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RESUMO

O mercado de produtos odontologicos esta em franca expansao e investimento na busca de
novos medicamentos, principalmente os antibidticos, se faz necessario. O processo de
desenvolvimento das principais doengas bucais estd intimamente relacionado com a formagao
de biofilmes, o qual ¢ referente ao surgimento de cdries, periodontite e infeccdes
endodonticas. Nesse sentido, as industrias de produtos farmacéutico/odontologicos estdo
investindo cada vez mais em pesquisas de novos produtos de origem vegetal, na tentativa de
descobrir extratos/compostos com valor terapéutico, seguros, € no caso dos antimicrobianos,
sem resisténcia antimicrobiana associada. O semidrido ¢ em grande parte ocupada por
vegetagdo de Caatinga que constitui um rico ecossistema exclusivamente brasileiro, com
grande diversidade de espécies e elevada incidéncia de plantas endémicas. Neste contexto,
este trabalho se objetivou caracterizar novos Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais (IFAV),
a partir de plantas medicinais do semiarido Brasileiro, com a finalidade de serem utilizados na
formulagdo de medicamentos fitoterapicos de uso odontologico. Para isso foram analisados os
extratos produzidos com as seguintes plantas: Schinopsis brasiliensis Engler e Poincianella
pyramidalys (Tul.). Os extratos hidroalcoodlicos foram produzidos pelos métodos de
maceracdo e ultrassom, respectivamente. Em seguida foram submetidos a secagem por
aspersado em um spray dryer. Foi realizada a caracterizacdo fitoquimica, térmica e
espectroscopicas dos extratos. Além dos ensaios de citotoxicidade e avaliagdao da atividade
antimicrobiana frentes as cepas ATCC de Strepfococcus mutans, S. oralis e Enterococcus
faecalis. Os resultados mostraram que a S. brasiliensis apresentou uma maior quantidade de
polifénois, enquanto que a P. pyramidalis de saponinas. Os extratos foram sensiveis aos
microrganismos testados, sendo que o extrato de S. brasilensis a 70% apresentou melhor
atividade frente a E. faecalis, com 98% de inibi¢do do microrganismo. E o de P. pyramidalys
a 90% apresentou melhor atividade frente a S. mutans e S. oralis, com 100 % de inibigdo dos
microrganismos. Os extratos ndao mostraram citotoxicidade. E a caracterizagdo térmica
mostrou que o extrato de S. brasiliensis apresentou trés picos endotérmicos, sendo o mais
significante em 64,23 °C (AH = -132,00 J/g). Enquanto que o de P. pyramidalys apresentou
um pico endotérmico e dois exotérmicos. A espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier mostrou que os extratos apresentaram uma grande variedade de
metabolitos secundarios. Assim, através deste estudo, foi possivel verificar a viabilidade de
aplicar essas técnicas na caracterizacdo IFAV, para uso na producdo de medicamentos
fitoterapicos.

Palavras-Chave: Plantas medicinais, analise térmica, fitoterapico



ABSTRACT

The market for dental products is booming and investment in the search for new drugs,
especially antibiotics, is necessary. The process of development of the main oral diseases is
closely related to the formation of biofilms, which refers to the appearance of caries,
periodontitis and endodontic infections. In this sense, the pharmaceutical / dental industries
are increasingly investing in research on new products of plant origin, in an attempt to
discover extracts / compounds with therapeutic value, safe, and in the case of antimicrobials,
without associated antimicrobial resistance. The semi-arid region is largely occupied by
Caatinga vegetation, which is a rich Brazilian ecosystem, with a great diversity of species and
a high incidence of endemic plants. In this context, this work aimed to characterize new Plant
Active Pharmaceutical Inputs (IFAV), from medicinal plants of the brazilian semiarid, with
the purpose of being used in the formulation of phytotherapeutic drugs for dental use. For this
the extracts produced with the following plants were analyzed: Schinopsis brasiliensis Engler
and Poincianella pyramidalys (Tul.). Hydroalcoholic extracts were produced by maceration
and ultrasound methods, respectively. They were then spray dried in a spray dryer.
Phytochemical, thermal and spectroscopic characterization of the extracts were carried out. In
addition to the cytotoxicity assays and evaluation of the antimicrobial activity fronts the
strains ATCC of Streptococcus mutans, S. oralis and Enterococcus faecalis. The results
showed that S. brasiliensis presented a higher amount of polyphenols, whereas P. pyramidalis
of saponins. The extracts were sensitive to the microorganisms tested, and the extract of S.
brasilensis at 70% presented better activity against E. faecalis, with 98% inhibition of the
microorganism. And the P. pyramidalys 90% presented better activity against S. mutans and
S. oralis, with 100% inhibition of the microorganisms. The extracts did not show cytotoxicity.
And the thermal characterization showed that the extract of S. brasiliensis had three
endothermic peaks, being the most significant at 64.23 °© C (AH =-132.00 J / g). While that of
P. pyramidalys presented an endothermic peak and two exothermic ones. Fourier transform
infrared spectroscopy showed that the extracts presented a large variety of secondary
metabolites. Thus, through this study, it was possible to verify the feasibility of applying these
techniques in IFAV characterization, for use in the production of herbal medicines.

Keywords: Medicinal plants, thermal analysis, herbal medicine



LISTA DE ILUSTRAGOES

Figura 1 - Curvas de DTA (A) e TG (B) do extrato de S. brasiliensis...................c.cccceveuene... 31
Figura 2 - Curvas de DTA (A) e TG (B) do extrato de P. pyramidalis...................c.cccoc........ 32
Figura 3 - FTIR do extrato nebulizador de S. brasiliensis

Figura 4 - FTIR do extrato nebulizado de P. pyramidalis...............c.cccooovvevenesivscisiesinninnnn, 34



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Teor de polifenois totais, flavonoides totais, taninos condensados e saponinas
totais do extrato de S. brasiliensis obtidos por espectroscopia na regido do visivel. .............. 25
Tabela 2 - Teor de polifendis totais, flavonoides totais, taninos condensados e saponinas totais
do extrato de P. pyramidalis obtidos por espectrofotometria na regido do visivel. ................ 26
Tabela 3 - Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis frente a
CEPA AE E. FACCANIS. ...ttt ettt aaene s 28
Tabela 4 - Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis frente a
COPA AE S. OFANIS.....eeeeeeeee et 28
Tabela 5 - Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis frente a
CEPA AE S. MULANS. ...ttt ettt ettt ettt et s teeaeetaesbesbesassessaeaeeneas 29
Tabela 6 - Potencial hemolisante do extrato de S. brasiliensis testado. ..............ccoceevevvernnenn 30
Tabela 7 - Potencial hemolisante do extrato de testado P. pyramidalis. ..............c..c.cccoccuc.. 30



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANVISA  Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
ARMC Relatorios Anuais de Quimica Medicinal

ATCC Colecao de cultura americana

BRAC Extrato Brauna Casca

CAT Extrato de Catingueira

CIM Concentragdo Inibitoéria Minima
CHX Clorexiidina

CLSI Instituto de Normas Clinicas e laboratoriais
CSTR Centro de Saude e Tecnologia Rural
DL Dose Letal

DMSO Dimetilsulfoxido

DSC Calorimetria Exploratoria Diferencial
DTA Analise Térmica Diferencial

EAG Equivalente a acido galico

EC Equivalente Catequina

ED Equivalente Diogenina

EQ Equivalente a Quercetina

FIOCRUZ Fundagao Oswaldo Cruz

FTIR Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier

FTNIR Espectroscopia no Infravermelho proximo com Transformada de Fourrier
IFAV Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais

OMS Organizagao Mundial da Saude

D Termogravimetria Derivada

TG Termogravimetria



LISTA DE SiMBOLOS

% Porcentagem

© Copyright

® Marca Registrada

°C Graus Celsius

AH  Variacdo de Entalpia

J/g Jaules por Grama

XX Século 20

nm NanOmetro

cm~  Centimetro

v/v. Volume/Volume

mL  Mililitros

AlCl; Cloreto de Aluminio

m/v  Massa por Volume

N Normalidade

ng Micrograma

rpm  Rotac@o por Minutos

min  Minutos

N> Gas Nitrogénio

mg Miligrama

C-H Ligagdes Carbono-Hidrogénio
C=C Ligacdes Carbono-Carbono
C-O Ligagoes Carbono-Oxigénio



2.1
22

3.1
3.1.1
3.12
32
33
3.4
3.5

4.1
4.2
43
4.4
4.5
4.5.1
4.5.2
4.6

5.1
52
53
5.4
5.5

SUMARIO

INTRODULGAO .....vvureteerssrsessessssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasssasssas 13
L0 ]2 1 o I A 15
ODJELIVO ETAL......eeiieiiieiieiieieeeee et ettt e eereesseenaeeseenes 15
ODbjetivos ESPECITICOS ...uvurviiniieiiieieiiii s 15
REVISAQO DE LITERATUTA ... s ssssssssnsss 16
Plantas MedICINAIS. .......coueruiriiriirieiiieiciccr e 16
Historico sobre o uso de plantas medicinais no cendrio mundial ..............ccccc.e..ee. 16
Plantas medicinais no Brasil: contexto historico € utilizagao ............ccceeevuveeennnnn. 17
Metabdlitos secundarios e atividade antimicrobiana ...........c..ceceeeeeveverienienenennene. 18
Ensaio de CitotoXidade .........cocooieiiiiiiniiniiniiiininieicceccceee e 20
ANALISE TETIMICA ...evenviiiiieiieiceieee ettt sttt ettt ettt st eee e 20
Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier ......................... 21
METODOLOGIA ...t s sssssssssassaas 22
Material vegetal € producao do eXtrato SECO........ccuereerierieriierieeiienieeie e 22
Caracterizacao fItOQUIMICA ........ccveeieriierieeieeiieie et e et re e ste e e saeesaeeeee s 22
Monitoramento mMiCrObIOIOZICO ......eevueeuiriieriieiieiesieeie et 23
Citotoxicidade dOS EXITALOS ......cc.eeuiruieierieierteiteete ettt 23
ANALISES TEIMNICA ..ottt ettt et 23
Analise Térmica DIferencial ..........cccooiviriiiiieieieieieeece e 23
TeIMOZIAVIIMIEIITA. ...c..eieieitieiieeiiete ettt ettt ettt et e et e sbe et e et e sbeeneeeeeenee 24
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier ............ccccccouneee. 24
RESULTADOS ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasaess 25
Caracterizacao fitoquimica dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis.......... 25
Monitoramento mMiCrObIOIOZICO .......evueeruiriieriieiieiesieeie et 27
CIOXICIAAAEL ...ttt ettt et eee e 30
CaracteriZagao TEITNICA ......c.eeevieerreereereeeteeeteeereeereeetreeeteeereeeseeesseeseeeaseereeesseeneas 30
Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier ............c.ccccooiee 32
CONCLUSADO ... s st s s sns s ssssans 35

REFERENCIAS



13

1 INTRODUCAO

O mercado de produtos odontologicos estd em franca expansdo, mas infelizmente esta
expansdo concentra-se mais na area do desenvolvimento de cremes dentais e enxaguatorios
bucais (ZIINGE et al., 2010). O que faz com que haja uma caréncia muito grande de outros
produtos como: pasta intracanal, medicamentos para inibicdio do biofilme dental, para
periodontite, entre outras.

Nesse sentido, as industrias de produtos farmacéutico/odontologicos estdo investindo
cada vez mais em pesquisas de produtos de origem vegetal, na tentativa de descobrir novos
produtos com valor terap€utico, seguros, € no caso dos antimicrobianos, sem resisténcia
antimicrobiana associada (CHERRAT et al., 2014; DIZAJ et al., 2014; BRAGA & SILVA,
2015). Diante disso, o Brasil surge como uma fonte de recursos vegetais a serem analisados
do ponto de vista de potencial quimico/farmacoldégico. No semidrido brasileiro, regido que
ocupa 11,5% do territério nacional, estima-se haver oito mil espécies vegetais, sendo que
destas, 318 espécies sdo pertencentes a 42 familias botanicas, as quais sao endémicas da
caatinga (P. JUNIOR et al., 2014).

O ambiente semiarido ¢ em grande parte ocupada por vegetacdo de Caatinga que
constitui um rico ecossistema exclusivamente brasileiro, com grande diversidade de espécies
e elevada incidéncia de plantas endémicas (FILIZOLA & SAMPAIO, 2015). Este Bioma
pode ser descrita como uma vegetagcdo arbustivo-arborea, com folhas caducas no verao,
dotadas de espinhos, com presencas de cactaceas e bromeliaceas. Em regioes de dominio da
Caatinga, observa-se que entre as espécies vegetais utilizadas na medicina tradicional
aparecem a Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz (Fabaceaca), conhecida
comumente como Catingueira, (ANTUNES et al., 2011) ¢ empregada em problemas
gastrointestinais, do aparclho respiratorio e geniturinario, ¢ como antimicrobiana ¢ a
Schinopsis brasiliensis Engler (Anacardiaceae) (FERNANDES et al., 2015) conhecida pelos
nomes vulgares de bratina ¢ uma planta muito comum no Nordeste do Brasil, principalmente
na regido da Caatinga, sendo utilizada como analgésica, antidiarreica, anti-inflamatoria,
antisséptica, antimicrobiana e antioxidante. (CHAVES et al., 2015).

Com o crescente desenvolvimento das pesquisas com produtos naturais, cada vez mais
extratos e suas fragdes estdo sendo testados em laboratorio, com a finalidade de se descobrir
novos Insumos Farmacéuticos Ativos Vegetais (IFAV) com atividades farmacologicas que
possam ser incorporados em formula¢des de uso odontologico (PINHEIRO et al., 2011).

Esses IFAV, além de comprovar sua atividade farmacologica, precisa comprovar também
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seguranca e qualidade, a qual ¢ realizada pela constancia da presenga de seu composto
quimico majoritario.

O tratamento e prevencdo de doengas odontologicas podem ser realizados com uso de
formas farmacéuticas liquidas, semissolidas e solidas. (MACHADO & OLIVEIRA, 2015).
Dentre os produtos odontologicos mais utilizados se destacam as solugdes (colutorios e
solugdes irrigadoras), dentifricios, pastas intracanal, comprimidos bucais, anestésicos topicos
entre outros (PARISE et al., 2017). A forma a ser escolhida deve dispor de caracteristicas
como compatibilidade adequada com agente ativo e biodisponibilidade, e uma boa aceitacido
pelo paciente.

Neste contexto, este trabalho objetivou caracterizar novos insumos ativos vegetais, a
partir de plantas medicinais do semidrido, com a finalidade de ser utilizados em

medicamentos fitoterapicos de uso odontologico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar novos insumos ativos vegetais, a partir de plantas medicinais do
semiarido, com a finalidade de serem utilizados na formulacdo de medicamentos fitoterapicos

de uso odontologico.

