14+1,0 0 15+0,60

a) as medidas sao apresentadas em média de trés determinacoes de haloxdesvio-padrao, em mm.
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A Tabela 11 mostra que os menores halos de inibicao foram obtidos
com os extratos da casca de S. adstringens, o que pode ser devido a
complexacao existente entre taninos e proteinas presentes na constituicao
do meio de cultura. Verificou-se que os extratos cloroformicos de ambas as
espécies nao apresentaram halos de inibicao e que ao maiores halos foram
obtidos com os extratos hidroalcoodlicos e acetonicos de ambas as espécies

vegetais em estudo.

5.6.2. Determinacado da concentracdo inibitéria minima pelo método de

diluicdo em microplaca e concentracido bactericida minima

Abaixo, a Figura 24 mostra uma microplaca incubada com E. coli,

segundo o esquema apresentado na Figura 6 e sua respectiva subcultura em

meio solido de Mueller Hinton.

Figura 24: Determinacdo de CIM e CBM pelo método de microfiluicio em microplaca. (A)
Fotografia de microplacas de determinacdo de CIM dos extratos pelo método de
microdiluicdo contra E. coli. (B) Fotografia de placa de Petri de 12 cm de didametro para
determinacdo de CBM dos respectivos extratos da microplaca.

A Tabela 12 mostra a moda dos valores de CIM e CBM dos quatro
extratos obtidos das folhas de M. cauliflora, das cascas de S. adstringens e do

controle antibiotico ampicilina.
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Tabela 12: Moda dos valores de CIM e CBM dos extratos testados e da ampicilina.

S. aureus S. epidermidis B. subtilis E. coli
amostras CIMa CBM= CIMa CBMa CIMa CBMa CIMa CBMa
M.
cauliflora
EtOH 50 5,0 5,0 5,0 5,0 >5,0 >5,0 5,0 5,0
EtOH 70 5,0 5,0 5,0 5,0 >5,0 >5,0 5,0 > 5,0
Ac:H20 5,0 5,0 5,0 5,0 >5,0 >5,0 5,0 > 5,0
CHCIs > 5,0 >5,0 >5,0 >5,0 >5,0 >5,0 > 5,0 > 5,0
S.
adstringens
EtOH 50 5,0 5,0 2,5 2,5 2,5 5,0 5,0 5,0
EtOH 70 5,0 5,0 2,5 2,5 2,5 5,0 2,5 2,5
Ac:H20O 5,0 5,0 2,5 2,5 5,0 5,0 2,5 2,5
CHCls > 5,0 > 5,0 >5,0 >5,0 >5,0 >5,0 > 5,0 > 5,0
ampicilinab 3,125 3,125 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56 1,56

a) os resultados de CIM e CBM expressos em mg/mL e representam a média de triplicatas.

b)

valores

EXPressos

€m

pg/mL.
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Houve crescimento bacteriano nos pocos selecionados para controle
positivo de crescimento. Nota-se auséncia de crescimento bacteriano nos
pocos que nao receberam o indculo, indicando a esterilidade do meio de
cultura (controle negativo) e a auséncia de contaminacao dos extratos tanto
das folhas como das cascas. Houve crescimento bacteriano nos pocos onde
foram colocados os controles de solvente DMSO indicando que este solvente
nao foi interferente dos resultados de inibicao do crescimento bacteriano
apresentados pelos extratos.

Pode-se observar pela Tabela 12 que o extrato cloroférmico das folhas
de M. cauliflora e da casca de S. adstringens nao apresentou atividade
antibacteriana na maior concentracao testada (5,0 mg/mL).

Observa-se pela Tabela 12, que os valores apresentados de CIM para
todos os extratos que apresentaram atividade foram, geralmente,
semelhantes aos valores de CBM. Pode-se verificar que os extratos
hidroalcoodlicos de M. cauliflora apresentaram-se mais ativos que o extrato
acetonico; entretanto, o extrato obtido com EtOH 50 da casca de S.
adstringens apresentou menor atividade que os extratos obtidos com EtOH
70 e Ac:H»0O (7:3).

5.6.3. Determinacdo da concentracido inibitoria minima pelo método de

macrodiluicio e concentracio bactericida minima

Pelo método de diluicaio em tubo, também conhecido como
macrodiluicao, obteve-se os valores de CIM e CBM apresentados na Tabela

13.
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Tabela 13: Média dos valores de CIM por macrodiluicao e CBM.

S. aureus S. B. subtilis E. coli
epidermidis
EXTRATOS | CIM2 CBMa2 | CIM CBM | CIM CBM | CIM CBM
M.
cauliflora

EtOH 50 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 10,0 10,0
EtOH 70 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 10,0 10,0
Ac:H20 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 7,0 10,0 10,0

S.
adstringens
EtOH 50 4,0 4,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
EtOH 70 4,0 4,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Ac:H20 4,0 4,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0

a) resultados de CIM e CBM expressos em mg/mL.

O controle negativo realizado com DMSO apresentou crescimento
bacteriano, indicando nao ter atividade inibitéria na concentracao testada. O
controle de meio nao apresentou crescimento, indicando sua esterilidade e o
controle positivo de crescimento das bactérias utilizadas teve crescimento,
indicando que as condicoes de crescimento estavam adequadas.

Este experimento nao foi conduzido com o extrato CHCl3, uma vez que
nos testes anteriores de difusdo em agar e de diluicdo em microplaca, o

extrato nao apresentou atividade antimicrobiana.

5.6.4. Determinacao da concentracdo inibitoria minima pelo método de

diluicao em microplaca e concentracio fungicida minima

A Tabela 14 mostra os valores de CIM e CFM dos extratos contra as

cepas de Candida albicans, Candida parapsilosis e Candida tropicalis.




Tabela 14: Moda dos valores de CIM e CFM dos extratos de M. cauliflora e S. adstringens contra cepas de Candida sp.

C. albicans

C. parapsilosis

C. tropicalis

EXTRATOS CIMa CFMa CIMa CFMa CIMa CFMa
M. cauliflora
EtOH 50 0,625 >10,0 0,625 >10,0 0,625 1,25
EtOH 70 0,625 >10,0 0,625 >10,0 0,625 2,50
Ac:H20 0,625 >10,0 0,625 >10,0 0,625 1,25
CHCI; > 10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
S. adstringens
EtOH 50 0,3125 >10,0 0,156 >10,0 0,625 5,0
EtOH 70 0,3125 >10,0 0,156 >10,0 0,625 2,5
Acetona 0,3125 >10,0 0,156 >10,0 0,625 2,5
Ac:H20O >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0 >10,0
anfotericina Bb 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25 0,25

a) resultados de CIM e CFM expressos em mg/mL.
b) resultados de CIM e CFM expressos em pg/mL.
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Desta forma, pela Tabela 14 observamos que a concentracao inibitoria
minima € de 0,625 mg/mL para a maioria dos extratos, exceto o extrato
EtOH 70 das folhas de M. cauliflora, ao qual a levedura apresentou-se mais
sensivel. Os extratos CHCl3 de ambas as plantas, nao apresentaram

atividade na maior concentracao testada.

5.6.5. Bioautografia

Foi possivel visualizar manchas incolores, como exemplificado na
Figura 25, referentes a auséncia de crescimento bacteriano, ao redor dos
pontos de aplicacdo dos extratos. No entanto, os cromatogramas revelados
com anisaldeido mostram, na regido central das placas, que outras
substancias foram eluidas (derivados de flavondides e de taninos
condensados), mas, aparentemente, nao apresentam = atividade
antimicrobiana ou nao apresentam na concentracdo em que estao presentes.
Também foi possivel observar que nao houve formacao de halo nitido em

torno da mancha correspondente a amostra dos extratos cloroféormicos.

yﬂlﬂ-
2

1 3 4

Figura 25: Ilustracdo de resultado do método de avaliacdo da atividade antimicrobiana por
bioautografia. (A) Cromatograma dos extratos de folhas de M. cauliflora revelado com
anisaldeido sulftirico; (B) Fotografia do cromatograma dos extratos de folhas de M. cauliflora
incubado com S. aureus.

1- Ext. EtOH 50; 2- Ext. EtOH 70; 3- Ext. Ac:H0; 4- Ext. CHCls.
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5.7. AVALIACAO DE CITOTOXICIDADE

Observou-se, visualmente, que os quatro extratos obtidos de casca de
S. adstringens apresentaram indice de citotoxicidade (IC) na concentracao de
0,156 mg/mL. O extrato de folhas de M. cauliflora obtido com etanol 50%
apresentou-se citotoxico a partir da concentracao de 0,625 mg/mlL,
enquanto que os extratos obtidos com etanol 70% e com acetona:agua (7:3;
v/v) apresentaram-se citotoxicos na concentracdao de 0,312 mg/mL e o
extrato cloroféormico apresentou citotoxicidade na concentracdao de 0,156
mg/mL. A Figura 26 representa os resultados obtidos no ensaio de

citotoxicidade dos extratos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
2,5 mg/mL " 90000 0QO0QQO® OO
1,25 mg/mL E @ 0 0 09 0000 OO0 O
0,625 mg/mL c 0000000V OGO OO
R, 0 0000000 0000
ussmin. | £ @ @ O OO O OO OO 0 O
oogmam. | . @ O O OO OO O OO0 O
womam. | c @ @ @ @ @ @O O O OO O
0,019 mg/mL .“.”“O“.

Figura 26: Representacdo dos resultados de citotoxicidade dos extratos obtidos de folhas de
M. cauliflora e de casca de S. adstringens.
Auséncia de células vivas.

() Presenca de células vivas.

Coluna 1: EtOH 50 de casca de S. adstringens.
Coluna 2: EtOH 70 de casca de S. adstringens.
Coluna 3: Ac:H,O de casca de S. adstringens.
Coluna 4: CHCI; de casca de S. adstringens.
Coluna 5: EtOH 50 de folhas de M. cauliflora.
Coluna 6: EtOH 70 de folhas de M. cauliflora.
Coluna 7: Ac:H,O de folhas de M. cauliflora.
Coluna 8: CHCI; de folhas de M. cauliflora.
Coluna 10: controle de DMSO.

Coluna 11: controle de auséncia de células vivas.
Coluna 12: controle de presenca de células vivas.
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A Tabela 15 apresenta os valores de IC dos extratos e do solvente

DMSO.

Tabela 15: Valor de IC dos extratos de folhas de M. cauliflora e de casca de S.

adstringens frente a células de macrofagos da linhagem J774.

amostras IC

M. cauliflora

EtOH 50 0,625 mg/mL

EtOH 70 0,312 mg/mL
Ac:H20 0,312 mg/mL
CHCls 0,156 mg/mL

S. adstringens

EtOH 50 0,156 mg/mL

EtOH 70 0,156 mg/mL
Ac:H20 0,156 mg/mL
CHCls 0,156 mg/mL
DMSO 1:16 (v/v)

Os extratos obtidos de casca de S. adsrtingens apresentaram
citotoxicidade semelhante. O extrato de folhas de M. cauliflora obtido com
etanol 50% foi o que se apresentou menos citotéxico, enquanto que o extrato
obtido com cloroférmico foi o que apresentou maior citotoxicidade.

No ensaio de controle da citotoxicidade do solvente DMSO, o mesmo
apresentou-se citotoxico até a diluicao de 1:16 em RPMI-1640. entretanto,
este resultado nao interfere nos resultados de citotoxicidade dos extratos,

uma vez que apos dissolvidos em DMSO, foram diluidos 1:20 em RPMI-1640.
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5.8. PREPARACOES COSMETICAS

Certamente, a melhor forma de entender a obtencao das preparacoes

cosmeéticas € por meio da visualizacao da mesma.

5.8.1. Sabonete liguido

Figura 27: Fotografia de ilustracdo das preparacdes de sabonete liquido. A- sabonete liquido
controle; B- sabonete liquido com extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens a 0,25%; C-
sabonete liquido com extrato EtOH 70 de folhas de M. cauliflora a 0,25%.

