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RESUMO

Das diversas espécies que compdem o género Candida, algumas tém demonstrado
associagdo com casos de infec¢do em humanos, sendo que a Candida albicans
apresenta-se como a principal patogénica, apesar de estudos comprovarem casos de
infeccdo por meio de outras espécies do género. Existem diversos farmacos disponiveis
para o tratamento da candidiase oral, sendo que a nistatina é o medicamento de primeira
escolha, porém, além de seus conhecidos efeitos colaterais, a nistatina ndo apresenta
acao residual consideravel, o que prejudica a eficiéncia do tratamento. Visto isso, este
trabalho objetiva desenvolver um gel mucoadesivo para o tratamento de candidiase oral,
constituido por extrato de S. brasiliensis, encapsulado em nanoparticulas de
maltodextrina. Apds a obtengdo do extrato por maceracdo seguido de evaporagao
rotativa, foi realizado o ensaio para verificagdo da atividade antifingica do mesmo, pelo
método de microdiluicdo em caldo, utilizando microplacas de 96 cavidades. Feito isto,
seguiu-se com o ensaio para elucidacdo do possivel mecanismo de acdo do extrato sobre
a parede ¢ membrana celular fungica, pelo método de microdiluigdo. Em seguida,
realizou-se a prospecc¢do fitoquimica, buscando os principais fitocomponentes da planta,
por espectrofotometria, objetivando associar a presenca desses a acdo antifingica do
vegetal. Posteriormente, desenvolveu-se as microparticulas de maltodextrina, por Spray
Drier, encapsulando-se o extrato, variando-se a vazdo da bomba. Posteriormente, foi
selecionada a microparticula que melhor apresentou atividade fungica para que se
seguissem as etapas de compatibilidade térmica, formulagdo e avaliacao de sua eficécia.

Palavras-chave: Candidiase oral. S.  brasiliensis. Gel  mucoadesivo.



ABSTRACT

Of the several species that make up the Candida genus, some have been shown to be
associated with cases of human infection, with Candida albicans being the main
pathogen, despite studies confirming cases of infection with other species of the genus.
There are several drugs available for the treatment of oral candidiasis, and nystatin is
the drug of first choice. However, in addition to its known side effects, nystatin does not
present considerable residual action, which impairs treatment efficiency. Given this, this
work aims to develop a mucoadhesive gel for the treatment of oral candidiasis,
constituted by extract of S. brasiliensis, encapsulated in maltodextrin nanoparticles.
After obtaining the extract by maceration followed by rotary evaporation, the assay was
performed to verify the antifungal activity of the same, by the microdilution method in
broth, using 96-well microplates. This was done with the assay to elucidate the possible
mechanism of action of the extract on the wall and fungal cell membrane, by the
microdilution method. Then, the phytochemical prospection was carried out, searching
for the main phytocomponents of the plant, by spectrophotometry, in order to associate
their presence with the antifungal action of the plant. Subsequently, the microparticles
of maltodextrin were developed by Spray Drier, encapsulating the extract, varying the
flow rate of the pump. Subsequently, the microparticle that had the best fungal activity
was selected to follow the steps of thermal compatibility, formulation and evaluation of
its effectiveness.

Keywords: Oral candidiasis. S. brasiliensis. Mucosadhesive gel.
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1 INTRODUCAO

A espécie Candida albicans é o principal microorganismo associado a
candidiase oral. A candidiase oral ¢ uma patologia oportunista, e ocorre quando o
paciente ¢ acometido por comprometimento imunoldgico, doencas sistémicas do tipo
diabetes, presenga de deficiéncias nutricionais, distarbios hormonais, uso de
medicamentos que interfiram na microbiota oral, ocorréncia de processos invasivos,
entre outros (AKPAN; MORGAN, 2002; CALDERONE; FONZI, 2001).

Esse microrganismo ¢ encontrado na mucosa oral e produz diversas
biomoléculas que garantem sua adesdo a mucosa, portanto, o tratamento adequado
depende da agdo de agentes terapéuticos que entram em contato direto com a mucosa
bucal. A nistatina, principal fArmaco para o tratamento da candidiase oral, apresenta-se
na forma de suspensdo oral, que possui poder residual pequeno, por isso, sistemas de
liberacdo inovadores vém sendo desenvolvidos a fim de aumentar a eficiéncia dos
agente antimicrobianos, com destaque para os carreadores nanoestruturados, através do
qual também ¢ possivel modular suas propriedades fisico-quimicas, tais como
hidrofobicidade, carga superficial, eficiéncia de incorporacdo do agente antimicrobiano
e seu perfil de liberagao, visando otimizar o comportamento /n vivo desses sistemas
(TAVARES, 2001; GILMAN et al., 2003; SALAMAT-MILLER et al., 2005).

Nesse contexto, a procura por produtos naturais com atividade antimicrobiana
tem merecido destaque, principalmente com o advento de cepas multirresistentes, além
dos inconvenientes apresentados pelos farmacos de origem sintética. O uso de plantas
com finalidades terapéuticas ¢ uma pratica comum no Brasil, e este conhecimento tem
despertado o interesse nacional e internacional pelo potencial terapéutico e econdmico
que representa (BERG, 1993; SIMOES et al., 2000). Nos ultimos anos houve um
aumento do mercado mundial de fitoterapicos, seja pela busca por alternativas
terapéuticas ou devido a falta de avanco das terapias convencionais em tratar doengas
cronicas ou de fisiopatologia multifatorial (GIULIETTI; FORERO, 1990; PRANCE,
1977; PINTO et al., 2002).

O bioma caatinga, predominante na regido semidrida brasileira, ¢ uma
promissora fonte de recursos vegetais a serem explorados do ponto de vista

farmacéutico. A importancia de se avaliar esse potencial, diz respeito ndo s6 a
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descoberta de novas substincias e seus potenciais fitoterapicos, como também a
valorizagdo ecologica dessa regido, pois o conhecimento dessas espécies possibilita a
elaboragdo de um plano de gestdo para a conservagdo da fitodiversidade da regido,
através do estimulo a exploracdo sustentavel dessas plantas.

Além do desenvolvimento de novos produtos fitoterapicos € importante,
também, aumentar a eficiéncia dessas formulagdes propostas. O uso de polimeros vem
auxiliar nessas inovagdes, auxiliando na sua protecdo frente a degradagdo, modificando
suas caracteristicas fisico-quimicas, controlando sua liberacdo nos fluidos biologicos e
aumentando sua eficacia terapéutica (LOPES et al., 2010; REIS et al., 2006). Em
particular, polimeros com caracteristicas bioadesivos, tais como a maltodextrina, podem
ser considerados promissoras ferramentas para o tratamento da candidiase oral, uma vez
que permitiriam o contato intimo entre o composto ativo e o agente infeccioso (AVADI
et al., 2003; BERNKOP-SCHNURCH, 2001; ILLUM, 1998).

