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RESUMO

A resisténcia de leveduras do género Candida aos farmacos sintéticos tem se tornado um de-
safio, 0 que implica na busca por novas substancias ativas com atividade satisfatéria ou que
possa modular o efeito dos medicamentos ja disponibilizados no mercado contra a candidiase.
Atualmente o farmaco de escolha para o tratamento de infec¢fes causadas por esse microrga-
nismo é a nistatina. A resisténcia dos microrganismos frente aos farmacos possibilita que as
infeccbes fungicas sejam de dificil tratamento. Pesquisas tendo como matéria prima plantas
medicinais com atividade antimicrobiana constitui uma importante fonte de novos compostos
biologicamente ativos. Assim, 0 objetivo desse trabalho foi obter e padronizar um novo insu-
mo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) com atividade antifingica, a partir de uma planta me-
dicinal do semiérido brasileiro. Para esse estudo, foram analisados 0s extratos produzidos das
seguintes plantas: Schinopsis brasiliensis Engler, Ximenia americana L. e Poincianella pyra-
midalys (Tul.) L. P. Queiroz. Os extratos hidroalcoolicos foram produzidos pelos métodos de
maceracdo, ultrassom e turbolise, respectivamente, em diferentes concentracdes de solvente.
Em seguida os extratos foram rotoevaporados e subemtidos ao screening fitoquimico, para
identificacdo da presenca dos principais grupos de metabdlitos secundérios, caracterizacao
térmica e espectroscopicas dos extratos. Os extratos foram submetidos a testes de atividade
frente a cepa padrdo ATCC de Candida albicans através do método de microdiluicdo em cal-
do. Os resultados mostraram que o extrato de X. americana apresentou maior teor de polife-
nois e taninos condensados, quando comparado com o0s extratos de S. brasiliensis e
P.pyramidalys que apresentou maior quantidade de flavanoides e polifenois. Os resultados da
atividade microbiolOgica expressaram que as amostras vegetais foram sensiveis ao microrga-
nismo testado, sendo que o extrato de X. americana pelo método de turboélise apresentou me-
Ihor atividade apresentando uma CIM referente a 125 pg/mL na maioria das concentragcfes do
solvente utilizadas. A caracterizacdo térmica do extrato de X. americana revelou um pico bas-
tante expressivo em 98,67 °C (AH=-283,69 Jg), provavelmente estando relacionado com a
perda de umidade, agua e/ou solvente volatil. Com relagéo a espectroscopia no infravermelho
os resultados mostraram condizentes as estruturas de compostos fendlicos. Dessa forma, atra-
vés deste estudo, se faz possivel a indicacdo dessas tecnicas para a caracterizacdo do IFAV
tornando o extrato promissor para o desenvolvimento de um medicamento fitoterdpico no
tratamento de candidiase oral.

Palavras-Chave: Candida albicans. Planta medicinal. Medicamento fitoterapico.



ABSTRACT

Candida yeast resistance to synthetic drugs has become a challenge, which implies the search
for new active substances with satisfactory activity or that can modulate the effect of the med-
ications already available in the market against candidiasis. Currently the drug of choice for
the treatment of infections caused by this microorganism is nystatin. The resistance of micro-
organisms to drugs makes it possible for fungal infections to be difficult to treat. Research
using as raw material medicinal plants with antimicrobial activity constitutes an important
source of new biologically active compounds. Thus, the objective of this work was to obtain
and standardize a new plant active pharmaceutical ingredient (IFAV) with antifungal activity,
from a medicinal plant of the Brazilian semiarid. For this study, the extracts produced from
the following plants were analyzed: Schinopsis brasiliensis Engler, Ximenia americana L. and
Poincianellapyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz. The hydroalcoholic extracts were produced by
the methods of maceration, ultrasound and turbolysis, respectively, in different concentrations
of solvent. After the extracts were rotoevaporated and subemtidosaoscreening phytochemical,
to identify the presence of the main groups of secondary metabolites, thermal characterization
and spectroscopic extracts. The extracts were submitted to tests of activity against the stand-
ard strain ATCC of Candidaalbicans through the broth microdilution method. The results
showed that the extract of X. americana showed a higher content of polyphenols and con-
densed tannins when compared to the extracts of S. brasiliensis and P.pyramidalys that pre-
sented a higher amount of flavanoids and polyphenols. The results of the microbiological ac-
tivity showed that the plant samples were sensitive to the tested microorganism, and the ex-
tract of X. americana by the turbolysis method showed a better activity with a MIC of 125 pg
/ mL in the majority of the solvent concentrations used. The thermal characterization of the X.
americana extract showed a very expressive peak at 98.67 ° C (AH = -283.69J g -1), probably
related to loss of moisture, water and / or volatile solvent. Regarding infrared spectroscopy,
the results showed that the structure of phenolic compounds was adequate. Thus, through this
study, it is possible to indicate these techniques for the characterization of IFAV making the
extract promising for the development of a herbal medicine in the treatment of oral candidia-
sis.

Keywords:Candida albicans. Medicinal plant. Phytotherapeutic medicine.
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1 INTRODUCAO

O uso da medicina popular e de plantas medicinais no Brasil tem merecido destaque
principalmente no ramo farmacéutico na obtencdo de novos medicamentos pelas grandes in-
dustrias farmacéuticas, visto que a maioria das espécies vegetais, além de apresentarem ativi-
dade farmacoldgica, sdo de facil acesso e baixo custo. O aumento da resisténcia antimicrobia-
na por diversos patdgenos vem crescendo cada vez mais, gerando um problema para a socie-
dade. Sendo necessario a pesquisa por novos agentes no intuito de prevenir e tratar as infec-
coes (COSTA et al., 2008).

Diante das novas estratégias proposta para a problematica da resisténcia antimicrobia-
na, destaca-se 0 uso de plantas medicinais com propriedades terapéuticas no combate das in-
feccdes causadas por diversos microrganismos (CHOWDHURY et al.,2013). O uso de extra-
tos, oriundos de produtos naturais com objetivo de serem agentes antimicrobianos mostram-se
promissores por apresentarem capacidade de causar diminui¢do da resisténcia microbiana,
devido a presenca de fitocompostos complexos (DAFERERA et al., 2003).