2.2 Objetivos especificos

v' Obter extratos a partir das plantas estudadas, por diferentes métodos de extragao.

v’ Selecionar o extrato que apresentar melhor atividade antibacteriana e realizar sua secagem
por aspersao com estabilizante farmacotécnico.

v" Realizar caracterizagdo fitoquimica.

v’ Avaliar atividade antimicrobiana.

v" Realizar o ensaio de citotoxicidade dos extratos.

v" Obter o perfil termoanalitico e espectroscopico dos extratos nebulizados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Com o intuito de fundamentar este estudo, foi realizado um breve resgate historico
sobre o uso de plantas medicinais pelos seres humanos; levantamento da utilizagdo das plantas

medicinais no Brasil, sobre o uso de plantas medicinais.

3.1 Plantas Medicinais

3.1.1 Historico sobre o uso de plantas medicinais no cenario mundial

O uso de plantas medicinais como recurso terapéutico remonta a antiguidade. Em suas
reflexdes sobre a tematica, Dutra et al, (2016) ressalta que os primeiros registros historicos
datam de 4.000 anos atrds. A titulo de exemplo o autor destaca o uso de plantas como a
papaola (Papaver somnniferum).

Corroborando com Dutra (2016), Martins et al., (2000) enfatiza que ha uma variedade
de referéncias a plantas curativas na Biblia e cita como exemplo o aloés, o benjoim, a mirra,
entre outros.

O conhecimento cientifico da época foi fortemente influenciado por momentos
historicos deflagrados na Europa como o fortalecimento da Igreja Catodlica, bem como a
ascensdo e queda do Império Romano. Tais acontecimentos estagnaram os estudos sobre o
uso de plantas medicinais ¢ o mantiveram restrito aos mosteiros. (KORCZOVEIL &
KROMAGNOLDO, 2013)

Em conformidade com Martins et al., (2000), tanto o cultivo quanto o emprego dessas
plantas tornaram-se exclusividades da Igreja Catolica. Qualquer pratica realizada fora dessa
instituicdo religiosa era considerada por seus sacerdotes como praticas de bruxarias ou
alquimia. (TEIXEIRA & BEZERRA, 2017)

A retomada dos estudos além dos muros da Igreja Catdlica se da no periodo do
Renascimento. Entretanto, afirma Silveira (2005), o estudo cientifico sobre o poder curativo
das plantas se da apenas a partir de 1906. Nesse periodo, hd o reconhecimento da morfina,
aquinina, atropina, cocaina e aspirina, todas provenientes de plantas. (CERVEZAN, 2017)

Na modernidade, especialmente, a partir da segunda metade do século XX, com a
intensificagdo do uso de medicamentos sintéticos e industrializados o uso de plantas passou a
ser negligenciado. Entretanto, se observa de acordo com Adeodado Oliveira (1996) uma
crescente redescoberta do valor curativo das plantas medicinais. Além disso, os efeitos

colaterais dos medicamentos industrializados, assim como seu custo elevado tem contribuido



17

para aumentar a demanda por tratamentos mais saudaveis e de baixo custo. A este respeito,
Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 2008) tem incentivado o uso de plantas medicinais,
pois fatores econdmicos e sociais tem contribuido para esse desenvolvimento.

Nesse sentido, os dados da Organizacdo Mundial da Saude (1979), apontam que o uso
de plantas medicinais pela populacdo mundial tem sido significativo, uma vez que,
aproximadamente, 80% da populagdo fez uso de algum tipo de planta objetivando aliviar

determinada sintomatologia. (ZENI et al., 2017)

3.1.2 Plantas medicinais no Brasil: contexto historico e utilizacao

A utilizacdo de plantas medicinais no tratamento de enfermidades remonta a
antiguidade (PINTO, 2013) e o uso de seus componentes na area farmacéutica tem
gradualmente aumentado no Brasil. E importante destacar que, no pais, o uso das plantas
como medicamento foi influenciado pelas culturas indigena, africana e europeia em
conformidade com (CARELLI et al., 2011). Entre os indios, o pajé ou feiticeiro utilizava
plantas entorpecentes para sonhar com o espirito que lhe revelaria a erva ou o modo de curar o
enfermo. Além disso, observavam os animais que procuravam determinadas plantas quando
doentes. Como exemplo, cita-se o uso da raiz de ipecacuanha, pelos animais, para alivio de
colicas e diarreias. Os pajés associavam o uso de plantas a rituais de magia e seus tratamentos
eram, assim, transmitidos oralmente de uma geracdo a outra. (BRITO, 2015)

O Brasil ¢ detentor da maior biodiversidade do planeta e possui um patrimonio
genético potencialmente capaz de render-lhe elevados beneficios econdmicos. (SILVA et al.,
2015). Nesse sentido, os trabalhos de pesquisa com plantas medicinais originam
medicamentos em menor tempo, com custos inferiores e, consequentemente, mais acessiveis a
populagao carente. (MIRANDA, 2018)

Atualmente, as plantas continuam sendo usadas para o tratamento de doencgas e novos
farmacos continuam a ser desenvolvidos com base na pesquisa dos seus constituintes
(CARELLI et al., 2011). Nos paises desenvolvidos os testes de Screening de elevado
rendimento sdo usados para o fracionamento biomonitorado de extratos, conduzindo ao
isolamento de compostos ativos que podem vir a transformar-se em agentes terapéuticos, na
forma de produtos naturais ou como analogos sintéticos com atividade bioldgica otimizada e /
ou com reducdo dos efeitos adversos, e o uso das indicagdes da etnofarmacologia aumenta a
eficacia destes screenings (SILVA, 2014).

Em 1996, dos 20 farmacos mais prescritos, seis eram produtos naturais

(PHILLIPSON, 2001) e entre 2001 e 2002 aproximadamente um quarto dos fairmacos mais
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vendidos em todo mundo foram produtos naturais ou derivados de produtos naturais. Nas
ultimas décadas observou-se um grande interesse pelo potencial terapéutico das plantas
medicinais (SANTOS et al., 2018). Tal fato ¢ comprovado pela evidéncia de que hoje, cerca
de 30% dos medicamentos produzidos pelos paises desenvolvidos sdo provenientes de
recursos naturais. Além disso, no periodo de 1941 a 2002, dos 90 farmacos analisados no
Relatorios Anuais de Quimica Medicinal (ARMC, do inglés: Annual Reports of Medicinal
Chemistry) 61 eram derivados semi-sintéticos de plantas e nove eram oriundos de produtos
naturais (ARAUJO, 2011). Dados da Organizagdo Mundial da Satde mostram que atualmente
80% da populacdo dos paises em desenvolvimento utilizam praticas medicinais tradicionais,
sendo que 85% dessas praticas envolvem plantas medicinais (ALVES et al., 2018). Segundo a
Secretaria de Vigilancia Sanitaria, em sua Portaria no. 6 de 31 de janeiro de 1995, a definigao
para plantas medicinais diz que “sdo aquelas que tém uma historia de uso tradicional como
agente terapéutico”. (BRASIL, 1995)

As plantas medicinais podem ser classificadas por categorias, de acordo com sua acdo
sobre o organismo: estimulantes, coagulantes, diuréticas, sudoriferas, hipotensoras, de fungao
reguladora intestinal, coletérica, depurativas eremineralizantes. (PINTO, 2013)

No passado, a fitoterapia era mais adotada pela populagdo carente da area rural e
urbana, devido a facil disponibilidade e menores custos. Atualmente, o uso de plantas como
uma fonte de medicamentos ¢ predominante em paises em desenvolvimento como uma
solugdo alternativa para problemas de satde e esta bem estabelecido em algumas culturas e
tradi¢gdes. Devido ao aumento no interesse por produtos naturais, o uso de plantas medicinais
tornou-se mais difundido. Muitas destas plantas ainda ndo foram estudadas e podem ser
avaliadas quanto a acdo antimicrobiana, em contraste com plantas nativas da Europa, que ja
foram exaustivamente estudadas (SILVA et al., 2012).