5.8.2. Sabonete em barra

Figura 28: Fotografia de ilustracdo das preparacdes de sabonete em barra. A- sabonete em
barra controle; B- sabonete em barra com extrato EtOH 70 de folhas de M. cauliflora a
0,25%; C- sabonete em barra com extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens a 0,25%.
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5.8.3. Locéao

Figura 29: Fotografia de ilustracao das preparacoes de locao. A- locao controle; B- locdo com
extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens a 0,50%; C- sabonete liquido com extrato EtOH
50 de folhas de M. cauliflora a 0,50%.

5.9. AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-SEPTICA DAS PREPARACOES
COSMETICAS

5.9.1. Teste de difusido em agar

A maioria das preparacodes incorporadas com os extratos de folhas de
M. cauliflora apresentaram atividade anti-séptica contra as bactérias
ensaiadas, enquanto que apenas uma das preparacoes de sabonete liquido e
uma de locao com extrato de S. adstringens apresentaram atividade.
Entretanto, contra as cepas de Candida spp, as preparacoes de sabonete
liquido de ambos os extratos mostraram significativa atividade, embora as
preparacoes de locdo, também com os extratos de ambas as plantas, nao
mostraram atividade anti-séptica. As Tabelas 16 e 17 apresentam a média
dos valores dos halos de inibicao de crescimento microbiano, em mm, das

preparacoes de sabonete liquido e de locao, respectivamente.
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Tabela 16: Halos de inibicao de crescimento microbiano das preparacoes de

sabonete liquido contra as bactérias e leveduras testadas.

S. aureus

S.

epidermidis

E. coli

C.
albicans

C.parapsilosis

C.
tropicalis

M. cauliflora
EtOH 50
0,25%
EtOH 50
0,50%
EtOH 50
1,00%
EtOH 70
0,25%
EtOH 70
0,50%
EtOH 70
1,00%

13,0+1,4a
13,0+1,7
13,041,0
14,7+2,1
0,0

14,0+1,0

13,7+1,2
13,3+1,5
14,7+2,1
14,042,0
18,0+1,0

15,3+0,6

13,540,7
14,0+1,0
13,340,6
15,0+1,0
0,0

14,3+1,5

21,3+1,5
23,342, 1
22,3+3,8
23,542, 1
20,0+2,8

20,5+3,8

25,0£2,1
25,0+4,2
25,0+3,8
25,0£3,8
reducao

25,042, 1

20+3,8
reducaob
reducéao
reducéao
reducao

reducéao

S.
adstringens
EtOH 50
0,25%
EtOH 50
0,50%
EtOH 50
1,00%
EtOH 70
0,25%
EtOH 70
0,50%
EtOH 70
1,00%

14,7+2,5

-C

14,0+4,2

15,0+1,0

24,0+1,4

25,5+0,7

24,7+2,1

Sabonete
controle

11,0+1,0

10,0+0,7

10,0+1,0

reducao

reducao

reducéao

a)valores expressos em mm pela médiatdesvio-padrao.

b)reducdo= reducdo do crescimento microbiano, mas sem formacao nitida de halo de

inibicao.

¢) -: auséncia de formacédo de halo de inibicdo de crscimento.
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Tabela 17: Halos de inibicao de crescimento microbiano das preparacoes de

locao contra as bactérias e leveduras testadas.

S. aureus

S.
epidermidis

E. coli

C.
albicans

C.parapsilosis

C.
tropicalis

M. cauliflora
EtOH 50
0,25%
EtOH 50
0,50%
EtOH 50
1,00%
EtOH 70
0,25%
EtOH 70
0,50%
EtOH 70
1,00%

0,02
11,042,1
11,0+1,0
10,0£0,7
10,0+1,0

11,0+1,4

12,0+1,4
12,041,0
14,0+1,4
12,0+1,4
14,0+1,4

14,0+1,4

15,0+0,0
13,0+1,4
13,0+1,4
13,542, 1
14,5+0,7

16,0+1,2

_b

S.
adstringens
EtOH 50
0,25%
EtOH 50
0,50%
EtOH 50
1,00%
EtOH 70
0,25%
EtOH 70
0,50%
EtOH 70
1,00%

12,0+1,0

12,5+0,7

12,3+0,6

Sabonete
controle

a) valores expressos em mm pela médiatdesvio-padrao.

b) -: auséncia de formacao de halo de inibicdo de crscimento.
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A preparacao de sabonete liquido apresentou pequena formacao de
halo de inibicdo do crescimento bacteriano. No entanto, as preparacoes
contendo os extratos obtidos de folhas de M. cauliflora apresentaram
atividade de cerca de 18% a 39% superior a preparacao sem o extrato,
enquanto que a preparacao com extrato de S. adstringens que apresentou
atividade, esta foi maior, em média, 45%. O sabonete liquido de controle
também apresentou inibicdo do crescimento das leveduras, entretanto, nédo o
suficiente para ocorrer formacao de halo de inibicdo nitido.

Por outro lado, a preparacao controle da locao nao apresentou
atividade contra nenhuma das cepas ensaiadas e nenhuma das preparacoes
de locao apresentou atividade contra Candida spp. A Figura 30 apresenta
fotografias ilustrativas dos resultados de atividade anti-séptica das

preparacoes frente a alguns dos microrganismos ensaiados.
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Figura 30: Placas de avaliacdo da atividade anti-séptica de diferentes amostras das
preparacoes frente a alguns dos microrganismos ensaiados. A) Microrganismo: E. coli. 1-
sabonete liquido controle; 2- sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 50 de M.
cauliflora; 3- sabonete liquido com 0,50% de extrato EtOH 50 de M. cauliflora; 4- sabonete
liquido com 1,00% de extrato EtOH 50 de M. cauliflora; 5- sabonete liquido com 0,25% de
extrato EtOH 70 de M. cauliflora; 6- sabonete liquido com 0,50% de extrato EtOH 70 de M.
cauliflora; 7- sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH 70 de M. cauliflora. B)
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Microrganismo: S. aureus. 1- sabonete liquido controle; 2- sabonete liquido com 0,25% de
extrato EtOH 50 de S. adstringens; 3- sabonete liquido com 0,50% de extrato EtOH 50 de S.
adstringens; 4- sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH 50 de S. adstringens; 5-
sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 6- sabonete liquido com
0,50% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 7- sabonete liquido com 1,00% de extrato
EtOH 70 de S. adstringens. C) Microrganismo: C. parapsilosis. 1- sabonete liquido; 2-
sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 50 de M. cauliflora; 3- sabonete liquido com
0,50% de extrato EtOH 50 de M. cauliflora; 4- sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH
50 de M. cauliflora. D) Microrganismo: C. parapsilosis. 1- sabonete liquido; 2- sabonete
liquido com 0,25% de extrato EtOH 70 de M. cauliflora; 3- sabonete liquido com 0,50% de
extrato EtOH 70 de M. cauliflora; 4- sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH 70 de M.
cauliflora; 5- anfotericina B. E) Microrganismo: C. tropicalis. 1- sabonete liquido controle; 2-
sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 50 de S. adstringens; 3- sabonete liquido com
0,50% de extrato EtOH 50 de S. adstringens; 4- sabonete liquido com 1,00% de extrato
EtOH 50 de S. adstringens; 5- sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 70 de S.
adstringens; 6- sabonete liquido com 0,50% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 7-
sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 8- anfotericina B. F)
Microrganismo:C. albicans. 1- sabonete liquido controle; 2- sabonete liquido com 0,25% de
extrato EtOH 50 de S. adstringens; 3- sabonete liquido com 0,50% de extrato EtOH 50 de S.
adstringens; 4- sabonete liquido com 1,00% de extrato EtOH 50 de S. adstringens; 5-
sabonete liquido com 0,25% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 6- sabonete liquido com
0,50% de extrato EtOH 70 de S. adstringens; 7- sabonete liquido com 1,00% de extrato
EtOH 70 de S. adstringens; 8- anfotericina B.

Apos o periodo a que as preparacoes foram submetidas as condicoes
de estresse, as mesmas nao apresentaram mais atividade anti-séptica,
indicando que os componentes ativos nao mantiveram sua propriedade

contra os microrganismos testados.

5.10. AVALIACAO DA ESTABILIDADE DAS PREPARACOES

5.10.1. Teste de centrifugacao

As preparacoes de sabonete liquido de controle, com extrato EtOH 70
de folhas de M. caulilfora incorporado a 0,25% e a outra com extrato EtOH
50 de casca de S. adstringens incorporado a 0,25% nao apresentaram
separacao de componentes apos submetidas a centrifugacado. As preparacoes
de locao de controle e com extrato EtOH 50 de folhas de M. caulilfora
incorporado a 0,25% também nao apresentaram separacao de fases;
contudo, a locao incorporada de 0,50% de extrato EtOH 50 de casca de S.
adstringens apresentou separacao, indicando que a formulacao desenvolvida
nao era adequada para a porcentagem e o tipo de extrato incorporado,

provavelmente.
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5.10.2. Estabilidade preliminar

Parametros organolépticos: aspecto, cor e odor nao foram alterados durante

o periodo de exposicao as condicoes de estresse em relacao a observacao dos

mesmos parametros das preparacoes antes de serem submetidas.

Avaliacdo do valor de pH: pelas medidas de pH das preparacoes de sabonete

liquido e de locao, através de peagometro, os resultados obtidos sao
mostrados nas Tabelas e Figuras a seguir.

A Tabela 18 apresenta a variacao de pH das preparacoes de sabonete
liquido de controle, com extrato EtOH 70 de M. cauliflora a 0,25% na
formulacao e com extrato EtOH 50 de S. adstringens a 0,25% na formulacao,
desde o dia O (zero) até o ultimo dia em que as preparacoes foram
submetidas as condicoes de estresse. Em conseguinte, a Tabela 19
apresenta a variacao de pH das preparacoes de locao de controle, com
extrato EtOH 50 de M. cauliflora a 0,25% na formulacao e com extrato EtOH

50 de S. adstringens a 0,50% no mesmo periodo referido.
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Tabela 18: Variacao de pH da preparacao de sabonete liquido de controle,

com extrato de folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S.

adstringens.
Controle M. cauliflora S. adstringens

DIAS | 37+x2°C 5+2°C |37%x2°C 5%x2°C |37+x2°C 5+2°C
0 6,53%0,062 6,2210,04 6,25+0,00
1 6,43+0,06 6,47+0,04 | 6,18+0,02 6,16+0,07 | 6,25£0,05 6,02+0,25
2 6,28+0,07 6,48+0,00 | 6,27+0,02 6,20+0,01 | 6,35£0,04 6,28+0,04
3 6,44+0,04 6,46+0,02 | 6,15+0,01 6,18+0,03 | 6,24+£0,03 6,25+0,08
4 6,46+0,03 6,33+0,10 | 6,16+0,03 6,18+0,00 | 6,17+£0,07 6,19+0,02
5 6,61+0,05 6,36+0,01 | 6,18+0,02 6,17+0,03 | 6,14+£0,01 6,25%0,00
6 6,39+0,05 6,28+0,07 | 6,18+0,02 6,15+£0,06 | 6,15£0,03 6,24+0,01
7 6,48+0,14 6,38+0,05|6,11+£0,06 6,18+0,01 | 6,17+0,04 6,28%0,06
8 6,58+0,07 6,37+0,03 | 6,17+0,00 6,18+0,02 | 6,15£0,00 6,23+0,00
9 6,41+0,03 6,32+0,02 | 6,16+0,03 6,18+0,01 | 6,18+0,01 6,19+0,05
10 | 6,42+0,06 6,40+0,01 | 6,09+0,05 6,15+0,03 | 6,21+0,06 6,21+0,01
11 | 6,40+£0,03 6,36+0,01 | 6,13£0,02 6,19+0,01 | 6,15+0,02 6,23+0,03
12 |6,50+£0,05 6,34+0,01 | 6,18+0,01 6,08+0,07 | 6,12+0,01 6,21+0,04
13 | 6,40+£0,02 6,46+0,03 | 6,18+0,00 6,13%+0,06 | 6,15+0,02 6,27+0,02
14 | 6,42+0,01 6,50+0,05|6,18+0,02 6,18+0,03 | 6,14+0,04 6,25+0,03
15 | 6,54+0,12 6,48+0,01 |6,17+0,03 6,21+0,05 | 6,06+0,01 6,28+0,02

a)médiatdesvio-padrao.
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Tabela 19: Variacao de pH da preparacao de locao de controle, com extrato

de folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens.