Além das infeccBes bacterianas, nessas Ultimas décadas, também houve um grande
acréscimo nas infeccBes fungicas que se apresentam de diferentes formas desde superficiais,
como subcuténeas e sistémicas, levando ao aumento dos nimeros de morbidade e mortalida-
de, consequéncia da baixa efetividade dos medicamentos disponibilizados no mercado como
também do surgimento das cepas resistentes (BROWN, 2014). As plantas que em sua grande
maioria sdo constituidas de substancias fungitoxicas, quando comparadas com os antifingicos
sintéticos, mostram-se inofensivas para 0 meio ambiente, podendo até supera-los em sua acéo
terapéutica (CELOTO et al., 2008).

No Brasil, existem Vvarios tipos de vegetacdo na qual sdo consideradas como fontes
candidatas a investigacdo de potencias estudos farmacologicos, devido a grande diversidade
botanica. Sendo no nordeste encontrada dois principais tipos de vegetacdo: Mata atlantica e
Caatinga (ALBURQUERQUE et al., 2007; DI STASI et al., 2002).

Entre as espécies vegetais da regido do semiarido com potencial terapéutico destaca-se
a espécie Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz, conhecida popularmente como ca-
tingueira, € utilizada na medicina popular para o tratamento de problemas gastrointestinais, do
aparelho respiratorio e geniturinario, e como antimicrobiana. A Schinopsis brasiliensis Engler
é conhecida pelos nomes vulgares de braina considerada uma planta bastante predominante

no Nordeste do Brasil e Ximenia americana L. conhecida comumente por Ameixa.



Com o grande aumento nas pesquisas relacionadas a produtos naturais, estudos de
compostos isolados, plantas, extratos vém sendo analisados e testados em laborat6rios com o
intuito de encontrar novos insumos farmacéuticos ativos vegetais (IFAV) que possam apre-
sentar atividades farmacoldgicas, contribuindo no desenvolvimento de farmacos com intuito
de desenvolver novas formulagdes, com um menor indice de efeitos adversos, baixo custo e
amplo espectro de acdo (CHANDA,; RAKHOLIA, 2011).

Nesse contexto, tendo em vista a alta frequéncia de resisténcia das espécies de candida
e reconhecendo o potencial terapéutico das plantas medicinais, desenvolver um fitoterapico
antifangico a partir de um insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) se mostra importante
pois dispde da exploracdo de novos produtos farmacéuticos além de utilizar uma planta medi-
cinal pertencente ao semiarido brasileiro. Sendo assim,o presente estudo teve como finalidade
obter e padronizar um novo insumo farmacéutico ativo vegetal com atividade antifungica a

partir de uma planta do semiérido brasileiro.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Obter e padronizar um insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV) com atividade anti-

fangica, a partir de uma planta medicinal do semiarido brasileiro.

2.2  Objetivos especificos

a) Realizar um planejamento experimental para otimizagdo do processo extrativo;
b) Realizar o monitoramento dos extratos produzidos por ensaio microbioldgico;
c) Realizar o screening fitoquimico;

d) Realizar a padronizacdo do extrato por técnicas termoanaliticas e espectroscopicas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Candidiase oral e tratamento

A microbiota oral é tida como uma das mais diferenciadas do organismo humano,
quando se preserva ela tende a permanecer em equilibrio. Porém, a ruptura dessa homeostase
pode causar doengas inflamatorias e infecciosas ao individuo (DONGARI-BAGTZOGLOU et
al., 2009; MARSH, 2010). Quando ocorre essa descompensagdo, surgem alguns microrga-
nismos oportunistas desencadeando seus fatores de viruléncia e consequentemente causando
problemas aos tecidos. As espécies de Candida sdo exemplos desses microrganismos, sobre-
tudo pelo fato de apresentarem uma grande flexibilidade relacionada a adaptagdo em qualquer
ambiente, além de serem responsaveis pela formacédo de biofilmes (JOVITO, 2016).

A candidiase oral é uma infec¢do causada por microrganismos do género Candida,
sendo a principal espécie que causa a patologia a Candida albicans, mais frequentemente en-
contrado na boca de individuos saudaveis. Essa espécie é responsavel por causar infeccbes
mucocutaneas que ndo comprometem o individuo, porém pode ocasionar doencgas invasivas,
podendo afetar todos os 6rgdos, sendo, dessa forma considerado um patdgeno oportunista
(RIBEIRO, 2009). Essa patologia se apresenta de diversas formas clinicas, dificultando assim
seu diagndstico. Existem quatro tipos de manifestacdes, séo elas: pseudomembranosa, erite-
matosa, crbnica hiperplésica e queilite angular (NEVILLE; DAMM, 2009; STRAMANDI-
NOLI; SOUSA; WESTPHALEN, 2010).

Candida albicans é considerado o microrganismo mais predominante e patogénico da
estomatite proteica. Contudo, outros microrganismos do mesmo género, como, Candida kru-
sei, Candida tropicalis, Candida parapsilosise e Candida guilliermondii também sdo respon-
s&veis por desencadear esse processo infeccioso, sendo a C. albicans o patdgeno responsavel
por cerca de 80% de casos clinicos (SALERNO et al., 2011).

Atualmente o farmaco de escolha utilizado no tratamento da candidiase oral pertence a
classe doas azois e dos polienos. Esses antifingicos apresentam como desvantagem os efeitos
secundarios que surgem logo ap6s sua administragdo, como nauseas, vomitos, diarreia, toxi-
cidade hepaética e renal (AL et al., 2017).

A nistatina representada pela classe dos polienos é um farmaco que de acordo com su-
as caracteristicas farmacologicas € utilizado para uso topico, mesmo sendo utilizada por via

oral, o efeito desejado é o mesmo, ter contato com a mucosa oral e digestiva proporcionando a
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atividade terapéutica do farmaco (EPSTEIN; POLSKY, 1998; FARAH et al., 2000;
KATZUNG, 2006; SHIP et al., 2006; TAVARES, 2001).

