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RESUMO

O presente trabalho aborda os estudos da atividade antifungica das cascas do
Stryphnodendron adstringens, conhecido popularmente como barbatimdo. O
barbatimdo é amplamente distribuido no Brasil e tipico do Cerrado Brasileiro,
apresenta diversas propriedades terapéuticas devido principalmente a sua majoritaria
e principal classe quimica, os taninos. Estes sédo substancias fendlicas solaveis em
agua e capazes de formarem complexos insoliveis em agua, se combinando e
precipitando moléculas. Em 2006 foi observado em estudos que a subfragdo F2.4
(composta principalmente por proantocianidinas) das cascas do barbatimao foram
capazes de inibir o fungo Candida albicans, responséavel pela candidiase vulvovaginal,
que afeta cerca de 70 — 75% das mulheres em idade reprodutiva, sendo considerado
problema de saude publica. Por conta disso, esse trabalho teve como objetivo avaliar
a eficacia do extrato glicélico das cascas do S. adstrigens e de um creme vaginal
desenvolvido, contra a C. albicans. Realizou-se também testes de identificacdo e
controle de qualidade com a droga vegetal e extrato glicolico. Esses testes foram
capazes de averiguar a qualidade e identificacdo das amostras. O extrato glicolico e
o creme vaginal desenvolvido ndo foram capazes de inibir o crescimento da C.
albicans no teste por difusdo em pocos. Sendo necessario mais estudos em diferentes
concentracdes, além de estudos de outras propriedades terapéuticas do barbatiméo

na saude da mulher.

Palavras-chaves: Stryphnodendron adstringens, Taninos, Candida albicans, Creme

vaginal



ABSTRACT

The present study reveals the antifungal activity of the barks of Stryphnodendron
adstringens, popularly known as "barbatimao”. The barbatimao is widely distributed in
Brazil and typical of the Brazilian Cerrado, has several therapeutic properties mainly
due to its majority and main compound of secondary metabolism, tannins. These are
water-soluble phenolic substances capable of forming water-insoluble complexes,
combining and precipitating molecules. In 2006, it was observed in studies that the
F2.4 subfraction (composed mainly of proanthocyanidins) of barbatimdo barks were
able to inhibit the fungus Candida albicans, responsible for vulvovaginal candidiasis,
which affects about 70 - 75% of women of reproductive age, being considered a public
health problem. Because of this, the gols of study was evaluate the effectiveness of
glycolic extract of S. adstrigens bark and a developed vaginal cream against C.
albicans. ldentification and quality control tests were also carried out with the plant
drug and glycolic extract. These tests were able to ascertain the quality and
identification of samples. The glycolic extract and the vaginal cream developed were
not able to inhibit of C. albicans in the well diffusion test. More studies are needed at
different concentrations, in addition to studies of other therapeutic properties of

barbatimao on women's health.

Keywords: Stryphnodendron adstringens, Tannins, Candida albicans, Vaginal cream
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES INICIAIS

O uso de plantas medicinais para o tratamento de enfermidades é observado
desde as primeiras civilizagdes, era o Unico recurso terapéutico que o homem primitivo
possuia para sua sobrevivéncia, o conhecimento obtido de forma empirica sobre
essas plantas, era repassado de modo verbal para as proximas geracdes, até que
fossem registradas por meio de escritas e amplamente utilizadas até os dias atuais
(ALMEIDA, H., 2011; ALMEIDA, M., 2011; CUNHA, 2005).

As plantas medicinais sdo todas as plantas que quando administradas aos
homens, possuem em sua composi¢cdo quimica propriedades terapéuticas que séao
capazes de preservar a saude, tratar doencas e restaurar o bem estar do ser humano
(BARBOSA, 2014; FIRMO et al.,, 2012). Os fitoterapicos sdo o0s medicamentos
produzidos a partir de plantas medicinas, quando o tratamento é feito com o uso de
plantas medicinais e suas diferentes formas farmacéuticas, denomina-se fitoterapia
(FIRMO et al., 2012).

Em 2006, ocorreu a implementacdo da Fitoterapia no Sistema Unico de Sautde
(SUS), através da Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPF),
fruto do resultado de uma luta popular com a participacao de usuarios, pesquisadores
e profissionais da saude, sendo uma grande conquista no aumento das possibilidades
de tratamentos complementares e resgate de uma pratica milenar que une o saber
popular ao saber cientifico (FIGUEIREDO et al., 2014).

O uso popular do Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, para o
tratamento de distUrbios gastrointestinas, geniturinérios, cicatrizacao de queimaduras
e feridas, anti-inflamatorio, antimicrobiano, antioxidante, hemorragias vaginais,
vulvovaginites e hemorrdidas, despertou o interesse nos estudos etnobotanicos
realizados com a planta, comprovando sua eficacia terapéutica. Por conta disso, a
espécie foi inserida na Lista de Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse
do SUS (RENISUS) (DANTAS et al., 2016).