Dessa forma, ¢ considerando a inexisténcia de formulagao similar na literatura, o
presente projeto objetiva desenvolver e caracterizar um gel mucoadesivo, constituido
por extrato obtido a partir de planta, encapsulado em microparticulas de maltodextrina,

visando o tratamento de candidiase oral.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Candidiase oral

A espécie Candida albicans ¢ o principal microorganismo associado a
candidiase oral, e pode apresentar-se sob as formas de leveduras, pseudo-hifas e hifas
(AKPAN; MORGAN, 2002) Sua patogenia esta relacionada a alguns fatores de
viruléncia, como a aderéncia as cé€lulas epitéliais do hospedeiro, o dimorfismo, a
variabilidade fenotipica e a secre¢do de enzimas extracelulares (CALDERONE; FONZI,
2001).

Aproximadamente 200 espécies compdem o género Candida, mas apenas 20 tem
demonstrado associagdo com casos de infec¢do humana, sendo que sua identificacao se
da através da andlise de suas caracteristicas morfologicas e perfis bioquimicos
(BENNETT, 2009). Destas, as consideradas de interesse clinico sdo: Candida albicans,
C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. krusei, C. guilliermondii e C. lusitaniae.
(COLEMAN et al., 1998).

Cerca de 20-40% dos individuos normais apresentam colonizag¢ao da via oral por
espécies do género Candida, sendo que, entre as 20 espécies patogénicas, Candida
albicans ¢ a mais prevalente, sendo responsavel por mais de 90% dos casos encontrados
(VANDEN ABBEELE et al., 2008). Portanto, sdo conhecidos sua patogenicidade e
fatores de viruléncia, incluindo sua capacidade de se aderir a membranas e mucosas, sua

termotoleranicia, bem como producao de enzimas (HILLER et al., 2011).

As infecgdes causadas pelo género Candida sdo do tipo oportunista, ja que essa
espécie faz parte da microbiota humana. Essa patologia pode apresentar um quadro
agudo, subagudo ou cronico, sendo ainda superficial ou profunda (AKPAN; MORGAN,
2002; FARAH et al., 2000). Os estagios da doenca compreendem inflamagao, formacao
de pus e resposta granulomatosa, € os locais mais comumente acometidos sdo as
mucosas orofaringea e vaginal, pele e anexos, broquios e pulmdes e trato
gastrointestinal. A doenca pode se tornar sist€émica nas septicemias, endocardites,
meningites, candidemias ou ainda candidiases disseminadas (DAVIES et al., 2006;

EGGIMANN et al., 2003).

A candidiase oral € a infec¢do bucal mais comum no homem, ocorrendo em 10 a
50% dos individuos sadios (EGGIMANN et al, 2003), e naqueles

imunocomprometidos, principalmente portadores do virus HIV, cerca de 74%
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apresentam lesdes na mucosa bucal (BACCAGLINI et al., 2007). A manifestacdo da
doencga esta associada a trés fatores: o estado imunologico do paciente, o ambiente da
mucosa oral e os fatores de viruléncia das espécies de Candida (SOOL, 2002). Outros
fatores, como o uso de medicamentos que diminuem a resposta imunologica, condi¢oes
nutricionais, processos cirurgicos invasivos, alteragdes hormonais, algumas doengas
sistémicas, como o diabetes ndo-tratado ou mal controlado, neoplasia, AIDS e
imunossupressao, predispde a candidiase oral (AKPAN; MORGAN, 2002; DAVIES et
al., 2006; EGGIMANN et al., 2003; ELLEPOLA; SAMARANAYAKE, 2000; KADIR
et al., 2007). Em casos de imunossupressao, o individuo podera desenvolver a doenga,
constituindo-se a candidiase oral a mais prevalente infec¢do oportunista em pacientes
portadores de AIDS, sendo considerada ainda marcadora de progressao de portadores
dessa sindrome (JOHNSON et al., 2010). Constitui-se como uma espécie sensivel aos
antifingicos sistémicos, porém existem relatos de casos de resisténcia aos azois (BEN-
AMl et al., 2011).

Dentre as manifestagdes clinicas apresentadas pela candidiase oral, disfagia,
odinofagia e queimagdo retroesternal sdo as principais, podendo ainda haver
complicagdes que incluem hemorragia e perfuragdo (THOM et al., 2006)

Em virtude de varias outras doengas oportunistas que podem afetar a cavidade
oral o diagnostico a candidiase em pessoas portadoras de AIDS ¢ feito através de
investigacdo laboratorial, avaliando-se alteragcdes morfologicas nas lesdes, obtengdo de
amostras para cultura e biopsia dos tecidos (SUGAR, 2004).

Para o tratamento topico os agentes terap&uticos mais empregados sdo 0s
polienos ¢ os azdis, sob a forma de solugdes e suspensdes para bochechos, pastilhas
medicamentosas, comprimidos bucais e cremes e géis de uso oral (ERNST et al., 2000;
PATTON, 2001; DOROCKA-BOBKOWSKA et al., 2003). Como forma tratamento,
diversas opcdes estdo disponiveis, entre elas miconazol, clotrimazol, cetoconazol e
imidazol, aplicados localmente, porém tem uso limitado por apresentarem potencial
risco de efeitos colaterais como, por exemplo, vomitos e diarreia. Outros farmacos
pertencentes a classe dos az6is também estdo disponiveis, clotrimazol e cetoconazol sdo
exemplos. A nistatina ¢ o agente mais utilizado no tratamento da candidiase oral,
estando disponivel sob a forma de suspensdo oral e, além dos efeitos colaterais
(nduseas, vomito e diarreia) esta apresentacdo ndo exibe agdo residual consideravel

(COLOMBO et al., 2003; DIGNANI et al., 2003).
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A eficacia desses tratamentos esta relacionada com seu tempo de contato com a
mucosa oral, onde se encontra o agente causador da infec¢ao, por isso faz-se necessario
o uso de varias doses do farmaco ao longo do dia (CODD; DEASY, 1998). Por outro
lado, a resisténcia flngica aos tratamentos farmacologicos disponiveis vem aumentando
devido ao crescimento da populagdo imunocomprometida ¢ do uso frequente de
profilaxia e automedicagdo (EVANS; GRAY, 2003). Outro fator que pode contribuir
com o aumento da resisténcia ¢ o tempo prolongado para o tratamento da candidiase,

que pode variar de alguns dias, até¢ mais que 6 meses (AZUL; TRANCOSO, 2007).

2.2 Plantas medicinais

Diante dos problemas apresentados pelos tratamentos convencionais surge a
necessidade de novos tratamentos, que nao apresentem os inconvenientes apresentados
pelas drogas disponiveis no mercado. Nesse contexto, as plantas medicinais vem como
possiveis alternativas ao tratamento das mais diversas enfermidades, tendo seu uso
bastante difundido no Brasil, muitas vezes em decorréncia da utilizacdo na cultura
popular, fazendo com que a fitoterapia seja uma terap€utica bastante adotada nos dias de
hoje, sendo reconhecida pela Organizagdo Mundial e Saude (OMS) desde 1978
(VEIGA, 2008).

