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RESUMO

Schinus terebinthifolius Raddi é uma &rvore tipica das caatingas nordestinas,
encontrada desde o Ceara até o Rio Grande do Sul, além de Paraguai e Argentina.
Na medicina popular, suas cascas sdo empregadas devido sua acdo adstringente,
tbnica e estimulante, além da acdo antimicrobiana e regeneradora dos tecidos. Em
funcdo da importancia desta espécie, este trabalho tem como objetivo realizar o
controle de qualidade, avaliar a atividade antimicrobiana e a capacidade antioxidante
do extrato seco de S. terebinthifolius, desenvolver uma forma farmacéutica contendo
0 extrato seco e validar a metodologia analitica. O controle de qualidade foi realizado
seguindo parametros farmacopéicos, como perda por dessecacdo (PD), teor de
extrativos em agua (TE), andlise granulométrica (GA) e teor de taninos totais (TT).
Os resultados obtidos foram: PD=11,8+0,4 (CV%=3,5), TE=17,59+0,52 (CV%=2,95),
didmetro médio da particula de 0,36 mm e TT=11,01+0,13 (CV%=1,18). O extrato
seco também foi avaliado quanto aos seus teores em taninos e polifendis totais,
sendo os valores encontrados de 32,0£0,26 (CV%=0,82) e 34,98+0,29 (CV%=0,82),
respectivamente. A metodologia analitica do extrato seco e da forma farmacéutica
produzida foi realizada por espectrofotometria UV-VIS e validada estatisticamente. A
capacidade antioxidante do extrato seco, que corresponde a 9,50+0,43 (CV%=4,55),
€ compardvel, estatisticamente, a da vitamina C, 7,48+1,24 (CV%=16,6). O extrato
seco e as fracdes aquosa e acetato de etila foram testados frente as leveduras
Candida albicans e C. parapsilosis, e as bactérias Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. Tanto o extrato quanto as
fragbes apresentaram atividade antimicrobiana frente as leveduras e frente as
bactérias a fracdo acetato foi a que apresentou melhor atividade. Para o estudo
preliminar da estabilidade, amostras fora testadas nos tempos 0 e 24 horas, 7, 14, 21
e 30 dias, sendo observado um decrescimo no teor de polifendis totais entre o
primeiro e o Ultimo teste realizado.

Palavras-chave: Anacardiaceae, Schinus terebinthifolius, polifendis totais, validagéo,
capacidade antioxidante, atividade antimicrobiana.



ABSTRACT

Schinus terebinthifolius Raddi is a typical tree of northeastern caatingas, find from
Ceara to Rio Grande do Sul, besides Paraguay and Argentina. In the folk medicine,
its barks was used as astringent, tonic and stimulant and also antimicrobial activity
and regenerating tissue. Due to large utilization of this plant, the aim of this study was
to realize the quality control, to evaluate the antimicrobial activity and antioxidant
capacity of the crude extract of S. terebinthifolius and to produce a medicinal form
containing the crude extract and validate the analytical methodology. The quality
control of barks of the S. terebinthifolius was carried out based on pharmacopoeia
assays: loss of drying (PD), determination of extractive (TE), granulometric analysis
(GA) and total tannins content (TT). The results found for the barks were: PD = 11.8
0.4 (DPR%=3.5), TE = 17.59 + 0.52 (DPR% = 2.95), mean diameter of 0.36 mm e
TT = 11.14 = 0.11 (DPR% = 1.02). Besides, the crude extract was evaluated in
tannins and polyphenolics content, showing values of 32.0 + 0.,26 (DPR% = 0.82)
and 34.98+ 0.29 (DPR% = 0.82), respectively. The analytical methodology of crude
extract and and medicinal form produce were realized by spectrosphotometry UV-VIS
and statistically validated . The antioxidant capacity of the crude extract was:
9.50+£0.43 (DPR%=4.55), and it was statistically comparable with ascorbic acid
7.481£1.24 (CV%=16.6). The antimicrobial activity of the crude extract and the
aqueous and ethyl-acetate fractions were testing against the yeast Candida albicans
and C. parapsilosis, and the bacteria Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis and Staphylococcus aureus. The crude extract and fractions showed
antimicrobial activity against the yeast. The ethyl-acetate fraction showed best
antimicrobial activity against the bacteria. For the preliminary study of the stability,
samples it had been tested in the times 0 and 24 hours, 7, 14, 21 and 30 days, when
a decrease observed in polyphenolics content between the first one and the last test.

Key-words: Anacardiaceae, Schinus terebinthifolius, polyphenolics content, validation,

antioxidant capacity, antimicrobial activity.
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1 INTRODUCAO

A utlizacdo de plantas como medicamento é tdo antiga que fica dificil saber
exatamente quando a populacdo comecou a emprega-las no tratamento das mais diversas
patologias. Existem autores que citam o emprego das plantas pelo homen de Neanderthal
gue as explorava com suas propriedades magico-simbdlicas quando se deparavam com
algum mal, valendo-se de suas proprias experiéncias de acerto e erro e da observacdo
acerca do uso que os animais delas faziam (MARQUES, 1999).

Ha provas do uso de plantas medicinais que datam de mais de 60.000 anos. No
Peru, foram encontrados utensilios com vestigios de coca com cerca de 50.000 anos.
Entretanto, um dos primeiros documentos escritos sobre fitoterapia, é o Papiro de Ebers
datado de 1500 a.C., encontrado no Egito. Nele estdo descritas 150 plantas curativas e,
além de seu valor histérico, contém uma compilagcédo de trabalhos anteriores com um grande
namero de prescricdes e formulas. Este entre outros relatos, demonstram que os saberes
populares e eruditos foram constituindo a arte de curar através das plantas. Desde
Hipdcrates e Galeno, que sobressairam-se na arte de curar através das plantas na Idade
Antiga, passando pelos monges e padres, que traduziam trabalhos primitivos para o grego e
latim nos mosteiros durante a Idade Média, chegando aos indios sul-americanos, com seus
unguentos de plantas na Idade Moderna (BRANDAO, 2006).

No Brasil, os colonizadores que aqui chegaram, preocupavam-se em descrever o
espetaculo natural que vislumbravam, denominando nossas plantas de exéticas. O
conhecimento dos indigenas ampliou a utilizacdo das plantas medicinais pelos
colonizadores. Anchieta interessou-se pela fauna, flora e terapéutica utilizada pelo indios,
fazendo relatos de vérias plantas por eles utilizadas. Entre elas a copaiba, a qual descreveu
possuir um 6leo de cheiro muito forte, porém suavissimo, Otimo para curar feridas
(MARQUES, 1999).

Além da influéncia dos colonizadores e dos indigenas, pode-se citar a influéncia
africana, ndo muito conhecida, porém muito importante. Os escravos africanos no Brasil
muito contribuiram com a utilizacdo de plantas medicinais trazidas da Africa (BRANDAO,
2006).

A evolucéo da fitoterapia ao longo dos tempos € visivel. Muitos estudos tém sido
desenvolvidos com o intuito de obter novas opcdes terapéuticas a partir de extratos
vegetais. Isto se deve a redescoberta da populacao frente aos medicamentos fitoterapicos e,
consequentemente ao crescente interesse das industrias farmacéuticas em desenvolver
novas formulacdes a partir de plantas medicinais ha muito utilizadas pela populacao.

Entretanto, para isso, sdo necessérios estudos cada vez mais detalhados com cada espécie



vegetal para garantir os trés aspectos basicos que devem cumprir 0s medicamentos:
eficicia, seguranca e qualidade (YAMADA, 2006).

Nesse sentido, partir de uma preparacdo simples, utilizada h&4 milhares de anos e
chegar a formas farmacéuticas tecnologicamente sofisticadas, demanda muitos estudos,
recursos e envolve a interacao de areas distintas.

O emprego de fitomedicamentos tem algumas particularidades que devem ser de
conhecimento do profissional da salde para uma correta prescricdo, afim de se evitar
confusdo com formas populares de uso das plantas medicinais.

Assim, diferenciar o fitomedicamento do uso popular de plantas medicinais é
importante, uma vez que no primeiro caso tem-se um produto devidamente testado e
aprovado para emprego no tratamento de determinada patologia. No segundo caso, tem-se
apenas relatos de utilizacdo, o que ndo garante sua atividade (YAMADA, 2006).

Nos dias atuais, a fitoterapia tem ganhado destaque em procedimentos clinicos
tradicionais, pois apesar da grande evolu¢cdo da medicina alopatica, a partir da segunda
metade do século XX, ainda existem obstaculos, tais como o ndo acesso ao medicamento
pelas populagcBes carentes por falta de recursos financeiros. No inicio da década de 1990, a
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) divulgou que 65 a 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento dependiam das plantas medicinais (BRASIL, 2006).

Atualmente, existe uma grande quantidade de pesquisas em busca de moléculas
ativas nas plantas, organismos marinhos, insetos e microrganismos (CECHINEL FILHO;
YUNES, 2001). Estima-se que aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente
disponiveis foram desenvolvidos direta ou indiretamente a partir de fontes naturais. Das 252
drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% sé&o originarias de plantas e um
namero significativo sdo farmacos obtidas de precursores naturais (RATES, 2001).

O Brasil é o pais que detém a maior parcela da biodiversidade, em torno de 15 a
20% do total mundial, além de ser detentor de rica diversidade cultural e étnica que resultou
em um acumulo consideravel de conhecimentos e tecnologias tradicionais, passados de
geracdo a geracdo (BRASIL, 2006).

Devido a imensa diversidade molecular e a dificuldade em encontrar uma molécula
importante, com propriedades de um farmaco em potencial, é crescente a busca por
moléculas protétipos nas plantas medicinais e principalmente as que possuem uma
informacdo historica importante, ou seja, a utilizacdo na medicina popular (CECHINEL
FILHO; YUNES, 2001).

Assim, sabe-se que, no desenvolvimento de fitomedicamentos sdo necessarios
conhecimentos sobre sua eficicia e dos riscos do seu uso, assim como a reprodutibilidade e

constancia de sua qualidade. Levantamentos etnofarmacolégicos de utilizacdo e



documentagdes técnico-cientificas podem servir para validar sua eficdcia e seguranca.
(BRASIL, 2006).

A partir da resolugdo RDC n° 48 de 16/03/2004 da ANVISA, a padronizagdo e o
controle de qualidade dos fitomedicamentos é exigéncia legal para fins de registro (BRASIL,
2004).

O mercado de fitomedicamentos cresce anualmente abrangendo todas as
especialidades médicas. Na prética ginecoldgica, os fitomedicamentos tém sido empregados
no tratamento de diversas doencas. A descoberta dos fitoesterdis representa um grande
avanco na terapia de reposicdo hormonal. Assim, como exemplo, pode-se citar a soja
(Glycine max (L.) Merr.) que tem como principios ativos primordiais as isoflavonas e os
Oleos essencias que encontram indicacdo clinica no tratamento dos sintomas do climatério.
Pode-se também citar o alcaguz (Glycyrrhiza glabra L.) que é empregado no alivio de
disfuncbes menstruais, devido a presenca de seus constituintes: isoflavonas, flavondides,
glicirrina. A primula (Oenothera biennis L.), que tem como principio ativo o acido linoleico,
um Oleo graxo essencial largamente empregado no alivio das sindromes pré-menstruais
(BAGNOLI et al., 2006).

Entre as muitas espécies de uso popular, a Aroeira da Praia, Schinus terebinthifolius
Raddi, também conhecida como Aroeira Vermelha (SOUZA; LORENZI, 2005), é utilizada na
clinica ginecolégica. Pertencente a familia Anacardiaceae, S. terebinthifolius tem distribuicdo
predominantemente nas regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, ocorrendo
também nas regides temperadas (JOLY, 2002). As cascas, por serem depurativas e
febrifugas, tém agéo imediata e enérgica sobre as hemoptises e afecgfes uterinas em geral.
As folhas tem acédo anti-reuméticas além de valioso remédio na cura de Ulceras e feridas,
entre outras aplicacdes medicinais. Os ramos novos servem para 0os mesmos fins e também
sdo empregados na limpeza e branqueamento dos dentes. Aos frutos atribui-se propriedade
diurética (CORREA, 1984). E uma planta medicinal amplamente utilizada na regifo
Nordeste do Brasil para tratamento de diversas infec¢bes. O decocto das cascas do caule
tem sido tradicionalmente utilizado para tratar cervicites e corrimento genital (SANTOS;
AMORIM, 2002).

Dentre as vaginites, a vaginose bacteriana € o tipo mais comum em mulheres na
idade reprodutiva (DECENA et al., 2006). Geralmente a ocorréncia de vaginite esta
associada a presenca de Candida spp. Estima-se que 75% das mulheres ja apresentaram
uma infeccdo por Candida uma vez durante a vida e 40-50% apresentaram dois ou mais
episodios (PITSOUNI et al., 2008).

Dentre a variedade de tratamentos empregados para as vaginites, destaca-se a
administracdo topica ou oral de antifingicos. Em casos mais resistentes, € comum a

associacdo destas duas vias de administracdo. No tratamento alopatico, a via oral é



preferida devido a facilidade de administragdo e reducdo no tempo de tratamento
(PITSOUNI et al., 2008).

No que se refere a medicina popular, uma variedade de plantas medicinais sédo
empregadas, sendo o banho de assento, com o decocto da droga vegetal, é a forma mais
comum de tratamento. Porém, em grande numero de casos, observa-se que a
administragdo do extrato vegetal provoca uma acao irritante na mucosa vaginal. Estudos
foram realizados no intuito de investigar a origem das acdes irritantes dos extratos de
aroeira e possiveis formas de diminuir tal efeito. Alguns testes foram realizados
incorporando-se 0 extrato a géis e cremes, e concluiu-se que, o extrato incorporado nestas
formulacdes ndo apresentam efeito toxico quando empregadas topicamente (LEAL, 1999).

Com base nestas informacgfes e, sendo as vaginites uma das principais patologias
ginecoldgicas, o estudo da atividade farmacolégica da S. terebinthifolius frente a esta
patologia, bem como o desenvolvimento de uma forma farmacéutica segura e eficaz, torna-
se importante. Entretanto, para o0 correto processo de desenvolvimento de novas
formulacbes, a validacdo de metodologia analitica para a determinacdo qualitativa e
gquantitativa de farmacos, matérias-primas, amostras biolégicas ou produto acabado tem se
tornado fundamental. A validagdo de métodos assegura a credibilidade destes durante o uso
rotineiro, sendo algumas vezes mencionado como “0 processo que fornece uma evidéncia
documentada de que o método realiza aquilo para o qual é indicado para fazer” (KRULL;
STWARTZ, 1998).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 SISTEMATICA VEGETAL DE Schinus terebinthifolius RADDI.

2.1.1 Familia Anacardiaceae

A familia Anacardiaceae possui distribuicao tropical e subtropical, incluindo cerca de
70 genéros e 700 espécies. No Brasil ocorrem 15 géneros e cerca de 70 espécies.

Seus géneros sdo subdivididos em cinco tribos: Anacardieae, Dobineae, Rhoeae,
Semecarpeae e Spondiadeae. Cerca de 25% dos géneros desta familia sdo conhecidos
como toxicos e causadores de dermatite de contato severa. Porém, as espécies venenosas
desta familia estéo restritas as tribos Anacardieae, Rhoeae e Semecarpeae (CORREIA et
al., 2006).