As propriedades terapéuticas do S. adstringens, sdo provenientes da sua alta
concentracdo de taninos, que sdo compostos fendlicos solUveis em &gua e se
caracterizam pela adstringéncia e pela capacidade de precipitar proteinas, celuloses

e pectinas (SIMOES et al., 2010). Segundo Ishida e colaboradores (2006), a subfracéo
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F2.4 de taninos condensados do S. adstringens inibem o crescimento da levedura

Candida albicans.

1.2 STRYPHNODENDRON ADSTRINGENS

O Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, conhecido popularmente como
Barbatiméo, € uma arvore de 2 a 6 metros de altura, amplamente distribuida no Brasil
e tipica do Cerrado brasileiro (BORGES FILHO; FELFILI, 2003; MEIRA et al., 2016). E
considerada uma espécie perenifélia e pertencente a familia das Fabaceae e
subfamilia Mimosoideal. (GOULART, 2010; MEIRA et al.,, 2016). A casca do
barbatimdo se apresenta de forma aspera e com fissuras, o tronco é cascudo e
tortuoso, ja os frutos apresentam cor parda e sdo vagens cilindricas de 9 cm de
comprimento (PEREIRA; MORENO; CARVALHO, 2013).

Figura 1: Stryphnodendron adstringens (Barbatim&o)

Fonte: MACEDO et al (2007)

De acordo com a literatura o S. adstringens apresentou atividades anti-
inflamatodrias, antimicrobiana, antisséptica, angiogénica, antioxidante, cicatrizante,
antidiabética, anti-hipertensiva, hemoestatica e analgésica, devido a concentracdo de
taninos condensados presentes principalmente nas cascas da espécie (HERZOG-
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SOARES et al., 2002; ISHIDA et al., 2009; PEREIRA, MORENO; CARVALHO, 2013;
MINATEL et al., 2010; PINHO et al., 2012; SIMOES et al., 2010; SOUZA et al., 2007).

O S. adstringens possui em sua constituigdo quimica alcaloides, flavonoides,
terpenos, estilbenos, flobafenos, amido, aglcares sollveis, esteroides, inibidores de
proteases e taninos, 0s taninos sdo sua majoritaria e classe de metabdlitos
secundarios mais relevante, além de ser responsavel pelas propriedades terapéuticas
do barbatimdo (FERREIRA, 2013; MARTINS, SANTOS, 1995). As partes utilizadas
séo as folhas e cascas, sendo a casca a mais utilizada devido sua alta concentracao
de taninos, cerca de 10-37% (ISHIDA et al., 2009).

1.3 TANINOS

Os taninos sdo substancias fendlicas soltveis em agua, com peso molecular
entre 500 e 3000 Dalton, sdo conhecidos por sua caracteristica adstringente, se
combinam com macromoléculas e formam complexos insoliveis em agua com
alcaloides, gelatina e outras proteinas, fato base para algumas de suas propriedades
terapéuticas. Ao entrarem em contato com a saliva, formam um complexo insoltvel,
precipitando glicoproteinas salivares e levando a perda do poder lubrificante,
acarretando na sensacéo de adstringéncia (BARBOSA, 2014; CORDAO et al., 2010;
SIMOES et al., 2010) Os taninos s&o classificados segundo sua estrutura quimica em
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. (SIMOES et al., 2010).

1.3.1 Taninos hidrolisaveis

Os taninos hidrolisaveis sdo polimeros de acido galico ou elagico ligados

através de uma ligacédo éster e um agucar, normalmente a glicose (MACEDO, 2015).

Figura 2: Estruturas do Acido Galico e Acido Elagico

Os_OH Q
o) OH
Nale s
HO OH
OH HO o)
0
Acido gélico Acido elagico

Fonte: AUTOR (2020)
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Eles podem sofrer hidrélise quimica ou enzimética nas unidades de sua
estrutura e sdo formados a partir da rota sintética do acido chiquimico, este é
estruturado pela condensacédo alddlica de dois metabolitos da glicose, podendo ser
metabolizado em &cido galico (BARBOSA, 2014; SIMOES et al., 2010).

Figura 3: Biossintese do &cido galico

o
Q. ||

Ho™ oo VAN |
+ s]

\
i OH O CH,
OH

Eritrose-4-fosfato Fosfoenolpiruvato

Q. OH

HO‘“’%\?H

OH
Acido chiquimico \\
o] OH

HO ]I’ OH

OH

Acido gélico
Fonte: Autor (2020)

