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RESUMO

Schinus terebinthifoliuRaddi, conhecida popularmente como aroeira da,pgaidilizada na
medicina tradicional para o tratamento de lesdakeras de pele e mucosas, infec¢des do
sistema respiratorio, digestorio e geniturinaridugdmente, um dos maiores problemas
enfrentados pela industria de fitoterapicos coragé a qualidade das matérias-primas de
origem vegetal € a contaminacdo microbiana. Esibalino objetivou avaliar a acao
antimicrobiana do extrato hidroalcéolico de argeabém de testar a eficacia do sistema
conservante em formulagcdo de hidrogel a base aes$s®o. Os extratos foram obtidos por
maceracdo na proporcdo de 1:10 de planta/solvemte @cool a 40%. Os métodos
microbioldgicos utilizados foram o de contagem deranganismos em placa por “pour
plate” e o da pesquisa de patdgenos, analisandtrigicata cada uma das amostras. A
atividade antimicrobiana dos extratos de aroeiravaliada através do método de difusédo em
agar, empregando as cepasStigphylococcus aureuBseudomonas aerugingdascherichia
coli, Bacillus subtilis Candida albicans Candida tropicalis Candida krusei Candida
guilliermondii, Trichophyton rubrumMicrosporum gypseupfAspergilus flavug Aspergilus
niger. A formula com aroeira foi avaliada pelo testeddsafio. Este método consistiu em
contaminar artificialmente a amostra com in6cukgsasados dé. niger, C. albicans, E. coli,

P. aeruginosa S. aureuse determinar os sobreviventes pelo método de gemtgor “pour
plate”, durante os tempos 0, 24h, 48h, 7 dias, i, 21 dias e 28 diaQuanto aos
resultados, verificou-se que o extrato de aroear@oncentracdo de 13,5 mg/mL apresentou
atividade antimicrobiana para as cepasEdecoli, B. subtilis, P. aeruginosa, S. aurgus
produzindo halos de inibicdo, em média com 13 mrdi@lmetro. No entanto ndo apresentou
nenhuma atividade antifungica. Quanto ao teste ed@ftb, verificou-se que a formulacao
com gel de aroeira associada aos conservantes enptdpilparabeno apresentou-se eficaz
frente as cepas d&. niger, C. albicans, E. coli, P. aeruginosa eaBreus Conforme o
critério A da Farmacopéia Européia, adotado nesteatho, verificou-se que esse produto
mostrou-se eficaz para o teste do desafio duranpermdo dos 28 dias. No entanto, é
interessante ampliar esse estudo, a fim de readizestabilidade acelerada e o teste de
prateleira, para estabelecer a validade dessa fagaou

Palavras chaves: Anacardiac8ahinus terebinthifoliuRaddi, acdo antimicrobiana



ABSTRACT

Schinus terebinthifoliuRaddi is used in the treatment of skin and mucogalies, infections

of respiratory, digestive and genitourinary syste@srrently one of the biggest problems
faced for the industry of phytopharmaceuticals wébard to the quality of raw materials is
the microbial contamination. The aim this study wasvaluate the antimicrobial action of
the hidroalcoholic extract of aroeira, beyond tegtthe effectiveness of the preservative
system in hidrogel to the base of this extract. &kieacts were prepared by maceration in the
ratio of 1:10 of solvent plant/with alcohol 40%. el'methods for microbial count were pour
plate and test for specific microorganisms, analyan third copy each one of the samples.
The antimicrobial activity of aroeira extracts wasformed using an agar diffusion method,
using strains ofS. aureusP. aeruginosaE. coli, B. subtilis C. albicans C. tropicalis C.
krusej C. guilliermondij T. rubrum M. gypseumA. flavusandA. niger The formula with
aroeira was evaluated by the challenge test. Miethod consisted of artificial contamination
the sample with separate indculosfofniger, C. albicansE. colie S. aureusaeruginosa and
determinations of survivors for the method of caumntfor “pour plate”, during times 0, 24h,
48h, 7 days, 14 days, 21 days and 28 days. How nuthhe results, one verified that the
extract of aroeira in the 13,5 concentration mgjfonésented antimicrobial activity for cepas
of E. coli, B. subtilisP. aeruginosae S. aureusproducing inhibition zone, on average with
13 mm of diameter. However it did not present nogfuactivity. The formula with aroeira
containig both methylparaben and propylparaben skoa good efficacy in challenge test
front to strains ofA. niger, C. albicans, E. co}iS. aureus The A criteria of European
Pharmacopoeia, adopted in this work, was verifiedt tthis product revealed the good
preservative efficacy for the challenge test, timeerval of the 28 days. However, it is
interesting to extend this study, in order to cahypugh the sped up stability and the test of
shelf, to establish the validity of this formulaion.

Words keys: Anacardiace&chinus terebinthifoliuRaddi, antimicrobial action
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1. INTRODUCAO

“O medicamento fitoterapico é obtido empregandexadusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecim@ateficacia e dos riscos de seu uso, assim
como pela reprodutibilidade e constancia de sudidauke. Sua eficacia e seguranca €
validada através de levantamentos etnofarmacolgide utilizacdo, documentacdes
tecnocientificas em publica¢cdes ou ensaios clirfeses 3"(BRASIL, 2004a).

Os constituintes quimicos responsaveis na mai@saveézes pela acdo farmacologica
ndo sao conhecidos e acredita-se que a acdo fddgaeo desses produtos envolva a
interacdo de inumeras moléculas presentes no @XCat.IXTO, 2001).

A qualidade da matéria-prima vegetal é a deternégnamicial da qualidade do
fitoterapico. No entanto essa qualidade ndo ganaottesi mesma a eficicia, seguranca e a
qualidade do produto final. A eficacia é dada petanprovacdo, através de ensaios
farmacoldgicos e dos efeitos biologicos preconigagara esses recursos terapéuticos. Os
ensaios de qualidade de matérias-primas vegetaisiolkam-se com analise sensorial ou
organoléptica, verificacdo da pureza com a pesqigsaontaminacdo microbiana, teor de
umidade, teor de substancias ativas presentasnta@ outros (FARIAS, 1999).

A planta medicinal utilizada em medicamentos é @wmobiodtico, isto €, um produto
estranho ao organismo; nele introduzido com fisaled terapéuticas. Isto significa que pode
apresentar substancias potencialmente toxicaso@ajysular, e mesmo o tradicional, ndo séo
suficientes para validar eticamente as plantas ¢cmagé como medicamentos eficazes e
seguros. Nesse sentido, as plantas medicinais eadliferenciam de qualquer outro
xenobidtico sintético e sua preconizacao ou a enaigio oficial do seu uso medicamentoso,
devem ser fundamentadas em evidéncias experimeataigrobatérias de que o risco a que
se expdem aqueles que a utilizam é suplantado pelosficios que possam advir (LAPA;
SOUCCAR; LIMA-LANDMAN; GODINHO; NOGUEIRA, 1999).

Os produtos farmacéuticos para tornarem-se estdepsndem de fatores ambientais
como temperatura, umidade, luz e outros fatorescimiados ao proprio produto como
propriedades fisicas, quimicas, de substanciassatiexcipientes farmacéuticos, forma
farmacéutica, processo de fabricacdo, tipo e pdpdes dos materiais de embalagem
(BRASIL, 2005).



Ha diferencas marcantes entre os fitoterapicos €amsacos sintéticos que estao

descritos no quadro 1.

Quadro 1 - Diferencas entre os fitoterapicos e oarimacos sintéticos

Pontos de diferencas Fitoterapicos Sintéticos
Principio ativo Freglentemente desconhecido  Sengreecido
Metodologia de controle deMais complexa Menos complexa
qualidade

Ensaios clinicos e toxicologicos Raros Frequentes
Custo Menor Maior

Calixto (2000).

Um dos principais constituintes da cascaSihinus terebinthifoliufRaddi sdo os
taninos. Os taninos apresentam varias atividadesoditas como antiinflamatéria,
antibacteriana e antifingica, além de anticarcinmgée antimutagénica (SIMOES al.,
1999). Como estdo em grande quantidade nesta dregetal sdo considerados como
marcadores quimicos no controle de qualidade @sgiecie (BRASIL, 1994).

Os constituintes das plantas medicinais variam iderevelmente, dependendo do
estado da planta, temperatura, exposicado a luzdeeamidade, nutrientes do solo, periodo e
método de coleta, além de secagem, acondicionaradraasporte (CALIXTO, 2000).

Conforme os estudos de Dall’Agnetl al. (1998a) onde a qualidade microbiol6gica de
plantas medicinais foi avaliada, houve contaminagéo fungos e poiEscherichia coli
demonstrando a necessidade de se estabelecer raenaas praticas de cultivo, coleta, além
de certificacdo de fornecedores.

Os limites de contaminagdo microbiana em plantadicimais dependem do tipo de
material vegetal e de seu uso, sendo assim, quaptimta apresenta-se em seu estado “cru”,
os limites sd0 de no méaximo “lOFC/g paraEscherichia colie para esporos de fungos
filamentosos no méximde 13 UFC/g. J& os limites microbianos para plantas niegi
utilizadas para uso topico sdo de no méaximb UBC/g para bactérias aerébicas e para
leveduras e fungos de no maximd W&C/g. Par&Escherichia colio limite méximo é de 0
UFC/g, ndo sendo admitida a presenc&alenonella spt(WHO, 1998; BRASIL, 1999).



O estudo da contaminacdo em medicamentos ndo issteo®smeticos é realizado
desde a década de 60 até os dias atuais, devepdopalmente as normas de boas praticas
de fabricacdo e armazenamento. Além da qualidaderobi@na adequada para
comercializacdo, o medicamento ou o cosmeético dewgeguro ao consumidor, garantindo a
manutencdo dessa qualidade durante o uso, confarefecacia do conservante e outros
adjuvantes adequados (OHARA; SAITO, 1984b; OHARASCGHER; SAITO 1991,
SOUZA; OHARA; SAITO 1994hb)

Ha muitos fatores relacionados as formulacbes, ¢daimo, o pH do produto, a
adsorcdo pelo material de acondicionamento, o derefe de particdo, a presenca de
tensoativos e agentes umectantes e a temperattabradmcdo e estocagem que podem afetar
0 comportamento de conservacgao dos produtos (SOOHBEARA; SAITO, 1994a).

Em 1999, o Ministério da Saude instituiu a Resaud&1 de 23/09/99, na qual
relatava os limites maximos de carga microbianapeotdutos cosméticos, por grama ou
mililitro de até 100.000 microorganismos viaveiB,QD0 leveduras ou fungos filamentosos e
10.000 enterobactérias. Os produtos ndo devem rcdsdémonella sp. S. aureus
Pseudomonas aerugingda colie fungos do génersspergillus(BRASIL, 1999).

Além dessa portaria, ha a resolucdo RDC 48 de MBIDIjue visa atualizar a
normatizacao do registro de medicamentos fitoteo&piEsse regulamento técnico € validado
por levantamentos etnofarmacologicos de utilizagimcumentacdes tecnocientificas em
publicacdes ou ensaios clinicos fase 3 (BRASIL 4200

Além dessas normas, a ANVISA aprovou a resolucédodg0 16/03/04, cuja
importancia relaciona-se com a avaliagdo toxicagipreconizando testes para
medicamentos fitoterapicos de uso topico (BRASNOQ4D).

Assim como Nostroet al. (2002) relataram que o 6leo essencial dda@intha
officinalis apresenta acéo antimicrobiana e pode ser utilizadwm conservante em produtos
cosmeticos, muitas outras plantas podem ser wldzaom esses mesmos propositos.

A partir da leitura dos relatos das a¢fes farmaicdd deS. terebinthifoliushouve o
interesse em avaliar a eficacia do sistema conse&rvea formulacdo de hidrogel a base de
extrato liquido de aroeira, cujo objetivo permdialiar microbiologicamente desde as cascas

pulverizadas que sdo matéria-prima para prepardgéoextratos hidroalcéolicos, além de



verificar quais os meétodos de esterilizacdo sensars adequados e que ndo alterassem o0s

marcadores quimicos desta droga vegetal.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PLANTAS

Desde o principio das civilizagbes, os vegetais $&ha utilizados ndo sé como fonte
alimenticia, como também medicamentosa. As diveeaéesrmidades tém sido tratadas com
chas, infuso, decocto, macerado, sucos, tintueadds, bem como, cataplasmas e ungiientos,
preparados a partir de partes de plantas (CALIX2GD1).

A pesquisa de substancias antimicrobianas nos aisgd¢senvolveu-se mais apos a
descoberta da penicilina. Os alcalbides, flavorgjidsoflavonéides, taninos, cumarinas,
glicosideos, terpenos, poliacetilenos e 6leos esEsnsdo compostos originarios de varias
vias metabdlicas. Eles tém importancia nos mecassde defesa das plantas contra seus
predadores, como fungos, bactérias, virus, pasasiteetos, moluscos e animais superiores.
Essas substancias podem apresentar também ac&uceaniiiana contra bactérias gram-
positivas, gram-negativasylycobacterium leveduras e fungos filamentosos (CALIXTO,
2001).

As propriedades bacteriostéaticas, bactericidasyi$taticas e fungicidas a partir de
produtos vegetais tém sido comprovadas atravésitdasivas pesquisas em todo mundo.
Geralmente, sédo estudadas, avaliadas e confirnaidags de ensaios bioldgicos “in vitro” -
testes de susceptibilidade ou sensibilidade. Osrongianismos padrdo podem ser da
American Type Culture Collection - ATCC ou Centraisau voor Schimmelcultures-CBS ou
microrganismos isolados de materiais biologicoss Mgtes de atividade antimicrobiana estédo
incluidas bactérias gram-positiv&&taphylococcus aureugram-negativag=scherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, baaterium smegmatieu M. phlei,
Candida albicans, Cryptococcus neoformanfsingos filamentosos (CALIXTO, 2001).

A acdo antisséptica de plantas aromaticas e madicim seus extratos tem sido

conhecida desde a antigliidade, enquanto a caraci@oi dessas agdes em laboratério ocorreu



a partir do inicio do século XX. Os 6leos essencdo geralmente isolados de partes aéreas
por métodos de destilacdo, usualmente por arrast@par ou hidrodestilacdo e sé&o
constituidos por uma mistura de terpendides, mopenes e sesquiterpenos, embora 0s
diterpenos possam também estar presentes e unedadei de hidrocarbonetos alifaticos de
baixo peso molecular, acidos, alcoois, aldeido®r exciclico, cumarinas (MANOWt al.,
1998; DORMAN; DEANS, 2000).

A atividade antimicrobiana de 6leos essenciaist@ats pode ser utilizada em muitas
aplicacdes, incluindo como tempero e conservani@identos, em industria farmacéutica e
medicina alternativa (HAMMER; CARSON; RILEY, 19990STROet al,, 2002).

Os extratos fluidos das folhas decacia aromae as formulacbes em hidrogel
mostraram eficacia antimicrobiana contra as badé&@ram (+) e Gram (-), principalmente
devido a presenca de compostos flavonoidicos (ARI2®4a, b).

Segundo Remili, Boussard e Devleeschouwer (19%4¢xtratos de plantas secos por
aspersao apresentaram menor grau de contaminag@opgudessas plantas.

De acordo com os estudos de Maccienal. (2002), a grande capacidade dos 6leos
essenciais testados nas formulagbes de hidrogéislileo crescimento de bactérias Gram
(+) e Gram (-) pode também ser atribuida a capdeidanservante de alguns componentes da
estrutura do gel, especialmente o carbopol 94@abrgforca a atividade dos 6leos essenciais
nessas formulacoes.

Martinezet al. (1996), testaram a atividade antimicrobiana desiiéees de plantas
cubanas e a que apresentou melhor atividad8.fterebinthifoliusembora nenhuma tenha
inibido leveduras.

Em estudo feito por Amorim e Santos (2003), resatague 84% das pacientes que
utilizaram um gel com aroeira e 47% das que utdizao placebo ndo apresentavam mais

vaginose bacteriana.

2.2 Schinus terebinthifoliuRaddi

Ha varias espécies de aroeira, todas pertencentessma familia Anacardiaceae.

Aroeira-mansa, aroeira-vermelha, aroeira-precocegif@ pimenteira e aroeira-do-campo,



constituem sinbnimos da espé@ehinus terebinthifoliuflkaddi. Os nomes populares de
Astronium fraxinifoliums&o aroeira-do-campo e aroeira-vermelha. Ja osspopulares de
Lithraea molleoidesé&o aroeira-branca, aroeira-brava, aroeirinhajrarde-brejo e aroeira-
da-capoeira (ARVORES BRASILEIRAS, 2005).

Conforme os estudos de Brandé@bal. (2006), a espéci&chinus terebinthifolius
Raddi possui nome polular de aroeira vermelhacassas sao as partes usuais.

Outro género que apresenta muitos nomes populaagslygacrodruon urundeuva,
sendo denominada de aroeira-do-sertdo, aroeira-puatirundeiba (LIMAet al.,2004).

Schinus molleeem nomes populares de aroeira-falsa, aroeira;sateeira-folha-de
salsa e aroeira-mole (ARVORES BRASILEIRAS, 2005).