Segundo a Resolugdo da Diretoria Colegiada N°. 26/2014 da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), fitoterdpicos sdo produto obtido de matéria-prima ativa
vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profilatica, curativa ou paliativa,
incluindo medicamento fitoterapico ¢ produto tradicional fitoterapico, podendo ser simples,
quando o ativo ¢ proveniente de uma unica espécie vegetal medicinal, ou composto, quando o

ativo ¢ proveniente de mais de uma espécie vegetal. (ANVISA, 2014)

3.2 Metabolitos secundarios e atividade antimicrobiana
Metabolitos secundarios sdo produzidos por plantas, fungos, bactérias, protozoarios,

algas, insetos, animais marinhos, e outros seres. Nas plantas o conjunto de compostos
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secundarios ¢ resultado do balango entre a formacao e eliminagdo desses compostos durante o
crescimento da planta, sendo que esse equilibrio ¢ influenciado por fatores genéticos (que sdo
fixos) e ambientais como luz, temperatura, tipo de solo, agua, além de outros, que sdo
varidveis (ALVES et al., 2018). Entre as explicacdes sobre a origem de metabolitos
secundarios produzidos pelos organismos, esta a pressao seletiva natural que inclui resposta a
interacdes de competicdo, parasitismo, e modificacdes ambientais que alterem a
disponibilidade de recursos. Como exemplos destes metabolitos, podemos citar as
micotoxinas, toxinas produzidas por fungos, cuja agdo pode impedir os insetos predadores, a
acdo dos antibidticos na defesa territorial e o odor usado para atrair insetos para dispersao de
esporos (SANTOS et al., 2014).

Nem sempre os compostos ativos de uma planta sdo conhecidos, mas mesmo assim ela
pode apresentar atividade medicinal satisfatoria e ser usada desde que nao apresente efeito
toxico. Existem varios grupos de compostos ativos, alguns de maior importancia sdo
abordados: polifendis (BAPELA et al., 2017) (Antioxidante, anti-inflamatorio, auxiliam nas
doengas degenerativas); flavandides (ARRAIS-SILVA et al., 2014) (Anti-inflamatorio,
fortalece os vasos capilares, antiesclerotico, antidematoso, dilatador de coronarias,
espasmolitico, antihepatotoxico, colerético e antimicrobiano); taninos (RIBEIRO et al., 2014)
(Adstringentes, antimicrobianos, antidiarreico precipitam proteinas); saponinas (NIKMEHR
et al., 2014) possuem atividade antioxidante e reduz o colesterol.

Com o avanco das pesquisas, foram atribuidas as referidas substancias importancias
relevantes no mecanismo de defesa das plantas contra seus predadores, sejam fungos,
bactérias, virus, parasitas, insetos, moluscos ou animais superiores (GONCALVES, 2015).
Além disso, em determinadas circunstancias, algumas plantas superiores e aromadticas sao
amplamente utilizadas na medicina popular, uma vez que apresentam amplo espectro de
atividade ¢ inibicdo comprovada contra bactérias e fungos ou em funcao de determinados
estimulos, como radiagdes, agentes quimicos e outras injlrias (DAGLIA, 2011).

As plantas que contém compostos aromadticos sdo usadas tradicionalmente na medicina
popular, na industria farmac€utica e de alimentos aumentando a sua vida util, na medicina
alternativa ¢ na de terapias naturais (CUNHA et al., 2015). O uso de extratos vegetais com
finalidade medicinal ¢ uma das mais antigas formas de aplicagdo medicinal da humanidade.

Os extratos de diversas espécies de plantas podem controlar o crescimento dos micro-
organismos relacionados a pele, a carie dental, incluindo as bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas (MACHADO & OLIVEIRA, 2014). Saraiva et al (2011), avaliaram a atividade

antioxidante, antimicrobiana e possivel toxicidade do extrato metanodlico da S. brasiliensis.
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Em outro caso Saraiva et al (2013), descreveram o potencial antimicrobiano de plantas
medicinais frente a Staphylococcus aureus. Donati et al (2014) notaram a atividade do 6leo
essencial da planta frente a Staphylococcus aureus e Candida parapsilosis.

No Brasil, a investigacao sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana também
aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto, apesar da rica biodiversidade,
somente estdao disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas pertencentes a 20 familias, com
atividade positiva, incluindo espécies nativas e exoticas. Em virtude da biodiversidade
presente nos diferentes biomas brasileiros, existe uma crescente demanda para produtos
naturais por industrias farmacéuticas nacionais e internacionais, que impulsiona as

investigacdes cientificas e a busca por compostos naturais. (FERNANDES, et al., 2013)

3.3 Ensaio de Citotoxidade

As plantas contém compostos ativos responsaveis pelas propriedades terap€uticas a elas
atribuidas, estes sdao também a causa de reagdes adversas que podem aparecer em decorréncia
de uso indevido ou contato direto com a mesma.

A detecgao de atividade citotoxica de um fitoterapico constitui uma medida prioritaria,
uma vez que varios compostos quimicos podem ser capazes de causar efeitos toxicos. Os
eritrocitos sdo células muito utilizadas para estudos citotoxicidade /in vitro, (ELJIEZI, 2017)
devido principalmente, ao facil acesso e grande disponibilidade, permitindo a investigacdo do
efeito toxico ou protetor de compostos sobre a membrana celular. Apds a exposicdo ao
produto teste, a ocorréncia ou ndo de hemolise pode ser diretamente correlacionada com a sua

citotoxicidade ¢ utilizada como primeiro passo na triagem toxicologica in vitro.

(INTERNATIONAL STANDARDS ORGANIZATION, 2009)

3.4. Analise térmica

O termo analise térmica refere-se a um grupo de técnicas térmicas através das quais uma
propriedade fisica de uma substancia e/ou de seus produtos de reagdo ¢ medida em funcao da
temperatura ¢/ou do tempo, enquanto a substancia ¢ submetida a programagao controlada de
temperatura. No setor farmacéutico, as técnicas mais frequentemente utilizadas sdo
Calorimetria Exploratoria Diferencial (DSC, do inglés: Differential Exploration Calorimetry),
a Analise Térmica Diferencial (DTA, do inglés: Differential Thermal Analysis) e a
Termogravimetria (TG)/ Termogravimetria Derivada (TD). (SETTE-DE-SOUZA et al.,
2017)
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Na Induastria farmacéutica a andlise térmica vem sendo largamente utilizada com
diversos fins: caracterizaciao de solidos, estudo de estabilidade e de polimorfismo, verificacao
de formas cristalinas e amorfa, determinacdo de pureza, interagdo entre componentes de uma

formulacao, dentre outras. (RODRIGUES et al., 2008)

3.5 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR)

A Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourrier (FTIR, do inglés,
Fourier-transform infrared spectroscopy) estuda a interacdo da radiacdo eletromagnética na
regido do infravermelho com a matéria, ou seja, da energia absorvida por atomos ou
moléculas. O numero onda de vibracdes das moléculas pode ser associado aos grupos
quimicos caracteristicos presentes e em cada tipo de espectroscopia vibracional
(infravermelho ¢ Raman) podem ser identificadas a presenca de tais grupos na molécula
(HATANAKA, 2015).