Quando o acido gélico reage com a UDP-glicose, da origem ao B-1-Ogaloila-D-
glicose, intermediario para o 3-1,2,3,4,6-pentagaloil-D-glicose, precursor imediato dos
galataninos, que sao formados através de ligacdes meta-depsidicas com o precursor,
e dos elagitaninos, formados pelo acoplamento do &acido galico ao precursor
(BARBOSA, 2014; SIMOES et al., 2010). Segundo Simdes e colaboradores (2010),
podem acontecer trés rotas biogenéticas partindo do precursor imediato, a primeira
rota ocorre com a adicdo de grupos galoila através de ligacdes meta-depsidicas ao
precursor, formando os galotaninos. A segunda rota forma elagitaninos com a glicose
na conformacéo de cadeira mais estavel na condensacéo de duas ou mais moléculas
de acido galico ao precursor, gerando dimeros, trimeros e oligbmeros. Na terceira rota
biossintética, a formacédo de grupos HHDP pelo aclopamento oxidativo entre grupos
do &cido galico nas posi¢des C-3 — C-6, C-1— C-6 ou C-2 — C-4, leva a formacéo
de elagitaninos na conformacdo de cadeira com os substituintes em posi¢cao axial.
(BARBOSA, 2014; SIMOES et al., 2010). As rotas mencionadas sdo demonstradas

na figura abaixo.
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Figura 4: Biogénese de galotaninos e elagitaninos
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Fonte: Adaptado de SIMOES et al (2010)

Nos galotaninos, a parte fendlica é o acido galico e nos taninos elagitaninos, a
parte fendlica € o acido hexahidroxidifénico (CARVALHO, 2007; MONTEIRO et al.,
2005).

1.3.2 Taninos condensados

Ja os taninos condensados ou proantocianidinas sdo mais comuns que 0S
hidrolisaveis, sdo polimeros formados pela condensacao de duas ou mais unidades
de flavan-3-ol (catequina) ou por flavan-2,4-diol (epicatequina) unidos por ligagdes C-
C entre o C4 de um flavanol e o C8 ou C6 do flavanol seguinte e derivados do
metabolismo do fenilpropanoides, a propriedade adstringente € menor quando
comparada a dos taninos hidrolisaveis. (CARVALHO, 2007; COSTA FILHO, 2016;
DUARTE, 2012; MACEDO, 2015; SARTORI et al., 2014).
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Figura 5: Estruturas da Catequina e da Epicatequina

OH
\@ HO. 0 o
OH I

OH OH

OH
OH

Catequina Epicatequina

Fonte: AUTOR (2020)

Simdes e colaboradores (2010), explicam o metabolismo dos flavonéis para a
formacdo de flavan-3,4-didis através do substrato di-hidroflavondis, estes sé&o
reduzidos na posicao 4 pela di-hidroflavonol-4-redutase, formando flavan-2,3-trans-
3,4-cis-didis, intermediario na formacdo de catequinas, proantocianidinas e
antocianidinas. As catequinas, sintetizadas pelas leucoantocianidinas, sofrem
reducdo na posicdo C-4 pela flavan-3,4-cis-diol-redutase. As proantocianidinas
provavelmente sdo originadas a partir das leucoantocianidinas e catequinas por

reacdo de condensacao.

Figura 6: Esquema simplificado da biogénese de taninos condensados
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20

1.3.3 Complexo tanino-proteina

Segundo Carvalho (2007), o nucleo polifendlico apresenta zonas apolares,
como o anel benzénico, que podem interagir com zonas apolares das proteinas, como
as cadeias laterais de amino&cidos como a alanina, leucina, isoleucina, entre outros.
Além disso, possuem zonas hidrofilicas, como grupos hidroxilas, que podem participar
de pontes de hidrogénio entre os grupos carbonila e amina das ligacdes peptidicas
das proteinas, sendo assim, estruturalmente os taninos possuem condi¢cfes
favoraveis a interagdo com proteinas. Em seus estudos, foi observado resultados que
podem indicar a ocorréncia de fortes intera¢des hidrofébicas entre os polifendis e
residuos hidrofébicos dos peptideos. Porém, a ligacdo entre os taninos e proteinas
envolvem majoritariamente as pontes de hidrogénio, que por mais que sejam
relativamente fracas, no conjunto sdo importantes para a estabilizagcdo do complexo

tanino-proteina, formando ligacdes estaveis.

Figura 7: Modelo representativo de possiveis interacdes entre proteinas e polifenodis
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Fonte: CARVALHO (2007)

1.3.4 Atividades bioldgicas e farmacolégicas dos taninos

Os taninos possem como atividades biolégicas e farmacologicas como a acéo

bactericida, fungicida, antiviral, antioxidante, antitumoral. (SIMOES et al., 2010).
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Segundo Simdes e colaboradores (2010), acredita-se que estas atividades dos
taninos séo devidas a trés fatos. O primeiro diz respeito a complexacao dos taninos
com os ions metalicos (ferro, manganés, cobre, aluminio, entre outros). O segundo
devido a atividade sequestradora de radicais livres e antioxidante. Por ultimo, pela
habilidade de se complexarem com macromoléculas, como por exemplo, as proteinas.