A espécieS. terebinthifoliusRaddi é uma arvore nativa do Brasil, Paraguai
Argentina e foi introduzida nos Estados Unidos n&io do século XX, como planta
ornamental. Segundo os estudos de Medall. (1999), a espéci8. terebinthifoliu$ uma
planta agressiva que ameaca a biodiversidade dda&:I6

2.2.1 Aspectos botanicos

A espécieS. terebinthifoliugpode ser encontrada na forma de arbusto ou arvone,
altura que variam de 3 a 10 m. A copa é ovoideonadto e com ramos desenvolvidos.
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A casca apresenta-se em pedacgos curvos ou ersotdotubo, de comprimento
variavel, com 1 a 5 mm de espessura. Sua supediterna é de cor pardo-acinzentada,
profundamente fendida no sentido longitudinal e tamto no sentido transversal. E muito
rugosa, apresenta-se irregularmente com manchas clsaes e apresenta, de espaco em
espaco, placas de liquens. A face interna € eatriadgitudinalmente e de cor pardo-
avermelhada. A casca é impregnada de matéria sasigae aparece freqiientemente em sua
superficie (OLIVEIRA; AKISUE; AKISUE, 1998).

As folhas apresentam-se compostas, imparipenadasyesal com 5 a 7 foliolos
alternados, oblongos ou obtusos e crenados nagnsa{§ANTOS, 1988).

Os frutos sao cheios de grdos do tamanho de umentama principio verdes, depois
vermelhos. A coloracé@o vermelha é apenas no revesto externo dos frutos, formando uma
carapaca, que se abre espontanemante e liberagdéossPI1SO, 1957).

2.2.2 Propriedades farmacologicas

A espécieS. terebinthifoliusé utilizada no tratamento de lesGes e Ulcerasetie @
mucosas, além de infec¢cbes do sistema respiratéistema digestivo e geniturinario
(BACCHI, E.M., 1986).

Os estudos de Lucemra al. (2006); Santogt al. (2006) e Castelo Branco Nett al.
(2006), relataram qué&. terebinthifoliusapresenta acdo cicatrizante, respectivamente, em
feridas cirdrgicas de bexiga, estdbmago e de petatds.

A aroeira tem uso popular por sua acdo adstring&ri&a e antinevralgica, além de
possuir atividade inibidora de enzimas, sendozatila no tratamento de hiperuricemia, além
de atividade antitlcera (PORMIGONI; CARLINI, 1988AZZA et al.1996).

O decocto das cascas de aroeira apresentou asvideatdéxica e mutagénica nos
testes bacterianos realizados, sugerindo que gesaxitidade apresentada seja determinada
por lesbes letais sobre as bactérias, 0 que repaesm beneficio na aplicacdo dessa forma
farmacéutica como cicatrizante de feridas (DE CARM® et al.,2000, 2003).

Schmourloet al (2005) relataram a atividade antifungica dosat@t aquosos de
Schinus terebinthifoliue Schinus mollsobre a espécie de leved@andida albicans.



Martinezet al. (1996) relataram acdo antimicrobiana de algurspéates de plantas
cubanas e a que apresentou melhor atividadeSchaus terebinthifoliuRaddi, sendo ativa
contraS. aureus.

Os extratos alcodlico e aguoso 8ehinus terebinthifoliusncorporados em géis,
apresentaram atividade antimicrobiana contra asasc@adroes d&.aureusATCC 6538,
ATCC 9144 (LEALet al, 1996).

Conforme o artigo de Melo Jet al. (2002), o extrato d&. terebinthifoliusé eficaz
como agente antimicrobiano contra bactérias Grgne Gram (-) e cicatrizante em alveolites
induzidas em ratos.

Os extratos alcodlico e aquoso 8ehinus terebinthifoliufRaddi ndo apresentam
efeitos genotdxicos (RUIZt al, 1996).

2.3 Outras espécies de aroeira

Belém, Araujo e Lima (1996) verificaram que os atds e 6leos essenciais$ighinus
molle L. (aroeira) ndo apresentam atividade antifungica.

Os Oleos essenciais das espéciesSddongifolia sdo constituidos dos seguintes
compostos: alfa-pineno, beta-pineno, alfa-felanglranas, os da espécie &e fasciculata
apresentam o limoneno, beta-felandreno e alfa-detsemo(MURRAY et al, 2005).

Os resultados dos estudos de Fonteratleal. (1994) relatam que o extrato
hidroalcoodlico deMyracrondruon urundeuv@ode apresentar efeito inibitério de agregacao
plaquetaria.

Conforme os estudos preliminares de Moeitral. (1994), a espécidyracrondruon
urundeuva(aroeira do sertdo) apresentou efeitos antiinftaries na cistite hemorragica
induzida pela ciclofosfamida. Os extratos hidroalimds da entrecasca desta espécie sofrem
alteracdes quimicas e fisicas, conforme o tempdigoode acondicionamento, promovendo
modificacdes nos efeitos farmacologicos (BANDEIBt4al.,1994).

A casca daAstronium urundeuva um produto utilizado na medicina popular, na
forma de infusdo ou decocto para o controle daé&lae outras desordens gastrintestinais,
além de nao apresentar efeitos toxicos (RAO; VIAKBDELHA, 1988; CHAVESet al.,
1994; AGRA, 1996).



Os extratos deAstronium urundeuvapossuem propriedades anti-histaminicas e
antibradicinina (ALMEIDA, 1993; MENEZES®t al.,1994).

2.4. Composicao quimica

Conforme os estudos de Santos, Alves e Souza (20680principais componentes
volateis das folhas da espé8eterebinthifoliuséo o alfa-pineno correspondendo a 18,65%,
assim como nos frutos cujo componente principal Beta-eudesmol, correspondendo a
28,01%. Os estudos de Medeiros (1998) relataranesgee espécie de aroeira apresenta maior
teor de taninos quando comparado cAstronium urundeuvd&ngl. A casca da planta.
terebinthifoliusé muito rica em tanino e outras substancias atdess chalconas diméricas,
as urundeuvinas A e B, de forte acdo antiinflanai®ATOS, 1994).

As atividades farmacologicas dos taninos podemaseluidas a trés principais
caracteristicas que sdo a complexacdo com os i@télicos; atividade antioxidante e
sequestraste de radicais livres e a capacidaderdelexar outras moléculas incluindo as
macromoléculas, principalmente proteinas e polssdeos (SCALBERT, 1991).

2.5. Taninos e polifendis

Os taninos sao substancias organicas de origenrahaamorfas, formadas por
substancias fendlicas, com massa molecular de 58008D. Classificam-se em taninos
hidrolisaveis (galotaninos e os elargitaninos)renas condensados (catequinas). Os taninos
hidrolisaveis séo caracterizados por um poliolreéntujas hidroxilas sao esterificadas com o
acido galico. Os taninos condensados sdo mais ea@pglque os hidrolisados. Apds a
hidrélise acida, basica ou enzimética dos tanind®lisaveis, ha a liberagdo de acido galico
e ou elagico e glicose (VITAEt al, 2004).

Ha varias pesquisas sobre atividade biolégica dwosnds que evidenciaram
importante acdo antimicrobiana, atividade anticexgénica, além de antiinflamatoérias e
cicatrizantes (MONTEIR@t al.,2005).



2.6. Conservacao de medicamentos

Conservantes sdo substancias empregadas para naaméegridade do produto
farmacéutico durante o periodo de prateleira, bemocna fase de sua utilizacdo pelo
consumidor, além de promover a protecdo do uswérdtra a infec¢cdo acidental (SOUZA;
OHARA; SAITO, 1994b).

Quando as preparacdes farmacéuticas ndo possusmpmgarias

propriedades conservantes adequadas, podem adismitzes

agentes de conservacdo antimicrobianos, particat@en em

preparagdes aquosas, com o fim de evitar ou linaitaroliferacdo

microbiana que pode ocorrer nas condi¢cdes norneacodservacao e
de emprego e assim apresentar um risco de infggay@oo doente e
deterioracdo da preparagao, nomeadamente nosergepimultidose.
Os agentes de conservacdo antimicrobianos nao tg@ados para

substituir o cumprimento das boas praticas de dabdio.

(FARMACOPEIA PORTUGUESA, 2002, p. 470).

Conservantes antimicrobianos séo incluidos em pmefias farmacéuticas para matar
ou inibir o crescimento de microrganismos duranf@aducdo ou 0 uso dos mesmos. Sao
utilizados em preparacdes estéreis e nao estétéim, de cosméticos e alimentos. Eles ndo
devem ser utilizados indiscriminadamente (MARTINOALL993).

As normas nacionais sO estabelecem os limites pdo®ide conservantes e nao
exigem declarar a concentracdo dos mesmos no rdtufwroduto. Considera-se importante
estabelecer um controle dos conservantes incorpeianto a sua concentracdo e relaciona-
los com a eficacia dos mesmos. A analise microbio¥é imprescindivel como forma de se
garantir a qualidade dos produtos de amplo uso uidado da pele (DE CURTIS;
FRANCESCHI; DE CASTRO, 1992; GUIMARAE& al, 1982; OHARA; SAITO, 1984a).

Conforme o estudo de Marple, Roland e Benningef4p0as formula¢cées com
cloreto de benzalcbnio como conservantes eram a&ggeirndo exacerbavam as rinites
medicamentosas.

Segundo o trabalho de Seob al (2002), sobre o desenvolvimento de um sistema
conservante, a mistura de quitosana e extratouda helenium Lapresentou excelente efeito
conservante em formulacfes cosméticas e transd&mic

O estudo da contaminacdo em medicamentos ndo issteo®smeticos é realizado

desde a década de 60 até os dias atuais, devepdopalmente as normas de boas praticas



de fabricacdo e armazenamento. Além da qualidaderobidna adequada para
comercializa¢do, o medicamento ou 0 cosmeético deweeguro ao consumidor, garantindo a
manutencdo dessa qualidade durante o uso, confarefecacia do conservante e outros
adjuvantes adequados (OHARA; SAITO, 1984b; OHARASCGHER; SAITO 1991,
SOUZA; OHARA; SAITO 1994b).

Todo sistema conservante necessita ser validadotesie de eficacia da atividade
antimicrobiana, que consiste em contaminacgao @alfifda preparacdo por microrganismos
selecionados e monitoramento dos seus tempos decaed(FAVET; CHAPPUIS;
DOELKER, 2001; ORTH; ECK, 2005).

De acordo com o artigo de Chapman, Diehl e Feangld®98), a tolerancia a
conservantes é definida como uma situacdo na gest@ma conservante ndo controla por
muito tempo o crescimento microbiano na formulacao.

Conforme o estudo realizado por Behravan, BazzaMataekeh (2005), em
levantamento de contaminacéo bacteriologica em esartnsmeéticos no Ird, a incidéncia de
contaminagdo por bactérias Gram (+) cdataphylococcus auredsi maior em cosmeéticos
em uso do que em cosméticos sem uso.

A estabilidade de um produto farmacéutico podedséinida como a capacidade de
uma formulacdo em seu recipiente especifico oamstfechado de permanecer, no prazo de
validade, dentro das especifica¢cfes fisica, quimiberobioldgica, terapéutica e toxicoldgica
(VADAS, 1995; LUSINAet al, 2005).

O estudo da estabilidade de produtos cosméticodrilmain para auxiliar no
monitoramento da estabilidade organoléptica, figgionica e microbioldgica, produzindo
informacBes sobre a confiabilidade e seguranca ptodutos. Variaveis relacionadas a
formulacdo, ao processo de fabricacdo, ao matdeabcondicionamento e as condi¢des
ambientais e de transporte podem influenciar rebéistade do produto (ANVISA, 2004).

Os fatores extrinsecos referem-se ao tempo, tetnpgrduz e oxigénio, umidade,
material de acondicionamento e vibracdo. Além degsded a contaminagdo por
microrganismos. Os produtos que apresentam aguarformulacdo, como emulsdes, géis,
suspensdes ou solugcdes sdo 0s mais susceptivaisatntacado microbiana. A utilizacédo de

sistemas conservantes adequados e validados ctestealo desafio do sistema conservante



- "Challenge test", assim como o cumprimento dassbgpraticas de fabricacdo (BPF) €
necessario para a conservagdo adequada das fodesI[@QNVISA, 2004).

A partir do estudo de Bagel e Widemann (2004), amabservaram a estabilidade de
solucbes nasais sem conservantes através dos destesnitoramento microbiolégico; foi
verificado que esta forma farmacéutica quando aemada em recipiente multi-dose
apropriado € estavel por até 6 semanas depoislidadd pela primeira vez.

Os conservantes em formulagfes farmacéuticas ouétess além de atender a sua
principal funcéo que é inibir ou matar microrganismdeve ser hipoalergénico. Ha relatos na
literatura de casos de alergia a géis de ultragsafia que contém o propilenoglicol, que tem
caracteristicas também de conservante. (HORIGUWEEHI, 2005).

A qualidade do produto fitoterdpico deve ser o ltado da somatéria de esforgos
concentrados para melhoria da qualidade do progassiutivo como um todo, abrangendo
desde a obtencédo de espécie vegetal idonea at@wemgéo da qualidade do produto final
representado pelo produto destinado a infuso asfsemada em pd, comprimido e capsula
(FISCHERet al.,1996).

Na fabricacdo, acondicionamento, estocagem e Hligtdo de preparacoes
farmacéuticas deve ser garantida a qualidade madégjica. As preparacdes farmacéuticas

fitoterapicas devem estar em conformidade comit&ios do quadro 2.

Quadro 2 — Limites microbianos em fitoterdpicos saghdo a Farmacopéia Européia
(2002)

Microrganismos Fitoterapicos Fitoterapicos
com agua quente sem agua
quente
Bactérias aerdbias viaveis porgoumL  ‘WEC 10 UFC
Fungos 10UFC 1d UFC
E. coli, P. aeruginosa, Salmonella sp e SAuséncia Auséncia
aureus




2.7. Teste de eficacia do sistema conservante

O teste de eficacia do sistema conservante dodtgafio consiste na contaminacéo
proposital do produto com microrganismos espedfie@ém do monitoramento da amostra
em intervalos de tempo definidos, com o objetivadaliar a eficacia do sistema conservante
necessario a protecao do produto (PINTO, 2003; A¥W/12004).

E um procedimento no qual um produto é desafiati geosicdo a tipos especificos
de bactérias e fungos para determinar se a cogServesta adequada (RUSSEL, 2003;
CREMIEUX; CUPFERMAN:; LENS, 2005).

O melhor método para avaliar o sistema conservamteformulacdo de protetores
solares € o método do desafio (BOU-CHACRA; PINTB&tARA, 2003).

A eficacia antimicrobiana deve ser demonstrada paraulacdes farmacéuticas
topicas em embalagens multi-dose e orais, alérordeufacdes oftalmicas, otolégicas, nasais
e de liquidos para dialise (FARMACOPEIA EUROPEIQ02; TIRUMALALI, 2005).

A eficacia de conservantes antimicrobianos podersdnorada ou diminuida através
dos constituintes ativos da preparacdo, pela f@odiol na qual € incorporada ou pelo
recipiente em que € acondicionado. A atividadend@otobiana da preparagdo no recipiente
final € investigada excessivamente durante o perte validacdo para assegurar que tal
atividade ndo tenha sido deteriorada pela estocadgemmante o desenvolvimento de
preparacdes farmacéuticas, deve ser demonstradoaqgasividade antimicrobiana das
preparacdes sdo destituidas de contaminagéo ofe@ofio microbiana, durante a estocagem
e uso da preparacdo. A eficicia da atividade arrtifniana pode ser demonstrada através da
contaminagdo com microorganismos padroes da fog&olam seu recipiente final, a uma
determinada temperatura e tempo. As propriedadeseogantes da preparacao sdo adequadas
se, durante o teste, nas condigbes do mesmo, hqueda significante ou nenhum aumento
do numero de microorganismos na preparacdo incgulaods os tempos e temperaturas
preconizadas. O critério de aceitacdo, em termos daeinuicio do numero de
microorganismos com o tempo, varia com diferenfasstde preparacdo, de acordo com o
grau de protecéo pretendida (FARMACOPEIA EUROPEI2)2).

Segundo a Farmacopéia Européia, 2002, os microsrgaa padrdes a serem

utilizados séo os seguintes:



Pseudomonas aeruginodd CC 9027; NCIMB 8626; CIP 82118.
Staphylococcus auredsTCC 6538; NCTC 10788; NCIMB 9518; CIP 483.
Candida albican®ATCC10231; NCPF 3179; IP 4872.
Aspergillus nige ATCC 16404; IMI 149007; IP 143183.

Os critérios de aceitacdo do teste de eficaciasiensa conservante para preparacdes
tépicas, segundo a Farmacopéia Européia, 2002n#aonv-se no quadro 3. Esse critério é
mostrado em termos de reducdo do nimero de mierigrgas viaveis contra o valor obtido

do in6culo.