A regido do semidrido nordestino é composta por uma vegetacao fonte de muitos
recursos, porém ¢ pouco estudada, apesar da grande diversidade. No entanto, essa
situagdo comega a mudar a medida que os pesquisadores comecaram a perceber o
potencial dessa regido e, assim, realizar mais estudos tendo em vista o suprimento das
necessidades da populagdo. Muitas espécies de plantas da Caatinga sdo conhecidas,
amplamente utilizadas na medicina popular e, ainda, na produg¢do de comercial de
medicamentos fitoterdpicos em decorréncia de sua comprovada acdo antifungica

(ALBUQUERQUE et al., 2007).
2.2.1 Schinopsis brasiliensis

Conhecida popularmente como brauna, Schinopsis brasiliensis (Figura 1),
pertencente a familia Anacardiaceae ¢ uma planta nativa do nordeste e componente do

bioma Caatinga. Diversos estudos demonstram sua atividade antimicrobiana, além de
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outras propriedades terapéuticas, sendo este vegetal utilizado na medicina popular para
o tratamento de diversas enfermidades (CARVALHO, 2011; SARAIVA et al., 2013).
Em seu estudo, Saraiva et al. (2011) observaram o potencial antimicrobiano do
extrato da folha da S. brasiliensis frente a cepas de S. aureus, Staphylococcus spp.
coagulase-negativa, E. faecalis, P. aeruginosa, E. coli, Klebisella pneumoniae,
Salmonella typhymurium, C. albicans e C. krusei pelo método de difusdo em agar. O
extrato foi capaz de inibir o crescimento de todas as 31 cepas testadas, diferentemente
dos controles utilizado (Tetraciclina e Gentamicina). O extrato testado apresentou altos
niveis de compostos fendlicos e de atividade antioxidante. Os resultados, segundo os
autores, estimulam outros estudos para isolar e identificar compostos das folhas da
planta, tendo em vista a alta atividade antimicrobiana, principalmente contra cepas

patogénicas, como S. aureus ¢ P. aeruginosa.

Figura 1. Schinopsis brasiliensis

Fonte: EMBRAPA, 2010.

Chaves et al. (2011) verificaram o potencial antimicrobiano de extrato
hidroalcoolico e etandlico da folha da S. brasiliensis, através do teste de difusdo em
meio solido. Eles observaram inibigdo de cepas de S. aureus, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, E. coli e C. albicans. Os autores apontaram a presenca de tanino pirogalico
fenois, flavonoides, resinas e alcaloides em ambos os extratos e concluiram que a planta

em questdo apresenta perspectiva para obtencao de um antibiotico natural.
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Em outro estudo com extrato de folhas da S. brasiliensis, Saraiva et al. (2013)
utilizaram o método de difusdo em dgar para testar duas misturas de fracdes em 16
cepas de S. aureus Meticilina Resistente, trés S. aureus Meticilina Sensivel, E. coli, K.
pneumoniae, E. faecalis, Salmonella spp, P. aeruginosa, C. albicans, C. tropicalis e C.
krusei. Os resultados mostraram forte atividade antimicrobiana frente a todas as cepas
testadas. Além disso, os autores realizaram o teste de sinergismo-antagonismo dos
extratos em conjunto com tetraciclina, mostrando efeito aditivo ou sinérgico para todos
os microrganismos testados. Os autores concluiram que a atividade dos extratos da folha
de S. brasiliensis foi promissora, fornecendo dados suficientes para a continuagdo das

pesquisas.

Donati et al. (2014) avaliaram, através do método de difusdo em agar, a atividade
do 6leo essencial da folha da S. brasiliensis frente a S.aureus, P. aeruginosa, E. coli e
C. parapsilosis. Contudo, o 6leo essencial s6 mostrou atividade antimicrobiana frente a
S. aureus. Esta atividade esta relacionada a presenca de mirceno, um monoterpeno
aciclico com potencial redutor. Além do mirceno que foi o composto majoritario, o 6leo
essencial da folha apresentou estragole, [-cariofileno, B-elemeno, o-humuleno,
aromadendreno, a-pineno, isocarvestreno, eucaliptol, linalol, terpine-4-ol, terpineol,

ledeno, globulol, guaiol.

Além de comprovar a atividade biologica de uma planta e propor um fitoterapico,
faz-se necessario garantir a eficiéncia dessa formulacdo, fazendo uso da nanotecnologia,
por exemplo, modificando as caracteristicas do composto bioativo e, dessa forma,

aumentando sua eficacia.



19

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Obter um gel mucoadesivo com o extrato das folhas de Schinopsis brasiliensis

para o tratamento da candidiase oral.

3.2 Objetivos especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

a)
b)

¢)

d)
€)

g)

h)

obter o extrato das folhas de S. brasiliensis;

avaliar atividade antifingica do extrato frente as cepas de Candida albicans,
C. glabrata, C. tropicalis, e C. krusei.

determinar os principais constituintes quimicos presentes no extrato;

obter as microparticulas do extrato, encapsuladas em maltodextrina;

Avaliar o comportamento do extrato e de suas misturas binarias com
excipientes ~ farmacéuticos,  utilizando  técnicas  termoanaliticas
(termogravimetria e analise térmica diferencial);

Avaliar os perfis espectroscopicos do extrato e das misturas na regido do
infravermelho (FT-IR);

Desenvolver uma formula¢do de gel mucoadesivo a partir do extrato de S.
brasiliensis;

Avaliar os parametros fisico-quimicos da formulagao;

Analisar a eficacia da formulagao in vitro.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta do material vegetal e preparacao do extrato

As folhas de S. brasiliensis foram coletadas na regido do compartimento da
Borborema, (7° 13° 50” S, 35° 52 52” W) no estado da Paraiba. O material foi
identificado no Herbdario Professor Jaime Coelho de Morais no Centro de Ciéncias
Agrarias da Universidade Federal da Paraiba no campus de Areia — PB, onde foi
depositada a exsicata de nimero EAN — 14049. O material vegetal foi submetido a
secagem em estufa de circulacdo de ar, a 40 °C e posteriormente pulverizado em
moinho de facas com malha de 10 mesh. O extrato hidroalcodlico foi obtido pelo
método de maceracdo, utilizando como solvente uma solugdo de &agua/etanol na
propor¢ao 50:50 (v/v), seguida de concentragdo em evaporador rotativo a 40°C,

obtendo-se o extrato bruto.

4.2 Avaliacao da atividade antifungica

Para avaliacdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos, a partir da
espécie vegetal coletada, foram utilizadas cepas padrdo American Type Culture
Collection (ATCC) de Candida albicans (18804), C. tropicalis (13803), C. glabrata
(15545) e C. krusei (34135) as quais foram disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ —RJ).

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi determinada pelo método de
microdiluicdo em placas de 96 cavidades, usando caldo Saboraud Dextrose. O inoculo
microbiano foi padronizado, conforme descrito na Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2010), em espectrofotometro, no comprimento de onda de 530 mn, para
fungos, de modo a obter uma concentragio final de 10’ UFC mL". Foram realizadas
dilui¢des seriadas do extrato em um intervalo de concentragdes entre 2000 a 0,0078 pg
mL". As placas foram incubadas a 30 + 1°C durante 48 horas. O crescimento do
microrganismos foi indicado pela adicdo de 20 pL de solugdo aquosa de resazurina
(Sigma-Aldrich) a 0,01 %, com nova incubagdo a 30 ° C £ 1 °C durante 2 h. A CIM foi
definida como a menor concentragdo onde nido houve crescimento microbiano visivel.

Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.3 Prospeccao fitoquimica

Para a determinagdo dos metabolitos, foram realizadas as quantificagdes de
polifenois totais, flavonoides e taninos condensados através da espectrofotometria na
regido do UV-visivel. Para os ensaios foi utilizado o espectrofotometro Shimadzu UV
mini-1240.