Controle M. cauliflora S. adstringens
DIAS | 37+£2°C 5+2°C |37x2°C 5x2°C |37x2°C 5%=2°C

0] 4,000,112 3,83%£0,01 3,89+0,19

1 3,68+0,02 3,69+0,01 | 3,73+0,01 3,81+0,05 | 3,75£0,01 3,73%0,01
2 3,66+0,02 3,29+0,80 | 3,89+0,17 3,17+0,10 | 3,81+0,14 3,90+0,04
3 3,66t0,01 3,60+0,06 | 3,72+0,08 3,71+0,05 | 3,66+£0,02 3,70+0,01
4 3,68+0,01 3,67+0,03 | 3,70+0,03 3,77+0,02 | 3,73+0,08 3,81+0,05
5 3,74+0,07 3,77+0,11 | 3,73+0,01 3,74+0,04 | 3,81+0,08 3,72+0,01
6 3,71+0,14 3,69+0,14 | 3,69+0,10 3,75+0,01 | 3,78+0,00 3,71+0,02
7 3,68+0,01 3,61+0,03 | 3,76+0,01 3,77+0,00 | 3,66+0,03 3,88+0,01
8 3,58+0,07 3,59+0,08 | 3,67+0,04 3,79+0,02 | 3,66+0,08 3,77+0,03
9 3,60+0,06 3,55+0,01 | 3,73+0,08 3,67+0,01 | 3,70+0,06 3,66+0,03
10 | 3,45+0,05 3,63+0,09 | 3,73+0,03 3,70+0,06 | 3,45+0,17 3,68%0,10
11 |3,61+0,02 3,57+0,05 | 3,72+0,01 3,72+0,09 | 3,76+0,09 3,71+0,02
12 | 3,55£0,01 3,61+0,07 | 3,66+0,02 3,69+0,01 | 3,64+0,01 3,61+0,07
13 | 3,58+0,08 3,46+0,01 | 3,71+0,1 3,16%0,14 | 3,87+0,10 3,27%0,17
14 | 3,50+£0,00 3,55+0,06 | 3,63+0,07 3,70+0,02 | 3,68+0,05 3,65+0,02
15 |3,55+0,01 3,67+0,03 | 3,66+0,04 3,69+0,02 | 3,62+0,03 3,73%0,17

a)médiatdesvio-padrao.
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A Figura 31 apresenta a variacao de pH das preparacoes de sabonete
liquido desde o dia O (zero) até o ultimo dia sob condicoes de estresse (dia
15). A Figura 32 apresenta a variacao de pH das preparacoes de locao no

mesmo periodo.

o
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M. cauliflora
- geladeira

=

—¥— S. adstringens
- estufa
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L e B A N A B B e B —e— S. adstringens
13 5 7 9 111315 - ladeira

dias

Figura 31: Variacdo de pH das preparacdes de sabonete liquido controle, com extrato de
folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens do dia 0O ao dia 15, sob
condicoes de estresse.

4,5 -
4 4@ —a— controle -
3,5 4 fz ? *:i Wﬁ iy\ﬁ estufa
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3 - .
geladeira
T 257 M. cauliflora -
e 2] estufa
1,5 - —x— M. cauliflora -
1 geladeira
—e— S. adstringens
0,51 - estufa
0 T T T T T T T T T T T T T —+—38S. adstringens
1 3 5 7 9 11 13 15 - geladeira
dias

Figura 32: Variacdao de pH das preparacoes de locao controle, com extrato de folhas de M.
cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens do dia 0 ao dia 15, sob condicbes de
estresse.
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Pelos valores de pH obtidos de ambas as preparacoes, observou-se que
a incorporacao dos extratos nas formulas nao alterou significativamente o
valor de pH das preparacoes em relacao a preparacao controle. Observou-se,
da mesma forma, que nao houve alteracao significativa durante o periodo de
exposicao das preparacoes as condicoes de estresse, o que permitiu indicar
estabilidade das preparacoes de sabonete liquido e locdo com e sem os

extratos quanto ao parametro fisico-quimico de pH.

Avaliacao da densidade: apos o calculo da densidade de cada medida das
amostras de sabonete liquido e locao, os valores, em g/mL, sdo apresentados
nas Tabelas e Figuras em sequiéncia.

A Tabela 20 apresenta a variacao de densidade das preparacoes de
sabonete liquido de controle, com extrato EtOH 70 de M. cauliflora a 0,25%
na formulacdo e com extrato EtOH 50 de S. adstringens a 0,25% na
formulacao, desde o dia O (zero) até o ultimo dia em que as preparacoes
foram submetidas as condicoes de estresse. Em conseguinte, a Tabela 21
apresenta a variacdo de densidade das preparacoes de locao de controle,
com extrato EtOH 50 de M. cauliflora a 0,25% na formulacdo e com extrato

EtOH 50 de S. adstringens a 0,50% no mesmo periodo referido.
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Tabela 20: Variacao de densidade da preparacao de sabonete liquido de

controle, com extrato de folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S.

adstringens.
Controle M. cauliflora S. adstringens

DIAS | 37+x2°C 5+2°C |37%x2°C 5%x2°C |37+x2°C 5+2°C
0 1,20+0,01a 1,23+0,00 1,20+0,01
1 1,20+0,00 1,20+0,01 | 1,22+0,00 1,21+0,01 | 1,20+£0,01 1,19+0,01
2 1,19+0,02 1,20+0,00 | 1,22+0,01 1,21+0,00 | 1,19+0,01 1,20£0,00
3 1,20+0,01 1,20+0,01 | 1,22+0,02 1,22+0,00 | 1,21+£0,00 1,20£0,00
4 1,20+0,01 1,21+0,00 | 1,22+0,00 1,20+0,01 | 1,20+£0,01 1,22+0,00
5 1,20+0,00 1,21+0,00 | 1,21+0,00 1,22+0,00 | 1,20+£0,01 1,21+0,00
6 1,21+0,00 1,20+0,01 | 1,21+0,00 1,19+0,02 | 1,21+0,00 1,22+0,02
7 1,20+0,01 1,19+0,01 | 1,22+0,00 1,22+0,01 | 1,20+£0,02 1,20+0,00
8 1,20+0,00 1,20+0,01 | 1,22+0,01 1,22+0,00 | 1,20+£0,00 1,20%0,01
9 1,20+0,00 1,21+0,00 | 1,20+0,01 1,23+0,02 | 1,22+0,00 1,20%0,01
10 | 1,20+0,00 1,22+0,00 | 1,22+0,00 1,20+0,00 | 1,20+0,00 1,21+0,00
11 1,20+0,00 1,22+0,03 | 1,23+0,01 1,21+0,01 | 1,21+0,00 1,21+0,00
12 1,20+0,00 1,21+0,01 | 1,22+0,01 1,22+0,01 | 1,21+0,00 1,20+0,00
13 1,19+0,02 1,20+0,00 | 1,20+0,00 1,22+0,00 | 1,21+£0,00 1,19+£0,02
14 | 1,20£0,01 1,20+0,00 | 1,22+0,00 1,21+0,01 |1,21+0,00 1,23+0,00
15 | 1,20£0,02 1,20+0,00 | 1,22+0,00 1,22+0,00 | 1,20+0,01 1,20+0,01

a)média (mg/mL)*desvio-padrao.
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Tabela 21: Variacao de densidade da preparacao de locao de controle, com

extrato de folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens.

Controle M. cauliflora S. adstringens
DIAS | 37+£2°C 5+2°C | 37£2°C 5x2° |37x2°C 5%x2°C

0 1,14+0,01 1,12£0,02 1,11+0,00

1 1,06£0,01 1,08+0,01 | 1,13+0,00 1,13+0,00 | 1,12+0,01 1,14+0,00
2 1,08+0,01 1,07+0,02 | 1,12+0,00 1,11+0,02 | 1,14+0,00 1,15+0,01
3 1,08+0,00 1,07+0,01 | 1,12+0,01 1,11+0,00 | 1,14+0,00 1,14+0,00
4 1,10£0,00 1,08+0,00 | 1,09+0,01 1,13+0,00 | 1,09+0,00 1,14+0,01
5 1,11+0,00 1,12+0,01 | 1,12+0,00 1,12+0,00 | 1,14+0,01 1,14+0,00
6 1,10£0,01 1,10+0,00 |1,13+0,00 1,13+0,01|1,13+0,01 1,15+0,00
7 1,08+0,02 1,10+0,00 | 1,13+0,00 1,14%0,00 | 1,14+0,00 1,14+£0,01
8 1,13+0,00 1,13+0,00 | 1,13+0,01 1,13%£0,01 | 1,14+0,00 1,14+£0,01
9 1,08+0,00 1,10+0,00 | 1,10+0,01 1,09%£0,00 |1,14+0,01 1,11£0,01
10 1,09+0,00 1,08+0,00|1,11+0,00 1,11%£0,00 |1,14+0,00 1,12+0,01
11 1,09+0,00 1,11+0,00|1,11+£0,00 1,08%£0,00|1,11+0,00 1,14%0,00
12 1,09+0,01 1,10+0,00 | 1,13+0,00 1,13+0,00 | 1,15+0,00 1,14+0,00
13 | 1,08+0,00 1,10+0,01 |1,13+0,01 1,14+0,01 | 1,13+0,00 1,14+0,00
14 | 1,10£0,01 1,12+0,00 |1,13+0,01 1,13+0,01|1,15+0,00 1,12%0,01
15 |1,13+0,01 1,11+0,01 | 1,09+0,03 1,14+0,00 | 1,15+0,00 1,14+0,00

a)média (mg/mL)*desvio-padrao.
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A Figura 33 apresenta a variacdo de densidade das preparacoes de

sabonete liquido desde o dia O (zero) até o ultimo dia sob condicdes de

estresse (dia 15). A Figura 34 apresenta a variacao de densidade das

preparacoes de locao no mesmo periodo.
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Figura 33: Variacao de densidade das preparacoes de sabonete liquido controle, com extrato
de folhas de M. cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens do dia O ao dia 15, sob
condicoes de estresse.
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Figura 34: Variacao de densidade das preparacoes de locdo controle, com extrato de folhas
de M. cauliflora e com extrato de casca de S. adstringens do dia O ao dia 15, sob condicoes

de estresse.
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Pelos valores de densidade obtidos de ambas as preparacoes,
observou-se que a incorporacao dos extratos nas formulas nao alterou
significativamente a densidade das preparacoes em relacdao a preparacao de
controle. Observou-se, da mesma forma, que nao houve alteracao
significativa durante o periodo de exposicao das preparacoes as condicoes de
estresse, o que permitiu indicar estabilidade das preparacoes de sabonete
liquido e locao com e sem os extratos quanto ao parametro fisico-quimico de

densidade.

Avaliacido do comportamento reoldogico das amostras: com as amostras de

sabonete liquido e de locdo, de controle e incorporadas com o respectivo
extrato das folhas de M. cauliflora e com o extrato de casca de S. adstringens,
verificou-se o seu comportamento reolégico, o qual pode ser observado nas

Figuras a seguir.
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Figura 35: Reograma da preparacao de sabonete liquido de controle.
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Figura 36: Reograma da preparacédo de sabonete liquido com extrato EtOH 70 de folhas de
M. cauliflora a 0,25%.
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Figura 37: Reograma da preparacao de sabonete liquido com extrato EtOH 50 de casca de S.
adstringens a 0,25%.
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Figura 38: Reograma da preparacao de locdo de controle.
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Figura 39: Reograma da preparacao de locdo com extrato EtOH S0 de folhas de M. cauliflora
a 0,25%.
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Figura 40: Reograma da preparacao de sabonete liquido com extrato EtOH 50 de casca de S.
adstringens a 0,50%.