Diversas Anacardiaceae apresentam frutos ou pseudofrutos comestiveis. Este € o
caso do cajueiro (Anacardium occidentale L.), cujo fruto produz a castanha-de-caju. Outras
frutas incluem a manga (Mangifera indica L.), os cajas (Spondias spp. L.), o umbu (Spondias
tuberosa Arruda), a seriguela (Spondias purplrea L.). Pertencem ainda a esta familia o
pistache (Pistacia vera L.) e diversas espécies que produzem madeira de boa qualidade,
incluindo o gogalo-alves (Astronium fraxinifolium Schott ex Spreng.), o guarita (Astronium
graveolens Jacq.), a aroeira (Myracrodruon urundeuva Alleméao), a aroeira-branca (Lithraea
molleoides Engl.) e a brauna (Schinopsis brasiliensis Engl.). Algumas espécies sao
utilizadas na ornamentacdo de ruas e pragcas, como a aroeira-vermelha (Schinus
terebinthifolius Raddi), o chardo (Rhus succedanea L.) e a aroeira-salsa (Schinus molle L.).
O peito-de-pombo (Tapirira guianensis Aubl.) é certamente a mais comum espécie nativa de
Anacardiaceae, ocorrendo em quase todas as formacoes florestais do Brasil (SOUZA,
LORENZI, 2005).

2.1.2 Schinus terebinthifolius Raddi

Schinus terebinthifolius Raddi esta presente na primeira edigdo da Farmacopéia
Brasileira (FARMACOPEIA, 1929), onde estdo descritas sua caracterizacio, aspectos

microscopicos e a parte utilizada, suas cascas na forma de tintura e extrato fluido. No Brasil,
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ja era utilizada pelos nativos antes mesmo da chegada dos colonizadores brancos. E uma
arvore de pequeno porte, de espécie perenifdlia, proveniente da América do Sul, nativa no
Brasil, Paraguai e Argentina. E encontrada desde o Ceara até o Rio Grande do Sul, sendo
uma arvore tipica das caatingas nordestinas indicada para a recuperacdo de &reas
degradadas e arborizacdo. Destaca-se por ser utilizada na medicina popular, como
adstringente, tbnica e estimulante, com ac¢do antimicrobiana e regeneradora dos tecidos
(SANTOS et al., 2004).

A aroeira tem varios nomes tais como: aroeira-vermelha, aroeira mansa, aroeira
branca, aroeira da praia, aroeira do brejo, aroeira rasteira, aroeira do campo, coracdo de
bugre, balsamo, fruta do sabid, aroeira de sabia, aguaraiba, aroeira do sertdo, cabui e
cambui (RIBAS et al., 2006)

E um arbusto de 2-3 m de altura, as vezes arborescentes com até 7-8 metros de
altura (figura 1la). Possui folhas imparipinadas, compostas, foliolos oblongo-elipticos ou
obovados, bordas em serra, membranaceo (CORREA, 1984) (figuras 1b e 1c).

Segundo Duarte et al. (2006), o sistema de revestimento caulinar é representado
pela epiderme, que é unisseriada e possui tricomas similares ao da folha. O felogénio se
instala superficialmente e o cortex mostra varias camadas de células parenquiméticas. Em
meio a estas, encontram-se fibras e células pétreas, isoladas ou em grupamentos, que
podem formar uma bainha esclerenquimética incompleta. O floema consiste de um cilindro
externo ao xilemético, o qual € totalmente lignificado, apresenta elementos traqueais
dispostos em fileiras ou em pequenos grupos, e € percorrido por raios estreitos que se
prolongam até o floema. Canais secretores também estdo presentes na medula, que se
constitui de células parenquiméticas, de paredes levemente espessadas, que exibem
pontoagdes e contém amiloplastos. Células com conteudo fendlico e prismas e drusas de
oxalato de célcio sdo encontradoas no cdrtex, no floema e na medula.

Neste mesmo trabalho, os autores descrevem as folhas como sendo alternas,
compostas, imparipinadas, frequentemente com nove ou onze foliolos. Em vista frontal de
ambas as faces epidérmicas, ocorrem células de contorno praticamente poligonal com
evidentes campos primarios de pontoacdo, revestidas por uma cuticula delgada e estriada.
Alguns tricomas tectores e glandulares estdo presentes. Estdbmatos anomociticos sao
observados exclusivamente na superficie abaxial, caracterizando a folha como
hipoestomética. Na regido internevural, junto a ambas as faces da epiderme uniestratificada,
encontra-se uma camada subepidérmica de células parenquimaticas relativamente maiores.
Seguem-se um ou dois esratos de parénquima palicadico e varios de parénguima esponjoso
em disposicao dorsiventral. Em meio ao clorénquima, distribuem-se feixes vasculares de
pequeno porte, eventualmente acompanhados de canais secretores. A nervura central

N

biconvexa. Subjacente a epiderme, observa-se colénquima anelar e, percorrendo o
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parénquima fundamental, h& cerca de trés a cinco feixes vasculares colaterais. O floema
esta associado a canais secretores e 0 sistema vascular € circundado por uma bainha
esclerenquiméatica incompleta.

Os frutos sé@o do tipo drupa e tém coloracdo verde no inicio e depois se tornam
vermelhos. Essa casca vermelha seca se transforma em uma espécie de concha de papel
gue envolve a semente, que é Unica, marrom escura e mede cerca de 0,3 mm de didmetro
(DEGASPARI et al., 2004).

As flores sdo amarelo-pdlidas, pequenas, dispostas em paniculas de 5-10 cm de
comprimento (figuras 1b e 1c).

Segundo Santos e colaboradores (2007), além de sua aplicagdo como
fitomedicamento, o interesse por S. terebinthifolius se da pelo seu metabolismo secundario
gue produz entre outras substancias, flavonoéides, taninos e 6éleos essenciais, com aplicacéo

nas industrias de alimentos, cosmética e perfumaria.

Foto: PERSC

Figura 1a — Exemplar Individual de Schinus
terebinthifolius Raddi no Campus da Universidade
Estadual de Maringa

Foto: PERSC
Foto: PERSC

Figura 1b - Folhas e flores de S. terebinthifolius Figura 1c: Folhas e flores de S. terebinthifolius
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2.2 CONTEUDO QUIMICO DE Schinus terebinthifolius

Correia et al., (2006) isolaram além de triterpenos, biflavonoides e lipidios fendlicos,
substancias de maior ocorréncia em espécies da familia Anacardiaceae, outras classes de
substancias diferentes, tais como os benzendides.

Os géneros Myracrodruon urundeuva Fr. All. e S. terebinthifolius possuem como
constituintes quimicos majoritarios os taninos, porém, segundo a literatura, também se
evidencia a presenca de alcalbides, esterdides e substancias ativas caracterizadas como
urundeuvinas A e B (chalconas), as quais sdo conferidas potentes atividades
antiinflamatérias (LIMA et al., 2004).

Em S. terebinthifolius, estudos fitoquimicos descrevem a ocorréncia de terpendides e
acidos graxos. Jain et al. (1995) descreveram a inibicdo de mais de 80% da atividade da
fosfolipase A2 por meio do extrato acetato de etila de frutos de S. terebinthifolius devido a
presenca de dois triterpendides, o acido masticadiénico e &cido 3B-masticadiendlico.
Segundo Ceruks et al. (2007), o fracionamento cromatografico do extrato etandlico das
folhas de S. terebinthifolius resultou no isolamento de cinco substancias fendlicas ativas:
galato de etila (1), miricetrina (2), quercitrina (3), galato de metila (4) e miricitina (5) (figura
2).

Rl
OH
O
HO | HO o
OR | OH
HO | OR
OH OH O
1R=Et 2 R =Ramnose; R’ = OH
4R =Me 3 R =Ramnose; R’ = OH

5R=H;R =OH

Figura 2 — Substancias fendlicas isoladas das folhas de S. terebinthifolius: galato de etila

(1), miricetrina (2), quercitrina (3), galato de metila (4) e miricitina (5).

Degéaspari e colaboradores (2004) estudaram o extrato alcodlico dos frutos e
verificaram a presenca de apigenina e acido elagico, e nos frutos relataram a presenca de
componentes toxicos, entre 0s quais se destaca o cardanol, além de um alto teor de taninos.

As sementes sao ricas em 6leo essencial constituido de terpenos.
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Jorge e Markmann (1996) relataram que as folhas sdo ricas em taninos e 6leos
essenciais assim como as cascas, sendo a Unica diferenca entre ambas a composi¢do
guimica, caracterizada pela presenca de saponinas.

Em associagdo com outras duas drogas vegetais, o eucalipto, Eucalyptus globulus
Labill e a horteld de folha grauda, Peltodon radicans Pohl, compde uma formulacéo
denominada por Medeiros et al. (2007) como Formulagéo Poliervas Brasileira que possui
acdo antiinflamatoria. Estes autores destacam ainda, a atividade antibacteriana das cascas
de S. terebinthifolius além de sua acéo terapéutica sobre a inflamac&o crbnica do célon

vaginal.

2.3 PROPRIEDADES BIOLOGICAS DE Schinus terebinthifolius

Corréa (1984) destaca a aroeira-vermelha como adstringente, ténica, estimulante e
antinevralgiva, mas com emprego restrito, pois trata-se de uma espécie toxica e que deve
ser utilizada com precaucdo. As cascas possuem acdo depurativa e febrifuga, com acgéo
imediata sobre hemoptises e afec¢bes uterinas.

As partes utilizadas de S. terebinthifolius que apresentam propriedades medicinais
sdo: casca, folhas e frutos. E considerada pela medicina popular como adstringente,
antidiarreica, antiinflamatoria, depurativa, diurética e febrifuga, das cascas se extrai um 6éleo
empregado contra tumores e doengas da cornea (DEGASPARI et al., 2004). Devido a
composicao de seus 6leos essenciais € utilizada no tratamento de disturbios respiratorios.

O decocto da casca do caule tem sido tradicionalmente utilizado para tratar cervicites
e corrimento genital (SANTOS; AMORIM, 2002).

Segundo Matos (2000), um estudo clinico realizado com cem mulheres portadoras
de cervicite e cervicovaginite comprovou a eficdcia do tratamento tépico por meio de
tampdes assépticos, com a cura de todos 0s casos no periodo de tratamento que variou de
uma a trés semanas.

A presenca de substancias tais como terebintona, o acido hidroximasticadiendico, o
acido terebintifélico e o &cido ursoélico sdo responsaveis pela acdo antimicrobiana de S.
terebinthifolius.

Lima et al. (2004) avaliaram o potencial de acéo antimicrobiana do extrato aquoso de
S. terebinthifolius, sendo utilizado como substrato de extracdo o caule e folhas. Este extrato
mostrou atividade frente a Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus cereus e
Pseudomoas aeruginosa e atividade inibitéria do crescimento de Trycophyton rubrum,

Microsporum canis, Epydermophyton floccosum e C. albicans.
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2.4 TANINOS

A denominacdo tanino € largamente utilizada, particularmente em literatura botéanica,
originalmente derivada do termo “tanante”, implicando que o material vegetal produza couro
a partir de peles (MONTEIRO et al., 2005a).

Pela definicdo classica, taninos sdo substancias fendlicas sollveis em agua com
massa molecular entre 500 e cerca de 3000 Dalton, as quais apresentam a habilidade de
formar complexos insoliveis em &gua com alcal6ides, gelatina e outras proteinas.
Classicamente, de acordo com a estrutura quimica, os taninos sao divididos em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos
galicos e &cidos elagicos glicolisados. Os taninos condensados, também chamados de
proantocianidinas, sdo polimeros de flavan-3-ol e/ou flavan—3,4-diol (MELLO; SANTOS,
2003). Taninos condensados e hidrolisaveis se distribuem no Reino Vegetal seguindo
padrBes significantemente diferentes. As proantocianidinas ocorrem amplamente em
Gymnospermae e Angiospermae, enquanto os taninos hidrolisaveis estdo quase restritos as
Choripetale das dicotileddneas e ndo foram encontrados nas Simpetalae (MELLO; SANTOS,
2003).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos séo devidas, pelo menos
em parte, a trés caracteristicas gerais que sdo comuns em maior ou menor grau aos dois
grupos de taninos, condensados e hidrolisaveis: complexagdo com ions metélicos, atividade
antioxidante e sequestradora de radicais livres e habilidade de complexar com outras
moléculas tais como proteinas e polissacarideos (HASLAM, 1996).

Na medicina tradicional, plantas ricas em taninos sao utilizadas em diversas
patologias, como diarréia, hipertensao arterial, reumatismo, gastrite, feridas, hemorragias,
problemas renais, processos inflamatorios em geral entre muitas outras aplicacbes (MELLO;
SANTOS, 2003).

Substancias fendlicas em vegetais, principalmente taninos, tém reconhecidamente a
funcao de inibir herbivoros, pois em altas concentracdes, frutos, folhas, sementes ou demais
tecidos jovens tornam-se impalataveis aos fitéfagos e, ainda, combinado a algumas
proteinas, estes tecidos resistem fortemente a putrefacdo (MONTEIRO et al., 2005a).

A habilidade de se ligar a proteinas, confere aos taninos também a propriedade de
ininbir enzimas. Segundo Hattori et al. (1990) e Ooshima et al. (1993), os taninos séo
capazes de inibir in vitro as glucosiltransferases de Streptococcus mutans e S. sobrinus,
encontradas na cavidade oral do homem. Esta inativacdo da glucosiltransferase pelos
taninos bloqueia a formacéo da placa dental e de inflamacdes na regido da boca e garganta
(SCHOLZ, 1994).
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Varios efeitos benéficos a saude tém sido atribuidos aos compostos fendlicos
presentes nas frutas, vegetais, chas e vinhos. Atencdo especial tem sido dada nas ultimas
décadas ao resveratrol, um composto fendlico presente nas uvas, devido a estudos
epidemiolégicos que mostram correlacdo inversa entre o consumo moderado de vinho e a
incidéncia de doencas cardiovasculares, estes estudos tiveram inicio a partir de
investigacdes relacionadas a dieta francesa, o fenémeno conhecido como “Paradoxo
Francés” (ABE et al., 2007)

Os taninos tém sido utilizados na dermatologia devido a sua forte propriedade
adstringente, pois quando aplicados topicamente na pele ou em membranas mucosas,
promovem precipitacdo protéica que torna as camadas superficiais impermeaveis a agentes
nocivos, encolhendo as estruturas coloidais, e causando vasoconstricdo capilar (SCHULZ et
al., 2002), o que € benéfico no tratamento de diversas afeccfes cutaneas.

Plantas ricas em taninos sdo empregadas na medicinal tradicional para o tratamento
de diversas moléstias orgéanicas, tais como diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais, problemas renais e do sistema

urinario e processos inflamatorios em geral (HASLAM, 1996).

2.5 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA

Desde a década de 1940, o desenvolvimento de farmacos eficazes e seguros para
tratamentos de infec¢Bes bacterianas revolucionou o tratamento médico, com consequente
reducdo drastica da morbidade e mortalidade por doencas microbianas. Infelizmente, o
desenvolvimento de agentes antimicrobianos potentes que apresentam grande eficicia tem
sido acompanhado do aparecimento de microrganismos resistentes a estes agentes.

Isto evidencia a necessidade do desenvolvimento de novos farmacos. Atualmente,
ferramentas analiticas modernas facilitam o estudo fitoquimico detalhado, o que possibilita
novos parametros ao estudo farmacolégico e microbiolégico, com possivel desenvolvimento
de agentes antimicrobianos farmacologicamente seguros.