Segundo estudos realizados por Ishida e colaboradores (2006), a exposicdo da
Candida albicans, a subfracdo F2.4 do S. adstringens (composta por polimeros de
proantocianidina de unidades de prodelfinidina, porobinetidina e acido gélico) durante
um periodo de 2h inibiu o crescimento da C. albicans por afetar a integridade da
parede celular deste fungo, o que estaria ligado a fatores como: mudanca de
hidrofobicidade da superficie celular, diminuicdo da capacidade da aderéncia as
células eucariontes a superficies de vidros, inibicdo da formacéo de biofilmes e da
formacdo de tubo germinativo e estimulo da fagocitose por macrofagos. Essa
subfracdo foi obtida através da fracdo aquosa F2, depois que esta foi cromatografada
em coluna Sephadex utilizando solventes organicos em propor¢cdo volumétrica
acetona: agua (7:3). Ainda, de acordo com o autor, a acéo antifiungica da subfracao
F2.4 é semelhante a acdo da nistatina, usada como tratamento da candidiase.

1.4 CANDIDA ALBICANS

Candida albicans é um organismo oportunista que € encontrado na microbiota
de pessoas saudaveis (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO, 2007). E uma
levedura diploide que de acordo com condi¢bes ambientais, como pH ou temperatura
pode se apresentar na forma de leveduras ou filamentosa (COSTA; GENARO, 2016).
Durante seu desenvolvimento podem se apresentar como pseudo-hifas ou hifas
verdadeiras. Pertencem ao reino Fungi, familia Saccharomycetales e género Candida
sp, sdo células globosas, heterotréficas, gram-positivas (BARBEDO; SGARBI, 2010).

A Candida albicans pode causar a candidiase vulvovaginal, que afeta cerca de
70%-75% de mulheres em idade reprodutiva (ALVARES; SVIDZINSKI; CONSOLARO,
2007; SOARES, 2019). Clinicamente se caracteriza pelo aparecimento de prurido
vulvar intenso, edema e eritema vulvovaginal, leucorreia, disuria, dispareunia. Afeta
milnées de mulheres anualmente, gerando grande incdbmodo e interferindo nas
relacdes sexuais, por conta disso, tem sido considerada problema de saude publica
(HOLANDA et al, 2007).
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1.5 CREMES

Cremes séo formas farmacéuticas semissolidas, emulsionada formadas por
uma fase lipofilica, uma fase hidrofiica e um tensoativo (DANTAS, 2018;
COLDEBELLA, 2019).

Podem ser emulsdes 6leo em agua 6leo em agua (O/A) que contém goticulas
de dleo dispersas em agua ou emulsdes agua em 6leo (A/O), com goticulas de agua
dispersas no 6leo. Além disso, podem ser emulsées multiplas, como por exemplo 6leo
em agua em Oleo (O/A/O), emulsdes O/A ainda mais dispersas em 06leo continuo, ou
emulsdes multiplas do tipo agua em 6leo em agua (A/A/O) que podem ser preparadas
pela emulsificacdo adicional de uma emulsdo A/O em agua (AULTON, TAYLOR,
2016).

Os tensoativos sao um fator muito importante para a estabilidade da emulséo,
possuem carater anfifilico, ou seja, apresentam uma porcédo hidrofilica polar e outra
lipofilica apolar na mesma molécula, tornando-a capaz de se ligar a fase hidrofilica e
a fase lipofilica. Podem ser agentes tensoativos anidnicos, que sao formados por
substancias emulsionantes ionizaveis em que a parte emulsionante da molécula é
representada por um anion; agentes tensoativos catidbnicos, em que a parte
emulsionante da molécula é representada por um cation e agente tensoativos ndo
idnicos, que sao constituidos por substancias emulsionantes ndo i6nicas (SILVA,
2012).

Os cremes sdo utilizados principalmente para aplicacdo topica para o uso na
pele, retal ou vaginal. Na aplicacdo vaginal, os produtos topicos sao utilizados no
tratamento de infec¢des vulvovaginais, vaginites e condi¢cdes de atrofia do endométrio
e contracepcao com agentes espermicidas (ANSEL, POPOVICH, ALLEN, 2013).

A principal base comercializada é a emulséo Lanette® devido sua capacidade
de estabilizar a maioria das formulacdes, além de apresentar boa espalhabilidade e
toque levemente oleoso. A base de creme Lanette (alcool cetoestearilico e laurel
sulfato de sodio) € uma emulséao anidnica auto-emulsionante composta por 90 partes
de alcool graxo e 10 partes de tensoativo. Quando fundida e adicionada em &agua, a

cera forma uma emulséo O/A estavel (SILVA, 2012).

1.6 RELEVANCIA DO TRABALHO
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A alta comercializacdo de remédios e medicamentos a base de barbatiméo
tornam fundamental a producdo de pesquisas cientificas sobre este tema (MEIRA et
al., 2016). Além disso, a Candida albicans pode causar a candidiase vulvovaginal,
doenca que afeta milhdes de mulheres anualmente, e tem sido considerada questéo
de saude publica (HOLANDA et al.,, 2007). O alto custo dos medicamentos
industrializados, a falta de acesso da populac&o a assisténcia médica (SIMOES et al.,
2010) fazem com que a procura de tratamentos complementares aumente.