Através dos reogramas apresentados nas Figuras 35, 36 e 37,
observou-se que a reologia das preparacoes de sabonete liquido nao
apresentaram diferencas com a incorporacao dos extratos de M. cauliflora e
S. adstringens, enquanto que o sabonete com extrato de M. cauliflora foi o
que apresentou menor viscosidade, seguido do sabonete controle e o
sabonete com extrato de S. adstringens foi o que apresentou maior
viscosidade.

Pelas Figuras 38, 39 e 40, verificou-se que a reologia das preparacoes
de locao sao semelhantes, e que a viscosidade da locao de controle € menor
que a viscosidade das logoes com o extrato de M. cauliflora e com o extrato
de S. adstringens.

Comparando as Figuras de 35 a 40, observou-se que a area de
histerese das preparacoes de locao, ou seja, a area entre a curva ascendente

e descendente, € maior que a area de histerese das preparacoes de sabonete
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liquido, indicando que o grau de tixotropia das preparacoes de locao € maior

que o grau de tixotropia do sabonete liquido.

5.11. CONTROLE DE QUALIDADE MICROBIOLOGICO DAS PREPARACOES

Observou-se que nao houve crescimento dos microrganismos
patogénicos especificos, ou seja, Salmonella sp, E. coli, S. aureus e P.
aeruginosa nas amostras analisadas. Também observou-se que na contagem
do numero total de microrganismos nao houve crescimento, o que permite a
sua aprovacao, segundo as recomendacoes oficiais para produtos nao
estéreis (BRASIL, 1999). A Tabela 22 demonstra os resultados obtidos no

controle de qualidade microbiolégico.
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Tabela 22: Controle de qualidade microbiologico das preparacoes de

saboente liquido, sabonete em barra e locao de controle, com extrato de M.

cauliflora e com extrato de S. adstringens.

amostra

Contagem do

namero

total de microrganismos

Presenca de Salmonella

sp e E. coli

Presenca

de P.

aeruginosa e S. aureus

Limite de
aceitabilidad
e

Resultad
o obtido

Limite de
aceitabilidad
e

Resultad
o obtido

Limite

aceitabilidad

€

Resultad
o obtido

de

Sabonete
liquido

5.102 UFC/g
ou mL

Ausente

Ausente

Controle

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
M.
cauliflora

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
S.
adstringen
s

Ausente

Ausente

Ausente

Sabonete
em barra

5.102 UFC/g
ou mL

Ausente

Ausente

Controle

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
M.
cauliflora

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
S.
adstringen
S

Ausente

Ausente

Ausente

Locao

5.10% UFC/g
ou mL

Ausente

Ausente

Controle

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
M.
cauliflora

Ausente

Ausente

Ausente

extrato de
S.
adstringen
s

Ausente

Ausente

Ausente
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Na Tabela 23, apresenta-se um panorama geral dos extratos obtidos e

ensaios realizados.

Tabela 23: Panorama geral dos extratos obtidos e dos ensaios fisico-quimicos

e biologicos realizados no desenvolvimento do presente trabalho.

M. cauliflora S. adstringens
Extratos EtOH 50 EtOH 70 Ac:H,O CHCI, EtOH EtOH Ac:H,O CHClI;
50 70
Fitoguimica | Flavondides Flavonoides Flavondides A Taninos ~ Taninos  Taninos  Taninos
e taninos e taninos e taninos

Rendimento 40-28% 30-25% 20% 2% 40-30% 40% 30% <1%
Teor de 45,84% 62,08% 60,25% 0,27% 75,09%  68,96%  72,89% 1,82%
fendis totais

Teor de 1,36% 1,25% 1,53% 0,00 NR NR NR NR
flavonoides

totais
Atividade + + + + + + + +
antioxidante
CIM/CBM

(mg/mL)

S. aureus 5,0/5,0 5,0/5,0 5,0/5,0 >5,0/>5,0 5,0/5,0 5,0/5,0 5,0/5,0 >5,0/>5,0

S. 5,0/5,0 5,0/5,0 5,0/5,0 >5,0/>5,0 2,5/2,5 2,5/2,5 2,5/2,5 >5,0/>5,0
epidermidis

B. subtilis >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 >5,0/>5,0 | 2,5/5,0 2,5/5,0 5,0/5,0 >5,0/>5,0

E. coli 5,0/5,0 5,0/>5,0 5,0/>5,0 >5,0/>5,0 5,0/5,0 2,5/2,5 2,5/2,5 >5.0/>5,0

CIM/CFM

(mg/mL)

C. albicans 0,62/>10 0,62/>10 0,62/>10 >10/>10 | 0,31/>10 0,31/>10 0,31/>10 >10/>10
C. 0,62/>10 0,62/>10 0,62/>10 >10/>10 | 0,16/>10 0,16/>10 0,16/>10 >10/>10

parapsilosis

C. tropicalis | 0,62/1,250 0,62/2,50 0,62/1,25 >10/>10 | 0,62/5,00 0,62/2,50 0,62/2,50 >10/>10

IC (mg/mL) 1,250 0,625 0,625 0,312 0,312 0,312 0,312 0,312

Preparacéo
cosmética
de escolha

Sabonete NE 0,25% NR NR 0,25% NE NR NR
liquido

Sabonete em NE 0,25% NR NR 0,25% NE NR NR

barra

Locéo 0,25% NE NR NR 0,50% NE NR NR

aJresultado negativo; b)atividade presente; NR: nao realizado; NE: n&do escolhido.
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Agentes antimicrobianos vém sendo utilizados desde o século XVII
para o tratamento de doencas infecciosas. Um agente antimicrobiano ideal
exibe toxicidade seletiva, e isto implica que uma substancia deve ser nociva
para um parasita e nao para o hospedeiro. Freqlientemente, a toxicidade
seletiva € preferivel, mas nao absoluta. Assim, uma substancia em
concentracao tolerada pelo hospedeiro pode danificar um microrganismo
infectante (BROOKS et al., 2001; DAVIS, 1990).

No decorrer dos ultimos 60 anos o desenvolvimento de agentes
antimicrobianos eficazes e seguros para lidar com infec¢oes bacterianas
revolucionou o tratamento meédico, com reducdo drastica na morbidade e
mortalidade pelas doencas microbianas. Lamentavelmente, acompanhando o
desenvolvimento das defesas quimioterapicas do homem contra as bactérias,
estas também desenvolveram defesas contra os agentes quimioterapicos,
com consequente aparecimento de resisténcia. Este fato nao é
surpreendente, uma vez que reflete o principio evolutivo de que os
organismos se adaptam geneticamente a mudancas no seu meio ambiente

(RANG et al., 2001).

O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos contribui para o
desenvolvimento de resisténcia em populacoes de microrganismos,
principalmente através da eliminacdo dos microrganismos sensiveis a partir
de ambientes saturados de antibidticos com subsequiente substituicao por

microrganismos resistentes (BROOKS et al., 2001).

A resisténcia a antibiéticos nas bactérias dissemina-se por
transferéncia de bactérias entre pessoas, genes de resisténcia entre bactérias
ou genes de resisténcia entre elementos genéticos no interior das bactérias.
A compreensao dos mecanismos envolvidos na resisténcia a antibiéticos é
importante tanto para o uso sensato desses farmacos na pratica clinica,
quanto para o desenvolvimento de novos agentes antibacterianos para

vencer a resisténcia (RANG et al., 2001).

A presenca de substancias antimicrobianas nos vegetais superiores,
bem como o seu uso para tratar infeccoes nao sao fatos recentes (BUHNER,

1999; COWAN, 1999; RODRIGUES, 1980; YUNES e CALIXTO, 2001).




discussao 122

Durante a sua vida, as plantas reagem a varias injurias advindas do
ambiente, e sao capazes de produzir compostos antimicrobianos para
protegé-las contra infeccoes causadas por patégenos como bactérias, fungos
e virus (ESQUENAZI et al., 2002; RODRIGUES, 1980; WOJTASZEK, 1997,
YUNES e CALIXTO, 2001).

Em vista da resisténcia que muitos patégenos humanos apresentam
devido a selecao a que passaram pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos, da emergéncia de infeccoes incomuns até entao e efeitos
adversos apresentados por alguns medicamentos, as pesquisas tornaram-se
mais focadas em plantas medicinais, sendo que muitas estdo se mostrando

como potenciais fontes de agentes antimicrobianos (ZAMPINI et al., 2005).

Entre tantas plantas nativas e aclimatadas no Brasil, o objetivo deste
trabalho foi o estudo da atividade antimicrobiana e citotoxica de extratos de
Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg e Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville, a fim de que os mesmos sejam incorporados em formulacdes, como
as preparacoes de sabonete, tornando-as eficazes no combate a transmissao

e prevencao de doencas infecciosas.

Para que o objetivo principal deste trabalho fosse alcancado, estudos
de caracterizacao fisico-quimica, qualitativa e quantitativa das drogas

utilizadas e dos extratos foram necessarios.

Inicialmente, foi determinada a granulometria das drogas para
padronizacao das mesmas a fim de otimizar os processos extrativos a que
sao submetidas (SONAGLIO et al., 2004). A granulometria, que € o grau de
divisdo de pos é expresso em referéncia a abertura nominal da malha do
tamis utilizado (FARMACOPEIA, 1988). Segundo a literatura (LIST e
SCHMIDT, 2000), a droga pulverizada que apresente particulas de tamanho
superior a classificacao de fino € mais adequada para os processos de
extracao, principalmente por percolacdo, pois a presenca de po pode
favorecer o entupimento do percolador. Comparando os dados obtidos, o
material com melhor granulometria para extracdao por percolacdo foi o
material proveniente de moinho de facas, uma vez que apresenta maior

porcentagem de distribuicdo granulométrica no tamanho de particula entre
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1700 a 355 pm, enquanto o material obtido em moinho de bola e o adquirido
comercialmente apresentaram maior distribuicdo granulométrica em
tamanho de particula menor que 150 pm. Sendo assim, torna-se importante
exigir o controle de granulometria da droga para o forncedor da mesma.

Uma vez que os valores de pH apresentados situaram-se entre 4,73 e
5,11, pode-se afirmar que ambas as drogas analisadas apresentam pH acido.
Foi observado que a diferenca de pH entre as folhas coletadas nas diferentes
estacoes do ano nao € significativa.

A presenca de quantidade excessiva de agua em drogas vegetais
propicia o desenvolvimento de microrganismos, insetos e hidroélise, com
consequente deterioracao dos constituintes da droga. Portanto, faz-se
necessario o estabelecimento de limites de umidade para drogas vegetais
que, em geral, devem estar na faixa de na faixa de 8 a 14% (SIMOES, 2004).
Com os valores apresentados pelo teor de umidade, poéde-se observar que as
folhas de M. cauliflora, coletadas nas quatro estacoes do ano, e a casca de S.
adstringens apresentaram-se dentro do permitido de teor de umidade, com
valores até o limite de 8%. Com este resultado, em armazenamento
adequado, € possivel manter a qualidade das drogas evitando contaminacoes
e decomposicao dos constituintes.

O teor de extrativos avalia a quantidade de substancias que podem ser
extraidas aplicando-se o método de decoccao e como liquido extrator agua,
que sao preconizados pela Organizacao Mundial de Saude e pela
Farmacopéia Brasileira (1988) (SANCHES, 2004; VIGO et al., 2004).
Verificou-se que houve um aumento do teor de extrativos nas folhas
coletadas da primavera ao outono, decrescendo, novamente, no inverno.
Quanto ao teor de extrativos das cascas de S. adstringens, observou-se que €
menor que o teor de extrativos das folhas de M. cauliflora coletadas no verao
e outono, entretanto, maior quando comparado as folhas coletadas no
inverno € primavera.