A acdo da nistatina esta relacionada com seu tempo de contato com a mucosa oral, no
qual se encontra o microrganismo causador da infecgdo. Em virtude disso se faz necessario a
administracdo de varias doses do antifiingico ao longo do dia (ENCICLOPEDIA DA SAU-
DE, 2002; GILMAN et al., 2003; NEVILLE et al., 2004; PATTON et al., 2001). A utilizacdo
inadequada de antibidticos, vém sendo considerado a principal causa da resisténcia microbia-
na, o que implica na redugdo da flora bacteriana que normalmente compete com os fungos
patogénicos levando a ocasionar as infeccées (RANG et al., 2005).

Sanglard et al. (2003) ressalta que a resisténcia relacionada a esse antifungico é resul-
tante do seu uso prolongado. O nimero reduzido de antifingicos presentes no mercado em
conjunto com o surgimento dos mecanismos de resisténcia ocasionado pelas cepas, vém pro-
movendo a busca por novas substancias com potenciais significativos para o tratamento de
infeccdes fungicas. Diante disso, os produtos naturais se mostram como uma grande alternati-
va viavel (CAMARGO et al., 2016; NEWMAN; CRAQQ, 2012)

3.2 Plantas medicinais na terapia antifingica

O advento da resisténcia microbiana causada pelo uso indiscriminado dos farmacos
sintéticos levou a utilizagdo de plantas medicinais no combate de infeccGes causadas por
diversos microrganismos patogénicos. O uso dessa estratégia ndo representa uma novidade,
visto que, de acordo com registros encontrados na China e na India essa conduta acompanha a
humanidade desde cerca de cinco mil anos atras (CHOWDHURY et al., 2013; VASHIT,
INDAL, 2012).

A grande variedade de compostos ativos presentes em plantas medicinais tem incenti-
vado o desenvolvimento de estudos utilizando 0 uso de extratos vegetais, com o objetivo de
explorar suas propriedades fungicidas (FRANZENER et al., 2003).

Segundo Almeida et al. (2012), estudos que tem por objetivo desenvolver terapias
mais eficientes e econdmicas sdo de total importéncia para a humanidade, visto que as infec-
¢Oes causadas por fungos e bactérias tem poder de disseminacdo facil em varios sistemas bio-
I6gicos, doenca essa que afeta frequentemente a populacdo mundial. Pesquisas que envolvam
0 aprimoramento, investigacédo e aplicacdo de produtos antimicrobianos se mostram promisso-

ras para debelar essas patologias.
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Cunico et al. (2003) ressalta que pesquisas realizadas com extrato bruto e éleo essen-
cial obtidos a partir de plantas medicinais, tem apontado forte potencial das mesmas no con-
trole dos microrganismos, tanto devido a sua acdo fungitoxica responsavel pela inibicdo do
crescimento e germinacao de esporos, como também pela inducéo de fitoalexinas.

Atividade antifungica direta de extratos aquosos e 6leos essenciais de plantas medici-
nais contra uma série de leveduras sdo descritas na literatura, como Altermaria alternata (Fr.)
Kiessler, Macrophomia phaseolina (Tassi) Goidanich, Colletotrichum gloeosporioides
(Penz.) Penz. & Sac. Didymella bryoniae (Auersw.) Rehm, Fusarium moniliforme Sheldon e
Phytophthora infestans (Mont.) de Bary (BHUTTA et al., 1999; CELOTO et al., 2008; FIORI
et al., 2000; OWOLADE et al., 2000; WANG et al., 2001).

A progressdo na pesquisa por produtos fitoterapicos tendo como insumo farmacéutico
ativo (IFA) uma amostra vegetal tornou-se possivel a compreensdo do mecanismo de acéo,
estruturas moleculares e perfis toxicoldgicos, além disto permite também a efetuacdo de testes
pre-clinicos, proporcionando a produgdo de medicamentos seguros e eficazes (YUNES; FlI-
LHO, 2001).

Independente da forma farmacéutica escolhida, ao alcancar um IFAV com proprieda-
des adequadas, € necessario que seja feita a realizacdo de estudos detalhados de compatibili-
dade com o intuito de determinar os excipientes farmacotécnicos ideais para fazerem parte da
formulagdo. Esses estudos tem o propdsito de identificar as incompatibilidades fisicas e qui-
micas através do comportamento térmico que possam surgir entre os farmacos e 0s excipien-
tes, atraveés do uso de técnicas termoanaliticas como Termogravimetria (TG), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e analise térmica (DTA); e espectroscopicas, como o infraver-
melho por transformada de Fourier (FTIR) e infravermelho préximo (NIR) (COSTA et al.,
2013; LILTORP et al., 2011).

3.2.1Schinopsis brasiliensis Engler

A Schinopsis brasiliensis Engler pertecente a familia Anacardiaceae, é uma arvore en-
démica do Brasil, que pode atingir até 15 m de altura. Na regido semiarida da caatinga, ela
possui carater solitario, podendo ser encontrados 15 individuos por hectare. A mesma é tam-
bém conhecida pelos nomes vulgares de bradna, baraina, brauna-parda, bratna-sertdo, que-
bracho ou chamacoco (CARVALHO et al., 2008).

A S. brasiliensis é uma planta xerdfila, heliofita, tem seu crescimento em varias

epocas do ano, ela € totalmente decidua durante o periodo seco. Facilmente encontrada no
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nordeste brasileiro, principalmente na regido da Caatinga. Sua espécie apresenta um caule
aéreo tipo tronco forte e lenhoso, também é composto por ramos espinhosos, folhas aromati-

cas, com presenca de flores e fruto alado (LORENZI et al., 2002).

Figura 1 — Schinopsis brasiliensis Engler.

Fonte: EMBRAPA (2010).

Esta planta é utilizada na medicina tradicional no tratamento de diversas enfermidades
como por exemplo, nos disturbios como faringite, laringite, gripe, tosse e como antisséptico e
cicatrizante (DANTAS et al., 2007).

Estudo realizado por Saraiva et al. (2011) mostra que o extrato metandélico obtido das
folhas de S. brasiliensisé composto por uma série de compostos fendlicos (cerca de 82,5%),
sendo assim, 45,5% pela presenca de taninos e 1,12% de flavanoides, esses metabolitos estdo
relacionados a atividade antioxidante da planta. Esse estudo também aponta que este extrato
foi capaz de inibir cepas multirresistentes de Staphylococcus aureus (MRSA), e outros mi-
crorganismos como, Staphylococcus saprophyticus, Staphylococcus epidermitis, Enterococ-
cus faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmonella
tiphymurium, Candida albicans e Candida krusei.