Tal regido abrange comprimentos de onda maiores que a luz visivel, entre 400 a 800
nm. A espectroscopia no infravermelho com Transformada de Fourrier (FT-IR) ¢ um tipo de
espectrometro de infravermelho bastante utilizado em pesquisas e oferece espectros na faixa
de 4.000 a 400 cm™ (SILVERSTEIN, 2007; PAIVA et al., 2010). A FT-IR ¢ uma técnica
bastante utilizada em estudos de compatibilidade para deteccdo de alteragdes entre misturas
de farmacos e excipientes. O desaparecimento de bandas de absor¢do, reducdo da intensidade
ou aparecimento de novas bandas sdo indicios de interagdo quimica entre a mistura, sendo

possivel indicar os excipientes que devem ser evitados na formulagao (LILTORP et al., 2011).
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4 METODOLOGIA

4. 1 Material vegetal e producao do extrato seco

As cascas de Schinopsis brasiliensis Engler foram coletadas na regido de Campina
Grande-PB (7° 13° 50> S, 35° 52’52 W) e a identificacdo foi feita no Herbario “Jaime
Coelho de Morais” na Universidade Federal da Paraiba, Campus de Areia, sob o nimero EAN
14049 (EAN, do inglés: European Article Number). E as de Poincianella pyramidalys (Tul.)
L. P. Queiroz foram identificada e depositada no herbario do Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR-5036) da Universidade Federal de Campina Grande. Em seguida o material foi
seco em estufa de circulagdo forcada de ar a 40 °C, até obter peso constante e pulverizado em
moinho de facas com saida de 10 mesh. Os extratos hidroalcodlicos das foram obtidos pelos
processos de extracao (maceracdo, por 72 horas; e ultrassom, 30 minutos, em 50 MHz), sendo
a concentracdo de alcool etilico (50, 70 e 90%).

Em seguida foram submetidos a secagem por aspersdo em um Spray dryer, marca
LabPlant®, com temperatura de entrada & 140 °C e fluxo de 3 mL/minuto. O adjuvante de

secagem foi o dioxido de silicio coloidal (Aerosil 200®) em 20% em relacdo ao residuo seco.

4.2 Caracterizacao fitoquimica

Para a determinacao do contetudo de flavonoides totais foi adicionado ao extrato uma
solugao de cloreto de aluminio (AICl3) a 2% diluido em metanol e realizado a leitura em
espectrofotometro, no comprimento de onda de da absorbancia a 415 nm. A curva de
calibracdo foi obtida utilizando a quercetina, como padrdo analitico. A quantificagdo de
taninos totais foi adicionado ao extrato uma solugdo de vanilina 4% (m/v) em metanol. A
leitura foi realizada com absorbancia de 500 nm em espectrofotometro. A curva de calibragao
foi obtida utilizando a catequina, como padrao analitico. Para determinar o teor de polifenois
totais, foi adicionada solugdo aquosa do extrato ao reagente de Folin-Ciocalteau 1N. Logo
apos, foi realizada a leitura da absorbancia a 757 nm em espectrofotdmetro. A curva de
calibracdo foi obtida a partir de solugdes de acido galico. Para a quantificacdo de saponinas
totais seguiu o método descrito por Makkar, et al. (2007). Adicionou-se uma solugdo de
vanilina ao extrato (em metanol 80%), em seguida, adicionou-se acido sulfurico (72%). A
leitura foi realizada em leitor de Elisa, no comprimento de onda de 544 nm. A curva de

calibragdo foi obtida a partir de solugdes de disogenina.
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4.3 Monitoramento microbioldgico

Para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos extratos obtidos, a partir das espécies
vegetal coletada, foram utilizadas cepas padrao Colecdo de cultura americana (ATCC, do
inglés: American Type Culture Collection) de Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e
Enterococcus faecalis, as quais foram disponibilizadas pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ). O inoculo microbiano foi padronizado antes do uso, conforme descrito no
Instituto de Normas Clinicas e laboratoriais (CLSI, 2009). O ensaio foi realizado pelo método
da microdilui¢do, utilizando microplacas, contendo 190 pL/poco do caldo triptona de soja
previamente inoculado, com o microrganismo a ser analisado. Os extratos foram diluidos em
DMSO a 10%, nas concentragdes de 1000 a 0,078 pg/mL, sendo adicionados 10 uL de cada
extrato nos pogos. Como controle positivo foi utilizado ceftriaxona. E, como controle
negativo a solu¢do de DMSO a 10%. As placas foram incubadas a 36 + 0,5 °C, por 24 horas,
para bactérias. A Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) foi definida como a menor
concentragdo do extrato que inibir crescimento microbiano visivel, confirmado pela leitura em

espectrofotometro a 625 nm. A analise foi realizada em triplicata, com trés repetigdes.

4.4 Citotoxicidade dos extratos

Utilizou-se sangue retirado do proprio pesquisador. O plasma foi retirado apds
centrifugacdo a 2500 rpm por 5 minutos. Posteriormente, a suspensdo de hemaécias foi lavada
com solucado salina 1% trés vezes. As hemadcias foram ressuspendidas com a mesma solugdo ¢
o volume foi ajustado para 5%. Entdo, colocou-se 1,5 mL da suspensdo de hemacia a 5%
juntamente com 1,5 mL. Apds esse periodo, cada tubo foi centrifugado a 2500 rpm, por 10
minutos, sendo o sobrenadante retirado para leitura em espectrofotdmetro em um
comprimento de onda de 540 nm. O controle positivo utilizado foi a solu¢ao de Turk 1% ¢ o
negativo a solucao salina 1%. A analise foi realizada em triplicata. Foi realizado o calculo do

potencial hemolisante dos extratos.
4.5 Analises Térmica

4.5.1 Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram obtidas num calorimetro Shimatzu, modelo DTG-60,
utilizando cadinhos de aluminio com cerca de 2 + 0,1 mg de amostra, sob uma atmosfera de
nitrogénio (N,), com fluxo de 50 mL min™”. Os experimentos foram realizados entre as

temperaturas de 25 ¢ 400 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C min™". Indio (ponto de fusdo
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156,6 °C) foi utilizado como padrao para a calibracdo do equipamento. Os dados foram

analisados usando o software TASYS.

3.5.2 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas ndo isotérmicas foram obtidas em uma termo balanca
simultanea TG/DTA, DTG-60, Shimatzu, utilizando cadinhos de alumina, com cerca de 8 +
0,1 mg de amostra, em atmosfera de nitrogénio (50 mL min™). Os experimentos foram
realizados entre as temperaturas de 25 ¢ 900 °C, com razio de aquecimento de 10 min™'. O
equipamento foi calibrado com oxalato de célcio monohidratado. Os dados serdo analisados

utilizando o software TASYS da Shimadzu.

4.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
As analises foram realizadas utilizando um espectrofotometro Spectrum 400 (Perkin
Elmer®™) FTIR Spectrometer. Os espectros das amostras foram obtidos na faixa entre 4000 e

500 cm™, com uma resolugdo de 4 cm™, utilizando amostras na forma de po.
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5 RESULTADOS

4.1. Caracterizacao fitoquimica dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis

As plantas possuem compostos farmacologicamente ativos que sdo conhecidos por
metabolitos secundarios. Estes metabolitos sdo produzidos pelo proprio vegetal e
desempenham importantes fungdes para a sua sobrevivéncia, como por exemplo, na defesa
contra os herbivoros e patdgenos atuando como biopesticidas, além de serem considerados
agentes polinizadores (EFFERTH & KOCH, 2011).