A determinacao do teor de cinzas totais permite a verificacdao de
impurezas inorganicas nao-volateis que podem estar presentes na droga
como contaminantes (SIMOES et al., 2004; VIGO et al., 2004). Como nao

existe valor de teor de cinzas totais, na literatura, para as folhas de M.
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cauliflora, os resultados obtidos neste trabalho tornam-se importantes no
processo de sua padronizacdo. Quanto ao teor de cinzas da casca de S.
adstringens, encontra-se na Farmacopéia Brasileira (1959) que a perda
maxima de impurezas através do ensaio de residuo por incineracao deve ser
de 5%, enquanto que o valor encontrado foi em torno de 11%, indicando a
possibilidade de contaminacao da droga.

Tem-se uma literatura muito escassa em relacdo a constituicao
fitoquimica das folhas de M. cauliflora coletadas em diferentes estacoes do
ano, por isso, € de relevancia a triagem fitoquimica realizada com esta
planta, na qual verifica-se a presenca de taninos hidrolisaveis nas folhas
coletadas nas quatro estacoes e de tracos de flavonoides nas folhas coletadas
durante o inverno e durante o verao, porém nao sao observados através das
mesmas reacoes para as folhas coletadas na primavera e no outono.
Também nao foi observada a presenca de alcaldides, antraquinonas,
glicosideos cardiotonicos e saponinas. Em relacao as cascas de S
adstringens foram confirmados os dados da literatura em relacao a presenca
de taninos (PHARMACOPEIA, 1926) e auséncia dos outros metabélitos

secundarios.

Através do perfil cromatografico € possivel visualizar as classes de
metabolitos secundarios presentes nas drogas e nos extratos. O
conhecimento da constituicao fitoquimica das plantas e de seus extratos é
importante porque se constitui em uma ferramenta a ser utilizada no
controle de qualidade e permite avaliar e estudar atividades biolégicas e/ou
farmacologicas que uma determinada planta e seu extrato possam
apresentar. Alguns derivados de flavonoéides e taninos sdo reconhecidos por
apresentarem propriedades antimicrobianas (PALACIOS et al., 1983;
NISHINO et al.,, 1987; SCALBERT, 1991; HERNANDEZ et al.,, 2000;
DALL’AGNOL et al., 2003).

A partir de perfil espectrofotométrico na faixa de comprimento de onda
da radiacao ultravioleta, observou-se correspondéncia do pico de maxima
absorcao entre todos os extratos e os padrdoes que corresponde a faixa de

comprimento de onda de 206 a 217 nm. No entanto, como nao foi isolada
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nenhuma substancia dos extratos, nao € possivel afirmar a constituicao dos
mesmos com base nos espectros de ultravioleta.

A percolacdo consiste em submeter uma substancia em pé ou uma
mistura de substancias em um aparelho especial, percolador, a acao
dissolvente de um liquido extrator de maneira que este, ao atravessar o po
em sua descida, arraste as substancias soluveis e saia do percolador livre de
substancias insoluveis. Quando a operacao € executada convenientemente, a
primeira porcao do liquido obtido, ou percolato, deve estar quase saturada
dos constituintes soluveis da droga tratada e, se a quantidade do liquido
extrator for suficiente para seu esgotamento, a ultima porcao do percolato
deve ser quase incolor, inodoro e sem sabor da droga esgotada

(PHARMACOPEIA, 1926).

A escolha dos solventes para extracdo deve basear-se, principalmente,
na seletividade que o mesmo apresenta pelos compostos a serem extraidos.
No entanto, outras caracteristicas ndo podem ser ignoradas, como a
facilidade de manuseamento, custo, protecao ao ambiente e toxicidade (LIST
e SCHMIDT, 2000). A partir dos rendimentos das extracdoes realizadas,
observou-se que as drogas em estudo sao constituidas, em grande parte, por
compostos polares, uma vez que os maiores rendimentos foram obtidos com
solventes mais polares que o cloroférmio, cuja caracteristica € ser mais
apolar que os outros utilizados.

O reagente de Folin-Denis, embora nao especifico para uma
determinada classe de metabdlitos, detecta todos os fenoéis, acidos fenolicos,
flavonoides e taninos presentes em uma planta. Desta forma, pode-se
utilizar esta metodologia para a quantificacao do total de fendis, uma vez que
ocorre a oxidacao de qualquer fenol presente pela reacdo com o acido
fosfomolibidico e tungistico do reagente de Folin-Denis (TEIXEIRA et al.,
1990, FERREIRA et al., 2004). A partir da curva analitica obtida com a
solucao padrao de acido tanico pode-se calcular, através da equacao da reta,
a porcentagem de fenois totais existentes nas amostras das folhas de M.
cauliflora coletadas em diferentes estacoes do ano e dos extratos obtidos de
ambas as drogas. Pode-se visualizar a variacao sazonal do teor de fendis

totais das folhas de M. cauliflora, observando que as folhas coletadas no
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outono e no inverno apresentam menor teor do que as coletadas na
primavera e no verdo. E possivel, portanto, que durante a primavera e o
verao exista, na planta, uma maior sintese dos compostos que sao
classificados como polifenéis, como, por exemplo, flavonoides e taninos. De
todos os extratos obtidos das folhas de M. cauliflora, o cloroformico foi o que
apresentou um valor muito baixo de fenois totais. Este fato € explicado
devido a diferenca de polaridade entre os polifendis (polares) e o solvente
(apolar), o que dificulta a extracdo destes compostos pelo cloroformio. Tal
resultado aplica-se, da mesma forma, ao extrato cloroféormico obtido das
cascas de S. adstringens. Também foi observado que o extrato das folhas de
M. cauliflora obtido com etanol 50% apresenta menor teor que o obtido com
etanol 70% e acetona:agua, diferenca que nao € tao nitida em relacao aos
extratos obtidos com as cascas de S. adstringens.

O complexo estavel formado entre aluminio e flavondide em metanol,
em analise espectrofotométrica, € absorvido em comprimento de onda maior
(~430 nm) que os complexos formados entre aluminio e outros compostos
fenodlicos, geralmente presentes nas plantas que apresentam flavonodides.
Esse fato torna possivel quantificar o teor de flavonéides sem a interferéncia
de substancias fenolicas (MARCUCCI et al., 2005). Observou-se que os
maiores teores de flavonoides foram obtidos nas folhas coletadas na
primavera e no outono. Tal fato é interessante, pois € conhecido que os
flavonoides sao responsaveis pela protecao a planta contra a radiacao
ultravioleta, mais intensa durante o verao (SOUZA et al., 2003). Contudo, o
teor de uma determinada classe de metabdlitos secundarios nao se deve
somente a estacao do ano, mas também a disponibilidade de agua, solo e
intensidade solar a que a planta esta exposta no seu local de cultivo (VIGO et
al., 2004; FREIRE et al., 2006). De forma semelhante a determinacao do teor
de fenois totais, o extrato cloroformico foi o extrato que apresentou menor
teor de flavonodides, enquanto que o aceténico foi o de maior teor e os
extratos hidroalcodlicos apresentaram valores proximos.

Ainda com relacao a caracterizacao fitoquimica dos extratos, procurou-
se avaliar a atividade antioxidante dos mesmos. O DPPH é um radical livre

estavel que interage com substancias antioxidantes, que, por sua vez,
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transferem elétrons ou atomos de hidrogénio ao DPPH, neutralizando o
radical livre. Quando o processo antioxidante ocorre, a coloracao da reacao
muda de violeta a amarelo e a absorbancia torna-se reduzida a 517 nm

(BANERJEE et al., 2005).

Pela CCD, a substancia padrao utilizada, rutina, apresentou-se
amarelada quando revelada com DPPH e, da mesma forma, apresentaram-se
as amostras dos diferentes extratos das folhas de M. cauliflora e da casca de
S. adstringens que mostraram atividade antioxidante. Observa-se, no
entanto, que os extratos obtidos com cloroférmio nao apresentaram a mesma
intensidade de coloracao amarela que os extratos hidroalcodlicos e
acetonicos, sendo sua menor atividade antioxidante comprovada pela
determinacao do porcentual de atividade anti-radicalar apresentada, sendo
67,84% para M. cauliflora e 73,86% para S. adstringens. Observou-se que os
extratos hidroalcoolicos e acetonico de M. cauliflora e S. adstringens
apresentaram valores semelhantes de atividade anti-radicalar quando
comparados entre si e entre o extrato adquirido de G. biloba, também nao
diferindo em relacao as substancias padrao, isto €, acido galico, rutina e
vitamina C. Desta forma, inferiu-se que os extratos EtOH 50, EtOH 70 e
Ac:H2O (7:3) das folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens
apresentam atividade antioxidante, segundo demonstrado pelos métodos de
atividade sequestrante do radical estavel DPPH.

Dentre os objetivos, estava a verificacao da atividade antimicrobiana.
As bactérias utilizadas neste estudo estao freqientemente ligadas a rotina do
ser humano, seja por fazer parte da microbiota natural, como Staphylococcus
aureus, ou por estarem presentes como contaminantes de alimentos como
Escherichia coli, ou para utilizacao no controle de qualidade, como o Bacillus
subtilis.

Staphylococcus aureus, bactéria Gram-positiva, esta amplamente
distribuido na natureza e faz parte da microbiota normal da pele e mucosas
de mamiferos e aves. E o agente mais comum de infeccées piogénicas e em
individuos debilitados pode causar doencas de carater mais grave. E
conhecido pela sua elevada capacidade de desenvolver resisténcia a diversos

antibioticos (MARTINS, 1999). A primeira evidéncia de resisténcia de S.
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aureus a penicilina ocorreu em 1941, apenas 2 anos apos sua introducao na
terapia clinica. O gene de resisténcia a penicilina encontra-se no plasmidio,
sendo facilmente disperso para outras cepas, de forma que na década de 80,
aproximadamente 90% de S. aureus isolados de pacientes internados eram
resistentes. Por outro lado, o gene de resisténcia a meticilina € cromossémico
e, portanto, sua difusao é mais lenta, mas, no entanto, continua ocorrendo.
Nos Estados Unidos, a prevaléncia de S. aureus resistente a meticilina entre
pacientes internados cresceu de 2,1% em 1975 a 35% em 1991, sendo maior
do que em isolados da bactéria de ambientes nao-hospitalares (PESAVENTO
et al., 20059).

Staphylococcus epidermidis (Gram-positiva) também € habitante
normal da pele e mucosas, sendo considerada a espécie de estafilococos de
maior persisténcia na pele humana (MARTINS, 1999). E um microrganismo
aerdbico que usualmente esta envolvido a processos de infeccao dentro da
unidade sebacea (CHOMNAWANG et al.,, 2005). Nos anos recentes,
entretanto, vem apresentando-se como causa de infeccoes hospitalares,
atingindo, principalmente, pacientes imunocomprometidos, “long-term
hospitalized”, e/ou com doencas graves. A resisténcia a antibioticos
apresentada por Staphylococcus aureus e estafilococos coagulase-negativos
torna-se um agravante destas infeccoes. O fato de ser uma bactéria
comensal também é um fator que dificulta para os clinicos decidirem quando
sua presenca em um material isolado indica que € o agente causativo de
uma doenca ou apenas uma contaminacado do material. E uma bactéria que
vive no limite entre comensalismo e patogenicidade, com a capacidade de ter
desenvolvido estratégias, como formacao de biofilme em equipamentos de
internacoes e materiais introduzidos em pacientes, cepas de resisténcia e
apresentacao de flexibilidade gendmica, que proporcionaram a conquista de
ambientes hospitalares, sendo os individuos imunocomprometidos seus
hospedeiros mais freqiientes. Por estes motivos, ja devem ser seguidas as
mesmas medidas restritivas de higiene que foram estabelecidas para S.
aureus em hospitais (ZIEBUHR et al., 2006).

Bacillus subtilis, bactéria Gram-positiva, € utilizada no controle de

qualidade em testes de esterilizacao por 6xido de etileno e a vapor, pois é
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capaz de sobreviver em condicoes muito adversas de dessecacao,
temperatura e pH devido a sua capacidade de produzir esporos, fato ao qual
também se deve sua ampla distribuicio na natureza (MOS,1999).
Recentemente, esta bactéria tem sido associada a incidentes de
gastroenterites em bebés que receberam alimentos contaminados (ABDOU et
al., 2007).

