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RESUMO

A utiliza¢do de plantas para fins terapéuticos ¢ uma pratica antiga e até hoje altamente
difundida. Todavia, faz-se necessario determinar seguranca e eficacia destes produtos a fim de
assegurar a qualidade e evitar riscos a saide do consumidor. A tintura de Jatoba ¢ utilizada no
tratamento de infec¢do urinaria. O presente estudo objetivou determinar os pardmetros fisico-
quimicos, microbioldgicos e investigar os grupos fitoquimicos, da tintura de Jatoba (Hymenea
spp.), bem como avaliar sua atividade antimicrobiana frente a Escherichia coli, em amostras
produzidas na Oficina de Remédios Caseiros do CENEP — Nova Palmeira — PB. Para a
avaliagdo fisico-quimica foram realizados ensaios de pH, densidade e residuo seco. Os grupos
fitoquimicos foram identificados por reagdes quimicas especificas. Para analise microbiologica
utilizou-se o teste de contagem em placas em profundidade. Para a comprovacgdo da eficicia
antimicrobiana, foi utilizado o método de difusdo em é4gar. Os resultados apresentam a tintura
de jatoba como uma solugdo turva, de cor castanho avermelhada, homogénea, pH =5,04;
densidade relativa = 0,9237 mg/mL e residuo seco = 3,66 %, ambos dentro dos padrdes
estabelecidos pela legislagdo brasileira. Do ponto de vista microbioldgico, todas as amostras
estavam dentro dos limites farmacopeicos. A tintura apresentou eficacia antimicrobiana frente
a E.coli, com halos de inibi¢do em média de 11,6 mm., apresentando assim, uma boa capacidade
de inibicdo. As caracteristicas avaliadas sdo importantes na determinagdo da qualidade do
produto e para a realizagdo de estudos posteriores de estabilidade, além de evidenciar o
potencial antimicrobiano contra a E. coli, principal bactéria causadora de infec¢do urinaria,
servindo de incentivo para a realizacdo de novos estudos com abordagens quimicas e
farmacoldgicas sobre o jatoba.

Palavras-chave: Plantas Medicinais, Controle de Qualidade, Hymenaea spp.



ABSTRACT

The use of plants for therapeutic purposes is an old practice and to this day highly widespread.
However, it is necessary to determine the safety and efficacy of this products to ensure their
quality and avoid risks to the consumer’s health. Jatoba tincture is used in the treatment of
urinary tract infection. The present study aimed to determine the physicochemical and
microbiological parameters and to investigate the phytochemical groups of Jatoba tincture, as
well as to evaluate its antimicrobial activity against Escherichia coli, in samples produced by
CENEP - Nova Palmeira - PB. For the physico-chemical evaluation were performed pH, density
and dry residue tests. Phytochemical groups were identified through specific chemical
reactions, which characterize secondary metabolites. For the microbiological analysis, the pour
plate count test was used. For the tincture antimicrobial efficacy proof, the agar diffusion
method was used. The results show the jatoba tincture as a homogeneus, dark reddish brown,
blurred solution pH (5.04), density (0.9234 mg/mL), dry residue (3.66 %), both within the
brazilian legislation standards. The tincture showed antimicrobial efficacy against E. coli, with
inhibition halos averaging 11.6 mm. The evaluated charactetistics are important to determine
the product quatlity and to carry out further stability studies, besides showing the antimicrobial
potential against E. coli, the main bacterium causing urinary infection, serving as an incentive
for new studies with chemical and pharmacological approaches to jatoba.

Keywords: Medicinal Plants, Quality Control, Hymenaea spp.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas para fins terapéuticos ¢ uma pratica antiga realizada pela
civilizagdo humana no decorrer de séculos, baseada em descobertas ao acaso, onde eram
empregados produtos de origem mineral, vegetal e animal, sendo estes as principais fontes de
drogas (LAMEIRA; PINTO, 2008).

Ha tempos a busca pela fitoterapia tem crescido por parte de pacientes, cientistas e
servigos de saude, e, de acordo com dados da Organizacdo Mundial da Satide (OMS), 80% da
populacao dos paises em desenvolvimento dependem da medicina tradicional para sua ateng¢ao
primaria, sendo que desta populacao que utiliza praticas tradicionais nos seus cuidados basicos
de satide, 85% faz uso de plantas ou prepara¢des destas (ROSA; CAMARA; BERIA, 2011).

