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RESUMO

DESENVOLVIMENTO DE UMA FORMULACAO DE USO INTRACANAL COM
ATIVIDADE ANTIMICOBIANA OBTIDA A PARTIR DE UMA PLANTA DO
SEMIARIDO BRASILEIRO

Devido a auséncia de uma formulagdo intracanal totalmente eficaz, é necessaria a pesquisa de
novas medicacdes a partir de plantas medicinais. Nesse caso a Ximenia americana L., planta
da catinga, amplamente utilizada pela medicina tradicional como antibacteriano, pode ser
indicada para desenvolvimento de formulagdes intracanais. Todavia, ndo existe uma
padronizagdo do seu extrato pela industria farmacéutica, no que diz respeito a estudos de pré-
formulacao e padronizacao de técnicas analiticas para determinagdo de sua seguranca, eficacia
e qualidade. Nesse contexto, com esse estudo pretendeu desenvolver a partir de X. americana
L. uma pasta intracanal, com atividade antimicrobiana, aplicando parametros de validagdo de
processo para os ensaios de potencia microbiologica, doseamento do componente quimico
majoritario, estudos toxicoldgicos e de compatibilidade fairmaco excipiente. Foram obtidos
dois tipos de extratos a partir da casca de X. americana L, hidroalcoolicos que posteriormente
foi selecionado nebulizado em spray dryer e extrato etdnolico que foi concentrado em
evaporador rotativo. Para determinagdo, da atividade antimicrobiana, utilizou os extratos
hidroalcélicos aplicando a técnica de difusdo 4gar/cilindros. Os ensaios toxicoldgicos
consistiram na determinacdo da toxicidade aguda e citotoxicidade. A andlise fitoquimica foi
baseada na determinacdo quantitativa de polifenois totais, flavonoides totais, taninos
condensados e saponinas totais. O composto quimico majoritario foi identificado como acido
galico através da cromatografia liquida de alta eficiéncia, assim como seu doseamento, o qual
foi validado de acordo com os compéndios oficiais. Foi realizado o processo de validagdo do
doseamento microbiologico da X. americana em relacdo ao padrdo (acido galico). O estudo de
compatibilidade farmaco/excipiente foi realizado aplicando técnicas termo analiticas e
espectroscopia na regido do infravermelho. X. americana L, apresentou atividade contra
Staphilococcus aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus oralis e Klebsiella pneumoniae.
Quanto a seguranca bioldgica, essa planta ndo apresentou toxicidade nos ensaios analisados. A
analise fitoquimica demonstrou niveis aceitaveis de concentracdes de metabolitos
secundarios. O marcador foi identificado e quantificado na concentragao de 12pg/mL. Quanto
ao doseamento microbiologico, esse apresentou linearidade, precisao exatiddo, limites de
detec¢do e quantificacio e robustez dentro das especificagdes. Quanto ao estudo de
compatibilidade os excipientes que foram incompativeis nas técnicas termoanaliticas, na
espectroscopia essas incompatibilidades ndo foram tdo intensas, no que respeito a supressao
de grupos funcionais dos excipientes e do extrato seco. Assim estudos que mostrem o
desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico, bem como a caracterizag¢ao e padronizagao
do extrato de X. americana L\ sdo importantes, devido falta de metodologia oficial que
comprove a qualidade, seguranca e eficacia de destes produtos.

Palavras-chaves: Ximenia americana, endodontia, pré-formulacao, acido galico, doseamento
microbioldgico.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A FORMULATION OF USE INTRA ROOT WITH
ANTIMICROBIAL ACTIVITY GOT FROM A PLANT OF BRAZILIAN SEMI-ARID

Due to the absence of a fully effective intracanal formulation, the search for new drugs from
medicinal plants is necessary.In this case the Ximenia americana L., stink plant widely used
in traditional medicine as antibacterial, may be used develop new formulations intracanal.
However, there is no standardization of their extract by the pharmaceutical industry, with
regard to studies of pre-formulation and standardization of analytical techniques to determine
its safety, efficacy and quality. In this context, this study aimed to develop from X. americana
L. one intracanal paste , with antimicrobial activity, applying parameters validation process
for testing and microbiological potency determination of major chemical component,
toxicological studies and drug excipient compatibility. Two types of extracts were obtained
from the bark of X. American L, hydroalcoholic which was subsequently sprayed in spray
dryer and that ethanol extract was concentrated on a rotary evaporator. For determination of
antimicrobial activity, used the hidroalcolicos extracts applying the technique of agar /
cylinder diffusion.  Toxicological tests consisted in acute toxicity and cytotoxicity.
Phytochemical analysis was based on quantitative determination of total polyphenols, total
flavonoids, tannins condensed and total saponins. The major chemical compound was
identified as gallic acid by high performance liquid chromatography efficiency as well as its
determination, which was validated according to the official compendia. The validation of
microbiological assay was performed X. American compared to standard (gallic acid). The
study drug / excipient compatibility was accomplished by applying analytical techniques and
term spectroscopy in the infrared region. X. American, showed activity against
Staphylococcus aureus, Enterococcus  faecalis, Streptococcus oralis and Klebsiella
pneumoniae. As biosecurity, this plant showed no toxicity in the assays analyzed.
Phytochemical analysis showed good concentrations of secondary metabolites. The marker
was identified and quantified in the concentration of 12pg/mL. Regarding the microbiological
assay, this presented, linearity, accuracy, precision, limits of detection and quantification and
robustness. As for the compatibility study excipients that were incompatible in
thermoanalytical techniques, spectroscopy, these incompatibilities were not as intense, with
respect to removal of functional groups of excipients and the dry extract. Thus studies that
show the development of a herbal medicine, as well as the characterization and
standardization of the extract of X. American L are important because lack of official
methodology that proves the quality, safety and efficacy of these products.

Keywords: Ximenia americana, endodontics, gallic acid, microbiological dosing.
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Introducio

1. INTRODUCAO

O conhecimento da medicina popular € o uso de plantas medicinais tem importancia
fundamental para o setor farmacéutico no desenvolvimento de novos medicamentos pelas
industrias farmacéuticas, pois as plantas além de apresentarem algumas atividades
farmacoldgicas, possuem grandes chances de apresentar baixa toxicidade, e de serem de baixo
custo e facil acesso (COSTA et al, 2008).

Associado a esses fatos, a evolugdo bioldgica traz consigo a resisténcia de patdgenos
aos farmacos ja comercializados causando sérios problemas para populacio mundial.
Portanto, por ndo existir no mercado um farmaco antimicrobiano que apresentem 100% de
eficacia, que impecam as evolucdes dos microrganismos e apresentem auséncia de efeitos
colaterais, se faz necessaria a pesquisa de novas alternativas terapéuticas para o tratamento
destas infecgdes, principalmente a partir de produtos naturais (DUARTE, 2009).

Um dos objetivos da terapia endoddntica consiste na desinfecgdo do sistema de
canais radiculares. A permanéncia de grande numero de microrganismos vidveis em
associacdo a condigdes favoraveis a seu crescimento impede a reparacdo dentaria
determinando o fracasso do tratamento. Microrganismos que sobrevivem ao preparo quimico-
cirargico podem rapidamente aumentar em numero entre as sessdes de tratamento, sinalizam a
necessidade para a utilizacdo de medicagdes antimicrobianas (PAISANO; BOMBANA,
2010).

Nesse contexto, tém sido desenvolvidas pesquisas que demonstram a atividade
antimicrobiana in vitro de plantas, frente a microrganismos da cavidade oral (PINHEIRO;
ANDRADE 2008; SILVA et al, 2010; SILVA et al., 2012). Sendo assim, ja & possivel
encontrar no mercado extratos de plantas como a salvia, menta e camomila incorporados as
formulas dentais com o intuito de reduzir mau hélito e combater gengivites e infecgdes
intracanal (BARRETO, et al.,2005; SOUZA, FELFILI, 2006, RAMOS et al., 2010).

Sob esta visdo, os fitoterapicos, sao entendidos como produtos farmacéuticos
tecnicamente elaborados, constituidos exclusivamente de matérias-primas terapeuticamente
ativas de origem vegetal, destinados a intervir no organismo animal, com beneficio da saude
do usuadrio e caracterizados pelo conhecimento e pela manutengdo de sua eficacia, seguranca e
especificagdes técnicas (ANVISA, 2006).

No entanto, o problema da qualidade dos fitoterapicos no Brasil vem sendo apontado

h& muito tempo. Para a manutencgéo e fortalecimento da industria farmacéutica considera-se

21



Introducio

necessaria, a melhoria da qualidade destes produtos, atendendo as exigéncias crescentes dos
consumidores e dos oOrgdos de fiscalizagdo, com a finalidade de se colocar no mercado
produtos com seguranca e eficécia estabelecidas (FARIAS et al., 2008).

Dessa forma, o controle da qualidade de um produto envolve varias etapas que véo
desde a obtencdo da matéria-prima, passando por todo o processo de producdo, culminando
com a analise do produto final, o0 medicamento fitoterapico. A qualidade da matéria-prima ndo
garante a eficacia do produto, mas é fator determinante para a mesma (SOUZA; FERRAO,
2006). Para fitoterapicos os parametros de controle de qualidade variam de espécie para
espécie e podem ser encontrados nas monografias contidas nas farmacopeias. O que dificulta
o trabalho é a auséncia de padrdes para muitas plantas, de monografias farmacopeicas e de
métodos validados contidos nas monografias existentes de vegetais (NASCIMENTO et al.,
2008; FARIAS et al., 2008).

Nesse contexto a Ximenia americana L. também conhecida como 'ameixa', 'ameixa-
do-mato', uma arvore ou arbusto espinhoso pertencente a familia Olacaceae, ¢ apreciada pela
medicina  popular com agdes antimicrobianas, cicatrizantes, antiinflamatorias,
anticancerigenas e analgésicas (BRAGA, 1976; ALMEIDA et al., 2006, 2010, 2012; URSO et
al., 2013), todavia ndo existe uma padronizagdo do seu extrato pela industria farmacéutica
local, nem monografias especificas em compéndios oficiais, tornando necessario
investimentos no desenvolvimento de técnicas analiticas ou bioanaliticas para determinagao
de sua estabilidade e janela terapéutica aplicada a diversas formulagdes, entre essas,

formulagdes de uso endodontico.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Desenvolver a partir de extratos hidroalcélicos da Ximénia americana L. uma pasta

Intracanal, com atividade antimicrobiana, para uso odontolégico.

2.2 Objetivos Especificos

e Obter extratos da Ximénia americana L. em diferentes propor¢des de misturas
hidroalcodlicas.

e Realizar um screening microbioldgico nos extratos produzidos;

e Realizar um screening fitoquimico, dos extratos que possuirem melhor atividade
antimicrobiana;

e Determinacdo qualitativa e quantitativa o composto quimico majoritdrio (marcador
quimico).

e Obter extrato nebulizado, com estabilizante farmacotécnico, dos extrato que possuir a
melhor atividade antimicrobiana;

e Determinar a poténcia microbioldgica do extrato nebulizado;

e Desenvolver o processo de validagdo do doseamento da poténcia microbioldgica;

e Realizar ensaios de toxicidade aguda e citotoxicidade no extrato nebulizado;

e Realizar estudo de pré-formulacao;

e Avaliar o comportamento térmico do extrato nebulizado e das misturas binarias produzidas
(extrato nebulizador: excipientes), através de técnicas termoanaliticas;

e Desenvolver uma formulagdo de pasta intracanal a partir do componente ativo

farmacéutico de origem vegetal, com atividade antimicrobiana;
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 DESENVOLVIMENTO DE PRODUTOS FITOTERAPICOS.

Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria - ANVISA, (2006), fitoterapicos
sao medicamentos preparados exclusivamente com plantas ou partes de plantas medicinais,
que possuem propriedades reconhecidas de cura, prevengdo, diagndstico ou tratamento
sintomdtico de doengas, validadas em estudos etnofarmacologicos, documentacdes
tecnocientificas ou ensaios clinicos de fase II1.

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

O mercado desses produtos tem se expandido em todo mundo, todavia esse aumento
ndo tem refletido na qualidade dos fitoterapicos disponiveis a populacdo, pois sdo grandes as
intervencdes para efetuacdo do controle de qualidade e a comprovacao de seguranca e eficacia
desses medicamentos. Isso ocorre devido a complexidade quimica dos derivados de drogas
vegetais (NASCIMENTO et al., 2008; FARIAS et al., 2008). No Brasil, outro fator que
contribui para estabelecer essas dificuldades é a falta de investimentos das indUstrias
farmacéuticas em pesquisa com plantas nativas, preferenciando o registro de produtos
baseados em plantas exdticas, por essas possuirem uma maior literatura cientifica publicada
(CARVALHO, 2012).

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

No entanto muitos vegetais foram estudados quimicamente e farmacologicamente, e
esses trabalhos encontram-se publicados em revistas especializadas ou em monografias e

podem ser utilizados como recurso na elaboracdo de técnicas apropriadas de controle de
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qualidade. Também para a elaboracdo de bulas, processos de licenciamento e
desenvolvimento de produtos é indispensavel o acompanhamento dos trabalhos realizados ou
em andamento (CARVALHO et al, 2008; NASCIMENTO et al., 2008).

Algumas importantes acGes da ANVISA foram estabelecidas. A primeira foi a Politica
Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, publicada através do Decreto n° 5.813 em 22
de junho de 2006 e em 2011 foi publicada a 12 edi¢cdo do Formulério Nacional de Fitoterapico
integrada a Farmacopeia Brasileira, trazendo 83 monografias de medicamentos, como
infusdes, xaropes e pomadas que sdo reconhecidas como farmacopeias. (BRASIL, 2006;
BRASIL, 2011). Outra acdo desenvolvida pela ANVISA foi a publicacdo da Resolugédo
Diretiva Colegiada, n° 14 de 31 de margo de 2010, que visa normatizar o registro de
medicamentos fitoterapicos. Além disso, atraves da Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC)
10/2010, a ANVISA regulou o uso popular de plantas medicinais na forma de drogas vegetais
(CARVALHO et al., 2012). Esses programas apresentam em suas diretrizes o incentivo a
pesquisa e ao desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicos que
possam ser disponibilizados com qualidade, seguranca e eficacia a populagéo, priorizando a
biodiversidade do pais. A etapa seguinte é acompanhar o seu uso, com a finalidade de
fiscalizar a producdo destes fitoterapicos para preservar a saude do consumidor (BRASIL,
2007).

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

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

E exigido ainda Certificado de Boas Praticas de Fabricagio e Controle para as linhas
de producdo da empresa, 0s quais devem atender aos criterios determinados na RDC n° 17/03
que dispde sobre os requisitos de Boas Praticas de Fabricagdo para as industrias de

medicamentos, para a obtencéo de tal certificado. Cabe ressaltar que as normas exigidas para
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a producdo de fitoterapicos sdo as mesmas estabelecidas para os demais medicamentos
(CARVALHO, et al., 2007).

No mercado de fitoterdpicos brasileiro, a maioria dos produtos é constituida por
capsulas contendo pos de plantas, para as quais ndo existem comprovacdes de eficacia e
seguranga e nem mesmo tradigdo do uso. Existe ainda uma falta de tradi¢cdo das industrias
farmacéuticas brasileiras em Pesquisa e Desenvolvimento (P&D), principalmente na industria
de fitoterapicos. A integracdo dessas empresas junto com universidades pode ter como
objetivo garantir a qualidade, eficacia e seguranca de seus produtos (SIMOES; SCHENKEL,
2007).

3.2 INFECCOES ENDONDONTICAS E FITOTERAPIA

3.2.1 Caracteristicas das infeccGes endodénticas.

Endodontia € o ramo da odontologia que estuda alteracdes na polpa dentaria. O
tratamento endoddntico consiste na retirada dessa polpa. Dependendo da situacdo do dente,
sd0 necessérias varias repeticdes de retirada para total efetivacdo desse tratamento
(SOLANKI, 2012).

Muitas vezes os microrganismos que causam infec¢des na regido do canal dentéria
sobrevivem as sessdes de retirada da polpa dentdria. Quando isso ocorre, a medicagdo
intracanal ¢ aconselhada, com o objetivo de eliminar esses microrganismos, controlando
assim, os processos infecciosos e inflamatorios que possam surgir nessa regido (RAMOS et
al., 2012).

Para uma maior eficiéncia do tratamento endododntico ¢ necessario que a medicacao
utilizada nesse processo possua algumas particularidades, como, ndo ter efeito irritativo aos
tecidos periapicais, ter uma boa adesao as paredes do canal, possuir uma boa absor¢ao local,
possuir propriedades antimicrobianas, ser de facil manipulagdo, ter caracteristicas
organolépticas satifatorias como cor, odor entre outras além de possuir baixo custo. Todavia,
ate o momento nenhum medicamento com todas essas caracteristicas foi formulado (CUNHA
et al., 2005; RAMOS et al., 2012).

O hidroxido de calcio se tornou a medicacdo de primeira escolha na terapia
endodontica, por apresentar eliminag¢do bacteriana quando usado por mais de sete dias.

Entretanto, h4 relatos de resisténcia de alguns microrganismos a essa substidncia o que
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incentivou pesquisadores a associarem a mesma a outros farmacos, buscando uma melhor
atividade antimicrobiana, (SIQUEIRA JUNIOR et al., 1997; DOTTO et al., 2006; MANZUR
et al., 2007). Outra pasta utilizada em endodontia ¢ a pasta CTZ, sendo composta de
cloranfenicol, tetraciclina, 6xido de zinco e eugenol, sendo indicada para uma técnica de
endodontia em que ndo ¢ necessaria a instrumentacao dos canais radiculares. Sua composi¢ao
¢ de uma parte de cloranfenicol (500 mg), uma parte de tetraciclina (500 mg), e duas partes de
6xido de zinco (1 g) e uma gota de eugenol (GONZALEZ-NUNEZ et al., 2010).

Entre os microrganismos causadores dessas infec¢des existe um predominio das
bactérias anaerobias. Todavia a espécie bacteriana frequentemente associada as infec¢des em
canais radiculares ¢ FEnterococcus faecalis. Enterococcus compde um género de bactérias
Gram—positivas associadas a infec¢des endodonticas em odontologia (SAKAMOTO et al.,
2007). A capacidade de penetragdo nos tubos dentindrios tem sido demonstrada em varios
estudos podendo penetrar em até 1000 pum, dificultando sua remog¢ao e fazendo com sejam
capazes de resistir ao preparo mecanico do canal radicular (ROCAS et al., 2004; ZOLETTI et
al., 2006; KANUMURU et al., 2012).

Quanto as caracteristicas microbiologicas, Enferococcus sp apresentam poucas
exigéncias para o seu crescimento, sendo capazes de crescer em temperatura de 10 a 45 °, ph
9,6 em 6,5% de solugdo salina, e de sobreviver a 60 °C por, 30 minutos. Sao microrganismos
facultativos, catalases negativos, e possuem a capacidade de hidrolisar esculina na presenca
de bile. Essa espécie bacteriana impede a liberagdo de enzimas hidroliticas por células
polimorfunucleadas, o que pode explicar o seu dominio em infec¢des pulpares.
(PARADELLA, KOGA-ITO e JORGE, 2007).

Por possuir uma grande flexibilidade genética, E. faecalis tem uma capacidade de
habitar em diferentes locais (FISHER e PHILLIPS, 2009). Estudos mostram a capacidade de
colonizagdo e formagdo de biofilme em canais radiculares de dentes humanos, sendo as
bactérias capazes de sobreviver em ambientes com baixa disponibilidade nutricional, para
crescerem quando a nutri¢do estiver favoravel (GEORGE et al., 2005; WANG et al., 2011).

O isolamento de E. faecalis de canais radiculares tem relacdio com a baixa
sensibilidade a agentes antimicrobianos e com a habilidade de inativa-los. A inativacdo do
Hidréxido de Célcio ocorre provavelmente pela inibi¢ao do efetivo sistema de prétons que
mantém os niveis de pH oOtimo no citoplasma da bactéria, assim, as propriedades
antimicrobianas do hidréxido de calcio podem ser atribuidas ao seu potencial alcalino e sua

habilidade de destruir a membrana citoplasmatica, causando danos no DNA bacteriano.
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Muitos casos clinicos mostram canais radiculares infectados com E. faecalis que
permaneceram assintomaticos por anos, por ndo responderem a terapia endoddntica
convencional sendo descobertos por radiografias que reveleram lesdes periapicais em estado

avangado (PANZARINI et al., 2012 ).

3.2.2. Aplicacgdo da fitoterapia na endodontia

De acordo com dados levantados pelo Ministério da Satde em 2004, em todos os
municipios brasileiros observou-se que a fitoterapia estd presente em 116 municipios,
contemplando 22 unidades federadas. A publicacdo da Politica Nacional de Praticas
Integrativas ¢ Complementares (PNPIC) no Sistema Unico de Satide (SUS), Portaria n°
97114, de 3 de maio de 2006, resultou-se de anos de ensaios referentes a este assunto. A
politica de carater nacional recomenda a implantacdo e a implementacdo de acdes e de
servicos no Sistema Unico de Satide (SUS), o que inclui a fitoterapia, com o objetivo de
garantir a prevengdo de agravos, a promoc¢ao e a recuperagdo da satide com €nfase na atencao
basica a saide (ROSA, 2011).

No Brasil, em 1986, no Relatério Final da VIII Conferéncia Nacional de Saude,
aparece pela primeira vez, em documento oficial, a proposta de introdugdo de praticas
alternativas de assisténcia a saude, no ambito de servicos de saude, possibilitando ao usuario o
direito democratico de escolher a terapéutica preferida e a inclusao no curriculo de ensino em
satide do conhecimento de praticas alternativa (ALVES et al., 2003).

Dessa forma tem-se observado um crescente interesse dos profissionais de saude pelas
formulacdes fitoterapicas, visto que sao viaveis, considerando-se a grande variedade de
plantas medicinais com atividade antimicrobiana, antiinflamatoria, ansiolitica ou sedativa,
demonstradas em estudos clinicos (PINHEIRO E ANDRADE, 2008).

A descoberta de novos compostos bioativos, é de grande importancia para a
odontologia, pois infec¢bes na cavidade bucal séo frequentes, sejam de origem bacteriana ou
fangica. Além de E. faecalis, outras bactérias como Streptococcus mutans e Staphylococcus
aureus estdo associados a problemas endodénticos e periodontais, além de serem
microrganismos envolvidos na cérie dentaria (SILVEIRA et al., 2011).

Vaérias substancias sdo utilizadas na medicina popular como agentes antissepticos, tais
como o tomilho e o cacau, e as que mais se destacam na odontologia s&o a aroeira, a propolis

e a romd, devido as suas propriedades terapéuticas e pelo fato de possuirem uso bastante
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difundido dentro da medicina popular no tratamento de diversas afeccdes bucais
(FRANCISCO, 2010).

Estudos concluiram que grande parte da populagdo emprega fitoterapicos no
tratamento dos agravos a satde, muitas vezes para tratar afec¢des bucais. As principais
indicacdes de uso estavam relacionadas ao controle da dor, da inflamagdo e reparo tecidual,
sendo que as formas de utilizagdo mais comuns desses produtos foram a decocgdo, a
maceracao ¢ a infusao (LIMA et al., 2012).