Um estudo realizado por Oliveira et al. (2011) ressalta que esta planta usada em doses
de 250 e 500 mg/Kg em um ensaio antimalarico in vivo, apresentou eficacia na diminuicdo da
parasitemia em cerca de 86 e 95% respectivamente.

3.2.2Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz



15

Poincianella pyramidalys (Tul.) L. P. Queiroz, pertencentea familia Fabaceae, é am-
plamente distribuida na regifo semiarida brasileira. E uma espécie arborea, endémica da Caa-
tinga, conhecida popularmente como catingueira, pau-de-porco e catinga-de-porco (LEITE et
al., 2009).

Figura 2 — Poincianella pyramidalis (Tul) L. Queiroz. Visao geral (A); Caule (B);
Folhas (C); Flor (D) e Fruto (E).

Fonte: Chaves(2016).

Vérias partes da P. pyramidalis como cascas, folhas e flores sdo utilizadas na medicina
tradicional para o tratamento de varias doengas como: gripe, tosse, diarreia, disenteria, infec-
cOes respiratorias e urinéria, além de inflamacGes no geral. Diversas atividades da P. pyrami-
dalys sdo descritas na literatura, entre elas podemos destacar atividade antibacteriana, antifan-
gica, gastroprotetor, antioxidante, anti-inflamatorio e anti-helmintico. A presenca dessa planta
pode estar relacionada a chegada do periodo chuvoso na regido, devido a presenca de seus
gromos brotarem com o aparecimento dos indicios de umidade (CHAVES et al, 2016).

Na regido semiarida a P. pyramidalis é utilizada pela populacédo local devido a multi-
plicidade de seu uso que vai desde o tratamento de doencas, além de ser utilizada como com-
bustivel, em construcdes e como forragem (LUCENA et al., 2012).
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3.2.3Ximenia americanal.

Ximenia americana L. conhecida popularmente por ameixa-do-mato, pertencente a
familia Olacaceae, é uma espécie vegetal bastante comum nas regides tropicais, sendo facil-
mente encontrada nas regides da Africa, india, Nova Zelandia, América Central e América do
Sul (BRASILEIRO et al., 2008). Suas propriedades medicinais sdo conhecidas e aplicadas a
muito tempo pela populacao, apresenta-se como uma arvore de porte pequeno, no qual o fruto
é uma drupa amarelo-alaranjada, em que se faz presente uma polpa aromatica parcialmente
doce (SOUZA et al., 2012).

Figura 3 — Ximenia americana L. (A); Folhas (B); Caule (C); Flor (D); Frutos (E).

355 R i ISAL

Fonte: Brasileiro et al. (2008).

Na regido do semiarido brasileiro, sua casca e folhas sdo utilizadas na forma de cha
(infusdo e decocgdo) respectivamente, no tratamento de doengas como inflamagdes no geral,
inflamacdes de dérgdos internos, dor de dente, colicas menstruais e como cicatrizante e antis-
séptico (CARTAXO et al., 2010).

Pesquisas fitoquimicas de extratos de X. americana mostraram a presenca de diversos
compostos como, saponinas, carboidratos, glicosideos cianogénios, flavondis, taninos, alca-
loides, antraguinonas, amido e principios amargos (Ogunleye et al., 2003). De acordo com

Cartaxo et al. (2010) no 6leo essencial desta planta, foi estabelecido o teor de 69% de com-
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postos aromaticos, 12,5% de compostos lipidicos e 13% de terpendides, com 63,5% de ben-
zoaldeido.

Por ser largamente utilizada na medicina popular, esta planta transformou-se em obje-
to de estudo para os pesquisadores. De acordo com estudos realizados por (ASRES et al.,
2001), essa planta apresenta atividade antiviral e analgésica (SORO; SAKANDE; TRAORE,
2009). Também é considerada uma planta capaz de inibir diversos microrganismos in vitro
(COSTA etal., 2010; JAMES et al., 2007;0MER; ELMINA, 2003).

Estudo realizado por Costa et al. (2010) relata a atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcodlico da X. americana frente a E. faecalis em concentragdes de até 6,25% sendo 0s

taninos responsaveis por esta atividade.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local de estudo

A pesquisa foi realizada no laboratério de Desenvolvimento e Ensaios em Medica-
mentos (LABDEM), no centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da Universidade Estadual
da Paraiba.

4.2Material vegetal e obtencédo dos extratos

As folhas de S. brasiliensis Engler. e as cascas de X. americana L. e
P.pyramidalis(Tul.) L.P. Queiroz foram coletadas em sitio particular no municipio de Poci-
nhos na regido semiarida do Estado da Paraiba. A identificacdo das espécies vegetais e depo-
sito das exsicatas foram realizados no herbario Professor Jayme Coelho de Morais localizado
na Universidade Federal de Campina Grande — PB, sob 0s nimeros de registro EAN-14049
(S. brasiliensis), EAN-100493 (X. americana) e CSTR-5036 (P.pyramidalis).

As partes coletadas das plantas foram individualmente secas em estufa de circulacao
forcada de ar a 40°C, até obter constancia no peso do material, e posteriormente pulverizadas
em moinho de facas com malha de 10 mesh. Os extratos hidroalcodlicos foram obtidos por
diferentes métodos extrativos (maceracdo, turbdlise e ultrassom) utilizando como solvente
agua:etanol em diferentes propor¢ées (50:50, 30:70 e 10:90, v/v). As solucdes extrativas fo-
ram preparadas para atingir uma concentracao final de 20 % (p/v) de material vegetal.

A maceracdo foi realizada de forma estatica, sem renovagdo de solvente, acondicio-
nando as solugGes extrativas em vidro &mbar durante 7 dias, sob agitacdo ocasional; a extra-
cdo por ondas ultrassdnicas procedeu-se submetendo as solucdes preparadas & aparelhagem
adequada (Lavadora ultrassénica — UNIQUE modelo Ultrasonic Cleaner), em banho-maria a
40°C, por um periodo de 60 minutos; e a extracdo por turbdlise foi exercida em aparelho Ul-
tra-turrax® a uma taxa de rotagdo de 6.000 rpm por 15 minutos, no qual a solugdo extrativa
permaneceu em banho gelado para manutengdo da temperatura.