Os metabolitos secundarios também sdo apontados como responsaveis pelas atividades
benéficas atribuidas ao uso de plantas medicinais. Entre os compostos fitoquimicos
encontrados em vegetais encontramos: os glicosideos, saponinas, flavonodides, esterdides,
taninos, alcaloides e terpenos, que podem atuar combatendo agentes patogénicos (SEM &
AMLA, 2012). O alto valor terapéutico oferecido no uso de plantas medicinais tem chamado
a atengdo dos pesquisadores que buscam novos metabolitos secundarios para o
desenvolvimento de novos medicamentos, mais seguros e com indice terapéutico aceitavel
(PAVITHRA et al., 2010).

Assim foi realizado processo de extracdo das plantas estudadas por dois métodos de
extracdo por esgotamento, a maceracdo e a ultrassom. Foi observado que, para a casca da
Bratna (Schinopsis brasiliensis Engler) o melhor foi a maceragdo, enquanto que para a
catingueira (Poincianella pyramidalis (Tul.) foi o ultrassom. Os métodos apresentaram a
vantagem de realizar uma completa extragdo dos constituintes presentes no material vegetal

em um tempo reduzido. (Tabelas 1 e 2).

Tabela 1. Teor de polifenois totais, flavonoides totais, taninos condensados ¢ saponinas totais

do extrato de S. brasiliensis obtidos por espectroscopia na regido do visivel.

Constituintes Fitoquimicos Concentracéo (pg/mg)
Polifendis totais 216,78'
Flavonoides 70,03
Taninos 13,15°
Saponinas 145,71

Legenda: 'Equivalente a 4cido galico (EAG); “Equivalente a quercetina (EQ); “Equivalente a catequina (EC); *
Equivalente a diogenina (ED).
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Tabela 2. Teor de polifendis totais, flavonoides totais, taninos condensados e saponinas totais

do extrato de P. pyramidalis obtidos por espectrofotometria na regido do visivel.

Metabolitos Concentracao (pg/mg)
Polifendis totais 36,94
Flavonoides totais 19,09°
Taninos condensados 5 9,083
Saponinas totais 328,43*

Legenda: 'Equivalente a 4cido gilico (EAG); “Equivalente a quercetina (EQ); “Equivalente a catequina (EC); *
Equivalente a diogenina (ED).

A caracterizagdo quimica das espécies vegetais, com determinacdo dos grupos de
metabolitos secundarios, ¢ considerada uma abordagem desafiadora. Porém, em funcdo da
complexidade quimica ¢ de extrema importancia essa caracterizacdo, visto que plantas
medicinais dispdem de uma rica fonte de substincias, o que prediz valores terapéuticos,
envolvidos principalmente com atividade antimicrobiana. Os mais importantes fitocompostos
encontrados e que estdo relacionados com essas atividades terapéuticas sdo compostos
fenodlicos, flavonoides, saponinas e taninos. Na tabela 1, o composto fitoquimico que
apresentou maior concentragdo no extrato S. brasiliensis foram polifenodis totais, seguido
pelos saponinas, flavonoides e taninos. Na tabela 2 o composto que apresentou maior
concentracdo no extrato P. pyramidalis foram as saponinas totais, seguido pelos taninos,
polifendis e flavonoides.

A espécie Schinopsis brasiliensis Engler ¢ popularmente conhecida como Brauna,
Baratna, Brauna-parda, Brauna-do-sertdo e no pantanal mato-grossense ¢ conhecida por
chamacoco. E uma éarvore espinhosa, com aproximadamente 12m de altura e cerca de 60 cm
de diametro, ocorrendo em quase toda a area da caatinga, da Bahia a Paraiba. Possui caule
acreo ¢ folhas aromaticas, com flores pequenas ¢ fruto alado, com florescéncia em épocas
variaveis do ano (LORENZI, 2002; OLIVEIRA & OLIVEIRA, 2008; CHAVES et al., 2015).

As cascas do caule e as folhas sdo as partes da planta mais utilizadas pela populacdo e a
partir destas, sdo feitas preparacdes de cha e xarope para tratamento da tosse, gripe, diarreia,
inflamagdes, infec¢des, impoténcia sexual, além de ser usado como antisséptico no tratamento
de lesdes e micoses (DONATI et al., 2014).

Em estudos fitoquimicos preliminares foi determinado a presenga de polifendis e
flavonoides, como também foi detectado o acido galico como marcador quimico do extrato

(FERNANDES et al., 2015). Além disso, o (2R *, 3R *, * 2"R, 3"R *) - 7- hidroxi-4'-metoxi-
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flavanone- 3 — 3 ") - 3 " ' 7' '- di-hidroxi-4' " - metoxi-f lavanona e 4,2 ', 4'-
dihydroxychalcone- 3 — O — 4'") -2 " '/ 4" " — dihydroxychalcone, um biflavonoide, foi
isolado a partir do extrato de S. brasiliensis (CARDOSO et al., 2015). Foram descritas na
literatura atividades farmacoldgicas a partir do extrato de Schinopsis brasiliensis, incluindo
atividade antioxidante (SARAIVA et al., 2011) e antimicrobiana, contra cepas de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Streptococcus mutans, S. mitis, S. oralis S. salivarius (SARAIVA et al., 2013; FORMIGA
FILHO et al., 2015; SETTE-DESOUZA et al., 2017).

Poincianella pyramidalis (Tul.) LP Queiroz ¢ uma espécie arborea da familia Fabaceae,
popularmente conhecida como catingueira, pau-de-rato ou catinga-de-porco. Até
recentemente, esta espécie era conhecida como Caesalpinia pyramidalis Tul., E, como
resultado de uma reformulagdo taxonomica, esses tipos pertencem ao género Poincianella
(QUEIROZ, 2009). Seus usos medicinais populares tém atraido a atencdo de pesquisadores de
diferentes areas. Nos ultimos anos, estudos foram desenvolvidos para avaliar a composi¢ao
quimica e as atividades biologicas de P. pyramidalis, incluindo suas propriedades
antimicrobianas, antioxidantes, gastroprotetores, anti-inflamatoérios, antinociceptivos,
radioprotectores e antihelminticos, além da toxicidade (CHAVES et al., 2015).

Outros estudos fitoquimicos conduzidos com extratos de P. pyramidalis revelaram a
presenca de saponinas, 4cido ursolico, sitosterol, derivados cinamicos, flavanoides,
quercetina, proantocianidinas, catequina, acido galico e acido elagico (DALL'AGNOL et al.,
2003; YILMAZ &TOLEDO, 2004; RIOS & RECIO, 2005).

5.2 Monitoramento microbioldgico

A andlise do monitoramento microbiologico foi obtida através do método de
microdilui¢do, onde concentragdes acima de 60% sdo consideradas suficientes para inibir o
crescimento antimicrobiano. Os resultados da atividade microbiana estdo apresentados nas

tabelas 3,4 ¢ 5.
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis frente a
cepa de E. faecalis.

CIM BRAC' | BRAC? | BRAC’ CAT' CAT’ CAT
(mg.mL") (%) (%) (%) (%) (%) (%)

1,0000 90,71 98,52 90,57 47,55 94,13 90,06
0,5000 87,14 81,66 59,97 45,50 83,31 76,99
0,2500 82,71 73,64 44,60 40,50 80,67 75,19
0,1250 77,23 64,37 34,55 32,27 67,18 72,60
0,0630 77,02 62,81 32,57 29,01 60,98 53,65
0,0313 74,07 55,52 31,55 26,88 56,78 54,67
0,0156 62,47 34,76 17,92 18,02 42,34 48,89
0,0078 46,24 21,21 14,93 10,08 27,68 18,09

Onde, BRAC' — Extrato de S. brasilensis a 50%; BRAC” - Extrato de S. brasilensis a 70%; BRAC’, Extrato de S.
brasilensis a 90%; CAT' — Extrato de P. pyramidaks a 50%; CAT? — Extrato de P. pyramidaks a 70%; CAT’ —
Extrato de P. pyramidalfis a 90%.