No Brasil, com o propoésito de melhorar o servigo de saude prestado a populagao, o
Sistema Unico de Satide (SUS) juntamente com a Organizagio Mundial de Saude (OMS),
reconhece o uso de plantas medicinais com fins terapéuticos, e assegura o emprego desses
fitoterapicos na atencao basica de saude (BRASIL, 2011a).

A producio, o controle e o uso das plantas medicinais, drogas e fitoterdpicos no Brasil,
e, até mesmo o direcionamento do ensino e da pesquisa nesta area da Farmécia, t€m mostrado,
recentemente, sinais de desenvolvimento no sentido de melhor atender aos interesses da
populagdo quanto ao aproveitamento correto das plantas medicinais brasileiras e seus derivados
(CARRICONDE in MATOS, 2007).

Dentre as plantas medicinais, destaca-se a Hymenaea spp. da familia Leguminoseae,
que tem como nome popular jatoba, jatobazeiro ou jatoba-verdadeiro. Uma espécie nativa,
semi-decidua, pertencente ao bioma da Mata Atlantica e ocasionalmente também ao Cerrado,
com ampla distribui¢do no Brasil, principalmente no Piaui e norte do Parand (LORENZI in
DUARTE et al., 2016). A literatura descreve o uso diversificado desta planta, relatados com
base na experiéncia popular (CIPRIANO et al., 2014), uma das indicagdes populares ¢ o uso da
tintura de jatoba no tratamento de infec¢des urindrias, que tem como principal agente etioldgico
a Escherichia coli. Em diversos estudos observou-se atividade antimicrobiana de H. courbaril
contra as bactérias Salmonella thyphimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia colli,
Streptococcus  haemolyticus, Yersinia enterocolitica, Listeria spp. ¢ Vibrio spp
(SPONCHIADO JUNIOR, 2006; PEREIRA et al., 2007; SA et al., 2011).

Tinturas sdo preparagdes por maceragdo ou percolacdo com alcool, em proporgdes
especificas entre as quantidades de planta, seca ou fresca, e alcool (MATOS, 2007). Por ser um

produto natural a tintura ¢ muito importante, uma vez que se apresenta com baixa toxicidade e



14

com valores acessiveis a sociedade (PINHEIRO et al, 2012). Para o controle de qualidade desse
produto, devem ser aplicadas metodologias quimicas e fisico-quimicas, com o objetivo de
estabelecer as condi¢des adequadas de estabilidade, bem como metodologias de controle de
qualidade microbiolégico, analisando a contaminacdo por microrganismos que podem ser
patogénicos para o usuario ou que podem propiciar a degradag¢ao do produto diminuindo, assim,
a sua eficacia e seguranca. (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010). As
especificagdes de qualidade tém por objetivo a seguranca do consumidor e a estabilidade do
produto. Evitam que o produto seja veiculo de agravos a satde do usudrio, e que sofra
deterioragdo, levando a perda de eficacia (CARDOSO, 2009).

Neste contexto, faz-se necessaria a determinagdo da qualidade destes produtos, através
de ensaios fisico-quimicos, microbioldgicos e fitoquimicos para que seja assegurada a
confiabilidade e a estabilidade dos mesmos, além de avaliar sua atividade contra a E. colli,
garantindo segurancga ¢ eficacia a tintura de Jatoba, amplamente utilizada pela populaciao de

Nova palmeira - PB.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e (Caracterizar os parametros de controle de qualidade e avaliar a atividade antimicrobiana

da tintura de jatoba (Hymenaea spp.),

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os parametros fisico-quimicos da tintura (pH, densidade relativa, residuo

seco);

e identificar grupos quimicos caracteristicos (principios ativos, classes de componentes
ou marcadores).

e avaliar a qualidade microbiologica da tintura e

e avaliar a atividade antimicrobiana da tintura frente Escherichia coli.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas Medicinais

Plantas tém sido tradicionalmente usadas por populacdes de todos os continentes no
controle de diversas doencas e pragas (FRANCA, in SIMOES et al., 2010). A utilizagdo de
plantas para fins terap€uticos ¢ uma pratica antiga realizada pela civilizacdo humana no decorrer
de séculos, empregando-se produtos de origem vegetal, sendo estes, as principais fontes de
drogas (LAMEIRA; PINTO, 2008). Para utilizarem as plantas como medicamentos, os homens
antigos utilizavam suas proprias experiéncias empiricas de acerto e erro ¢ da observagao do uso
de plantas pelos animais (OLIVEIRA, 2006).