Quadro 3 — Critério de aceitacéo para eficacia deonservantes em preparacao topica

Reducéo de log
2 dias 7 dias 14 dias 28 dia
Bactérias A 2 3 - Nenhumn

aumento

\*2J

B - - 3 Nenhum

aumento

Fungos A - - 2 Nenhum
aumento
B - - 1 Nenhum

aumento

Farmacopéia Européia, 2002

O critério A, expressa a eficacia recomendada atiegida. Em casos justificados,
guando o critério A ndo puder ser atendido, pormte, por razdes de aumento de risco de
reacdes adversas, o critério B deve ser satigeRRMACOPEIA EUROPEIA, 2002).

No estudo de eficacia do sistema conservante deufacdes € necessario considerar
ndo somente a eficacia contra microrganismos, raasbém, a compatibilidade dos
componentes dos conservantes com outros mategsidgsmulacdo, além do seu antagonismo
ou sinergismo, do processo de producdo do produttbs custos associados (ORUS;
LEARANOZ, 2005).



Assim como no artigo de Hofstra, Van der Vosserae der Plas (1994), discutiu-se a
necessidade de se implantar o conceito de an&ismmntrole do ponto de risco critico no
monitoramento microbioldgico para seguranca alisredas matérias-primas utilizadas nos
processos de tecnologia de alimentos, da mesmafdawve se estender para o controle de
medicamentos ndo estéreis também.

O teste do desafio pode ser executado ndo somenpeaelutos cosméticos intactos,
mas também pode ser utilizado para avaliar a éficde protecdo durante seu uso
(CAMPANA; SCESA; PATRONE; VITTORIA; BAFFONE, 2006).

2.7.1 Comprovacéao da inativacao

Conforme a USP 29 (2006), entende-se que se unutporqubssui propriedades
antimicrobianas, quando h& presenca de consenespecifico ou quando a propria
formulacdo possui atividade antimicrobiana. Dessané&, para se determinar o limite
microbiano de um produto, devera primeiramenterakrdr essa atividade antimicrobiana, a
fim de se recuperar microrganismos viaveis. Estdrakzacdo pode ser conseguida pelo uso
de neutralizadores especificos, pelo método deacdduou pela combinagdo desses dois
métodos. Alguns fatores podem influenciar a neaigfio do conservante, tais como: a
natureza dos microorganismos usados como organisdesafiadores; as condicoes
especificas do teste, além das condi¢cdes de re@fmedos microrganismos. Esses fatores
também afetam os métodos de recuperacdo para psoagtiosos e ndo aquosos, sem levar
em conta suas propriedades antimicrobianas. A®ssg método devera ser validado, tendo
esses fatores em mente.

Cada microrganismo que for usado no teste deeeliaduido na validagéo.

A preparacdo do inéculo de microorganismos dedarfés também afeta o teste de
produtos que tém propriedades antimicrobianas. @©sconento e preparacdo dos
microorganismos desafiadores determinam o estaitwdigico da célula. Este estado tem
influéncia direta nos resultados de alguns testesfidicia antimicrobiana. As condi¢des de
preparagcdo de organismos e estocagem devem seonizadias para avaliacdo da

neutralizacéo e deve refletir as condicbes paeste antimicrobiano.



As condicOes especificas do teste incluem o usdangao, agua, condicbes de
iluminacdo e temperatura, as quais devem ser repidabs no estudo de validacdo. Todas as
condi¢cbes também devem ser padronizadas e exesutadastudo de validacdo exatamente
como sao executadas no teste.

As condicbes de recuperacdo microbiana estdo astreais cruciais na estimativa
exata do numero de microorganismos presentes ngasoteste. A primeira consideracdo é o
meio a ser usado como suporte de crescimento deveantes. A segunda consideragao séo
as condi¢des de incubacéo. As condicdes ideaiscpasaimento devem estar presentes para
assegurar completo crescimento e reprodutibilidaseresultados.

Ha véarios métodos de neutralizacdo das propriedadigmicrobianas, como dilui¢ao,
filtracdo e lavagem, mas, a inibicdo quimica é d¢on preferivel para teste de eficacia de
antimicrobianos (USP 29, 2006).

O quadro 4 mostra os neutralizantes de consevame usuais.

Quadro 4 — Neutralizantes usuais de conservantes

Neutralizante Classe de biocidas Potencial acdmatdeda
Bissufato Glutaraldeido, mercuriais Bactérias rspmruladas
Diluic&do Fendlicos, alcool, aldeidos;

sorbato
Glicina Aldeido Células em crescimento
Lecitina QACS(compostos deBactéria

amonio quaternario);
Parabenos, biguanidas

fons M@? ou C&? EDTA :

Polissorbato QACS, iodo e parabenos -

Tioglicolato Mercuriais Estafilococasesporos

Tiossulfato Mercuriais, Halogenados Estafilococos
aldeidos

Handbook of excipients (1994).

2.8. Géis

As formulacdes farmacéuticas devem ser produzidascdrdo com as Boas Praticas
de Fabricacdo e um dos critérios importantissimagjéalidade da 4gua utilizada (SANTOS,;

CHEN, 1996). As formulacBes em géis podem ser ilipo ou oleogéis cujas bases sdo



usualmente parafina liquida com polietilieno gedifios com sabdes de silica ou aluminio.
Além dessas ha os géis hidrdfilicos ou hidrogéjascbases consistem de agua, glicerol ou
propilenoglicol, gelificados com agentes gelifi@nttais como derivados de celulose,
silicatos de magnésio- aluminio ou amido (FARMACORPEUROPEIA, 2002).

A formulagéo utilizada foi a seguinte:

PlUNgel.....coooi 2,0%
Propilenoglicol..........ccoooviiiiiiiiiiiceee 5,0%
Propilparabeno.........ccccceeeeevviiiiiiiiieeeeeeeeiiiens 0,6 %
Metilparabeno............ccceevvvveviviiiii e e 0,3 %

NaOH solucéo 0,5% q.s.p até pH 6,0

Residuo seco dé&.chinus terebinthifolisRaddi.....31% (extrato concentrado em
evaporador rotativo). Foi utilizado 16mL.

Plurigel € o polimero de acrilato, ndo-i6nico, @lgse obtém um gel. Propilenoglicol
tem sido amplamente utilizado como solvente e coas&e em uma variedade de
formulacbes parenterais e n&o parenterais ( HANDBOOF EXCIPIENTS, 1994;
HORIGUCHI, 2005 ).

A solucdo de hidroxido de sodio a 5% é utilizadeapajustar o pH da forma
farmacéutica
até a neutralidade.

O metilparabeno e propilparabeno apresentam furgéool em suas formulas
estruturais. Eles agem sobre os constituinteslagopaticos como ribose. Foram introduzidos
em formulagBes cosméticas, alimentos e em medidasédpicos e sistémicos nos anos de
1930. Eles sédo mais efetivos contra fungos do queéhas. E a atividade antibacteriana é
maior contra Gram (+).

O metilparabeno, conhecido por nipagin, € muitdizatlo em associacdo com o
propilparabeno e apresenta propriedades semelhantes

O propilparabeno exibe acdo antimicrobiana em plfaixa de 4 a 8. A sua atividade
diminui com o aumento do pH, devido a formacao ao fenolato. S&o mais ativos contra

fungos e leveduras do que bactérias.



Como as concentracdes inibitérias do propilparabende metilparabeno pai.
aeruginosaATCC 9027 encontram-se na faixa 4000nL e pareS. aureusATCC 6538 € de
200Qug/mL e desta forma, foi utilizado a concentrac@® 5% nas formulacdes teste
(HANDBOOK OF EXCIPIENTS, 1994).

3. OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia do sistema conservante na foagéo de hidrogel a base de extrato

liqguido deS. terebinthifolius.

3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar microbiologicamente os extratos 8e terebinthifoliusRaddi e suas
matérias-primas;

* |dentificar a concentracdo do extrato hidroalamlie aroeira que se vai trabalhar
em funcédo do melhor teor de polifendis e acdo aotohiana que expressam;

* Realizar a analise microbiologica da formula adatadmo padrdo e nas variacdes
com o0s respectivos conservantes, verificando otdimiicrobiano de bactérias viaveis de
até100UFC/g ou mL, além de auséncia de patdgeno® & coli, Salmonella sp, P.
aeruginosa e S. aureus.

* Avaliar a influéncia do processo de autoclavacdmieroondas na qualidade
microbiolégica das cascas pulverizadas de aroeid&an de verificar se esses processos
alteram o teor de polifendis e taninos totais;

* Avaliar o teor de umidade do material vegetal;

* Avaliar o teor de extrativos e residuo seco ddsaws de aroeira;

* Avaliar a atividade antimicrobiana através cona#o inibitdria minima do extrato
selecionado contra espécies bacterianas e fungicas;

* Preparar o gel de plurigel e incorporar o extr&@beira;

» Comprovar o método de neutralizacao, utilizandoepss bacteriana e fangicas;



« Contaminar artificialmente a amostra de gel coneismocom in6culo padréo de®10
UFC/mL dos in6culos bacterianos e fungi@snonitorar o crescimento microbiano nos
tempos zero, 24h, 48h, 7 dias, 14 dias e 21 dias;

4. MATERIAIS E METODOS

4. 1 Matérias-primas

- Material vegetal Cascas secas d&chinus terebinthifoliu®Raddi, coletadas na regido da
Mata Atlantica do Estado da Paraiba. A excicatdademcontra-se depositada no Herbario
Parque das Dunas da Universidade Federal do Rimd€@do Norte.

- Agente complexante: Caseina Bovina (Sigma)

- Polimero de acrilato — Plurigel (Galena)

-Conservantes: Propilparabeno e Metilparabeno (Bém® Chemicals Industria Ltda)

4.2 Cepas padroes

Procedéncia: Fundacédo Oswaldo Cruz
Pseudomonas aeruginoHdCQS 00230 lote: 1205230;
Candida albicangNCQS 40006 lote: 030640006;
Aspergillus nigeiNCQS 40036 lote: 100440036;

Procedéncia: OXOID

Staphylococcus aureusTCC 6538 lote: 609231
Escherichia coliATCC 8738 lote: 699130

S. aureusATCC 13150

P. aeruginosaATCC 27853

E. coliATCC 8739

B. subtilisATCC 6633

C. albicansATCC 90028



M. gypseunATCC 131859

Procedéncia: Amostras clinicas
C. tropicalis LM 10

C. krusei LM 08

C. guilliermondiiLM 12

T. rubrumLM 640

A. flavusFCF 126

A. nigerLM 05

4. 3 Meios de cultura

- Agar caseina soja (Oxoid)

- Agar Sabouraud-dextrose (Becton Dickinson)
- Agar Vogel Jonhson (Acumedia)

- Agar cetrimida (Merck)

- Agar Mac Conkey (Biobras)

- Caldo verde brilhante 2% (Acumedia)

- Caldo caseina soja (Acumedia)

- Caldo lactose (Acumedia)

- Agar Mueller Hinton (Merck)

4.4 Aparelhos e equipamentos

- Agitador magnético FISATON, modelo 752

- Balanga analitica GEHAKA, modelo BG 2000
- Autoclave FABBE, modelo 106 n°® 4221

- Fluxo laminar TROX, modelo FLV classe Il A
- Bico de Bunsen

- Alca bacteriolégica com cabo de aco



- Erlenmeyer de plastico capacidade 250 mL

- Tubo com tampa rosqueével 21x 2 cm

- Tubo com tampa rosqueéavel 15x 1,5 cm

- Placa de petri 60 x 15 mm

- Pipeta graduada 10mL

- Chapa aquecedora QUIMIS, modelo Q 310-22B

- Microondas INVERTER PANASONIC, modelo N-N-G62Bpoténcia 900W/1450W
- Microscopio éptico QUIMIS, modelo Q 719K-AC

- Lamina

- Laminula

- pH metro QUIMIS, modelo SCO9, cédigo S3OEOF

- Incubadora bacteriolégica FANEM, modelo 002003

- Incubadora para fungos QUIMIS, Q 316M4

- Contador de colénias PHOENIX, modelo CP600 plus
- Aspirador de pipetas BRAND, modelo 26152

- Evaporador rotativo, TECNAL, modelo TE-211

4.5 Reagentes e solucoes

- Alcool etilico PA ( Dinamica)

- Fosfato de potassio monobasico (CRQ — CromatduRwe Quimicos Ltda )
- Hidréxido de sédio (Dinamica)

- Solucéo salina estéril

- Corantes de Gram: cristal violeta, lugol e fuagiNuclear)

4.6 METODOS

4.6.1 Preparacdo do extrato hidroalcodlico das cass pulverizadas de
Schinusterebinthifolius

As cascas utilizadas foram previamente secas eunfaede ar circulante a 46,

durante 5 dias, e pulverizadas em moinho de faeaglo esterilizadas em autoclave a°C21



durante 15 minutos e por microondas em poténcids@V e 540W por 1 a 2 minutos. Os
macerados foram preparados numa proporcdo drogeZsol alcodlica 1:10(m/v) a
temperatura ambiente. O material vegetal ficou emcaracdo por cinco dias com agitacao
esporadica. Foram preparados os extratos hidrdeloedoem concentracbes de etanol
decrescentes a 70%, 60%, 50% e 40%.

4.6.2 Perda por dessecacdo (FARMACOPEIA BRASILEIRAV, 1988)

Em pesa-filtros previamente dessecados por 30 osreutarados, foram pesados 1 g
da droga moida e colocados em estufa por 2 hdr@S°&. Apos resfriamento em dessecador,
os pesa-filtros foram pesados e recolocados erfagstumais 1 hora, repetindo-se o
procedimento até peso constante. Para o calcyterda por dessecacdao foi utilizada a

Equacao .

_ Pu-Ps
Pa

PD [100 (equacdo 1)

Onde: Pa= peso da amostra
Pu= peso do pesa-filtro contendo a amostra antdsstecacao
Ps= peso do pesa-filtro contendo a amostra apéssedacao

PD= Perda por dessecacéao

Este método é também descrito como teor de umi@apemetria), segundo Gil, E.
S.et al.,2005.

4.6.3 Determinacdo quantitativa de polifendis totai e taninos totais por
espectrofotometria através de leitura direta (VASCOICELOS, 2003)

Foram transferidos 10,0mL do extrato para baldameétrico de 100,0mL e o volume
completado com agua destilada. Um aliquota de 8,desta solucéo foi diluida a 100,0 mL
com &gua destilada. A absorvancia foi determinad2@3nm, utilizando dgua como branco.

Para determinacao da fracdo nao-tanante (FNT)plO¢& solucédo usada para determinacéo



de PFT, foram submetidos a agitacdo, em agitadgnétigo, com 150mg de caseina (agente
complexante) durante 1h. Apés agitacdo, a solugéfiltfada e desta, retirada uma aliquota
de 5,0mL e diluida a 25,0mL com agua destiladabgoevancia foi determinada em 263nm,
utilizando agua como branco.

Os resultados foram calculados segundo as equagc@es 3 e expressos em (g%) de

acido galico, através da média de trés determisacte

Ai1.FD Ax.FD

PTF = FNT =

(M-p)A7  (Equacdo 1) (M-p).AT  (Equagdo2)

TT=PFT-FNT (Equacao 3)
Onde:
PFT= Polifendis Totais
FNT= Fracdo ndo-tanante (g%);
TT= Taninos totais (g%);
A1 = Absorvancia de polifendis totais;
A, = Absorvancia da fragao nao-tanante;
FD= Fator de dilui¢ao;
m= massa de matéria-prima vegetal (g);
p= perda por dessecacao de matéria-prima (g);
A1 = coeficiente de absorcéo especifica do acide@ali

4.6.4 Teor de extrativo§BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

O teor de extrativos foi determinado utilizando-kej da droga seca e moida, o qual
foi aquecido a fervura com 100g de agua por 10 to#suApds o resfriamento, a massa
correspondente a fervura foi completada e filtremia papel de filtro, sendo desprezados os
primeiros 20 mL. Em pesa-filtros previamente tagadoram pesados 20mL do filtrado e
colocados em banho-maria, sob agitacdo ocasioadd, gerem evaporados. Em seguida, o0s
pesa-filtros foram colocados em estufa a°@%or 2 horas. Apds serem resfriados em

dessecador por 20 minutos, foram pesados e recdascam estufa por mais 1 hora. A



operacao foi repetida até peso constante. O teextdativos foi calculado segundo a equacao

4, expressando a média de seis determinagoes.

TE =  0:500

p-PD (Equacéo 4)

Onde:

TE = Teor extrativo (%, m/m)
g = massa do residuo seco (g)
p = massa da droga (g)

PD = perda por dessecacao (%, m/m)
4.6.5 Residuo seco (HARTKE e MUTSCHLER, 1986)

4.6.5.1 Procedimento

Em pesa-filtros, previamente tarados, foram colosaderca de 20,0g de solucéo
extrativa, exatamente pesados. ApOs evaporacaamehobmaria, com agitacdo ocasional, 0s
pesa-filtros foram colocados em estufa a°@por 2 horas, resfriados em dessecador por 20
minutos e entdo pesados. Os pesa-filtros foramaeados em estufa por mais 1 hora até que
a variacao de massa entre duas determinacdesisasdssse igual ou inferior a 0,25%.