Provavelmente, nenhuma outra espécie bacteriana € tao versatil em
sua patogenicidade quanto a Escherichia coli, bactéria Gram-negativa que
pode causar infeccoes intestinais, urinarias, septicemias, meningites, além
de outros tipos (CAMPOS et al., 1999). E a causa usual de infeccdes da via
urinaria, sendo tratada eficientemente com cotrimoxazol, mas resisténcia in
vitro foi relatada para casos nao resolvidos de tratamento em,
aproximadamente, metade dos pacientes. Ciprofloxacino passa, entao a ser
uma alternativa economicamente acessivel de tratamento de infeccao
urinaria na comunidade. No entanto, tendo-se um farmaco de escolha para
uma infeccdo, obviamente, seu consumo crescera, aumentando, mais uma
vez, a proporcao de cepas resistentes, assim como em um circulo vicioso
(BEOVIC, 2006). A resisténcia de bactérias Gram-negativas, junto a
resisténcia de S. aureus a meticilina, sdo um grande problema,
especialmente, nas unidades de tratamento intensivo (BEOVIC, 2006).

Muitos sao os métodos propostos para as analises de atividade
antimicrobiana, como o método de difusdao em disco (NCCLS, 2003a) e de
determinacao de Concentracado Inibitéria Minima contra bactérias (NCCLS,
2003b) e contra leveduras (NCCLS, 2002). Neste trabalho, foram
introduzidas modificacoes nestas metodologias preconizadas, estando
condicionadas a natureza das amostras que diferem em relacao as amostras
padronizadas pelo NCCLS. Portanto, as diluicoes preparadas das amostras
dos extratos foram adequadas as necessidades deste trabalho, as placas de
Petri do teste de difusao em agar foram deixadas em repouso a 4 °C por 2 h
antes da incubacao e a leitura dos resultados de determinacdo de MIC foi
realizada com a adicao do corante resazurina, para bactérias, e de TTC, para

leveduras.
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O método de difusdo em agar baseia-se na difusdo de uma
determinada amostra em meio sélido, semeado com os microrganismos em
questao, colocados em placas e incubados. Apés a incubacao, o diametro do
halo de inibicao € considerado como medida do poder inibitério da amostra
contra o microrganismo testado (PINTO et al., 2003).

Pelos resultados obtidos, os menores halos de inibicdo de crescimento
bacteriano foram obtidos com os extratos da casca de S. adstringens.
Entretanto, deve ser esclarecido que este fato, provavelmente, deve-se a sua
rica constituicdo de taninos, compostos que precipitam na presenca de
proteinas, as quais estdo presentes no meio de cultura; assim, acredita-se
que este fato possivelmente explique os halos de inibicAo menores, pois
existe uma dificuldade de difusao pelo meio, sendo preciso, inclusive, que a
amostra seja colocada em pocos feitos no agar, nao em “templates”, como os
extratos de M. cauliflora, para aumentar a superficie de contato entre os

extratos e o meio de cultura, facilitando a difusao.

Em contrapartida, verificou-se que os extratos cloroféormicos de ambas
as espécies nao apresentaram halos de inibicao, indicando auséncia de
atividade antimicrobiana. Uma vez que pelas determinacoes do teor de fenéis
totais e flavonédides, os extratos cloroférmicos apresentaram os menores
valores, pode-se afirmar que a atividade antimicrobiana nao foi demonstrada
pelos mesmos pelo baixo teor destes compostos. Encontra-se em trabalhos
que muitas atividades biolégicas, assim como a antimicrobiana, sao devidas
ao teor de fenodis totais, como taninos e flavonoides (CHOI et al., 2006).
Portanto, a atividade antimicrobiana apresentada pelos extratos neste
trabalho deve-se a constituicao de metabodlitos secundarios apresentada por

cada espécie e o teor de cada um deles.

A concentracdao inibitoria minima (CIM) é definida pela menor
concentracao de extrato que inibe o crescimento microbiano visivel in vitro e
cuja visualizacao € possivel. Para aprimorar esta técnica foi desenvolvido o
ensaio em microplaca, que pode ter a verificacdo da turvacao dos pocos com
auxilio de alguns corantes, entre eles a resazurina, que apresenta-se azul na

auséncia de células vivas (NCCLS, 2003b; LOW et al., 2006). Também foi
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determinada a concentracao bactericida minima (CBM) dos extratos por meio
de subcultivos das microplacas em placas de agar Mueller Hinton, avaliando
a presenca ou auséncia de crescimento microbiano. A concentracao
bactericida minima € definida como a menor concentracao que produz a
morte de 99,9% das células bacterianas (KONEMAN et al., 2001).

Observou-se que os valores de CIM para todos os extratos que
apresentaram atividade foram, geralmente, semelhantes aos valores de CBM
e que os extratos hidroalcodlicos de M. cauliflora apresentaram-se mais
ativos que o extrato acetonico; entretanto, o extrato obtido com EtOH 50 da
casca de S. adstringens apresentou menor atividade que os extratos obtidos
com EtOH 70 e acetona:agua.

Ainda néao existe, na literatura, referéncias conclusivas sobre as faixas
de CIM e sua correspondéncia a atividade farmacologica. Holetz et al. (2002)
estabeleceram alguns valores como referéncia de atividade antimicrobiana de
extratos vegetais. Em tal trabalho, para que um extrato apresente forte
atividade, a CIM néao deve ultrapassar 100 pg/mL; de 100 a 500 pg/mL a
atividade é considerada como moderada; de 500 a 1000 pg/mL a atividade €
fraca e maior que 1000 pg/mL, o extrato € considerado inativo. Entretanto,
nao podem ser desprezados outros trabalhos em que valores de CIM maiores
sao tidos como boa atividade para tais extratos. Duarte et al. (2005)
apresentam em seu trabalho uma proposta de Aligianns et al. (2001) de
classificacao para material vegetal baseada em resultados de CIM, no qual
CIM menores que 0,5 mg/mL sao considerados fortes inibidores, CIM entre
0,6 a 1,5 mg/mL sao considerados moderados e acima de 1,6 mg/mL sao
fracos inibidores do crescimento microbiano. Bouamama et al. (2006)
comprovam a utilizacao de folhas do género Cistus na medicina popular do
Marrocos obtendo valores de CIM de 0,78 a 50 mg/mL para bactérias e de
0,19 a 200 mg/mL para cepas de Candida, utilizando as técnicas
preconizadas pelo CLSI (2003b). Exemplificando um trabalho realizado com
oleos essenciais, Celiktas et al. (2005) descrevem moderada atividade contra
diferentes espécies de bactérias e Candida albicans com valores de CIM entre
2,5 a 20 mg/mL para os Oleos essenciais obtidos das partes aéreas de

Rosmarinus officinalis.
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Em outro trabalho, Kolodziej et al. (1999) apresentam valores de CIM
de polifenois isolados pertencentes a classe dos taninos contra bactérias
como S. aureus e E. coli e contra fungos como Candida albicans e
Cryptococcus neoformans. Nele, descrevem que tais moléculas apresentam
fraca atividade antimicrobiana, com CIM entre 1,0 a 2,0 mg/mL para
algumas moléculas como acido galico, chegando a 8,0 mg/mL para
catequina. No entanto, no mesmo trabalho, indicam que as plantas
utilizadas com a finalidade de antimicrobianos, provavelmente, apresentam
seu potencial devido a sua diversificada composicao de polifendis e a
concentracao dos mesmos nessa planta.

De forma geral, o extrato de uma planta contém baixa concentracao de
compostos ativos e um amplo nimero de outros compostos que podem ter
atividades promissoras, necessitando de uma adequada sensibilidade dos
testes, devido a variedade quimica destes compostos, embora em pequena
quantidade (RATES, 2001).

Considerou-se que os extratos estudados que apresentaram valores de
CIM entre 2,5 e 5,0 mg/mL nao devem ser desprezados, seja pela diluicao
dos compostos ativos com outros compostos também extraidos, seja porque
a propria literatura nao descarta resultados de CIM maiores que 1,0 mg/mlL,
pois poderiam ser utilizados para outros propositos.

Em comparacdo com os resultados obtidos pelo método de
microdiluicdo, os valores de CIM e CBM obtidos pelo método de
macrodiluicao foram maiores, exceto os extratos hidroalcodlicos e acetonico
de S. adstringens contra S. aureus. De forma geral, as bactérias testadas
apresentam maior sensibilidade aos extratos de S. adstringens e que de
todas, o B. subtilis e a E. coli foram as que apresentaram maior resisténcia
tendo requerido, portanto, maior concentracdo de extrato para inibir seu
crescimento.

A espécie de Candida albicans € a espécie de levedura mais
frequentemente isolada a partir de amostras biologicas. C. albicans & agente
colonizador habitual de pele e mucosas humanas, sendo que 25 a 30 % dos
individuos sao seus portadores na cavidade oral, com maior incidéncia em

lactentes, criancas pequenas e pessoas com AIDS. Falta de higiene bucal e
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proteses dentarias aumentam a taxa de porte bucal sendo o porte vaginal
particularmente prevalente durante a gravidez (KWON-CHUNG et al., 1992;
KONEMAN et al., 2001).

A candidiase das mucosas pode afetar a cavidade oral, canal vaginal,
traquéia, bronquios e canal alimentar. As infeccoes da pele envolvem areas
umidas, como os espacos interdigitais das maos, pés e axilas. Sao freqiientes
a infeccao das unhas e dermatite em recém-nascidos na area das fraldas. A
candidiase sistémica é, relativamente, rara, sendo um evento terminal em
pacientes com doencas debilitantes, neoplasicas e imunosupressoras. Sao
citadas cinco condicoes que predispoem a infeccao por C. albicans (RIPPON,
1998): a) periodo anterior ao estabelecimento da microbiota normal
(lactentes); b) gravidez, disfuncao endodcrina, diabetes melitus; c¢)
administracao prolongada de antimicrobiano que altera a microbiota normal
e uso de anticoncepcionais; d) fatores que causam debilidade, como AIDS e
alteracoes da funcao leucocitaria; e) solucao de continuidade em barreiras
corporeas causada por procedimentos cirurgicos e insercao de cateter
permanente (KONEMAN et al., 2001).

Outras espécies de Candida formam parte da microbiota normal de
superficies cutaneas e mucocutaneas, sendo raras vezes consideradas como
agentes de doencas clinicas, embora tenham sido associadas a praticamente
todas as formas de candidiase. C. krusei, raramente, é causadora de
endocardites e vaginites; C. parapsilosis esta associada a paroniquia,
endocardite, otite externa, endoftalmite, artrite séptica e peritonite; enquanto
que encontra-se C. tropicalis em casos de vaginite, infeccoes intestinais,
broncopulmonares e sistémicas (RIPPON, 1988; KONEMAN et al., 2001).

A emergéncia de outras cepas de leveduras como novos agentes
infecciosos explica-se, principalmente, pelo uso de antibioticos de amplo
espectro, agentes antineoplasicos, cateterismo endovenoso e o crescente
numero de pacientes com neutropenia e imunossupressao (KONEMAN et al.,
2001).

Pelos mesmos motivos, o tratamento das candidiases vem se tornando
dificil devido a emergéncia de cepas resistentes aos antifingicos

costumeiramente utilizados. Novos agentes tém-se demonstrado toxicos e de
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alto custo. A reincidéncia das infeccoes também tornou-se um fator
preocupante do controle das candidiases. Todos esses fatores tornaram
nitida a necessidade de novos agentes antifungicos (RUNYORO et al., 2006).
Tem crescido, significativamente, nos ultimos 10 anos, a investigacao de
produtos naturais ativos contra Candida spp, com cerca de 258 espécies de
plantas avaliadas, embora até recentemente nao se tenha formulacoes
efetivas para o uso em humanos e animais (DUARTE e FIGUEIRA, 20006).
DUARTE et al. (2005) encontraram que o oleo essencial de 13, entre 35
plantas testadas utilizadas na medicina popular, apresentaram atividade
contra C. albicans, como o 6leo de Achillea millefolium, Mykania glomerata e
Stachys byzantina, com CIM de 0,25 mg/mL.