A etnofarmacologia ¢ muito importante, pois ela direciona os pesquisadores a definirem
quais plantas tem maior potencial farmacoldgico visto que os vegetais possuem intimeros
compostos quimicos com propriedades fisico-quimicas e biologicas distintas. Em virtude destas
pesquisas a maioria dos compostos naturais puros empregados hoje na industria farmacéutica
foi isolada seguindo recomendag¢des da medicina popular (SIMOES et al., 2010).

As plantas na grande maioria das vezes s3o indicadas pelos efeitos que produzem,
mesmo que nao tenham ainda, seus componentes quimicos elucidados. As observagdes feitas
acerca do uso popular e da eficacia das plantas medicinais contribuem para a disseminagao de
suas acdes curativas. Portanto, seus consumidores continuam mantendo a pratica do uso,
legitimando as informacgdes terapéuticas acumuladas durante séculos (MACIEL et al., 2002).
Mesmo com grandes avangos cientificos na medicina alopatica sintética, a grande maioria das
populagdes dos paises em desenvolvimento, faz uso de plantas medicinais na cura e prevengao
de diversas doengas, seja pela facil obtencdo destes produtos ou pela tradicdo, ou ainda por
motivos associados a dificuldade de acesso aos grandes centros hospitalares, a exames e
medicamentos. O que se observa ¢ que ao longo do tempo tém sido registrados variados
procedimentos clinicos tradicionais utilizando plantas medicinais (VEIGA JR; MACIEL;
PINTO, 2005).

Frequentemente, estas plantas sdo comercializadas, protegidas por afirmacgdes de que
plantas ndo causam efeitos colaterais e nem sao toxicas para o organismo. Estes produtos sao
encontrados em farmicias, lojas de produtos naturais, feiras livres ou mercados populares,
contudo, nem sempre as propriedades farmacoldgicas anunciadas tem validade cientifica, por
nao terem sido pesquisadas e/ou comprovadas por testes cientificos (VEIGA JR; MACIEL;

PINTO, 2005). Todavia, vem crescendo bastante o interesse de pesquisadores em estudos sobre
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o valor terapéutico de plantas medicinais, enriquecendo o legado popular por comprovar a
eficacia destes produtos, aumentando assim, a utilizacdo de plantas por recomendacdes de
profissionais (ARNOUS; SANTOS; BEINNER, 2005).

No Brasil, com o propoésito de melhorar o servigo de saude prestado a populagao, o
Sistema Unico de Satide (SUS) juntamente com a Organizagio Mundial de Saude (OMS),
reconhece o uso de plantas medicinais com fins terapéuticos, e assegura o emprego desses
produtos na atencdo bésica a saude (BRASIL, 2011a).

O uso de plantas medicinais ¢ importante, por ser utilizado como critérios para
pesquisas, com o intuito de desenvolver novos fitoterapicos (CRUZ; ALVIM, 2013). Essas
plantas podem ser documentadas, e inseridas no setor de saude publica, especialmente na

Atengdo Primaria a Satde, no ambito do Sistema Unico de Saude (PIRES et al., 2014).