Os produtos dos processos extrativos, os extratos, foram entdo filtrados e em seguida
concentrados em evaporador rotativo para retirada do solvente, obtendo assim os extratos se-

Cos.
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4.3 Prospecgao Fitoquimica

4.3.1 Determinacéo do teor de flavanoides

O teor de flavanoides foi determinado utilizando a metodologia de Meda et AL.
(2005). A amostra foi diluida numa proporcéo de 1mg.mL ™ em metanol. Foi acrescido 100 pL
da solucéo do extrato a 100 pL de uma solugdo em metanol de AICl; a 2% (p/v) numa micro-
placa de 96 pocos. O composto permaneceu em repouso por 10 minutos, em seguida foi reali-
zada a leitura da absorbancia utilizando comprimento de onda de 415 nm. O branco da analise
foi dado por 100 pL de metanol juntamente com 100 pL de AICI; a 2% em metanol.

Os testes foram realizados em triplicata, e para determinar o célculo do doseamento foi
utilizada a curva padréo de quercetina que foi preparada numa proporg¢éo de 10 mg de querce-
tina em 100 mL de metanol. Em seguida essa solucéo foi submetida a diluiges em triplicata
no qual obteve solucBes de quercetina nas concentracdes de 2, 4, 6, 8, 10, 13, 16, 19, 22, 26,
28 e 30 pg.mL™. Os teores de flavanoides foram expressos em microgramas equivalentes de

quercetina.
4.3.2Determinacao do teor de polifendis

Para a determinagdo de polifendis totais, utilizou-se a metodologia descrita por Chan-
dra e Mejia (2004), com modificagdes. Dessa forma, numa microplaca de 96 cavidades adici-
onou-se 50 pL da solucdo de extrato e50 uL do reagente de Folin-Ciocalteau 1N, e foi deixa-
da em repouso por 1 minuto. Em seguida, adicionou-se 100 pL de uma solucdo aquosa de
Na,CO3za 20%. A solugdo foi incubada por mais 10 minutos e as absorbancias foram medidas
utilizando um leitor de microplacas (ELISA) num comprimento de onda de 757 nm, em tripli-
cata. A amostra branco foi preparado com todos os reagentes, exceto a amostra.

O teor de polifendis totais foi determinado pela interpretacdo da absorbancia das
amostras contra uma curva de calibracdo construida com padréo de acido galico que foi pre-
parada pela dissolucdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de &gua destilada. Depois de prepara-
da essa solucdo, foram preparadas as diluicdes em triplicata, de modo a obter as seguintes
concentragles; 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 ug.mL’l, e expresso por microgramas

equivalentes de &cido galico por grama de extrato.
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4.3.3Determinacao do teor de taninos

Na determinacao do teor de taninos utilizou-se a mtedologia empregada por Makkar e
Becker (1993), seguido de modificacdes. Numa microplaca de 96 cavidades adicionou-se 50
pL da solucdo de extrato e 50 uL de metanol, onde foi realizada a diluicdo seriada, em segui-
da foi adicionado 150 pL do reagente vanilina. Posteriormente adicionou-se 75 pL de HCL
(puro 37%) e foi deixado em repouso por 20 minutos. Foi incubada por mais 10 minutos e as
absorbancias foram medidas utilizando um leitor de microplacas (ELISA) num comprimento
de onda de 500 nm, em triplicata. A amostra branco foi preparado com todos 0s reagentes,
exceto a amostra.

Os testes foram realizados em triplicata, e para determinar o céalculo do doseamento foi
utilizada a curva de catequina e como reagentes uma solucédo de vanilina a 4% em metanol e
acido cloridrico. Em seguida essa solucdo foi submetida a diluicdes em triplicata no qual ob-
teve solugdes de catequina que variaram entre 10 e 500 pg/mL. Os teores de taninos foram

expressos em microgramas equivalentes de catequina.

4.4 Avaliacdo da atividade antifingica

Para a avaliacdo da atividade antifungica foi utilizado os extratos nas diferentes con-
centracOes obtidas das folhas de S. brasiliensis Engler. e cascas de X. americana L. e
P.pyramidalis (Tul.) L.P. frente a cepa padrdo American Type Culture Collection (ATCC) de
Candida albicans (18804), disponibilizada pela Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ — RJ).

A atividade antifungica foi verificada pelo método de microdiluicdo em caldo, deter-
minando-se a concentracdo inibitéria minima (CIM) do extrato frente ao microrganismo cita-
do. O ensaio foi realizado pelo método da microdiluicdo em caldo, em microplacas de 96 ca-
vidades, de acordo com o preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2010). O controle positivo utilizado foi a nistatina e o controle negativo as solucdes
hidroalcoolicas utilizadas na producdo do extrato, bem como o DMSO (Dimetilsulfoxido),
solvente utilizado para a solubilizacdo do extrato. Os in6culos fungicos foram padronizados
conforme descrito na Farmacopéia Brasileira 5° edi¢do (2010) e adicionados aos po¢os. As
placas foram incubadas a 25 £ 0,5 °C, por 48 horas. A Concentracao Inibitéria Minima (CIM)
foi definida como a menor concentracdo do extrato que inibiu 0 crescimento microbiano visi-

vel, confirmado pelo corante cloreto tetrazélico 0,01% em cada poco.
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4.5 Analise Térmica

4.5.1Analise Térmica Diferencial (DTA)

As curvas de DTA foram obtidas num calorimetro Shimatzu, modelo DTG-60, utili-
zando cadinhos de aluminio com cerca de 2 + 0,1 mg de amostra, sob uma atmosfera de nitro-
génio (N2), com fluxo de 50 mL min-1. Os experimentos foram realizados entre as temperatu-
ras de 25 e 400 °C, com razdo de aquecimento de 10 °C min™. indio (ponto de fusdo 156,6
°C) foi utilizado como padrdo para a calibracdo do equipamento. Os dados foram analisados
usando o software TASYS.