O S. adstringens possui muitas propriedades biolégicas e farmacoldgicas,
incluindo a atividade antifiungica, entretanto, pesquisas académicas que exploram
essa propriedade sdo escassas e a atividade antifungica é pouco difundida nos
saberes populares.

Esse fato motivou a criacdo deste trabalho, que busca averiguar a atividade
antifingica da espécie vegetal em um creme vaginal a base do S. adstringens.

Além desse elemento, o trabalho busca destacar a importancia da utilizacdo
de plantas medicinas e fitoterapicos para a prevencao e tratamento complementar de
enfermidades.

1.7 OBJETIVOS
1.7.1 Objetivo geral
Desenvolver um creme vaginal a base de Stryphnodendron adstringens e
avaliar a sua eficacia antifungica pelo método de difusdo em &agar contra cepas de
Candida albicans.
1.7.2 Objetivos especificos
e Realizar o controle de qualidade da amostra comercial das cascas do

S. adstringens;

e Fazer aidentificacdo de taninos por ensaios de precipitacdo, coloracao;
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Caracterizacdo do extrato por espectroscopia na regidao do
infravermelho (1V);

Incorporacao do extrato glicolico das cascas do S. adstringens a base
Lanette e avaliacao preliminar da formulacao;

Comparar o halo de inibicdo contra cepas de Candida albicans do

extrato glicélico, creme vaginal desenvolvido e Nistatina.
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2. DESENVOLVIMENTO
2.1 METODOLOGIA
2.1.1 Obtencao e preparo do material vegetal

A amostra das cascas do material botanico foi adquirida no Mercado Popular
de Madureira, localizado no municipio do Rio de Janeiro. As cascas do material
botanico foram lavadas em &gua corrente e secas durante 5 dias em temperatura
ambiente, apés isso, as cascas foram cominuidas. Aspectos macroscopicos e
organolépticos foram observados.
2.1.1.1 Extrato glicolico

O extrato da casca do S. adstringens foram obtidos pela realizacdo da
maceracdo das cascas cominuidas com solucéo de propilenoglicol 80%, durante 5
dias. Foram avaliados aspectos organolépticos e pH do extrato obtido.

2.1.2 Controle de qualidade das cascas do S. adstringens

Foram realizados a pesquisa de material estranho, determinacéo de teor de

umidade e determinacgao de cinzas totais, os testes foram realizados em triplicata.
2.1.2.1 Pesquisa de material estranho

A pesquisa de material estranho foi realizada de acordo com a Farmacopeia
Brasileira 62 edicdo, volume 1 (BRASIL, 2019). As analises posteriores foram
realizadas somente com as cascas apo0s a separacao de material estranho.
2.1.2.2 Determinagéao de teor de umidade

A determinacao do teor de umidade foi realizada pela determinacdo da perda

por dessecacao pelo método gravimétrico, de acordo com a Farmacopeia Brasileira

(BRASIL, 2019), cerca de 3,0 g da droga vegetal foi transferida para pesa-filtro,
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previamente dessecado, a amostra foi dessecada em estufa a 105°C durante 3 horas

e foi calculado a porcentagem de 4gua em relacédo a droga seca ao ar.

2.1.2.3 Determinacdao de cinzas totais

Para a determinacédo de cinzas totais, foram pesados cerca de 3 g da amostra
em que foi transferida para um cadinho, previamente tarados. A amostra foi
incinerada em mufla a 500°C por 2 horas, ap0s o residuo foi esfriado em dessecador.
A porcentagem de cinzas foi calculada ao final.

2.1.3 Testes de identificacdo de taninos presentes no extrato das cascas do S.
adstringens

Para os testes de identificacdo realizou-se 0s ensaios de precipitacao,

coloracao e obtencao do espectro no infravermelho.

2.1.3.1 Ensaio de precipitagdo

Para o ensaio de precipitacdo, a 5 mL do extrato da droga vegetal foi
adicionado 10 mL de &cido acético 2 M e 5 mL de acetato de chumbo. O
desenvolvimento de precipitado esbranquicado, aponta para a presenca de taninos
totais (BRASIL, 2010).

2.1.3.2 Ensaio de coloracéao

O ensaio de coloracao foi realizado por meio de 2 mL do extrato, em que sera
adicionado 10 mL de agua e trés gostas de solucdo de cloreto férrico, em que o
desenvolvimento da coloragéo cinza-escura indica reagcao positiva para taninos totais

(BRASIL, 2010).

2.1.3.3 Obtencao do espectro no infravermelho
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Para a obtencdo do espectro, o extrato glicélico foi levado ao evaporador
rotatério em presséao reduzida a 40°C. O espectro de infravermelho foi obtido pelo
instrumento Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), da
marca Perkin Elmer, modelo Spectrum Two. O espectro foi obtido pela técnica de

transmissao, com célula desmontavel, utilizando-se janela de KBr.