Tabela 4. Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis e P. pyramidalis frente a

cepa de S. oralis

CIM BRAC' | BRAC® | BRAC’ | CAT' CAT’ CAT’
(mg.mL7) | (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1,0000 99,4 97,25 | 95,04 90,15 94,62 100
0,5000 95,97 83,81 93,28 80,64 85,51 87,28
0,2500 94,11 87,40 | 87,20 82,50 80,67 81,13
0,1250 86,90 87,21 73,10 82,24 82,96 73,17
0,0630 85,16 80,47 | 81,92 75,96 65,86 69,73
0,0313 75,58 8232 | 73,97 90,74 64,73 71,01
0,0156 74,58 84,00 | 71,63 79,63 67,79 71,73
0,0078 59,93 76,24 | 69,96 78,47 58,61 75,85

Onde, BRAC' — Extrato de S. brasilensis a 50%; BRAC” - Extrato de S. brasilensis a 70%; BRAC”, Extrato de S.
brasilensis a 90%; CAT' — Extrato de P. pyramidafis a 50%; CAT” — Extrato de P. pyramidahs a 70%; CAT’ —
Extrato de P. pyramidalis a 90%.
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Tabela 5. Atividade antimicrobiana dos extratos de S. brasiliensis ¢ P. pyramidalis frente a

cepa de S. mutans.

CIM BRAC' | BRAC? | BRAC’ CAT' CAT’ CAT
(mg.mL") (%) (%) (%) (%) (%) (%)
1,0000 100,00 97,82 100,00 86,94 80,71 100,00
0,5000 65,92 82,43 94,64 77,54 75,45 80,56
0,2500 88,10 96,51 83,25 81,32 87,96 77,47
0,1250 76,95 76,69 80,93 80,28 70,27 76,23
0,0630 70,88 78,26 82,16 84,91 66,21 83,46
0,0313 74,91 78,19 79,30 80,15 80,85 76,23
0,0156 69,31 70,29 71,28 81,06 78,68 72,73
0,0078 65,05 74,40 73,17 67,81 74,93 74,14

Onde, BRAC' — Extrato de S. brasilensis a 50%; BRAC” - Extrato de S. brasilensis a 70%; BRAC’, Extrato de S.
brasilensis a 90%; CAT' — Extrato de P. pyramidaks a 50%; CAT? — Extrato de P. pyramidaks a 70%; CAT’ —
Extrato de P. pyramidalfis a 90%.

Como pode ser observado o extrato de S. brasiliensis e P. pyramidalys mostraram-se
efetivos na inibic¢ao do crescimento da cepa padrdao ATCC de E. faecalis, S. oralis e S. mutans
as principais cepas patogénicas envolvidas nas infeccdes endodonticas e na formagao da carie,
respectivamente. Esse estudo corroborou com os resultados apresentados por Silva et al.
(2012), em que o extrato da casca de S. brasiliensis foi capaz de inibir o crescimento da cepa
padrao de E. faecalis.

A clorexidina 2% na forma de gel ¢ utilizada ultimamente como medicamento
intracanal, devido sua forte ag¢do antibacteriana contra E. faecalis, quando relacionado ao
tratamento convencional com o hidroxido de calcio (ERCAN et al., 2006). Entretanto, vale
ressaltar os efeitos adversos apresentados pelo uso prolongado da clorexidina, o qual pode
alterar a microbiota oral, além dos efeitos secundarios indesejaveis, tais como: diarreia,
vomitos e coloragdo dos dentes, além de induzirem resisténcia bacteriana (BIDAUT et al.,
2007).

Todas as amostras analisadas do extrato da casca de P. pyramidafs apresentou uma
eficacia bastante significativa na inibi¢ao de E. faecalis. Essa atividade deve estar relacionada
a quantidade de metabolitos secundarios presentes na planta como ja descrito nesse estudo

anteriormente, o que sustenta cientificamente seu uso medicinal pela populacao.



30

5.3 Citotoxicidade
A avaliacdo da toxicidade in vitro, tem como objetivo analisar a toxicidade das
substancias sobre os eritrocitos, estimando os danos que podem causar in vivo. Dessa forma, ¢

possivel observar na tabela 6 e 7 o potencial hemolisante para cada concentracdo testada.

Tabela 6. Potencial hemolisante do extrato de S. brasiliensis testado.

Amostras Potencial Hemolisante
1,0 mg/mL (%) 2,5 mg/mL (%) 5,0 mg/mL (%)
Extrato de BRAC 1,0 2,0 4,0
CHX 100 100 100

CHX: Clorexidina, *A concentragdo da clorexidina para o potencial hemolisante foi determinada nas
concentragdes de 0,06, 0,12 ¢ 0,20 mg/mL.

Tabela 7. Potencial hemolisante do extrato de testado P. pyramidahs.

Amostras Potencial Hemolisante
1,0 mg/mL (%) 2,5 mg/mL (%) 5,0 mg/mL (%)
Extrato de CAT 5,5 2,0 4,0
CHX 100 100 100

CHX: Clorexidina; *A concentracdo da clorexidina para o potencial hemolisante foi determinada nas
concentragdes de 0,06, 0,12 e 0,20 mg/mL.

A hemolise refere-se a lise ou ruptura da membrana dos eritrocitos permitindo a
liberacdo de hemoglobina para o plasma, tendo como consequéncia hemoglobinemia. Este
evento pode ser correlacionado diretamente com o efeito toxico das substancias testadas.

Sendo assim, nenhuma das concentracdes utilizadas no estudo foi considerada toxica,
sugerindo uma baixa toxicidade do extrato, quando comparada a clorexidina. Tal fato
apresenta-se de maneira apropriada a literatura uma vez que Santos (2013) e Chaves et al.
(2016) indicam uma baixa toxicidade de casca ¢ folha de S. brasiliensis e P. pyramidalis.,
respectivamente, nao sendo possivel determinar a dose letal média (DL50) devido a auséncia
de morte dos animais utilizados nos ensaios de toxicidade aguda em camundongos. (AYOCA

et al., 2006; KONAN et al., 2007).

5.4 Caracterizacao térmica
A andlise térmica compreende um conjunto de técnicas, nas quais uma propriedade

fisica de uma substancia ¢ avaliada em funcdo da temperatura e/ou tempo, na medida em que
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esta mesma substincia ¢ submetida a um programa controlado de temperatura (SETTE-DE
SOUZA et al., 2017). Na area farmaceéutica € aplicada, visando a caracterizagdo de farmacos,
produtos naturais, pureza da amostra, compatibilidade entre fAirmacos/extratos — excipientes
farmacéuticos, estabilidade, polimorfismo dentre outros. As técnicas mais utilizadas sdo a
termogravimetria (TG), analise térmica diferencial (DTA) e a Calorimetria exploratoria
diferencial (DSC) (OLIVEIRA et al., 2011). Assim, os extratos foram caracterizados por

andlise térmica, com a finalidade de se observar o seu comportamento térmico (Fig. 1A e 1B).