4.5.2Termogravimetria

As curvas termogravimétricas ndo isotérmicas foram obtidas em uma termobalanca
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 reali-
zados entre as temperaturas de 25 e 900 °C, com razdo de aquecimento de 10 min™. O equi-
pamento foi calibrado com oxalato de célcio monohidratado. Os dados serdo analisados utili-
zando o software TASY'S da Shimadzu.

4.6 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Os espectros de absorcdo na regido do infravermelho foram obtidos em espectrofoto-
metro marca Shimadzu, modelo IRPrestige, utilizando pastilhas de KBr, no intervalo de 4000-
400 cm™ na Universidade Federal de Campina Grande. Os dados foram analisados utilizando

o software Origin® (verséo 8.0).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo fitoquimica dos extratos de S. brasiliensis, X. americana L. e P.

pyramidalis

Sendo assim foi realizado o processo de extragdo das plantas utilizando as seguintes
concentrac@es de solventes: 50, 70 e 90%, em seguida os extratos hidroalcoolicos foram roto-
evaporados e submetidos ao screening fitoquimico com o objetivo de identificar os principais
constituintes.

As plantas apresentam metabdlitos secundarios que sdo potencialmente responsaveis
pelas atividades terapéuticas com fins medicinais. Triagens fitoquimicas realizadas em extra-
tos mostraram a presenca de diversos metabdlitos secundarios, dentre eles destacam-se: tani-
nos, esterdis, terpenos, flavanoides, alcaloides, saponinas e quinonas (GEYID et al., 2005;
MAIKALI et al., 2010; ELNIMA, OMER, 2003).

Os resultados foram obtidos utilizando a curva de calibracdo de acido galicoy =
0,0201x - 0,0021 (Rz = 0,9985) para polifendis totais, para flavanoides através da curva de
calibracdo de quecertina y = 0,0201x - 0,0021 (R? = 0,9985) e para taninos por meio da curva
de calibracdo de catequinay = 0,0032x + 0,0679 (R% =0,9982), disposto na Tabela 1.



23

Tabela 1 — Polifendis totais, flavonoides totais e taninos condensados determinados em X. americana ,S. brasiliensis e P. pyramidalis.

Espécie vegetal Etanol Método Polifendis to_tlais DPR Flavonoides_tlotais DPR  Taninos condglnsados DPR
(%) (MLIEAG g7) (%) (MIEQ g™) (%) (MGEC g7) (%)

50 Maceracéo 385,52 + 15,8 4,12 14,79 + 0,70 4,74 217,30 £5,21 2,40

X. americana 70 Turbdlise 45332 +1,9 1,96 19,29 + 0,65 3,40 221,26 + 8,43 3,83
90 Ultrassom 461,31+7,9 1,70 21,19+0,76 3,60 231,55 + 5,43 2,3

50 Ultrassom 316,95 + 6,3 2,00 46,71 +2,99 2,25 7,18 +0,17 2,28

S. brasiliensis 70 Maceracio 332,94 +5,1 1,50 46,10 + 3,13 4,40 3,19 + 0,14 4,59
90 Turbolise 349,54 + 6 4 1,85 54,66 + 1,16 2,13 2,20 + 0,07 3,36

50 Turbdlise 267,27 +35 1,32 30,61 + 2,90 2,85 15,27 + 0,65 4,26

P.pyramidalis 74 Ultrassom 272,64 +33 1,21 35,09 + 4,63 4,24 21,11 +0,82 3,66
90 Maceracao 278,18 + 7,3 2,65 21,64 + 5,30 3,57 21,00+ 1,03 4,73

Legenda: EAG - equivalentes de acido galico; EQ - equivalentes de quercetina; EC equivalentes de catequina; DPR - desvio padrao relativo.

Fonte: Autoria propria.
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Na tabela 1, o estudo revelou que o composto fitoquimico que apresentou maior teor
no extrato de S. brasiliensis na concentracdo hidroalcoolica de 70 e 90% foi polifendis e fla-
vanoides.

Estudo semelhante realizado por Fernandes et al. (2016) utilizando extrato hidroetano-
lico (EtOH 70%) obtido a partir das folhas de S. brasiliensis detectou a presenca de 24,52 mg
g* de polifendis totais e 14,43 mg g™de flavanoides totais. Estes metabdlitos estdo presentes
em varias plantas medicinais estando relacionadas com atividades antioxidantes, antimicrobi-
anas e anti-inflamatérias (CORRADINI et al., 2011; JOVITO, 2016).

Segundo Sette de Souza (2015), avaliando a triagem fitoquimica do extrato bruto e
fracOes das cascas do caule de S. brasiliensis, verificou que no extrato bruto houve a presenca
de equivalentes de 4cido galico (598,55 mg g™) demonstrando alto teor de polifendis totais e
equivalentes de catequina (15,83 mg g™) sugestivos da presenca de taninos. Para a fracdo de
cloroférmio obteve-se 25,71 mg g de flavanoides totais (expressos em equivalentes de quer-
cetina).

O metabolito secundario, que se mostrou mais prevalente no extrato de X. americana
na concentracdo hidroalcodlica de 70 e 90% forampolifenais e taninos condensados X. ameri-
cana apresenta 0leo, glicosideo cianogenético e benzaldeido em suas sementes (Brandé&o,
2014). A casca dispBe de diversos compostos fitoquimicos, dentre eles destacam-se: alcal6i-
des, taninos piogélico, fenois, flavandides, flavona, xantona, albumina, antocianina, chalcona,
aurona, saponina, resina, amido e glicose (BAYER et al., 2012).

Na analise fitoquimica os resultados experimentais mostraram a presenca de compos-
tos quimicos interessantes para diversas atividades farmacoldgicas. Segundo Ogunley et al.
(2003), a triagem fitoquimica de X. americana, apontou a presenca de flavonoides e taninos.
Esses resultados encontram-se condizentes a analise fitoquimica realizada nesse estudo. Os
flavondides sdo compostos fendlicos de grande interesse terapéutico anti-inflamatério, antia-
lérgico e vasoprotetor e os taninos como protetor de locais inflamados na cavidade bucal e
tratamento de infecgéo.