Porto et al., (2002), investigaram o efeito anti-inflamatério do 6leo da Chamomila
recutita associado ao hidréxido de célcio em inflamacdo experimentais em ratos. Os autores
concluiram que o 6leo essencial de camomila, associado ou ndo ao hidréxido de célcio, possui
efeito antiinflamatorio e que, estudos devem ser realizados com o intuito de viabiliza-lo como
veiculo na medicagao intracanal em Endodontia.

Madhubala et al., (2011) verificou a atividade do extrato etandlico de propolis como
medicagdo intracanal e comparou com hidroxido de célcio e com uma mistura de antibioticos
contendo ciprofloxacina, metronidazol e minociclina. A bactéria utilizada para teste também
foi E. faecalis, e os resultados mostraram que em apenas dois dias a propolis foi capaz de
reduzir a quantidade de cepas presentes, seguida pela mistura de antibidticos e com o
hidroxido de célcio apresentando os piores resultados.

Ramos et al., (2012) fizeram uma avaliagdo in vivo da irritagdo dos tecidos periapicais
de dentes de cdes apos pulpectomia, frente a propolis quando usada em associacdo com uma
medicagdo intracanal, os resultados sugeriram que este produto poderia ser considerado como
uma opcao para a medicagdo do canal radicular apds pulpectomia, por possuir pequeno

potencial irritativo e grande atividade antimicrobiana frente a E. faecalis.

3.3. Ximenia americana L

3.3.1. Caracteristicas Gerais.

A espécie X. americana L. pertence a familia Olacaceae. Essa familia possui uma
distribuicao pantropical, e contém 27 géneros com aproximadamente 200 espécies,dos quais
13 géneros e cerca de 60 espécies, sdo encontrados no Brasil entre elas a Ximenia americana
L (BURKILL 1997, BRASILEIRO et al., 2009; SILVA et al, 2008).

X. americana L. também conhecida como 'ameixa', 'ameixa-do-mato', apresenta casca
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avermelhada, lisa, muito adstringente. E um arbusto muito ramificado a partir da base,
espinhoso e possui ramos finos, podendo chegar atingir at¢ 5 m de altura. Possui folhas
alternas, inteiras, elipticas e delgadas, chegando apresentar um comprimento de 4cm a 10 cm
de largura. Possuem inflorescéncia do tipo cimeira e axilar. O fruto da ameixa ¢ uma baga e,
apesar de ndo ser considerada fruta comercial, é comestivel (BRAGA, 1976; SORO,
TRAORES, AKANDE, 2009; FRANCO & BARROS 2006, URSO et al., 2013).

De acordo com Fernadez & Bezerra (1990), a ameixa faz parte do extrato arbustivo-
arboreo da Caatinga, figurando como uma das principais espécies. No periodo seco, quando a
maioria das espécies da Caatinga perde as folhas, essa planta destaca-se por apresentar-se com
as folhas totalmente verdes, o que caracteriza uma planta resistente a seca. O periodo de

frutificacdo € muito curto e concentra-se nos meses de dezembro a janeiro.

3.3.2. Atividades Bioldgicas e uso Etnofarmacoldgico

Na medicina popular, uma série de usos terapéuticos, de todas as partes da X.
americana, foram relatadas por diversos pesquisadores (MATOS, 2007; MEVY, 2006).

Dentre as atividades biologicas determinadas, pode-se citar a antimicrobiana
(MAIKAI MAIKAI E KOBO, 2010; SILVA et al., 2012; GEYID et al., 2005; JAMES et al.,
2007; OGUNLEYE et al., 2003; KONE et al.,, 2004; KUBMARAWA et al., 2007), anti-
inflamatéria (OLABISSI et al., 2011), anti-trypanosoma (MAIKAI et al., 2009; MAIKAA,
2010), anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002), antiviral (ASRES et al.,
2001), anticancer (VOSS et al., 2007) e antioxidante (LAMIEN-MEDA et al., 2008;
MAIKALI 2010).

O extrato da casca da X. americana demonstrou atividade antimicrobiana e pode
conter substancias alternativas para o tratamento endodontico. No estudo realizado por Silva
et al. (2012), o extrato de casca da X. americana apresentou atividade bacteriana contra E.
faecalis, P. aeruginosa e Streptococcus oralis. Em estudo realizado por Costa, (2011),
também foi encontrada atividade contra a E. faecalis.

Ao avaliar a atividade antibacteriana e antifiungica dos extratos cloroformicos,
metanodlicos e aquosos da casca, das folhas e das raizes de X. americana, verificou-se que
todos os extratos mostraram atividade, mas o extrato metandlico foi o mais ativo (OMER,
ELNIMA, 2003). A acao de 67 extratos etanolicos de 50 espécies de plantas entre elas a X.

americana L., foi avaliada contra: Escherichia. coli, P. aeruginosa, S. aureus, E. faecalis,
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Streptococcus pyogenes € Bacillus subtilis. Dos extratos testados, 31 mostraram atividade
antibacteriana apenas para bactérias gram positivas. A X. americana apresentou atividade

antibacteriana com uma concentragdo inibitoria de 94 mg/ml apenas contra E. faecalis e S.

pyogenes (KONE et al., 2004).

Tabela 1- Dados etnofarmacologicos de X. americana L

. . Part A .
Uso etnofarmacologico arte da Referéncias
planta
Antiséptico, psicotropico, antiictérico, antipirético, Raizes e Omer ¢ Enilma,
antiviral, analgésico (dores de dente) folhas 2003
Antissénti . il L '
ntisséptico, cwatnzante,‘antl inflamatorio e Casca do Morais et al..2005
vasoconstritor. caule
. Magassouba et al.,
Antisséptico. folhas 2007
Vermifugo, laxante, antiemético, analgésico, ,
.. e, R ) o Raizes, casca,
antipirético, antidiarreico, uso oftalmico e Soro et al, 2009
. , folhas e frutos
antitussigeno.
L . Muralidharan e
Uso topico como antisséptico. Folhas Narasimhan, 2012;
, . .. . . . Folhas, casca Wurochekke et
Analgésico, antiviral, antibacteriano de uso oftalmico. ° Sf case uroche
e raizes al.,2008

Antissépticos, antinflamatorios e no combate a colicas Folhas, casca’  Cartaxo et al..2010

menstruais.
Antimicrobianos, cicratizante e antiasmatico. frutos Silva et al.,2008
Analgésico, antimicrobiano para infec¢oes
alg L i L. para. G . Casca do Chaves e Barros,
respitratdrias, antinflamatorio, antireumatico, caule 2012
anticancerigeno e vasoconstritor.
Antiulcerogénico, antidiarreico, antirreumatico e
& > . Casca, frutos Mevy et al., 2006
anticancerigeno.
) , ) Sawadogo et al,
Anticancerigeno, e contra dermatites Frutos ) 0%2
ili ntra lepra, sifili interia, febr Rai oo
Utilizado contra lepra, sifilis, des. te ia, ebre, aizes e Maikai et al, 2008
tuberculose, dores de dente, e cicatrizante. folhas
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As atribui¢des do seu uso etnofarmacologicos da X. americana L. estdo relatados na

tabela 1, onde estdo identificados o seu uso, as partes utilizadas e os estudos referenciados.

3.3.3 Composicao fitoquimica.

Triagens fitoquimicas realizadas em extratos mostraram a presenca de varios
metabolitos secundarios como taninos, esterdis, terpenos, flavonoides, alcaloides, saponinas e
quinonas (OMER & ELNIMA, 2003; GEYID et al., 2005; MAIKAI et al., 2009;).

As sementes de X americana possuem O6leo, glicosideo cianogenético e benzaldeido
(MATOS, 1987). A casca possui alcaldides, taninos pirogalico, fenois, flavonoides, flavona,
flavonois, xantona, albumina, antocianina, antocianidina, chalcona, aurona, saponina, resina,
amido e glicose (BAYER, et al., 2012).

Os constituintes quimicos dos extratos aquosos ¢ metanolicos das folhas, da casca do
caule e da raiz da X. americana, foram analisados e verificou-se que os referidos extratos
possuem carboidratos, na forma de agtcares, ¢ amido soluvel, exceto para o extrato aquoso
das folhas. Saponinas, glicosideos cardiotonicos e antraquinonas foram observados em todos
os extratos, exceto nos extratos das folhas, onde ndo foram encontradas antraquinonas.
Flavonoides e taninos foram observados em todas as partes da planta ja mencionadas,
enquanto que os alcaloides estiveram sempre ausentes (JAMES et al., 2007).

Andlise fitoquimica de X. americana indica a presenca de flavonodides e taninos. Os
flavonoides sdo fenodis que possuem inumeras atividades bioldgicas incluindo efeito
antiinflamatoério, antialérgico e vasoprotetor; enquanto os taninos sao utilizados como protetor
de regides inflamadas na cavidade bucal e no tratamento de feridas (OGUNLEY, IBITOYE,
2003).

Tran Le et al., (2012), verificando a bioatividade de polifendis identificaram pela
primeira vez o Acido Galico na casca da X. americana, atribuindo a esse composto a atividade

antimicrobiana contra diversos microrganismos.
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3.4. DOSEAMENTO DE ANTIBIOTICOS

3.4.1 Consideracoes Gerais

Os agentes antimicrobianos sdo considerados uma classes de medicamentos mais
prescritos nos paises em desenvolvimento. O uso irracional e excessivo de antibidticos ndo s6
resultam no surgimento de cepas bacterianas resistentes, mas também em reacdes adversas e
um aumento no gasto econdmico do sistema nacional de saide (SHEHADEH, et al., 2012).

Para o sucesso terapéutico de substancias antimicrobianas também & necessario que a
poténcia dessas substincias esteja correta nas apresentacdes farmacéuticas que serdo
administradas ao paciente. Se a poténcia estiver abaixo da necessaria, o farmaco pode ndo
atingir no plasma uma concentra¢do capaz de exercer a atividade esperada. Por outro lado, se
a concentragdo estiver muito alta, podera provocar toxicidade Nesse aspecto, € crescente a
preocupagdo com a qualidade dos medicamentos inovadores, a questdo dos genéricos, a
bioequivaléncia e a estabilidade das formulacoes (LI; NEKKA, 2013).

A atividade e a poténcia dos antibidticos pode ser demonstrada sob condig¢des
especificas através de seu efeito inibitdrio sobre o crescimento de microrganismo-padrao
sensivel (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009).

Os ensaios para determinar essa poténcia tém sido realizados por métodos biologicos,
sendo uma alternativa a outros métodos, tais como HPLC que t€ém sido amplamente adotados.
Uma importante vantagem dos métodos fisico-quimicos ¢ a rapidez das analises, embora que
0s equipamentos necessarios sejam frequentemente caro. A Farmacopéia Americana traz
recomendacao quanto a utiliza¢do de procedimentos microbiologicos para a determinacgao da
poténcia dos antibioticos nas apresentacdes farmacéuticas. Essas recomendagdes consistem
no microrganismo, meio de cultura e diluente especifico para cada antibidtico assim como o
método de analise empregado, geralmente sdo aplicados dois métodos, o do cilindro em placa
e/ou turbidimétrico (ESMERINO et al, 2004).

Nos métodos bioldgicos a poténcia dos antibidticos geralmente ¢ determinada,
comparando-se a dose com a qual se inibe o crescimento de um microrganismo adequado e
susceptivel com a dose da preparacao do antibidtico de referéncia nas mesmas condicoes de
trabalho. Uma redugdo na atividade antimicrobiana pode revelar mudangas nao demonstraveis
por métodos quimicos (LOURENCO; PINTO, 2011).

Dessa forma a determinagdo da poténcia antimicrobiana é extremamente importante
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para o controle e garantia de qualidade em produtos e preparagdes farmacéuticos, portanto, ¢
necessario o desenvolvimento de praticas e procedimentos de baixo custo que possa ser

aplicado na validagdo e dosagem de drogas (LOURENCO; PINTO, 2009).

3.4.2. Doseamento por Método Microbiologico

A dosagem de antibidticos pode ser determinada por métodos quimicos e fisico-
quimicos, todavia os ensaios microbiologicos sdo, em geral, os métodos de escolha para
eliminar duvidas quanto a perda de atividade, ndo demonstradas pelos outros métodos. Estes
ensaios aplicam-se com frequéncia aqueles antibioticos de origem bioldgica, que podem
conter misturas de substancias com efeitos sinérgicos, antagdnicos ou competitivos € cuja
poténcia nao pode ser determinada em termos de composi¢do quimica (HEWITT, 2007;
UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2009; PINTO, KANECO e PINTO, 2010;).

Esses ensaios sdo procedimentos destinados a avaliar a poténcia de principios ativos
contidos nas matérias-primas e preparacdes farmacopeicas utilizando marcadores biologicos,
tais como microrganismos, animais, fluidos e 6rgdos isolados de animais (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, V EDICAO, 2010).

Um ensaio microbiolégico ¢ definido como um procedimento pratico no qual a
poténcia desconhecida de um material é avaliada por comparagdo de seus efeitos em um
sistema biologico (cultura de microrganismos) com aqueles do padrdo de referéncia, cuja
poténcia € conhecida. O principal uso dos doseamentos microbioldgicos ¢ na determinacdo da
poténcia de substancias inibidoras de crescimento (principalmente antibidticos) e de
compostos promotores de crescimento (aminoacidos e vitaminas) (BOTELHO, LOURENCO,
PINTO, 2013). Tal poténcia ¢ expresso como a razao entre o a dose que inibe o crescimento
de um microrganismo sensivel, em relacdo a dose de substancia padrdo que produz inibigao
similar (LEONEL, SOARES e SIQUEIRA, 2012).

Existe uma variabilidade marcante nos reativos biologicos diferenciando dos reativos
fisico-quimicos ja que estes podem ser padronizados e fornecem resultados parecidos em
todos os laboratodrios, fato que se torna impossivel com os reativos biologicos. Esse fato faz
com que torne imprescindivel o emprego de padrdes de referéncia adequados para se obter
poténcias relativas e o emprego de métodos estatisticos para delineamentos experimentais e
analise dos resultados (LOURENCO, 2009).

Os estudos bioldgicos ndo requerem equipamentos especializados nem solventes de
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alta toxicidade. Sendo assim, testes microbiologicos sdo geralmente escolhidos para eliminar
questionamentos a respeito de uma possivel perda da atividade (UNITED STATES
PHARMACOPEIA, 2009).

3.4.3. Métodos Biologicos Utilizados no Doseamento de Antibiodticos.

As farmacopeias, em geral, preconizam dois métodos para realizacao de doseamentos
microbiologicos de antibidticos: o método por difusdo em agar e o turbidimétrico. Varios
antibiodticos t€m os dois métodos descritos, apresentando a vantagem de poder ser escolhido o
método que melhor se adeque a uma determinada situagdo (SOLANO et al., 2011).

O primeiro se baseia na difusao do antibiotico contido em um cilindro vertical, através
de uma camada de 4gar solidificado em uma placa de Petri, em uma extensdo tal, que o
crescimento do microrganismo agregado se detenha em uma area circular ou “halo de
inibi¢d0” ao redor do cilindro que contém a solucdo do antibiotico. J4 o método turbidimétrico
se baseia na inibicdo do crescimento de um cultivo microbiano em uma solu¢do uniforme do
antibidtico, em um caldo que favorece o seu rapido crescimento na auséncia desse farmaco
(ESMERINO et al, 2004).

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

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

3.4.3.1 Método difusido em agar

O teste de difusdo em &gar, também chamado de difusdo em placas, ¢ um método
fisico, no qual um microrganismo ¢ utilizado como revelador e utilizado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e relacionando o tamanho da zona
de inibicdo de crescimento do microrganismo, e desafiando com a concentracdo da substincia
ensaiada (OSTROSKY, 2009).

O método avalia a capacidade de um dado microrganismo de se multiplicar na
presenca de concentragdes presumiveis de uma substancia antimicrobiana aplicado no interior
de um cilindro, sobre uma camada do 4gar em uma placa de petri. O antimicrobiano se

difunde no 4gar, em concentragdes decrescentes, € a cepa bacteriana semeada cresce até
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encontrar a concentragdo inibitdria minima, e a partir do ponto de aplica¢do se forma um halo
de inibi¢do ao redor do cilindro. Esse halo é determinado em milimetros e¢ ¢ diretamente
proporcional a concentragao da substancia antimicrobiana. Assim, a medida que se aumenta a
concentracdo do antimicrobiano, sdo obtidos halos maiores, até que se esgote a capacidade de
difusdo do antimicrobiano no agar. Nesse ponto, o aumento na concentracdo da substancia
antimicrobiana nao mais aumenta o halo de inibicdo (FARAGO et al., 20006).

Os estudos envolvendo ensaios de difusdo para antibidticos eram inicialmente
restritos, ndo permitindo extrapolagdes abrangentes aos novos antibioticos que surgiram.
Assim, justificava a investigacdo dos fatores de interferéncias sobre zonas de inibicdo e
tratamento tedrico quanto a inclinagdo das curvas dose-resposta (SOLANO et al,. 2011).

Em 1930, Friedman estudou a difusdo de algumas substincias em agar e verificou que
alguns fatores influenciavam no processo de difusdo como a concentracao de 4gar, a adicao de
algumas substancias (como glicerol) ao meio de cultura e o peso molecular do difusor.

Em estudo realizado Cooper ¢ Woodman, em 1946 consideraram a constituicdo do
meio, volume do cilindro, espessura do agar e temperatura de incuba¢do como sendo fatores
que determinam a otimizagdo do ensaio. Essas consideragdes foram estabelecidas utilizando
clortetraciclina e Bacillus cereus, quando a temperatura de incubacao e nivel de nutrientes no
meio de cultura foram inferiores aos normalmente utilizados, os halos de inibi¢3o.

Em 1949, Mitchison e Spicer empregaram tubos contendo agar nutriente inoculado
com S. aureus NCTC 7361 para determinar a poténcia de estreptomicina em liquidos
corporais. Neste estudo, assim como o de Friedamn, foram testados alguns fatores que
poderiam influenciar o doseamento de antibidticos, como pH do liquido ensaiado e a
concentracdo do indculo empregado. A difusdo nesse caso foi dita linear e descrita pela
equacgdo de Fick. Os autores concluiram que tanto a teoria quanto a pratica demonstraram que
o quadrado da profundidade da zona de inibi¢do apresentou uma relagdo aproximadamente
linear com o logaritmo da concentrac¢do de estreptomicina.

Humphrey e Lightbown (1952) consideraram que a difusdo do antibidtico em placas
de Petri, a partir de recipientes colocados na superficie do meio de cultura, bem como a
espessura da camada de agar. Pode-se expressar a concentracdo do antibidtico ao redor do
cilindro onde o mesmo ¢ colocado através de uma equagao envolvendo a concentragdo inicial
a uma dada distancia, a espessura da camada de agar, a constante de difusdo e o tempo
envolvido. Dai a importincia de procedimentos técnicos padronizados durante o experimento

para garantir a resultados fidedignos, ocorrendo o minimo de alteragdo possivel.
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Nesse estudo foi percebido que quando camadas do meio com espessura menor que 1
cm foram utilizadas, o tamanho das zonas de inibicdo de crescimento apresentava menor
sensibilidade a variagdes deste elemento. A validade desta equagdo foi confirmada pela
medida da constante de difusao da penicilina, estreptomicina e da concentragdo critica dessas
substancias para inibir os microrganismos reveladores. Foram determinados os valores do
tamanho do halo de inibi¢do de crescimento apds variar o periodo de difusdo. Além disso, foi
observado que os fatores determinantes na inclinagao da curva dose-resposta ¢ a constante de
difusdo do antibidtico e o tempo, pois quando prolongado poderia aumentar a inclinagdo da
reta.

Finn (1959) apresentou uma revisdo onde relatou a teoria de difusdo e sua aplicacao
em analise de antibiotico, detectando erros e interferéncias de natureza técnica. Esse autor
estabeleceu dois tipos de difusdo onde um tipo estava relacionado com a concentracdo da
substancia e no outro essa difusdo estava relacionada com a quantidade da substancia difunda,
apresentando assim, dois métodos, sendo um por difusdo linear (unidimensional) e outro por
difusdo radial(multidimensional). Os resultados mostraram que o método de difusdo linear
apesar de ser mais simples, apresentou resultados mais inadequados do que o método de
difusdo radial, sendo esse ultimo, portanto, o mais indicado, pois a concentragdo do
antibiotico nos cilindros foi considerada constante durante as primeiras 8 horas.

A teoria de Cooper ¢ Wodman (1946) baseou-se na difusdo linear. E depois algumas
equagoes foram propostas, todavia apresentaram desvantagens por considerar a difusdo do
antibiotico através de meio de cultura homogéneo, desprezando a particdo entre as fases
liquidas e solida, respectivamente da solucdo e do agar, mesmo assim os autores ainda
afirmam que as equacdes proprocionam base tedrica para a equagao de Copper,

aprensentando-se vantajosos devido a praticidade de sua forma simplificada.

3.4.3.2. Método turbidimétrico

No método turbidimétrico, o meio de cultura liquido ¢ inoculado com microrganismo
teste e concentragdes seriadas da amostra e do padrao do farmaco, as quais sdo adicionadas
para permitir o contato entre o meio € a solug@o. A resposta do microrganismo teste a agao do
antimicrobiano ¢ evidenciada pela alteragao da turvagdo do meio de cultura, sendo medida em
espectrofotometro. Os resultados obtidos para as solugdes da amostra sio comparados aos do

padrdo, permitindo assim, a determina¢do da concentracdo ativa do farmaco presente no
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produto (TRAPLER, 2013)

O método de turbidimetria apresenta a vantagem de ser mais sensivel que o por
difusdo em agar, ja que responde as concentragdes menores de antibidtico. Por outro lado, tem
desvantagens como: solugdes turvas e coloridas interferirem na determinacdo da resposta; a
necessidade das solugdes da amostra e do padrdo estarem estéreis; a interferéncia causada pela
presenca de substancias inibidoras e ativadoras de crescimento microbiano, como por
exemplo, solventes organicos utilizados em processos extrativos e substancias presentes na
amostra (LOURENCO; PINTO, 2009; SOLANO, 2012).

Considerando a exatiddo e precisdo do método turbidimétrico em relacdo ao de difusdo
em agar, esse apresenta uma maior vantagem. Esse ensaio apresenta inclinagdo da curva
padrao adequado na faixa de absorbancia entre 0,4 a 1,2. Destacando-se também a
importancia da selecdo de espectrofotometro usado para medir o crescimento bacteriano com
a finalidade de assegurar medidas exatas (SOLANO, 2009).

Alguns equipamentos fotométricos, em particular aqueles que permitem o uso de
microplacas com leitura cinética, sdo considerados de grande utilidade e versatilidade para
laboratdrios de microbiologia, tendo aplicado em ensaios cromogénicos, imunogénicos e
turbidimétricos. A leitura cinética envolve as medidas de melhoramento dos pardmetros como
densidade oOtpica, flurescéncia ou bioluminescéncia observados na solugdo ou suspensio
analisada a intervalos de tempo crescentes. O emprego do método de microplacas com leitura
cinética para dosagem de antibioticos apresenta um grande interesse, uma vez que
proporciona reduzir a quantidade de material e tempo de andlise necessario e permite o
doseamento de inimeras amostras ao mesmo tempo com leituras e calculos automatizados

(SOLANGO, et al., 2012; LOURENCO; PINTO, 2011).