Os resultados foram expressos em porcentagensitioeseco (%,m/m), pela média

de seis determinacoes.

4.6.6 Analise microbioldgica (Farmacopéia Brasilea, 1988)

A analise microbiolégica das matérias-primas emgutag neste estudo, visou cumprir
com o protocolo do teste de eficacia de consengueealetermina a andlise prévia de todos as
substancias empregadas na formulacdo do gel, cofimalidade de retirar qualquer
interferente nos resultados finais.

Sendo assim, para se executar a andlise, seguéramseguintes passos:



4.6.6.1 Preparo dos meios de cultura e de solucdes

Pesou-se a quantidade conforme especificacdo nito rde cada meio de cultura.
Colocou-se em baléo e esterilizou-se em autocla¥214C por 15 min. Distribuiu-se em
placas de petri em ambiente asséptico (sala lingga)s resfriamento, acondicionou-se as
placas com papel filme, guardando-as em geladeira.

O preparo de solugbes foi feito conforme especgifioada técnica preconizada pela
Farmacopéia Brasileira, 1988.

4.6.6.2 Contagem microbiana

O método utilizado foi o direto em placas, precad pela Farmacopéia Brasileira,
1988. Foram analisadas em triplicata cada umardasteas. O método consiste na contagem
da populacdo de microorganismos que apresenteroiroeego visivel, em 4 dias em agar
caseina-soja (para bactérias) a 30c3® em 7 dias, em agar Sabouraud-dextrose (para
fungos) a 20-2%C.

4.6.6.2.1 Preparagao de amostras

Transferiu-se 10g ou 10mL da amostra para um edgamde plastico de 250 mL,
contendo 90mL de tampéo fosfato pH 7,2 (diluicdi®)L.: Agitou-se até dissolucéo e ajustou-
se o pH entre 6,5-7,5 com &cido cloridrico 0,1Mharoxido de sédio 0,1M. Transferiu-se 1
mL desta diluicdo para 9mL de agua (diluicdo 1:10Bin seguida transferiram-se aliquotas
de 1mL de cada diluigdo para 4 placas de Petricioadu-se a cada 2 delas agar caseina-soja
e as outras 2 agar Sabouraud, ambos liquefeitds @. Misturou-se, homogeneamente, o
agar com a amostra e deixou-se solidificar. Incedmucontou-se as colbnias e calculou-se o

namero de microorganismos.



4.6.6.3 Pesquisa de patdgenos

4.6.6.3.1 Preparacao de amostras

Transferiu-se 10g ou 10mL da amostra para erlennayglastico contendo 300mL
de caldo de enriquecimento. Ajustou-se o pH pasa/7g com HCI 0,1M ou NaOH 0,1M.
Incubou-se a 30-3%, durante 24-48h.

Repicou-se para as placas com os meios Cetrimioige\donhson, Verde brilhante e
Mac Conkey, respectivamente para pesquisBsdeidomonas sf®. aureus , Salmonela sp

E.coli.

4.6.6.4 Coloracédo de Gram para identificacdo ddatumiia de bactérias

E a mais comum das coloragbes utilizadas no laimisatle microbiologia. Foi
planejada para diferenciacdo entre as bactériaspgdem reter o corante cristal violeta,
apresentando cor azulada intensa apés a descaoi@cam +) e aquelas que néo retém o
corante e apresentam cor vermelha (Gram -) (KONEM#AAIL, 2001).

Com a al¢a de platina, retirou-se uma pequena igiaaiet da colonia isolada em meio
seletivo e colocou-se em lamina limpa e desengaddure espalhou-se delicadamente,
fazendo um esfregaco. Em seguida, esperou-se aesfiregaco e fixou-o pelo calor, atraves
da chama do bico de Bunsen. Apo0s esfriar a lamimeedeu-se a coloragcédo. Primeiramente
com o corante cristal violeta por 1 minuto. Apésestempo deixou-se escorrer e adicionou-se
pequena quantidade de agua para facilitar o esctarde excesso do corante. Em seguida,
utilizou-se o outro corante que € o lugol e deiggir por 1 minuto. Lavou-se em seguida
com agua corrente e logo apos com alcool a 96%:iGeb com solucdo de fucsina diluida e

deixou-se atuar por 10 segundos. Lavou-se em segaid agua corrente e deixou-se secar.

4.6.6.5 Teste de sensibilidade dos meios de cultura

Esta técnica baseou-se no principio de que asrizacf#esentes numa amostra a ser
incubada num meio de cultura especifico, apresentegscimento com caracteristicas
especificas do meio de cultura apropriado, compdeasua capacidade de crescimento
bacteriano. Este teste foi sempre realizado qubodwee preparo de meio de cultura.



Inoculou-se cepas padrbes nos seguintes meioseisstar fim de verificar o
crescimento de microrganismos especificos paramaita

A fim de testar a fertilidade do meio de cultureafo realizadas as seguintes etapas:
1- Inoculou-se cada meio de cultura a ser testamlo am microrganismo especifico,
verificando assim a presenca ou auséncia de crestrtipico do mesmo;
2- Inoculou-se em duplicata 1mL da solucdo pademtdazda cepa. Verteu-se 20mL do meio
de cultura a ser testado em placas de petri, pneviee fundido e mantido a 45°C.
Homogeneizou-se com movimentos rotatorios em fateng;
3- Apos solidificacéo, inverteu-se a placa e incube a temperatura adequada,;
4- Semeou-se 0s meios seletivos, pelo método dasesin superficie de duas placas do meio
testado para verificar a presenca ou ausénciaedeigrento tipico;
5- O controle positivo foi realizado inoculando meios de cultura 1mL de cada suspensao,
para confirmacdo das contagens inoculadas;
6- O controle negativo, que teve como objetivofie a esterilizade do meio, contou de
verter em dois tubos de ensaio 10mL do meio desreulem teste, deixar solidificar em
angulo inclinado;
7- Incubou-se juntamente com os meios de cultueaegtavam sendo testados;

8- Verificou-se a auséncia (esterilidade do meiopesenca de crescimento microbiano.

A tabela 1 relata os tipos de meios utilizados ensaios de anélise microbiana dos

extratos e suas matérias-primas. Sendo necessaliar o teste de fertilidades dos meios.



Tabela 1 — Meios seletivos para o teste de fertiade

Meio Microorganismo Temperatura de
incubacéao

Agar sabourand Candida albicans 20-25°C

Agar cetrimida P. aeruginosa 30-35°C

Agar Vogel-Jonhson S. aureus 30-35°C

Agar verde-brilhante Salmonela sp 30-35°C

Agar Mac conkey E. coli 30-35°C

4.6.7 Atividade antimicrobiana dos extratos dé&. terebinthifolius

4.6.7.1 Espécies bacterianas e fuangicas

Para o0s ensaios microbiolégicos, foram selecionadi@ds cepas microbianas:
Staphylococcus aureuATCC - 13150), Pseudomonas aeruginosgATCC — 27853),
Escherichia coliATCC — 8739)Bacillus subtilistATCC — 6633),Candida albicangATCC
— 90028),Candida tropicalis(LM — 10), Candida kruse{LM — 08), Candida guilliermondii
(LM — 12), Trichophyton rubrum(LM — 640), Mycrosporum gypseurfATCC — 131859),
Aspergillus flavugFCF — 126) eAspergillus nigefLM — 05). As cepas bacterianas foram
mantidas em agar Mueler Hinton ( bactérias) e 8gaouraud dextrose (fungos) a 4°C.

4.6.7.2 Meios de cultura

Os ensaios da avaliagdo de atividade antibacter@nantifingica do extrato
hidroalcdolico foram feitos em agar Mueller Hintflactérias) e agar Sabouraud dextrose —
ASD (fungos), ambos da DIFCO Laboratério e Comeér€ls mesmos foram preparados

conforme as instru¢des do fabricante.

4.6.7.3 Suspensao dos microrganismos (indculo)

O inéculo das bactérias e das leveduras foramabtid cepas a partir de repiques de
24 a 48horas submetidos a temperatura de 35°Cinficalo de fungos filamentosos foram



obtidos de cepas a partir de repiques de 7 a I8l glibmetidos a temperatura ambiente.
Ambos os inéculos foram preparados em solucaddgica a 0,9% estéril. As mesmas foram
comparadas ao tubo 0,5 da escala Mc Farland, pomdsendo, aproximadamente a°10

UFC/mL (Cleeland e Squives, 1991; Greger e Had2@®); Amato netet al, 1994).

4.6.7.4 Antimicrobianos utilizados

Para avaliacdo dos ensaios de atividade antimamabdlo produto natural, foi feito
um controle com antimicrobianos utilizando discas dlbranfenicol (3(g) e cetoconazol

(50ug), obtidos da CECON/SP.

4.6.7.5 Difusao em meios soélidos

O ensaio para a avaliacdo da atividade antimicnab@o extrato hidroalcoolico dgchinus
terebinthifoliusfoi feito pelo método de difusdo em meio sélidzefado uso da técnica da
cavidade em placa (CLEELAND, SQUIRES, 1991; HADACEXREEGER, 2000; AMATO
NETO et al.,1994). Em placas de petri (90 x 15 mm) estéreisseattaveis, foi colocado 1
mL da suspensdo de cada microrganismo. Em segiaidadicionado aproximadamente,
20mL do agar Mueller — Hinton (bactérias) e do &gvouraud dextrose (fungos), fundidos a
50°C. Todo o conteudo foi homogeneizado lentameanteleixado em repouso para
solidificacdo. Sobre o meio solidificado, foramtdsi cavidades com cénulas de vidro (8 x 8
mm de didmetro), onde em seguida, foram colocafigd_-5o extrato solubilizado em suas
diferentes concentracbes de 27mg/mL; 13,5mg/m8m@g/mL; 3,4mg/mL. Os discos de
cloranfenicol (3Qig) e cetoconazol ($@) foram adicionados ao meio como controles
durante o feitio do teste.

Todo sistema do ensaio foi incubado a 35°C por 2B ahoras para bactérias e
leveduras. Os fungos filamentosos foram incubadogseenperatura ambiente por 7 a 14 dias.
Os testes foram realizados em duplicatas, e otaeufoi considerado positivo quando o
produto inibiu o crescimento do microrganismo pwddo halos de inibicdo igual ou
superior a 10 mm de diametro (NAQed al.,1991; ALVESet al.,2000). Paralelamente, foi

feito controle, consistindo de gD do veiculo do extrato que foi o alcool a 40%.



4.6.8. Preparo dos géis

As matérias-primas utilizadas para formular os @giam: plurigel, propilparabeno,
metilparabeno, propilenoglicol, hidroxido de sodisolucdo aquosa a 0,5%), extrato
hidroalcoolico deS. terebinthifoliug® agua destilada estéril.

A matéria-prima do gel foi o Plurigel, um polimeate acrilato com grupos carboxila
ativos, capazes de se intumescer rapidamente apdmalizacdo com base adequada, nao
sendo necessario aquecimento.

Na preparacao do gel foi utilizado 2 % de plurigelb de propilenoglicol e g.s de
NaOH 0,5% para ajustar o pH a 6. Os conservantdigadbs foram propilparabeno,
amplamente conhecido como nipazol e metilparabmrhecido como nipagin.

A formulagéo utilizada consta de

Plurigel........cooviiiicieee e 2,09
Propilenoglicol..........ccccceeeiiinneennn. §,0
NIPAGIN....eviiiiiiiiiie e 0,69
[T oF= V4o | 0,39

Hidréxido de sédio em solucéo a 5% q.s. pH 6,0

Agua destilada estéril g.s.p........... 100mL

O gel foi manipulado pela disperséo de 2 g do midnplurigel em aproximadamente
50mL de agua destilada estéril. Homogeneizou-se bastdo de vidro, delicadamente.
Colocou-se, em seguida a quantidade de agua mest&m separado colocou-se o0
propilparabeno e o metilparabeno e incorpou-se 00&% de propilenoglicol. Apés esse
procedimento, verteu-se no sistema anterior. Homgigeu-se. Adicionou-se quantidade
suficiente de solucdo de hidréxido de soédio a 5%a pavorecer a gelificacdo. O gel foi
mantido em becker de 250mL, coberto com papel fiime24h. Mediu-se o pH. Apds 24h
foi incorporado em 100g de gel o extrato secoSdeerebinthifoliusna concentragédo que
apresentou atividade antimicrobiana, correspondet&%.



4.6.8.1 Parametros

Os parametros avaliados nos géis foram o fisis@ofiquimicos e o microbioldgico,

onde foi realizado o teste do desafio.

4.6.8.1.1 Fisicos

Os testes fisicos estao relacionados a descricaepto, cor e odor das amostras

4.6.8.1.1.1 Aspecto

As caracteristicas da amostra serdo observadaamisote, verificando se ocorreram
modificacdes macroscopicas. O aspecto do gel dava@nogéneo e apresentar coloracao
marrom avermelhada, caracteristica do extrat8.derebinthifoliusO produto deve manter-
se integro durante todo o teste, mantendo o sectasipicial nas condi¢cdes estabelecidas do

teste.

46.8.1.1.2 Cor

Foi utilizado o método visual. Constatou-se atral@somparacdo da cor da amostra
com a do padrao estabelecido em um de frasco deanespecificacdo. A fonte de luz sera
luz branca.

A amostra do produto pode ser avaliada como norsal) alteracdo; levemente
modificada; modificada e intensamente modificadevddn permanecer estaveis até o final do

teste.

4.6.8.1.2 Fisico-quimicos

Esses parametros permitem ao formulador detectarofi problemas que podem

afetar a estabilidade e a qualidade de seu pro@uieste abordado foi o pH.



4.6.8.1.2.1 pH

E medida através de potenciometria, pela diferglecpotencial entre dois eletrodos
imersos na amostra em estudo.A determinacdo doepidfsita diluindo-se a amostra 1:2,
conforme BOU-CHAet al, (2005).

Pesou-se 2g do gel e adicionou-se 18 mL de agu#dades afim de formar uma

solucéo.

4.6.8.1.3 Microbioldgico

Os produtos cosmeéticos devem ser produzidos, amadas, transportados e
distribuidos de forma segura, e devem atender allRg® 481/99. Formulacdes a base de
agua e componentes organicos podem favorecer cramdo de microrganismos. Em alguns
casos, estes afetam a estrutura dos agentes camssninfluenciando na estabilidade do
produto justificando a avaliagdo microbiologica pimduto. Com o desenvolvimento das
BPF, entende-se que a qualidade microbiolégica me cosmético ndo deve depender
exclusivamente do seu sistema conservante. Enivetaamo ndo se pode prescindir de seu
uso, a escolha dos conservantes deve ser adecuradgue sejam efetivos. Além disso, deve-
se considerar que 0s conservantes podem ser ihagivéotal ou parcialmente, deixando o
produto sem a protecdo esperada. Portanto, testeficdcia para os conservantes devem ser

parte essencial dos dados de seguranca dos pradstogticos ( ANVISA, 2006).

4.6.9. Teste de desafio do sistema conservante (‘@llenge test”)

E necessario antes de iniciar os teste de degafineiramente comprovar o método

de inativacao do neutralizante no crescimento rhiarm.



4.6.9.1. Comprovacéo de inativacdo do neutralizante

A comprovacao da inativacdo de cada cepa utiliradteste do sistema conservante
foi efetuada transferindo-se aproximadamente 10flaxe(UFC), provenientes da suspensao
microbiana padronizada para placas de petri conténdL da diluicdo 1:10 do produto.

Neste estudo foram utilizados os conservantes neetpropilparabeno, e como
neutralizante, o polissorbato 80. Foram realizadosgrupos de estudo para cada

microrganismo teste (Tabela 2).

Tabela 2 — Caracterizagdo dos grupos de estudo pam teste de comprovacédo da

inativacao de conservantes.

Grupos A. niger C.albicans E. coli P.aeruginosa S. aureus

Teste 1
Teste 2
Teste 3
Viabilidade

Peptona

Legenda:

Teste 1- gel corfs. terebinthifoliusnais conservante + indculo + tampéo com polissor®at
Teste 2- gel ser8. terebinthifoliue sem conservantes + indculo + tampao com polisso&iat
Teste 3 - gel self. terebinthifoliusnais conservantes + inéculo + tampdo com polisso@
Viabilidade - in6culo + tamp&o sem polissorbato 80

Peptona - indculo + tampao com polissorbato 80

4.6.9.1.1 Procedimento

Transferiu-se para placa de petri aliquotas de ldad suspensdo microbiana e da
diluicdo 1:10 do produto. As aliquotas foram honmegeadas com 15 a 20mL do meio de
cultura e resfriado a 45°C. O ensaio foi incubad®-85°C por 48 horas e a 20-25°C por 5
dias, respectivamente para bactérias e fungosleRam@nte, foram efetuados os controles



visando comprovacao da nao interferéncia dos reainées utilizados no diluente, no
crescimento microbiano.