3.2 Hymenaea spp.

Dentre as plantas medicinais, destaca-se o jatobd (Hymenaea spp. L.) da familia
Leguminoseae. Uma espécie nativa, semi-decidua, pertencente ao bioma da Mata Atlantica e
ocasionalmente também ao Cerrado, mesmo com ampla distribui¢do no Brasil, principalmente
no Piaui e norte do Parand (LORENZI in DUARTE et al., 2016), a espécie ¢ considerada rara,
ocorrendo naturalmente em baixas densidades, geralmente de uma a seis plantas por hectare
(DUARTE et al., 2016). A denominagdo Hymenaea deriva do grego (Hymen), deus do
matriménio, e faz alusdo aos dois foliolos pareados das folhas (CARVALHO, 2007). E
considerado um género predominantemente neotropical com 16 espécies distribuidas desde o
Meéxico até a América do Sul (DECHOUM, 2004; MATOS, 2007). As espécies deste género
de maior importancia econdmica e medicinal sdo a Hymenaea courbaril, Hymenaea
stigonocarpa ¢ Hymenaea martiana, encontradas principalmente em vegetagdo de cerrado.
Estas arvores sdo bastante utilizadas pela populagdo, tanto na constru¢do civil, como em
ornamentacdes e principalmente para amenizar e curar varios tipos de doengas (CIPRIANO et
al., 2014).

Os jatobas sdo arvores de troncos retos e cilindricos, de stuber liso e de coloragao cinza
(figura 1a). A floracdo e a frutificacdo tem inicio entre oito e doze anos de idade da planta, e
ndo sdo necessariamente anuais. No Brasil, florescem durante os meses de dezembro a fevereiro

e os frutos amadurecem entre os meses de agosto e setembro. As folhas (figura 1b) sdo
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compostas, bifolioladas, de filotaxia alterna com estipulas e peciolo livre do lado interno

(BARROSO in CIPRIANO et al., 2014).

Figura 1 — Jatoba (Hymenea, sp)

Fonte: Arquivos da pesquisa

A literatura descreve o uso diversificado desta planta, relatados com base na experiéncia
popular (CIPRIANO et al., 2014), sdo aproveitadas medicinalmente partes como: resina, casca,
raizes, polpa dos frutos e seiva, sendo utilizadas contra afec¢des pulmonares de modo geral,
dores e colicas estomacais, como vermifugo e anti-diarreico, antifingico, antioxidante,
diurético, expectorante, hepatoprotetor, carminativo, adstringente, estimulante e energético
(LORENZI; MATOS, 2002; DECHOUM, 2004).

Diversos estudos descreveram atividade antimicrobiana do jatoba contra as bactérias
Salmonella  thiphimurium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus
haemolyticus, Yersinia enterocolitica, Listeria spp. e Vibrio spp (SPONCHIADO JUNIOR,
2006; PEREIRA et al., 2007; SA et al., 2011). Barbosa et al. (2007) observaram que a fragio
organica apresentou, in vitro, atividade antifingica para Candida clodosporiodes e Candida
spherospermum.

Conforme o caso, as plantas medicinais podem ser usadas em preparacdes diversas, para
uso interno, devendo ser ingeridas, ou para uso externo, sendo sua utilizagdo feita através de
aplicacdes sobre a pele ou em mucosas das cavidades naturais. Essas preparacdes sdo

denominadas tecnicamente de formas farmacéuticas e a forma de fazé-las, requer obediéncia a
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normas adequadas em cada caso. As formas mais comumente utilizadas nas mais variadas
situacdes, sdo as seguintes: cataplasma, decocg¢do, infusdo, maceragao, inalacdo, filtragdo, alua,

vinhos medicinais, tinturas, tisanas, xarope € pos (MATOS, 2007).

3.3 Tintura

E a preparagdo alcodlica ou hidroalcodlica resultante da extragio de drogas vegetais ou
animais por maceracio ou percola¢io ou da dilui¢do dos respectivos extratos. E classificada em
simples € composta, conforme preparada com uma ou mais matérias-primas. A menos que
indicado de maneira diferente na monografia individual, 10 mL de tintura simples
correspondem a 1 g de droga seca (MATOS, 2007; BRASIL, 2011Db).

A tintura deve ser armazenada em recipiente protegido da acdo da luz e do ar. E uma
forma simples de se conservar por longo periodo os principios ativos de muitas plantas
medicinais. Sdo utilizadas na forma de gotas dissolvidas em agua para uso interno, ou em

pomadas, unguentos e friccdes em uso externo (DANTAS, 2007; MATOS, 2007).