3.4.4. Analise estatistica aplicada a doseamento de antibidticos

A andlise estatistica de tais experiéncias exige o estabelecimento de uma relacao
matematica das respostas médias (y), com as concentragdes crescentes (tratamentos) ou doses
de antibiodtico. A maioria dos modelos utilizams linhas paralelas, em que todos os padrdes de
referéncia (S) e preparagdes desconchecidas devem ser testadados com o mesmo numero de
doses (LEONEL, SOARES E SIQUEIRA, 2012).

O célculo de poténcia se baseia na analise de duas linhas retas, uma referente as

resposta da solucdo padrdo e outra referente as respostas da solucdes testes. Essas linhas sdao
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obtidas tragando em um plano cartesiano, onde os diametros dos halos de inibi¢do estdo em
funcdo da concentragdo da substancia em questdo (HEWITT, 2007, FARMACOPEIA
BRITANICA, 2011) O método dos minimos quadrados é o mais utilizado para verificar a
linearidade das curvas, e, por conseguinte, verificar se a resposta do padrao de referéncia ¢ a
mesma das respostas desconhecidos. Este método ¢ ainda baseado no pressuposto de que as
respostas seguem uma disribui¢do normal (FARIAS et al, 2008).

A determinagdo da poténcia antimicrobiana pode ser realizada empregando-se o
delincamento 5x1, conforme descrito na Farmacopéia Americana (UNITED STATES
PHARMACOPEIAL, 2009) em que se empregam quatro concentragdes da amostra para
obtencdo da curva analitica e uma da preparagdo do padrao. Portanto, ¢ um ensaio
assimétrico. Foi classificado por Hewitt (2007) e Pinto (2010), como sendo um ensaio de retas
paralelas devido a base do célculo ser a mesma do ensaio de retas paralelas: a reposta, ou halo
de inibi¢do deve ser diretamente proporcional a concentragao correspondente.

Neste delincamento cada placa contém apenas dois tratamentos: a solugdo do padrdo
correspondente a concentracdo intermediaria da curva analitica e uma das outras quatro
solucdes do padrao ou a solugdo da amostra teste. Devido a variacdo entre as placas, as
respostas do padrio devem ser corrigidas a partir da resposta da solugdo de referéncia
presente em todas as placas (PINTO, KANECO e PINTO, 2010).

O procedimento de corregdo do U.S. Food and Drug Administration (FDA) consiste
em calcular a média das respostas de todas as placas para cada concentra¢do do padrdo ; a
média da solugdo de referéncia para cada nivel de concentragdo e a média de todas as
respostas da solu¢do de referéncia.

As respostas corrigidas sdo empregadas para obtencdo da curva analitica. O método
da farmacopéia americana (UNITED STATES PHARMACOPEIAL, 2009) consiste em
calcular as respostas para as concentragdes mais baixa e mais alta da curva, a partir das
respostas corrigidas de todas as concentragdes. A inclinagdo da reta resultante da unido desses
dois pontos serd utilizada no célculo da poténcia. A partir deste procedimento, ndo ¢ possivel
avaliar o ajuste dos dados ao modelo linear proposto.

A farmacopéia mexicana, 2004, Hewitt (2007) e Pinto, Kaneco Pinto, 2010
apresentam um calculo em que se faz a correcao individual dos halos e todas as respostas sao
empregadas para obten¢do da curva analitica, o que permite avaliar se 0 modelo ¢ adequado.

Em 1979, Kavanagh empregou o delineamento 5x1 para o doseamento de cefalexina e

avaliou a forma de correcdo das respostas segundo o método do FDA. Ele verificou que este
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procedimento ndo acarreta erro somente quando a média do diametro da solugdo de referéncia
for idéntica ao ponto central da melhor curva analitica. Quando a correcdo foi realizada tanto
nos halos do padriao quanto da amostra, a estimativa da poténcia a partir da equacao de
regressao evitou estes erros (SOLANO, 2009).

Para ensaios de antibidticos com delineamento experimental ¢ requerido um
conhecimento de varios métodos farmacopéicos, uma familiaridade com hipoteses estatisticas,
e uma interpretagdo correta dos parametros de validagdo. E importante ressaltar que ensaios
microbiologicos de antibioticos sdo realizados, entre outros motivos, em estudos de
equivaléncia farmacéutica e para fins de registro ou renovacdo de registro dos medicamentos
genéricos. No Brasil, com o advento da politica de medicamentos genéricos estabelecidos em
1999, a agéncia reguladora admite muitos compéndios farmacéuticos estrangeiros como
referéncias oficiais para o controle de qualidade de matérias-primas e produtos farmacéuticos,
na auséncia de uma monografia na Farmacopéia Brasileira (LEONEL, SOARES E

SIQUEIRA, 2012).

3.5 VALIDACAO DE METODOS ANALITICOS

A validag¢ao de um método pode também ser entendida como um processo, baseado na
obtencdo, documentagdo e analise de dados, os quais permitem tanto descrever o mesmo de
forma detalhada, como identificar e controlar os fatores de variacdo. O objetivo ultimo da
validacdo ¢ assegurar a reprodutibilidade dos resultados e o estabelecimento de limites de
aceitagdo do erro analitico, através da aplicacdo sistematica de testes de precisdo e exatidao
(RIBEIRO et al., 2008). Sendo assim, antes de um método analitico ser implementado na
rotina, deve primeiro ser validado para demonstrar que ¢ adequado para seu proposito
(ROZET et al, 2007).

Portanto, a validagdo de um método assegura a especificidade, exatiddao e precisao de
um ensaio analitico e estima a estabilidade do analito durante a estocagem e manipulagdo,
tendo como objetivo garantir que o procedimento analitico fornega resultados reprodutiveis e
confiaveis, que sejam adequados aos fins para os quais tenha sido planejado (LAVRA et al.,
2008).

Algumas resolugdes e compéndios oficiais foram publicados, tratando sobre a
validagdo de métodos analiticos. No Brasil, a resolugdo RE n° 899 de 2003, apresenta-se

como um guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos. Além dessa, existem guias
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do Food and Drug Administration (FDA), da International conference on harmonisation
(ICH), do Instituto Nacional de metrologia (INMETRO), da Association of official analytical
chemical (AOAC) e outros.

O processo de validagao deve ser aplicado a métodos novos ou aqueles descritos em
compéndios oficiais, que tenham sido utilizados com algumas alteragdes. Sendo assim, a
escolha de uma metodologia analitica adequada ¢ de fundamental importancia para o
procedimento do controle de qualidade de uma substancia ativa ou forma farmacéutica. A
validacdo de um método analitico ndo significa que este possa ser aplicado sem restri¢des
para diferentes medicamentos com o mesmo principio ativo, uma vez que os resultados das
analises sdo influenciados por inumeros fatores como: a estrutura quimica do farmaco; o nivel
das doses terapéuticas, e as diferengas nas formulas de um laboratorio para outro. Para cada
caso hé necessidade de resultados experimentais evidentes, que garantam a funcionalidade do
método, bem como do tratamento analitico adequado, da avaliagdo estatistica dos resultados e
da definicao dos critérios de aceitacdo (VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007).

Segundo a Resolugdo n°® 899 de maio de 2003, os testes sdo classificados em quatro
categorias conforme seu objetivo (Tabela 2) e os parametros a serem avaliados durante o

processo de validagdo dependem de sua classificagdo (Tabela 3) (BRASIL, 2003).

3.5.1 Parametros de Validacao

3.5.1.1. Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente um composto em presenca
de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e componentes da
matriz (BRASIL, 2003). A legislagdo brasileira ndo distingue o conceito de especificidade e
seletividade. Pode ser demonstrada comparando os resultados dos testes de amostras contendo
impurezas ou produtos de degradacdo, ou ainda através do placebo, com valores encontrados
apos analise da amostra sem os interferentes (ROZET, 2007).

Segundo o INMETRO (2003), um método que produz resposta para apenas um analito
¢ chamado especifico. Um método que produz respostas para varios analitos, mas que pode
distinguir a resposta de um analito da de outros, ¢ chamado seletivo.Como poucos métodos
respondem somente a um analito, o termo seletividade ao invés de especificidade deve ser

utilizado para a maioria dos casos de metodologias analiticas.
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Tabela 2. Classificagdo dos testes segundo sua finalidade.

Categoria

Finalidade do teste

I Testes quantitativos para a determinagdo do principio ativo em produtos

farmacéuticos ou matérias-primas.

II Testes quantitativos ou ensaio limite para a determinacdo de impurezas e

produtos de degradagdo em produtos farmacéuticos e matérias-primas.

11 Testes de performance (por exemplo: dissolugdo, liberagdo do ativo).

v Testes de identificacao

Fonte: Brasil, 2003

Tabela 3. Ensaios necessarios para a validacdo do método analitico, segundo sua finalidade.

Categoria
Parametro  Categoria I Categoria 11 Categoria 111 v
Quantitativo Ensaio limite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Nao * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisdo ‘ _ ‘
o Sim Sim Nao Sim Nao
Repetibilidade
Precisao
%k ko NaO kk Nﬁo
Intermediaria
Limite de ]
Nao Nao Sim * Nao
detecgao
Limite de
' Nao Sim Nao * Nao
quantificagdo
Exatidao Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Nao Nao

Fonte: Brasil, 2003.

(*) pode ser necessario, dependendo da natureza do teste especifico.

(**) se houver comprovagao da reprodutibilidade ndo ¢ necessaria a comprovagdo da Precisdo

Intermediaria.
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3.5.1.2. Linearidade

A linearidade ¢ a propriedade que o método tem de produzir resultados que sdo
diretamente, ou através de transformagdes matematicas, proporcionais a concentracao da
substancia em analise na amostra, dentro de uma variagdo determinada. Este atributo da
validagdo pode ser estabelecido pela avaliagdo visual de um diagrama de sinais em funcdo da
concentracdo ou conteudo analisado. Havendo uma relagdo linear, os resultados da analise
devem ser avaliados com base em apropriados métodos estatisticos, como por exemplo, o

método dos quadrados minimos (VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007).

A equacgdo da reta que relaciona as duas variaveis é: Y= ax + b, onde y ¢ a respota
medida (absorbancia, halo de inibicdo, altura ou area do pico, etc, X é a concetragdo da
solugdo, a ¢ a inclinagdo da curva de calibragdo (sensibilidade) e b ¢ a intercessdo com eixo y

(quando x=0).

A RDC 899, afirma que no minimo seis diferentes concentragdes do analito devem ser
utilizadas para obtencdo da curva analitica no caso de métodos bioanaliticos. Os resultados
devem ser analisados por métodos estatisticos apropriados como o céalculo de regressdo linear
pelo método dos minimos quadrados. Para as curvas obtidas, devem ser calculados o
coeficiente de correlagdo linear, o coeficiente angular e o intercepto da reta. Como critério de
avalia¢do, o coeficiente de correlagdo linear deve ser igual ou superior a 0,98 (BRASIL,
2003).

Quando o método dos minimos quadrados ordindrio ¢ utilizado, alguns requisitos
devem ser cumpridos: as varidncias das respostas nos diferentes niveis de concentracdo
devem ser homogéneas e os residuos independentes. A normalidade dos residuos deve ser
comprovada para que a andlise de variancia seja utilizada na analise de regressdo. Desta
forma, testes estatisticos sdo empregados para comprovar tais premissas. Além disso, o teste
de desvio de linearidade também ¢ realizado com o objetivo de verificar se o modelo linear ¢
adequado. Assim, ndo somente o coeficiente de correlacdo (r) ¢ empregado na avaliacdo da

curva analitica (MONTGOMERY et al, 2001; SOUZA e JUNQUEIRA, 2005).

3.5.1.3. Exatidao

A exatidao de um método analitico ¢ a proximidade dos resultados por ele obtidos

comparados ao valor verdadeiro ou teorico. Estes resultados sdo calculados pela diferenca
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entre o valor da concentracdo considerado como verdadeiro e o valor experimental,
obedecendo a intervalos de seguranca (VALENTINI, SOMMER, MATIOLI, 2007).

Deve ser determinada utilizando, no minimo, trés concentragdes (baixa, média e alta),
contemplando a faixa de variagdo do procedimento, realizando-se, no minimo, cinco
determinagdes por concentragdo. E preconizado que seja determinada a exatiddo intra e
interdias, e a variagdo maxima permitida ¢ de = 15% do valor de referéncia, exceto para o
limite quantificacdo, cuja variacdo ¢ de = 20%. A exatidao ¢ expressa pela relagdo entre a
concentracdo média determinada experimentalmente e a concentracdo teodrica correspondente
(BRASIL, 2003).

A determinacdo da tendéncia total com relagdo aos valores de referéncia apropriados ¢é
importante no estabelecimento da rastreabilidade aos padrdes reconhecidos. A tendencia pode
ser expressa como recuperacao analitica (valor observado/valor esperado). A tendéncia deve
ser corrigida ou demonstrada ser desprezivel, mas em ambos os casos, a incerteza associada
com a determinacdo da tendéncia permanece como um componente essencial da incerteza
global. Os processos normalmente utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo entre
outros: uso de materiais de referéncia, comparagdo de métodos, participacdo em comparagdes
interlaboratoriais e realizagao de ensaios de recuperagdo (LOURENCO, 2009).

A proximidade dos resultados encontrados ao valor aceito como verdadeiro ¢
resultante da soma de erros sistematicos e randomicos ou aleatorios, isto é, do erro total
associado ao resultado. Portanto, a exatiddo ¢ estudada como duas componentes: veracidade -

trueness (bias) e precisao (desvio padrao) (HUBERT et al, 2007; ROZET et al, 2007).

3.5.1.4. Precisao

Precisdo ¢ um termo geral para avaliar a dispersdo de resultados entre ensaios
independentes, repetidos de uma mesma amostra em condi¢des definidas. A precisdao ¢
geralmente expressa como desvio padrao (dp) ou desvio padrdo relativo (DPR) (SOLANO,
2010).

A precisdo € o grau de concordancia entre os resultados de cada teste quando aplicado
repetidamente a varias amostragens de uma mesma amostra. A partir dos valores obtidos, sao
calculados a média e o Desvio Padrao (DP), determinando-se o Coeficiente de Variagdo (CV),
expresso em termos de percentagem de uma série de medidas, nas quais duas delas podem ser

a reprodutibilidade e a repetibilidade do método analitico sob condi¢des normais de operacao.
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Neste contexto, a reprodutibilidade refere-se ao uso de procedimentos analiticos em
diferentes laboratdrios, diferentes analistas e em diferentes dias, enquanto que a repetibilidade
refere-se ao uso de procedimentos analiticos num curto espaco de tempo utilizando os
mesmos analistas € os mesmos equipamentos. Para inimeros propositos, a repetibilidade ¢ o
critério que interessa em um método analitico oficial (VALENTINI, SOMMER, MATIOLI,
2007).

3.5.1.5. Sensibilidade do método: o Limite de deteccio (LD) e o Limite de quantificacio
(LQ)

A sensibilidade de um método ¢ definida pelos limites de detec¢do (LD) e de
quantificagdo (LQ). O LD ¢ a menor concentracdo da espécie de interesse que pode ser
detectada pela técnica instrumental, enquanto o LQ ¢ a mais baixa concentragdo que pode ser
quantificada dentro dos limites de precisdo e exatiddo do método durante as operagdes de
rotina do laboratério, em condi¢des usuais. Umas das formas de estimar os limites de
detec¢do e de quantificacdo ¢ levando em consideragdo a técnica analitica utilizada e o grau
de confiabilidade estatistica necessaria: método visual, método da relacdo sinal-ruido, e

método baseado em parametros da curva analitica (RIBEIRO et al., 2008).

3.5.1.6. Robustez

A robustez de um método analitico ¢ a medida de sua capacidade em resistir a
pequenas e deliberadas variagdes dos parametros analiticos. Indica sua confianga durante o
uso normal. Durante o desenvolvimento da metodologia, deve-se considerar a avaliacdo da
robustez. Constatando-se a susceptibilidade do método a variacdes nas condicdes analiticas,
estas deverdo ser controladas e precaugdes devem ser incluidas no procedimento (BRASIL,
2003).

A robustez de um método pode ser estimada variando-se os parametros analiticos e
comparando a precisdo obtida em cada determinagdo. A ANVISA (RDC 89/03) e o ICH
indicam uma lista de parametros a serem avaliados nos testes de robustez de metodologias
analiticas para as técnicas de preparo de amostras, espectrofotometria, cromatografia liquida e

cromatografia gasosal.
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3.6. ESTUDO DE PRE-FORMULACAO APLICADOS A FITOTERAPICOS.

Matérias- primas vegetais como plantas e seus derivados (extratos, tinturas, oleos
essenciais ou produtos secos) t€ém sido largamente empregadas em farmacias magistral e
estabelecimentos de producao industrial.

O estudo inicial para o desenvolvimento de um novo medicamento ¢ denomindado de
pré-formulagdo. Esta fase de desenvolvimento ¢ caracterizado como a avaliagdo das
propiedades fisico-quimicas do farmaco isolado ou associado a diversos excipientes
farmacéuticos, sendo a eficacia e seguranca do medicamento desenvolvido, dependente de
criteriosos estudos de pré-formulagdo e producdo em concordancia com as boas praticas de
fabricagdo (BPF), visando a adequada biodisponibilidade da substancia ativa (ALLEN
JUNIOR, 2007).

Todo fitoterapico, assim como todo farmaco possui caractéristicas quimicas e fisicas
importantes que precisam ser estudadas antes de sua incorporacdo em um veiculo
farmacéutico. Entre estes parametros, estao a solubilidade, coeficiente de parti¢do, velocidade
de dissolugdo, forma fisica de apresentagdo e estabilidade (ANSEL et al, 2000), que poderdo
ser avaliados através de metodologias como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
espectroscopia na regido do infravermelho (IV), termogravimetria (TG), andlise térmica
diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC) entre outros (SILVA JUNIOR,
2006).

Assim, para a realizagdo dos estudos de pré-formulacdo torna-se indispensavel a
realizagdo de estudos de estabilidade do farmaco ou droga na presenga de adjuvantes, pois o
farméaco/droga e os adjuvantes devem ser compativeis uns com os outros para produzir um
medicamento, ou seja, estavel, eficaz, atrativo, facil de administrar e seguro.

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

desenvolvimento na fase de formulagao e elaboracao (NUNES et al., 2009).
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3.6.1 Técnicas analiticas aplicadas no desenvolvimento, avaliacio e controle da

qualidade de fitoterapicos.

3.6.1.1. Espectroscopia no infravermelho.

A espectroscopia na regido do infravermelho ¢ um tipo de espectroscopia de absor¢ao
que usa a regido do infravermelho no espectro eletromagnético. Assim como, as demais
técnicas espectroscopicas, ela pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
composi¢do de uma amostra, e se baseia no fato de que as ligagdes quimicas das substancias
possuem frequéncias de vibragdes especificas, as quais correspondem a niveis de energia da
molécula (VIANNA-FILHO, et al., 2013).

A radiagdo infravermelha corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A por¢do de maior
utilidade para a quimica organica esta situada entre 4000 ¢ 400 cm™ faixa que se converte,
quando absorvida por uma molécula organica, em energia de vibracdo molecular. O processo
¢ quantizado, como uma série de bandas, pois cada mudanc¢a de nivel de energia vibracional
corresponde a uma série de mudancas de niveis de energia rotacional (SILVERSTEIN et al.
2007).

O espectro no infravermelho de um composto quimico ¢ considerado uma de suas
propriedades fisico-quimicas mais caracteristicas e, por conta disto, a espectroscopia na regiao
do infravermelho tem extensa aplicagdo na identificagdo de compostos. Atualmente, esse tipo
de espectroscopia ¢ largamente usada tanto na inddstria quanto na pesquisa cientifica pois ela
¢ uma técnica rapida e confidvel para medidas, controle da qualidade e anélises dinamicas
(VIANNA-FILHO, et al., 2013).

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma
técnica de andlise para colher o espectro infravermelho e acumular maior quantidade de
dados. Pois, ao invés de se coletar os dados variando-se a frequéncia da luz infravermelha
(IV) a cada comprimento de onda, essa luz (com todos os comprimentos de onda da faixa
usada) ¢ guiada através de um interferometro. Depois de passar pela amostra o sinal medido ¢
o interferograma. Realizando-se uma transformada de Fourier no sinal resulta-se em um
espectro idéntico ao da espectroscopia IV convencional (dispersiva). Esta técnica
espectroscopica complementar pode ser usada para identificar um composto ou investigar a

composicao de uma amostra (NUNES et al., 2009).
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Os dados de andlise em infravermelho além de fornecer caracteristicas estruturais do
material ativo, também auxiliam na selecdo de componentes da formulagdo. Dependendo da
natureza quimica da substancia em estudo, hd varias opgdes de instrumentos analiticos que
podem auxiliar no estudo de pré-formulagao e doseamento como: cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), cromatografia gasosa (CG), ressonancia magnética nuclear (RMN) de
'H e "C, analise térmica, etc. Com isso, a espectroscopia na regido do IV auxilia nos estudos
de pré-formulacao, na qual as caracteristicas quimicas de cada excipiente podem ser avaliadas
isoladamente e/ou em associagdo com o ingrediente ativo farmacéutico (SILVA JUNIOR,

2006; ALVES, 2008; NUNES, 2009).

3.6.1.2. Analise térmica

Analise térmica ¢ um termo que abrange um grupo de técnicas nas quais uma
propriedade fisica ou quimica de uma substancia, ou de seus produtos de reagdo, ¢ monitorada
em fungdo do tempo ou temperatura. Os métodos térmicos t€m sido utilizados na
determinagdo do ponto de fusdo de wuma substincia pura, estudo de interagdo
farmaco/excipiente, caracterizacdo de polimorfismo, na avaliagdo da cinética de reagdo,
estabilidade e decomposicdo, entre outros. Sendo que os métodos mais empregados sdo:
Termogravimetria (TG), Andlise Térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria
Diferencial (DSC) (COSTA et al., 2013).

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

Portanto pode-se afirmar que sdo extensas as aplicagdes da analise térmica na industria
farmacéutica em torno da investigacdo fisico-quimica de produtos. Por isso, tem sido
extensivamente utilizada como ferramenta analitica confiavel e essencial para o controle da

qualidade e desenvolvimento de novas formula¢des farmacéuticas, bem como para o estudo
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da estabilidade, compatibilidade e das possiveis interacdes entre firmacos e excipientes e suas

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

3.6.1.2.1 Termogravimetria (TG)

Termogravimetria ¢ a técnica na qual a mudanca da massa de uma substancia ¢ medida
em fun¢do da temperatura, enquanto esta € submetida a uma programagao controlada. Esta
técnica determina as perdas ou ganhos de massa de uma substancia em funcao da temperatura
ou do tempo. Os experimentos para avaliar as variagdes de massa de um material em fungao
da temperatura sdo executados através da termobalanga, permitindo o trabalho sob as mais
variadas condigdes experimentais. As curvas geradas possibilitam a obten¢do de informagdes
quanto a estabilidade térmica da amostra, composicao e estabilidade dos compostos
intermediarios e do produto final (ARAUJ 0, 2003; AMICO, et al, 2011).