O controle foi realizado com as trés formulagden) a presenca dos microrganismos:
gel comS. terebinthifoliugnais tamp&o com polissorbato 80, gel snterebinthifoliugnais
conservante mais tampéao com polissorbato 80 eegeSs terebinthifoliuse sem conservante
mais tampao com polissorbato 80. Uma recuperagéeriga entre o grupo teste e o grupo
peptona demonstra uma eficacia adequada do neattafi E uma recuperacgéo parecida entre
0 grupo peptona e o grupo viabilidade demonstreitade adequada do neutralizador (USP
29, 2006).

4.6.9.1.2Microorganismos

Os microrganismos empregados no desafio for&n:aureusATCC 6538, P.
aeruginosdCQS 00230E. coliATCC8739,C. albicansiCQSe A. nigerlCQS 40036. Todas

procedentes do Instituto Oswaldo Cruz- RJ.

4.6.9.1.2.1 Preparacao e padronizagéo do inéculo

Primeiramente, hidratou-se a cepa liofilizada carca de 0,5 mL de solucéo salina
estéril na propria ampola do liofilizado ou swalpregnado com a cepa em tubo de ensaio
estéril. Ressuspendeu-se 0 sedimento homogenizariio- seguida semeou-se com 0 a al¢a
de platina para placas de petri contendo o meitutiera tripticase soja (TSA) para bactérias
ou agar Sabouraud Dextrose (ASD) para fungos. Asaplde ASD foram incubadas a 25°C
durante 7 dias e as de TSA a 37°C durante 48 h.

Apds essa etapa, seguiu-se a etapa do repiquespas. cConforme o procedimento
abaixo:

1- Preparam-se os meios de cultura de acordo cespexificado para cada microrganismo;
2- Dispensaram-se 0s meios em tubos de 15x180msteelizaram-os a 121°C por 15
minutos;

3- Inclinaram-se os tubos em um angulo de +308altdificacdo dos mesmos;

4- Na cabine de fluxo laminar, retirou-se com ati& platina uma por¢cdo da cultura

desenvolvida na superficie da placa;



5- Semeou-se esta porcdo sobre a superficie do imdinado, iniciando do fundo até a
porcao anterior do tubo;
6- ldentificou-se o tubo com o0 nome do microrgamisn? da cepa e data do repique;
7- Os tubos foram armazenados em geladeira, a tatape de 2° a 8°C e por no maximo 6
mesesApOs essa etapa foi realizada a preparacdo dolmaanforme figura 2.

A fim de se estabelecer numericamente uma variagée o crescimento em um meio
e 0 microrganismo especifico, fez-se uma sérieodeagens em placas a partir da diluicdo 10
®e 10° para determinar a densidade microbiana que fdid@ecélulas viaveis/mL no teste
de comprovacéo de neutralizacéo de conservanted @ dFC/mL no teste do desafio.

Para coletar células de niger, usou-se salina esteéril mais 0,05% de polissor®ate
adicionou-se quantidade suficiente, a fim de serarh inéculo de 1xFAUFC/mL.

A técnica foi efetuada da seguinte forma:
1- A partir da cultura em tubo inclinado guardadogeladeira, colocou-se 10 mL de solucéo
salina estéril e transferiu-se para um tubo esténi seguida, incubou-se a 25°C por 7 dias
para fungos e a 37°C por 48h para bactérias;
2- Em seguida, transferiu-se essa suspensao pasdemnmeyer com 90 mL de solucéo salina
estéril (diluicdo 108);
3- Prepararam-se uma seqiiéncia de diluicbes a partl0* até 1¢ utilizando uma nova
pipeta estéril a cada transferéncia;
4- ldentificaram-se os tubos com os nomes dos ngarmesmos, data de preparacdo e a
diluicdo contida no mesmo;
5- Assepticamente, transferiu-se 1mL das diluich@8 e 10® para placas de petri, em
duplicata e verteu-se em cada placa 20mL de TSétdbas) e ASD (fungos), fundidos a
45°C, homogeneizando com movimentos rotatorioscemd de 8;
6- Identificaram-se as placas das diluicdes cormmendo microrganismo e a diluicdo usada,;
8- As placas foram incubadas;
9- Decorrido o tempo de incubacdo, determinou-sméglia da contagem por mL da
suspensao utilizada;
10- Selecionou-se o tubo contendo a diluicdo deURC/mL para o teste de validacdo de

contagem e de 2QFC/mL para o teste do desafio.
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Figura 2 — Esquema de diluicdo para preparacdo dmoculo



4.6.9.2. Procedimento para o teste de eficaAciadsetvantes

Consiste na contaminagdo proposital do produto owanorganismos especificos e
avaliacdo da amostra em intervalos de tempos deincom o objetivo de avaliar a eficacia
do sistema conservante necessario a protecdo datprds conservantes utilizados devem
estar em conformidade com o estabelecido na Reéspli62/01 e suas atualizagbes
(BRASIL, 2001).

A estabilidade de produtos farmacéuticos é avabaidevés da RE n. 1, de 29 de julho
de 2005. A estabilidade depende de fatores amiBerdmno temperatura, umidade e luz, e de
outros relacionados ao proprio produto como prodpades fisicas e quimicas de substancias
ativas e excipientes farmacéuticos, forma farmac#ué sua composi¢do, processo de
fabricacéo, tipo e propriedades dos materiais deatagens ( BRASIL, 2005).

4.6.9.2.1 Técnica

Nos testes de eficacia antimicrobiana e limites robi@nos, o numero de
microorganismos desafiadores no produto € estine@dovarios intervalos de tempo e
calculado a concentracdo em UFC/mL pelo métodoodéagem em placas. Pelo menos 3
replicagbes do experimento devem ser feitas, e saddevera demonstrar que a média ou
UFC recuperado do produto desafiado devera ser mmpreo 70% do que é recuperado do
inoculo controle.

As amostras foram submetidas ao teste de eficactastema conservante, segundo a
Farmacopéia Européia, 2002, empregando-se as ssguiepas.S. aureusATCC, P.
aeruginosaATCC, E. coliATCC, C. albicandNCQS 40006 &\. nigerINCQS 40036.

De cada amostra foram transferidas 5 por¢cdes de&@gpotes de 60g de polietileno

estéreis. Em seguida, foi inoculada pD@a suspenséo d& aureusP. aeruginosaE. coli,
C. albicanse deA. nigerna concentracdo de 8 OFC/mL, procurando ajustar a carga para
cerca de 1DUFC/g de amostra, respeitando a proporcdo do indam ndo mais que 1%
(V/p).

Aliquotas de 500L de suspensdo microbiana padronizada (aproximautamky

UFC/mL) de cada microrganismos foi transferida gaote de polietilenoglicol com 50g de



gel de aroeira com e sem conservantes. As amdstas imediatamente homogeneizadas
manualmente, com auxilio de um bastdo de vidraardarcerca de 1 minuto. Em paralelo e
no mesmo momento, volumes de 50 mL de tampao fosgktpotassio monobasico pH 7,2
mais neutralizante estéril foram inoculados de #o@nutilizada para o produto (controles).
Tanto as amostras como o tampao foram submetiditeaminacdo da carga microbiana
viavel, pela técnica de “pour plate” em triplicatam 1g da amostra dispersa e diluida em
tampao até I Foi adicionado 15mL de agar tripticase soja (THada indculos bacterianos
e agar Sabouraud dextrose (ASD) para cepas fungicasompanhamento do teste foi pela
determinacdo periddica da carga microbiana de eiverges, nas amostras mantidas a
temperatura ambiente (25°C). Esta periodicidadereefe a avaliacdo imediatamente apos a
contaminagdo com indculo, 24h, 48h e 7, 14, 21 di@8 As condi¢des de incubacéo foram
de 37°C para bactérias e a 25°C para fungos.

No caso do controle, em que foi utilizado tampéda$fato de potassio monobasico
em pH 7,2 foram mantidos e analisados duranteiogeedo teste. A eficacia antimicrobiana
em cada amostra foi avaliada pelo critério de pmegacéo A da Farmacopéia Européia, 2002,
na qual preconiza para bactérias, uma reducaccodo? logaritmicos em 2 dias e de 3 ciclos
logaritmicos em 7 dias e sem nenhuma alteracacdedia e nenhum aumento em 28 dias. Ja
para fungos, relata uma reducédo de 2 ciclos logands em 14 dias e nenhum aumento em 28
dias.

Do procedimento de contagem de colbnias é possal@llar a reducéo log:

logio UFC mL*no tempo zero - lagUFC mL* num dado tempo



5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A qualidade microbiolégica de produtos farmacéwiomnstitui um dos atributos
essenciais para o seu desempenho adequado, prmaipa em relacdo a seguranca, eficacia
e aceitabilidade destes produtos. Neste trabalfaioa-se a qualidade microbiolégica das
matérias-primas que fizeram parte da formulacdgelacom aroeira, desde a contagem de
microrganismos viaveis, pesquisa de patdogenogedesficacia de conservantes.

5.1. Perda por dessecacao

A tabela 3 mostra o resultado do teor de umidadecdacas pulverizadas de aroeira,

através do método gravimeétrico.

Tabela 3 - Perda por dessecacéo para cascasSleerebinthifolius Raddi.

Método Média (%) Desvio padréao CV (%)

Estufa 9,7% 1,584 0,1630

CV (%)- coeficiente de variacao percentual paranésiras.

O teor de umidade das cascas foi de 9,7% e estéod#m esperado, conforme os
estudos de Vasconcelos, 2003, no qual trabalhouessammesma droga vegetal.

Como ha poucas referéncias em que relatam essep@st a aroeira, utilizou-se a
comparacao com dados de outras plantas. Segurtdabathos de Melet al.,2004, em que
determinou o grau de pureza®eumus boldus, Bauhinia spgsinko bilobal., através dos
teores de umidade e os mesmos estavam abaixo de tmaximo permitido que é de 8 a
14%. Resultado semelhante foi mostrado com ostegt@deS. terebinthifolius conforme
Tabela 5.



A respeito do excesso de agua em plantas mediciaa®@HO (1998); RDC 481
(1999); RDC 48 (2004), relatam que pode favoreaesaimento microbiano, além da
presenca de insetos e promover deterioracédo palisizl

Ja os estudos de Amasetl al., 2003, constataram que o teor de umidade nas plantas
medicinais adquiridas em feiras livres apresentalares muito acima dos recomendados, em
torno de 22%.

O excesso de umidade em matéria-primas vegetaigitpen acdo de enzimas,
podendo acarretar a degradacdo de constituintemiaps, além de possibilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias. O teor nwxde umidade estabelecido nas
diferentes farmacopéias varia entre 8 e 14%. O doégpavimétrico, também descrito nas
Farmacopéias Britanica e Alema e pela OMS, é ndgguadamente denominado perda por
dessecacao (FARIAS, M.R., 1999).

5.2. Determinacéao do teor de extrativos

A tabela 4 evidenciou o teor de extrativos da nefg@nimas. terebinthifoliugkaddi.

Tabela 4 - Teor de extrativos da matéria-prim&S.terebinthifolius Raddi

Teor de extrativos ~ Média (m/m %) Desvio padrao CV%

27,68 0,000408 0,008138

CV% - Coeficiente de variagcédo para 6 amostras

O teor de extrativos da matéria-prima foi de 270668804 (% m/m). Esta
determinacdo apresenta grande importancia, sendameétodo auxiliar no controle da
matéria-prima. Avalia a quantidade de substanciigidas em determinado liquido extrator,

auxiliando na escolha do mais adequado (ZHI-CERQL9



5.3. Determinacéao do residuo seco

Quanto ao residuo seco, verificou-se a importadesse dado, jA que a partir desses
valores pode-se avaliar a quantidade de droga alegegsente no extrato. Sendo assim, 0s
estudos de Vasconceletsal.,2005, mostram que os dados do residuo seco saosusaitho
critério de avaliacdo dos estudos da influéncidedsperatura de secagem por aspersao dos
extratos secos de aroeira da praia. Serve tamb#go cotério de qualidade da matéria-prima

vegetal, como nos estudos de Toletlal.,1998.

Tabela 5 - Residuo seco dos extratos hidroalcéolgcdeSchinus terebinthifolius Raddi

Extratos %(m/m) Desvio padrao CV%
|
|

Extrato nao tratado 2,68 0,536667 0,99

Extrato tratado autoclavado 15 2,80 0,543333 1,00

min

CV% - Coeficiente de variacdo para 6 amostras

5.4. Andlise microbiologica

As drogas vegetais podem conter um grande nimeiundes e bactérias, geralmente
provenientes do solo, pertencentes a microfloraurabtde certas plantas ou mesmo
introduzidas durante a manipulacdo. Dependendocdadicdes de manejo, secagem e
armazenamento, 0os microrganismos podem desenwssdydntensificando a contaminacao
(WHO, 1998).

Foram realizadas analises microbianas da drogatale@ascas), seus extratos e a
forma farmacéutica gel de aroeira.

Os resultados da contagem de bactérias aerdbiasnpes nos extratos e na forma

farmacéutica gel de aroeira, encontram-se na tébela



Tabela 6 — Contagem microbiana (bactérias) nas amwoas de gel base, extratos com
alcool a 40% e 70% e nos géis com 0S mesmos extsat@xpressos em unidades
formadoras de colbnias/g (UFC/g) ou (UFC/mL).

Amostras UFC/g
________________________________________________________________________________________________________________________________|]
Gelbase  Nenhumcrescimento

Gel com extrato a 40% 0,27 x10

Gel com extrato a 70% Nenhum crescimento

Extrato a 40% 0,25 x f0

Extrato a 70% Nenhum crescimento

Controle negativo Nenhum crescimento

Neste trabalho foi verificado que a contagem mienwd (bactérias) no extrato em
alcool a 40% foi de 0,25 x 1WFC/g. Resultados semelhantes foram verificado®éan no
gel com o extrato incorporado, no qual apresen@xAG UFC/g. E ja no extrato em &lcool
a 70%, ndo apresentou crescimento microbiano. Onmexonteceu quando o extrato foi
incorporado no gel, conforme Tabela 9. Isso magika contaminacao do gel foi devido ao
extrato.

Os limites das contagens microbianas, segundo a Wt808) e a RDC 481 de 1999,
para plantas medicinais a serem utilizadas em pepes de uso tépico séo de€ LIFC/g
para bactérias aerébicas e dé WBC/g para fungos e leveduras.

Através desses resultados, verificou-se que oseslda contagem bacteriana dos
extratos em alcool a 40%, 70% e em seus respeaiiss encontram-se dentro dos limites
preconizados por WHO, 1998 e RDC 481/99.

O que se percebe claramente € que o alcool a #%dao antisséptica, promovendo
neste caso uma agdo também conservante presendéspsetivo extrato e gel. E o fato de
haver um crescimento bacteriano no extrato em Akad®% e, em seu respectivo gel, ndo
reprova, ja esta dentro dos limites estabelecifiesdo, portanto, possivel de ser utilizado em

preparacoes fitoterapicas, jA ha menor quantidaddodol na preparacao do extrato.



Para avaliar de onde provinha a contaminacao daatex 40%, foi realizada a analise
microbiolégica das cascas pulverizadas de aroeitan®dém submetidas ao processo de
esterilizac&o por autoclave e microondas confortabdela 7.

Tabela 7 — Contagem microbiana (UFC/g) nas amostrade cascas pulverizadas d8.

terebinthifolius ndo tratadas, autoclavadas e em microondas em patéa de 540W por 2

minutos.
Cascas pulverizadas Agar Sabouraud Agar TSA
(Fungos) (Bactérias)
______________________________________________________________________________________________________________________________|]
N&o tratadas 0,26L0° UFClg 3,68x10? UFC/g
Autoclavadas Nenhum crescimento 0x12° UFC/g
Em microondas 540W 2 min 0,¥00° UFC/g 0,50x10* UFC/g

A tabela 7 mostrou que, as cascas pulverizadasraldraa quando nao tratadas
apresentaram a formacdo de 3,68xWEFC/g de bactérias e 0,26X10FC/g de fungos.
Comparando-se esses resultados com a contagenbmmaaos pos submetidos ao processo
de esterilizacdo por autoclavacao, verificou-se i@ apresentaram crescimento de fungos.
Mas, apenas um pequeno crescimento bacteriano 1#x10f UFC/g. J& na contagem
microbiana nos pés tratados por microondas, obaesgoum crescimento de 0,50 X10
UFC/g para bactérias e 0,10 X10FC/g para fungos. Verificou-se dessa forma qoeyé
uma reducdo da carga microbiana quando se compmar@ds tratados com os nao tratados.

Com a intengéo de verificar se os resultados s@iggEamente significativos, foi
realizado ANOVA, cujo resultado esta apresentadiaipela 8 e 9.



Tabela 8 — Resultados da contagem microbiana (baci@#s) das cascas nao tratadas e

tratadas pelo método ANOVA.

Fonte de SQ Gl MQ F Valor-P F-

variagao critico
_________________________________________________________________________________________________________________________|
“Ente 1689813 1 1689813  9.348519  0,012095 496459

grupos 1

Dentro 18,07573 10 1,807573

dos

grupos

Total 34,97387 11

* Significativo parao= 0,05
A ANOVA, para contagem microbiana (bactérias ewtwbs) de cascas nao tratadas e
tratadas, mostrou que as diferencas entre as @mdstam estatisticamente significativas, ja

que o valor de F foi maior do que o valor de Riawi(Tabela 8 e 9).