Figura 1. Curvas de DTA (A) e TG (B) do extrato de S. brasiliensis.
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A curva do extrato de BRAC (Fig. 1A) apresentou trés picos endotérmicos, sendo o
mais significante em 64,23 °C (AH = -132,00 J/g), possivelmente relacionado a perda de
agua, solvente (etanol) ou compostos voldteis. A curva termina com o inicio do processo de
decomposi¢do da amostra que, possivelmente, se completa acima de 400 °C. Este
comportamento foi completamente diferente ao encontrado por Fernandes et al. (2015) nas
curvas de S. brasiliensis, porém sem a presenga de adjuvantes de secagem, o que pode sugerir
que com a adicao do adjuvante de secagem, hd uma maior estabilidade no extrato seco.

A curva TG mostrou trés processos se decomposi¢do. A primeira ocorreu entre 25,97 a
88,20°C, a qual ¢ referente a perda de umidade da amostra e de componentes volateis. A
segunda etapa ¢ atribuida a principal etapa de decomposicdo, pois indica o inicio do seu
processo degradagdo, que para este extrato ocorreu na temperatura de 89,19°C, com perda de

massa de 30,27%, finalizando sua decomposi¢cao em 900°C, com perda de massa de 25,05%.
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Figura 2. Curvas de DTA (A) e TG (B) do extrato de P. pyramidalis.
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A curva DTA do extrato de P. pyramidalis (Fig, 2A) mostrou trés processos de
transi¢oes de fases da amostra. O primeiro pico endotérmico em 53,36°C, possivelmente esta
relacionado a perda de agua, solvente (etanol) ou compostos volateis na amostra. Os dois
picos subsequentes sdo exotérmicos de cristalizagdo, sendo o segundo em 348,30°C e o
terceiro em 425,17°C.

Nas curvas TG (Fig, 2B) das amostras foram observados seus processos de
decomposigdo térmica. A primeira, quando ocorre em temperatura até 100 °C ¢ referente a
perda de umidade da amostra, que no caso do extrato nebulizado de P. pyramidalis foi de 6,36
%. A segunda etapa ¢ atribuida a principal etapa de decomposicao, pois indica o inicio do seu
processo degradacdo, que para este extrato ocorreu na temperatura de 208,99°C, com perda de
massa de 14,67%. Durante essa etapa, muitas cadeias quimicas sdo quebradas, originando,
provavelmente, dioxido de carbono, outros tipos de gases e novos compostos, que se juntam,
formando compostos mais estaveis, os quais se decompdem posteriormente em temperaturas
maiores. A partir da segunda etapa ocorre uma progressiva perda de massa, que corresponde a

todo processo de decomposi¢do térmica da amostra analisada.

5.5 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FT-IR)
O extrato de S. brasiliensis foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho com

transformada de Fourier (Fig. 3).
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Figura 3. FTIR do extrato nebulizado de S. brasiliensis.
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No espectro de infravermelho relativo ao extrato BRAC, ¢ possivel notar um
alargamento de banda acima de 3000 cm™, caracteristico do estiramento de hidroxilas em
compostos como acidos carboxilicos e fendis. Dois picos de baixa intensidade sao observados
em 2,974-2,847 cm™, e estes sdo atribuidos ao estiramento de ligagdes C-H em compostos
organicos. O pico apresentado em 1705 cm™ estd associado ao estiramento de carbonilas
(Figura 3).

Em 1605 cm™ encontra-se um pico relativo a deformagio de ligagdes C=C em anéis
aromaticos. Em 1447 cm™, a deformacio ocorre em ligagdes C-H em alcenos. De 1319 a
1026 cm™ encontram-se os picos relativos a ligagdes C-O em compostos como ésteres, acidos
carboxilicos e éteres. Os picos seguintes, entre 1026 ¢ 808 cm™, sdo relativos a deformagio de
ligacdes envolvendo oxigénio presentes em 4cidos carboxilicos. O tltimo pico do espectro,
em 760 cm™, pode ser associado a deformacdo de ligagdes C-H em anéis aromaticos.

Os achados no espectro do extrato BRAC estdo em concordancia com o fato de este ser
composto por uma variedade de compostos organicos com diferentes grupos funcionais. Os
mais esperados, para a composi¢do do extrato, seriam as ligacdes carbono-hidrogénio,
caracteristicas de compostos organicos, ¢ as ligacdes que indiquem compostos aromaticos,
dada a variedade de metabolitos vegetais que possuem estruturas deste tipo. Camelo (2010),
ao analisar o extrato seco por liofilizagdo de Vismia guianensis (Aubl) Choisy encontrou
absor¢do na faixa de 3200 (caracteristica da deformacdo axial da hidroxila de dlcoois e
fenois), 1600 (ligagdo C=C proveniente de aromaticos) e 1000 cm™ (ligagio C-O de dlcoois ou
fendis). Fernandes et al. (2015) ao analisar os espectros do extrato seco das cascas de
Schinopsis brasiliensis Engler, encontrou absor¢do nas regides de 2800 (caracteristico de
ligagdes carbono-hidrogénio) e 1300-1000 (referentes a ligacdo carbono-oxigenio), ligacdes

estdo presentes em diferentes metabolicos secundarios como taninos, alcaloides e flavonoides.
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Figura 4. FTIR do extrato nebulizado de P. pyramidalis.
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No espectro de infravermelho relativo ao extrato CAT ¢ possivel notar um pico de baixa
intensidade na regiio 3400 cm™, caracteristico do estiramento de hidroxilas em compostos
como acidos carboxilicos e fendis. O pico apresentado em 1710 cm-1 esta associado ao
estiramento de carbonilas.

Em 1600 cm™ encontra-se um pico relativo 4 deformagio de ligagdes C=C em anéis
aromaticos. Em 1441 ¢cm™, a deformagio ocorre em ligacdes C-H em alcenos. De 1314 a
1021 cm™ encontram-se os picos relativos a ligagdes C-O em compostos como ésteres, acidos
carboxilicos e éteres. Os picos seguintes, entre 1024 ¢ 803 cm ™', sdo relativos a deformagio
de ligacdes envolvendo oxigénio presentes em acidos carboxilicos. O tltimo pico do espectro,

em 540 cm™, pode ser associado a deformagao de ligagdes C-H em anéis aromaticos.
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6 CONCLUSAO

Os resultados mostraram que a S. brasiliensis apresentou uma maior quantidade de
polifénois, enquanto que a P. pyramidalis de saponinas. Os extratos foram sensiveis aos
microrganismos testados, sendo que o extrato de S. brasilensis a 70% apresentou melhor
atividade frente a E. faecalis, com 98% de inibi¢ao do microrganismo. E o de P. pyramidalis
a 90% apresentou melhor atividade frente a S. mutans e S. oralis, com 100 % de inibigcdo dos
microrganismos. Os extratos ndo mostraram citotoxicidade. E a caracterizagdo térmica
mostrou que o extrato de S. brasiliensis apresentou trés picos endotérmicos, sendo o mais
significante em 64,23 °C (AH = -132,00 J/g). Enquanto que o de P. pyramidalis apresentou
um pico endotérmico e dois exotérmicos. A espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier mostrou que os extratos apresentaram uma grande variedade de
metabolitos secundarios.

Apds o exposto acima € possivel afirmar que os resultados apontam para perspectivas
otimistas acerca do uso das plantas envolvidas neste trabalho, tendo em vista que ambas
apresentaram atividade satisfatoria para as espécies testadas, principalmente para de
Streptococcus mutans, Streptococcus oralis e Enterococcus faecalis, principais cepas
patogénicas envolvidas nas infeccdes endodonticas e na formacdo da carie. Assim, os extratos
nebulizados caracterizados, agora chamado de insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV),
podera ser utilizado no desenvolvimento de um medicamento de uso odontologico, com a

finalidade de que seja utilizada pelo setor produtivo nacional.
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