3.4 Controle de qualidade

As especificacdes de qualidade t€ém por objetivo a seguranca do consumidor e a
estabilidade do produto. Evitam que o produto seja veiculo de agravos a satde do usuario, e
que sofra deterioragdo, levando a perda de eficacia. (CARDOSO, 2009).

O consumo de produtos fitoterapicos continua em ascensdo como alternativa
terapéutica, contudo, a qualidade destes produtos as vezes € questionavel, por varios fatores,
que vao desde as formas de cultivo, colheita, secagem, armazenamento do material vegetal até
o processo de desenvolvimento farmac€utico para a obtencdo do produto acabado
(CARVALHO et al., 2006; NUNES et al., 2009).

De forma geral, a expansdo do uso de produtos naturais deve-se a fatores relacionados
aos efeitos adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos
“naturais”, crescente validagdo cientifica das propriedades farmacoldgicas de espécies vegetais,
desenvolvimento de novos métodos analiticos para o controle de qualidade, desenvolvimento
de novas formas de preparagdes e administracdo dos produtos e relativo baixo custo
(CANIGUERAL; DELLACASSA; BANDONI, 2003; MELO et al., 2007).

Para o controle de qualidade desse produto, devem ser aplicadas metodologias quimicas
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e fisico-quimicas, com o objetivo de estabelecer as condi¢des adequadas de estabilidade, bem
como metodologias de controle de qualidade microbioldgico, analisando a contaminagao por
microrganismos que podem ser patogénicos para o usudrio ou que podem propiciar a
degradacdo do produto diminuindo, assim, a sua eficacia e seguranca. (SOUZA-MOREIRA,
SALGADO; PIETRO, 2010).

3.4.1 Controle de qualidade microbioldgico

E estabelecido como conjunto de procedimentos que asseguram a realizagio de ensaios
necessarios e relevantes que garantem a qualidade dos produtos, antes de serem liberados para
uso pela populagdo. O controle da qualidade microbiologico ¢ importante na obtencdo de
produtos de 6tima qualidade, estabilidade e confianca (SILVA; SILVA, 2017).

Um fator primordial no controle de qualidade microbioldgico ¢ a carga microbiana, por
que se estiver elevada pode comprometer a estabilidade do produto, levando a degradacao do
principio ativo, com perda da eficicia (ANDRADE et al.,2005). Além disso, um produto
farmacéutico contaminado com microrganismos patogénicos tais como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa ou Salmonella spp ¢ muito perigoso, pois
pode agravar ainda mais o quadro de satde do paciente (BONFILIO et al., 2013).

Atualmente a Farmacopeia Brasileira 5* edicdo (2010), estabelece as seguintes
especificagdes para produtos ndo aquosos de uso oral, nos quais podemos enquadrar as tinturas:
¢ tolerada a presenca de 10° bactérias aerdbias/g ou mL, 10? fungos/g ou mL e auséncia de
Salmonella spp, Escherichia coli e Staphylococcus aureus. No entanto, a Farmacopeia
Brasileira 5* edi¢ao (2010) indica também a pesquisa de outros indicadores de maior risco para
a via de administragdo oral, como Pseudomonas aeruginosa, Bacillus cereus, Enterobacter spp,
Candida albicans, Aspergillus flavus e Aspergillus parasiticus (BUGNO et al., 2005;
ANDRADE et al., 2005; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

3.4.2 Ensaios fisico-quimicos

Sdo operagdes técnicas que procuram determinar uma ou mais caracteristica de um
produto ou servico, de acordo com um procedimento especifico (BRASIL, 2008).

A estabilidade de um produto depende de fatores intrinsecos, como as propriedades
fisico-quimicas do principio ativo e excipientes, do pH, das impurezas presentes, entre outros,
e também de fatores extrinsecos, que sdo aqueles relacionados ao meio ambiente, como

temperatura, umidade, luz e etc.. A perda da estabilidade quimica pode levar a altera¢des na
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formulagdo que vao desde a deformacao do principio ativo, até o surgimento de alta toxicidade,
trazendo riscos ao paciente (BRASIL, 2012).