Tabela 9 — Resultados da contagem microbiana (fungp das cascas néo tratadas e
tratadas pelo método ANOVA.

Fonte de SQ Gl MQ F Valor-P F-
variacao critico
Entre 0,090133 1 0,090133 10 0,01012 4,9645
grupos 91
Dentro de 0,090133 10 0,009013

grupos

Total 0,180267 11

* Significativo parao= 0,05

Resultado semelhante foi encontrado por Saitsa, 2006, que analisaram a carga

microbiana por contagem de microrganismos viavaigsltga vegetaPhyllanthusniruri e



verificaram um valor em torno de °Lfle bactérias, o que esta dentro do especificado pa
WHO, 1998.

Segundo a WHO, 1998, o material vegetal ndo tratadtetado em condicbes
higiénicas e que foi processado, incluindo procedims de descontaminagdo quimica ou
fisica, como por exemplo, aquecimento, extracao éwmmol e outros podem apresenkar
coli até no maximo TOUFC/g e fungos até I0FC/g e ndo apresentar espécies de
Salmonella.

Conforme a Tabela 6 mostrou que o extrato em aleodl0% apresentou um
crescimento de 0,25 x 10FC/g, apresentando dados semelhantes quando dnadgpem
gel de Plurigel de 0,27 x 1QJFC/g. E visto que no extrato a 70% ndo apresentou
crescimento, sendo da mesma forma quando incoperadyel. A partir desses dados, pode-
se supor que a contaminacdo seja proveniente daiaptima vegetal, ja que houve maior
crescimento microbiano nas amostras nédo tratadas.

Percebe-se que para se obter matérias-primas gienoregetal em boas condicdes
sanitarias € necessario estabelecer normas depbéticsas de cultivo, coleta, processos de
secagem, transporte e armazenamento, além déceertifrnecedores (DALL AGNOEt al.,
1998a; 1998b).

As técnicas de determinacdo da carga microbiaréo ef#scritas na publicacdo da
WHO, 1998, bem como na Farmacopéia Européia (208ZFarmacopéia Brasileira nao
estabelece limites especificos para drogas vegeteisdo detalhadamente descritos o0s
meétodos de filtracdo por membrana, contagem enamacem tubos multiplos, aplicaveis a
contagem de microrganismos viaveis em produtosigoenecessitam cumprir com o teste de
esterilidade. A WHO, (1998) e RDC 481, (1999)erkhcia os limites de acordo com o
destino do material.

Os limites microbianos preconizados por essas rowadam de 1DUFC/mL até 16
UFC/mL paraE. coli; e de 10 UFC/mL até 1® UFC/mL para fungos, em ambas com
auséncia d&almonella. J4 os limites da Farmacopéia Européia sdo deeasgeE. coli, P.
aeruginosa deS. aureusapresentando até’l@e bactérias aerébias €' H fungos.

De outra forma os resultados de outros autoresrgdiect al., 2005; Rocheet al.
2004 ; Zaronkt al.,2004, Yamamotet al., 2004 ; Martinst al, 2001 e Bugnet al. ,2005)

verificaram que as condi¢Oes de algumas drogadaiegeio estdo de acordo com os padrdes



de qualidade microbiologico adotados pela WHO, 1p8& plantas medicinais utilizadas
para comercializa¢da naturaou na fabricacdo de produtos em farmécia com rakaggo.

A partir dos resultados anteriores das cascagisit@ ndo tratadas e a fim de verificar
a influéncia do alcool presente nos extratos hldémdicos obtidos dessas amostras, foi

realizado a contagem microbiana dos extratos eooladc40, 50, 60 e 70%( Tabela 10).

Tabela 10 — Contagem microbiana de extratos hidroabolicos a 40%, 50%, 60% e 70%.

Amostras ASD TSA ASD TSA
UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
N&o tratada N&o tratada Autoclave Autoclav
e
m
Extrato 50% 0,16x10 0,55x10 2,9x10 4,6x10
Extrato 60% NC 0,33x%0 1,2x10 5,8x10
Extrato 70% NC NC NC NC
Controle NC NC NC NC

Legenda: NC: Nenhum Crescimento

As amostras de extratos hidroalcéolicos obtidoscdscas tratadas apresentaram
menor contaminag&o microbiana que os obtidos dmsasio tratadas.
Com a intencédo de verificar se os resultados s@isgEamente significativos, foi

realizado ANOVA, cujo resultado esta apresentadiaipela 11 e 12.



Tabela 11 - Resultados da contagem microbiana (bactas) dos extratos obtidos de

cascas tratadas por autoclave e nao tratadas pelcétodo ANOVA.

Fonte de SQ Gl MQ F Valor-P F-
variagao critico
Entre 104,3769 7 14,91099 8,118124 3,99E-06 2,2490
grupos 24

Dentro 73,47013 40 1,836753

dos

grupos

Total 177,8471 47

* Significativo parao= 0,05

A ANOVA, para contagem microbiana (bactérias e dmgbs) de extratos
hidroalcoolicos obtidos de cascas ndo tratadasatadas por autoclave, mostrou que as
diferencas entre as amostras foram estatisticansegéicativas, ja que o valor de F foi

maior do que o valor de F- critico (Tabela 11 §.12

Tabela 12 - Resultados da contagem microbiana (fung) dos extratos obtidos de cascas

tratadas e nao tratadas pelo método ANOVA.

Fonte de SQ Gl MQ F Valor-P F-
variacao critico
Entre 19,42156 6 3,236927 8,603967 8,93E-06 2,3717
grupos 85

Dentro 13,16747 35 0,376213

dos

grupos

Total 32,58903 41

* Significativo parao= 0,05



Os resultados de Dall Agnet al., (1998a; 1998b); Galinat al.(1998) e Amarakt
al., (2001), demonstraram a necessidade de se implemprdgramas de fiscalizacao,

vigilancia e controle de qualidade em material v@g#isponibilizados em feiras livres.

5.5. DOSEAMENTO DE POLIFENOIS E TANINOS TOTAIS

Conforme a hipétese que foi levantada quanto aosepsos de esterilizacdo por
microondas e autoclave serem efetivos ou ndo mam@ascas pulverizadas de aroeira; um
outro parametro importante que deve ser levado ensideracdo € o doseamento dos
marcadores desta planta que sédo os taninos eriudife

Ja que os po6s foram submetidos a processos cormdelé@mperatura e umidade na
autoclave, além da presenca de radiacdo provenwmtenicroondas. Esses processos
poderiam promover alteracfes nas estruturas desmesdores, como reacdes de hidrdlise.
Os resultados do doseamento nas amostras doexmtalcool a 40%, 50%, 60% e 70% de

cascas nao tratadas encontram-se na tabela 13.



Tabela 13 — Determinacdo do teor de polifendis tasg taninos totais e fragcdo nao

tanante para diferentes extratos dé&.terebinthifolius obtidos de cascas nao tratadas

Concentragao dos PFT g% FNTg % TT g%
extratos

______________________________________________________________________________________________________________________________|]
______________________________________________________________________________________________________________________________|]

40% 8,53+0,09 1,44+0,14 7,0940,13

(0,0107%) (0,0998%) (0,0184%)

50% 10,43+0,25 1,08+0,12 9,3540,31

(0,0246%) (0,1137%) (0,0336%)

60% 10,51+0,04 1,44+0,19 9,06+0,23

(0,0039%) (0,1371%) (0,0261%)

70% 7,88+0,08 1,28+0,25 6,61+0,34

(0,0113%)

(0,2007%)

(0,0517%)

As amostras dos extratos em alcool a 50% e a 60%adeas ndo tratadas
apresentaram maior teor de polifendis e tanin@sstofue 0os outros extratos a 40% e a 70%.
Com a intencao de verificar se os resultados satistcamente significativos, foi

realizado ANOVA, cujo resultado esta apresentadiaibela 14.



Tabela 14 — Resultados para taninos obtidos para asxtratos hidroalcéolicos deS.
terebinthifolius das cascas nao tratadas pelo método ANOVA.
Fonte da variacdo SQ GL MQ F Valor-P F-critico

Entre grupos 15,30772 3 5,102573 0,300352 0,824732098393
Dentro dos 339,7728 20 16,98864

grupos

Total 355,0805 23

* Significativo parao= 0,05

A ANOVA, para taninos totais obtidos para os exsahidroalcéolicos deS.
terbinthifoliusdas cascas néo tratadas, mostrou que as diferenigasos extratos nao foram
estatisticamente significativas, ja que o valoFdei menor do que o valor de F-critico.

Em funcéo destes resultados, apenas os extrat$s & 0% foram analisados quanto
a eventual influéncia da autoclavacédo e microorstdse o teor de Taninos e Polifenois

Totais. Os resultados estdo na tabela 15.



Tabela 15 — Determinacdo do teor de polifendis tasg taninos totais e fragcdo nao

tanante para diferentes extratos de cascas tratadae® S. terebinthifolius

Tipos de extratos

PFT g%

FNT g%

TT g%

Extratos de cascasAU 40% 10,690,11 2,18+ 0,61 8,51+0,49
autoclavadas AU 50% 171179012 1574004  0.60%017
121°C 15 min 0011%)  (0,0307%)  (0,0178%)
AU 60% 11,56+0,26 1,66+0,12  9,90+0,36

(0,0228%  (0,0779% (0,036%
AU 70% 10,70£0,10 1,74:0,199  8,95:0,21
(0,009%)  (0,114%) (0,0239%)
*Extratos de cascasMO 1 min50% 11,78+0,01 1,87+0,15 9,91+0,15

submetidas ao

microondas a 540W

(0,0009% )

(0,0844% )

(0,0152% )

MO 2 min 50% 11,08+0,07 1,41+0,04 9,68+0,11
MO 1 min 60% 11,26+0,13 1,38+0,10 9,87+0,24
MO 2 min 60% 11,21+0,38 1,34+0,15 9,87+0,40

(0,0346% )

(0,1184%)

(0,0405% )

/! [/ | |
* Por Problemas técnicos ndo foi possivel realamrextratos em alcool a 40% e a 70% de cascas

submetidas a microondas

Legenda: AU40% - alcool a 40% de cascas submeticiaautoclave; AU50% - alcool a 50% de cascas
submetidas em autoclave; AU60% - alcool a 60% deasasubmetidas em autoclave; AU70% - alcool a d@%
cascas submetidas em autoclave; MO 1 min 50% ek#kc60% de cascassubmetidas a microondas por;1l min
MO 2 min 50% - alcool a 50% de cascas submetidagmondas por 2 min; MO 1 min 60% - alcool a 6086 d
cascassubmetidas a microondas por 2 min; MO 2 @fia 6alcool a 60% de cascas submetidas a microondas

por 2 min



O teor de polifendis e taninos totais foi supenias amostras dos extratos de cascas
previamente submetidas a microondas e autoclavggaado comparado com 0s outros
extratos de cascas nao tratadas.

O que se pode supor que 0s processos de estédindg alteraram o teor dos
marcadores desta planta, podendo-se continuatugosgara avaliar se futuramente pode
ser utilizado como método de esterilizagdo pamatgtamedicinais.

A fim de verificar se os resultados sao estatisterte significativos, foi realizado

ANOVA, cujo resultado esté apresentado na tabela 16

Tabela 16 — Resultados para taninos totais dos eatos hidroalcoolicos de S.

terebinthifolius das cascas tratadas por autoclavpelo método ANOVA.

Fonte da SQ GL MQ F Valor-P F critico
variagao
__________________________________________________________________________________________________________________________|
“Entre | 29044207 3 0081432 0044442 0987173 3098393
grupos

Dentro  441,6678 20 22,08339

dos

grupos

Total 444,6121 23

* Significativo parao= 0,05

Os resultados obtidos pelo método ANOVA quantoesgmca de taninos totais dos
extratos hidroalcoolicos das cascasSdeerebinthifoliusubmetidas a autoclavacdo, mostrou
que as diferencas entre os extratos ndo foranistis@inente significativas, ja que o valor de
F foi menor do que o valor de F- critico.

Para avaliar se os resultados do doseamento awsatmitais entre 0os grupo de cascas
nao tratadas e tratadas séo estatisticamenteisagivibs entre si foi realizado ANOVA, cujo

resultado apresenta-se na tabela 17.



Tabela 17 — Resultados para taninos obtidos dos extios hidroalcoolicos de S.

terebinthifolius das cascas nédo tratadas e tratadas por autoclaveslp método ANOVA.

Fonte da SQ GL MQ F Valor-p F critico
variacao
|
Entre 26,30788 7 3,758269 0,192376 0,985401 2,249024
grupos

Dentro  781,4406 40 19,53601

dos

grupos

Total 807,7485 47

* Significativo parao= 0,05

A ANOVA, para taninos totais obtidos dos extratoglrdalcoolicos de S.
terebinthifoliusdas cascas néo tratadas e tratadas por autoclag&romque as diferencas
entre os extratos ndo foram estatisticamente gigtiifas, j& que F foi menor que o F critico.

Os estudos de Medeirat al(1998), relataram que o teor de taninos totais para

extratos hidroalcéolicos d& terebinthifoliufRaddi foi de 6,3%.

5.6. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE S.

terebinthifolius

Segundo os estudos de Lireaal. (2004) e Martinezt al. (1996), os extratos de
aroeira apresentam atividade antimicrobiana. Aimpdai houve o interesse em verificar se 0s
extratos hidroalcéolicos de aroeira ndo tratadatada apresentavam essa atividade. Assim,
0s extratos foram testados com 12 espécies micradia

Das 4 espécies bacterianas ensaiadas, todas cetam kensiveis aos extratos
hidroalcoolicos dé&. terebinthifoliuobtidos de cascas tratadas e nado tratadas nant@uE®
de 27mg/mL. Porém a concentracdo inibitéria min{@#) do extrato, obtido de cascas
tratadas por autoclave a 121°C por 15 min, [garaoli e B. subtilis foi de 27mg/mL. Os
outros extratos de cascas nao tratadas e de daastadas por autoclave a 121°C por 20
minutos apresentou uma CIM de 13,5mg/mL para tadasepas bacterianas utilizadas neste

ensaio, como pode ser observado na tabela 18.



Os resultados foram expressos em termos do diardatmmna de inibicdo: < 9mm,
inativo; 9-12mm, parcialmente ativo; 13-18mm, ati#018mm, muito ativo (ALVESet al.,
2000).

Tabela 18: Média dos halos de inibicdo (mm) da CIMdo extrato hidroalcéolico de

S.terebinthifolius contra bactérias, em meio sélido.

Extratos (mg/mL) S. aureus P. aeruginosa E. coli B. subtili
|
|

Nao 13,F 11 12 12 12
tratada 6.6 7 10 _ 10
3,4 7 7 - -

Autoclave 27 12 14 10 12

15 min 13,5 11 12 8 8
6,8 10 9 - -
3,4 8 8 - -
Autoclave 27 14 14 12 13
20min 13,5 11 11 10 10
6,8 10 10 8 -
34 8 7 - -
Cloranfeni 22 17 16 21
col
Etanol a 40% 0 0 0 0

Os extratos hidroalcoolicos @& terebinthifoliusexpressaram suas atividades contra
S. aureus, P. aeruginosa, E. celB. subtilis produzindo halos de inibicdo, em média, com
13mm de diametro.

De modo geral, os resultados estdo compativeisosoestudos de Limet al. (2004),
em que estudaram o espectro de acdo antimicrobiarextrato aquos®. terebinthifolius
frente as bactériéS. aureus, S. epidermidis, B. cereus, E. coli@Ruginosa.

Os resultados obtidos por estes autores mostraemsibgdidade deS. aureus, S.
epidermidis, B. cereug P. aeruginosa. Outros trabalhos confirmam a sensibilidade de
bactérias Gram- positivas e Gram- negativas, cordars tipos de espécies de Anacardiaceae
estudada (LEALet al.,1996).



Leal et al. (1996), verificaram a atividade antiestafilococimextratos e do gel &
terebinthifolius sendo tais produtos hébeis para produzir halasibigdo, respectivamente
de 20 e 10 mm de diametro.

Resultado semelhante foi relatado por Martie¢zal. (1996), quando testaram a
atividade antimicrobiana de 12 espécies de plaotdmnas e a que apresentou melhor
atividade contrés. aureudoi a Schinus terebinthifoliudNo estudo desses autores, relataram
também que essa atividade ndo foi devido a presedecetanol presente no extratdéo
entanto, ndo apresentou atividade antifingica.

Quanto aos resultados da atividade antifungicadrans extratos hidroalcéolicos de

S. terebinthifoliusao tratada e tratada, estdo evidenciados naal &48el



Tabela 19: Média dos halos de inibicdo (mm) da CIMio extrato hidroalcoolico deS.

terebinthifolius contra fungos, em meio solido.