E crescente a preocupacido em fazer uso de produtos menos agressivos de origem
vegetal ou 0 mais préximo possivel desta origem. Por tal motivo remete-se a pesquisa de
produtos fitoterdpicos e produtos naturais. Um dos melhores exemplos sdo produtos que
contenham em seus constituintes, flavondides, compostos fendlicos naturais largamente
distribuidos nos vegetais superiores (PACKER; LUZ, 2007).
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Muitas substancias quimicas tém sido isoladas de espécies vegetais brasileiras e de
outras partes do mundo com potente atividade antimicrobiana de grande interesse para a
indastria farmacéutica e para a medicina.

A atividade antibacteriana e antifingica do extrato de S. terebinthifolius,
possivelmente estd associada a presenga de certas substancias quimicas, em especial
taninos, além de substancias presentes em menor quantidade, como os alcaldides,
esterodides, chalconas (urundeuvinas) (LIMA et al., 2004).

Ensaios farmacoldgicos registraram a existéncia nesta planta de propriedade
antimicrobiana para fungos e bactérias incluindo nesta acdo Monilia, Staphylococcus e
Pseudomonas (LORENZI; MATOS, 2002).

2.6 CAPACIDADE ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo € definido em geral como uma formacdo excessiva e/ou
incompleta remo¢do de moléculas altamente reativas tais como as espécies reativas de
oxigénio, que incluem radicais livres como superoxido, radical hidroxila, radical hidroperoxila
e também espécies ndo radicais como peroxido de hidrogénio. In vivo, algumas espécies
reativas de oxigénio sdo benéficas e atuam na producao de energia, fagocitose, regulacédo
do crescimento celular e transmissfes intracelulares. Por outro lado, também sdo capazes
de danificar uma ampla quantidade de biomoléculas tais como proteinas, DNA e lipideos.
Encontram-se associados ndo apenas com a peroxidacdo lipidica que resulta na
deteriorizacdo de alimentos, mas também estdo envolvidos no desenvolvimento de uma
variedade de doencas tais como envelhecimento, carcinogénese, doengas cardiacas,
diabetes e neurodegeneracdo (ARDESTANI; YAZDANPARAST, 2007).

A producdo de radicais livres é controlada nos seres vivos por diversas substancias
antioxidantes, as quais podem ter origem enddgena ou serem provenientes da dieta
alimentar e outras fontes (SOUSA et al., 2007).

O conhecimento das propriedades antioxidantes das plantas é relativamente novo,
observando um enorme crescimento das investigacdes cientificas neste particular,
envolvendo desde o efeito de extratos brutos, de fragcbes ou componentes isolados e/ou
modificados (WILHELM FILHO et al., 2001).

Segundo Sousa et al. (2007), a atividade antioxidante dos compostos fendlicos deve-
se principalmente as suas propriedades redutoras e a sua estrutura quimica. Quanto maior a
quantidade de hidroxilas fendlicas, maior o sequestro de radicais livres (YAMAGUTI-SASAKI
et al., 2007).
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Substancias fendlicas tais como flavondides e acidos fendlicos sdo considerados
antioxidantes mais potentes que a vitamina C e a vitamina E (ALJADI; KAMARUDDIN,
2004). Por isso, ha um crescente interesse em antioxidantes fendlicos presentes nas plantas
medicinais e nas usadas na dieta alimentar, que podem ajudar atenuando o dano oxidativo.
Estes antioxidantes naturais promovem beneficios & saude associados a prevengédo de
danos causados por degeneracgdo biologica (ARDESTANI; YAZDANPARAST, 2007).

Estudos tém demonstrado que polifendis naturais possuem efeitos significativos na
reducdo do cancer, e evidéncias epidemiolégicas demonstraram correlacdo inversa entre
doencas cardiovasculares e o consumo de alimentos que sdo fonte de substancias
fendlicas, possivelmente devido as suas propriedades antioxidantes (BROINIZI et al., 2007).

Segundo estudo de Lima e colaboradores (2006), a casca do caule de S.
terebinthifolius apresentou acédo antioxidante e a fracdo cloroférmica é uma fracdo rica em
substancias antioxidantes, com acdo na mesma ordem de grandeza do padrdo

epicatequina-galato.

2.7 CARACTERISTICAS DA VIA VAGINAL

A vagina é um tubo fibromuscular forrado (internamente) por mucosa, mediano, com
7-8 cm de comprimento, que sobe para a pelve inclinando-se para tras cerca de 70° a partir
do vestibulo (PIATO, 1993), e liga o colo uterino a vulva. Esta a frente do reto e atras da
bexiga. E formada por trés camadas: conjuntiva externa, muscular lisa mediana e mucosa
interna (GOMPEL; KOSS, 1997).

A mucosa vaginal tem espesso epitélio escamoso estratificado, rico em glicogénio,
suportado por lamina prépria conectivo-elastico provida de cerrado plexo venoso.
Desprovida de glandulas, apresenta espessamentos longitudinais medianos, as colunas
anterior e posterior (PIATO, 1993).

A flora vaginal varia com a idade, pH e secrecdo hormonal. No primeiro més de vida,
e no periodo compreendido entre a puberdade e a menopausa, had predominio de
Lactobacillus sp. (bacilos de Ddéderlein). Entre o primeiro més de vida e a puberdade, e
também durante a menopausa, a flora vaginal é constituida de espécies de diferentes
géneros como Corynebacterium, Staphylococcus e Escherichia. Estas variacdes, de modo
geral, acompanham variacdes do pH vaginal, isto €, em pH acido ha predominancia de
Lactobacillus e em pH neutro predominam as outras bactérias. A variacdo de pH, por sua

vez, esté relacionada com a quantidade de glicogénio na vagina. A fermentagdo deste
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polimero pelos lactobacilos abaixa o pH, criando um ambiente desfavoravel ao crescimento

das bactérias que proliferam em pH neutro (TRABULSI, 1991).

2.8 VAGINOSES E VAGINITES

A micose vulvovaginal foi descrita pela primeira vez por Wilkinson em 1949, que
estabeleceu uma relacdo entre a existéncia de fungos na vagina e o aparecimento de
vaginite. A partir desse momento, 0s conhecimentos evoluiram  progressivamente
(ZIARRUSTA, 2002).

A inflamacado da vagina devido a infec¢do, ou vaginite, € mais comumente causada
por um dos trés organismos: o fungo Candida albicans, o protozoario Trichomonas vaginalis
ou a bactéria Gardnerella vaginalis. A maioria dos casos séo atribuidos a presenca de G.
vaginalis e sdo denominadas vaginoses bacterianas, uma vez que nao ha sinal evidente de
inflamacao (TORTORA et al., 2006).

A vaginose bacteriana é uma infec¢cdo vaginal complexa e polimicrobiana,
caracterizada pela reducéo na quantidade normal de peroxido de hidrogénio produzido pelas
espécies de Lactobacillus e em uma supercolonizacdo de outras espécies bacterianas,
incluindo G. vaginalis, espécies Gram-negativas obrigatoriamente anaerébicas, Mobiluncus
spp. e Mycoplasma hominis (SOBEL et al., 2006).

A vaginose mais frequente, causada por G. vaginalis também chamada de vaginite
inespecifica, € encontrada em mulheres com flora normal, mas com patogenicidade para a
mucosa vaginal. Alguns estudos sugerem que certas vaginites inespecificas podem ser
causadas por microrganismos anaerobicos. Microrganismos como Neisseria gonorrhoeae e
Chlamidia trachomatis causam vaginite discreta em adultos, entretanto em criancas a
primeira pode causar vulvovaginite intensa (TRABULSI, 1991).

A vaginite bacteriana é considerada a infeccdo mais comum em mulheres na idade
reprodutiva, ocorrendo em 15 a 30% das mulheres ndo gravidas e chegando a 50% em
mulheres gravidas. Recentemente, a vaginite bacteriana assintomética vem sendo
associada com a transmissao do virus HIV e aumento da susceptibilidade a infeccdes

sexualmente transmissiveis (SOBEL et al., 2006).
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2.9 VALIDACAO DE METODOLOGIA ANALITICA

A utilizacdo cada vez mais difundida da medicina tradicional para o tratamento das
necessidades primérias de saude envolvendo o uso de plantas medicinais, e a consequente
maior entrada de matérias-primas vegetais e produtos fitoterapicos no mercado brasileiro,
tem tornado mais claro, ainda, a necessidade de se buscar pardmetros para o controle de
gqualidade destes produtos. Um fator limitante para uma maior utilizacdo das plantas é que, a
maioria das que estdo em uso ndo possui parametros de qualidade definidos, assim o
estabelecimento de métodos analiticos validados, que garantam a quantificacdo de
marcadores quimicos para o controle da matéria-prima vegetal e dos produtos em
transformacédo, tanto intermediarios quanto finais, € fundamental para a producdo de
fitoterdpicos com qualidade (SCHWANZ, 2006).

A implantacdo da validacdo de métodos analiticos de controle de qualidade é
justificada por razfes legais, técnicas e comerciais. A Resolucédo n° 899 de 29 de maio de
2003 da ANVISA, diz que a validacdo deve garantir, por meio de estudos experimentais, que
0 método atenda as exigéncias das aplicagdes analiticas, assegurando a confiabilidade dos
resultados (BRASIL, 2003).

O desenvolvimento de um método analitico, a adaptacdo ou implementacdo de
método conhecido, envolve processo de avaliagdo que estime sua eficiéncia na rotina do
laboratério (BRITO et al., 2003).

Validar um método é um processo demorado, que requer um grande numero de
experimentos analiticos e célculos estatisticos. Estabelecer um bom procedimento de
validacdo requer um compromisso entre validar rapido, e com numero adequado de
andlises, sem perder a qualidade das estimativas (RIBEIRO et al., 2008).

Diversos guias contendo diretrizes sobre a validacdo estdo disponiveis atualmente
ICH (1996); USP (2005); ANVISA (2003). No Brasil, os dois orgdos que regulamentam a
validacdo de métodos analiticos sdo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
o Instituto Nacional de Metrologia, Normalizacdo e Qualidade Instrumental (INMETRO)
(RIBEIRO et al., 2008).

A literatura dispbe de varios trabalhos, que abrangem as areas bioldgica,
farmacéutica e quimica, que relatam a validacdo de métodos analiticos e definem critérios
que devem ser seguidos durante o seu desenvolvimento. Tais artigos abordam os critérios
de validacdo de acordo com sua area especifica, enfatizando a exatidao, a precisdo e 0s

limites de deteccéo e quantificacdo (BRITO et al., 2003).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi realizar o controle de qualidade, por meio de analises
fisico-quimicas, avaliar a atividade antimicrobiana e a capacidade antioxidante do extrato
seco das cascas de aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi), bem como desenvolver uma
forma farmacéutica contendo o extrato seco adquirido e validar a metodologia analitica,

baseando-se nos teores de polifendis totais, do extrato e da forma farmacéutica obtida.

3.2 Objetivos especificos

. Caracterizar a droga vegetal por métodos fisico-quimicos farmacopeicos e néo
farmacopeicos.

. Padronizar o extrato adquirido no mercado baseado-se nos teores de polifendis totais.

. Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos APST06 e CFSTO06 e fracOes
semipurificadas.

. Avaliar a capacidade antioxidante do extrato CFSTO06.

. Desenvolver forma farmacéutica semi-solida contendo o extrato seco de Schinus
terebinthifolius.

. Validar a metodologia analitica, por espectrofotometria UV-VIS, baseando-se em
teores de polifendis totais do extrato CFSTO6.

. Validar a metodologia analitica, por espectrofotometria UV-VIS, baseando-se em
teores de polifendis totais da forma farmacéutica semi-sélida obtida.

. Avaliar preliminarmente a estabilidade da forma farmacéutica semi-solida.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 SOLVENTES, REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes, exceto quando especificado, possuiam grau de pureza pré-
andlise (p.a.), e de marca Merck®, Sigma®, Dinamica®, Carlo Herba® ou Mallinckrodt®. Foi
utilizado alcool etilico de cereais da Cerealcool®.

Os caldos e meios de cultura utilizados para as analises microbioldgicas foram da

marca Difco® e Sigma-Aldrich®.

. Acetona

. Agar Mueller Hinton

. Agar Saboraud Dextrose

. Alcool etilico de cereais

. BHT

. Caldo Mueller Hinton

. Caldo Saboraud Dextrose

. Carbonato de sodio

. Carbopol 940

. Meio Rosewell Park Memorial Institute

. Metanol

. Metilparabeno

. Nitrogénio liquido

. P6 de Pele levemente Cromado Freiberg

. Reagente Folin—Ciocateau 2 N

. Solucao de cloreto de aluminio

. Solucdo metandlica de BHT

. Solucdo metandlica de DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila)
. Solugéo salina 0,9% estéril

. Solucado tampéo acido-3-[N-morfolino]propanossulfénico (MPOS)

. Substancia referéncia acido galico
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4.2. EQUIPAMENTOS

. Agitador magnético Fisatom

. Balanca analitica AND HR-200

. Balanca analitica Gehaka 2000

. Balanca analitica dessecadora com sistema de infravermelho, Ohaus® MB200
. Banho-maria Fanem mod 120/3

. Bomba a vacuo Vaccubrand Labortechnik tipo MZ 2C
. Centrifuga Refrigerada Eppendorf® 5415R

. Espectrofotometro Shimadzu UV/VIS PC-1650

. Estufa de Estabilidade - Binder® - mod. KBF240

. Liofilizador — Christ Alpha 1-4

. Mini agitador IKA® MS-1

. Moinho de martelos Tigres ASN5

. pHmetro Digimed mod DM20

. Tamisador vibratério - RETSCH.

. Ultra-som Unique USC 1540, 25 Hz

. Ultra-turrax UTC 115KT

4.3 MATERIA - PRIMA VEGETAL

Um lote de cascas, fragmentadas, secas e limpas do vegetal Schinus terebinthifolius
Raddi foi cedido pela Apsen Farmacéutica (Sado Paulo). O material recebido foi moido em
moinho de martelos, resultando em po6 da droga. O esquema de trabalho realizado esta

apresentado no fluxuograma 1.
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Droga Vegetal
Moagem
I
[ ]
Controle de Produgao de
Qualidade Extrato
[ ]
s - Analise Analise
An%ﬁ?mﬁgco' Quimica Quimica
Qualitativa Quantitativa
Fluxograma 1 - Procedimentos iniciais de trabalho com a droga vegetal Schinus

terebinthifolius.

4.4 CONTROLE DE QUALIDADE DA MATERIA-PRIMA VEGETAL

4.4.1 Determinagao da perda por dessecacdo (CARDOSO |, 2002)

O teor de umidade foi determinado por método gravimétrico, empregando-se balanca
analitica dessecadora com sistema de infravermelho. Cerca de 1,0 g da droga vegetal
moida foi exatamente pesado em placa de Petri, previamente tarada e dessecada por 20
min & temperatura de 110 °C. O resultado foi calculado em relagdo a 100 g da droga, pela

média de trés determinacdes.

4.4.2 Determinacédo do teor de extrativos (DEUTSCHES , 1986)

Foram pesados exatamente cerca de 1,0 g da droga vegetal, que foi submetida a
decoccdo com 100,0 ml de agua, durante 10 min. ApGds o resfriamento a solucédo foi
transferida para baldo volumétrico de 100 ml e o volume completado. Apoés filtracdo em

papel filtro, os primeiros 20,0 ml foram desprezados. Foi pesada uma aliquota equivalente a
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20,0 g, em pesa-filtro previamente tarado, e levado a evaporacdo até secura em banho-
maria, sob agitacdo. O pesa-filtro contendo o residuo foi colocado em estufa, a temperatura
de 105 °C até peso constante, resfriado em dessecador e pesado. A média foi calculada

pela realizacdo de trés determinacgdes.