4.3.1 Determinacdo do teor de polifendis totais

Para a determinagdo do teor de polifendis totais, utilizou-se o método descrito
por Chandra e Mejia (2004). Dessa forma, adicionou-se 1 mL da solu¢do aquosa do
extrato a 1 mL do reagente de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em
repouso por 2 minutos. Em seguida, adicionou-se 2 mL de uma solugdo aquosa de
Na2CO3 a 20% (p/v), e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Em
seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotometro, contra um
branco composto por dgua destilada, reagente de Folin-Ciocalteau e solugao a 20% de
Na2CO3. Para a obtencdo da curva analitica, uma solu¢do padrdo de 100 pg/mL de
acido galico foi preparada pela dissolugdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de agua
destilada. A partir dessa solucdo foram feitas diluicdes em triplicata, de forma a obter
solugdes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35, e 40 pg/mL. A concentragdo de polifendis
foi expressa em miligramas equivalentes de 4cido galico. As andlises foram realizadas

em triplicata.

4.3.2 Determinacdo do teor de flavondides

A determinagdo do conteudo de flavonoides totais seguiu o método de Meda et
al. (2005). A 5 mL de cada solugdo (em metanol) do extrato foi adicionado o mesmo
volume de uma solu¢do (em metanol) de AICI3 a 2% (p/v). A mistura permaneceu em
repouso por 10 minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco
composto pela solugdo de AICI3. A curva de calibragdo foi obtida a partir de uma
solucao padrao a 100 ug/mL, preparada pela dissolu¢ao de 10 mg de quercetina em 100
mL de metanol. A partir dessa solucdo, foram feitas diluigdes em triplicata, obtendo-se
solucdes de quercetina nas concentragoes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26, 28 ¢ 30
ug/mL. A concentracdo de flavonodides foi expressa em miligramas equivalentes de

quercetina. As analises foram realizadas em triplicata.
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4.3.3 Determinacéao 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 reacdo 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
solu¢do de vanilina, HCl e uma solugdo de etanol 50% (v/v) em éagua. 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 solugao,
foram realizadas dilui¢des em triplicata, de forma a obter solugdes de catequina nas
concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL. A concentracdo de
taninos condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises

foram realizadas em triplicata.

4.3.4 Determinacéao do teor de saponinas totais

A quantificagdo de saponinas totais seguiu o método descrito por Makkar,
Siddhuraju e Becker (2007). Adicionou-se 250 pL de uma solucdo de vanilina (8% em
etanol) a 250 uL da solugdo do extrato (em metanol 80%), em seguida, adicionou-se 2,5
mL de sulfarico (72%). Os tubos foram incubados a 60 °C em banho-maria 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 solucdo de
vanilina, metanol 80% ¢ acido sulfarico. A curva de calibra¢do foi obtida a partir de
uma solugdo padrao a 500 pug/mL, preparada pela dissolugdo de 10 mg de disogenina
em 20 mL de metanol a 80%. A partir dessa solugdo, foram feitas dilui¢des em
triplicata, obtendo-se solugdes de quercetina nas concentracdes de 100, 200, 300, 400 e
500 pg/mL. A concentragdo de flavonoides foi expressa em miligramas equivalentes de

quercetina. As analises foram realizadas em triplicata.

4.4 Producao das Microparticulas

As microparticulas foram preparadas a partir de uma solugdo aquosa de
maltodextrina numa concentra¢dao de 20% com posterior adigao do extrato semissolido

levando-se em consideracdo o residuo seco da planta. A solucdo foi seca em um
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aparelho Spray Drier (MSD 0.5, Labmaq do Brasil Ltda.) com a finalidade de se
produzir as microparticulas, com temperatura de entrada do ar de 100 °C e vazao do ar
comprimido de 45L/h™". O tnico pardmetro que teve variagdo foi a vazio da bomba

(0,30, 0,40 ¢ 0,50 mL/min '1), pois esta modifica o tamanho das microparticulas obtidas.
4.5 Avaliagao da atividade antifiingica das microparticulas obtidas

Com o intuito de selecionar a microparticula com melhor agdo sobre os
patogenos causadores da candidiase oral, realizou-se o ensaio microbioldgico, pelo

método de microdilui¢do, ja descrito no topico 4.2.

4.6 Estudo de compatibilidade

Foi realizado estudo de compatibilidade no intuito de avaliar a compatibilidade
entre as microparticulas obtidas a partir do extrato de S. brasiliensis e excipientes
farmacéuticos comumente utilizados na produgao de gel. O estudo utilizou o sistema de
misturas bindrias, as quais foram produzidas na propor¢do 1:1. As misturas bindrias
foram analisadas pelas técnicas de DTA e TG. As misturas que se mostraram
incompativeis foram analisadas por Espectroscopia no Infravermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR). A tabela 1 informa os excipientes utilizados no

estudo.

Tabela 1 — Classes dos excipientes utilizados no estudo.

Funcao Excipiente
Gelificantes Trietanolamina; Carbopol
Umectante Propilenoglicol; Glicerina
Conservante Metilparabeno; Propilparabeno

4.7 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)

As amostras indicadas como incompativeis pelas técnicas termoanaliticas, foram
analisadas por espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier. Para as

andlises foi utilizado um espectrofotometro Spectrum 400 (Perkin Elmer®)
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FTIR/FTNIR Spectrometer. As varreduras das amostras foram realizadas entre os

comprimentos de onda de 4000 e 650 cm’.

4.8 Desenvolvimento do gel

Para o desenvolvimento do gel, foram selecionados aqueles excipientes que
melhor se comportaram apos o estudo de compatibilidade por analise térmica e
espectroscopia de infravermelho. Para o preparo do gel foram determinados os
percentuais dos constituintes para 100 g da formulacao, indicados na Tabela 2. Iniciou-
se com agua aquecida a 70 °C para a solubilizagdo dos componentes da formulacdo na
sequéncia (sem o carbopol ¢ trictanolamina). Acrescentou-se lentamente o carbopol,
agintando-se com velocidade moderada, até¢ a dispersao completa, ajustando-se o pH
para a faixa entre 6,5-7,0 apos 24 horas com a trietanolamina. O gel foi acondicionado
em recipiente plastico opaco, com tampa de rosca, em temperatura ambiente (BRASIL,

2012).

Tabela 2 - Constituintes e seus percentuais utilizados na preparagao do gel.

SUBSTANCIA CONCENTRACAO (%)
Carbopol 1,5
Trietanolamina 1,2
Glicerina 7,0
Metilparabeno 0,1
Microparticulas 10,0
Agua destilada q.s.p- 100

4.9 Ensaios organolépticos

Os aspectos organolépticos do creme foram avaliados apos 24 horas de
formulado, apds os ensaios de centrifugacgao e estresse térmico.
Aspecto: Foram observados caracteristicas macroscopicas, turvagao e precipitagao.
Cor: Por meio de leitura visual foi avaliado se ocorreu mudangas na coloragéo inicial do

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

4.10 Determinacao do pH

O pH das amostras foram verificados apos 24 horas de formulado, apds os
ensaios de centrifugacdo e estresse térmico. Antes da realizagdo dos ensaios as amostras
foram diluidas em 4gua destilada na propor¢ao 1:10. Para a determinagdo do pH foi
utilizado o pHmetro da marca Gehaka® (mPA-210), inserindo o eletrodo diretamente na

amostra diluida. O teste foi realizado em triplicata.