Extratos mg/mL C. C.t C Cg Tr M. A.f A.
alb ro kr uil ub gys lav nig
ica pic us lie ru ipi us er
ns ali ei rm m um

S on
dii
N&o tratada 27 - - - - - - - -
1°E - - - - - - - -
R & - - - - - - - -
3,4 - - - - - - - -
Autoclave 27 - - - - - - - -
15 min 1ac ) . } . . - - -
R & - - - - - - - -
3,4 - - - - - - - -

Autoclave 27 - - - - - - - -

20min 1arc ) . } . . - - -

Legenda (-): sem halo de inibicéo.

Os extratos hidroalcdolicos de cascas tratadas &rai@das de aroeira ndo apresentam
nenhuma atividade antifingica, ja que nao houvendgéo de halo inibitério, conforme
demonstrado na Tabela 23. Esses resultados estimatieeis com os estudos de Martiredz
al. (1996), em que verificaram queSaterebinthifolius:&o apresenta agéo con@aalbicans.

No entanto, diferem dos estudos de Schmoetlal (2005), em que relataram que
extratos aquosos d&. terebinthifoliusnibem C. albicans.Além dos estudos de Limet al.
(2004), que relataram acéo conftaubrum M. canis, E. floccosum e C. albicans

A atividade antimicrobiana do extrato de aroeirst@estudo nao foi devido ao etanol,

ja que nao houve formacdo de nenhum halo de imkdgaetanol a 40%, que foi o veiculo

utilizado neste estudo. Resultado encontrado tanguériviartinezet al. (1996).



A atividade antibacteriana dos extratos $le terebinthifolius possivelmente, esta
associada a presenca de certos compostos quimmasspecial, de taninos (MATOS, 1994).
Estes compostos sdo considerados responsaveis @igislades antibacteiana e
antiinflamatoéria, o que confere largo uso destatplao tratamento de doencas infecciosas e
inflamatorias (SIMOESet al., 1999; BACCHI, E.M., 1986; MELO Jet al. 2002). Esses
resultados demonstram que a qualidade da matémiagpara o extrato estava em boas
condicbes de uso. Mas, por outro lado demonstrewngo apresentou atividade sobre fungos,
usados nesse experimento (Figura 3).

Figura 3 — Avaliacao da atividade antifungica dra® hidroalcoolico d&. terebinthifolius

contraA. flavus(esquerdag A. niger(direita)

5.7 COMPROVACAO DE NEUTRALIZACAO

Este teste constou da avaliacdo da neutralizacaosistema conservante. O
polissorbato 80 foi utilizado como agente neuteadie dos conservantes empregados. Foi
empregado na concentracdo de 1% (p/v) e adicioaadhluente (tampéo fosfato de potassio
monobasico em pH 7,2), a fim de neutralizar o sisteonservante presente nas formulacdes
com gel comS. terebinthifoliuse com conservantes, gel seBn terebinthifoliuse sem

conservantes e gel sédnterebinthifoliue com conservantes.



A eficacia da neutralizacdo foi testada inoculasdparadamente o microrganismo
teste (1 mL da suspenséo padronizada com meno80i&-C/mL) em cada placa de petri,
juntamente com 1 mL do produto diluido a*1@ sobrevivéncia dos microrganismos foi
subsequentemente determinada através do método fiete”, o qual mostrou resultados
satisfatorios quando as UFC obtidas sé@o similadessaispensédo microbiana original.

O teste também foi realizado, da mesma forma, pos&m a presenca de
microrganismos no grupo controle. Como neste thahaltilizaram-se 3 formulacdes, o
grupo controle também apresentou 3 variacdes. @entr gel comS. terebinthifoliuscom
conservantes, adicionado de tampao com neutradiz&aintrole 2: gel ser8. terebinthifolius
e sem conservantes e o controle 3: gel Setarebinthifoliue sem conservantes.

A tabela 20, mostra os valores das contagens emrlE@os in6culos nos grupos
controle, teste, viabilidade e peptona. Os resoftaths contagens evidenciaram que o0 grupo
controle ndo apresentou crescimento microbianoocera de se esperar. Por outro lado, os
grupos testes, viabilidade e peptona apresentam@ascimento microbiano dentro das

expectativas esperadas.



Tabela 20 — Contagens de microrganismos viaveis dd-C/mL dos inéculos nos grupos

teste, viabilidade e peptona.

In6culo de:

Grupos  Inoculo de Inéculo de In6culode  InGculo de Inéculo de
A. niger Cualbicans E. coli P.aeruginosa S. aureus
30UFC 75 UFC 100UFC 100 UFC 160 UFC

Teste 1 30UFC 20UFC 100UFC 100 UFC 80UFC
Teste 2 10 UFC 10UFC 100UFC 100 UFC 160 UFC
Teste 3 22UFC 16 UFC 100UFC 100 UFC 80UFC
Viabilidade 30 UFC 60 UFC 100UFC 100 UFC 85UFC
Peptona 30 UFC 60 UFC 100UFC 100 UFC 100UFC

Legenda:

Teste 1- gel cord. terebinthifoliusom conservante + indculo + tamp&o com neutrakzan
Teste 2 - gel ser8. terebinthifoliussem conservantes + inéculo + tampao com neldraéz
Teste 3 - gel ser8. terebinthifoliusom conservantes + indculo + tampao com neutrakza
Viabilidade - in6culo + tamp&o sem neutralizante

Peptona - in6culo + tampao com neutralizante

O ensaio para comprovacdo da inativacdo do sisteomservante demonstrou
eficiéncia do sistema neutralizante utilizado. Estltado € condizente com o preconizado
pela USP 29, 2006.

Segundo a USP 29, uma recuperacdo parecida eggo teste e o grupo peptona
demonstra uma eficacia adequada do neutralizademdrecuperacao parecida entre o grupo
peptona e o grupo viabilidade demonstra toxicidetkrjuada do neutralizador.

Resultados semelhantes foram verificados por Bau-0het al. (2003) e Seo, S. Bt
al. (2002), que utilizaram como agente neutralizad®rcdnservantes, o polissorbato 80.
Segundo esses autores, 0 polissorbato 80 apreseiicécia de neutralizacdo dos

conservantes.



5.8 EFICACIA DO SISTEMA CONSERVANTE

Todo sistema conservante necessita ser validadotesie de eficacia da atividade
antimicrobiana, que consiste em contaminacgao @aifda preparacdo por microrganismos
selecionados e monitoramento dos seus tempos decaed(FAVET; CHAPPUIS;
DOELKER, 2001; ORTH; ECK, 2005).

Os conservantes utilizados neste estudo foram milpanabeno e metilparabeno, cuja
classe de conservante que compde é éalcool.

A interpretacdo dos resultados foi fundamentadacardagem de microrganismos
viaveis durante o acompanhamento do teste do desafi

Os valores do controle agem como referéncia pstedbelecer a reducao microbiana

devido a conservantes (Tabelas 21 e 22).



Tabela 21 — Numero de sobreviventes (UFC/g) d& aeruginosa, E. cali, S. aureus, C.

albicans e A. niger no teste de eficacia de conservantes

Tempo
Gel Microrganismos  In6culo 0 24h 48h 7 dias l4dias 21dias 28dias

Gel com A. niger 9,1x1d 9x10'  6,5x1¢ 3x10"® 4x10t  5x10 1x10 <10
s C. albicans 7,2x10  8x1@P 2x 10 <10 <10 <10 <10 <10
S. terebinthifolius 2" ox10  1x1C? <10 <10 <10 <10 <10 <10
+ conservantes P. aeruginosa 6x10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
S. aureus 1,6x10° 5x1C° <10 <10 <10 <10 <10 <10
Gel sem A. niger 9,1x1¢ 5x1¢  3x16¢  2x1¢ 1x1C 1x1C 7x10° 8x10°
S. terebinthifolius ~ ©" albicans 7.2x10  8x10 3x1¢° 1x1¢  1x1df 1x1¢f 1x1¢f 1x1¢P
' E. coli 9x10 4x10° 3x10° 3x10¢  1x1d <10 6x14 1,3x1d
e sem conservantes P. aeruginosa  6x10° 8x10t <10 1x16 <10 <10 <10 <10
S. aureus 1,6x10° 4x1¢  2x1¢ <10 <10 <10 1,5x10  2x1¢*
Gel sem A. niger 9x10* 5x1¢  3,Ax1¢ <10 <10 <10 <10 <10
S. terebinthifolius ~ C- albicans 8x10 1x10 9x10 9x10" <10 1x16 <10 <10
: E. coli 5x10° <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
+ conservantes P.aeruginosa 2x10¢ <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
S. aureus 1x10° <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Controle A. niger 9,1x1¢ 9,1x1d 3x10" 6x10" 1x1C 1x1¢ 1x1¢ 1x10
(tampéo +
neutralizante)
S. aureus 1,6x10° 2x1¢ 2x10¢P 1x1¢  2x1dP 2x10¢P 2x10¢P 2x1¢P

A eficacia antimicrobiana em cada amostra foi adaipelo critério de interpretacéo
A da Farmacopéia Européia, (2002), na qual preeopara bactérias, uma reducdo de 2
ciclos logaritmicos em 2 dias; e de 3 ciclos ldgasidos em 7 dias; e sem nenhuma alteracéo
em 14 dias e permanecendo até 6 @@&. Ja para fungos, relata uma reducédo de 2sciclo
logaritmicos em 14 dias; e nenhum aumento em 28 dia

A analise dos resultados para as bactérias revethugcdo de 2 ciclos logaritmicos em
48 horas para a formulacédo do gel c8nterebinthifoliuse manteve-se sem alteracdo até os
28 dias de teste, conforme tabela 22. E para gofwerificou-se que houve reducgao de 3
ciclos logaritmicos em 14 dias e de 5 para a leegdnantendo sem alteracéo até os 28 dias

de teste.



Tabela 22 — Logaritmo (base 10) do numero de sobrgentes (Log UFC/g) deP.
aeruginosa, E. coli, S. aureus, C. albicans e A. niger no teste de eficacia de conservantes.

Tempo
Gel Microrganismos 0 24h 48h 7 dias ladias 21di@8dias
Gel com A. niger 4,95 2,81 1,47 1,60 1,69 1 0
S. terebinthifolius C. alb'icans 5,90 3,30 0 0 0 0 0
’ E. coli 2,00 0 0 0 0 0 0
+ conservantes P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 2,69 0 0 0 0 0 0
Gel sem A. niger 2,69 3,47 5,30 3,00 3,00 3,84 3,90
S terebinthifolius C. alb_icans 5,90 6,47 5,00 6,00 6,00 6,00 6,00
’ E. coli 3,60 3,47 3,47 4,00 0 3,77 4,11
E sem P. aeruginosa 1,90 0 3,00 0 0 0 0
S. aureus 6,60 3,30 0 0 0 4,17 4,30
conservantes
Gel sem A. niger 2,69 2,49 0 0 0 0 0
S. terebinthifolius C. alb'icans 1,00 1,95 1,95 0 1,00 0 0
’ E. coli 0 0 0 0 0 0 0
+ conservantes P. aeruginosa 0 0 0 0 0 0 0
S. aureus 0 0 0 0 0 0 0
Controle A. niger 4,95 4,47 4,77 6,00 6,00 6,00 6,00
(tampéo + C. alb_icans 5,90 5,96 4,00 6,00 6,00 6,00 6,00
E. coli 6,30 6,30 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00
neutralizante) P. aeruginosa 6,00 6,30 4,30 6,079 6,10 6,10 6,10
S. aureus 6,30 6,30 6,00 6,30 6,30 6,30 6,30

Ao confrontarmos os dados experimentais com as aia Farmacopéia Européia,
(2002), foi concluido que o gel com conservantexieat de aroeira, apresenta eficacia
satisfatéria pard&. coli, S. aureus, P. aeruginogaC. albicans.Isto pode ser constatado
guando representamos em grafico o numero de swebrdgs no decorrer do tempo de
observacao (figura 4 e 5). Pois para bactériaspntagem de 24 horas nao foram detectados
sobreviventes. A exigéncia oficial € que com d@s dle contato seja constatada a reducao de
pelo menos 2 ciclos logaritmicos e de 3 ciclos affa3 de contato.

Quanto ao comportamento de niger nesta formulagédo, verificou-se que houve
reducao de 3 ciclos em 14 dias e nenhum aumentzs&8 dias, conforme o preconizado na
Farmacopéia Européia, (2002). Esses resultadosranogjue essa formulacdo também é

eficaz paraA. niger O que pode ser verificado através do gréficoiglard 4 que mostra o



perfil de letalidade de fungos em Log UFC x diafenmulacdo com gel com extrato &e

terebinthifoliuse conservantes (Figura 4).

Log UFC/g
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Figura 4 — Perfil das curvas de letalidade Log WfFCHia de fungos para a formula

com extrato dé&. terebinthifolius.

Resultados semelhantes foram verificados por Rerniil. (1994), com extratos de
outras plantas medicinais. Estes autores relatg@mos extratos de 9 plantas medicinais,
tratados por spray-dried, evidenciaram atividadetebida através do teste do desafio,
empregando as cepas$eaureusATCC 6538 €. coliATCC 8539.

Os resultados deste trabalho também s&o condizeotesos estudos de Seo al
(2002). Segundo esses autores, desenvolveram temaigonservante, que constou de uma
mistura de quitosana e extratoldala helenium L¢ujo resultado apresentou excelente efeito
conservante em formulacdes cosméticas e transd&mateste do desafio frente as cepas de
A. niger, C. albicans, E. coli, P. aeruginos&. aureus.

Assim como os resultados acima, os estudos de BawiCal. (1999), com o teste do

desafio em formulacdo de sabonete liquido, relataficacia do sistema conservante frente



as bactériaP. aeruginosaATCC 9027 S. aureuATCC 6538 E. coliATCC 10536além de
leveduraC. albicansATCC 10231e fungo filamentos® nigerATCC 16404.

A formulacdo do gel incorporado com o extrato haditdolico de aroeira apresentou-
se satisfatério com relacdo ao critério A para exorganismosE. coli, P. aeruginosa$.
aureus C. albicanse A. niger, conforme o preconizado pela Farmacopéia EurdaeiR)

para as bactérids. coli, P. aeruginosa S. aureugFigura 5).
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Figura 5 — Perfil das curvas de letalidade Log lgFCdia de bactérias para a férmula
com extrato de aroeira.

Estes resultados apresentam-se compativeis coristantées na literatura para o teste
do desafio, utilizando extratos vegetais ( MANOWY98, NOSTRO, 2002; ARIAS, 2004b;
SOUZA, 2007).

Leal et al(1996), estudaram a atividade antimicrobiana dedgrgeleificadas de uso
vaginal de Schinus terebinthifoliusOs resultados obtidos por esses autores mostraram
sensibilidade frente &b. aureus.

Os estudos de Amoriret al. 2003, revelaram que o gel cd terebinthifoliugpode
ser utilizado para o tratamento de vaginose bact@riem mulheres ndo gestantes,
apresentando um percentual de cura de 84%.

Os estudos realizados por Meloékral. (2002), os autores relataram que o extrato de

S. terebinthifoliusincorporados com gel apresentou atividade coBtraaureus.Estudos



semelhantes foram relatos por Ari@s al. (2004b), em que avaliaram a atividade
antimicrobiana de um hidrogel associado com exdrhidroalcéolico dé\cacia aromaE os
resultados obtidos mostraram que esta formulacé&seaptou atividade antimicrobiana frente
as cepas d8. aureuseP. aeruginosa.

Quanto a formulacdo sem conservantes e sem eggadooeira, verificou-se que nao
houve reducéo de carga microbiana, conforme agatdelE verificado também na tabela 22,
que ndo héa reducéo de ciclos logaritmicos duradie @ periodo do teste do desafio.

No confronto de dados experimentais com as nornaad-atmacopéia Européia
(2002), foi verificado que o gel sem conservantgem extrato de. terebinthifolius ndo
apresenta eficacia satisfatoria para os microrgarsstestados neste ensd&to pode ser
constatado quando na representacédo em gréficogdftga 7). Pois para bactérias e fungos, até
a contagem dos 28 horas foram detectados sobréssven
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Figura 6 — Perfil das curvas de letalidade Log IgFCdia de fungos para a formula
sem extrato d&. terebintifoli'e sem conservantes
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Figura 7 — Perfil das curvas de letalidade Log WfFCdia de bactérias para a formula

sem conservantes e sem extrato de aroeira

Com relacdo ao gel com conservantes, verificoutse lgpuve reducdo de 2 ciclos
logaritmicos para@. nigerem 14 dias, no entanto ndo houve reducéo @aedbicansneste
mesmo periodo( Tabela 22). Quanto as bactériasgesimostrou-se bem conservado, ja que
nao foi evidenciado nenhum crescimento bacteriamarde todo o periodo do teste.