2.1.4 Preparo da forma farmacéutica

Para o desenvolvimento do creme vaginal utilizara como base o creme
Lanette®, que vai ser adquirido em farméacia de manipulacdo no municipio do Rio de
Janeiro. Pretende-se preparar uma formulacdo com concentracédo a 10% a partir da
incorporacdo do extrato glicolico do S. adstringens a base. Ao final, o pH da
formulacdo serd ajustado para aproximadamente 4,5, valor compativel com o pH
vaginal.

A formulacdo serd avaliada em relacdo aos parametros organolépticos

consisténcia, cor, odor, pH, precipitacao ou turvacao.

2.1.5 Preparo do in6culo

A cepa de Candida albicans ATCC doada pelo Instituto de Microbiologia Paulo
de Goés, da UFRJ, foi utilizada para avaliagdo da atividade antifangica do creme
vaginal de S. adstringens. O material foi reativado em meio &4gar Sabourand e
incubado a 37°C por 48 horas. Depois, sucedeu-se o preparo da suspensao de cultura
em 5 mL de solucéo salina 0,85%, para ajuste ao tubo de 0,5 da escala McFarland.

Essa solucéo foi inoculada por espalhamento na superficie do agar Sabourand.

2.1.6 Testes de suscetibilidade por difusdo em pocos

O teste de suscetibilidade foi realizado pela técnica de difusdo em agar com
perfuracéo para formacéo de pocos de aproximadamente 5 mm, descrito por Ostrosky
(2008), no agar previamente inoculado. Os pocos foram preenchidos com a
formulacao farmacéutica, assim como com o extrato glicélico.

O controle positivo se realizou pelo padrao Nistatina, utilizada para tratamento

da candidiase, enquanto o controle negativo foi realizado pela base Lanette®.
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A placa foi incubada a 37°C por 24 horas. A atividade antifingica foi
determinada pela medicdo dos halos de inibicdo do crescimento. Os testes foram

realizados em duplicata

2.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.2.1 Obtencéo e preparo do material vegetal

As cascas adquiridas do S. adstringens se apresentaram de forma aspera e
com fissuras, coloracdo marrom avermelhada, odor caracteristico e sabor
adstringente, caracteristicas preconizadas na Farmacopeia Brasileira para a espécie

(BRASIL, 2019). Nao foi observado aspectos visiveis de contaminagéo por fungos.

2.2.1.1 Extrato glicdlico

O extrato glicdlico foi obtido pela maceragcéo de propilenoglicol 80%, ja que
segundo Ardisson et al (2002), a incorporacdo de 20% de agua ao proprilenoglicol
conduz extratos mais enriquecidos em taninos. O extrato obtido apresentou coloragéo
castanho avermelhada, como demonstrado na Figura 8 e odor caracteristico, devido

aos aspectos da droga vegetal.

Figura 8: Extrato glicélico das cascas do S. adstringens

—-‘

Fonte: AUTOR (2020)
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O valor de pH obtido foi de 5,1, segundo estudos de Ardisson et al (2002) as
guatro primeiras extracfes de extrato obtidas com solventes PGL80 variaram entre
4,94 a 5,49.

2.2.2 Controle de qualidade das cascas do S. adstringens

O controle de qualidade da droga vegetal € importante principalmente para
avaliar se esta foi coletada, manipulada e armazenada adequadamente, ou até
mesmo para verificar possiveis contaminacdes (SOUZA; MACIEL, 2013). A falta de
gualidade influencia diretamente na acado terapéutica da planta, influenciando no
produto final (PASINI, 2016), ou seja, a qualidade da espécie botanica é a

determinante inicial para assegurar a qualidade do fitoterapico (SIMOES et al, 2010).

2.2.2.1 Pesquisa de material estranho

Os materiais estranhos podem ser classificados como impurezas referentes a
orgdos da proépria planta diferentes da parte utilizada, por¢do de outras plantas e
materiais como terra ou areia (BRASIL, 2019). N&o foi possivel observar a presenca
de material estranho na amostra das cascas do S. adstringens. Atendendo dessa

forma aos requisitos preconizados pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2019).

2.2.2.2 Determinacao de teor de umidade

A determinacao do teor de umidade é fundamental para o controle de qualidade
da matéria prima vegetal, visto que, o0 excesso de umidade permite a acdo de enzimas,
sendo capaz de permitir a degradacéo dos constituintes quimicos, além de facilitar o
desenvolvimento de fungos e bactérias (SIMOES et al, 2010). A andlise gravimétrica
de determinacéo de umidade é caracterizada pela permanéncia da amostra em estufa
a 105 °C.

A Tabela 1 apresenta os dados percentuais da perda de umidade pelo método
gravimétrico das cascas do barbatimdo, os resultados cumprem a porcentagem
maxima de agua de 14% para o S. adstringens, descrito pela Farmacopeia Brasileira

(BRASIL, 2019). Portanto, pode-se dizer que as cascas do material botanico
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passaram por condi¢cdes corretas de manipulacdo, secagem, acondicionamento e

armazenamento.