4.11 Estresse Térmico

O ensaio consistiu em submeter aliquotas do gel a diferentes temperaturas (40,
50 e 60 °C) por um periodo de 30 minutos. Posteriormente foram avaliados os aspectos

organolépticos e pH das amostras.

4.12 Analise da eficacia da formulacao

O gel desenvolvido foi submetido a ensaio microbioldgico, utilizando a técnica
de microdilui¢do. Para a andlise, foi preparada uma solugdo a 2 mg de extrato/ ml de
agua destilada, procedendo-se o ensaio de acordo com a metodologia ja descrita no
topico 4.2, com o objetivo de avaliar se foi mantida a atividade antifingica do extrato de

S. brasiliensis, quando incorporado a formulagao.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliagdo da atividade antifuingica

O extrato de S. brasiliensis mostrou-se eficaz sobre todas as cepas avaliadas,

quando submetido ao ensaio de atividade antifungica (Tabela 3).

Tabela 3 - Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) do extrato de S. brasiliensis sobre as cepas

de Candida.
Cepas CIM (mg/mL)
Candida albicans (ATCC 18804) 0,25
Candida tropicalis (ATCC 13803) 0,12
Candida glabrata (ATCC 15545) 1,00
Candida krusei (ATCC 34135) 0,12

De acordo com Duarte et al. (2007), produtos naturais sao potenciais inibidores
da acdo microbiana, podendo apresentar CIM menor que 500 pg/mL. Visto isso, nota-se
que o extrato de S. brasiliensis apresenta grande potencial como inibidor fuingico,
demonstrando-se eficaz contra as quatro espécies submetidas, sendo Candida tropicalis
e Candida krusei as mais sensiveis.

Valores de CIM diferentes, para as mesmas espécies, foram encontrados por
Guimaraes et al. (2010) em outro estudo realizado. No entanto, isto pode ser explicado
pela época de coleta da planta, onde a sazonalidade desta vai interferir diretamente na
presenca e concentragdo de seus metabolitos ativos, envolvidos no processo de inibigao

da atividade fungica.

5.2 Prospeccao fitoquimica

A Tabela 4 expressa os principais constituintes fitoquimicos de S. brasiliensis,

bem como as concentragdes nas quais foram encontrados.
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Tabela 4 - Teor dos constituintes fitoquimicos presentes no extrato de S. brasiliensis.

Constituintes fitoquimicos Concentragao (ug/mg)
Polifendis totais 216,78
Flavonoides 70,03?

Taninos 13,15°
Saponinas 145,71*

Legenda: 'Equivalente a acido galico (EAG); “Equivalente a quercetina (EQ); Equivalente a catequina

(EC); * Equivalente a diogenina (ED)

Os extratos vegetais tem a capacidade inibir o desenvolvimento de
microrganismos por meio de diversos mecanismos. O carater hidrofobico de membros
existentes na solu¢do com maior interacdo da bicamada lipidica da membrana celular
pode levar ao aumento da fragilidade do microrganismo ao antibidtico. (BURT, 2004;
MATIAS et al., 2013).

E possivel constatar que o teor de polifendis totais apresenta-se como o maior
dentre todos os compostos pesquisados. Estes, juntamente com os flavonoides estdo
presentes em diversas espécies vegetais, tendo sua acdo antimicrobiana ja constatada,
além da anti-inflamatoria ¢ da atividade antioxidante (CORRADINIET et al., 2011,
FERNANDES et al., 2015). Polifenois e flavonoides sdo metabdlitos uteis a planta no
que diz respeitos a sua defesa contra patogenos, dessa forma, fica comprovada sua acao

antimicrobiana (ROCHA et al., 2011; DAGLIA, 2012).

5.3 Avaliacao da atividade antifiingica das microparticulas obtidas

Na tabela 5 estdo contidos os dados obtidos a partir do ensaio microbiologico a

que foram submetidas as trés microparticulas.

Tabela 5 - Avaliagdo da atividade antifiingica das microparticulas.

Cepas CIM (mg/mL"™)
Candida albicans
Microparticula 03 0,1250
Microparticula 04 0,0625

Microparticula 05 0,1250
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Candida krusei
Microparticula 03 1,000
Microparticula 04 1,000
Microparticula 05 1,000

Candida tropicalis

Microparticula 03 0,250

Microparticula 04 0,125

Microparticula 05 0,250
Candida glabrata

Microparticula 03 0,0078

Microparticula 04 0,0078

Microparticula 05 0,0078

De acordo com os resultados obtidos, observou-se que as microparticulas obtidas
nas trés vazdes de bomba se mostraram eficazes contra os patdogenos testados, sendo que
a microparticula obtida pela vazio intermediaria (0,40 mL/min™") foi a que apresentou
melhor eficacia, sendo entdo submetida aos ensaios seguintes. Caliskan (2013) realizou
ensaio semelhante, no entanto obtendo melhores resultados a partir da menor vazao

utilizada.

5.4 Estudo de compatibilidade

Microparticula

As figuras 2A e 2B trazem as curvas DTA e TG do extrato de S. brasiliensis e

sua mistura com a maltodextrina, avaliando-se a compatibilidade entre os mesmos.
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Figura 2A- Curvas de DTA do extrato de S. brasiliensis (1), maltodextrina (2) e da
microparticula 04 (3).
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A curva de DTA do extrato apresentou trés eventos endotérmicos, sendo o primeiro
evento detectado entre 113,40-158,05 °C (4H -135,95 J/g), o segundo evento entre
197,96-226,24 °C (AH -11,11 J/g) e o terceiro evento entre 245,95-301,25 °C (4H -
49,71 J/g). Na curva DTA da maltodextrina, ocorreram quatro eventos endotérmicos,
sendo o primeiro decorrente da fusdo do excipiente, ocorrendo em 159,66 °C (4H -
172,77 J/g), valor semelhante ao encontrado por Sritham (2016). Os eventos seguintes
ocorreram a partir de 246,38 °C. O primeiro evento da microparticula incidiu em
temperatura superior, ocorrendo em 180,02-189,09 °C (4H - 117,71 J/g). Os eventos
posteriores ocorreram em 207,51-225,71 °C (4H -5,49 1/g) e 244,36-282,75 °C (4H -
47,22 J/g), com perfil térmico semelhante ao encontrado nas amostras isoladas,

indicando compatibilidade térmica entre o extrato ¢ o excipiente.