Estudos realizados por Tran Le et al. (2012), verificando a bioatividade dos polifendis
observaram pela primeira vez a presenca do Acido Galico na casca da Ximenia americana,
composto esse responsavel pela atividade antimicrobiana contra diversos patdgenos.

Com relacédo ao screening fitoquimico de P. pyramidalis foi evidenciado a presenca de

flavanoides e polifendis.
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A caracterizacdo fitoquimica das espécies vegetais, apesar de desafiadora, compreende
um importante arsenal terapéutico para o tratamento de diversas doencas. Na literatura estu-
dos fitoquimicos do extrato de P. pyramidalis apontaram a presenca de saponinas, acido urso-
lico, sitosterol, derivados cinamicos, flavanoides, quercetina, proantocianidinas, catequina,
4cido galico e acido elagico (DALL’AGNOL et al., 2003; RiOS, RECIO, 2005; YILMAZ,
TOLEDO, 2004;).

Estudo realizado por Chaves (2016) mostrou a quantificacdo fitoquimica do extrato
hidroetandlico (EtOH 50%) da espécie vegetal de P. pyramidalis onde foi possivel obter as
seguintes concentracdes: 36,94 mg g™ de polifendis totais, 19,09 mg g™* de flavanoides e 59,
08 mg g de taninos condensados. Os resultados obtidos em nosso estudo foram maiores para
os polifenois totais apresentando uma concentragéo de 278, 17 mg g™

A distincdo da quantidade de fitocompostos presente entre plantas da mesma espécie
vegetal pode ser esclarecida por uma soma de fatores, como partes diferentes da planta, hora-
rio de coleta, época do ano (sazonalidade), composicdo do solo, altitude, disponibilidade hi-
drica entre outros requisitos que podem levar a alteracdes na composicao de metabolitos se-
cundarios presente na droga vegetal (AYOUNI et al., 2016; HOYOS et al., 2015; BONILLA;
LUCENA; RIBEIRO, 2018; UGUR et al., 2018).

5.2 Screening Microbioldgico

A tabela 2 mostra os resultados da analise dos extratos de S. brasiliensis, X. americana
L. e P. pyramidalis em diferentes métodos de extracdo e concentra¢des do solvente frente ao

microrganismo Candida albicans.

Tabela 2 - Atividade antifungica dos extratos de S. brasiliensis (Braina), X. americana L.
(Ameixa) e P. pyramidalis (Catingueira) frente a Candida albicans.

Método [OH] S. brasiliensis X. americana P. pyramidalis

% [mg/mL] [Hg/mL] [mg/mL]
50 250 250 500

Maceragao 70 250 125 250
90 250 125 500
50 250 125 250

Turbdlise 70 250 125 250
90 250 250 250
50 125 125 500

Ultrassom 70 125 250 500
90 125 250 250

Fonte: Autoria propria.
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De acordo com os dados obtidos, observa-se que 0s extratos hidroalcoolicos, mostra-
ram-se eficazes no combate frente a Candida albicans, considerada o principal patégeno cau-
sador da candidiase oral. Essa atividade estd relacionada com a quantidade de metabolitos
secundarios presentes nas plantas como ja relatado nesse estudo anteriormente, justificando
cientificamente o seu uso medicinal pela populagéo.

Segundo Sette de Souza et al. (2015) a atividade antimicrobiana do extrato de S. brasi-
liensis dispbe da presenca de taninos, flavanoides e polifendis presentes na casca da espécie
vegetal citada. O extrato etanélico também se mostra eficaz contra outros microrganismos
como o Enterococcus faecalis.

Comparando-se os resultados microbiolégicos das plantas estudadas, destaca-se X.
americana como a melhor candidata ao insumo farmacéutico ativo vegetal (IFAV). A espécie
apresentou atividade antifingica promissora contra C. albicans na concentracdo de 125
Hg/mL na maioria dos métodos extrativos e concentracdes dos solventes utilizados.

O oleo obtido das sementes de X. americana € utilizado na medicina popular, com fins
medicinais e cosméticas. Comumente utilizado como antisséptico devido ao seu potencial
antimicrobiano. Pesquisa realizada por Silva et al. (2012), mostrou a atividade de X. america-
na no combate a alguns microrganismos da cavidade bucal, como Enterococcus faecalis e
Streptococcus oralis.

A atividade antimicrobiana da X. americana ja foi descrita frente as cepas de Neisseria
gonorrhea, Candida albicans, Cryptococcus neoformans, Pseudomonas aeruginosa, Proteus
vulgaris, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Shigue-
la flexineri, entre outras (MONTE et al., 2012). Estudo realizado por Omer e Elnima (2003)
avaliaram a atividade antibacteriana e antifingica dos extratos cloroférmicos, metandlicos e
aquosos da casca, das folhas e das raizes dessa planta, no qual verificou que os melhores re-
sultados foram apartir da utilizacdo do metanol como liquido extrator.

Dessa forma, diante da promissora atividade antifingica apresentado no extrato de X.
americana obtido pelo método de turbdlise na concentragdo de 50% de etanol, foi dado conti-

nuidade as analises de caracterizacdo térmica e espectroscépicas por infravermelho.

5.3 Caracterizacao termica

O termo andlise térmica engloba uma série de procedimentos em que a propriedade
fisica ou quimica de uma substancia é analisado em fungdo do tempo ou temperatura. Esse

conjunto de técnicas vem sendo utilizadas com o intuito de determinar o ponto de fusdo da
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amostra, bem como, o estudo de interacdo farmaco/excipiente, caracterizacdo de
polimorfismo, avaliacdo da cinética da reacdo, estabilidade e decomposicdo, entre outros
paramétros importantes na amostra. Os métodos mais utilizados sdo: Termogravimetria (TG),
Anélise térmica Diferencial (DTA) e Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC) (COSTA et
al., 2013).

E de suma importancia os métodos termoanaliticos, eles possuem uma relevancia
bastante crescente em todas as areas da quimica basica e aplicada. A empregabilidade dessa
técnica, é provido de uma grande potencialidade, favorecida pela presenca de equipamentos
que sdo regulamentados por microprocessadores capazes de inferir o comportamento térmico
das amostras a serem analisadas em um intervalo de tempo pequeno. Esses métodos estdo
sendo cada vez mais utilizados na determinacdo de produtos naturais e sintéticos, pois,
permitem com velocidade aspectos sobre a estabilidade da amostra analisada em relacdo ao

seu comportamento térmico (CAMELO et al., 2012).