4.4.3 Determinacdo do residuo seco

Para a determinacdo do residuo seco foram preparadas quatro solucdes extrativas
com diferentes solventes, sendo todas a 10% (m/v). Os solventes utilizados foram: agua,
acetona:agua (7:3, v/v), etanol:agua (1:9, v/v) e metanol:dgua (1:1, v/v). Cerca de 100 g da
droga vegetal moida foram submetidas a agitacdo com a solucdo extrativa por 30 min. Apds
este processo o extrato foi deixada em repouso por 1 h sendo entédo levada a refluxo por 30
min. O extrato foi filtrado sob pressao reduzida apds um perido de 12 h em repouso sob
refrigeracao.

Uma amostra de 20,0 g de cada solucdo extrativa foi exatamente pesada em pesa-
filtro previamente tarado e evaporado até secura em banho-maria. O pesa-filtro foi colocado
em estufa por 2 h a temperatura de aproximadamente 105 °C, resfriado em dessecador e

pesado a peso constante.

4.4.4 Determinacdo do teor de taninos totais (GLASL  , 1983)

Foram pesados exatamente cerca de 0,750 g da droga vegetal e transferidos para
um erlenmeyer com 150 ml de agua deixando-se durante 30 min em banho-maria a
temperatura de 85 °C. Apds resfriamento em agua corrente, o conteudo foi transferido para
um baldo volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com &gua. Cerca de 80 ml do
extrato foram filtrados, desprezando-se os primeiros 20 ml. O filtrado obtido foi denominado
Solucao-Méae (SM).

Para a determinacdo de polifendis totais (PT), 5 ml da SM foram diluidos com agua
em baldo volumétrico de 25 ml. Dois mililitros dessa solucéo foram transferidos com 1 ml de
solucéo de acido fosfotungstico R (reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml de agua
para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solugcéo de carbonato
de sodio 14,06%. Apds 15 min da adi¢do da ultima solu¢cdo mediu-se a absorbancia a 691

nm, empregando-se a agua como branco.
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Para determinacdes de polifendis ndo adsorventes (PNA), 10 ml da SM foram
transferidos com 0,100 g de po-de-pele R para um béquer e agitados durante 60 min. Apés,
a solucao foi filtrada e 5 ml do filtrado foram diluidos com &gua para 25 ml em balédo
volumétrico. Dois mililitros dessa solugéo foram transferidos com 1 ml de solucdo de &cido
fosfotiingstico R (reagente fendlico de Folin-Ciocalteu 2 N) e 10 ml de agua para um baldo
volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solucdo de carbonato de sédio
14,06%. ApoOs 15 min da adicdo da ultima solucdo mediu-se a absorbancia a 691 nm,
empregando-se a agua como branco. Foram realizadas cinco determinacoes.

A porcentagem de taninos totais foi calculada segundo as expressoes:

T = 15625Abs PNA = 15625Abs
100Cm 100(xm
TT = PT - PNA
Em que:
PT = Polifendis Totais (%)
PNA = Polifendis ndo Adsorventes (%)
Abs = Absorbancia
M = massa da amostra utilizada no ensaio, em gramas, considerando
a determinacédo de agua.
TT = Teor de Taninos Totais (%).

4.4.5 Andlise granulométrica (HELMAN, 1982)

Empregou-se a técnica da granulometria por tamisacédo. Determinou-se com dois
tamises, de 2,000 e 0,149 mm e coletor, escolheu-se mais quatro tamises intermediérios,
com abertura de malha de 0,840; 0,420; 0,250 e 0,177, segundo a DIN 4188, tarando-0s
individualmente.

Pesaram-se 50,04 g do vegetal moido. Tamisou-se o conjunto durante 25 min a 70
vibragBes por min, utilizando-se tamisador vibratério. Apdés a tamisacdo, procedeu-se a
pesagem, determinando-se a quantidade de material retido em cada peneira. O resultado é
fornecido sob forma tabelar, apresentando-se classe granulométrica (CG; mm); intervalo de
abertura de malha (Am; mm); dimensdo granulométrica média (M ; mm); fracdo retida

percentual (F; %); fracdo residuo percentual (R; %) e fracdo passagem percentual (P; %).
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4.4.6 Preparacao de extrato bruto (APSTO06)

Cerca de 800 g da droga vegetal moida foi deixada em maceragdo com uma solucéo
hidroetandlica por 14 h. Apdés esse periodo, o extrato foi deixado em maceragcdo (com
agitacdo) por 12 h e deixado novamente em repouso por mais 12 h. Apés este periodo, a
droga vegetal foi levada a turbdlise, em Ultra-turrax, por 20 min. Apos a extracdo, foi filtrado
sob pressao reduzida e lavado até esgotamento, sendo entdo concentrado em evaporador
rotatério sob presséo reduzida até eliminacdo completa do solvente organico, congelado e
liofilizado. O extrato seco obtido foi pesado, homogeneizado, armazenado em potes
plasticos e guardados em freezer (-20 °C). O valor do rendimento do extrato foi utilizado
para o calculo da quantidade de extrato a ser utilizado no doseamento de polifendis e

taninos totais.

4.4.7 Preparacao de extratos semipurificados

A metodologia para a preparacdo de extratos semipurificados foi adaptada de Mello
et al. (1996). O extrato bruto (50 g) foi disperso em 500 ml de 4gua destilada, colocado em
funil de separacdo e deixado em repouso, sob refrigeracdo, por 15 h. Apés o periodo de
repouso, observou-se a formacdo de 3 fases, sendo que a inferior foi retirada do funil e
denominada precipitado (figura 3). A fase imediatamente superior ao precipitado
(denominada fase intermediaria) foi separada e denominada subfracdo aquosa 1 (SAQ1), a
qual foi liofilizada. A fase superior a SAQ1 foi considerada a subfracdo aquosa 2 (SAQ2).
Esta, por sua vez, foi submetida a extracdes liquido-liquido por 15 vezes com 500 ml de
acetato de etila. As fracbes acetato de etila (FAET) foram reunidas, concentradas em
evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, congeladas e liofilizadas. A subfracdo aquosa
restante SAQ3 foi concentrada em evaporador rotatorio sob pressdo reduzida, congelada e
liofilizada. Todos os extratos secos das fracdes foram homogeneizados e armazenados em
recipientes apropriados em freezer (-20 °C). Este processo pode ser observado no

fluxograma 2.
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50 g de extrato APSTO06

+

500 ml de agua destilada

15 h de repouso
sob refrigeracéo

[ |
Subfracdo Aquosa Subfracdo Aquosa
1 2

Precipitado

(SAQT) (SAQ2)

Particdo liquido-liquido
acetato de etila
{15 X 500ml)

Subfracdo aquosa
3

Fracido acetato

(SAQ3) (FAET)

Fluxuograma 2 - Preparacdo de extratos semipurificados a partir do extrato APSTO06,

utilizados na avaliagéo das atividades biol6gicas de S. terebinthifolius.

50 g de extrato APST06 SAQ 2
N SAQ 1
500 ml de 4gua destilada Precipitado

Figura 3: Representacdo do extrato obtido apds 15 h de repouso sob refrigeracao (item
4.4.7).
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4.4.8 Determinacédo do teor de taninos totais do ext  rato APST06

Cerca de 0,240 g de APST06 foram exatamente pesados e transferidos para um
baldo volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com &gua. Cerca de 80 ml do
extrato foi filtrado, desprezando-se os primeiros 20 ml. O filtrado obtido foi denominado
Solucdo-Méae (SM).

Seguiu-se a metodologia 4.4.3. Foram realizadas cinco determinacoes.

4.5 AVALIACAO DAS ATIVIDADES BIOLOGICAS

4.5.1 Avaliagdo da capacidade antioxidante pelo mét odo com DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazila) (AMAROWICZ et al ., 2004)

Foram preparados diluicbes do extrato CFST06 nas concentra¢des 0,16-20,0 pg/ml
em metanol. Solu¢cdo metandlica de DPPH (1 mM, 0,5 ml) foi adicionada & amostra (4 ml)
nas diferentes concentracdes, e a reagdo ocorreu a temperatura ambiente por 30 min.
Solucéo de 0,5 ml de DPPH em 4 ml de metanol foi usada como controle e outra solugéo de
2 mg de BHT em 4 ml de metanol com 0,5 ml de solucdo de DPPH foi utilizada como
branco. Os valores da absorvancia foram medidos a 517 nm e convertidos em porcentagem
de atividade antioxidante ou porcentagem de DPPH consumido (AA%), utilizando-se a

seguinte expressao:

AA% = 100 - {[(Absamostra - Absbranco) X 100] /Abscontrole}

Em que:

Abs= absorbancia
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4.5.2 Avaliacao da atividade antimicrobiana

4.5.2.1 Microrganismos empregados e condi¢des de crescimento

Os microrganismos utilizados para os ensaios foram leveduras Candida albicans
ATCC 10231 e C. parapsilosis ATCC 22019, cultivadas em caldo Saboraud Dextrose (CSO)
(Difco) a 37 °C e mantidas em Agar Saboraud Dextrose (ASD) (Difco) a 4 °C. A titulo de
comparacdo também foram utilizadas as bactérias Escherichia coli ATCC 25922,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus subtilis ATCC 6623 e Staphylococcus
aureus ATCC 25923, cultivados em caldo Mueller Hinton (CMH) (Difco) a 37 °C e mantidas
em Agar Mueller Hinton (AMH) (Difco) a 4 °C. Antes de cada experimento, 0s
microrganismos foram cultivados em meio liquido a 37 °C, durante 48 h para leveduras e 24
h para bactérias. Para os testes de susceptibilidade antimicrobianos, os microrganismos
foram padronizados em tubos contendo salina 0,9% estéril, nos quais volumes suficientes
de cada cultura foram adicionadas até que a turvacao ficasse idéntica aquela comparada a
metade do tubo 1 da escala de McFarland (suspens&o de BaSO, que corresponde a 1-5x10°

UFC/ml para leveduras e 1x10® UFC/ml para bactérias).

4.5.2.2 Determinagdo da concentracao inibitéria minima

As concentracBes inibitérias minimas (CIM) das amostras, extratos APST06 e
CFST06 e fracbes FAET e SAQ3, foram determinadas segundo procedimentos de
referéncia (CLSI (NCCLS), 2002, 2006), através da técnica de microdiluicho em caldo,
utilizando meio Rosewell Park Memorial Institute (RPMI) 1640, pH 7,0, tamponado com
0,165 M de tampédo acido-3-[N-morfolino] propanossulfénico (MPOS) (Sigma-Aldrich) e
CMH. Os ensaios com leveduras e bactérias foram realizados em placas de 96 pocos, nos
quais foram adicionados 100 ul de meio RPMI para leveduras e CMH para bactérias, em
cada poco, seguida da adicdo de 100 pl dos extratos e fracdes a 2000 pg ml™ no primeiro
poco, prosseguindo com diluicdo seriada, homogeneizando e transferindo 100 ul para o
poco seguinte e, assim, sucessivamente até o ultimo poco.

As suspensdes microbianas padronizadas em solucdo salina 0,9% de acordo com a
turbidez da escala de McFarland foram diluidas nos meios de cultura RPMI e CMH, para

leveduras e bactérias, respectivamente, e 5 ul deste foram adicionadas a cada poco,
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resultando em inéculo na ordem de 0,5 e 2,5x10° UFC/ml para leveduras e 1x10* UFC/ml
para as bactérias.

As placas de 96 pogos foram incubadas a 37 °C durante 48 h para leveduras e 24 h
para bactérias. A CIM é definida como menor concentragdo de um agente suficiente para
inibir o crescimento visivel do microrganismo empregado no teste de sensibilidade. As
concentracdes fungicidas e bactericidas minimas (CFM e CBM) foram determinadas pelo
subcultivo de 10 pl da cultura de cada poco negativo e de um controle positivo.

Foram testados os extratos APST06 e CFSTO06, as fracGes acetato de etila (FAET) e
aquosa (SAQ3) obtidas da particdo liquido-liquido do extrato APSTO6 (item 4.4.7). Os testes
foram realizados no laboratério de microbiologia da UEM, frente aos seguintes
microrganismos: Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis e

Staphylococcus aureus.

4.6 DESENVOLVIMENTO DE GEL CONTENDO EXTRATO DE Schinus terebinthifolius
PARA APLICACAO VAGINAL

4.6.1 Extrato seco S. terebinthifolius

O extrato seco de Schinus terebinthifolius (CFST06) foi produzido pela Anidro
Extracdes do Brasil (Botucatu — SP) e cedido pela Apsen Farmacéutica (Sdo Paulo). O
material recebido foi analisado quantitativamente em relac@o ao teor de taninos e polifendis
totais.

Foram pesados exatamente cerca de 0,240 g do extrato seco (CFST06) e
transferidos para um baldo volumétrico de 250 ml, completando-se o volume com agua.
Cerca de 80 ml do extrato foram filtrados, desprezando-se os primeiros 20 ml. O filtrado
obtido foi denominado Solucédo-Mae (SM).

Seguiu-se a metodologia 4.4.4 para determinacdo de teor de taninos totais. Foram

realizadas cinco determinacoes.



Material e Métodos |70

4.6.2 Forma farmacéutica

A incorporacgdo do extrato seco (2,5%) de Schinus terebinthifolius, foi feita em gel de
Carbopol 940°.

4.6.2.1 Preparacéo da base Gel Carbopol 940® a 1% (BGC1)

Cerca de um grama de carbopol 940 foi disperso sob leve aquecimento em agua
destilada e agitacdo até completa dispersdo. Ao gel foi adicionada q.s. de carbonato de
sbdio para ajuste da consisténcia e pH.

A formulacao final esta descrita a seguir:

Carbopol 940 1,0 %
Metilparabeno 0,2%
Carbonato de sédio g.s.
Alcool de Cereais g.s.
Agua Destilada g.s.p. 100g

4.6.2.2 Incorporagédo do extrato CFST06 ao gel BGC1

A incorporacao do extrato foi determinada de acordo com o teor de polifendis totais
obtidos através do resultado do doseamento de taninos totais do extrato CFSTO06 (item
4.6.1), sendo o extrato CFSTO06 incorporado a base gel Carpobol BGC1 na propor¢cédo de
2,5% (p/p).

O extrato CFSTO6 foi disperso sobre a base gel BGC1 e este agitado vigorasamente

até total incorporacdo. O gel obtido foi denominado gel Aroeira 2,5% (GAR2.5).
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4.6.3 Técnica de extracdo de polifendis do gel GAR2 .5

Cerca de 0,5 g de GAR2.5 foram exatamente pesados em tubos Eppendorf
(capacidade de 2,0 ml) e submetidos a agitagcdo em mini agitador, por 6 vezes durante 5 min
e 2200 rpm cada, com 1,3 ml de metanol nas 4 primeiras extragcdes. Apds, foram realizadas
duas extrag6es adicionando-se 0,2 ml de acetato de etila. Apds cada extracdo, as amostras
foram levadas em centrifuga, sob refrigeracdo (15 °C) por 15 min a 1000 rpm. O
sobrenadante de cada extracdo, foi recolhido em frascos previamente tarados e, ao término
das 6 extracBes levados a residuo, sendo nhovamente pesados para obtencdo do peso do

residuo.

4.6.4 Técnica modificada para determinagéo de polif  endis totais de gel GAR2.5

Os residuos obtidos na extracdo do GAR2.5 (item 4.6.3) foram diluidos em agua
destilada e transferidos para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com
agua destilada. Um mililitro desta solucéo foi transferido com 1 ml de solugcdo de acido
fosfotiingstico R (reagente Fendlico de Folin Ciocalteau 2N) e 11 ml de agua para um baldo
volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com solucdo de carbonato de sdédio
14,06%. Apds 15 min da adi¢do da dltima solugcdo mediu-se a absorbancia a 691 nm. Como
branco foi empregado o residuo da base diluida em agua em um baldo volumétrico de 25
ml, sendo o volume completado com agua.