Nas curvas termogravimétricas convencionais ou dindmicas sdo registradas as massa
da amostra (m) em funcdo da temperatura (T) ou tempo (t). Nessas curvas, os graus em
relagdo ao eixo das ordenadas correspondem as variagdes de massa sofrida pela amostra e
permitem a obtengdo de dados que podem ser utilizados com finalidades quantitativas

(COSTA, 2013).

3.6.1.2.3. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

DSC ¢ a técnica na qual se mede a diferenca de energia fornecida a substancia e a um
material de referéncia, termicamente inerte em funcao da temperatura, enquanto a substincia
e a referéncia sdo submetidas a uma programagao controlada de temperatura. De acordo com
o método de medida utilizado, hd duas modalidades: calorimetria exploratoria diferencial com
compensagdo de poténcia e a calorimetria exploratoria diferencial com fluxo de calor
(CORDOBA, 2011).

Na DSC com compensagdo de poténcia, a amostra e a referéncia sdo aquecidas em
compartimentos distintos, assim € possivel manté-las em condi¢des isotérmicas. Neste caso, a
amostra sofre variagdes de temperatura devido a eventos endotérmicos ou exotérmicos em
funcdo do aquecimento ou resfriamento, ocorre uma modificacao na poténcia de entrada do
forno correspondente, proporcionando a anulagdo desta diferenga (ANDRADE et al., 2007).

Na DSC com fluxo de calor, a amostra e a referéncia sao colocadas em cadinhos
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idénticos, localizados sobre um disco termoelétrico e aquecidos por uma tnica fonte de calor.
Assim, o calor ¢ transferido através do disco para amostra e referéncia, sendo que o fluxo de
calor diferencial entre ambas ¢ monitorado por termopares localizados abaixo dos cadinhos.
Dessa forma, a diferengca no fluxo de calor da amostra e da referéncia é diretamente
proporcional a diferenca de poténcia das jungdes dos termopares (OLIVEIRA et al., 2011).
Com base nos conceitos e aplicagdes de cada técnica, a pequena quantidade de
amostra utilizada, a rapidez de resultados, a limpeza da técnica e a possibilidade de
visualiza¢ao do seu perfil termoanalitico, fazem dessas técnicas, ferramentas uteis no estudo
de padronizacdo das matérias-primas vegetais e ensaios de pré-formulacdo para o
desenvolvimento tecnoldgico de medicamentos fitoterapicos (ARAGAO et al., 2002;

NUNES, et al., 2009).
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RESUMO

Ximenia americana L. faz parte do extrato arbustivo-arboreo da Caatinga, figurando como
uma das principais espécies. A utilizacdo da sua casca ¢ relatada em diversos estudos
etnofarmacoldgicos, onde descrevem o emprego essa planta como antimicrobiano entre
outras atividades farmacoldgicas. Nesse contexto, este estudo teve como objetivo avaliar seu
potencial antimicrobiano, quantificar os principais constituintes quimicos, o componente
quimico majoritario desta planta além de avaliar sua toxicidade aguda e potencial citotoxico.
A planta foi coletada na regido semidrida do Estado da Paraiba. Foram preparados extratos
hidroalcélicos pelo método de maceragdo e etanolicos por percolagdo. O extrato hidroalcolico
que apresentou melhor atividade antimicrobiana foi seco em aparelho Spray drier. Para
avaliagdo da atividade antimicrobiana contra Steptococcus mutans (ATCC 25175),
Steptococcus parasanguinis (ATCC 903), Steptococcus sanguis (ATCC 10557) Escherichia
coli (ATCC 25922), Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Pseudomonas aeruginosa (ATCC
27853) e Enterococcus faecalis (ATCC 29219) e Klebsiella pneumoniae ( ATCC 009877), foi
realizada a técnica difusdo em agar-cilindro. Para avaliagdo da toxicidade aguda, foi realizado
experimento com ratos visando determinar alteragdes comportamentais e anatomicas, ja a
citotoxicidade foi realizada pelo método de hemolise. A andlise fitoquimica foi realizada,
tendo em vista a quantificagdo de polifendis totais, flavonoides totais, taninos e saponinas
totais. O marcador quimico/farmacologico estudado foi o acido galico, onde esse foi
determinado no vegetal através da aplicagdo da cromatografia liquida de alta eficiéncia, onde
o método aplicado foi validado de acordo com os compéndios oficiais regulamentares. A X.
americana L obteve boa atividade antimicrobiana contra S. aures, E. faecalis, K pneumoniae
S. oralis. O extrato testado neste estudo apresentou baixa toxicidade nas condig¢des avaliadas,
assim como na citotoxicidade em que em nenhuma das concentragdes testadas chegou a ser a
concentracdo citotoxica efetiva 50% (EC50). A quantificagdo de metabdlitos secundarios
obteve resultados satisfatorios onde foram determinados concentracdes de 34,20 pg/mL para
polifenois totais, 10,33 pg/mL correspondente a falavonoides, 66,68 pg/mL para taninos
condensados e 611,34 pg/mL para saponinas totais. O componente majoritario (acido gélico)
foi determinado na concentragdao de 12ug/mL, onde o método para quantificagdo foi validado
de acordo com os compéndios oficiais. Com base nos resultados demonstrados, percebe-se
que a X. americana L ¢é fonte de um vasto potencial farmacoldgico e fitoquimico podendo seu
extrato ser indicado para obtencdo de ingrediente ativo com atividade antimicrobiana utilizada
em diversas formas farmacéuticas.

Palvras chaves: semiarido, uso etnofarmacoldgico, ameixa, acido galico,
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1. Introducio.

O grande conhecimento tradicional relacionado as plantas medicinais ¢ a base da
medicina popular no Brasil, que ¢ derivado de uma mistura de culturas indigenas brasileiras e
as influéncias europeias e africanas desde o periodo de colonizag¢do. A grande biodiversidade
brasileira e esse rico conhecimento tradicional que a populagdo dispde com relagao ao uso de
plantas medicinais favorecem os estudo de produtos naturais, porém, pesquisas mostram que
menos de 15% das plantas medicinais do Brasil tiveram seu potencial terapéutico estudado
(BRIGHENTI et al., 2012).

Neste sentido, a Caatinga (semiarido) representa a quarta maior area coberta por uma
vegetacdo Unica formada no Brasil, sendo responsavel por cerca de 60% do territorio do
nordeste e estendendo-se até uma pequena parte da regido sudeste de Minas Gerais. Tem
ocorrido um crescente interesse para adquirir conhecimento sobre a utilizacdo das plantas
medicinais dessa regido (CARTAXO et al., 2010).

Além de serem amplamente conhecidas e utilizadas pelas comunidades locais, muitas
plantas medicinais da caatinga sdo utilizadas para obtencdo de produtos naturais. Algumas
desses vegetais tém propriedades medicinais que foram comprovadas cientificamente. E
muitos pesquisadores t€ém mencionado que muitas plantas dessa regido podem possuir um
grande potencial fitoquimico e farmacoldgico para diversos fins medicinais, todavia,
necessitam de mais estudos que comprovem as atividades farmacoldgicas assim como a
composi¢do fitoquimica dessas plantas (ALMEIDA et al.,2006; ALMEIDA et al.,2010;
ALBUQUERQUE, 2010; ALMEIDA et al., 2012; SILVA et al.,2012).

Ximenia americana L. faz parte do extrato arbustivo-arboreo da Caatinga, figurando
como uma das principais espécies. No periodo seco, quando a maioria das espécies da
caatinga perde as folhas, essa planta destaca-se por apresentar-se com as folhas totalmente
verdes, o que caracteriza uma planta resistente a seca. O periodo de frutificagdo € muito curto
e concentra-se nos meses de dezembro a janeiro (FERNADEZ; BEZERRA, 1990).

Na medicina popular, uma série de usos terapéuticos, de todas as partes da X
americana, foram relatadas por diversos pesquisadores (MATOS, 2007; MEVY et al., 2006).

Outros estudos etnofarmacoldgicos relatam que no uso popular a casca dessa planta ¢
empregada como vermifugo, laxante e antiemético, antipirético . Ainda relatam que a casca
¢ eficaz contra dor de dentes, caxumba, conjuntivite, doencas venéreas, infec¢des, ferimentos
e falta de ar (SILVA et al., 2008; WUROCHEKK, ANTHONY E OBIDAH, 2008; SORO,

TRAORE E SAKANDE, 2009).
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Em investigagdes com plantas medicinais da caatinga brasileira, utilizadas pela
populagdo local, mostram o emprego da casca da ameixa para fins antissépticos,
antinflamatdrios, para combater coOlicas menstruais, com agde vasoconstritora e
anticancerigenas (CARTAXO, et al.,, 2010; CHAVES E BARROS 2012). Na tabela 1
encontram-se diversos estudos etnofarmaclogicos realizados com Ximenia americana L.

Dentre as atividades biologicas determinadas, pode-se citar a antimicrobiana
(MAIKAI MAIKAI E KOBO, 2010; SILVA et al., 2012; GEYID et al., 2005; JAMES et al.,
2007; OGUNLEYE et al., 2003; KONE Et al., 2004; KUBMARAWA et al., 2007), anti-
inflamatéria (OLABISSI et al., 2011), anti-trypanosoma (MAIKALI et al., 2008; MAIKALI,
2010), anticonvulsivante (QUINTANS-JUNIOR et al., 2002), antiviral (ASRES et al,
2001), anticancer (VOSS et al, 2007) e antioxidante (LAMIEN-MEDA et al., 2008;
MAIKALI 2010).

Devido a esses atributos medicinais, suas propriedades fitoquimicas e farmacoldgicas
tem sido estudadas. Triagens fitoquimicas realizadas em extratos mostraram a presenca de
varios metabolitos secundarios como taninos, esterdis, terpenos, flavonoides, alcaloides,
saponinas e quinonas (GEYID et al., 2005; MAIKAIL,MAKAI E KOBO, 2009; OMER &
ELNIMA, 2003).

Nesse contexo, considerando a relevancia medicinal de X. americana, este estudo teve
como objetivo avaliar seu potencial antimicrobiano, quantificar os principais constituintes
quimicos e o componente quimico majoritario desta planta, além de avaliar sua toxicidade

aguda e potencial citotoxico.

2. Material e métodos.

2.1. Material vegetal e obten¢do dos extratos

X. americana foi coletada na regido semiarida do Estado da Paraiba e sua exsicata foi
depositada no Herbario Professor Jayme Coelho de Morais da Universidade Federal da
Paraiba, sob numero de registro EAN-14049. O material vegetal foi seco em estufa com
circulacéo de ar e pulverizado em moinho com granulometria de 10 mesh.

Foram preparados dois extratos. O primeiro hidroalcoolico pelo método de maceracao
nas seguintes proporcdes de agua destilada/etanol: 10:90, 20:80, 30:70, 50:50, 70:30 (v/v),
sendo denominados respectivamente de EHO1, EHO2, EHO3, EH04 e EHOS5 o melhor extrato
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foi nebuizado em aparelho spray dryer. E o segundo extrato foi o etanodlico que foi preparado

por percolagdo com etanol e posteriormente concentrado em evaporador rotativo a 40°C.

Tabela 1- Dados etnofarmacolégicos de X. americana L.

L . Parte da a e
Uso etnofarmacologico Referéncias
planta
Antiséptico, psicotropico, antiictérico, antipirético, Raizes e Omer e Enilma,
antiviral, analgésico (dores de dente) folhas 2003
Antisséptico, cwatrlzante,.antl-lnﬂamatorlo € Casca do Morais et al..2005
vasoconstritor. caule
o Magassouba et al.,
Antisséptico. folhas 2007
Vermifugo, laxante, antiemético, analgésico, Raizes. casca
antipirético, antidiarreico, uso oftalmico e ’ ’ Soro et al, 2009

antitussigeno.

Uso topico como antisséptico.

Analgésico, antiviral, antibacteriano de uso oftalmico.

Antissépticos, antinflamatorios e no combate a colicas
menstruais.

Antimicrobianos, cicratizante e antiasmatico.

Analgésico, antimicrobiano para infecgoes
respitratorias, antinflamatdrio, antireumatico,
anticancerigeno e vasoconstritor.

Antiulcerogénico, antidiarreico, antirreumatico e
anticancerigeno.

Anticancerigeno, e contra dermatites

Utilizado contra lepra, sifilis, desinteria, febre,
tuberculose, dores de dente, e cicatrizante.

folhas e frutos

Folhas

Folhas, casca
e raizes

Folhas, casca’

frutos

Casca do
caule

Casca, frutos

Frutos

Raizes e
folhas

Muralidharan e

Narasimhan, 2012;

Wurochekke et
al.,2008

Cartaxo et al.,2010

Silva et al.,2008

Chaves e Barros,
2012

Mevy et al., 2006

Sawadogo et al,
2012

Maikai et al, 2009
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2.2. Screening Microbiologico

2.2.1. Ensaio por agar difusdo

O ensaio foi realizado utlizando os extrato hidroalcolico, pelo método de difusdo em
agar, pela técnica do cilindro, utilizando cepas padrio American Type Culture Collection
(ATCC) Steptococcus mutans (25175), Steptococcus parasanguinis (903), Steptococcus
oralis (10557) Escherichia coli (25922), Staphylococcus aureus (25923), Pseudomonas
aeruginosa (27853) e Enterococcus faecalis (29219) e Klebsiella pneumoniae ( 009877), as
quais foram disponibilizadas pela Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

O in6culo bacteriano foi padronizado em espectrofotdmetro com comprimento de
onda de 625 nm, na absorbancia de 0,08 a 0,1 a qual ¢ equivalente a 10° UF C/mL, conforme
preconizado no Clinical and Laboratory Standards Institute procedures (CLSI) (2009).

Foi utilizado o meio Mueller-Hinton para as analises necessarias. O ensaio foi
realizado pela técnica de difusdo em &gar, método do cilindro, conforme descrito na
Farmacopeia Brasileira, V edi¢do. Portanto, foi produzida uma camada base através da adicao
de 20 mL de meio de cultura fundido nas placas de Petri (90 x 15 mm). Ap6s o endurecimento
do agar, foi preparada a camada de superficie, adicionando 1 mL do indéculo previamente
determinado, para 100 mL de meio de cultura que serd fundido e resfriado entre 48 a 50 °C.
Adicionou-se 5 mL da camada de superficie na placa de petri contendo o meio base. Apos o
endurecimento do meio de superficie colocou-se cilindros de ago inoxidavel, nos quais foram
adicionados 100 pL da solugdo teste do extrato controle positivo. As placas foram deixadas
por uma hora em temperatura ambiente e depois incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C,
durante um periodo de 24 horas. Apos o periodo de incubagdo a leitura dos testes foi realizada
medindo em milimetro o didametro dos halos de inibi¢ao ao redor do cilindro com o auxilio de
um paquimetro digital. Foi considerada como possuidora de atividade antimicrobiana, o
extrato que apresentou um halo de inibi¢do de crescimento igual ou superior a 8 mm de
diametro. (DANTAS et al.,2010). Os controles positivos utilizados foram os seguintes:
Cefaloxina (200mg/mL) para cocos gram positivos, gentamicina (40mg/mL) para cocos gram-
negativos e nistatina (100.000 UI/mL) para as candidas. O teste foi realizado em quintuplicata

e foram calculadas as médias dos halos de inibi¢ao.
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2.3. Ensaios toxicologicos

2.3.1. Ensaio de toxicidade aguda com ratos

Realizado com ratos Wistar adultos de ambos os sexos, com peso entre 130 e 250 g,
fornecidos pelo Biotério da faculdade de Medicina da Universidade Federal de Campina
Grande (UFCG). Os animais foram mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, com
temperatura de 22 + 3 °C e umidade relativa do ar de 50% + 20%, em grupos de cinco,
alimentados com ragdo e agua ad libitum. Os animais foram submetidos a jejum de 12 horas,
em seguida foi administrado o extrato de X. americana (2000 mg/ kg) por via oral e colocados
em caixas individuais. No periodo de 30 min., 1, 2 ¢ 4 horas apos a administragdo do extrato,
os animais foram mantidos em vigilancia constante, com a finalidade de se observar o
surgimento de alteracdo comportamental e morte, com base na metodologia preconizada por
ALMEIDA et al. (1999). Os animais foram observados por periodo de 14 dias apds a
administracdo do extrato para ser contabilizadas as mortes, mensurados o consumo diario de
agua e ragdo e o peso dos animais, registrando-se os valores médios de cada grupo. No 14° dia
os animais foram eutanasiados, os orgdos vitais como coracdo, figado, bago, pulmao e rins
foram retirados, pesados e feito a relagdo entre o peso de cada 6rgdo e o peso corporal de cada
animal para avaliacdo de um possivel efeito toxico do extrato nestes orgdos. Um grupo
controle foi tratado com solugdo salina. O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal CEPA/LTF/UFPB com numero do registro n® 0513/05.

2.3.2 Ensaio de Citotoxicidade dos Extratos

Preparou-se uma suspensao de hemacias 4% em solucdo salina 0,9%. Em seguida, 1
mL desta suspensdo foi distribuida em tubos de ensaio e homogeneizadas com 1 mL do
extratos nebulizado diluidos em diferentes concentragdes a fim de se obter 80, 70, 60, 50 e 40
mg/mL. Apos 1 hora, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 10 minutos e foi
realizada a leitura visual, levando em consideragdo a quantidade de hemacias que sofreram
lise. A visualizacdo da hemolise foi classificada como: — (0% de hemodlise), + (25% de
hemolise), ++ (50% de hemolise), +++ (75% de hemolise) e ++++ (100% de hemolise) de
acordo com Luize et al. ( 2005). Essa leitura foi realizada em espectrofotometro com
comprimento de onda de 540 nm, (Shimadzu® UV mini — 1240), utilizando como branco a

solugdo salina 5% para confirmar os resultados da leitura visual. Foram utilizados dois
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controles negativos, sendo um a suspensdo de hemdcias 4% e o outro o extrato etanolico

diluido e controle positivo a solugdo hemolizante Liquido de Turk.

2.4 Testes Fitoquimicos

2.4.1. Determinacio de polifendis totais

O contetido de polifendis totais dos extratos vegetais foi mensurado por meio de
espectroscopia na regido do visivel através do método de Folin-Ciocalteu descrito por
Chandra e Mejia (2004) com adaptacdes. Os extratos etandlicos (25 mg) foram dissolvidos
em agua destilada, e filtrados conforme o caso, e posteriormente transferidos para um baldo
volumétrico de 25 mL. Estas solu¢des foram diluidas de modo a obter uma concentragao final
de 300e 200 ug/mL. De cada solugdo, uma aliquota de 1 mL foi adicionada a 1 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu 1N. Esta mistura permaneceu em repouso durante 2 minutos antes
da adicdo de 2 mL da solu¢do de Na,COs a 20% (p/v). A solucdo foi deixada em repouso pelo
periodo de 10 minutos e posteriormente foi realizada a leitura no comprimento de onda de 757
nm em espectrofotometro UVmini — 1240, marca Shimadzu, tendo como “branco” agua
destilada. A curva de calibragdo foi obtida com solugio estoque de acido galico (Img mL™),
da qual foram feitas dilui¢des seriadas nas concentragdes 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 ¢ 40
ng mL™ em bales volumétricos de 10 mL. As leituras foram realizadas da mesma forma
descrita anteriormente, substituindo-se as amostras dos extratos vegetais pelas solugdes de
acido galico. O conteudo total de polifendis foi expresso em miligramas equivalentes do

padrao utilizado.

2.4.2. Determinacao de Flavonoides totais

O total de flavonoides foi determinado através do método descrito por Meda e
colaboradores (2005). Inicialmente 5 mL dos extratos vegetais diluidos em metanol nas
seguintes concentracdes: A SmL de cada solugdo foi adicionado o mesmo volume da solugdo
de AICIl; a 2% em metanol (p/v). Esta mistura permaneceu em repouso durante 10 minutos
antes da leitura da absorbancia no comprimento de onda de 415 nm. Foram realizadas ainda
leituras dos extratos com metanol no lugar da solu¢do de AICI; e o valor da absorbancia da

leitura anterior foi subtraido do valor desta para que a coloracdo dos extratos nao
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influenciassem na absorbancia, superestimando a quantidade de flavonoides. A amostra do
“branco” consistiu em metanol. O total de flavonoides foi determinado utilizando a curva de
calibracao utilizando quercetina (Sigma—Aldrich Chemie, Steinheim, Germany) nas
concentracoes 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢ 30 ug mL'e expresso em mg equivalente

de quercetina.

2.4.3. Determinacao do teor de saponinas totais

A quantifica¢do de saponinas totais seguiu o método descrito por Makkar, Siddhuraju
e Becker (2007). Adicionou-se 250 pL de uma solugdo de vanilina (8% em etanol) a 250 pL
da solugdo do extrato (em metanol 80%), em seguida, adicionou-se 2,5 mL de acido sulftrico
(72%). Os tubos foram colocados em banho-maria a 60 °C, por 10 minutos, sendo transferido
para um banho de gelo, onde permaneceram por 4 minutos. Foi feita a leitura da absorbancia a
544 nm, contra um branco composto pela solugdo de vanilina, metanol 80% e acido sulfurico.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solugdo padrdo a 500 pg/mL,
preparada pela dissolu¢do de 10 mg de disogenina em 20 mL de metanol a 80%. A partir dessa
solugdo, foram feitas diluigdes em triplicata, obtendo-se solucdes de disogenina nas
concentragdes de 100, 200, 300, 400 e 500 pg/mL. A concentracdo de flavonoides foi

expressa em miligramas equivalentes a disogenina. As analises foram realizadas em triplicata.

2.4.4. Determinacao do teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma
solugdo de vanilina (4% p/v em metanol); em seguida, adicionou-se 1,5 mL de HCI
concentrado (37%). A reagdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de 22
°C. A leitura foi feita a 500 nm, contra um branco composto pela solucao de vanilina, HCl e
uma solu¢do de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibragdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solugdo padrdo de
catequina obtida pela dissolu¢do de 10 mg do padrao em 100 mL de metanol. A partir dessa
solucdo, foram realizadas diluigdes de forma a obter solugdes de catequina nas concentragdes
de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug/mL. A concentracao de taninos condensados foi

expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises foram realizadas em triplicata.
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2.4.5. Determinaciao do marcador fitoquimico.

A andlise cromatografica foi feita utilizando um cromatografo liquido UPLC
Pominence, marca Shimadzu, com detector UV-Vis acoplado ao software LC solution da
Shimadzu. A coluna utilizada foi de fase reversa a modelo Gemini NX C-18, marca
Phenomenex, 250 X 4,6 mm com particulas de 5 pm de diametro e pré-coluna Gemini NX,
marca Phenomenex, 4 X 30.