Figura 4. Curva de DTA do extrato de X. americana L. (Ameixa).
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Tabela 3 -Dados da curva de DTA

Amostra Evento Inicio — Final Pico AH
(°C) (°C) dgh
Ximenia americana Primeiro 66,41 — 126,28 98,67 - 283,69

Fonte: Autoria propria.

Os dados de DTA do extrato de X. americana (Figura 4) demonstraram a presenca de
um pico endotérmico & temperatura de 98,67 °C (AH = -283,69J g™) no intervalo entre 66,41
°C e 126,28 °C, provavelmente compativel com a perda de umidade, agua e/ou solvente vola-
til, tendo em vista que o extrato foi obtido a partir de uma solucéo etandlica.

Na curva TG, o extrato apresentou uma etapa de perda de umidade entre as temperatu-

ras de 30,0 — 97,78 °C, a qual corresponde a 7,92% de sua massa (Figura 5).

Figura 5. Curva de TG do extrato de X. americana L. (Ameixa).
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O processo de decomposicao inicia-se em 197,32 °C e permanece até o fim do interva-
lo analisado, apresentando uma perda de massa correspondente a 46,68% da massa do extrato,
consequentemente produzindo um residuo de 43,52% (ROWE; SHESKEY; QUINN, 2009).

Desse modo, pode-se afirmar que sdo diversas as aplicacdes da andlise térmica na in-
dustria farmacéutica para a averiguacao fisico-quimica dos produtos (ALVES et al., 2011).
Assim, o0 extrato de X. americana foi submetido a caracterizacdo por anélise térmica, com 0
intuito de se observar o seu comportamento térmico.

5.4 Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) é um tipo de
espectroscopia de absor¢do cujo método utiliza uma regido do espectro eletromagnético. Tal
como, as demais técnicas espectroscopicas, esse procedimento tem o objetivo de identificar
um composto ou averiguar a composic¢ao de uma amostra, e se respalda no fato de que as inte-
racBes quimicas das substancias apresentam frequéncias de vibracdes, essas vibracdes sao
indicativo dos niveis de energia da molécula (VIANA-FILHO et al., 2013).

O extrato de X. americana foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho com
transformada de Fourier (Fig. 6).

Figura 6. FTIR do extrato de X. americana L. (Ameixa).
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No espectro de FTIR referente ao extrato de X. americana, observou-se uma banda
larga de grande intensidade em 3320 cm™, sugestivo de estiramento de grupos hidroxilas O-H.
A presenca desses grupos diz respeito tanto a moléculas hidroxiladas da amostra (tais como
polifendis) quanto ao seu contetdo de umidade devido ser uma amostra amorfa e higroscopi-
ca. Observou a presenca de um pico de baixa intensidade em 2932 cm™, indicativo de estira-
mento C-H de carbono Sp® referente a estruturas quimicas presente no material vegetal, esses
dados encontram-se condinzentes com os estudos realizados por Santana et al. 2018.

Em 1600 e 1475 cm™ foi observado picos caracteristico de ligacdo C=C de aromaticos.
Nessa mesma regi&o observou-se a presenca de picos na faixa entre 1450 e 1375 cm™ sugesti-
vos de ligagdo C-H e picos caracteristico de ligacao C-O entre 1300 a 1000 cm™. Em 788 e
674 cm™notou-se a presenca de picos de pequena intensidade relacionados a ligages C-H em
aromaticos substituidos (PAVIA et al., 2010).

A presenca dessas ligacdes quimicas sdo sugestivos de grupos funcionais, como éteres,
ésteres e acidos carboxilicos, estando relacionados com a presenca de fitocompostos tais co-
mo taninos, flavanoides, antraquinonas e outros compostos fendlicos presente no extrato ve-
getal (SANTANA et al., 2018)



31

6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos mostraram o potencial farmacol6gico antifungico do extrato de
X. americana frente a Candida albicans corroborando seu uso pela medicina popular para o
tratamento de infecgdes fungicas. Os extratos apresentaram uma quantidade significativa de
metabolitos secundarios, além de ser possivel sua caracterizagdo pelas técnicas termoanaliti-
cas e espectroscopicas como parte do controle de qualidade do material vegetal. Dessa manei-
ra, este estudo aponta a importancia da obtencdo e padronizacdo do IFAV a partir de uma
planta medicinal que foi a X. americana a fim de desenvolver um fitoterapico para o trata-

mento da patologia em estudo.
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Abstract: The use of biocompatible polymers such as Hydroxypropylmethylcellulose (HPMC),
Hydroxyethylcellulose (HEC), Carboxymethylcellulose (CMC), and Carbopol in solid formulations
results in mucoadhesive systems capable of promoting the prolonged and localized release of Active
Pharmaceutical Ingredients (APls). This strategy represents a technological innovation that can be
applied to improving the treatment of oral infections, such as oral candidiasis. Therefore, the aim
of this study was to develop a tablet of Ximenia americana L. from mucoadhesive polymers for use
in the treatment of oral candidiasis. An X. americana extract (MIC of 125 pug-mlL ') was obtained by
turbolysis at 50% of ethanol, a level that demonstrated activity against Candida albicans. Differential
Thermal Analysis and Fourier Transform Infrared Spectroscopy techniques allowed the choice of
HPMC as a mucoadhesive agent, besides polyvinylpyrrolidone, magnesium stearate, and mannitol to
integrate the formulation of X. americana. These excipients were granulated with an ethanolic solution
70% v/v at PVP 5%, and a mucoadhesive tablet was obtained by compression. Finally, mucoadhesive
strength was evaluated, and the results demonstrated good mucoadhesive forces in mucin disk and
pig buccal mucosa. Therefore, the study allowed a new alternative to be developed for the treatment
of buccal candidiasis, one which overcomes the inconveniences of common treatments, costs little,
and facilitates patients” adhesion.

Keywords: Ximenia americana L; compatibility; hydrophilic polymers; mucoadhesive tablets
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