A estabilidade fisica também ¢ importante, visto que ¢ necessaria para manter as
propriedades fisicas de um produto, incluindo aparéncia, palatabilidade, uniformidade,
dissolugdo e suspensabilidade. Portanto, alteragdes fisicas podem mudar a cor, odor, sabor ¢
reduzir o tempo de uso do medicamento (BRASIL, 2012).

Sao utilizados varios métodos para estabelecer as caracteristicas fisico-quimicas de um
produto, as mais usuais sao; pH; viscosidade; densidade; determinac¢ao de materiais volateis e

residuo seco e determinagdo do teor de agua/umidade (BRASIL, 2008).

3.4.3 Analise fitoquimicas

A pesquisa fitoquimica tem por objetivo conhecer os constituintes quimicos de espécies
vegetais ou avaliar sua presenca (SIMOES et al., 2010).

A andlise fitoquimica preliminar pode indicar o grupo de metabolito secundario
relevante da espécie de interesse, quando ndo se dispde de estudos fitoquimicos sobre a planta
analisada. Se a investigagdo for restrita a uma classe especifica de constituinte ou sobre uma
substincia responsavel por alguma atividade bioldgica, devera ser feito o isolamento e a
elucidacdo estrutural da mesma (SIMOES et al., 2010).

O isolamento ¢ a elucidacdo estrutural de metabolitos secundarios sdo utilizados como
marcadores quimicos na identificacdo da espécie vegetal e em estudos de estabilidade. A
pesquisa inicia-se com ensaios de prospec¢do fitoquimica para o extrato em estudo (BRAGA
et al., 2003).

O jatoba ¢ composto por Oleos essenciais, taninos, substidncias amargas, matérias
resinosas e pécticas, amido e agtcares (PINTO; SANTIAGO; LAMEIRA, 2000). As folhas ¢ a
casca possuem compostos terpénicos e fendlicos agindo como anti-microbianos, anti-fungicos,
anti-bacterianos, moluscicidas, comprovados em varios estudos, o que valida sua longa historia

de uso contra varios males ( LORENZI; MATOS, 2002).
3.5 Atividade antimicrobiana
Nas ultimas décadas tem se intensificado a resisténcia de bactérias patogénicas aos

antibioticos existentes, constituindo em um grave problema de saude publica no mundo,

surgindo a necessidade do desenvolvimento de novos antimicrobianos (KUREK et al., 2012).
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A resisténcia aos antibidticos acontece como consequéncia natural da capacidade das
bactérias de se adaptar ao uso desses medicamentos. A exposicdo excessiva aos
antimicrobianos, pelo uso indiscriminado destes, facilita a aquisicdo de mecanismos de
resisténcia (SANTOS, 2004). A crescente demanda por novos antibidticos tem levado a
pesquisas fitoquimicas e farmacoldgica de plantas guiadas por informagdes sobre o uso
tradicional-etnobotanico (FILOCHE; SOMA; SISSONS, 2005). Uma das indicagdes populares
¢ o uso da tintura de jatoba no tratamento de infec¢des urinarias.

As infec¢des do trato urinario (ITUs) situam-se entre as mais frequentes infecg¢des
bacterianas do ser humano, figurando como a segunda infec¢do mais comum na populacdo em
geral, perdendo apenas para as infecgdes respiratorias. Ela pode atingir pessoas de qualquer
sexo e idade e acomete principalmente mulheres (SOCIEDADE BRASILEIRA DE
INFECTOLOGIA E SOCIEDADE BRASILEIRA DE UROLOGIA, 2004). As ITUs
correspondem ao crescimento e a multiplicagao de bactérias dentro do trato urinario provocando
lesdes de graus variaveis. Estas infecgdes podem ser agrupadas em quatro entidades clinicas
diferentes, de acordo com a localizacdo anatdmica do agravo e sitio de proliferacaobacteriana,
mantendo, todavia, relagdes entre elas: bexiga (urina), uretrite (uretra), cistite (bexiga) e
pielonefrite (rim) (DUARTE et al., 2008; MITTAL; WING, 2005). Os microrganismos mais
habituais nestas infec¢cdes sdo bactérias aerobias Gram negativas, sendo o agente etioldogico
mais frequente a Escherichia coli (MARTINS; VITORINO; ABREU, 2010; LOPES, et al.,
2010).