Estudo realizado na tribo Yanomami, situada na Venezuela, confirmou
que as folhas da planta Phyllanthus piscatorum, utilizadas para facilitar a
pescaria, tém potencial atividade contra Candida albicans, Candida flavus e
Aspergillus fumigatus. Somente as mulheres desta tribo cultivam e realizam
a pescaria com as folhas de Phyllanthus piscatorum. Aquelas que apresentam
vulvovaginites entram na agua dos lagos onde foram colocadas as folhas de
P. piscatorum e esperam la cerca de meia hora até que o primeiro peixe
apareca flutuando na superficie da agua (GERTSCH et al., 2004).

Na Africa, onde a epidemia de AIDS é devastadora, Candida albicans
foi uma das primeiras infec¢coes oportunistas em pacientes portadores do
HIV. Varias plantas sdao usadas pelos curandeiros no tratamento de
candidiase oral e alguns extratos foram testados, por microdiluicdo, contra
C. albicans. Extratos aquosos de Allium sativum L. (Alliaceae) e Glycyrrhiza
glabra L. (Fabaceae) apresentaram CIM entre 6,25 a 12,5 mg/mL. Estudos
deste tipo e resultados favoraveis de CIM sao fatores importantes para o
tratamento de infeccoes fuingicas em um continente de populacdo tao
carente, onde os medicamentos do ocidente sdo excessivamente caros e de
dificil acesso (FENNELL et al., 2004).

A Concentracdao Fungicida Minima, para um farmaco, pode ser
determinada como a menor concentracao que resulta em 100% de inibicao
de crescimento. Um agente antifingico pode ser considerado como agente

fungicida se a razao entre a Concentracdo Fungicida Minima e a
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Concentracao Inibitéria Minima nao for maior do que 4 (HAZEN, 1998). Os
valores de CIM apresentados pelos extratos hidroalcoodlicos e aceténicos de
ambas as drogas contra as trés espécies de Candida encontram-se na faixa
de 0,156 a 1,25 mg/mL. Como os valores de CFM foram em torno de 10
mg/mL, pode-se supor que os extratos que apresentaram atividade atuem de
forma a inibir o crescimento, exercendo atividade fungistatica, embora nao
matando as células. Assim, foi possivel observar neste experimento, que os
extratos testados apresentam atividade contra o crescimento da levedura
enquanto presentes no meio de inoculacdo, no entanto, ndo sdo ativos a
ponto de causar a morte das mesmas e, portanto, quando é feito o
subcultivo, estas retomam o crescimento normal. Em outras palavras, os
extratos polares testados apresentam-se como fungistaticos, mas nao
fungicidas. Deve-se ressaltar que Candida tropicalis foi uma excecao, uma
vez que a razao entre os valores apresentados de CIM e de CFM para os
diferentes extratos foi menor que 4.

A bioautografia € uma técnica utilizada como bioprospeccao de fracoes
de compostos com atividade antimicrobiana. Consiste em avaliar quais
compostos ou classe de compostos sao ativos por meio de uma separacao
cromatografica realizada anteriormente a incubacao da placa cromatografica
com o meio de cultura inoculado com determinado microrganismo
(HAMBURGER e CORDELL, 1987; SARTORATTO et al., 2004). Entretanto,
alguns compostos apresentam pouca difusao pelo agar e podem nao ser
detectados, por isso também devem ser utilizados os métodos de macro e
microdiluicao. Nestes casos, € melhor utilizar métodos de micro ou
macrodiluicao (FENNELL et al., 2004). Os resultados obtidos indicam que os
extratos cloroférmicos nao devem apresentar atividade antimicrobiana por
nao ser constituido de substancias capazes de inibir o crescimento
bacteriano. Por outro lado, os extratos obtidos com EtOH 50, EtOH 70 e
acetona:agua permitem a visualizacao de um halo de inibicdo do crescimento
bacteriano, indicando a existéncia de uma ou mais substancias capazes de
inibir o crescimento de S. aureus, S. epidermidis. Entretanto, ndo foram
formados halos nitidos de inibicao de crescimento de B. subtilis e E. coli, isto

porque nem todas as espécies de microrganismos crescem homogeneamente,
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dificultando o desenvolvimento deste tipo de metodologia (COS et al., 2006).
Em paralelo, analisando os cromatogramas revelados com anisaldeido
sulfturico, verificou-se que sao as mesmas substancias derivadas de fenoais,
apresentadas na analise do perfil cromatografico das amostras, mais
especificamente, composto(s) derivado(s) de taninos.

Uma vez que foi demonstrada atividade antimicrobiana para alguns
dos extratos ensaiados, tornou-se importante conhecer a citotoxicidade que
os mesmos poderiam apresentar. Para tanto, utilizou-se metodologia de
determinacao de morte celular em ensaio com monocamada de células.

Pela metodologia de avaliacdo da atividade citotoxica utilizada, o
ensaio € feito em uma monocamada de cultura de células de mamiferos da
linhagem de macrofagos J774. A cultura em monocamada, inclusive de
outras linhagens celulares, € um dos métodos mais amplamente utilizados
entre os testes de citotoxicidade, pois oferece flexibilidade quanto a tempo de
exposicao e quantificacao do efeito da amostra. Geralmente, € utilizado
tempo de exposicao a amostra de 1 a 24 h e o ponto de leitura do resultado
estda baseado no numero de células como indicacdo de viabilidade ou
capacidade metabolica. O ensaio utulizando monocamada é um método que
requer um reduzido numero de células quando comparado a outros métodos
e € facilmente manipulado utilizando microplacas de 96 pocos, o que permite
ensaiar uma ampla faixa de concentracdo de diferentes amostras
(BUCKBERRY, 1999).

Para observar o resultado de citotoxicidade e analisar a existéncia de
células vivas ou mortas, foi utilizado o corante denominado Alamar Blue. A
forma oxidada do Alamar Blue apresenta-se nao-fluorescente e na coloracao
azul, sendo que esta forma € reduzida por atividade celular (fato que é
postulado dever-se as enzimas mitocondriais) a forma fluorescente e de
coloracao cor-de-rosa. Portanto, na presenca de células mortas, a coloracao
azul visualizada indica que a amostra incubada com as células causou
citotoxicidade, ou seja, morte celular, enquanto que a coloracao cor-de-rosa
indica auséncia de citotoxicidade, uma vez que existem células vivas no

meio. Sendo assim, o Alamar Blue é mais indicado como um marcador do
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ponto de leitura para os ensaios de citotoxicidade, do que para ensaios de
monitoramento da cinética de crescimento celular (O’'BRIEN, 2000).

Desta forma, através da metodologia wutilizada no ensaio de
citotoxicidade, foi possivel observar que o extrato obtido com etanol 50% de
folhas de M. cauliflora apresentou a menor citotoxicidade (concentracao de
0,625 mg/mlL) entre todos os extratos. Entretanto, vem a ser mais adequado
que o tipo de célula a ser ensaiado in vitro seja o mesmo ao qual a amostra
entrara em contato ao ser administrada (BUCKBERRY, 1999; O’BRIEN,
2000). Assim, como os estudos com os extratos deste trabalho foram feitos a
fim de que sejam administrados topicamente, seria mais adequado que a
citotoxicidade dos mesmos fosse ensaiada frente a células epiteliais, como
queratinocitos ou fibroblastos, como preconizado pelo Guia para Avaliacao
de Seguranca de Produtos Cosmeéticos (AGENCIA..., 2003), o qual indica as
células do tecido conjuntivo de camundongo da linhagem NCTC - clone 929
(ATCC CCL1) ou células de fibroblastos de cornea de coelho da linhagem
SIRC CCL 60 para o teste de citotoxicidade. Tem-se a intencao de adquirir
uma das duas linhagens citadas para realizar o ensaio de citotoxicidade
tanto com os extratos quanto com as preparacoes obtidas dos mesmos. Por
outro lado, em termos de produtos comercializados, foi encontrado na
literatura (DAMOUR et al., 1992) que, em concentracoes terapéuticas, anti-
sépticos como clorexidina e clorexidina+cloreto de benzalconio+alcool
benzilico, por exemplo, exibem citotoxicidade frente a culturas de células
humanas de fibroblastos e queratinocitos e, mesmo assim, foram aprovados
pelos orgaos responsaveis e sao utilizados pela populacdo, ao contrario,
entretanto, do que ocorre com iodo-povidina que, quando sua citotoxicidade
em fibroblastos de murinos € comparada a de digluconato de clorexidina,
apresenta-se como um anti-séptico de melhor tolerabilidade, promovendo
citotoxicidade apods contato de 30 minutos, porém revitalizacao das células
apos 24 h (MULLER e KRAMMER, 2006).

Uma vez que o desenvolvimento de preparacoes cosméticas foi um dos
objetivos do presente trabalho, tem-se que, segundo a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), os produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e

Perfumes, sao preparacoes constituidas por substancias naturais ou
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sintéticas, de uso externo nas diversas partes do corpo humano, pele,
sistema capilar, unhas, labios, orgaos genitais externos, dentes e membrana
mucosa da cavidade oral, com o objetivo exclusivo ou principal de limpa-los,
perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir odores corporais e ou
protegé-los ou manté-los em bom estado (BRASIL, 2005).

Sao definidos como produtos grau 1 os produtos de higiene pessoal,
cosmeéticos e perfumes cuja formulacdo cumpre com o objetivo exclusivo ou
principal de limpa-los, perfuma-los, alterar sua aparéncia e ou corrigir
odores corporais e ou protegé-los ou manté-los em bom estado e que se
caracterizam por possuirem propriedades basicas ou elementares, cuja
comprovacao nao seja inicialmente necessaria e nao requeiram informacoes
detalhadas quanto ao seu modo de usar e suas restricoes de uso, devido as
caracteristicas intrinsecas do produto. Ja os produtos grau 2, sdo produtos
de higiene pessoal, cosméticos e perfumes cuja formulacdo cumpre com o
mesmo objetivo que os produtos grau 1 e que possuem indicacoes
especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacao de seguranca e/ou
eficacia, bem como informacoes e cuidados, modo e restricoes de uso
(BRASIL, 2005).

Neste ultimo grupo de produtos estdo inseridos produtos como cremes
anti-acne e sabonetes anti-sépticos, ou seja, pela legislacao, as preparacoes
desenvolvidas neste trabalho pertencem ao grupo grau 2 e, para receberem
registro do orgao competente, entre outros fatores, deve ser comprovada a
atividade atribuida e a seguranca de seu uso.

Preparacoes anti-sépticas utilizadas na rotina de higiene tém o intento
de proteger os individuos contra leves infeccoes de pele causadas tanto pela
microbiota residente quanto pela transiente além de contribuir no controle
para a prevencao de transmissao de infeccoes (WILKINSON e MOORE, 1982).

Entretanto, existe uma constante discussdo em relacao a efetiva
atividade das preparacoes anti-sépticas e o desenvolvimento de resisténcia
(GRUBE, 2001; LEVY, 2001).

Os antibidticos sdo compostos com um mecanismo especifico de acao,
ja a efetividade, por exemplo, de um sabonete anti-séptico depende nao s6 do

agente antimicrobiano, como também da sua concentracao, tempo de
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contato com a pele e da formulacao. De fato, o “FDA’s Non Prescription Drug
Advisory Committee (NDAC)” concluiu em janeiro de 1997 que nao existiam
evidéncias que interligassem o uso de produtos anti-sépticos e a resisténcia
a antibioticos (GRUBE, 2001). Gerba (2002) alega que infec¢coes por
microrganismos € terceira causa de morte nos Estados Unidos, sendo que
muitas sdo transmitidas pelas maos e, por isso, os produtos anti-sépticos
podem ser a primeira linha de defesa contra infeccdo por manutencao da
limpeza das maos.