Tabela 6A — Dados DTA do extrato de S. brasiliensis, maltodextrina e microparticula.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)

S. brasiliensis Primeiro 113,40 - 158,05 126,28 - 135,95
Segundo 197,96 - 226,24 215,51 - 11,11
Terceiro 245,95 - 301,25 267,96 -49,71

Maltodextrina Primeiro 155,69 - 168,38 159,66 - 172,77

Segundo 246,38 - 259,46 254,15 - 13,14
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Terceiro 267,00 - 275,74 270,56 -20,75
Quarto 306,80 - 333,52 323,65 -29,43
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 -117,71
Segundo 207,51 -225,71 216,02 -549
Terceiro 24436 - 282,75 270,87 - 4722

Figura 2B- Curvas TG do extrato de S. brasiliensis (1), maltodextrina (2) e da
microparticula 04 (3).
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A curva termogravimétrica do extrato aponta trés eventos térmicos, sendo o

primeiro responsavel pela liberagdo de compostos volateis e perda de umidade,

ocorrendo na faixa entre 111,68 e 133,31 °C, com perda de massa de 7,89%. Os eventos

seguintes ocorreram a partir de 200,25 e 278,11 °C, correspondendo & decomposi¢ao

térmica do extrato, atingindo perda de massa de 21,22%. A maltodextrina apresenta um

evento térmico consideravel partindo de 150,19 °C com perda de massa de 40,17%. Ja a

microparticula apresenta duas etapas iniciando a primeira em temperatura superior

aquelas observadas nas substancias isoladas, sendo a primeira iniciando em 160,29 °C e

a segunda em 271,23 °C, com perdas de 21,58 ¢ 43,09%, respectivamente.

Tabela 6B — Dados da TG referentes a decomposigao do extrato de S. brasiliensis,
maltodextrina e microparticulas.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)
S. brasiliensis 111,68 133,31 7,89

200,25 205,46 6,99
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278,11 294,21 21,22
Maltodextrina 150,19 156,45 40,17
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09

Conservantes

Foram analisados os agentes conservantes metilparabeno e propilparabeno, no
intuito de avaliar qual destes ¢ o mais compativel termicamente junto as
microparticulas. Nas figuras 3 e 4 encontram-se as curvas de TG e DTA
correspondentes aos excipientes isolados e a mistura bindria destes com as

microparticulas.

Figura 3A- Curvas DTA do metilparabeno (2), microparticula 04 (1) e sua mistura
bindria (3).

DTA

W T Exoup

0.00- sy B

-10.00+

Diferenca de temperaturalJg’

-20.00

-30.00

100.00 200.00 300.00 2000
Temperatura/C®

A curva DTA do metilparabeno apresenta trés eventos térmicos significativos, um
deles exotérmico, sendo o primeiro evento decorrente da fusdo do excipiente
compreendendo a faixa de 125,75-138,11 °C (4H -260,76 J/g), no entanto, partindo-se
para a mistura binaria, ¢ possivel observar apenas dois eventos endotérmicos, sendo e
um perfil térmico semelhante ao observado na microparticula, levando a crer que a
mesma causou a supressao do pico de fusdo do excipiente, como evidenciado por Neto

(2009) ao testar uma mistura de parabenos.
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Tabela 7A — Dados DTA da microparticula 04, matilparabeno e sua mistura binaria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 -117,71
Segundo 207,51 - 225,71 216,02 -549
Terceiro 244,36 - 282,75 270,87 -47.22
Metilparabeno Primeiro 125,75 - 138,11 128,80 - 260,76
Segundo 284,21 - 313,28 300,21 - 150,92
Terceiro 347,43 - 362,88 352,94 - 17,46
Microparticulas + Primeiro 167,79 - 181,29 171,31 -224.23
Metilparabeno Segundo 257,69 - 285,41 269,17 - 59,61

Figura 3B- Curvas TG do metilparabeno (2), microparticulas 04 (1) ¢ sua mistura
binaria (3).
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Na curva TG da mistura bindria nota-se um evento de perda de massa de maneira
antecipada, partindo de 282,99 °C e 74,25% de massa perdida, quando comparado ao

excipiente isolado e a microparticula, dando indicio de incompatibilidade.
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Tabela 7B — Dados TG referentes a decomposi¢do da microparticula 04, metilparabeno
e sua mistura binaria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09
Metilparabeno 282,99 314,51 74,25
Metilparabeno + microparticulas 196,97 225,98 26,12
258,57 291,79 57,23

Figura 4A- Curvas DTA do propilparabeno (2), microparticula 04 (1) e sua mistura
bindria (3).

DTA
uv TExoup

0.00+ g

-10.00r

Diferenca de temperaturalJg

-20.00

100,00 20000 3000 20000
Temperatura/C®

O propilparabeno apresenta trés eventos endotérmicos em seu perfil, sendo o
primeiro decorrente de sua fusdo ocorrendo na faixa de 96,72-106,86 °C (4H -283,01
J/g). Partindo-se para a mistura bindria, observa-se que esse pico foi antecipado,
ocorrendo em 84,37-97,33 °C (4H - 185,35 J/g), causando degradagdo precoce do
excipiente devido a possivel interagdo fisica com as microparticulas, como observado
por Lira et al., (2007), indicando provéavel incompatibilidade. Além disso, um forte
evento endotérmico do excipiente foi alargado pela mistura, ocorrendo na faixa de

278,49-327,06 °C, com pico em 302,16 °C (4H -577,08 J/g).
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Tabela 8 A — Dados DTA da microparticula 04, propilparabeno e sua mistura binaria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 -117,71
Segundo 207,51 -225,71 216,02 -549
Terceiro 244,36 - 282,75 270,87 -47.22
Propilparabeno Primeiro 96,72-106,86 99,69 - 283,01
Segundo 268,91-307,58 300,21 -529,99
Terceiro 406,55-414,55 408,84 -27,16
Microparticulas + Primeiro 84,37-97,33 90,88 - 185,35
Propilparabeno Segundo 278,49-327,06 302,16 - 577,08

Figura 4B- Curvas TG do propilparabeno (2), microparticula 04 (1) e sua mistura
binaria (3).
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A curva TG do propilparabeno apresenta dois eventos de perda de massa, sendo
o primeiro partindo de 299,90 °C com perda de massa de 11,06% e o segundo a partir de
406,67 °C e perda de massa de 33,96%. Ao comparar com a mistura binaria, uma
antecipagao da perda de massa, que comega em 282,89 °C ¢ perda final de 94,43%,

dando indicios de incompatibilidade entre o excipiente testado e as microparticulas.

Tabela 8B — Dados TG referentes a decomposi¢do da microparticula 04, propilparabeno
e sua mistura binaria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)

Microparticulas 160,26 223,57 21,58
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271,23 289,13 43,09
Propilparabeno 299,90 305,57 33,97
406,67 409,24 11,06
Propilparabeno + microparticulas 282,89 309,42 94,43

Gelificantes

Foram analisados os agentes emulsificantes trictanolamina e carbopol, no intuito
de avaliar qual destes ¢ o mais compativel termicamente junto as microparticulas. Nas
figuras 5 e 6 encontram-se as curvas de TG e DTA correspondentes aos excipientes

isolados e a mistura binaria destes com as microparticulas.

Figura 5A- Curvas DTA da trietanolamina (2), microparticula 04 (1) e sua mistura

binaria (3).
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Em sua curva DTA, a trietanolamina apresenta trés eventos significativos, dois
endotérmicos ¢ um exotérmico, sendo o primeiro iniciando em 108,22 ¢ indo até 162,46
°C (4H -265,61 J/g), o segundo compreendendo a faixa de 309,20-348,60 °C (4H -
111,65 J/g) e o terceiro evento, exotérmico, iniciando em 377,18 até¢ 419,72 °C (4H
32,50 J/g). Perfil diferente ¢ observado na curva da mistura bindria, onde o primeiro

evento ¢ retardado, acontecendo na faixa de temperatura de 164,36-185,47 °C (4H -
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186,62 J/g), assim como o desaparecimento do segundo evento. Mudanga e

desaparecimento dos picos, além de variagdes endotérmicas ou exotérmicas sdo

consideradas interacgdes fisicas (DANIEL et al., 2013).