A porcentagem de polifendis totais foi calculada pela expresséo:

_ 625.Abs
100C.m

Em que:
PT = Polifendis totais (%)
Abs = Absorbancia medida

m = massa do gel
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4.7 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS PARA
A DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM EXTRATO SECO DE Schinus
terebinthifolius (CFSTO06).

Conforme a Resolugdo RE n°. 899, de 29 de maio de 2003/ANVISA: “Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos” (BRASIL, 2003), foi realizada a validacao do
método analitico por espectrofotometria UV-VIS para a determinacéo do teor de polifendis
totais em extrato seco CFSTO6.

O espectrofotdbmetro Shimadzu UV/VIS PC-1650 foi utilizado em todas as analises no

ultravioleta-visivel, empregando-se como substéancia referéncia o acido géalico padrdo Sigma.

4.7.1 Preparo da amostra

Foram pesados cinco diferentes massas de CFSTO06: 0,140; 0,190; 0,240; 0,290 e
0,340 g, cada uma destas massas foram transferidas para baldo volumétrico de 250 ml,
completando-se o volume com &gua. Estas solu¢des foram chamadas de Solugcdo-Mée
(SM). Para cada SM foi realizada a seguinte metodologia: cinco mililitros da SM foram
transferidos para um baldo volumétrico de 25 ml, completando-se o volume com &gua. Dois
mililitros dessa solucao foram transferidos para um balédo volumétrico de 25 ml, adicionando-
se em seguida 1 ml de solugdo de &cido fosfotingstico R (reagente Fendlico de Folin-
Ciocalteau 2 N) e 10 ml de agua e completando-se o volume com solucdo de carbonato de
sédio 14,06%. Apds 15 min da adi¢cdo da ultima solugéo foi medida a absorbancia a 691 nm,
empregando-se a agua como branco. A porcentagem de polifendis totais foi calculada de

acordo com a expressao descrita no item 4.4.4.

4.7.2 Parametros analisados

Foram realizados os seguintes ensaios para a validacdo da amostra extrato seco
CFST06 como segue: especificidade, linearidade, intervalo, precisdo, sensibilidade, limite de

quantificacéo, exatiddo, adequada a analise de acordo com a RE n°. 899/2003-ANVISA.
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4.7.2.1 Linearidade

Para esta andlise foram utilizadas massas crescentes do extrato CFSTO06 (item
4.7.1), obtidas as respectivas absorbancias e realizada a andlise da equacao da reta.

Segundo a RE n° 899/2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacéo
(r) deve ser igual a 0,99, para que o método apresente linearidade dentro do intervalo de

gquantificacao.

4.7.2.2 Intervalo

O limite de quantificacdo foi estipulado a partir do estudo da linearidade, ou seja,
pesaram-se massas decrescentes do extrato CFSTO06 (g): 0,640; 0,590; 0,540; 0,490; 0,440;
0,39; 0,340; 0,290; 0,240; 0,190; 0,140; 0,090; 0,040; 0,015; 0,010; 0,005; 0,002 e 0,001 g; e

analisou-se a faixa de massa de CFSTO06 na qual se obtém linearidade, exatidao e precisao.

4.7.2.3 Precisao

A repetibilidade (preciséo intra-corrida) foi analisada por meio de seis determinacdes
seguidas com um mesmo analista, com a massa de 0,240 g de CFST06. O coeficiente de

variacdo néo deve ser superior a 5%.

4.7.2.4 Limite de deteccao

Este estudo foi realizado através de sucessivas diluicdes do extrato CFST06 até a
menor concentracdo detectavel, iniciando-se com a massa de 0,290 g. Esta concentracao

foi escolhida por estar dentro do limite de quantificacéo.
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4.7.2.5 Especificidade

A especificidade do método foi testada através do acréscimo de substancia
referéncia a cinco diferentes massas de extrato CFSTO06. Esta curva foi analisada e
comparada com a curva de linearidade. Este mesmo procedimento foi utilizado para a
andlise de exatiddo, portanto, o teste indica se 0 método é especifico e exato.

Foram preparadas cinco solugbes maes (SM) segundo item 4.7.1. Em cada SM
foram acrescentados 80 mg da substancia de referéncia acido galico.

As leituras foram realizadas em espectrofotobmetro UV-VIS e obtidas as médias das

absorbéancias para cada massa em triplicata.

4.7.2.6 Exatidao

O estudo da exatidao foi realizado analisando-se o teste de recuperacéo, avaliando-
se a curva de calibracé@o obtida a partir do acréscimo de trés massas diferentes de CFST06
a massa inicial, 0,240 g de CFSTO06, sendo:

- concentragdo baixa = 0,240 g de CFSTO06 + 5% de massa de CFSTO06.

- concentragcdo meédia = 0,240 g de CFSTO06 + 10% de massa de CFSTO06.

- concentracgédo alta = 0,240 g de CFSTO06 + 20% de massa de CFSTO06.

4.7.2.7 Robustez

Para se determinar a robustez do método analisou-se a influéncia da alteracdo do
tempo de leitura e do comprimento de onda de leitura das amostras de extrato CFST06 (SM
0,240 g de CFSTO06).

4.7.2.7.1 Tempo de Leitura

A SM com massa de 0,240 g de extrato CFSTO06, foi submetida a andlise em trés

diferentes tempos de leitura avaliando-se o teor em polifendis totais da amostra em 691 nm.
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Foram realizadas seis leituras no tempo de 15 min, sendo este o tempo normal a contar da
pipetagem da solucéo de carbonato de sodio 14,06% (m/v) até a leitura da amostra. E mais
seis leituras nos tempos de 30 e 45 min, ou seja 15 e 30 minutos além do tempo estipulado

na técnica, respectivamente.

4.7.2.7.2 Comprimento de onda

A SM com massa de 0,240 gfoi submetido a andlise em dois comprimentos de ondas
diferentes avaliando-se o teor em polifendis totais da amostra a 691 nm (comprimento de
onda conforme a técnica) e 760 nm. Em cada comprimento de onda foram realizadas seis

leituras.

4.8 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS PARA
A DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM GEL AROEIRA 2,5%
(GAR2.5)

Conforme a Resolugdo RE n°. 899, de 29 de maio de 2003/ANVISA: “Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos”, foi realizada a validacdo do método
analitico por espectrofotometria UV-VIS para a determinagéo do teor de polifendis totais em
GAR2.5.

O espectrofotébmetro Shimadzu UV/VIS PC-1650 foi utilizado em todas as analises no

ultravioleta-visivel, empregando-se a substancia referéncia acido géalico padrdo Sigma.

4.8.1 Preparo da amostra

O gel GAR2.5 foi preparado de acordo com os itens 4.6.2.1 e 4.6.2.2.
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4.8.2 Técnica de extracdo de polifendis do gel GAR2 .5

Cerca de 0,5 g de GAR2.5 foram exatamente pesadas em Eppendorf e submetidas a

extracao segundo metodologia descrita no item 4.6.3.

4.8.3 Técnica modificada para determinagéo de polif  endis totais de gel GAR2.5

Os residuos obtidos na extracdo do GAR2.5 foram pesados e diluidos em agua

destilada. Seguiu-se o teste conforme metodologia descrita no item 4.6.4.

4.8.4 Parametros analisados

Foram realizados os seguintes ensaios para validacdo da amostra GAR2.5 como
segue: especificidade, linearidade, intervalo, precisédo, sensibilidade, limite de quantificacéo,
exatiddo, adequada a analise de acordo com a RE n°. 899/2003-ANVISA (BRASIL, 2003).

4.8.4.1 Linearidade

Para esta analise foram utilizadas concentracdes crescentes do extrato CFST06 no
gel base Carbopol 940® (BGC1), obtidas as respectivas absorbancias e realizada a anélise
da equacdo da reta. As concentragdes utilizadas foram (%): 0,75; 1; 1,5; 2,5 e 2,75.

Segundo a RE n°. 899/2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacdo
(r) deve ser igual a 0,99, para que o método apresente linearidade dentro do intervalo de

gquantificacao.
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4.8.4.2 Limite de quantificacédo

O limite de quantificacdo foi calculado teoricamente a partir do estudo da linearidade,

através da expressao:

Em que:
LQ = limite de quantificacao.
DP = desvio padrao do intercepto.

IC = inclinac&o da curva de calibracao.

4.8.4.3 Precisao

A repetibilidade (precisdo intra-corrida) foi analisada por meio de 2 determinacgdes
em dias alternados com um mesmo analista, em GAR2.5. O coeficiente de variacdo néo

deve ser superior a 5%.

4.8.4.4 Limite de deteccao

O limite de deteccédo foi calculado teoricamente a partir do estudo da linearidade,

através da expressao:

Em que:
LD = limite de deteccado
DP = desvio padrao do intercepto.

IC =inclinac&o da curva de calibracdo
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4.8.4.5 Especificidade

A especificidade do método foi testada através do acréscimo de substancia
referéncia a cinco diferentes concentragfes de extrato CFST06 ao gel BGCL1. Esta curva foi
analisada e comparada com a curva de linearidade. Este mesmo procedimento foi utilizado
para a andlise de exatiddo, portanto, o teste indica se 0 método € especifico e exato.

Foram adicionados 75 mg de substancia referéncia acido galico a cada 100 g de gel
BGC1. A esta base gel foi incorporado extrato CFST06 em concentracdes crescentes (%):
0,75; 1; 1,5; 2,5 e 2,75. As leituras foram realizadas em espectrofotdbmetro UV-VIS e obtidas

as médias das absorbancias para cada concentracdo em triplicata.

4.8.4.6 Exatidao

O estudo da exatidao foi realizado analisando-se o teste de recuperacéo, avaliando-
se a curva de calibracdo obtida a partir de concentragdes diferentes de extrato CFST06
incorporadas ao gel BGC1, sendo:

- concentragdo baixa = gel BGC1 + 2,60% extrato CFSTO06

- concentracdo meédia = gel BGC1 + 2,65% extrato CFST06

- concentragdo alta = gel BGC1 + 2,70% extrato CFST06

4.8.4.7 Robustez

4.8.4.7.1 Comprimento de onda

Para se determinar a robustez do método analisou-se a influéncia da alteracdo do
comprimento de onda de leitura das amostras de GAR2.5.

O gel foi submetido a andlise em dois comprimentos de ondas diferentes avaliando-
se o teor em polifendis totais da amostra em: 691 nm (que é o comprimento de onda
utilizado para leitura conforme a técnica) e 695 nm. Em cada comprimento de onda foram

realizadas 9 leituras.
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4.9 ESTUDO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade preliminar foi realizado segundo Resolugcdo n°1/2005
ANVISA (BRASIL, 2005). Foram analisados o teor de polifendis totais das amostras de
GAR2.5 acondicionadas em estufa Binder. As condi¢cdes de analise foram 40 °C e 75% de
umidade relativa. Os tempos analisados foram: tempo zero, 24 h, 7, 14, 21 e 30 dias. Para o
acondicionamento de GAR2.5 e BGCL1 foram utilizadas bisnagas revestidas internamente
com aluminio. Para cada tempo foram acondicionadas cinco bisnagas, sendo quatro
bisnagas de GAR2.5 e uma bisnaga contendo gel BGC1 (branco). A extracdo do gel e o
doseamento do teor de polifendis totais foi realizado segundo técnica descrita nos itens
4.6.3 e 4.6.4, respectivamente, com trés bisnagas de GAR2.5.

Este pré-estudo de estabilidade, com duracdo de 30 dias, teve as amostras
preparadas no Laboratorio de Farmacotécnica da Universidade Estadual de Maringa e
acondicionadas em estufa no Laboratério de Controle de Qualidade do LEPEMC — UEM. A

analise estatistica dos resultados obtidos foi realizada segundo ANOVA.

4.10 ANALISE ESTATISTICA

Para as andlises estatisticas foi utilizado o software Statistic 7.1 e 0s testes

empregados foram teste t com intervalo de confianga de 95% e ANOVA.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 CONTROLE DE QUALIDADE DAS CASCAS DE Schinus terebinthifolius

Comumente entende-se a fitoterapia como uma medicina alternativa, porém, a
fitoterapia trata-se de uma alternativa terapéutica e, assim, necessita de toda padronizacdo
necessaria para assegurar a producdo adequada do fitomedicamento de forma a atingir os
resultados terapéuticos esperados. Sem um adequado controle de qualidade e de producéo,
tornam-se inviaveis tarefas farmacéuticas essenciais como garantia de reprodutibilidade dos
lotes, conteldo e concentracdo de principios ativos ou auséncia de contaminantes
(YAMADA, 2006).

Portanto, para a obtencéo de fitomedicamentos com qualidade, eficazes e seguros,
além da pesquisa farmacoldgica, € necessario um longo processo de desenvolvimento com
gqualidade, que se inicia muito antes da entrega da matéria-prima a industria. Para isso &
necessario um adequado processo de cultivo, estabilizacdo e processamento dessa
matéria-prima. Afinal, a eficacia esta ligada a sua composi¢cao quimica e, as plantas sofrem
influéncia do meio e estes podem traduzir-se em alteracdes qualitativas e quantitativas dos
seus constituintes quimicos (MELLO, 1989).

Alguns parametros essenciais para a qualidade das matérias-primas vegetais
podem variar, dependendo da procedéncia do material. As varia¢des, principalmente na
composic¢ao quimica e, em alguns casos, na pureza e mesmo nas caracteristicas fenotipicas
ressaltam a importancia dos estudos de caracterizacdo farmacognostica, correlacionadas
com a atividade farmacolégica (LOPES, 2003).

Para o controle de qualidade de uma matéria-prima vegetal, diversos métodos
quimicos, fisicos e fisico-quimicos tais como cromatografia em camada delgada,
determinacdo da perda por dessecacdo e do teor de extrativos, quantificacdo do teor de
substancias ativas sdo utilizadas a fim de caracterizar e padronizar o material vegetal ou
mesmo seus derivados extrativos.

No desenvolvimento de um fitomedicamento, somente um processo eficaz de
producao e de controle de qualidade, aliado aos estudos farmacolégicos, podem garantir um
adequado emprego terapéutico, pois, apesar dos efeitos adversos dos fitomedicamentos
serem relatados com menor frequéncia, eles existem e vém sendo confirmados nos estudos
clinicos controlados. Com isso, a padroniza¢do quimica e o conhecimento da constituicdo do
fitocomplexo sdo importantes para diferenciar a acdo farmacoldgica da potencial toxicidade
(YAMADA, 2006).
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Para realizar o controle de qualidade de Schinus terebinthifolius, foram utilizados
amostras de cascas de um lote obtido de fornecedores ja denominados anteriomente. Estes
testes foram preliminares e essenciais para o desenvolvimento de uma forma farmacéutica
contendo o extrato desta droga vegetal em estudo.

A realizacdo de varios ensaios farmacopeicos e ndo farmacopeicos foram
necessarios para atingir os objetivos, como discutido a seguir.

A avaliacdo do teor de umidade presente nas cascas de S. terebinthifolius foi
determinada pela da perda por dessecacdo, que determina o teor de agua presente na
droga vegetal seca, e dependendo da umidade do ar o teor de 4gua na planta pode variar, e
dessa forma modificar os resultados de técnicas onde o0 peso da planta € importante. Além
desse fator, esta andlise € importante, pois a quantidade de agua pode proporcionar a
degradacéo dos constituintes quimicos e/ou proliferacdo de microrganismos.