A fase movel consistiu de &cido acético a 0,1% (Fase A) e metanol (fase B) em sistema
de gradiente: 90-10% B (0-10 minutos), 10-90% B (11-24 minutos) e 90-10% B (25-30
minutos), totalizando 30 minutos de andlise. A fase movel constituida de 4cido acetico foi
escolhida a fim de impedir ou diminuir a ionizacdo do acido galico( ARAPITSAS, 2012).

Como padrio foi utilizado o Acido Gélico (C7HsOs) Anidro (VETEC, Lote: 0904265).

Foi submetido o extrato hidroalcodlico diluido em metanol (10%) na proporgao de 1:5
a analise cromatografica a fim de se detectar a presenca e a concentragdo do acido galico no
extrato. Em seguida, a partir dessa concentragdo, desenvolveu-se os parametros de validagao
do método analitico, levando em consideracdo os parametros de precisdo, exatidao,

linearidade, limite de detec¢ao e limite de quantificacao e robustez.

3. REULTADOS E DISCUSSOES

3.1. Screening Microbioldgico

No screening microbiologico da X. americana L. foi verificado que a planta
apresentou atividade microbiana contra as cepas padrdo de S. aureus, E. faecalis, S.oralis,
K.pneumoniae e P. aeruginosa. Nao apresentando atividade contra as demais cepas testadas
(Tabela 01). Porém pode-se observar que apenas frente a S. aureus, E. faecalis e
K.pneumoniae os cinco tipos de extratos hidroalcodlicos foram ativos, e o extrato do 05 frente
a S. oralis. e P. aeruginosa.

James et al., (2007) compararam a atividade antimicrobiana de extratos aquosos e
metanolicos produzidos com todas as partes de X. americana L. frente a microrganismos
patogénicos isolados de pacientes dentre os microrganismos testados, estavam S. aureus, E.
coli e K. pneumoniae, os autores observaram que, a atividade do extrato metanolico da raiz
foi mais pronunciada em K. pneumoniae e S. aureus, principalmente, quando comparada com

o extrato metanodlico das folhas e do caule
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Tabela 2 - Distribuicao das médias dos halos de inibi¢do (mm) do extrato hidroalcoolico
obtido de Ximenia americana L. para as cepas microbianas analisadas.

Extrato hidroalcodlico S.a E.c K.p Pa E.f S.m S.0 S.p
EH 01 12,34 0,00 11,50 0,00 15,15 0,00 0,00 0,00
EH 02 14,28 0,00 11,72 0,00 12,27 0,00 0,00 0,00
EH 03 15,09 0,00 10,93 0,00 13,66 0,00 0,00 0,00
EHO04 14,69 0,00 11,03 0,00 12,65 0,00 0,00 0,00
EH 05 13,42 0,00 11,13 10,23 12,07 0,00 11,05 0,00
Gentamicina - 28,77 28,96 25,81 - - - -
Cefalotina 23,47 - - - 14,51 12,95 12,63 12,51

S.a - Staphylococcus aureus, E.c - Escherichia coli, K.p - Klebisiela pneumoniae, Pa -
Pseudomonas aeruginosa, E.f - Enterococcus faecalis, S.m - Steptococcus mutans, S.o -
Steptococcus oralis, S.p - Steptococcus parasanguinis.

A atribuicdo desses resultados nao deve ser referenciada a diferenga a presenga ou
auséncia dos lipopolissacarideos estruturais da membrana externa, o que diferencia bactérias
gram positivas e gram negativas. Embora, que de maneira geral as bactérias Gram negativas
sdo mais resistentes do que as bactérias Gram-positivas (PAZ et al., 1995; MARTINS et al.,
2008), no entanto, nos resultados apresentados X. americana L mostrou atividade
antimicrobiana com bactérias Gram positiva (S. aureus, E. faecalis, S.oralis) assim como
Gram negativas (K.pneumoniae). Portanto, 0 mecanismo de acdo dos constituintes quimicos
com acdo antimicrobiana pode ndo estar relacionado a membrana externa a qual pode atuar
como uma forte barreira a penetracio de agentes antimicrobianos devido aos
lipopolissacarideos estruturais, enquanto bactérias gram-positivas sao mais susceptiveis de ter
apenas uma camada de peptidioglicano no exterior, ndo tdo eficaz contra a permeabilidade aos
antimicrobianos (BAPTISTA, 2013). Sendo assim, em outro estudos, onde foi avaliado a
casca X. americana L. contra cepas bactérianas Gram-positivas (S. aureus, E. faecalis e S.
pyogenes) e Gram-negativas (E. coli e Paeruginosa) o vegetal apresentou-se eficaz contra as
Gram positivas S. aureus e E. faecalis e ineficaz contra a Gram negativas E. coli ¢ P.
aeruginosa (KONE et a, 2004). COSTA et al. (2011), também avaliaram a atividade desta

mesma planta frente a E. faecalis e obtendo resultado semelhante ao nosso.
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3.2. Ensaios toxicologicos

3.2.1. Ensaio de toxicidade aguda com ratos

A investigacdo da toxicidade aguda ¢ o primeiro passo na analise toxicologica de
drogas vegetais. Neste ensaio de toxicidade aguda com ratos, o grupo tratado nao apresentou
alteracdes de comportamento apds a administragdo do extrato de X. americana, na dose de
2000 mg/kg via oral, exceto respiracao forcada na segunda hora e, a analgesia aos 30 minutos,
uma, duas, trés e quatro horas ap6s a administragdo do referido extrato. Nao houve mortes
durante o periodo de observagao, o que inviabiliza a determinagao da DL50.

Quanto a analise dos orgdos, os animais do grupo tratado com o extrato de X
americana nao exibiram altera¢do no peso dos rins, coracdo ¢ pulmdes, embora tenha havido
reducdo significativa do peso do figado quando comparados com os animais do grupo
controle, o que sugere que o extrato possui algum potencial hepatotoxico. James et al., (2007)
ao avaliar efeitos hepaticos e hematoldgicos de extratos aquosos da raiz, caule e folhas dessa
planta, observaram o aumento sérico de alanine transaminase e aspartate transaminase, o que
sugere dano em células hepaticas. De forma similar Wurochekke et al., (2008) observaram
aumento de alanine transaminase. Por outro lado, no estudo realizado por Maikai et al.,
(2008), os pesos relativos dos 6rgdos (coragdo, figado, bago, rim e pulmao) ndo diferiram de
forma significativa do grupo controle.

Ao observar o peso corporal dos animais entre os periodos de 24, 48 e 72 horas apods
tratamento, constatou-se que ndo houve diferenga significativa entre os grupos. Entretanto, o
grupo tratado com o extrato apresentou uma diminuicdo no consumo de 4gua e ragdo em
relagdo aos outros grupos. Alguns autores atribuiram a perda de peso a presenca de taninos e
outros compostos fendlicos interferem com a absor¢do de nutrientes, tais como proteinas e
sais minerais, resultando em perda de peso (MAIKAI, KOBO e ADAUDI, 2009).

Alguns estudos também demonstraram X. americana, ndo apresenta grandes riscos de
toxicidade quando avaliaram a toxicidade do extrato aquoso da entrecasca de (até¢ 5000 mg/kg
via oral e intraperitoneal) em camundongo (MAIKAI, KOBO & ADAUDI, 2009, SILVA et
al., 2012) .

No entanto, outros estudos avaliando o extrato hidroalcoodlico de cascas de X
americana via intraperitoneal determinaram a toxicidade ao observar agitacdo, colicas
abdominais, sonoléncia, tendéncia a agrupamento, perda do instinto de exploragdo e morte

dos animais e determinaram a DL50 de 345 mg/kg. Esta acdo toxica também foi verificada

73



CAPITULO I

para extratos da raiz de X. americana (VOSS et al., 2007, SORO et al., 2009, OLABISSI et
al., (2011).

A diferenca na toxicidade apresentada por X. americana nos estudos citados
anteriormente ¢ resultado das diferentes partes da planta utilizadas, assim como do solvente
utilizado na obten¢do dos extratos. Entretanto, foram observadas diferencas mesmo em
estudos que utilizaram a mesma parte € o mesmo solvente, o que pode ser explicado pela
influéncia exercida pelas condigdes ambientais do local de coleta da planta sobre seus
metabolitos secundarios, além de fatores intrinsecos da planta como a fase de
desenvolvimento e diferencia¢do dos tecidos (CHAVES et aL., 2013; MIRDEHGHAN ¢
RAHEMYI, 2007; NCUBE et al., 2010).

Embora uma substancia ou planta nao tenha sido potencialmente letal em uma
determinada condi¢ao de experimento, este resultado pode ser variado ao se trabalhar com
outras condi¢des em que a DL50 avalia apenas a letalidade, ignorando assim outros efeitos
adversos que muitas vezes ¢ extremamente prejudicial a satde do individuo embora ndo sejam
letal (JAMES et al., 2008).

De acordo com os dados obtidos, sugere-se que o extrato testado neste estudo

apresentou baixa toxicidade nas condi¢des avaliadas.

3.2.3. Ensaio de citotoxicidade com hemolise

Em todas as concentragdes estudadas o extrato nebulizado de X. americana L
apresentou uma citotoxicidade equivalente a 25% em relacdo ao controle positivo (TABELA
3), dessa forma nenhuma das concentragdes testadas chegou a ser a concentragdo citotoxica
efetiva 50% (EC50), ou seja que ¢ capaz de hemolisar 50% de uma suspensdo a 4% de
eritrocitos (SCHULZ, et al., 2009).

Sabe-se que muitas plantas medicinais utilizadas pela populacdo na forma de chés e
infusdes ndo sdo suficientemente estudadas quanto a presenga de substancias citotoxicas que
podem causar efeitos adversos e consequentemente danos a saude (BAGANTINI; SILVA;
TEDESCO, 2007). A citotoxicidade de plantas medicinais deve ser considerada um problema
de saude publica, pois efeitos adversos, intoxicacdo e interagdes com outras drogas
comumente ocorrem, o que nao foi observado nesse estudo, mas, algumas plantas utilizadas
apresentaram efeito hemolitico nas concentragcdes que mostraram atividade antimicrobiana

(VEIGA JUNIOR, PINTO E MACIEL, 2008).
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Tabela 3: Ensaio de citotoxicidade. Leitura visual da hemolise das suspensdes de hemaécias
testadas com extratos nebuizado de X. americana. Utilizou-se como referéncia: — (0% de
hemolise), +(25% de hemdlise, ou abaixo de 25%), ++ (50% de hemolise), +++ (75% de
hemolise) e ++++ (100% de hemolise).

Concentracoes
(mg/mL) Absorbancia Intensidade de hemolise

80 0,321 -
70 0,286 N
60 0,252 N
50 0,220 N
40 0,185 N

Liquido de Turk 1,200 Gy

(controle positivo)

3.3. Testes Fitoquimicos

Os compostos fenolicos sdo os principais metabolitos secundarios presentes em X.
americana. O conteudo total destes compostos estdo apresentados na Tabela 4. Estudo
semelhante a este foi realizado por Lamien-Meda et al., (2008), que determinaram a
concentracdo de polifendis e flavonoides dos extratos metanolico (MeOH 70%) e Acetona
(Ac 70%) dos frutos de X. americana. Os autores mostraram que os polifendis apresentaram
de valores de 2230.00 pg/mL + 76.09 (MeOH 70%) e 2086.67 pg/mL + 55.11 (Ac 70%),
enquanto os flavonoides de 30.95 pg/mL + 3.76 (MeOH 70%) e 23.60 pg/mL + 1.75 (Ac
70%). Os estudos fitoquimicos com a casca dessa planta encontrados na literatura foram
apenas qualitativos (OMER e ENILMA, 2003; OGUNLEY e IBITOYE, 2003; GEYID et
al.,2005).

Tabela 4 — Teor de polifendis , flavonoides totais, taninos condensados e saponinas totais do
extrato de X.americana L obtidos por espectroscopia na regido do visivel.

Constituites fitoqupimicos Concentracao pg/mL
Polifendis totais 34,20 + 1,62
Flavonoides totais 10,33 £ 0,44
Taninos condensados 66,68 + 3,88
Saponinas Totais 611,34+14,36
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3.4. Determinacio do Componente quimico majoritario

Na andlise cromatografica preliminar foi observado a presenca do acido galico no
extrato hidroalcolico de X. americana L. ( Fig.1).

Tran Le et al., 2012, verificando a bioatividade de polifendis da Ximenia americana
identificaram pela primeira vez o Acido Galico na casca da X. americana, atribuindo a esse
composto a atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos. Outros estudos
relataram também a presenca do acido galico associado a presenca de polifenois na Ximénia

americana L (BAYER, et al., 2012, OMER & ELNIMA, 2003, JAMES et al., 2007).

3.5. Validacao do método para doseamento de acido galico

A linearidade foi realizada através da injecdo de &cido galico nas seguintes
concentragdes 6, 9, 12, 15 e 18 pg/mL. Assim foi construida uma curva de calibra¢do de onde
obteve uma equagdo da reta de regressdo linear, pelo método dos minimos quadrados e
realizada a analise da adequagdo do modelo proposto. Além disso, calculou-se o coeficiente
de correlagdo linear (1%) que, segundo a resolucdo brasileira 889/2003. (BRASIL, 2003) deve
ser igual ou superior a 0,98 para que se considere a curva analitica adequada. O valor
encontrado para o método proposto foi de 0,9975, apontando uma provavel existéncia de uma

correlagdo linear (Fig. 2).

Figura 1 — Cromatograma do extrato de Ximénia americana L. (A) e do padrdo de acido
galico (B) em 280 nm.
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Figura 2 — Curva de calibracao do padrao de 4cido galico em 271 nm.

600000

y = 24588x - 13526
500000 R?=0,9945

400000 -

300000 -

Area (counts)

200000 -

100000 -

0 s 10 15 20 2
Concentracao (ug/ml)

O coeficiente de correlago () ¢ a fragdo da variancia total de Y que ¢ explicada pela
variagdo em X, ou seja, a propor¢do da variacdo total da area do pico do acido galico que ¢
explicada pela variagao da concentragao da substancia antimicrobiana essa varia¢dao linear
também foi explicada pelo teste da falta de ajuste, apresentando uma valor de teste igual a
3,26 abaixo do valor tabelado (3,34).

Pela analise da curva de calibragdo foi possivel determinar com 95% de confianga, o
limite de deteccdo (LD = 1,22 pg/mL) e o limite de quantificagdo (LQ = 3,82 pg/mL).

A precisdo foi avaliada quanto a repetitividade (precisdo intradia) e precisao
intermediaria (interdias), os valores de desvio padrdo e coeficiente de variagdo foram
considerados para determinacio desse parimetro (Tabela 5). E recomendavel desvio padrio
superior e inferior de 5% ou menos, sendo aceitos valores limites de até 10% como nesse
estudo indicando que o método desenvolvido apresenta boa precisao (U.S. FOOD, 2001).

Para avaliacao da exatidao trés niveis de concentracao, baixo (75%), médio (100%) e
alto (125%), foram utilizados para avaliar a repetitividade e exatiddo dos resultados. Sendo
assim, em relacdo a exatiddo, os valores da recuperacdo estdo de acordo com o critério de
validade: valor médio entre 85 ¢ 115% do valor tedrico (Tabela 6). Dessa forma, o método foi
considerado exato, uma vez que o intervalo de tolerancia, para a concentracdo relativa da
amostra testada no nivel em questdo, estava inserido no limite de + 15% (MONTGOMERY

et. al., 2001; U.S. FOOD., 2001).
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Tabela 5 — Precisdo do padrio de acido galico e do extrato analisados em dois dias

diferentes. DP — Desvio padrdo; CV — Coeficiente de variagdo.

Media (area -counts) DP CV (%)
Acido gélico (12 pg/mL) 362010,70 5302,89 1,46
Extrato (1° dia) 313689,30 55659,20 0,98
Extrato (2° dia) 315059,10 36001,00 0,97

Tabela 6 — Ensaio de recuperagdo de amostras fortificadas com o padrao de acido galico em
trés vives de concentracdo (75, 100 e 125%). CV — Coeficiente de variagdo.

Nivéis 75% 100% 125%
CV (%) 0,46 0,97 1,04
Recuperacio (%) 91,75% 93,07% 87,80%

Para avaliar a robustez do método testaram-se alteragdes nos seguintes fatores da
avaliagdo do acido galico a 12ug /mL : comprimento de onda (280 e 271nm) variagdo da
proporcao da fase mével acido acético a 0,1% (10 e 12%) e a temperatura do forno (variando
+ 5°C entre 30 e 35°C). Todavia, ndo houve variagdes na drea do pico ou no tempo de
retencdo em nenhuma das condi¢des testadas de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7 — Medidas das areas e do tempo de retengdo dos picos no ensaio de robustez para o
doseamento do padrdo de acido galico.

Comprimento de onda  Proporc¢ao da fase-movel Temperatura do forno
(nm) (%) ‘O
271 280 12 10 30 35

Area do pico
354125.4 361524.8 3517319 36866.1 354121.8 348873.1

(counts)

Tempo de
retencio 6.817 6.200 6.182 6.246 6.163 6.152

(min.)

Esses fatores podem influenciar na pressdo interna da coluna cromatografica que por sua vez

influencia no tempo de reten¢do do pico e na sua area, todavia alguns métodos podem ser
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resistentes a essas alteracdes, ndo ocorrendo tanta variacdo em suas respostas (MARQUES et

al., 2013).

CONCLUSAO

X.americana ¢ fonte de fitocomplexos com atividade antbacteriana, principalmente
contra bactérias gram-positivas como o E. faecalis. Além disso, essa planta possui uma
toxicidade e citotoxicidade relativamente baixas além de ser constituido de boas
concentragdes de metabdlitos secundarios. Esses, atuam na formagdo de fitocomplexos
responsaveis pelas suas atividades farmacoldgicas. Um dos seus constituintes que pode atuar
como marcador quimico e/bioldgico ¢ o acido galico que teve seu doseamento validado de
acordo com as especificagdoes dos compéndios oficiais. Dessa forma, X. americana L ¢ fonte
de um vasto potencial farmacolégico e fitoquimico podendo seu extrato ser indicado para
obtencdo de ingrediente ativo com atividade antimicrobiana utilizada em diversas formas

farmacéuticas.
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CAPITULO I

Desenvolvimento e validacdo do doseamento microbiologico de um
novo Ingrediente Ativo Farmacéutico obtido a partir de Ximenia
americana L.

Deysiane Oliveira Brandao; Fernando Jos¢ de Lima Ramos Junior; Laianne Batista Alencar;
Alinne Souza Barbosa , Fernanda Pontes Nobrega; Rener Monteiro Aratijo, Germando Veras,
Ana Claudia Dantas de Medeiros

Resumo

O mercado de produtos fitoterapicos tem crescido em todo mundo, todavia esse aumento nao
tem refletido na qualidade dos fitoterapicos disponiveis a populagdo. No caso da X. americana
L., planta amplamente utilizada pela medicina tradicional como antibacteriano nao existe uma
padronizagdo do seu extrato pela industria farmacéutica local, tornando necessario
investimentos no desenvolvimento de técnicas analiticas ou bioanaliticas para determinagao
poténcia antimicrobiana, entre outros paramétros. Sendo assim, esse trabalho propde
procedimentos para desenvolvimento e validacao do estudo de doseamento de substancias
antibacterianas, por método microbioldgico do extrato nebulizado de X. americana L. O
extrato hidroalcodlico dessa planta foi obtido pelo método de percolagdo e em seguida
nebulizado em Spray dryng. A técnica utilizada para a obtengdo da resposta (halos de
inibi¢do) foi a técnica difusdo em dagar-cilindro, microrganismo revelador utilizado foi o
Enterococcus faecalis (ATCC 29212). Foi obtida uma curva de calibragdo abrangendo as
concentragdes de 10 a 160 mg/mL do extrato seco e do padrdo utilizado (acido gélico). Em
seguida, o doseamento da potencia microbiologica do extrato foi realizado de acordo com o
delineamento 5x1, onde esse processo foi validado de acordo com a Resolu¢do 889/03 da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria, entre outros compéndios oficiais. Os parametros
utilizados para validacdo do método analitico foram linearidade, curva analitica, limite de
deteccao, limite de quantificacdo e robustez. De acordo com a linearidade o método foi
considerado valido, pois apresentou-se exato e preciso nos testes de falta de ajuste, analises de
residuos e teste da significincia da regressdao. Quanto a precisdo e exatidao os testes
apresentaram desvio padrdo e coeficiente de variagdo interdia e intradia dentro dos
recomendados (5 a 10%). O limite de deteccao para o 4acido gélico foi de 1,14 mg/mL e para o
extrato nebulizado de 1,4Img/mL. O limite de quantificagdo também apresentou precisdo e
exatidao ficando dentro dos valores utilizados na curva de calibracao. Quanto a robustez, o
método apresentou-se robusto quanto a variagdo do pH do meio, recomendando a utilizacao
do pH 7,0 para melhor performance do método e quanto a variagdo do tempo de pré
incubacdo, houve variacdo no didmetro dos halos de inibicdo com a variagdo do tempo,
permanecendo halos maiores no tempo de 120 minutos. Com a aplicagdo do método
observou-se que o acido galico na X. americana L. possui uma poténcia em relagdo acido
galico dentro das especificacdes dos compéndios oficiais. No entanto, por se tratar de uma
espécie vegetal, precisa-se tratar com critério a atribui¢do da atividade antimicrobiana total ao
acido galico, levando em consideragdo a presenga de um fitocomplexo presente no vegetal.

Palvras chaves: ameixa, validacdo, difusdo em dagar, Enterococcus faecalis, potencia
microbioldgica.
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1. Introducao

Ingredientes ativos farmacéuticos sdo matérias primas de origem vegetal ou sintética
que possuem uma substancia ou um conjunto de substancia capaz de desenvolver uma agao
farmacoldgica. Nesse contexto, fitoterapicos, sdo entendidos como produtos farmacéuticos
tecnicamente elaborados, constituidos exclusivamente de ingrediente ativo de origem vegetal,
destinados a intervir no organismo animal, com beneficio da saude do usuario e
caracterizados pelo conhecimento e pela manutencdo de sua eficacia, seguranca e
especificagoes técnicas (ANVISA 2006).

O mercado desses produtos tem crescido em todo mundo, todavia esse aumento ndo
tem refletido na qualidade desses medicamentos disponiveis a populagdo, pois sdo grandes as
intervengodes para efetuacdo do controle de qualidade e a comprovacdo de seguranca e eficacia
dos medicamentos fitoterapicos. Isso ocorre devido a complexidade quimica dos derivados de
drogas vegetais (NASCIMENTO et al., 2008; FARIAS et al., 2008). O controle da qualidade
de um produto envolve varias etapas que vao desde a obtencdo da matéria-prima, passando
por todo o processo de producdo, culminando com a analise do produto final. Apesar da
qualidade da matéria prima ndo garantir a eficacia do produto, é fator determinante da mesma
(SOUZA; FERRAO, 2006).