Tabela 9A — Dados DTA da microparticula 04, trietanolamina e sua mistura bindria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/g)
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 - 117,71
Segundo 207,51 - 225,71 216,02 -549
Terceiro 244.36 - 282,75 270,87 - 47,22
Trietanolamina Primeiro 108,22 - 162,46 134,84 - 265,61
Segundo 309,20 - 348,60 329,06 - 111,65
Terceiro 377,18 -419,72 395,59 32,50
Quarto 414,31 - 425,28 419,94 3,07
Microparticulas + Primeiro 164,36 - 185,47 171,84 - 186,62
Trietanolamina Segundo 266,03 - 329,67 303,42 241,85

Figura 5B- Curvas TG da trietanolamina (2), microparticula 04 (1) e sua mistura bindria
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A trietanolamina apresenta dois eventos de perda de massa, o primeiro a partir
de 117,08 °C, com perda de 10,09% e o segundo evento a partir de 306,21 °C, com
perda de 61,47%. A mistura binaria apresenta apenas um evento de perda de massa, que

acaba sendo retardado, acontecendo em 174,47 °C, com perda de massa de 63,43%.
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Tabela 9B — Dados TG referentes a decomposi¢do da microparticula 04, trietanolamina

¢ sua mistura binaria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09
Trietanolamina 117,08 138,18 10,09
300,21 376,85 61,47
Trienatolamina + microparticulas 174,47 217,15 63,43

Figura 6A- Curvas DTA da carbopol (2), microparticula 04 (1) e sua mistura binaria (3).
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O carbopol apresenta um total de cinco eventos térmicos, sendo o primeiro
compreendendo a faixa de 54,19-112,33 °C (4H -174,76 1/g), provavelmente decorrente
de perda de umidade, uma vez que o processo de decomposi¢cao ocorre apenas a partir
dos 260 °C (DESHPANDE et al., 1989) , o que corresponde ao terceiro evento
encontrado, que compreende a faixa de 255,27-291,66 °C (4H -96,34 J/g). A mistura
bindria apresenta perfil semelhante ao evidenciado pelas microparticulas, cujo primeiro

pico foi antecipado e parte de 163,91 até 174,65 °C (4H -329,28 J/g).
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Tabela 10A — Dados DTA da microparticula 04, carbopol e sua mistura binaria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 -117,71
Segundo 207,51 - 225,71 216,02 -549
Terceiro 244,36 - 282,75 270,87 -47.22
Carbopol Primeiro 54,19 - 112,33 86,63 -174,76
Segundo 175,36 - 245,63 213,91 - 185,02
Terceiro 255,27 - 291,66 272,20 - 96,34
Quarto 353,47 - 369,41 362,72 12,48
Quinto 425,66 - 437,94 430,23 - 14,40
Microparticulas + Primeiro 163,91 - 174,65 167,13 - 329,28
Carbopol
Segundo 250,24 - 282,99 272,80 - 62,32

Figura 6B- Curvas TG da carbopol (2), microparticula 04 (1) e sua mistura binaria (3).
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O carbopol apresenta apenas um evento de perda de massa em sua curva
termogravimétrica, sendo que a mesma inicia em 246,68 ¢ vai até 275,11 °C, com perda
de massa de 24,38%. J4 a mistura bindria, apresenta dois eventos de perda de massa,
sendo que o primeiro ¢ antecipado, em relacdo ao excipiente isolado, partindo de 207,

72 até 289, 13 °C, com perda de 11,94%.
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Tabela 10B — Dados TG referentes a decomposicao da microparticula 04, carbopol e sua

mistura binaria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09
Carbopol 246,68 275,11 24,38
Carbopol + microparticulas 186,49 207,72 11,94
254,97 287,70 49,89
Umectantes

Foram analisados os agentes umectantes propilenoglicol e glicerna, no intuito de
avaliar qual destes ¢ o mais compativel termicamente junto as microparticulas. Nas
figuras 7 e 8 encontram-se as curvas de TG e DTA correspondentes aos excipientes

isolados e a mistura bindria destes com as microparticulas.

Figura 7A- Curvas DTA do propilenoglicol (2), microparticula 04 (1) e sua mistura

bindria (3).
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O primeiro evento endotérmico da mistura foi retardado ocorrendo entre 171,80-
203,00 °C (4H -658,57 J/g), com provavel jungdo de dois picos endotérmicos presentes
nas curvas de propilenoglicol, podendo esta ser considerada uma interagdo fisica
(DANIEL et al., 2013).
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Tabela 11A — Dados DTA das microparticulas, propilenoglicol ¢ sua mistura binaria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)
Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 -117,71
Segundo 207,51 - 225,71 216,02 -549
Terceiro 244,36 - 282,75 270,87 -47.22
Propilenoglicol Primeiro 106,35 - 123,95 110,75 - 434,40
Segundo 133,63 - 163,33 145,85 - 139,04
Terceiro 197,55 - 207,88 201,06 - 287,21
Microparticulas + Primeiro 171,80 - 203,00 180,41 - 658,57
Propilenoglicol Segundo 284,44 - 323,66 290,31 119,25

Figura 7B- Curvas TG do propilenoglicol (2), microparticula 04 (1) e sua mistura
bindria (3).
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A curva termogravimétrica do propilenoglicol apresentou duas etapas, com
inicio de decomposi¢ao em 106,95 °C (31,21 % perda de massa). Na mistura binéria
apenas uma etapa de decomposicdo ¢ evidenciada, incidindo em temperatura superior,

ocorrendo entre 172,45-215,41 °C (82,70%).
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Tabela 11B — Dados TG referentes a decomposicao das microparticula 04,
propilenoglicol e sua mistura bindria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C) (%)
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09
Propilenoglicol 106,95 115,81 31,22
195,83 201,78 42,17
Propilenoglicol + microparticulas 172,45 215,41 82,70

Figura 8A- Curvas DTA da glicerina (2), microparticula 04 (1) e sua mistura binaria (3).
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A curva DTA da glicerina apresentou quatro processos de transi¢oes de fases.
Na curva da mistura binaria foi possivel observar que houve retardo no primeiro pico
endotérmico ocorrendo em 249,45-332,43 °C (4H -353,13 J/g). E possivel observar que
um forte evento endotérmico do excipiente foi suprimido na mistura com as

microparticulas, sendo indicativo de interagao fisica (MENDONCA et al., 2014).

Tabela 12A — Dados DTA da microparticula 04, glicerina e sua mistura binaria.