Assim, limites de agua séo descritos para drogas vegetais, especialmente para
aquelas que facilmente absorvem agua ou aguelas nas quais a deterioracdo € promovida
pela presenca de agua em excesso, Vvisto que este fato impede o armazenamento por tempo
prolongado (CARDOSO, 2002).

O teor de umidade estabelecido nas diferentes farmacopeias varia entre 8 e 14%
para a droga seca, com poucas excegdes especificadas nas monografias (FARIAS, 2003). A
Farmacopéia Brasileira 42 edi¢cdo determina o teor de umidade de, no maximo, 12% para a
droga vegetal seca.

O resultado da perda por dessecagéo (item 4.4.1) para S. terebinthifolius expresso,
em porcentagem est4d demonstrado na tabela 1. Observando-se estes dados pode-se

afirmar que o resultado obtido encontra-se dentro dos parametros estabelecidos.

Tabela 1 — Resultados, expressos em porcentagem, dos testes realizados para o controle
de qualidade das cascas de S. terebinthifolius

Teste Numero de Replicatas X £ dp (CV%)
Perda por dessecacao (%) 3 11,8+0,4 (3,5)
Teor de extrativos (%) 3 17,59+0,52 (2,95)
Teor de taninos totais (%) 3 11,01+0,13 (1,18)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variacao

A determinacdo do teor de extrativos de uma droga vegetal € parédmetro que
permite estabelecer a capacidade de um determinado liquido extrator retirar substancias

presentes na mesma, sob condi¢des especificas.
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Na avaliacdo do teor de extrativos das cascas de S. terebinthifolius (item 4.4.2), o
liquido extrator utilizado foi a agua e o resultado obtido esta expresso na tabela 1.

Para a determinagdo do teor de taninos totais (item 4.4.4) foram utilizadas as
cascas secas e pulverizadas. O método utilizado foi o de Folin-Ciocalteau, que se baseia na
associacdo dos taninos as proteinas, o que o torna mais especifico, pois, trata-se de um
método espectrofotométrico que determina a intensidade da coloragdo azul formada pela
reducdo do acido fosfotungstico com compostos fendlicos. Os resultados estdo expressos
em porcentagem e demonstrados na tabela 1.

Kommission (1994) determinou um teor de taninos de 3% para o Crataegus
oxyacanta L. (cratego) e de 10% para a ratania (Krameria triandra Ruiz ET Pavon), uma
droga vegetal classica para taninos. Enquanto que para Stryphnodendron obovatum Benth.
e S. polyphyllum Mart., Lopes et al. (2005) determinaram o teor de taninos em 19 e 12%,
respectivamente.

Estudos com Myracrodruon urundeuva (aroeira do sertdo) espécie da familia
Anacardiaceae, Monteiro et al. (2005b) reportaram o teor de taninos em 10,38%. Com base
nestas informacoes, pode-se dizer que nas cascas de S. terebinthifolius encontra-se boa
concentracdo de taninos. Isto esta de acordo com AGUILAR-ORTIGOZA et al. (2003) que
diz serem as anacardidceas reconhecidas pela ampla distribuicao de fendis.

A analise granulométrica (item 4.4.5) é um fator importante no controle de qualidade
de uma droga vegetal, sendo essencial na obtencdo de um extrato, uma vez que uma maior
ou menor extracdo esta intimamente relacionada com a area de superficie e dimenséo das
particulas em contato com o liquido extrator (CARDOSO, 2002).

A figura 4, gréfico de distribuicdo granulométrica da droga rasurada, mostra que a
maior porcentagem de particulas encontra-se numa faixa granulométrica que varia de 0,840
a 0,420 mm.

Empregando-se os dados fornecidos pela tabela 2, o didmetro médio, calculado

graficamente (figura 5), a partir do ponto de intersecc¢éo das retas foi de 0,36 mm.
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Figura 4 — Gréfico de distribuicdo granulométrica, sendo fragdo residual por intervalo de

classes, das cascas moidas, em moinho de martelos, de S. terebinthifolius.

Tabela 2 - Andlise granulométrica por tamisacao das cascas de S. terebinthifolius

Abertura Classe Abertura Fracéo Fracdo Fracéo
de malha | granulométrica média (M) retida residuo passagem
(M) (mm) | m min —m max (mm) percentual F percentual percentual P
(mm) (%) R (%) (%)
0,840 0,84 -1,00 0,920 10,93 10,93 89,07
0,42 0,42 -0,84 0,630 32,41 43,34 56,66
0,250 0,25-0,42 0,335 20,42 63,76 36,24
0,177 0,177 - 0,25 0,213 10,39 74,15 25,85
0,149 0,149 -0,177 0,163 4,28 78,43 21,57
Coletor 0,00 - 0,149 0,075 21,22 99,65 0,35
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Figura 5 — Curvas acumulativas de retencdo e passagem apoés tamisa¢do da matéria-prima
vegetal S. terebinthifolius. (m fracdo de passagem/ e fracao retida acumulada)

Na realizacdo da determinacdo do residuo seco, empregou-se a metodologia e 0s
solventes descritos no item 4.4.3. Os resultados obtidos estdo expressos, em porcentagem,
na tabela 3.

Tabela 3 — Resultados, em porcentagem, do residuo seco em diferentes solugdes extrativas

de amostras de cascas de S. terebinthifolius.

Solvente (v/v) n X = dp (CV%)
Agua 4 14,2+0,28 (1,9)
Acetona:agua (7:3) 4 28,9+1,52 (5,2)
Etanol:agua (1:9) 4 18,9+0,69 (3,6)
Metanol:agua (1:1) 4 23,3+0,80 (3,4)

X = média; dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variacdo

Na determinagcdo do residuo seco, a mistura acetona:agua (7:3, v/v), apresentou
melhor rendimento (28,9%). Isto pode ser explicado pelo fato da acetona promover o

blogueio da associacdo tanino-proteina, tornando a extracdo quantitativamente maior
(MELLO; SANTOS, 2003).
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Nota-se uma diferenca entre os valores de teor de extrativos e residuo seco de S
terebinthifolius, explicada pelo procedimento no preparo das solugcbes extrativas em cada
teste serem de forma independente.

O resultado deste teste pode ser mais um parametro de avaliagdo da qualidade da
droga vegetal, por ser um resultado préprio da S. terebinthifolius. Mesmo n&o sendo
possivel uma comparacdo, podemos avaliar este resultado frente a resultados de outras
espécies tais como: Guazuma ulmifolia Lam. 8,94% em residuo seco (GALINA, 2002),
Centella asiatica (L) Urban 3,14% (CONSOLARO et al., 1999) e Baccharis trimera (Less.)
DC. 29,95% (MELLO; PETROVICK, 2000).

5.2 PREPARACAO DE EXTRATO BRUTO

Apoés extracdo, a quantidade de extrato liofilizado obtida foi 257,48 g, apresentando
um rendimento de 32,18%. Este resultado foi utilizado para calculo da quantidade de extrato
bruto utilizado no doseamento de polifendis e taninos totais do extrato bruto.

O método extrativo de escolha foi turbo-extragéo, o qual se baseia na extracdo com
simultdnea reducdo do tamanho de particulas, devido as forcas de cisalhamento. O
processo favorece rapida dissolugcdo das substancias ativas tornando o método eficiente
(VOIGT, 1993).

5.2.1 Determinacéo do teor de polifendis e taninos  totais do extrato CFST06

Baseando-se nos mesmos principios utilizados na determinacdo de taninos totais
da droga vegetal S. terebinthifolius, foi realizado o doseamento de taninos totais nos
extratos secos CFSTO06 e APSTO06. A guantidade de extrato a ser utilizado nesta analise foi
calculada a partir do rendimento obtido na extracdo da droga vegetal.

A massa empregada na determinacdo do teor em taninos totais do extrato seco
para todas as amostras foi de 0,2413 g. Foram realizados o doseamento em taninos e
polifendis totais do extrato CFST06. Os resultados obtidos estdo expressos, em

porcentagem, na tabela 4.
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Tabela 4 — Resultados, em porcentagem, do teor de taninos e polifendis totais dos extratos

CFSTO06 e APSTOG.
n Taninos totais (%) Polifendis totais (%)
X +dp (CV%) X +dp (CV%)
CFSTO06 5 32,040,26 (0,82) 34,98+0,29 (0,82)
APSTO06 4 40,37+0,46 (1,15) 44,06+0,55 (1,25)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variacédo

Comparando-se os valores em teor de taninos do extrato de S. terebinthifolius com
0 de extratos de Stryphnodendron obovatum Benth e Stryphnodendron polyphyllum Mart.,
que apresentam teor de taninos de 36,58 e 25,43% (LOPES et al., 2005), respectivamente,
o teor de taninos de 32% encontrado pode ser considerado alto. Ja para teor de polifendis
totais, o valor de 34,98% de S. terebinthifolius esta abaixo em relacéo ao teor de polifendis
totais de S. obovatum e S. polyphyllum, 76,95 e 51,62% (LOPES et al, 2005),

respectivamente, porém pode ser considerado um bom resultado.

5.3 ATIVIDADES BIOLOGICAS

5.3.1 Capacidade antioxidante

O estudo foi realizado de acordo com o ensaio do radical livre DPPH, que tem por
base sua reducdo. Ao fixar um radical livre (H), removido do antioxidante em estudo,
observa-se uma diminui¢cdo da absorbancia, o que permite calcular, apds o estabelecimento
do equilibrio da reacéo, a quantidade de antioxidante gasta para reduzir 50% do radical livre
DPPH (BROINIZI et al., 2007).

O restante do radical livre DPPH (que nao foi reduzido; e que foi medido apd6s
determinado tempo) corresponde inversamente a atividade sequestradora do radical
exercida pelo antioxidante testado (KULISIC et al., 2004).

Os resultados médios obtidos de ICs, (X+dp) (ug mI™) para a vitamina C foi de

7,48+1,24 (CV%=16,6) e do extrato CFSTO6 foi de 9,50+0,43 (CV%=4,55).
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Segundo a andlise estatistica realizada, conclui-se que a diferenca ndo é
significativa. Isto representa que o extrato CFSTO06 possui capacidade antioxidante
comparativamente a vitamina C.

O método é realizado a temperatura ambiente para que se elimine o risco de
degradacéo térmica das moléculas testadas (BONDET et al., 1997).

De acordo com estudos realizados, a atividade de sequiestro de radicais livres de
compostos fendlicos é amplamente influenciada pelo nidmero de hidroxilas presentes nos
anéis aromaticos (PELLATI et al., 2004).

5.3.2 Atividade antimicrobiana

Foram realizadas andlises microbioldgicas dos extratos seco 1 (APSTO06) e extrato
seco 2 (CFSTO06) e também das fracdes acetato de etila (FAET) e aquosa (SAQ3), frente
aos seguintes microrganismos: Candida albicans ATCC 10231, C. parapsilosis ATCC
22019, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Bacillus
subtilis ATCC 6623 e Staphylococcus aureus ATCC 25923, e os resultados podem ser
observados na tabela 5.

Para a andlise dos resultados, segundo Holetz et al. (2002), a atividade
antimicrobiana é considerada boa para CIM<100 pg ml*; moderada para CIM entre 100 e
500 pg ml™l; fraca para CIM entre 500 e 1000 pg ml™ e inativo se CIM>1000 ug ml™. Porém,
tratando-se de uma droga vegetal, alguns trabalhos consideram com boa atividade, extratos
brutos com um MIC<1000 pug mi?, para fragdes o MIC <100 pg ml™ e para substancias puras
0 MIC<25 pg ml™. Considerando estes dados, pode-se dizer que os extratos e as fracdes de
S. terebinthifolius s@o inativos frente as bactérias testadas: E. coli, P. aeruginosa e B.
subtilis. Porém, frente a S. aureus, 0s extratos e a fracdo aquosa apresentaram uma
discreta atividade antimicrobiana, j& a fracdo acetato de etila, frente ao mesmo

microrganismo € consideravel.
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Tabela 5 - Resultados da analise microbioldgica dos extratos e fracdes de S. terebinthifolius.

Extrato APSTO6 Extrato CFSTO06 FAET SAQ3
MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
E.coli > > > > > > > >
P. aeruginosa > > > > > > > >
B. subtilis > > > > > > > >
S.aureus 500 > 500 > 125 500 500 >
C. albicans 31,2 > 31,2 > 31,2 > 31,2 >
C. 31,2 > 31,2 > 15,6 > 31,2 >
parapsilosis

> concentragdo maior que 1000 pg ml™,

Estes resultados estdo de acordo com Lima et al. (2006), que demonstraram uma
alta atividade antibacteriana das fracdes acetato de etila e cloroférmica das cascas de S.
terebinthifolius contra cepas resistentes de S. aureus, sendo este estudo analisado de
acordo com o tempo de crescimento bacteriano que, neste caso néao foi detectado apds 24 h
de incubacéo.

Os resultados obtidos para o extrato bruto e as fragdes acetato de etila e aquosa de
S. terebinthifolius frente a E. coli e P. aeruginosa, sdo comparaveis aos resultados obtidos
por Lopes (2003) com Stryphnodendron polyphyllum que n&o demonstrou atividade
antimicrobiana. Frente ao B. subtilis, S. terebinthifolius ndo apresentou atividade, enquanto a
S. polyphyllum apresentou uma atividade considerada moderada.

Em se tratando de S. aureus, a fracdo acetato de etila de S. terebinthifolius
apresentou atividade assim como a mesma fragdo de S. polyphyllum (LOPES, 2003).

Frente as leveduras C. albicans e C. parapsilosis, todas as amostras apresentaram
atividade antimicrobiana, sendo que a fracdo acetato de etila foi a que apresentou melhor
resultado (MIC 15,6 pg ml™).

Diante destes resultados, pode-se dizer que extratos das cascas de S.
terebinthifolius possuem uma boa atividade antifingica, o que explica o seu uso popular nas

infeccdes vaginais.
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Outras partes de S. terebinthifolius tém sido estudadas no que se refere a atividade
antimicrobiana, Johann et al. (2008), relataram que a fragdo acetato de etila das folhas
possui uma potente atividade (MIC 7,8 pg ml™) contra C. albicans isoladas da cavidade oral

de pacientes.

5.4 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS PARA
A DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM EXTRATO SECO DE Schinus
terebinthifolius Raddi (CFSTO06).

5.4.1 Linearidade

E a capacidade de uma metodologia analitica em demonstrar que os resultados
obtidos s&o diretamente proporcionais a concentra¢do do analito na amostra, dentro de um
intervalo especificado (RE n°. 899, 2003).

Para esta andlise foi realizada a metodologia descrita no item 4.7.2.1. As massas
do extrato CFSTO06 utilizadas, suas respectivas absorbancias e teores em polifendis totais

estdo descritos na tabela 6 e figura 6.

Tabela 6 — Teores de polifendis calculados, em porcentagem, através da média da
absorbancia medida de diferentes massas do extrato CFSTO6 utilizadas para
obtencdo da curva de calibracéo.

Massa (g) CFSTO06 n Absorbancia (nm) Polifendis totais (%)

(%) X + dp (CV%)
1 0,140 3 0,276 30,84+0,13 (0,42)
2 0,190 3 0,370 30,45+0,37 (1,21)
3 0,240 3 0,486 31,29+0,41 (1,33)
4 0,290 3 0,578 31,16+0,29 (0,95)
5 0,340 3 0,685 31,49+0,34 (1,09)

X = média; dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variacdo
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Figura 6 — Representacdo da curva de linearidade, com coeficiente de correlacéo (r?) de
0,998, obtida pela relacdo de cinco diferentes massas de CFST06 e a média de

suas absorbancias.