Quanto ao comportamento de niger nesta formulagédo, verificou-se que houve
reducdo de 2 ciclos em 48 dias e nenhum aumentosa8 dias. No entanto, resultados
mostram que essa formulacdo ndo é eficaz pata albicans O que pode ser verificado
atraves do gréfico da figura 8 que mostra o pddiletalidade de fungos em Log UFC x dia

em formulacdo com gel s6 com conservantes.
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Figura 8 — Perfil das curvas de letalidade Log WfCHia de fungos para a formula

sem extrato d8&. terebinthifoilise com conservantes

Comparando-se os dados experimentais com as nafendsarmacopéia Européia
(2002), concluiu-se que o gel s6 com conservarnessantou eficacia satisfatoria p&a
coli, S. aureuse P. aeruginosalsto pode ser confirmado na representacdo em gréfic
namero de sobreviventes no decorrer do tempo denaisio (figura 9). Pois para bactérias,
na contagem de 24 horas nao foram detectados sabrms. A exigéncia oficial é que com
dois dias de contato seja constatada a reduca@ldenpenos 2 ciclos logaritmicos e de 3
ciclos em 7 dias de contado.
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Figura 9 — Perfil das curvas de letalidade Log WfFCdia de bactérias para a formula

sem extrato d8&. tereinthifolise com conservantes

De modo geral, esses resultados estdo compativeaios estudos de Campagtaal.
2006. Esses autores relataram que as formulacOes maetilparabeno associado com
propilparabeno evidenciaram grande espectro dalatig antimicrobiana frentes as cepas de
S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, P. putitembém, estdo compativeis com 0s
resultados obtidos por Guimaradsal.,(1982). Segundo esses autores, o0 resultado @éodest
desafio em suspenséo de caulim, onde utilizaramroistara de metil e propilparabeno, além
de &cido sorbico, revelaram em eficicia dessensist®nservante frente as cepa#f\daiger,

C. albicanse S. aureus.



6. CONCLUSOES

¢ Os extratos em alcool a 70% promoveram acao camserve o de 40% apesar de

ocorrer crescimento microbiano, podera ser utibzaa preparacao de fitoterapicos;

¢ Os extratos de cascas pulverizadas submetidasaprente a microondas e
autoclave ndo apresentaram reducéo de polifertéisreos totais;

¢ O teor de taninos totais entre as amostras deasasio tratadas nao apresentou

diferenca significativa, conforme o teste ANOVA;

+ O resultado do doseamento de taninos totais emtaenastras de cascas tratadas nao

apresentou diferenca significativa, conforme oetddtlOVA,;

¢ O teor de taninos totais entre os grupos de cdsatmlas e ndo tratadas néo

apresentou diferenca significativa entre si, canop teste ANOVA.

¢ Os extratos hidroalcoolicos & terebinthifoliusdo tratado e tratado apresentaram
atividade antimicrobiana para as bactélascoli, P. aeruginosa S. aureus produzindo

halos de inibicio em média com 13mm de diametro.

¢ O método do teste do desafio permitiu a avaliagdosidtema conservante da
formula com gel deS. terebinthifoliuem 28 dias do teste. A férmula foi considerada
adeguadamente conservada segundo o critério Apmieeaio pela Farmacopéia Européia
(2002), frente as cepas d& niger, E. coli,P. aeruginosa, S. aureesC. albicans
Possivelmente, as propriedades antibacterianas @o dg S. terebinthifolius foram

proporcionadas pela presenca de metabdlitos setonda classe dos taninos.
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MANUSCRITO I: Avaliacao da acao antimicrobiana do extrato hidroatéolico de
Schinus terebinthifolius Raddi - Anacardiaceae

A.L.R. SANTOS, F. N. RAFIN, M.T.B. OLIVEIRA , E.OIMA, T. F.A. L. MOURA.
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Avaliacédo da acao antimicrobiana do extrato hidroatoolico deSchinus
terebinthifolius Raddi — Anacardiaceae

Ana Lourdes Rodrigues dos Santos, Fernanda Nervo Ra, Maria Tereza Barreto
Oliveira, Edeltrudes Oliveira Lima, Tulio Flavio Aaccioly Lima e Moura.

RESUMO: Este trabalho descreve a avaliacdo do especgateantimicrobiana d&chinus
terebinthifolius, conhecida popularmente comaroeira da praia. E muito utilizada no
tratamento de lesdes e Ulceras de pele e mucosesgdes do sistema respiratério, sistema
digestivo e geniturinario. As cascas utilizadasten¢sabalho, foram previamente secas em
estufa de ar circulante a 4% durante 5 dias e pulverizadas em moinho de fa&smétodos
microbioldgicos utilizados foram o de contagem @etérias e fungos em placa por “por
plate” e o da pesquisa de patdgenos, conforme edeapéia Brasileira, IV edicao,
analisando em triplicata cada uma das amostrasfuBdd em meio sdlido para verificar a

atividade antimicrobiana dos extratos hidroalc@adlic

Unitermos: Schinus terebenthifoliuRaddi, atividade antimicrobiana, extrato hidroalm@o
INTRODUCAO:

Schinus terebinthifoliugaroeira), € uma espécie vegetal muito utilizaganedicina
popular, sendo o0 seu uso principal como antiinflén@ dos distlrbios do trato geniturinario
feminino (BACCHI, E.M., 1986).

E uma arvore nativa do Brasil, Paraguai e Argendirfai introduzida nos Estados
Unidos no inicio do século XX, como planta ornarakr{fMedal et al.1999). Pode ser
encontrada na forma de arbusto ou arvore, comaatjue variam de 3 a 10 m. A copa é
ovoéide no formato e com ramos desenvolvidos (Qtyedkisue; Akisue, 1998).

A Schinus terebinthifoliuRaddi apresenta acéo cicatrizante em feridas aasgem
bexiga, estbmago e de pele de ratos, respectivanfeatenaet al., 2006; Santost al.,
2006).

A aroeira tem uso popular por sua acdo adstring&re&a e antinevralgica, além de
possuir atividade inibidora de enzimas, sendozatila no tratamento de hiperuricemia, além

de atividade antitlcera (Formigoni & Carlini, 1988azzaet al.,1996).



Um dos principais constituintes da cascaSidinus terebinthifoliufRaddi sdo os
taninos. Os taninos apresentam varias atividadekditas de carater antiinflamatorio,
antibacteriano e antifungico, além de acdo aniitagénica e antimutagénica (Sima&ssal.,
1999). Como estdo em grande quantidade neste eextegfetal sdo considerados como

marcadores quimicos no controle de qualidade @sgicie (Brasil, 1994).

MATERIAIS E METODOS

Local do trabalho:

O trabalho foi realizado junto aos LaboratoriosMierobiologia do NUPLAM que
pertence A Universidade Federal do Rio Grande daeN@JFRN) e no Laboratério de
Micologia do Departamento de Ciéncias FarmacéutiGentro de Ciéncias da Saude/
Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Todas iaslaates foram executadas durante o

periodo de junho de 2006.

Material vegetal:

As cascas deschinus terebinthifoliugkaddi., foram coletadas na regido da Mata
Atlantica, estado da Paraiba, em agosto de 200&spé&cie foi identificada e registrada no
herbéario Parque das Dunas da Universidade FedemialGrande do Norte, sob numero tal.
COLOCAR O NUMERO! As cascas foram secas em estefarcirculante a 45°C durante 5
dias e pulverizadas em moinhos de facas. Posteidaaras amostras foram trituradas em
moinho de facas até obtencdo de um p6 semi-firext@to ndo tratado foi preparado com a
droga pulverizada sob maceracado por 5 dias em|acd0%. E os extratos tratados foram
preparados com a droga pulverizada previamente etidana esterilizacdo por autoclave a
121°C durante 15 minutos ou 20 minutos

O extrato hidroalcéolico d&chinus terebinthifoliuspresentou residuo seco com
rendimento de 2,7%, sendo utilizado para os ensigi@dividade antibacteriana e antifingica,

na concentracao inicial de 27mg/mL, onde em sedoiden realizadas diluicbes seriadas na



razao de 2, em agua destilada estéril, obtend@%e 6,8 e 3,4mg/mL (Amato Nett al.,
1994).

Espécies bacterianas e fungicas:

Para os ensaios microbiolégicos, foram selecionadl@s cepas microbianas:
Staphylococcus aureuATCC — 13150), Pseudomonas aeruginosgATCC — 27853),
Escherichia col{ATCC — 8739)Bacillus subtilistATCC — 6633),Candida albicangATCC
—90028),Candida tropicalis(LM — 10), Candida kruse{LM — 08), Candida guilliermondii
(LM — 12), Trichophyton rubrumLM — 640), Mycrosporum gypseurfATCC — 131859),
Aspergillus flavugFCF — 126) eAspergillus nigefLM — 05). As cepas bacterianas foram

mantidas em agar Mueler Hinton ( bactérias) e 8gaouraud dextrose (fungos) a 4°C.

Meios de cultura

Os ensaios da avaliagdo de atividade antibacter@nantifingica do extrato
hidroalcdolico foram feitos em agar Mueller Hintfiactérias) e agar Sabouraud dextrose —
ASD (fungos), ambos da DIFCO Laboratério e Comeér€ls mesmos foram preparados

conforme as instru¢des do fabricante.

Suspenséao dos microrganismos (inéculo)

O in6culo das bactérias e das leveduras foramaxbtié cepas a partir de repiques de
24 a 48horas submetidos a temperatura de 35°Cintitao de fungos filamentosos foram
obtidos de cepas a partir de repiques de 7 a I8l glibmetidos a temperatura ambiente.
Ambos os inéculos foram preparados em solucaddigica a 0,9% estéril. As mesmas foram
comparadas ao tubo 0,5 da escala Mc Farland, pomdsendo, aproximadamente a°10
UFC/mL (Cleeland e Squives, 1991; Greger e Had2@b); Amato netet al, 1994).

Antimicrobianos padrao



Para avaliacdo dos ensaios de atividade antimamabdlo produto natural, foi feito
um controle com antimicrobianos utilisando discesatbranfenicol (3Qg) e cetoconazol

(50ug), obtidos da CECON/SP.

Metodologia: difusdo em meios solido

O ensaio para a avaliacdo da atividade antimicnab@o extrato hidroalcéolico de
Schinus terebinthifoliugoi feito pelo método de difusdo em meio sélidgefado uso da
técnica da cavidade em placa (Cleeland & Squir@d]l;1Hadacek & Greeger, 2000; Amato
Netoet al.,1994). Em placas de petri (90 x 15 mm) estéreisseattaveis, foi colocado 1 mL
da suspensdo de cada microrganismo. Em seguidadifmonado aproximadamente, 20mL
do agar Mueller — Hinton (bactérias) e do agar 8eta dextrose (fungos), fundidos a 50°C.
Todo o conteudo foi homogeneizado lentamente eadeibem repouso para solidificacéo.
Sobre o meio solidificado, foram feitas cavidadesnccanulas de vidro (8 x 8 mm de
diametro), onde em seguida, foram colocadospbOdo extrato solubilizado em suas
diferentes concentracbes de 27mg/mL; 13,5mg/m8m@g/mL; 3,4mg/mL. Os discos de
cloranfenicol (3Qig) e cetoconazol (3@) foram adicionados ao meio como controles durante
o feitio do teste.

Todo sistema do ensaio foi incubado a 35°C por 2B &oras para bactérias e
leveduras. Os fungos filamentosos foram incubadoseenperatura ambiente por 7 a 14 dias.
Os testes foram realizados em duplicatas, e otaglsufoi considerado positivo quando o
produto inibiu o crescimento do microrganismo pwddo halos de inibigcdo igual ou
superior a 10 mm de diametro (Nagtial.,1991; Alveset al.,2000). Paralelamente, foi feito

controle, consistindo de AQ do veiculo do extrato que foi o alcool a 40%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 4 espécies bacterianas ensaiadas, todas celam fensiveis aos extratos
hidroalcoolicos dé&. terebinthifoliuobtidos de cascas tratadas e nado tratadas nant@TE®

de 27mg/mL. Porém a concentracdo inibitoria min(@#) do extrato, obtido de cascas



tratadas por autoclave a 121°C por 15 min, [garaoli e B. subtilis foi de 27mg/mL. Os
outros extratos de cascas nao tratadas e de dastmdas por autoclave a 121°C por 20
minutos apresentou uma CIM de 13,5mg/mL para tadasepas bacterianas utilizadas neste
ensaio, como pode ser observado na tabela 1.

Os resultados foram expressos em termos do diardatmmna de inibicdo: < 9mm,
inativo; 9-12mm, parcialmente ativo; 13-18mm, ativol8mm, muito ativo (Alve®t al.,
2000).

Tabela 1: Média dos halos de inibicdo (mm) da aval¢do da CIM do extrato

hidroalcéolico deSchinus terebinthifolius contra bactérias em meio solido.

Extratos (mg/mL) S. aureus P. aeruginosa E. coli B. subtili
27 N&o tratada 13 13 14 15
13,5 11 12 12 12
6,8 7 10 - 10
3,4 7 7 - -
27 Autoclave 12 14 10 12
13,5 15 min 11 12 8 8
6,8 10 9 - -
3,4 8 8 - -
27 Autoclave 14 14 12 13
13,5 20min 11 11 10 10
6,8 10 10 8 -
3,4 8 7 - -

Antibiétic Cloranfenico 22 17 16 21

0 I

Etanol a 40% - - - -

Os extratos hidroalcdolicos d& terebinthifoliusRaddi expressaram suas atividades
contraStaphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosagidula coli e Bacillus subtilis
produzindo halos de inibicdo, em média, com 13mmidmetro.

De modo geral, os resultados estdo compativeisosoestudos de Limet al.,(2004),

em que estudaram o espectro de acdo antimicrobiarextrato aquos®. terebinthifolius



Raddi frente as bactériaStaphylococcus aureus, Staphylococcus epidermBisillus
cereus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.

Os resultados obtidos por estes autores mostragasibgdidade deStaphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereuiseudomonas aeruginosaOutros
trabalhos confirmam a sensibilidade de bactériaamarpositivas e Gram- negativas,
conforme os tipos de espécies de AnacardiaceagagistiiLealet al.,1996).

Leal et al. 1996, verificaram a atividade antiestafilocécicaed¢ratos e do gel ds.
terebinthifolius Raddi, sendo tais produtos habeis para produzioshale inibigé&o,
respectivamente de 20 e 10 mm de diametro.

Resultado semelhante foi relatado por Martie¢zal., (1996), quando testaram a
atividade antimicrobiana de 12 espécies de plaotdmnas e a que apresentou melhor
atividade contrés. aureudoi a Schinus terebinthifoliudNo estudo desses autores, relataram
também que essa atividade ndo foi devido a presdecetanol presente no extratdo
entanto, ndo apresentou atividade antifungica.

Quanto aos resultados da atividade antifungicatdrans extratos hidroalcéolicos de

aroeira nao tratada e tratada, estao evidenciaddalela 2.



Tabela 2: Média dos halos de inibicdo (mm) da aval¢do da CIM do extrato de

hidroalcoolico de Schinus terebinthifolius contra fungos, em meio soélido.

Extratos mg/mL Ca Ct C Cg T.r M.g Al A.n
Ibic rop kru uill ubr ysip avu ige
ans ical sei ier um ium S r
IS mo
ndi
[
27 N&o tratada - - - - - - - -
13,5 - - - - - - - -
6,8 - - - - - - - -
3,4 - - - - - - - -
27 Autoclave - - - - - - - -
13,5 15 min - - - - - - - -
6,8 - - - - - - - -
3,4 - - - - - - - -
27 Autoclave - - - - - - - -
13,5 20min - - - - - - - -
6,8 - - - - - - - -
3,4 - - - - - - - -
Antifangico  Cetoconazol 21 20 23 22 18 21 16 15

Etanol a 40% - - - - - - - -

Os extratos hidroalcdolicos de cascas tratadas &rai@das de aroeira ndo apresentam
nenhuma atividade antifingica, ja que ndo houvedgéo de halo inibitorio. Esses resultados
estdo compativeis com os estudos de Martiteal., (1996), em que verificaram queS
terebenthifoliusdo apresenta agao conaalbicans

No entanto, diferem dos estudos de Schmoetlal (2005), em que relataram que
extratos aquosos dechinus terebenthifoliumibem Candida albicansAlém dos estudos de
Lima et al.{2004), que relataram ac¢éo conlftaubrum M. canis, E. floccosum e C. albicans

A atividade antimicrobiana do extrato de aroeirst@estudo néao foi devido ao etanol,

ja que nao houve formacdo de nenhum halo de imkdgaetanol a 40%, que foi o veiculo

utilizado neste estudo. Resultado encontrado tanguériviartinezet al.,(1996).



A atividade antibacteriana dos extratos SleterebenthifoliusRaddi, possivelmente
esta associada a presenca de certos compostoscaogiirem especial de taninos (Matos,
1994). Estes compostos sdo considerados respomspekzs atividades antibacteiana e
antiinflamatoéria, o que confere largo uso destatplao tratamento de doencas infecciosas e
inflamatorias (SIMOE®t al.,1999; BACCHI, E.M., 1986; Melo Jet al.2002).

Esses resultados demonstram que a qualidade daaym@iéna para o extrato estava
em boas condi¢cdes de uso. Mas, por outro lado denaogue ndo tem nenhuma atividade
sobre fungos.
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