A eficacia de preparacoes anti-sépticas também depende da natureza
da formulacdo, como exemplo, sabonete em barra, emulsdao ou sabonete
liquido (WILKINSON e MOORE, 1982). No presente trabalho, a eficacia anti-
séptica das preparacoes de sabonete liquido e locao foi constatada pelos
testes de avaliacao da atividade anti-séptica contra os microrganismos
testados. Um produto € classificado como anti-séptico quando apresenta
halo de inibicao de crescimento microbiano maior que 2 mm (ROESSLER,
1983), sendo a partir deste dado que as preparacoes foram avaliadas,
medindo o diametro do halo de inibicao que formaram.

A preparacao de sabonete liquido controle apresentou reducao do
crescimento microbiano sem, contudo, apresentar inibicao. O sabonete
liquido incorporado com os diferentes extratos de folhas de M. cauliflora
apresentou atividade anti-séptica contra as bactérias e melhor atividade
contra C. albicans e C. parapsilosis, sendo que mereceu destaque a formacao
de halo limpido pelo sabonete liquido com extrato EtOH 70 a 0,25% na
formulacao, em relacao aos outros, cuja coloracao do extrato era nitida no
meio de cultura. Apenas o sabonete liquido com extrato EtOH 50 de casca de
S. adstringens a 0,25% na formulacao apresentou atividade contra as
bactérias e leveduras testadas. Portanto, foram selecionados o sabonete
liquido com extrato EtOH 70 de folhas de M. cauliflora a 0,25% na
formulacao, correspondendo a concentracao de 1,55 mg/mL de fendis totais
e 0,03 mg/mL de flavonéides totais e o sabonete liquido com extrato EtOH
50 de casca de S. adstringens a 0,25% na formulacao, correspondendo a

1,88 mg/mL de fendis totais.
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As preparacoes de sabonete em barra controle, com os diferentes
extratos das folhas de M. cauliflora e com os diferentes extratos de casca de
S. adstringens, embora tenham apresentado reducdo do crescimento
microbiano, nao foram capaz de inibir o mesmo, uma vez que nao formaram
halo de inibicao ao redor do poco de aplicacao das preparacoes.

A preparacao de locao de controle ndo apresentou nenhum tipo de
atividade sobre o crescimento microbiano. As preparacoes de locdo com os
extratos de folhas de M. cauliflora apresentaram atividade anti-séptica contra
as bactérias testadas, com destaque para os halos de inibicdo maiores da
preparacao com o extrato EtOH 50 a 0,25% na formulacao, correspondente a
1,15 mg/mL de fendis totais e 0,03 mg/mL de flavondides totais. Apenas a
preparacao de locdo com o extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens a
0,50% na formulacado apresentou atividade anti-séptica contra as bactérias,
correspondendo a 3,76 mg/mL de fenodis totais. Nenhuma das preparacoes
de locao apresentou atividade contra as leveduras testadas.

Observou-se que a concentracao de compostos ativos e a composicao
de metabolitos secundarios ativos dos extratos, fenodis e flavonoides, nao foi o
unico fator influente na atividade apresentada pelas preparacoes, uma vez
que as mesmas tinham a mesma composicao qualitativa de extrato e
semelhante composicao quantitativa de fenodis totais e flavonodides (no caso
dos extratos de M. caulilfora), mas apresentaram resultados diferentes.

O perfil de estabilidade de wum produto permite avaliar seu
desempenho, seguranca e eficacia, além de sua aceitacao pelo consumidor.

Foi realizado o teste de estabilidade preliminar visando observar
possiveis alteracoes a que as preparacgoes desenvolvidas estivessem sujeitas
quando submetidas a condicoes extremas de temperatura, a fim de que tais
alteracoes fossem analisadas segundo caracteristicas especificas de cada
formulacao e critérios de aceitacao pela populacao.

A preparacao de locao com extrato EtOH 50 de casca de S. adsrtingens
a 0,50% na formulacao, embora tenha sido a lnica das preparacoes de locao
com extrato de S. adstringens a apresentar atividade contra as bactérias, nao
apresentou-se estavel ao teste de centrifugacdo, mesmo tendo mantido

contante seu valor de pH e densidade durante o periodo a que foi submetida
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as condicoes de estresse. As outras preparacoes de sabonete liquido e de
locao apresentaram-se estaveis ao teste de centrifugacao, indicando que as
preparacoes foram desenvolvidas adequadamente e que a incorporacao do
extrato EtOH 70 de M. cauliflora a 0,25% e EtOH 50 de S. adstringens a
0,25% no sabonete liquido e do extrato EtOH 50 de M. cauliflora a 0,25% na
locado nao promoveram a separacao dos componentes das preparacoes
quando submetidas a centrifugacao a 3000 rpm por 30 minutos.

Avaliando os parametros organolépticos de todas as preparacoes
submetidas as condicoes de estresse, nao houve alteracao de aspecto, cor e
odor. De forma semelhante, os valores de pH e densidade das preparacoes,
avaliados no mesmo periodo sob as mesmas condi¢coes, mostraram-se
constantes, sendo notado que a incorporacao dos extratos as formulacoes de
base nao alterou significativamente o pH nem a densidade quando
comparados com os valores de pH e densidade obtidos com as preparacoes
de controle.

A partir da avaliacao da viscosidade das preparacoes de sabonete
liquido, observou-se que a incorporacao do extrato EtOH 70 de folhas de M.
cauliflora a 0,25% proporcionou reducao da viscosidade do sabonete,
enquanto que a incorporacao do extrato EtOH 50 de casca de S. adstringens
nao alterou a mesma. Ja a incorporacao do extrato EtOH 50 de folhas de M.
cauliflora a 0,25% e EtOH 50 de casca de S. adstringens a 0,50%,
individualmente, proporcionou aumento da viscosidade da preparacao de
locao, quando comparadas a preparacao de controle.

Tixotropia € um termo empregado para designar a propriedade que
certos materiais apresentam de modificar a sua estrutura interna quando
sumetidos a uma pressao externa, retomando esta estrutura apdés um
periodo definido de repouso. O grau de tixotropia € dado pela area existente
entre a curva ascendente e descendente (area de histerese) obtidas por
gradiente de cisalhamente em funcdo da tensado de cisalhamento e permite
avaliar o comportamento do material frente a uma pressao aplicada, ou seja,
um maior grau de tixotropia prediz se um material tem sua viscosidade

reduzida quando uma pressdo € aplicada (tensdo de cisalhamento) e,
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portanto, apresenta maior velocidade de escoamento (gradiente de
cisalhamento) (PRISTA et al., 1996).

Desta forma, os reogramas de gradiente de cisalhamento em funcao da
tensao de cisalhamento das preparacoes de sabonete liquido indicaram
pequeno grau de tixotropia das mesmas (pequena area de histerese),
indicando que o material ndo tem comportamento de reducao da viscosidade
quando aplicada uma pressao com retorno a sua estrutura inicial apos
repouso, ou seja, possui comportamento pseudo-plastico. Isto indica que tal
produto deveria ser acondicionado em recipiente que favorecesse sua
extrusao quando do seu uso, mas que bloqueasse a saida quando fora de
uso.

Por outro lado, os reogramas de gradiente de cisalhamento em funcao
da tensao de cisalhamento das preparacoes de locdo indicaram maior grau
de tixotropia das mesmas (maior area de histerese), indicando que o material
tem comportamento de reducao da viscosidade quando aplicada uma
pressao com retorno a sua estrutura inicial apos repouso, o que facilita sua
administracao e espalhabilidade, evitando escoamentos indesejados, seja no
recipiente de envase ou no local de aplicacdao, ja que apresentou
comportamento plastico.

Desta forma, observou-se que os resultados obtidos com os testes de
estabilidade preliminar e avaliacao do comportamento reologico indicaram a
adequabilidade organoléptica e fisico-quimica das preparacoes para uso,
quando acondicionadas de maneira propicia. Entretanto, a perda da
atividade anti-séptica das preparacoes apos o periodo sob as condicoes
estresse indicou que os componentes das preparacoes sao sensiveis as
variacoes de temperatura e que, portanto, tais preparacoes, para manter sua
atividade, necessitam ser armazenadas protegidas da variacao de
temperatura.

O controle de qualidade microbiolégico de produtos nao-estéreis, isto
€, produtos cosméticos e farmacéuticos topicos e orais, assegura que a carga
microbiana presente no produto, seja no aspecto qualitativo e quantitativo,
nao comprometa a sua qualidade final ou a seguranca do paciente. Cargas

microbianas elevadas podem comprometer a estabilidade do produto,
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enquanto que, para a seguranca do consumidor, microrganismos saprofitas
presentes podem se portar como agentes infecciosos oportunistas e a
presenca de cepas reconhecidamente patogénicas representa potencial risco
de aquisicao de quadro clinico infeccioso (PINTO et al., 2003). A Resolucao n°
481, de 23 de setembro de 1999, estabelece os parametros de controle
microbiolégico para os produtos de higiene pessoal, cosméticos, perfumes e
produtos que entram em contato com mucosas (como sabonetes), que fazem
parte do tipo I, segundo a classificacao da Anvisa e demais produtos
cosmeéticos susceptiveis a contaminacao, que pertencem ao tipo II, a
contagem de microrganismos mesofilos totais aerobios tem o limite maximo
de 5x102 e 5x103 UFC/g ou mL, respectivamente, sendo proibida a presenca
de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e coliformes totais em 1
g ou 1 mL de produto (BRASIL, 1999). Visto a necessidade de seguir a
legislacao, através de ensaios de controle de qualidade microbiologico das
preparacoes desenvolvidas, confirmou-se que as matérias-primas utilizadas
nao foram fonte de contaminacao das preparacoes, bem como o operador, os

equipamentos e o processo de manipulacdo das preparacdes.
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Com este trabalho, obteve-se os valores de CIM contra bactérias e
leveduras testadas para os diferentes extratos obtidos de M. cauliflora e S.
adstringens, padronizados quanto a qualidade da droga, composicao
segundo classes de metabodlitos secundarios e teor de alguns destes
metabolitos, obtendo também o indice de citotoxicidade. Tais resultados,
nortearam o desenvolvimento de preparacoes com atividade contra bactérias
e leveduras a apresentassem adequabilidade para aceitacdo e uso publico

em termos de atividade, estabilidade e qualidade microbiologica.

v' Analises fitoquimicas indicaram a presenca de flavonéides e taninos
nas folhas e extratos polares de M. cauliflora e de de taninos na casca

e extratos de S. adstringens.

v' Analise quantitativa determinou elevado teor de fendis totais nos

extratos das folhas de M. cauliflora e da casca de S. adstringens.

v' Pela determinacdo de CIM e CBM, extratos polares das folhas de M.
cauliflora e da casca de S. adstringens demonstraram atividade leve e
auséncia de atividade dos extratos cloroféormicos de ambas as

espécies.

v' Os extratos polares das folhas de M. cauliflora e da casca de S.
adstringens mostraram-se fungistaticos contra C. albicans e C.
parapsilosis e fungicidas para Candida tropicalis. Os extratos
cloroformicos de M. cauliflora e de S. adstringens nao mostraram-se

ativos contra as espécies de Candida testadas.

v O extrato EtOH 50 de folhas de M. cauliflora foi o que apresentou

menor indice de citotoxicidade.

v' A preparacao de sabonete liquido com extrato EtOH 70 de folhas de M.
cauliflora a 0,25% na formulacdo e com extrato EtOH 50 de casca de
S. adstringens a 0,25% na formulacao foram as preparacoes de
sabonete liquido que apresentaram resultados mais significativos de
atividade anti-séptica.

v' A preparacao de locdo com os extrato EtOH 50 de folhas de M.

cauliflora a 0,25% na formulacao e com o extrato EtOH 50 de casca de
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S. adstringens a 0,50% na formulacao apresentaram resultados mais
significativos de atividade contra as bactérias testadas, mas nao
apresentaram atividade contra as leveduras.

v Os parametros organolépticos e os parametros fisico-quimicos pH e

densidade das preparacoes mostraram-se estaveis.

v' Todas as preparacoes desenvolvidas ndo apresentaram contaminacéo

microbiana.
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