Segundo a RE n° 889/2003, o critério minimo aceitdvel do coeficiente de
correlacéo (r?) deve ser igual a 0,99. No entanto, apenas o valor do coeficiente de correlacéo
ndo é suficiente para garantir a adequacao do ajuste linear a curva de calibragdo. Modelos
de calibragdo com altos residuos no sinal analitico ou pontos mal distribuidos ao longo da
faixa de calibragdo poderdo fornecer um bom coeficiente de correlagdo, mesmo que uma
funcdo linear ndo seja a melhor descricdo para 0 comportamento entre as variaveis
dependente e independente. Para evitar problemas de falta de ajuste durante a modelagem,
faz-se necessaria a analise cuidadosa do grafico dos residuos do sinal analitico e a
aplicacdo de testes para determinar a faixa na qual a curva de calibracdo apresenta um
comportamento linear (RIBEIRO et al., 2008).

Na determinacdo da melhor faixa de aplicacdo, foram utilizadas analises
estatisticas, item 4.10. Baseando-se nas analises dos resultados obtidos, onde se observa
gque os residuos se distribuem aleatoriamente em torno da média zero (figuras 7) e que os
pontos caem proximos da reta, o que mostra a amostra seguindo uma distribuicdo normal

(figura 8), pode-se dizer que hé linearidade do método.



Resultados e Discussédo |91

0,012

0,010 4
0,008 © g
0,006 :
0,004 1

0,002 ° g

0,000

Residuo
[e]

-0,002 4

-0,004 | 1

-0,008 | o 1
-0,010 | o 1

-0,012 4

-0,014 " " " " "
0,2 03 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8

Valor Predito

Figura 7 — Gréafico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de

linearidade das amostras de CFSTO06.
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Figura 8 — Grafico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de linearidade das
amostras de CFSTO06.
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5.4.2 Intervalo

de um método analitico (RE n°. 889/2003).

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior

Limite de quantificagcdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode

ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob condi¢cdes experimentais
estabelecidas (RE n°. 889/2003).

O limite de quantificacdo foi estipulado a partir do estudo da linearidade, ou seja,

pesaram-se massas decrescentes da amostra CFSTO06 (tabela 7) e analisou-se a faixa de

concentracdo na qual se obtém linearidade, exatiddo e precisdo. Os resultados estdo

apresentados na figura 9.

Tabela

7 - Teores de polifendis calculados, em porcentagem, através da absorbancia

medida de diferentes massas do extrato CFSTO06 utilizadas na determinacao do

intervalo de quantificacéo.

Massas de CFSTO06 (g) n Abs (nm) ( X) | Polifenais totais (%)
1 0,640 3 0,970 23,69
2 0,590 3 0,960 25,42
3 0,540 3 0,897 25,96
4 0,490 3 0,837 26,71
5 0,440 3 0,790 28,05
6 0,390 3 0,714 28,60
7 0,340 3 0,685 31,49
8 0,290 3 0,578 31,16
9 0,240 3 0,486 31,68
10 0,190 3 0,370 30,45
11 0,140 3 0,276 30,84
12 0,090 3 0,182 31,65
13 0,040 3 0,084 33,07
14 0,015 3 0,037 38,88
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Figura 9 — Representagéo grafica, em escala decrescente, da média das absorbancias de
diferentes massas de CFSTO06 utilizadas na determinacdo do intervalo de

gquantificacao.
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Figura 10 — Representacéo da curva de calibragio, com coeficiente de correlagdo (r?) de

0,9902, dos pontos que formam o intervalo do limite de quantificacao.

De acordo com as figuras 9 e 10, pode-se dizer que o intervalo de guantificacéo
para CFSTO06, que apresenta linearidade, exatiddo e precisdo, encontra-se entre 0,040 e
0,440 g de massa de CFSTO06. Acima deste limite o método se mantém exato, porém, de
acordo com a lei de Lambert-Beer, a partir de certa concentracdo deixa de haver

proporcionalidade entre a concentragéo e a absorbancia.
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Assim, o limite de quantificacdo estipulado foi 0,040 g, ou seja, este valor € a menor

guantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com precisédo e exatidao.

5.4.3 Precisao

E a avaliacdo da proximidade dos resultados obtidos em uma série de medidas de

amostragens multipla de uma mesma amostra (RE n°. 899, 2003). Usualmente, é expressa

como o desvio padrdo, variancia ou coeficiente de variacao de diversas medidas.

5.4.3.1 Repetibilidade

A repetibilidade expressa a precisdo nas mesmas condicdes de operacdo. E a

concordancia entre os resultados dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo

analista e mesma instrumentagéo (RE n°. 899, 2003).

O teste foi realizado segundo metodologia descrito no item 4.7.2.3. foram utilizadas

6 solugcbes maes com concentragéo 0,240 g mI* de CFST06. As absorbancias (nm) e os

teores em polifendis (%) estdo apresentados na tabela 8. A média obtida foi de 29,80% em

polifendis totais, com um coeficiente de variacdo (CV) igual a 1,78% e desvio padrdo de

0,532.

Tabela 8 — Teores de polifendis totais calculados a partir das absorbéncias de 6 solucdes

maes 0,240 g ml™* de CFSTO6.

Absorbancia (nm) Polifendis Totais (%)
1 0,448 29,058
2 0,453 29,517
3 0,467 30,518
4 0,464 30,095
5 0,464 30,120
6 0,465 29,515
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De acordo com a RE n°. 899, de 23 de maio de 2003, os valores encontrados para
o coeficiente de variagdo ndo devem ser superiores a 5%. Portanto, pode-se afirmar que o
método apresenta repetibilidade.

A andlise estatistica comprovou que néo ha diferenga entre os dias.

5.4.4 Limite de detecc¢éao

E a menor quantidade do analito presente em uma amostra que pode ser
detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob condigcbes experimentais
estabelecidas (RE n°. 899, 2003).

Este estudo foi realizado segundo metodologia descrita no item 4.7.2.4. Os dados

estdo apresentados na tabela 9 e representados na figura 11.

Tabela 9 — Teores de polifendis calculados, em porcentagem, através da absorbancia
medida de diferentes massas do extrato CFSTO6 utilizadas na determinacéo do

limite de deteccéo.

Massa de CFSTO6 (g) n Abs (nm) ( X) Polifenais totais (%)
1 0,290 3 0,578 31,16
2 0,240 3 0,486 30,59
3 0,190 3 0,370 30,45
4 0,140 3 0,276 30,84
5 0,090 3 0,182 31,65
6 0,040 3 0,084 33,07
7 0,015 3 0,037 38,88
8 0,010 3 0,026 40,625
9 0,005 3 0,018 58,33
10 0,002 3 0,017 106,25
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Figura 11 — Representacdo grafica, em escala decrescente, da média das absorbancias de

diferentes massas de CFSTO06 utilizadas para a determinacdo do limite de

deteccéo.

De acordo com a figura 11, pode-se determinar que o limite de detec¢éo do método
€ atingido quando se utiliza 0,015 g (ponto 7; tabela 10) de massa inicial de CFST06. Abaixo
desta concentragdo obteve-se uma leitura de absorbancia muito baixa que pode ser apenas

oscilacdo do equipamento.

5.4.5 Especificidade

E a capacidade que o método possui de medir exatamente uma substancia em
presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de degradacdo e
componentes da matriz (RE n°. 899/ 2003).

Foi realizada a leitura de cada solu¢do-méae (item 4.7.2.5) em triplicata e as médias

das absorbancias estédo apresentadas na tabela 10 e representadas na figura 12.
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Tabela 10 — Teores de polifendis calculados, em porcentagem, através da média da
absorbancia medida de diferentes massas do extrato CFSTO6 acrescidas de
substancia referéncia, acido galico (80 mg), utilizadas para obtencdo da curva
de calibracéo.

Massa (g) CFSTO06 + n Absorbancia (nm) Polifendis totais (%)
80 mg de substancia (X) X £ dp (CV%)
referéncia
1 0.140 3 0,344 38,43+0,13 (0,33)
2 0.190 3 0,438 36,04+0,37 (1,03)
3 0.240 3 0,554 36,11+0,35 (0,99)
4 0,290 3 0,646 34,82+0,29 (0,85)
5 0,340 3 0,753 34,62+0,35 (0,99)
0,8 -
0.7 - y = 2,052x + 0,054
06 - Rz=0,998
E‘ 0,5
E 0.4 -
< 0,3 -
0,2
0,1
0 . | ; .
0 0,1 0,2 0,3 0,4

CFSTO06 (g) + substanciareferéncia

Figura 12 — Representacdo da curva de linearidade, com coeficiente de correlacéo (r°) de
0,998, obtida pela relacdo de cinco diferentes massas (g) de CFST06 + 80 mg

de substancia referéncia pela média de suas absorbancias.
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Figura 13 — Gréfico da heterogeneidade das variancias dos residuos obtidos no teste de

linearidade das amostras de CFSTO06 + substancia referéncia.

z

Para a comprovacdo da especificidade do método, € necessario que a curva
analitica de CFST06 + substancia referéncia, apresente linearidade. No entanto, conforme
discutido no item 5.4.1, além do valor do coeficiente de correlacdo, sdo necessarios testes
estatisticos para a analise dos residuos. A observacao dos resultados obtidos nestes testes
(figuras 13 e 14) confirma a linearidade da curva analitica. Na comparacdo com a curva de
calibracdo entre CFST06 e CFSTO06 + substancia referéncia (figura 15), pode-se observar

gue h& especificidade do método.
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Figura 14 — Grafico da distribuicdo normal dos residuos obtidos no teste de linearidade das

amostras de CFSTO06 + substancia referéncia.

Tabela 11 — Comparacdo entre as absorbancias de CFST06 e CFST06 + substancia

referéncia acido galico.

Massa (g) Abs (nm) Massa (g) CFST06 + 80 mg de Abs (nm)
CFSTO06 substancia referéncia
1 0,140 0,276 0,140 0,344
2 0,190 0,370 0,190 0,438
3 0,240 0,484 0,240 0,554
4 0,290 0,578 0,290 0,646
> 0,340 0,685 0,340 0,753
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Figura 15 — Representagcdo da comparagdo das curvas de linearidade, das massas de
CFSTO06 e das massas de CFSTO06 + substancia referéncia (80 mg) pela média

de suas respectivas absorbancias.

5.4.6 Exatidao

E a proximidade dos resultados obtidos pelo método em estudo em relacdo ao valor
verdadeiro (RE n°. 899/2003).
O estudo foi realizado segundo metodologia descrita no item 4.7.2.6. Sendo:
1 = concentragdo baixa.
2 = concentracdo média.

3 = concentracao alta.

Tabela 12 — Massas de CFSTO06 utilizadas na preparagao das solugbes-mae para o teste de
exatiddo, suas respectivas absorbancias e total de recuperacéo obtido.

Massa (g) CFST06 Absorbancia (nm) Recuperacao (%)
1 0,250 0,510 105,37
2 0,265 0,529 109,29
3 0,290 0,552 114,04
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O indice de recuperacdo aceitavel para matriz complexa pode variar entre 85 e

115% (BRASIL, 2003). Os resultados apresentados na tabela 12 demonstram que a

recuperacao obtida nas trés concentragfes utilizadas foi aceitavel, assim pode-se dizer que

ha exatiddo no método.

5.4.7 Robustez

5.4.7.1 Tempo de leitura

A tabela 13 apresenta o0s resultados obtidos pelo estudo realizado segundo

metodologia descrita no item 4.7.2.7.1.

Tabela 13 — Resultados do teor de polifendis totais, em porcentagem, da solu¢cdo-mée,

0,240 g de CFSTO06, em trés diferentes tempos de leitura.

15 min 30 min 45 min
n 6 6 6
X (%) 31,15 31,48 31,61
dp 0,54 0,46 0,50
CV (%) 1,73 1,49 1,58

n = nimero de amostras; X = média do teor de polifendis totais; dp = desvio padrao;

CV = coeficiente de variacéo

Pela andlise estatistica dos resultados, observou-se que as médias sao iguais,

sendo assim, pode-se dizer que ndo ha influéncia do tempo de leitura apés adicdo da

solucéo carbonato de sddio 14,06% no teor de polifendis totais.
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5.4.7.2 Comprimento de onda

De acordo com a metodologia descrita no item 4.7.2.7.2, foram realizadas leituras

em dois comprimentos de ondas diferentes: 760 e 691, este ultimo referenciado na técnica.

Em cada comprimento de onda foram realizadas seis leituras. Os resultados obtidos estéo

apresentados na tabela 14.

Tabela 14 — Comparacado do teor de polifendis totais, em porcentagem, da solu¢cdo-mée,

0,240 g de CFSTO06, em dois comprimentos de onda diferentes.

691 nm 760 nm
n 6 6
X (%) 31,15 34,72
dp 0,54 0,51
CV (%) 1,74 1,49

n = nimero de amostras; X = média do teor de polifendis totais; s = desvio

padrao; CV = coeficiente de variagdo

Pela analise estatistica dos

resultados, observou-se que as médias sdo

estatisticamente diferentes. Assim, pode-se dizer que ha influéncia do tempo de leitura apds

adicao da solucéo carbonato de sédio 14,06% no teor de polifendis totais.

5.5 DESENVOLVIMENTO DO GEL VAGINAL CONTENDO EXTRATO SECO DE S.

terebinthifolius (BGC1)

Para a escolha da base na qual seria incorporado o extrato de S. terebinthifolius

procedeu-se a um estudo preliminar empregando-se inicialmente um gel base de natrosol,

por ser uma base nao idnica e, teoricamente, com menor possibilidade de apresentar

reacfes de incompatibilidade. Porém, observou-se, macroscopicamente, que havia nitida

interacdo do extrato com a base, pois era evidente a presenca de pequenos precipitados

insolUveis. Na sequéncia, empregou-se uma base composta pelo gel de natrosol associado

a uma base autoemulsiva, na tentativa de obtencdo de uma base com aspecto sensorial

mais atrativo e adequado a aplicacdo a que se destina esta formulacdo. O emprego da base
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emulsiva teria, ainda, o papel de impedir a ocorréncia dos precipitados formados na base de
natrosol. Em relagdo ao aspecto macroscépico da formulagdo, observou-se que este se
apresentava homogéneo, com sensorial agradavel, porém com problemas na microextracéo
necessaria ao doseamento de polifendis totais, o que poderia sugerir uma reacdo de
incompatibilidade farmaco-excipiente. Em seguida, procedeu-se aos testes com Carbopol
940°. Com esta base, observou-se facil incorporacdo do extrato, formulacdes com aspecto
homogéneo e com sensorial agradavel, o que pode ser explicado pelo carater anidnico do
carbopol. No que diz respeito a microextracdo, ndo foram encontrados problemas,
evidenciando que ndo houve incompatibilidades dentro do tempo avaliado e sugerindo que
ndo houve retencdo do farmaco pela base. Assim, concluiu-se que o carbopol poderia ser a
base de escolha para incorporacéo do extrato de S. terebinthifolius.