No caso de X. americana L. planta amplamente utilizada pela medicina tradicional
como antibacteriano (MATOS, 2007; MEVY, 2006; MORAIS et al, 2005; SILVA et al. 2012;
CARTAXO, SOUZA E ALBUQUERQUE, 2010), ndo existe uma padronizacdo do seu
extrato pela industria farmacéutica brasileira, tornando necessario ivestimentos no
desenvolvimento de técnicas analiticas ou bioanaliticas para determinagdo de sua estabilidade,
marcador quimico, poténcia antimicrobiana, entre outros. Tran Le et al., 2012, verificando a
bioatividade de polifendis identificaram pela primeira vez o acido gélico na casca da X.
americana, atribuindo a esse composto a atividade antimicrobiana contra diversos
microrganismos.

A poténcia de substancia antimicrobiana pode ser demonstrada sob condig¢des
especificas através de seu efeito inibitorio sobre o crescimento de microrganismo-padrao
sensivel. (UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2013).

A dosagem de antibidticos pode ser determinada por métodos quimicos e fisico-
quimicos, todavia os ensaios microbioldgicos sdo, em geral, os métodos de escolha para

eliminar dividas quanto a perda de atividade, ndo demonstradas pelos métodos quimicos e
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fisico-quimicos. Estes ensaios aplicam-se com frequéncia aqueles antibioticos de origem
biologica, que podem conter misturas de substancias com efeitos sinérgicos, antagdnicos ou
competitivos e cuja poténcia ndo pode ser determinada em termos de composicao quimica,
como no caso dos medicamentos e ingredientes ativos de origem fitoterapica (PINTO,
KANECO E PINTO, 2010; UNITED STATES PHARMACOPEIA, 2013; HEWITT, 1977).
Dessa forma, nos métodos biologicos a poténcia dos antibidticos geralmente ¢ determinada,
comparando-se a dose com a qual se inibe o crescimento de um microrganismo adequado e
susceptivel com a dose da preparacao do antibiotico de referéncia nas mesmas condigoes de
trabalho (LOURENCO; PINTO, 2011).

A Farmacopeia Americana traz recomendacdo quanto a utilizagdo de procedimentos
microbioldgicos, para a determinacdo da poténcia dos antibidticos nas apresentagdes
farmacéuticas. Geralmente sdo empregados dois métodos, o do cilindro em placa e o
turbidimétrico (ESMERINO et al, 2007). O primeiro se baseia na difusdo do antibidtico
contido em um cilindro vertical, através de uma camada de agar solidificado em uma placa de
Petri, em uma extensao tal, que o crescimento do microrganismo agregado se detenha em uma
area circular ou “halo de inibi¢do” ao redor do cilindro que contém a solug¢ao do antibidtico.
Ja o método turbidimétrico se baseia na inibi¢do do crescimento de um cultivo microbiano em
uma solugdo uniforme do antibidtico, em um caldo que favorece o seu rapido crescimento na
auséncia desse farmaco .Varios antibioticos tém os dois métodos descritos nos compéndios
oficiais, apresentando a vantagem de poder ser escolhido o método que melhor se adeque a
uma determinada situacdo (SOLANO et al., 2011).

A determinacao da poténcia antimicrobiana ¢ extremamente importante para o controle
e garantia de qualidade em produtos e preparacdes farmacéuticos, inclusive de drogas
vegetais, sendo assim, € necessario o desenvolvimento de praticas e procedimentos
econdmicos que possa ser aplicado na validagdo e dosagem de drogas (LOURENCO;
PINTO, 2009).

Assim, o objetivo deste trabalho foi desenvolver e realizar o doseamento

microbiolégico de Ximénia americana L, em relagdo ao 4cido gélico.
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2. Materiais e Métodos

2.1 Coleta e aquisicado das amostras

X. americana L foi coletada na regido semidrida do Estado da Paraiba e sua exsicata
foi depositada no Herbario Professor Jayme Coelho de Morais da Universidade Federal da
Paraiba, sob numero de registro EAN-14049. O material vegetal foi seco a 40 °C, pulverizado
em moinho de facas, com granulometria de 10 mesh. O extrato hidroalcodlicos foi preparados
pelo método maceragdo na proporcao de 30:70 (v/v) e em seguida foi submetido a secagem
por nebulizagdo em um Spray Dryer, da marca LabPlant, utilizando 20% de aerosil como

estabilizante farmacotécnico.

2.2 Ensaios de Potencia Antimicrobiana do Acido Galico

2.2.1. Preparacio da amostra e padrao

O extrato nebulizado da X Americana L onde o mesmo foi diluido em
dimetilsulfoxido (DMSO) a 10% nas seguintes concentragdes: 160, 150, 140, 130,120, 110,
100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 20 ¢ 10 mg/mL. O padrao utilizado foi o acido galico, tendo
em vista que a literatura cientifica (OMER & ELNIMA, 2003, JAMES et al., 2007; BAYER,
et al., 2012; TRAN LE et al.,2012) relata que essa substancia estd presente nas cascas de
Ximénia americana L. Sendo assim, o acido galico foi diluido em DMSO a 10% nas mesmas

concetragdes do extrato nebulizado.

2.2.2. Cepas Microbianas

Para avaliagdo da poténcia antimicrobiana do extrato nebulizado da X. americana L.
foi utilizada cepa padrdao American Type Culture Collection (ATCC) de Enterococcus faecalis

(29212), fornecido pela Fundag¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), a qual mostrou-se sensivel, em

estudos anteriores deste grupo, ao extrato dessa planta.
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2.2.3 Preparacio da Suspensio Microbiana e técnica difusido em agar

O indculo bacteriano foi padronizado em espectrofotometro com comprimento de
onda de 625 nm, na absorbancia de 0,08 a 0,1 a qual ¢ equivalente a 10° UF C/mL, conforme
preconizado no Clinical and Laboratory Standards Institute procedures (CLSI) (2009). Foi
utilizado o meio Mueller-Hinton para as andlises necessarias. O ensaio foi realizado pela
técnica de difusao em agar, método do cilindro, conforme descrito na Farmacopeia Brasileira,
V edicao (2010).

Foi produzida uma camada base através da adicdo de 25 mL de meio de cultura
fundido nas placas de Petri (120 x 30 mm). Apods o endurecimento do agar, foi preparada a
camada de superficie, adicionando 1 mL do inoculo previamente determinado, para 100 mL
de meio de cultura que sera fundido e resfriado entre 48 a 50 °C. Adicionou-se 15 mL meio de
superficie na placa de petri contendo o meio base. Apoés o endurecimento do meio de
superficie colocou-se cilindros de aco inoxidavel, nos quais foram adicionados 100 pL da
solugdo teste do extrato e/ou do padrao de referéncia (acido galico). As placas foram deixadas
por uma hora em temperatura ambiente e depois incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C +
0,5, durante um periodo de 24 horas. Apos este periodo foi realizada a leitura dos testes dos

halos de inibigdo, ao redor do cilindro, com o auxilio de um paquimetro digital.

2.3. Construcao da Curva de Calibracao

Para a constru¢do da curva de calibragdo foram preparadas concentracdes descritas no
topico 2.2.1 do extrato da X. americana L. denominados de A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8,
A9, A10,All e A12, A13 e A14. Foram também testadas as mesmas concentragdes do padrao
(4cido galico), denominados de P1, P2, P3, P4, P5, P6, P7, P§, P9, P10, P11 e P12, P13 e P14.
Para cada concentracdo da amostra e do padrao foram preparadas placas em triplicata com
quatro cilindros em cada placa, obtendo assim um nimero de réplicas igual a nove (n = 9)
para a substancia teste, assim como para o padrao.

Com as medidas dos halos em milimetros, foi tracado um gréfico, onde o eixo das
abscissas representa a concentragdo da substancia teste e o eixo das ordenadas representa a
medida dos halos de inibi¢do. Esse grafico foi utilizado como referéncia para se determinar a
poténcia antimicrobiana dos extratos nebulizados em relagdo ao padrdo de referéncia

utilizado.
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e Correcao do Fator de Calibracao

Para determinacdo da Poténcia apdés a validagdo do método escolheu-se o
delineamento 5x1, o qual é recomendado quando se tem diversas amostras ou uma quantidade
grande de concentragdes da mesma amostra. Nesse tipo de estudo, quatro concentragdes da
amostra sao analisadas e uma concentracdo do padrdo, essa concentragao do padrao precisa
estar no ponto médio das concentragdes da amostra. (PINTO, KANECO E PINTO, 2010).

Para o ensaio de difusdo em agar (blocos incompletos) recomenda-se utilizar um fator
de corre¢cdo para minimizar diferengas entre placas. Sendo assim, repetiu-se a técnica de
difusdo, empregando fator de correcdo da solu¢do do padrdo de referéncia P4, ou seja, a
concentragdo de 40 mg/mL do 4cido galico. Além disso, foram escolhidas quatro
concentragdes da amostra teste, onde a concentragdo do padrao (40 mg/mL), foi considerada
como o ponto central. Dessa forma, escolheu-se as concentragdes de 160, 80, 20, 10 mg/mL
do extrato nebulizado. Foram colocados em cada placa seis cilindros, onde trés foram
preenchidos com a amostra teste nas, concentracdes correspondentes, e trés com a
concentragdo do padrao de 40mg/mL, em posicdes alternadas, de acordo com a representagao
da Figura 1. Dessa forma, no final do ensaio obteve-se 12 medidas de halo de inibi¢cdo para

cada concentragao e 36 para o de referéncia.

Figura 1: Disposi¢ao dos cilindros na placa, para obten¢do do fator de correcgao.

A= amostra; P7= concentragdo do Acido Galico na concentragio de 40 mg/mL

Com esse resultado foi determinada a resposta da menor dose (L) e a resposta da

maior dose (H), em relagdo a resposta do padrdo utilizado, através do seguintes calculos
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abaixo indicados pela Farmacopeia Brasileira, V edi¢do, (2010) adaptado por Pinto, 2010, no
quel a dose menor estabelecida deverd fornecer como resposta um halo de inibigdo maior que
L, e doses acima da dose correspondente de H fornecera a respostas equivalentes,

independente do aumento da dose.

Resposta em baixa dose (L): Resposta em alta dose (H):

L=3+(1C+[2+2C]+3C-%) H=3+(5C+[2+4C] +3C -3

Onde:1c= M¢édia dos halos obtido da menor concentragao;
2¢= Média dos halos obtidos da segunda menor concentragao;
3c= Média do padrao utilizado (4cido galico);
4c= Média dos halos obtidos da segunda maior concentragao;
5c=M¢édia dos halos obtidos da maior concentracao.

2.4. Validacao do Método de difusdo em agar

A validagao foi realizada de acordo com os critérios estabelecidos pela Resolugdo RE
n® 899, de 29 de maio de 2003 da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
Official Methods of Analysis of AOAC International (AOAC INTERNATIONAL, 1995) e
International Conference on Harmonization (ICH, 1995), através da determinagdo dos
parametros de limite de quantificagdo, limite de detecgdo, linearidade, exatidao, precisao e

robustez.
2.4.1. Linearidade

Para cada curva analitica foi obtida a equagdo da reta de regressao linear pelo método
dos minimos quadrados e realizada a andlise da adequacao do modelo proposto. Além disso,
calculou-se o coeficiente de correlagdo linear (r) que, segundo a resolugdo brasileira (RDC
889/03) deve ser igual ou superior a 0,98 para considerar a curva analitica adequada. Além
disso, foi realizado o teste da falta de ajuste, o teste de significncia da regressao e analise dos

residuos.
2.4.2. Precisao e Exatidao
Trés niveis de concentracao foram utilizados para avaliar a repetitividade e exatidao

dos resultados.
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Solugdes do padrio e da amostra foram preparadas em DMSO (10%), nas
concentragdes: 10, 20, 40 mg/mL para a avaliacdo do nivel a 50 % do valor real; 20, 40 e 80
mg/mL para o nivel a 100 % e 40, 80 e 160 mg/mL para o nivel de 150 %.

Para cada uma das trés faixas de concentracdo foram preparadas quatro séries de
solugoes, realizando desta forma, quatro doseamentos a cada nivel, sendo realizados dois
experimentos em um unico dia e mais trés experimentos em dias diferentes, avaliando assim a
precisdo intermedidria e a exatidao intradia e interdia.

Para cada doseamento foram empregadas trés placas, sendo que em cada placa foram
adicionadas as trés solugdes da série padrdo e as trés da série teste, de acordo com a Figura 2,
caracterizando um bloco completo. Dessa forma, a precisdo foi avaliada através da
determinagdo do desvio padrdo e do coeficiente de variagdo, entre as diferentes concentragdes

do padrao e da amostra.

Figura 2: Disposicao dos cilindros na placa, para obtencdo da precisdo e exatidao.

Abl1, Ab2 e Ab3= 17 2% e 3 concentra¢do da amostra no nivel baixo, respectivamente; Aml, Am2 e Am3= 17, 2%
e 3% concentragdo da amostra no nivel médio, respectivamente; Aal, Aa2 e Aa3= 1% 2* e 3 concentragdo da
amostra no nivel alto respectivamente; Pb1, Pb2 e Pb3= 1%, 2% ¢ 3? concentragdo do acido galico no nivel baixo,
respectivamente; Pal, Pa2 e Pa3= 1% 2% ¢ 3? concentragdo do acido galico no nivel médio, respectivamente;
Pal, Pa2 e Pa3= 1% 2% e 3* concentracdo do acido galico no nivel alto, respectivamente.
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Os resultados obtidos foram utilizados para avaliacdo tanto da exatiddo, quanto da
precisdo intradia e interdia do método. A poténcia média do acido galico em cada nivel (50,
100 e 150 %) e o desvio padrdo foram calculados (n = 3). O valor do desvio padrdo do
doseamento de antibidtico em cada nivel deve ser no maximo 15 % e o valor médio da
poténcia deve estar entre 85 e 115 % (BRASIL., 2003; U.S. FOOD, 2001).

Para efetuagdo dos calculos de poténcia, utilizou-se as seguintes expressoes

matematicas (LOURENCO, 2006, SOLANO, 2008, PINTO, KANECO E PINTO, 2010).

Diferenca entre as doses (E):

1
E = > (3Pc — 1Pc)

Onde: 3Pc= 3" concentracdo do padrao.

1Pc= 1% concentracdo do padrao.

Diferenca entre as preparacoes da menor resposta da amostra e do padrio:
F=L-2Pc
Onde: L= menor resposta calculada da amostra

2 Pc = 2% concentrag¢do do padrao.

Razao Logaritma das doses (I):

_3Pc 4 2Pc
~ 2Pc  1PC
I =logR
Inclinacdo da Curva (b):
b= E
T
Potencia da amostra (P):
P al 100
= —x
b

2.4.3. Limite de deteccao

O limite de deteccdo ¢ a menor concentracdo do analito, que € possivel detectar pelo
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método. Assim, foram preparadas placas com solucdes de acido gélico nas concentragdes de
10, 20, 30 e 40 mg/mL e do extrato nebulizador nas mesmas concentracdes. Além disso,
placas com cilindros contendo o diluente (DMSO 10 %) sem o extrato e a solu¢do padrdo de
referéncia a 40 mg/mL também foram preparadas a fim de se comparar a média dos
diametros dos halos do diluente para determinacdo do limite de deteccdo. Além disso

calculou-se o limite de deteccdo também pela curva de calibragdo.

2.4.4. Limite de quantificacido

Utilizou-se a curva de calibragdo do topico 2.3.1, para determinagdo do limite de
quantificagdo, que ¢ a menor concentragao que pode ser quantificada com exatidao e precisao.
Dois procedimentos foram realizados: no mesmo dia e em trés em dias diferentes; e
foram calculados o desvio padrao e coeficiente de variacdo para determinagdo da exatidao e

precisao.

2.4.5. Robustez

Os resultados dos métodos analiticos podem variar por uma série de fatores, o que
afetaria a sua reprodutibilidade. Assim, deve-se avaliar a robustez do método, isto €, a sua
capacidade em resistir a pequenas variagdes (EMER, JOHN e MILLER, 2005).

A robustez do método foi avaliada de acordo com a variagdo do pH do meio e variagdo

do tempo de pré-incubagdo.

2.4.5.1. pH do meio

O agar Muller Hinton (HIMEDIA- M173-500G) foi preparado conforme descrito pelo
fabricante, porém no lugar de se utilizar o pH 7,2, foi ajustado para 6,0, para verificar
crescimento microbiano e consequentemente a medicao dos halos de inibi¢do em meio acido.
Também foi testado o MH com o pH ajustado para 8,0 com hidroxido de sédio a 1 mol/L afim
de ver o mesmo processo descrito acima em meio basico. Esse meio foi utilizado como
camadas base (25,0 mL) e superficie (15,0 mL) em placas, nas quais foram adicionadas as
solucdes do padrao e da amostra em nas concentragoes de 70, 60, 50, 40, 30, 20, e 10 mg/mL.

A distribui¢do das solucdes nas placas foi realizada de acordo com o item 2.2.3.
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2.4.5.2. Tempo de pré-incubacio

Houve uma variacao no tempo de repouso das placas antes de serem colocadas na
estufa, ou seja, variagdo no tempo de pré-incubagao. Dessa forma, as placas foram colocadas
na estufa com 30, 60 e 120 minutos apods, o término das andlise. Foram utilizadas as mesmas
concentragdes do item 2.3.5.1. O periodo de incubagdo de 120 minutos foi utilizado como

controle para comparagdo entre as curvas.

2.5. Calculo da poténcia pelo delineamento 5x1

Depois do método validado, foi calculada a poténcia do &cido géalico na amostra em
relacdo ao padrdo. Para efetuacdo do cdalculo de poténcia do acido gilico no extrato
nebulizado de Ximénia Americana L, utilizou-se as seguintes expressdes matematicas:

(LOURENCO, 2006, SOLANO, 2008, PINTO, KANECO E PINTO, 2010).

e Delineamento 5x1

Correcao dos pontos individuais da curva:

1* Concentragao corrigida (1Pc).
1Pc = P1 + (3Pc — 3Pp1)
Onde: P1= Média dos halos de inibi¢do da concentracdo 1 do padrao (10mg/mL);
3Pc = 3? concentragdo corrigida do padrao;
3Pp1=M¢édia dos halos de inibi¢cdo da 3 concentragdo (padrdo a 40mg/mL), na

placa correspondente ao ensaio da 1* concentragdao do padrao.

2% Concentraciao corrigida (1Pc).
2Pc = P2+ (3Pc — 3Pp2)
Onde: P2= Média dos halos de inibi¢do na concentracdo 2 do padrdo (20 mg/mL);
3Pc = 3* concentragao corrigida do padrao;
3Pp2= M¢édia dos halos de inibicao da 3* concentrag¢ao (padrdao a 40mg/mL) na

placa correspondente ao ensaio da 2* concentragao.
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3? Concentracao corrigida (3Pc).
1
3Pc = 2 * (3Ppl + 3Pp2 + 3Pp4 + 3Pp5)

Onde: 3Ppl= Média dos halos de inibicao da 3* concentragdo do padrio na placa, que
corresponde ao ensaio da 1* concentragdo. (10mg/mL);

3Pp2= M¢édia dos halos de inibicao da 3* concentragdo do padrao na placa, que
corresponde ao ensaio da 2% concentragdo. (20mg/mL);

3Pp4= Média dos halos de inibi¢cdo da 3* concentracao do padrdo na placa, que
corresponde ao ensaio da 4* concentra¢do.(40mg/mL);

3PpS = Média dos halos de inibi¢ao da 3* concentragao do padrdo na placa, que

correspondeao ensaio da 5* concentragdo. (80 mg/mL).

4* Concentracio corrigida (4Pc)
4Pc = P4 + (3Pc — 3Pp4)
Onde: P4= Média dos halos de inibi¢do na concentragdo 4 do padrdo (80 mg/mL).
3Pc = 3% concentragao corrigida
3Pp4= Média dos halos de inibi¢do da 3* concentragdo (padrdo a 40 mg/mL)

na placa correspondente ao ensaio da 4* concentragao.

5% Concentracio corrigida (5Pc)
5Pc = P2 + (3Pc — 3Pp5)
Onde: P5= Média dos halos de inibi¢dao na concentragao 5 do padrdo (160 mg/mL);
3Pc = 3* concentragdo corrigida;
3PpS= M¢édia dos halos de inibigdo da 3* concentra¢do na placa (padrdo a

40mg/mL) correspondente ao ensaio da 5* concentracao.

Diferenca entre as doses (E):

1
E=E*(2*5Pc+4Pc+2PC—2*1PC)
Diferenca entre as preparacdes da menor resposta da amostra Amostra (L) e do padrao:
F=1L-3Pc
Onde: L= menor resposta calculada da amostra.
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Razao das doses (R):

5Pc _ 4Pc _ 3Pc N 2Pc
4Pc  3Pc 2Pc 1PC

Razao logaritmica da razao entre as doses (I)

I =logR

Inclinagdo da Curva (b):

~| =3

Poténcia da amostra (P)

P F 100
= —x
b

Para efetuagdo dos célculos foram realizados ensaios utilizando as concentragdes de
10, 20, 40, 80 e 160 mg/mL, na qual a concentracdo de 40 mg/mL se refere ao ponto central

da curva de calibracao e a concentracdo do padrao no delineamento 5x1.
3. RESULTADOS E DISCUSSOES
3.1. Correcao do Fator de Calibracao

Com base nas equagdes 1 e 2 apresentadas no item 2.3.2, foram calculados a menor
(L) e maior (H) resposta da amostra, em relagdo a concentracdo do padrdo. Com base na
equacdo da reta da amostra (y = 0,0534x + 10,059) do primeiro dia foram calculadas as

concentragdes (x) correspondentes a menor e maior respostas (y) (TABELA 1).

Tabela 1. Valores calculados de L e H e das doses correspondentes da amostra em relagdo ao
padrao.

Concentracao
Respostas Halos de inibicao (y)
correspondente (x)
Menor (L) 11,89 mm 34,28 mg/mL
Maior (H) 17,44 mm 138,22 mg/mL
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Observa-se que a menor resposta (L) estd incluida entre as concentragdes da curva de
calibragdo. Isso significa que acima da concentracdo de 34,28 mg/mL, a amostra ja tem uma
eficacia em relagdo a resposta do padrdo. No caso da maior resposta (H), essa ndo esta
incluida na curva de calibragdo, mostrando assim que todas as concentra¢des da curva de
calibragdo apresentam uma resposta dependente da concentragdo (PINTO, KANECO E
PINTO, 2010).

3.2. Analise da Curva de Calibracio e verificacio da linearidade

Pelo teste da falta de ajuste, teste da significancia da regressdao e observacao do
coeficiente de linearidade, percebe-se que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais
a concentragdo do analito na amostra, dentro de um intervalo especificado. Dessa forma, o
modelo possui linearidade e o termo curva analitica (linearidade) foi aqui adotado como um

parametro de validagdo. (Fig.3)

Figura 3: Curvas de calibragdo obtidas com o padrao e a amostra.
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Foram obtidas cinco curvas analiticas, sendo duas no mesmo dia (avaliagdo intradia) e
as demais em dias diferentes (avaliagdo interdias). O modelo linear foi adequado para as cinco
curvas apresentando normalidade, independéncia dos residuos (homoscedasticidade)
significativos e desvio de linearidade (regressao) nao significativa (ERMER, JOHN e
MILLER, 2005). As cinco retas apresentaram coeficiente de correlagdo (r) superior ou igual a
0,98, conforme critério estabelecido pela resolucdo brasileira (BRASIL, 2003) (TABELA 2 ).