Quadro 1: Perda de umidade pelo método gravimétrico da amostra

Replicata Perda (%)
1 11,8912
2 12,8675
3 12,8005
Média 12,5197
DP 0,5453

Fonte: AUTOR (2020)

2.2.2.3 Determinacéao de cinzas totais

A determinacdo do teor de cinzas é importante para a verificagdo de
contaminantes apresentados como impurezas inorganicas ndo-volateis (SIMOES et
al, 2010). Esses residuos inorganicos nao-volateis estdo presentes nas espécies
vegetais como integrante natural delas, sendo compostos principalmente por cloretos,
carbonatos e diversos tipos de 6xidos € o ponto de partida para andlises de minerais
especificos (célcio potassio, ferro, cobre, fosfato, etc.), permitindo avaliar a pureza da
droga vegetal, apontando a presenca excessiva de substancias aderentes
(PESTANA, 2017).

O resultado do teor de cinzas totais da amostra da casca do S. adstringens esta
apontado na Tabela 2. Segundo a Farmacopeia Brasileira, 0 maximo de teor de cinzas
totais para a espécie em estudo é de 2%, de acordo com os resultados a amostra esta

dentro do limite preconizado na Farmacopeia (BRASIL, 2019).

Quadro 2: Teor de cinzas totais da amostra

Replicata Cinzas (%)
1 1,2735
2 1,1589
3 1,1358
Média 1,1894
DP 0,0737

Fonte: AUTOR (2020)
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2.2.3 Testes de identificacdo de taninos presentes no extrato das cascas do S.

adstringens

As reacdes de identificacdo sdo importantes pois permitem a verificagdo da
presenca de substancias, através de grupos funcionais ou estrutura, com um método
simples, rapido e de baixo custo, além disso, auxilia na pesquisa de metabdlitos
secundarios das espécies vegetais, substancias que possuem relacado com a atividade
terapéutica da espécie. (SIMOES et al, 2010; SOARES et al, 2016).

2.2.3.1 Ensaio de precipitacdo

Pode-se perceber observando a Figura 9 que a reacao foi positiva, pois houve

a formacéo de um precipitado esbranquicado.

Figura 9: Formacao de precipitado esbranquicado

Fonte: AUTOR (2020)

Os taninos possuem a propriedade de complexarem com ions metéalicos
formando quelatos, apresentam propriedades de adsor¢céo dos metais dissolvidos na
agua que os aglutinam por precipitacdo (SILVA, 1999). Eles atuam em sistemas
coloidais, neutralizando cargas e formando ponte entre essas particulas (CORAL;
BARGAMASCO; BASSETTIC, 2009). A complexacdo dos taninos com metais é
importante pois os taninos podem ser empregados para formagao de complexos de
metais pesados solUveis em agua, para serem na complexa¢cdo com chumbo no
controle da poluicdo de rodovias. (RODRIGUES; SANDINI; PEREZ, 2010)
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2.2.3.2 Ensaio de coloragéo

Desenvolveu-se a mudanca da coloracao para cinza escura esverdeada, como
pode ser observado na Figura 10. De acordo com a Farmacopeia Brasileira, a reacao
foi positiva para a presenca de taninos por conta da colorac¢éo cinza (BRASIL, 2019).
A coloracdo esverdeada de intensidade fraca indica a presenca de taninos
condensados (SIMOES et al, 2010).

Figura 10: Formacéao da coloracdo cinza escura esverdeada

Fonte: AUTOR (2020)

Nesta reacdo, acontece a complexacdo do Fe3* com as hidroxilas fendlicas dos
taninos condensados e hidrolisaveis (Figura 11). A complexa¢do pode ocorrer com
qualquer hidroxila do composto (NASCIMENTO, 2008).

Figura 11: Reacdo de complexagéo entre catequina e Fe®*
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Fonte: NASCIMENTO (2008)

2.2.3.3 Obtencé&o do espectro no infravermelho
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A espectroscopia ha regiao do IV é uma técnica importante na area quimica de
produtos natuais, e constitui um dos principais recursos para a identificacdo e
elucidade estrutural de substancias organicas, além de determinar a pureza da
amostra (LOPES; FASCIO, 2004). O espectro no IV obtido esta apresentado na Figura
12.

Figura 12: Espectro IV do extrato glicélico do S. adstringens
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Fonte: AUTOR (2020)

Bandas observadas na regido entre 3500 a 3000 cm™ indicam o alongamento
da ligacdo O-H, associadas a presenca de moléculas de agua ligadas por hidrogénios
ao grupo -OH. Bandas na regido de 3700 a 3584 cm™ podem estar relacionado a
polifendis, como os taninos. Essas bandas sdo encontradas nos espectros do S.
adstringens. Bandas na regido de 1620 a 1610 cm™ sdo atribuidas a vibracbes de
ligacbes C-C, sugerindo presenca de taninos condensados. Ja as bandas em torno
de 1500 cmtindicam a presenca de anéis aromaticos e ligacdes C-H. As bandas em
torno de 1300 a 1100 cm™ sdo atribuidas ao estiramento C-O. Bandas entre 900 e
675 cm™ podem ser atribuidas a presenca de taninos, ja que sdo relacionadas a
presenca de compostos aromaticos pela deformacéo fora do plano das ligacées C-H
(SILVA, 2018).