Os polimeros de carbopol sdo muito empregados no desenvolvimento de
formulacdes de carater hidrofilico para aplicacdo topica como géis e emulgéis devido as
caracteristicas de bioadesividade destes carbémeros que pode contribuir para a melhoria na
efetividade terapéutica do farmaco com reducéo na dose diaria do medicamento ou reducédo
do nimero de aplicacdes. Em se tratando de formulacdes de uso topico a toxicidade da
base dermatol6gica € menos preocupante, porém sendo a regido vaginal extremamente
vascularizada faz-se necessario considerar alguns pardmetros. Em relagdo aos polimeros
de carbopol vérios estudos tém demonstrado que assim como ocorre com outros polimeros
de alta massa molecular, o grau de toxicidade e irritagdo cutdnea sédo baixos devido as suas
caracteristicas fisico-quimicas. O carbopol 940, empregado no desenvolvimento deste
trabalho, apresenta baixa toxicidade em formulacdes de uso oral e zero ou moderada
guando aplicada em formulacdes oculares, e esse grau de irritagdo é ainda menor em se
tratando de formulacgdes topicas. No intuito de diminuir ainda mais o grau de irritagdo destes
polimeros ja se encontra disponivel no mercado o carbopol 934 P, com maior grau de
pureza (HOSMANI, 2008).

Definida a base, gel de Carbopol (BGC1), foi adicionado o extrato CFST06 a 2,5%
(p/p) denominado de GAR2.5. Ap6s a adicdo de CFSTO06, determinou-se o teor em
polifendis totais (itens 4.6.3 e 4.6.4) cujos valores estdo expressos, em porcentagem e

demonstrados na tabela 15.

Tabela 15 — Resultado, em porcentagem, de polifendis totais de 5 amostras de GAR2.5.

Amostral | Amostra2 | Amostra3 | Amostra4 | Amostra 5 X+ dp (CV%)

0,78 0,77 0,78 0,77 0,79 0,78+0,008 (1,07)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao
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Por estes resultados pode-se confirmar que o processo de micro-extracdo foi
efetivo e, sugere-se que ndo ha complexagdo dos compostos polifenélicos com a base,
conforme discutido anteriormente.

Em formula¢des de uso vaginal é de grande importancia a manutencédo da flora
vaginal, que depende diretamente dos valores de pH nesta regido. Em relagdo ao gel
vaginal contendo extrato de S. terebinthifolius, ndo houve necessidade de inclusdo de
acidificante pois o pH final do gel, apos incorporacdo do extrato, manteve-se em valor igual
a 5,0, o que esta dentro do preconizado para formulacfes vaginais e compativel com o valor

de pH de estabilidade para o Carbopol.

5.6 VALIDACAO DE METODO ANALITICO POR ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS PARA
A DETERMINACAO DO TEOR DE POLIFENOIS TOTAIS EM GEL AROEIRA 2,5%
(GAR2.5)

5.6.1 Linearidade

Esta analise foi realizada segundo metodologia descrita no item 4.8.4.1, as médias
das concentragbes de extrato CFST06 em gel BGC1 utilizadas e suas respectivas

absorbéancias e teor em polifendis totais estdo descritos na tabela 16.

Tabela 16 — Concentracbes (p/p) do extrato CFST06 incorporadas a BGC1l e seus
respectivos teores de polifendis totais descritos em porcentagem.

% CFSTO6 incorporada a BGC1 Absorbénc_ia (nm) Polifendis totais (%)

) X + dp (CV%)
1 0,75 0,167 0,207+0,003 (1,67)
2 1 0,226 0,280+0,003 (1,27)
3 1,5 0,331 0,411+0,006 (1,56)
4 2,5 0,524 0,650+0,003 (0,49)
5 2,75 0,571 0,709+0,003 (0,51)

X = média; dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao
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De acordo com estes resultados foi realizada a analise da equacéo da reta (figura
16).

0.7 1

06 y=0,200x + 0,023
R?= 0,998

05
04 -
0.3

Abs (nm)

02 -

0,1 -

0 T T T T 1
0 05 1 1.5 2 25 3

Concentragcao CFST06 (%)

Figura 16 — Representacdo da curva de linearidade, com coeficiente de correlacéo (r°) de
0,998, obtida pela relacdo de cinco diferentes concentragcbes de CFSTO06

incorporadas a BGC1 pela média de suas absorbéancias.

Segundo a RE n°® 889/2003, o critério minimo aceitavel do coeficiente de correlagéo
(r) deve ser igual a 0,99. Assim, como no item 5.5.1, foram realizadas analises estatisticas
dos residuos para comprovacdo da linearidade do método. Os resultados destas andlises

estdo expressos nas figuras 17 e 18.
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Figura 17 — Gréfico da heterogeneidade das variancias dos residuos das amostras de

diferentes concentracbes de CFSTO06 incorporadas a BGC1.
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Figura 18 — Gréfico da distribuicdo normal dos residuos das amostras de diferentes
concentracdes de CFSTO6 incorporadas a BGC1.
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5.6.2 Limite de quantificacdo

O limite de quantificagéo foi calculado de acordo com a expresséo descrita no item
4.8.4.2.
O resultado obtido foi 0,15, ou seja, este valor € a menor concentragédo do analito

incorporado ao gel que pode ser determinada com precisao e exatidao.

5.6.3 Precisdo

Esta analise foi realizada segundo metodologia descrita no item 4.8.4.3.

Tabela 17 — Resultados das absorbancias obtidas de 6 amostras de GAR2.5, em dois dias

diferentes de teste, e os respectivos teores de polifendis totais calculados.

Dia 1 Dia 2

Absorbancia Polifendis Absorbancia Polifendis

(nm) totais (%) (nm) totais (%)
1 0,530 0,6598 0,526 0,6561
2 0,521 0,6448 0,53 0,6611
3 0,522 0,6493 0,531 0,6636
4 0,525 0,6541 0,526 0,6575
5 0,527 0,6553 0,527 0,6587
6 0,522 0,6501 0,527 0,6579

As absorbancias (nm) e os teores em polifendis (%) estdo apresentados na tabela
17. As médias obtidas foram de 0,6522% e 0,6591% em polifendis totais, com coeficientes
de variacao (CV) iguais a 0,8 e 0,41% e desvios padrdo de 0,0052 e 0,0027 para os dias 1 e
2 respectivamente.

De acordo com a RE n°. 899, de 29 de maio de 2003, os valores encontrados para
o coeficiente de variacdo ndo devem ser superiores a 5%. Portanto, pode-se afirmar que o
método apresenta repetibilidade.

A andlise estatistica comprovou que nao ha diferenca significativa entre os dias.
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5.6.4 Limite de detecc¢éao

O limite de deteccdo foi calculado de acordo com a expressdo descrita no item
4.8.4.4.

O resultado obtido foi 0,044, ou seja, o limite de deteccdo do método é atingido
guando se obtém a absorbancia de 0,044 nm. Abaixo desta absorbancia o método néo

apresenta linearidade.

5.6.5 Especificidade

Esta andlise foi realizada segundo metodologia descrita no item 4.8.4.5. As médias

das absorbancias estédo apresentadas na tabela 18 e representadas na figura 19.

Tabela 18 — Teores de polifendis totais calculados, em porcentagem, através da média das
absorbancias medidas (n=9) de diferentes concentracdes (p/p) iniciais de

CFSTO06 incorporadas a BGC1 acrescida da substancia referéncia (75 mg/100

9).
% CFSTO06 incorporada a BGC1 n Ab? én)m) Polifendis totais (%)
acrescida de substancia X+ 0p (CV%)
referéncia
1 0,75 9 0,222 0,277+0,005 (1,75)
2 1 9 0,274 0,341+0,005 (1,61)
3 1,5 9 0,380 0,474+0,006 (1,38)
4 2,5 9 0,577 0,726+0,001 (1,96)
5 2,75 9 0,607 0,758+0,003 (0,41)
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Figura 19 — Representacdo da curva de linearidade, com coeficiente de correlacéo (r°) de
0,997, obtida pela relacdo de cinco diferentes concentracbes de CFSTO06
incorporadas & BCGL1 acrescida de substancia referéncia (75 mg/100 g) pela

média de suas absorbancias.
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Figura 20 — Gréfico da heterogeneidade das variancias dos residuos das amostras de
diferentes concentracbes de CFSTO06 incorporadas a BGC1 acrescida de

substancia referéncia.
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A analise da curva analitica de CFSTO06 (%; p/p) incorporada & BGC1 acrescida da
substancia referéncia acido galico, comprovada também pela analise quadratica dos
residuos (figuras 20 e 21), indica a linearidade e, consequientemente, a especificidade do
método. No entanto, para confirmacdo da especificidade do método, € necesséario a
comparagao entre as curvas analiticas de CFSTO06 (%; p/p) incorporada a BGC1 e CFST06

(%; p/p) incorporada a BGC1 acrescida da substancia referéncia acido galico (figura 22).
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Figura 21 - Grafico da distribuicdo normal dos residuos das amostras de diferentes
concentracdes de CFSTO6 incorporadas a BGC1l acrescida de substancia

referéncia.
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Tabela 19 - Comparacdo entre as absorbancias de diferentes concentracdes (p/p) de

CFSTO6 incorporadas a BGC1 e a BGC1 acrescida de substancia referéncia.

% CFSTO06 incorporada a Abs % CFSTO06 incorporada a BGC1 Abs
BGC1 (nm) acrescida de substancia (nm)
referéncia
1 0,75 0,167 0,75 0,222
2 1 0,226 1 0,274
3 1,5 0,331 1,5 0,380
4 25 0,524 25 0,577
5 2,75 0,571 2,75 0,607
0,7 -
0,6 - y=0,195x + 0,08
R?=0,997
05 -
£ o4
§ 03 |
02 -
y = 0,200x + 0,023
0,1 - R2= 0,098
0 T T T T T 1
0 0,5 1 1,5 2 25 3
% CFST06

4% CFSTOG (p/p)incorporada a BGC1

B% CFSTO6 (p/p)incorporada a BGC1 acrescida de substanciareferéncia

Figura 22 — Representacdo da comparacdo das curvas de linearidade, das concentracdes

de CFSTO06

incorporadas a BGC1 e das concentragcbes de CFSTO06

incorporadas & BGC1 acrescida de substancia referéncia pela média de suas

respectivas absorbancias.
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5.6.6 Exatidao

Este teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita no item 4.8.4.6. Os
resultados estdo expressos na tabela 20.
Sendo:
1 = concentrag&o baixa.
2 = concentracdo média.

3 = concentracao alta.

Tabela 20 — Concentragfes (p/p) de CFSTO06 incorporadas a BGC1 para a realizagdo do
teste de exatiddo, suas respectivas absorbancias e total de recuperacéo obtido.

Concentracéo (%) Absorbancia (nm) Recuperacao (%)
1 2,60 0,522 99,61
2,65 0,529 100,95
3 2,70 0,534 101,9

O indice de recuperacdo aceitavel para matriz complexa pode variar entre 85 e
115% (BRASIL, 2003). De acordo com os resultados apresentados na tabela 23, pode-se
dizer que houve recuperacéo aceitavel nas trés concentracdes utilizadas, sendo assim, ha

exatidao no método.

5.6.7 Robustez

Para a realizagdo deste teste seguiu-se a metodologia descrita no item 4.8.4.7.1.

Os resultados estdo expressos na tabela 21.
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Tabela 21 — Comparacao do teor de polifendis totais em GAR2.5 em dois comprimentos de

onda diferentes.

691 nm 695 nm
N 9 9
X (%) 0,654 0,655
dp 0,0039 0,0038
CV (%) 0,60 0,59

n = nimero de amostras; X = média do teor de polifendis totais;

dp = desvio padréo; CV = coeficiente de variacao

5.7 ESTUDO PRELIMINAR DA ESTABILIDADE

O estudo da estabilidade acelerado € projetado para acelerar a degradacao quimica
e/ou mudanca fisica de um produto em condi¢cdes forcadas de armazenamento (BRASIL,
2005). O teste de estabilidade € necessario para assegurar que a formulagéo ird manter sua
integridade, ou seja, sua qualidade (MARQUELE-OLIVEIRA, 2007).

No estudo de estabilidade sdo empregadas condicbes de armazenamento que tém
como obijetivo acelerar possiveis rea¢gfes entre seus componentes e o0 surgimento de sinais
que devem ser observados e analisados conforme as caracteristicas de cada produto
(MARQUELE-OLIVEIRA, 2007).

Para a realizacdo do estudo foi utilizada a metodologia descrita no item 4.9 e os
resultados estdo expressos em teor de polifendis totais e se encontram descritos, em

porcentagem, na tabela 22.

Tabela 22 — Resultados dos teores de polifendis totais obtidos nos diferentes dias do teste
de estabilidade de GAR2.5 (n=3), seus respectivos desvios padrbes e

coeficientes de variacao.

0 hora 24 horas 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias
PT (%) 0,6414 0,6355 0,6134 0,6041 0,5929 0,5709
dp 0,0042 0,0036 0,0032 0,0042 0,0052 0,0020
CV (%) 0,66 0,56 0,52 0,69 0,88 0,36

PT = polifendis totais;

dp = desvio padrao; CV = coeficiente de variagao
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Os resultados mostram um decréscimo no teor de polifendis totais com o tempo. A
provavel explicacdo baseia-se na possivel decomposicdo dos compostos fendlicos
provocadas por fatores extrinsecos e intrinsecos em funcdo do tempo, 0 que ja era
esperado por se conhecer as caracteristicas destas substancias.

Para a andlise estatistica dos resultados foi realizada a andlise estatistica segundo

ANOVA (p<0,05).
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6 CONCLUSOES

As andlises fisico-quimicas qualitativas e quantitativas realizadas com as cascas de
Schinus terebinthifolius permitiram determinar as caracteristicas da droga, servindo como
parametro para avaliacao do controle de qualidade da mesma.

O teor em polifendis totais determinado no extrato seco de Schinus terebinthifolius
adquirido do mercado possibilitaram a padronizacdo do mesmo.

Na&o foi possivel identificar até 0 momento a estrutura quimica.

A atividade antimicrobiana dos extratos secos e das fracdo aquosa e acetato de
etila frente a Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis ndo foi
significativa, porém contra Staphylococcus aureus a fracdo acetato de etila mostrou uma
boa atividade, comprovando o ja relatado na literatura. Frente as cepas de Candida albicans
e Candida parapsilosis os resultados obtidos foram positivos para os extratos secos e as
fracOes aquosa e acetato de etila.

A capacidade antioxidante obtida para o extrato CFSTO06 foi, estatisticamente,
comparativa a vitamina C.

O desenvolvimento da forma farmacéutica semi-solida contendo CFSTO06, foi
possivel empregando-se como base gel Carbopol 940°.

Considera-se possivel de ser utilizada, através da validacdo da metodologia, a
técnica de micro-extracdo de polifendis totais e a adaptacdo da técnica de doseamento de
polifendis totais. A validacdo do método de andlise do extrato seco de S. terebinthifolius, foi
realizada por espectrofotometria UV-VIS, obtendo-se bons resultados. Confrontando com os
resultados obtidos com a andlise quadréatica dos residuos, através de analises estatisticas,
pode-se dizer que o método é analiticamente possivel.

A validacdo da metodologia analitica para o doseamento de polifendis totais da
forma farmacéutica semi-sdlida (gel vaginal), também foi realizada por espectrofotometria
UV-VIS. Os resultados em polifendis totais obtidos foram confrontados com os resultados
obtidos na analise quadratica dos residuos, através de andlises estatisticas, demonstrando
que o0 meétodo € analiticamente possivel.

O estudo preliminar da estabilidade da forma farmacéutica semi-solida (gel vaginal)
mostrou que, nas condicdes empregadas houve decréscimo no teor de polifendis totais
entre o tempo 0 e o tempo final, 30 dias. A analise estatistica (ANOVA) demonstrou haver

diferencas significativas entre os teores de polifendis totais em todos os tempos analisados.

Patricia Erika Rabelo e Silva Corazza
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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