As duas retas obtidas no ensaio intradia foram comparadas e as diferencas entre os
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coeficientes linear e angular ndo foram significativas. Resultado equivalente foi verificado
quando a comparagdo foi realizada entre as cinco retas obtidas nos quatro dias de ensaio e
entre o padrao e a amostra com doze repeti¢des (N), verificando assim o paralelismo entre as
retas (ERMER, JOHN e MILLER, 2005). (TABELA 2 E 3)

O coeficiente de determinacdo (1°) ¢é a fracdo da varidncia total de y que ¢ explicada
pela variagdo em X, ou seja, a propor¢ao da variacao total do didmetro dos halos de inibi¢ao
que ¢ explicada pela variagao da concentragao da substancia antimicrobiana . Desta forma, um
valor de 1* igual a 0,9996 (para o padrio ) e 0,9988 (para a amostra) do primeiro dia, significa
que 99,96 % e 99,88% da variabilidade do diametro dos halos de inibigdo ¢ explicada pela
concentragdo do acido galico padrao e do acido galico na X. américana L, respectivamente

(MONTGOMERY et. al., 2001).

Tabela 2. Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagao - b, e coeficiente de
determinacio - ) para o padrio do 4cido galico na faixa de 10 a 160 mg/mL.

Coeficiente de

Retas ﬁﬁfﬁ“}ﬁ? glfgefl;‘:'(‘;e) deter?rlzi;lagﬁo N
1° Dia A 0,0664 10,549 0,9996 12
1°Dia B 0,0664 10,546 0,9996 12

2° Dia 0,0664 10,550 0,9995 12

3° Dia 0,0663 10,548 0,9997 12

4° Dia 0,0662 10,557 0,9997 12
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Tabela 3. Parametros de curva analitica (intercepto - a, inclinagdo - b, e coeficiente de
determinagdo - r’) para a amostra (extrato nebulizado da X. americana L) na faixa de 10 a 160
mg/mL.

Coeficiente de

Retas (iﬁfgc:z;e glfgeli;il;ifl(llt)e) deterg.lzi;lagzﬁo N
1° Dia A 0,0534 10,059 0,9988 12
1° Dia B 0,0532 10,102 0,9984 12

2° Dia 0,0539 10,068 0,9983 12

3° Dia 0,0538 10,071 0,9979 12

4 Dia 0,0537 10,074 0,9978 12

A normalidade e independéncia de residuos (homoscedasticidade) sdo requisitos
necessarios para que o método dos minimos quadrados seja empregado na andlise de
regressao linear (SOLANO, 2008). Portanto, se algum deles estiverem fora dos limites de
controle limita o0 método de ajuste. Dessa forma, os resultados do estudo dos parametros do
modelo linear construido apresentaram para os residuos uma distribuicdo normal e sem
dependéncia entre os mesmos (Figuras 4 e 5), a regressdo foi adequada para representar a
atividade do acido galico padrao frente a E. faecalis, assim como do acido géalico no extrato
de X. americana L.

Figura 4: Graficos dos Residuos para o padrdo de Acido Galico
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Figura 5: Graficos dos Residuos para o Extrato nebulizado
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3.3.Precisio e Exatidao

A precisao foi avaliada quanto a repetitividade (precisdo intradia) e precisao
intermediaria (interdias), assim como a exatiddao. A exatiddo pode ser vista como composta
pela veracidade (trueness)-(bias) e pela precisdo (desvio padrdo) como demonstrados na
Tabela 4. Desta forma, pode ser considerada como a estimativa do erro total do processo
analitico. A veracidade esta relacionada com os erros sistemdaticos do procedimento analitico e
em alguns casos ¢ referenciada como exatidao. (ROZET et al.,2007, HUBERT 2007).

E recomendével desvio padrdo menor do que 5 % em relagdo a poténcia calculada,
sendo aceitos valores limites de até 10 %, indicando que o método desenvolvido apresenta
precisdo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Em relagio a exatiddo intradia e interdias,
os valores médios de poténcia estdo de acordo com o critério de validade: valor médio da
poténcia entre 85 e 115 % do valor tedrico. Dessa forma, o método foi considerado exato,
uma vez que o intervalo de tolerancia para a concentracdo da amostra no nivel em questdao
estava inserido no limite de + 15 % (variagdo maxima permitida para avaliagdo da exatidao

segundo resolucao brasileira e guia do FDA) (BRASIL, 2003; U.S. FOOD., 2001).
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Tabela 4. Valores de poténcias percentuais, intervalo de confianga a 95%, poténcias médias e
desvio padrdo para precisao e exatidao intra e inter-dias da amostra em trés diferentes niveis
de concentragao.

Analises Poténcia e intervalo de confianca a 95 % (%)
50 % 100 % 150 %
1°dia A 50,30 101,00 151,10
1°dia B 50,28 101,51 152,80
2°dia 51,51 101,50 151,46
3° dia 50,75 100,75 150,22
4° dia 50,45 101,96 151,79
Média 50,59 101,34 151,35
Desvio padrao 5,15 4,75 9,44
Coef. de variacao 1,010 0,468 0,623

3.4. Limite de deteccao

Foi calculada na andlise deste item a média corrigida do diametro dos halos de
inibicao para as diferentes solugdes, inclusive o branco (solvente-DMSO a 10%). Verificou-se
que a diferenca entre essas médias foi significativa e a menor concentragdo do acido galico no
extrato que produziu halos de didmetro maior que o obtido com o diluente (DMSO 10 %), isto
¢, apresentou atividade antimicrobiana detectavel pelo método foi igual a 10 mg/mL visto que
o diluente ndo apresentou atividade antimicrobiana. Portanto, a concentracao de 10 mg/mL foi
determinada como limite de deteccdo do método desenvolvido. Pela curva de calibragao,
calculou-se o limite de deteccao, sendo esse igual a 1,14 mg/mL para o 4cido galico (padrdo)

e de 1,41 para o extrato nebulizado analisado.

3.5. Limite de quantificacido

Como demonstrado na tabela 5, foram calculados o limite de quantificacdo pela curva
de calibragdo intradias e interdias além do desvio padrdo e coeficiente de variagdo. Dessa
forma, observa-se que o acido galico padrao apresenta um menor LQ do que a amostra. Esse

valor € o esperado ja que na amostra ndo possui apenas o acido gélico puro, mais sim uma
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variedade de compostos quimicos, por isso, precisa-se de uma maior concentragdo do extrato

para obter a mesma resposta do padrao (LOUSADA, et al., 2012).

Tabela 5. Valores do limite de quantificacdo, desvio padrio e coeficiente de variagdo
calculado intradia e interdias.

Analises Amostra Padrao
1°dia A 4,320 3,478
1°dia B 4,343 3,477
2° dia 4,284 3,480
3°dia 4,293 3,483
4° dia 4,298 3,488
Desvio padriao 0,023 0,004
Coeficiente de variaciao 0,552 0,127

3.6. Robustez

A literatura cientifica relata que no doseamento microbioldégico podem ocorrer
variacoes de pH do meio de cultura e variacdo do tempo de pré-incubacdo podem alterar o
diametro do halo de inibigcao (HEWITT, 2007; KAVANAGH, 1979, SOLANO, 2008). Desta

forma, testaram-se alteracdes nesses fatores.

3.6.1. pH do meio de cultura

Nas placas preparadas com agar Mueller-Hinton(MH) pH 6,0 foram observados halos
menos nitidos devido ao crescimento escasso do microrganismo teste. No entanto, foi possivel
medir o seu didmetro. Em relacdo as placas com dgar MH pH 8,0 o microrganismo apresentou
um crescimento mais abundante quando comparado com MH pH 7,0 e 6,0, tornando os halos
mais bem definidos. Todavia, as médias dos halos foram a mesmas para todos os casos,
embora que para melhor performance do método o pH deve ser ajustado para 7,0.

(LOURENCO et al, 2011).
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3.6.2. Variacio do tempo de pré- incubagio

Quanto a variagdo do tempo de pré-incubagao das placas percebeu-se de acordo com a
tabela 6 que houve uma variagdo na média dos diametros dos halos de inibi¢do para todas as
concentragoes.

O tempo de pré-incubagdo ¢ o tempo que as placas ficam em repouso apos a
distribuicao da substancia teste no reservatorio (cilindros). Esse tempo permite a difusao das
substancias antes do inicio do desenvolvimento dos microrganismos. Dessa forma, ocorrendo
uma variagdo nesse tempo, ocorre também uma variacdo da atividade antimicrobiana, como
ocorreu nos tempos de 30 e 60 minutos. Isso ocorre devido ao fato de ndo ter completado o
processo de difusdo do liquido teste antes do crescimento microbiano (ALVES et al., 2008). A
Farmacopeia brasileira V edi¢do (2010) recomenda o tempo de pré-incubagdo de 120 minutos,

j& que a maioria dos liquidos obedecem a esse tempo para sua difusdo total.

Tabela 6. Médias dos halos de inibi¢do (mm) obtidos com diferentes tempo de incubagio.

Concentracao

(mg/mL) Amostra Padrao

30 min 60 min 120 min| DP | CV |30 min 60 min 120 min| DP | CV

70 1279 13,05 13,82 0,535[4,051| 14,07 14,55 15,19 |0,561|3,8477
60 1233 12,97 1329 |0,488(3,800| 13,25 14,12 14,53 0,653 | 4,679
50 11,94 12,34 12,76 |0,410(3,321| 13,12 1339 13,86 [0,374| 2,782
40 1165 11,97 12,22 10,285(2,391| 12,03 12,89 13,20 [ 0,606 | 4,770
30 1L,17 11,42 11,69 |0,260(2,275| 11,96 12,19 12,54 0,292 2,388
20 10,77 11,02 11,16 |0,197|1,798| 11,23 11,56 11,87 {0,320 2,770

10 10,09 10, 25 10,63 |0,277|2,686| 10,69 11, 18 11,21 0,291 | 2,649

Legenda> DP: desvio padrao; CV: coeficiente de variacao.
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3.7. Calculos de Poténcia

Depois da validacao do método, calculou-se a poténcia do acido galico na amostra em
relagdo ao padrao pelo delineamento 5x1 de acordo com item 2.3.6, sendo esse valor igual a
94,63 %. Esse resultado esta de acordo com as especificacdes vigentes que permitem uma

variacao de 85 a 115 % (BRASIL, 2003).

4. CONCLUSAO

Os resultados indicam que o ensaio microbioldgico do método difusdo em éagar pel
técnica do cilindro oferecem boa precisdao, exatiddo, bem como uma curva de calibragdo
apropriada no intervalo de concentragdo de 10 a 160 mg/mL, sendo efetivo para estabelecer a
poténcia antimicrobiana da planta em relagao a padrao acido galico

Com a aplicacdo do método observou-se que o extrato nebulizador de X. americana L.
possui uma poténcia, em relagdo ao padrao, dentro das especificagdes descritas nos
compéndios oficiais. No entanto, por se tratar de uma espécie vegetal, precisa-se tratar com
critério a atribuicdo da atividade antimicrobiana total ao dacido galico, levando em

consideragdo a presenga de um fitocomplexo presente no vegetal.
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Estudo de uma formulacio candidata a medicacio intracanal a
partir de Labdem —1A37

Deysiane Oliveira Brandao; Cleildo Pereira Santana; Felipe Hugo Alencar Fernandes; Ana
Claudia Dantas de Medeiros

RESUMO

O tratamento endoddntico consiste na retirada da polpao dentaria, todavia, os microrganismos
que causam infecgdes nessa regido podem sobreviver as sessdes de retirada da polpa, e
quando isso ocorre, a medicagdo intracanal ¢ aconselhada com o objetivo de eliminar esses
microrganismos. Todavia, ndo existe um formulagdo totalmente eficaz, sendo necessaria a
pesquisa de novas medicacdes a partir de plantas. Porém todo fitoterdpico, assim como todo
farmaco possui caractéristicas quimicas e fisicas importantes que precisam ser estudadas antes
de sua incorporagdo em um veiculo farmacéutico, surge entdo a importancia dos estudos de
pré formulagdo. Dessa forma, realizou-se um estudo de pré-formulagao do Extrato Labdem-
[A37 utilizando analises termoanadliticas e espectroscopia no infravermelho, tendo em vista a
formulagcdo de uma pasta intracanal a partir do extrato nebulizado dessa planta. O extrato
hidroalcoodlico dessa planta foi obtido pelo método de percolagdo e em seguida nebulizado em
Spray dryng. Foram produzidas misturas binarias entre os extratos nebulizados e os
excipientes farmacéuticos antissépticos, diluentes e emolientes que sdo utilizados na produgao
de uma pasta intracanal. O estudo de pré formulacdo foi realizado através de técnicas
termoanaliticas (termogravimetria-TG e calorimetria exploratéria diferencial- DSC) e
espectroscopia na regido do infravermelho visando avaliar a incompatibilidade ingrediente-
ativo/excipiente. Nas analises térmicas os excipientes flavolizantes 1 e 2, diluente 4 e
emolientes 1 e 2 mostraram incompativeis com o extrato todavia as analises na espectroscopia
na regido do infravermelho mostraram que essas incompatibilidades nao apresentaram muita
intensidade. Dessa forma, percebe-se que tanto as andlises termoanaliticas quanto a
espectroscopia no infravermelho sdo técnicas que constituem uma boa ferramenta para
caracterizagao do ingrediente ativo farmacéutico obtido a partir do extrato do extrato Labdem-
[A37, assim como para estudos de pré-formulacdo com os excipientes utilizados no
desenvolvimento de uma pasta intracanal de uso endodontico.

Palavras chaves: pré-formulacdo, fitoterdpicos, tratamento endodontico, andlise térmica,

espectroscopia.
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1. Introducao

Infeccdes endodonticas sdo alteragdes que ocorrem na polpa dentdria, devido a
proliferacdo bacteriana neste local. O tratamento endoddntico consiste na retirada dessa
constituicdo dentaria, todavia, os microrganismos que causam infec¢des nessa regiao podem
sobreviver as sessoes de retirada da polpa, e quando isso ocorre, a medicagdo intracanal ¢
aconselhada com o objetivo de eliminar esses microrganismos, controlando assim, os
processos infecciosos e inflamatdrios que possam surgir nessa regido (RAMOS et al., 2012).

Para uma maior eficiéncia do tratamento endodontico € necessario que a medicagao
utilizada nesse processo possua algumas particularidades, entre essas, ndo ter efeito irritativo
aos tecidos periapicais, ter uma boa adesdo as paredes do canal, possuir uma boa absor¢ao
local, possuir propriedades antimicrobianas, ser de facil manipulacdo, ter caracteristicas
organolépticas satisfatorias e possuir baixo custo. Todavia, ate o momento nenhum
medicamento com todas essas caracteristicas foi formulado. Sendo assim, a descoberta de
novos compostos bioativos, é de grande importancia para a odontologia, pois infeccdes na
cavidade bucal sdo frequentes, sendo o Enterococcus faecalis, principal microrganismo
envolvido neste tipo de infec¢bes (SILVEIRA et al., 2011; RAMOS et al., 2012).

O extrato Labdem-IA37 demonstra atividade antimicrobiana e contém compostos
bioativos, que poderdo ser utilizados como substincias alternativas para o tratamento
endodontico, principalmente em E. faecalis. Dessa forma a incorporagdao do Labdem-1A37,
em formulagdes para uso endodontico pode ser util na eliminacdo e/ou diminui¢do da carga
bacteriana nestas infeccoes.

Porém todo fitoterdpico, assim como todo firmaco possui caractéristicas quimicas e
fisicas importantes que precisam ser estudadas antes de sua incorporacdo em uma formulagao.
E, os, eestudos de uma formulacdo candidata sdo conduzidos a fim permitir a deteccdo de
mudangas quimicas nos compostos de uma formulacdo, mesmo a niveis muito baixos. Nesta
fase do desenvolvimento farmacotécnico, ¢ fundamental a avaliagdo da compatibilidade entre
droga e excipientes. Isto porque interagdes podem afetar a natureza quimica da composicao,
consequentemente sua seguranga e eficacia (TITA et al., 2011). Esses estudos ajudam na
seleccdo de excipientes que aumentam a probabilidade do desenvolvimento de uma forma de
dosagem mais estavel. Em particular, aquelas pouco soluveis e que possuem baixa
disponibilidade (MOYANO et al., 2010).

Com base nisso, a andlise térmica oferece vantagens significativas na realizag¢do destes
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estudos, devido a economia de tempo e a baixa quantidade de amostra utilizada neste ensaio,
0 que torna possivel detectar o grau de compatibilidade/ incompatibilidade diretamente na
mistura fisica (farmaco/excipiente), evitando o demorado processo de analise por outra
técnica analitica (BRUNI et al., 2010).

Sao extensas as aplicacdes da analise térmica na industria farmacéutica em torno da
investigacdo fisico-quimica de produtos. Por isso, tem sido extensivamente utilizada como
ferramenta analitica confiavel e essencial para o controle da qualidade e desenvolvimento de
novas formulag¢des farmacéuticas, bem como para o estudo da estabilidade, compatibilidade e
das possiveis interagdes entre farmacos e excipientes (ALVES et al., 2011).

As andlises em infravermelho além de fornecer caracteristicas estruturais do material
ativo, também auxiliam na selecdo de componentes da formulagdo, na qual as caracteristicas
quimicas de cada excipiente podem ser avaliadas isoladamente e/ou misturando com os
componentes da formulagio (SILVA JUNIOR, 2006; NUNES et al., 2009;ALVES, 2011).

Assim, o objetivo deste trabalho foi realizar o estudo de uma medicagdo intracanal, a

partir do extrato Labdem-I1A37.

2. Material e Métodos

2.1 Obtencao do extrato

A planta foi coletada na regido semiéarida do Estado da Paraiba. O material vegetal foi
seco a 40 °C e pulverizado em moinho de facas, com granulometria de 10 mesh. O extrato
hidroalcolico foi preparado pelo método maceragdo e em seguida foi submetido a secagem
por nebulizagdo em um aparelho Spray Dryer, da marca LabPlant, utilizando 20% de Aerosil

200®, como estabilizante farmacotécnico.

2.2. Misturas Binarias analisadas

As misturas binarias foram preparadas, usando o extrato nebulizado (Labdem-1A37)
e os seguintes excipientes farmacéuticos: agente diluente 1, 2, 3 e 4 (AD1, AD2, AD3 e AD4),

flavolizante 1 e 2 ( AF1 e AF2) e agente emoliente 1, 2 e 3 (EM1, EM2 e EM3). As misturas

bindrias foram produzidas nas propor¢des de 1:1, 1:2 e 2:1.

113



CAPITULO 111

2.3 Caracterizacao Térmica

Além das misturas binarias, também foram analisados o extrato e os excipientes

isoladamente.
2.3.1 Calorimetria diferencial exploratéria (DSC)

A caracterizacdo térmica foi obtida em um equipamento DSC, modelo Q20, marca TA
Intruments, utilizando-se amostra de 2,0 mg, em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™), na
faixa de temperatura de 25 a 400 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C min™'. As curvas

foram plotadas utilizando o software Universal Analysis 2000.
2.3.2 Termogravimetria (TG)

As curvas termogravimétircas foram obtidas em um analisador simultdneo SDT Q600
(TA Instruments), também em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™), na faixa de temperatura
de 25 a 900 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C min"'. As curvas foram plotadas

utilizando o software Universal Analysis 2000.

2.4 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier

(FT-IR)

Foram realizadas andlises por FT-IR das misturas bindrias, que apresentou possivel
incompatibilidade, além do extrato e dos excipientes.

As andlises de FT-IR serdo realizadas em um aparelho Perkin-Elmer modelo 1600,
utilizando discos KBr, no intervalo de 4000 - 400 cm™. As curvas foram plotadas, utilizando o

software Perkin Elmer UV WinLab.
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3. Resultados e discussoes

3.1 Analises termoanaliticas

3.1.1 Extrato nebulizado

A curva TG do extrato de Labdem-IA37, mostrou a ocorréncia de quatro eventos de
decomposi¢do térmica (Fig. 1). O primeiro ocorreu numa faixa de temperatura de 50,00 a
173,00 ° C, representando a perda de massa da amostra em aproximadamente 5,63%. Esse
evento foi atribuido a perda de 4gua e de alguns produtos volateis da amostra. O segundo
ocorreu dentro de um intervalo de temperatura de 186,13 a 223,29 °C, possuindo uma perda
de massa de 9,80%, correspondendo a primeira etapa de decomposi¢do do extrato. A perda de
massa mais significativa do extrato foi observado entre as temperaturas de 223,00°C e
443,00°C, com perda de 31,66%. Este evento provavelmente esta relacionado com a
decomposicdo térmica de hidratos de carbono e outros compostos orginicos presentes na
espécie. E o quarto evento apresentou um residuo mineral de 39,10%, que corresponde ao teor
de cinzas da amostra, esse residuo também pode ser atribuido ao Aerosil 200, que compde
20% da amostra.

A TG ¢ uma eficaz técnica para determinar o teor de umidade da planta e com estes
resultados, ¢ possivel estabelecer parametros fisicos para a secagem eficiente e boa
conservagao do material (COSTA et al, 2013).

As curvas DSC do extrato mostraram que os processos térmicos ocorreram no
intervalo de temperatura entre 33,50 a 118,58 °C. Foi observado um pico endotérmico em
83,16°C (A=246,60 J/g), que pode estar relacionado a vaporizacdo da amostra, com perda de
agua e de constituinte volateis da amostra (Fig. 1). Os processos de decomposi¢do comegam
acima de 208,94° C, os quais possivelmente se referem a decomposicao inicial de metabdlitos
secundarios presente na amostra como alcaloides, flavonoides, taninos entre outros (COSTA,
2013).

Todavia, algumas dificuldades sdo encontradas na obtengao de picos reprodutiveis de
extratos de plantas nas curvas de DSC. Isso ocorre pelo fato de que esses extratos sao uma
mistura de substancias que interagem entre si, na matriz vegetal. Além disso, muitas vezes os

produtos de degradag¢do sdo formados em diferentes concentragdes devido a varios fatores,
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como a forma e imperfeigdes das particulas, perda de produtos gasosos e a taxa de
aquecimento da amostra. Além do que, as impurezas presentes em extratos de plantas, tem
um efeito direto sobre a largura dos picos obtidos no processo endotérmico (FERNANDES, et

al 2012 e COSTA et al., 2013).

Figura 01 - Curva TG e DSC do extrato nebulizado
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3.1.2 Misturas binarias

3.1.2.1. Extrato + agente flavolizantes

A curva TG do AFl isolado (Fig. 2A) demonstrou quatro eventos térmicos. O primeiro
que ocorreu numa faixa de 26,14 a 176,60° C, com perda de 42,74%, o qual trata-se da perda
de produtos volateis. O segundo evento ocorrido entre 187,43 a 212,71°C com perda de
15,57%, sugerindo o inicio da decomposicao térmica de hidrocarbonetos presentes na
amostra, ja que o excipiente ¢ de origem organica. O terceiro evento ocorreu entre a faixa de
temperatura de 241,00 a 398,30° C, com perda de 16,97%, e o ultimo ocorreu na faixa de
406,93 a 481,13 °C, perdendo 10,29% de massa.