2.2.4 Preparo da forma farmacéutica
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Foi observado interacdo adequada com a incorporacéo extrato glicélico das
cascas de S. adstringens ao creme Lanette, ndo apresentando separacao de fases
ou precipitacdo. O creme Lanette e o extrato glicolico possuem odores fortes
caracteristicos, entretanto a formulacao final ndo apresentou odor forte. A coloracéo
final da formulacgédo, bege, foi devido as caracteristicas intrinsecas do extrato glicélico.

A avaliacdo do pH € um importante fator para avaliacdo da qualidade e
estabilidade, o valor obtido do pH do Lanette foi de 5,0, apds a incorporacéo do extrato
glicolico ndo houve alteracéo significativa do pH, ao final, o pH foi ajustado com &cido
lactico para 4,3, ja que a faixa normal do pH vaginal é de 4 - 4,5.

A viscosidade do Lantte diminuiu apds a incorporacao do extrato glicélico das
cascas do S. adstringens. A Figura 13 demonstra a consisténcia aparente do produto

final.

Figura 13: Consisténcia aparente do creme vaginal desenvolvido

Fonte: AUTOR (2020)

2.2.5 Teste de suscetibilidade por difusdo em pocos

Ishida e colaboradores (2006), observaram que a subfracdo F2.4 do S.
adstringens (composta por polimeros de proantocianidina de unidades de
prodelfinidina, porobinetidina e acido galico) inibiu o crescimento da C. albicans por
afetar a integridade da parede celular deste fungo e que a acdo antifungica da
subfragcéo F2.4 é semelhante a a¢do da nistatina.

A principal e majoritaria classe quimica presente no S. adstringes é o tanino.
Segundo Scalbert (1991), o carater adstringente dos taninos pode induzir a

complexacdo com enzimas ou substratos microbianos, resultando na inibicao destes.
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Além disso, os taninos podem afetar a membrana dos microrganismos inibindo a
fosforilagdo oxidativa das mitocéndrias, essa atividade é potencializada pelo fato dos
polissacarideos e proteinas presentes na parede celular de microrganismos fixarem
os taninos. Outro mecanismo se deve ao fato da complexagédo dos taninos com ions
metalicos essenciais para o metabolismo de fungos e bactérias.

A figura 14 apresenta que o resultado obtido no teste de susceptibilidade do
extrato glicolico das cascas do S. adstringens e do creme vaginal desenvolvido nao
demonstrou inibicdo para a Candida albicans, sendo a Nistatina a Unica que
apresentou halo de inibigao.

Figura 14: Teste de suscetibilidade do creme vaginal desenvolvida contra cepas de Candida
albicans

1. Extrato glicolico das cascas do S. adstringens a concentracdo de 10%; 2. Creme incorporado com
0 extrato glicélico; 3. Nistatina; 4. Creme Lanette
Fonte: AUTOR (2020)

As tinturas do S. adstringens em diferentes concentragdes ndo foram capazes
de inibir o crescimento da C. albicans (PEREIRA, PUCCI, COSTA, 2019). O extrato
aguoso das cascas do S. adstringens demonstrou que nédo houve o desenvolvimento
do halo de inibicdo, o resultado negativo pode ser explicado pela concentracdo de
taninos na planta com o tipo de solo, localizacdo geogréfica, época de coleta,
variacdes climéticas e acidez do solo, além disso, pelo fato da levedura apresentar



dificuldade de ser
(NOGUEIRA, 2017).

controlada, até mesmo em

36

tratamentos convencionais
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3. CONCLUSAO

Os testes de teor de umidade, determinacdo de cinzas e pH foram Uteis para
no controle de qualidade das amostras das cascas do S. adstringens. O método de
espectroscopia na regiao do infravermelho apresentou-se adequado na identificacao
e no controle de qualidade da espécie do barbatimao.

N&o foi possivel observar a formacéo de halos de inibicdo do extrato glicélico
das cascas do S. adstringens contra o fungo C. albicans, sendo este resistente
também ao creme vaginal desenvolvido a base do extrato. Por conta disso, é
necessario novos estudos, a fim de investigar outras concentracdes do extrato ou o
desenvolvimento de um creme a base da subfracdo F2.4 (composta por
proantocianidina) que ja demonstrou ser eficaz contra a Candida albicans, além disso,
torna-se importante a andalise de outras propriedades terapéuticas da espécie vegetal
voltado para as questdes relacionadas a saude da mulher.

Esse trabalho contribui para os estudos das propriedades antifungicas do
barbatiméo e destaca a importancia de estudos de plantas medicinais e fitoterapicos

gue podem auxiliar na prevencao e tratamento de algumas doencgas.
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