Amostra Evento Inicio — Final (°C) Pico (°C) AH (J/9)

Microparticulas Primeiro 180,02 - 189,09 182,71 - 117,71
Segundo 207,51 -225,71 216,02 -549
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Terceiro 244,36 - 282,75 270,87 -47.22
Glicerina Primeiro 107,23 - 116,87 111,52 - 11,02
Segundo 145,44 - 178,80 162,39 -216,30
Terceiro 279,60 - 288,78 284,24 - 76,29
Quarto 299,11 - 311,90 306,20 -272,81
Microparticulas + . 249,45 -332,43 298,69 - 353,13
. Primeiro
Glicerina
Terceiro 342,04 - 379,41 346,54 46,43

Figura 8B- Curvas TG da glicerina (2), microparticula 04 (1) e sua mistura bindria (3).
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Na curva termogravimétrica da glicerina foi possivel detectar duas etapas de

decomposigdo, com o primeiro evento ocorrendo entre 139,86 ¢ 163,42 °C com perda

de massa de 14,76%. A mistura binaria possui um perfil térmico caracteristico da

glicerina e extrato, com um pequeno retardo no processo inicial de degradacdo, quando

comparado as amostras isoladas, ocorrendo entre 153,28 e 157,35 °C e perda de massa

de 15,20%. A segunda etapa de decomposicao teve inicio em 274,43 °C.

Tabela 12B — Dados TG referentes a decomposi¢ao da microparticula 04, glicerina e sua

mistura binaria.

Amostra Temperatura Temperatura Perda de massa
inicial (°C) final (°C)
Microparticulas 160,26 223,57 21,58
271,23 289,13 43,09
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Glicerina 139,12 169,89 16,48
292,42 307,20 52,84
Glicerina + microparticulas 278,06 317,13 69,13

5.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Essa técnica foi utilizada para avaliar a compatibilidade entre alguns excipientes
e a microparticula 04, sendo eles, o propilenoglicol, metilparabeno e propilparabeno. A
espectroscopia no infravermelho auxilia na confirmagao de possiveis incompatibilidades
observadas nas técnicas termoanaliticas (PANI et al., 2012).

No espectro de FTIR do extrato rotaevaporado de S. brasiliensis (Figura 9)
observou-se uma banda larga em 3226 cm™ sugestiva de estiramento da ligagio O 0 H
(hidroxila), picos observados nas regides de 1606 e 1530 cm™ sdo sugestivos de
estiramento de ligacdo C=C de compostos aromaticos, os picos observados em 1196,

1313 ¢ 1026 cm™, sugestivo de estiramento C [1 O (LIMA et al., 2013).

Figura 9- Espectro de FTIR do extrato de S. brasiliensis.
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O espectro da microparticula 04 obtida a partir do extrato e de solugdo de
maltodextrina apresentou os picos caracteristicos do extrato de S. brasiliensis, bem
como o0s picos caracteristicos dos grupos funcionais presentes na maltodextrina,

observa-se, por exemplo, em 3212 cm’ uma banda larga ¢ intensa sugestiva de
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hidroxila, em 2925 cm™ uma banda de pequena intensidade sugestiva de estiramento de

ligagdo C [ H (PAULINO et al., 2011), como podemos observar na Figura 10.

Figura 10 — Espectro de FTIR da microparticula de S. brasiliensis a partir da maltodextrina.
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O espectro da mistura binaria da microparticula 04 com o propilenoglicol

(Figura 11) ndo apresentou diferencas nas caracteristicas da microparticula, como por

exemplo, o surgimento de novas bandas, indicando que ndo ha incompatibilidade com

este excipiente farmacéutico (TITA et al., 2011). Perfil semelhante foi observado nas

misturas bindrias com o metilparabeno (Figura 12) e propilparabeno (Figura 13).

Figura 11 — Espectro de FTIR da mistura binaria da microparticula 04 com o propilenoglicol.
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Figura 12 — Espectro de FTIR da mistura binaria da microparticula 04 com o metilparabeno.
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Figura 13 - Espectro de FTIR da mistura binaria da microparticula 04 com o propilparabeno.
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5.6 Analise fisico-quimica da formulagéo

A formulagdo apresentou coloracdo marrom castanho, com odor caracteristico
do extrato de S. brasiliensis. Apos o periodo de 24 horas o gel mostrou-se estavel
macroscopicamente, sem ocorréncia de precipitacdo ou turvacdo, com coloragdo e odor

dentro da normalidade. Para a determinagdo de pH do branco foi preparado uma
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amostra do gel sem adi¢do das microparticulas, apresentando pH de 6,3. Na amostra de
gel com as microparticulas incorporadas, o pH da formulagdo ficou em torno de 6,7 £
0,0550 permanecendo em conformidade com o preconizado no Formulario Nacional da

Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012), pois a faixa de pH ideal para géis ¢ de 6 a 7.

A estabilidade ap0s a centrifugacdo e estresse térmico ndo detectou mudangas na
aparéncia do gel, permanecendo homogéneo, sem separacdo de fases ou precipitagao,
com cor ¢ odor dentro da normalidade. As leituras de pH apds o processo de

centrifugagdo ndo apresentaram variacoes significativas (P<0,05).

5.7 Analise da eficacia da formulacao

Realizou-se o ensaio para avaliacao da eficacia da atividade antifingica da
formulagdo através da técnica de microdiluigdo em caldo, os resultados obtidos estdo
dispostos na Tabela 9.

Tabela 13- Avaliacdo da atividade antifiingica da formulagdo obtida a partir da microparticula
04.

Cepas CIM (mg/mL™)
Candida albicans 0,0625
Candida krusei 1,0000
Candida tropicalis 0,1250
Candida glabrata 0,0078

A formulagdo desenvolvida mostrou-se eficaz contra os patogenos testados,
mantendo a ac¢do antifingica exercida pelo extrato e repetindo aquela apresentada pela
microparticula, permitindo concluir que existe boa liberagdo do ingrediente ativo
vegetal no meio, bem como inferir que os excipientes contidos na formulagdo em nada
interferem na sua eficdcia. A avaliacdo de uma formulacdo semi-solida feita por
Bittencourt (2008) evidenciou a agdo antifungica de um creme-gel contendo extrato de
propolis vermelha pelo método de difusdo em agar. O creme-gel apresentou halos de
inibicdo muito pequenos para C. albicans, sugerindo uma forte interagdo entre a base
Hostacerin SAF® e o extrato de propolis, ocasionando a inativagdo das substancias com
atividade antimicrobiana. Sendo assim, incompatibilidades entre a base e o extrato

podem alterar a agdo farmacolodgica do produto.
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6 CONCLUSOES

Este estudo caracterizou o extrato das folhas de S. brasiliensis para o tratamento
de candidiase oral. Foi avaliada a a¢do antifingica do extrato frente as cepas ATCC,
sendo o mesmo eficaz contra todas as espécies analisadas. Tal acdo antifingica pode ser
atribuida a constituicdo quimica do extrato, que possui alta concentragdo de polifenois.
Foi avaliado ainda o provavel mecanismo de acdo do extrato sobre a espécie mais
prevalente na infecgdo oral por Candida. Seguido isso, foram produzidas as
microparticulas utilizando como agente de secagem a maltodextrina, que apos ensaios
de compatibilidade térmica com diferentes excipientes para gel, foi desenvolvida a
formulag¢do, a qual foi submetida a aos ensaios fisico-quimicos, preconizados em
compéndios oficiais. Em seguida a formulacdo foi submetida a uma analise de eficécia,
onde a mesma foi comprovada, atestando o potencial antifingico do produto
desenvolvido, mostrando-se 0 mesmo como potencial alternativa ao tratamento da

candidiase oral.
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