Na curva DSC do AFI (Fig. 2B) observou-se a presenca de dois picos endotérmicos o
primeiro em 143,81°C e o segundo em 253,74°C. O primeiro pico endotérmico corresponde a
perda de produtos volateis do produto, enquanto que o segundo pico pode ser atribuida a etapa

de maior degradagdo da amostra, como evidenciada na curva TG.
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Nas curvas DSC (Fig. 2B) as misturas praticamente apresentaram o perfil do
excipiente testado, mostrando provavel incompatibilidade com o extrato. Nas curvas TG (Fig.
2A) percebeu-se uma antecipagdo da perda de massa da primeira etapa, tanto do extrato (de
173,00° C para 156,13°C), como do AF1(do intervalo de 26,14 a 176°C para a o intervalo de
35,76 a 156,13°C).

Nas curvas TG do AF2, (Fig. 2 C) percebeu-se apenas uma etapa de decomposi¢ao na
faixa de temperatura entre 27,34 a 159,75°C, com perda de massa de 99,85%, o que
demonstra que a matéria se transformou rapidamente do estado solido, para gasoso, com o
aumento da temperatura. Portanto, nesse processo foi onde ocorreu a vaporizacdo de adgua e
de terpenos, indicando o AF2 era sensivel a temperatura e foi facilmente decomposto e
vaporizado por ela.

A curva DSC do AF2 (Fig. 2D) apresentou dois picos endotérmicos, um na
temperatura de 92,02°C, envolvendo uma perda de calor de 1,231J/g provavelmente
relacionado com a perda de dgua. E o outro pico na temperatura de 167,92°C, correspondente
ao pico de decomposi¢ao do AF2.

Nas curvas TG (Fig. 2C) das misturas entre AF2 e o extrato ndo foi observados
indicios de incompatibilidade, pois, tanto o extrato como o excipiente se degradaram nas suas
faixas de temperatura, quando tratados isoladamente. J4, em relagdo as curvas DSC (Fig. 2D)
houve o surgimento de trés picos endotérmicos. O primeiro refere-se a decomposi¢do do
extrato em torno de 208,00 °C, com perda de calor em torno de 8,71J/g; o segundo em 157,00
°C, com calor de reagdo em 13,32 J/g; e o terceiro relacionado provavelmente a degradacao

de produtos referentes a mistura na temperatura de 226,00 °C, com calor em 109,80J/g.

3.1.2.2 Extrato + agentes diluentes ou de enchimento

A andlise termogravimétrica do AD1 (Fig. 3A) apresentou quatro etapas de perda de
massa. A primeira corresponde apenas a 0,78% da massa total, possivelmente relacionada a
algum residuo de agua e alguns produtos volateis da amostra.

Dessa forma, a amostra permaneceu praticamente estavel até a temperatura proximo
de 350,00°C. Em 343,51°C foi observado uma perda de massa de 20,30%, possivelmente
relacionado ao inicio de decomposicdo da amostra. As duas ultimas etapas ocorreram em
menor intensidade perdendo apenas 1,11% e 2,24% nos intervalos de 549,68 a 620,77°C e
630,25 a 690,68°C, respectivamente. Depois dessas perdas observou-se que a amostra
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permaneceu praticamente estavel, tendo um residuo de 74,50% até a temperatura de 800,00
°C. Na curva DSC, (Fig.3A) esse excipiente apresenta apenas um pico exotérmico em 400,00
°C, com calor de reacdo em 148,00 J/g, provavelmente referente a sua temperatura de

transicao de fase.

Figura 2 - TG e DSC do extrato, dos agentes flavolizantes e das misturas
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Legenda: A- TG do extrato, do AF1 e das misturas binarias; B-DSC do extrato, do AF1 e das misturas binarias;
C- TG do extrato, do AF2 e das misturas binarias; D- DSC do extrato, do AF2 e das misturas bindrias.

Nas misturas bindrias ndo houve incompatbilidade, pois permaneceram os picos
tipicos da degradacdo do extrato, assim como do excipiente. Apenas na mistura 1:2 pode ter
ocorrido a formagao de evento eutético decorrente da interacdo entre o extrato e o excipiente.

Os dados de termogravimetria (Fig. 3C) do AD2 indicaram que o excipiente foi
termicamente estavel até 800,00 °C, nas condi¢des empregadas no experimento. Além disso,
ele possui uma baixa umidade relativa do ar, ndo sendo possivel, portanto, a visualizagdao de
nenhum evento térmico relacionado a dessorcao de agua,(AMICO et al., 2011). O AD2 ¢ de

origem inorganica e devido a essa natureza, ndo sdo detectaveis quaisquer eventos térmicos na
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faixa de aquecimento realizada na curva DSC (Fig. 3D) (ARAUJO et al.2012). O
comportamento térmico das misturas binarias do extrato com o AD?2, individualmente,
mostrou as mesmas caracteristicas endotérmicas e exotérmicas do extrato, indicando assim
que nao ha incompatibilidades entre eles.

A curva TG (Fig. 3E) do AD3 mostrou apenas uma perda de massa em torno de 3,00
%, antes da sua degradacdo total na faixa de temperatura de 735,70 a 770,06 °C. A curva de
DSC (Fig. 3F), nas condi¢des efetuadas, mostrou picos relacionados as transi¢des de fases da
amostra em 103,4°C e 289,83°C (OLIVEIRA, 2012).

Ao analisarem-se as misturas binarias do AD3 com o extrato, por termogravimetria
(Fig 3E), observou-se que ndo houve interagdo, pois os processos de decomposi¢ao do extrato
e do excipiente foram mantidos. J4, nas curvas DSC (Fig. 3F) houve apenas um aumento do
pico endotérmico do extrato de 83,16°C (A=246,60 J/g), para a 139,46°C (A= 69,60 J/g), na
mistura 1:1; para 165,24°C na mistura de 1:2; e para 145,39°C (A=194,80) na mistura 2:1.
Todavia, esse pico ndo foi suprimido, o que pode ser util na estabilidade da formulagao final,
j& que retardou o pico de decomposi¢do do extrato. Além disso, ocorreu na mistura 1:1, na
temperatura de 283,19 °C, um pico de cristalizacdo, que provavelmente estar relacionado a
decomposi¢do da amostra.

Na analise termogravimétrica do AD4 (Fig. 3G) observou um processo de
decomposi¢do, que ocorreu na faixa de temperatura de 26,90 a 105,35°C, possivelmente
relacionada a perda de agua e constituintes volateis na amostra. A segunda etapa de
decomposi¢do ocorreu de 106,53 a 178,81°C, sucedendo nesse evento uma maior perda de
massa (35,96%). Os dois proéximos eventos ocorridos em 781,91 a 853,00 °C e entre 857,74 a
891,94°C pode ter sido referente a decomposigao final do produto de degradagdo, originado
na segunda etapa. Na curva DSC (Fig 3H) pode-se observar dois eventos endotérmicos, o
primeiro ocorrido na temperatura de 86,82°C, com calor de reacdo de 18,57 J/g. E o segundo
ocorrendo em 146,85°C, com uma variagdo de calor de 1250,00 J/g. O primeiro pico esta
relacionado com a vaporizagdo de agua e produtos volateis e o segundo pico com a
temperatura de mudanca de fase ou decomposi¢do da amostra, correlacionando esses eventos

com os demonstrados nas curvas TG.
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Figura 3 - TG e DSC do extrato, dos agentes diluentes e das misturas.
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AE4 e das misturas binarias; D- DSC do extrato, do AE4 ¢ das misturas binarias.

Quanto as misturas binarias, a andlise termogravimétrica (Fig 3G) ndo mostrou
provavel incompatibilidade entre 0 AD4 e o extrato nebulizado, visto que, os processos de
decomposi¢cdo ocorreram na mesma faixa de temperatura das duas substancias analisadas
isoladamente. Enquanto que, nas curvas DSC (Fig 3H) observou-se indicios de
incompatibilidade entre as amostras, pois houve um retardo do primeiro pico do excipiente
(de 86,82°C para a faixa em torno de 146°C) nas trés misturas, ¢ além disso houve o
aparecimento de um novo pico endotérmico, que pode ter sido resultante da interagdo entre o

AD4 e o extrato analisado, esse evento pode ter sido caracterizado como um evento eutético

3.1.2.3. Extrato + agentes emolientes.

A curva termogravimétrica do AE1(Fig 4A) apresentaram trés etapas de decomposicao
térmica. A primeira refere-se a uma faixa de temperatura que foi de 25,96 a 132,60°C, com
perda de massa de 6,94 %, provavelmente essa perda esta relacionada com a saida de agua e
outras substancias volateis associadas ao seu processo de fabricagdo. Na temperatura de
148,00 a 228,58°C ocorreu a maior perda de massa do componente, provavelmente
relacionada & decomposi¢do de seus principais constituintes. A terceira etapa de perda de
massa ocorreu na faixa de temperatura de 239,24 a 408,68°C, possivelmente relacionada a
queima de produtos de decomposicao oriundos da segunda etapa.

A curva DSC do AE1 (Fig 4B ) apresentou um pico endotérmico em 292,22°C,
(A=32,23 J/g) possivelmente relacionado a mudanca de estado da amostra (transigdo vitrea); e
o outro pico endotérmico em 316,00°C (A=2167 J/g) relacionado a decomposi¢cdo da amostra.

Em relagdo as misturas binarias, as curvas TG demonstraram que ndo houve
incompatibilidade entre o AEI e o extrato seco.

Nas curvas DSC (Fig. 4B) houve o aparecimento de ruidos que podem ter sido
resultantes da dissolu¢do do extrato no excipiente formando alguns produtos, além disso,
houve um adiantamento da degradacdo da AE2 de 316,00°C para 294,83°C (A= 446,4)/g),
sugerindo uma incompatibilidade desse componente com o extrato.

Analisando a curva TG do AE2, (Fig. 4C) observa-se apenas uma etapa de
decomposic¢ao, iniciando em 23,43°C e se estendendo até¢ 149,99°C, onde houve uma perda de
massa de 98,36%. Na curva DSC desse excipiente (Fig. 4D) foram observados dois picos
endotérmicos tipicos do AE2, referentes aos processos de transi¢des de fase da amostra, sendo
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assim, um ocorreu em 196,23°C (A= 2077 J/g) e outro em 209,59°C (A= 337,8 J/g).

Nas misturas binarias houve provéavel incompatibilidade entre o extrato vegetal e o

excipiente, pois nas curvas TG, (Fig. 4C) observa-se apenas a predominancia do perfil

termogravimétrico do excipiente. Assim como, nas curvas DSC (Fig. 4D), que observou-se

uma suprec¢ao dos picos endotérmicos do extrato, permanecendo apenas picos do AE2

Figura 4 - TG e DSC do extrato, dos agentes emolientes s ¢ das misturas.
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Legenda: A- TG do extrato, do AE1 e das misturas binarias; B-DSC do extrato, do AE1 e das misturas binarias;
C- TG do extrato, do AE2 e das misturas binarias; D- DSC do extrato, do AE2 e das misturas binarias; E- TG do
extrato, do AE3 e das misturas binarias; F- DSC do extrato, do AE3 e das misturas binarias

As curvas TG do excipiente AE3 (Fig. 4E) observa-se que a amostra permaneceu estavel

até a temperatura de 87,00 °C, a partir desta etapa ¢ visualizado o processo de decomposi¢ao
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do excipiente, finalizando na temperatura de 226,00 °C, com perda de massa de 99,84%. A
curva DSC (Fig. 4F) do AE3 revelou dois picos endotérmicos, um em 139,86°C (A=7,43]/g),)
e outro em 315,88°C (A=315,88 J/g) relacionado a temperatura de decomposi¢ao do AE3. Nas
curvas analisadas nao foram observados indicios de incompatibilidade, pois o excipiente ndo

modificou as caracteristicas térmicas do extrato.

3.2  Espectroscopia na regido infravermelho

O espectro obtido no infravermelho forneceu um agregado muito rico de bandas de
absorcdo. A andlise das bandas caracteristicas de determinados grupos funcionais de uma
molécula, fornece através de um simples exame do espectro e consulta a tabelas de dados, um
conjunto valioso de informagdes sobre a estrutura da molécula (BARBETTA e MAGINI,
2006). Assim foram realizadas as andlises dos seguintes excipientes, AF1 e AF2, AD4, AEI e
AE2, e das misturas com o extrato Labdem-IA37, os quais mostraram-se possivel
incompatibilidade nas curvas de termogravimetria e andlise calorimétrica exploratoria

diferencial.
3.2.1. Extrato Labdem-1A37

No espectro do extrato Labdem-IA37 foi observado bandas de absor¢do no intervalo
de 2,974-2,847 cm’, caracteristica de ligacdes do tipo C-H. A presenca dessas ligacdes ¢
atribuida a natureza organica dos compostos no extrato (presenga de hidrocarbonetos). Em
1447 a 1600 cm™, a deformagdo ocorre em ligagdes do tipo Sp2 em alcenos.

Os picos mais evidentes na regidao de 1,307-1,025 cm’ estdo relacionados com
ligacdes carbono-oxigénio das carbonilas em éter, ésteres e em acidos carboxilicos e fendis. Ja
os picos entre 1026 ¢ 808 cm™ sdo relativos a presenca da carboxila em 4cidos carboxilicos.
Essas ligacdes sdo indicativas de uma ampla variedade de metabolitos, tais como polifendis,
taninos, flavondides e antraquinonas, entre outros. Essa caracteristica ¢ também mostrada
pelos picos nas regides 1,702-1,685 cm™ (tipicos da carbonila) e em 1,607-1,516 cm™ que
evidenciam ligagdes duplas do tipo C = C dos anéis aromaticos, ¢ em 788-674 cm™ (ligacdes

CH aromaticas substituidas) (SANSONE et al., 2011 e FERNANDES et al., 2011).
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3.2.2. Misturas binarias

Ao analisar o espectro de AF1(Fig. 5B) foi possivel perceber a presenca de carbonos
do tipo Sp3 em grupamento metil, os quais demostrados nas bandas em 1370 e 1450 cm™ e
nos estiramento nas regides de 2871 ¢ 2959 cm™. A presenca de carbonos do tipo Sp2 e de
grupamentos alcenos no 6leo ¢ evidenciada nas bandas de 1465 e 722 cm’’, assim como nos
estiramentos e bandas em 2860 e 2930 cm™, todas essas ligacdes confirmam a natureza
organica do flavorizante. Observa-se também a presenga de saturagdes do tipo C=C em
cadeias alifticas evidenciadas nos picos da regiio que vai de 650 a 1000 cm™, o que é
confirmado pela presenca de um grupo etileno ligado ao seu anel aromatico. As bandas de
absor¢do observadas em 910 e 990 cm™ sdo caracteristicas da presenca de um grupamento
vinil (C=CHy). J4 os estiramentos nas regides 1514, 1608 ¢ 1637 cm™ sio tipicos da presenca
de ligagdes duplas entre carbonos presentes em estruturas aromaticas. Observando a mistura
binaria percebeu-se que essa assume praticamente o perfil do AF1, todavia, as caracteristicas
funcionais e estruturais do extrato ndo foram suprimidas, ndo ocorrendo incompatibilidade.
Provavelmente o que houve foi um destaque nos estiramentos das regides em 2860 ¢ 2930
cm’', evidenciando a permanéncia da saturagdo em etilenos, que & tipica em amostras de
natureza organica como o excipiente estudado (DHOOT et al., 2009).

Nas andlises do espectro de AF2 (Fig. 3C), observou-se banda intensa tipica de
carbonila na regido de 1733 a 1716 cm™. Como também, estiramentos e bandas de intensidade
média na regido por volta de 2800 a 3000 cm™, tipicos de ligacdes C-H3 de compostos
organicos. Na regido de 1500 a 1700 nao ocorreu os estiramentos e bandas tipicos de ligagdes
duplas em aromaticos, visto que esse composto ¢ constituido apenas por cadeias alifaticas e
ciclicas comuns, sem a presenca de um anel aromatico (FADZILAHA, DAYANAA, e
RUSOPA, 2013). Quanto a mistura bindria com o extrato foi observado que essa mistura
apresentou praticamente o perfil do extrato, ndo ocorrendo incompatibilidade. Todavia, esse
evento pode ser atribuido também a grande volatilidade do AT2, permanecendo, portanto, o
extrato seco em maior quantidade na mistura. (SCALIA, TURSILLI e IANNUCCELLLI,
2007).

Os espectros do AD4 (Fig. 3D) apresentaram as bandas caracteristicas de estiramento
axial de O-H em, 2229 cm’' e estiramento axial de C=0, em torno de 1551 e¢cm™. O

estiramento axial de C=0O ocorre em numero de onda mais alto, pois a constante de for¢ca da
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ligacdo carbonila é aumentada pela tendéncia do atomo de oxigénio adjacente atrair elétrons
(efeito indutivo) (SALES et al., 2008). Esse pequeno estiramento permaneceu nas misturas
binarias, todavia, observando o espectro dessas misturas percebeu-se que essas assumiu
praticamente em toda sua extensdo, o perfil do extrato aumentando apenas o pico referente a
presenca das carboxilas do extrato, podendo ter ocorrido alguma reagdo quimica entre o
oxigénio livre do sal e a carboxila nessa regido, ou da carbonila tipicos de fendis nessa regido.

No espectro infravermelho do AEI(Fig. 3E) observa-se que na regidao de 1016 cm-1
existe uma banda de absorcao caracteristica das ligacdes C-O em alcoois, assim como a banda
larga e distorcida acima de 3000 cm™. Em 1708 cm™, observa-se a presenca de uma banda
tipica da carbonila de acidos graxos e ésteres. A presenca de carbonos do tipo Sp3 em
grupamento metil, os quais sdo demonstrados nas bandas em 1360 e 1430 cm” e nos
estiramentos nas regides de 2800 e 2900 cm™. A presenga carbonos do tipo Sp2 de
grupamentos alcenos ndo foi evidenciada nas bandas de 1400 e 700cm™, estando de acordo
com a natureza organica ¢ composi¢ao do AE1.

Na mistura binaria houve uma predominancia do perfil do excipiente AE1, todavia,
houve uma diminui¢do da intensidade da banda mais larga, a qual ¢ referente ao grupamento —
OH presente na mistura, sugerindo a eficiéncia da reacdo de esterificacio com acidos
carboxilicos presente no extrato, o que também ¢ possivel confirmar por meio do surgimento
das duas bandas de deformacao axial da ligagdo C-O do éster produzido.

O espectro correspondente ao AE2 (Fig. 3F) mostra bandas cuja absorcdo
caracteristicas s3o: 3303 cm™' ¢ caracteristica do grupo hidroxila proveniente de alcoois; duas
bandas de absorgdo em 2971 e 2930 cm’' caracteristicas da ligagdo C-H (de alcanos) e uma
banda intensa de absor¢do em 1000 cm™ caracteristica da ligagio C-O proveniente de alcodis.
Observa-se que a mistura bindria formada com o AE2 mais o extrato assumiu o perfil do
excipiente, com aumento de intensidade das bandas caracteristicas da ligacdo do C-O,

podendo ter aumentando a quantidade dessas ligagdes na mistura.
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Figura 5. Espectros na regido do infravermelho do extrato nebulizado, misturas binarias e

excipientes correspondentes
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Legenda: A- Infravermelho do extrato; B- Infravermelho do ATI, extrato e mistura; C- Infravermelho do AT2,
extrato e mistura; D- Infravermelho do AD4, extrato e mistura; E- - Infravermelho do AEI, extrato e mistura; F-

Infravermelho do AE2, extrato e mistura.
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4. CONCLUSAO

Nas curvas TG e DSC observou-se indicios de incompatibilidade entre o extrato e os
excipientes (AF1, AF2, AD4, AE1 e AE2), contudo as analises na espectroscopia na regiao do
infravermelho mostraram que essas incompatibilidades ndo apresentaram muita intensidade,
no que diz respeito a supressdo de grupos funcionais dos excipientes e do extrato isolado e
nem na formagdo de novos grupos funcionais resultantes da interagdo ingrediente
ativo/excipiente. Dessa forma, percebeu-se que tanto as andlises termoanaliticas, quanto as
espectroscopicas sdo técnicas que constituem uma boa ferramenta para caracterizagdo de
ingrediente ativo farmacéutico, assim como para o desenvolvimento de formulagdes
candidatas a medicacao intracanal.
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Consideracoes Finais

CONSIDERACOES FINAIS

Com a realizagdo desse trabalho percebeu-se que a Xamericana ¢é fonte de
fitocomplexos com atividade antbacteriana, principalmente contra bactérias gram-positivas
como o E. faecalis. Esse vegetal possui uma toxicidade e citotoxicidade relativamente baixa
além de ser constituido de boas concentragdes de metabolitos secundarios. Estes, atuam na
formagdo de fitocomplexos responsaveis pela atividade farmacoldgica desta planta. Um dos
seus constituintes que pode atuar como marcador quimico ¢ o acido galico que teve seu
doseamento validado de acordo com as especificacdes dos compéndios oficiais. Podendo esse
extrato ser indicado para obtenc¢do de ingrediente ativo com atividade antimicrobiana utilizada
em diversas formas farmacéuticas.

Para que um ingrediente ativo seja eficaz quanto a sua natureza antimicrobiana contra
determinado microrganismo, ¢ necessario que sua poténcia esteja dentro dos limites
estabelecidos, de modo que fornega eficicia, seguranca e qualidade. Sendo assim, na
realizagdo do doseamento de poténcia antimicrobiana do extrato seco da X. americana L os
resultados obtidos indicaram que o ensaio microbiologico do método difusdo em é4gar cilindro
oferecem boa precisdo, exatidao, bem como uma curva de calibragao apropriada no intervalo
de concentragdo de 10 a 160 mg/mL, sendo efetivo para doseamento microbiologico do
extrato nebulizado. Além disso, com a aplicagdo do método observou-se que o acido galico
presente possui uma poténcia em relagdo ao padrdo frente a E. faecalis dentro das
especificagdes.

Os estudos de compatibilidade extrato nebulizado/exci
piente, por analise técnica mostraram que os excipientes AF1, AF2, AD4, AEl1 e AE2
utilizados em formulagdes de uso endodontico, apresentam indicios de incompatibilidade com
o extrato, por andlise térmica. Todavia, nas andlises na espectroscopia na regido do
infravermelho foi observado que essas incompatibilidades nao apresentaram muita
intensidade, no que diz respeito a supressao de grupos funcionais dos excipientes e do extrato
seco ¢ nem da formacdo de novos grupos funcionais resultantes da interagdo
extrato/excipiente.

Assim estudos que mostrem o desenvolvimento de um medicamento fitoterapico, bem
como a caracterizacdo e padronizagdo do seu extrato sdo importantes, devido falta de

metodologia oficial que comprove a qualidade, seguranga e eficicia de destes produtos.
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