A E. coli vem apresentando resisténcia adquirida aos principais medicamentos utilizados
na terapéutica empirica deste tipo de infec¢do, como as fluoroquinolonas (MENEZES et al.,
2009). O problema dramatico da resisténcia aos antibidticos faz com que possamos enfrentar
um problema de Satde Publica, uma vez que patologias anteriormente com facil solugdo em
nivel de tratamento, estdo rapidamente a tornar-se complicadas sob o ponto de vista terapéutico
(OLIVEIRA, 2010).

Atualmente, existem varios métodos para avaliar a atividade antibacteriana e antifingica
dos extratos vegetais. Os mais conhecidos incluem método de difusdo em é4gar, método de
macrodilui¢do e microdilui¢do (OSTROSKY et al., 2008). O teste de difusdo em agar, também
chamado de difusdo em placas, € um método fisico, no qual um microrganismo ¢ desafiado
contra uma substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e relaciona o tamanho

da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado com a concentragdo da

substancia ensaiada (PINTO; KANEKO; OHARA, 2010).
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4. MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi realizada nos laboratorios J10, J11 e no de microbiologia, do Curso de
Bacharelado em Farmécia da UFCG-CES, os quais dispdem de infraestrutura adequada para

tal.

4.1 Amostras
Foram analisadas trés amostras de tintura de jatobad produzidas na Oficina de Remédios
Caseiros do Centro de Educacdo Popular (CENEP) na cidade de Nova Palmeira, no estado da

Paraiba.

4.2 Caracteristicas Organolépticas
As caracteristicas organolépticas (cor e odor) forma baseadas nos métodos de controle de

qualidade para materiais oriundos de plantas medicinais (WHO, 1998).

4.3 Analise Fisico-Quimica
4.3.1 Determinagdo de grupos quimicos caracteristicos

Foram realizados testes para identificagdo quimica através de reagdes de caracterizacao
de metabdlitos secundarios caracteristicos da espécie, por meio de reagdes quimicas

(CARDOSO, 2009). De acordo com o quadro 1.

Quadro 1 — Reagdes de identificagdo de grupos fitoquimicos caracteristicas

Teste Fitoquimico Grupo de Substancia Resultados
Cloreto Férrico Compostos Fenolicos Coloragao azul
Gelatina Taninos Turvagao da cor
Dragendorff Alcaloides Precipitado Vermelho-tijolo
Shinoda Flavonoides Coloracao rosea

Fonte: adaptado de Matos (2007)

43.2 Determinacdo de pH

O pH foi determinado por meio direto, em pHmetro calibrado. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010)
4.3.3 Determina¢ao da densidade relativa

A densidade relativa foi determinada utilizando o picndmetro, um pequeno frasco de
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vidro construido cuidadosamente de forma que o volume de fluido que o preencher seja sempre
o mesmo (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). Pesou-se um picnémetro vazio (calibrado)
de 5 mL e anotou-se a massa. Transferiu-se a amostra para o picndmetro, removeu-se €xcesso
da substincia e pesou. Obteve-se o peso da amostra através da diferenca de massa do
picndmetro cheio e vazio. Calculou-se a densidade relativa (d = m/v) determinando a razao

entre a massa da amostra liquida e a massa da agua.

4.3.4 Determinagao de residuo seco

Foi transferido 2 mL ou 2 g de extrato para pesa-filtros ou placa de Petri, medindo,
aproximadamente, 50 mm em didmetro ¢ 30 mm de altura. Evaporado até secura em banho-
maria e dessecado em estufa a 100 — 105°C, por 3 horas. Deixou-se esfriar em dessecador, sobre

pentoxido de fosforo e pesou-se. Calculou-se o residuo seco em porcentagem sobre a massa ou

sobre o volume (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).

4.4 Analise Microbiologica
4.4.1 Contagem do nimero total de microrganismos

Para a avaliacdo microbiologica foi realizado o teste por método de contagem em placa
em profundidade, conforme FARMACOPEIA BRASILEIRA (2010).

Foi feito assepsia da bancada com dalcool a 70%. A partir de 10 mL da amostra
prepararam-se dilui¢cdes seriadas, utilizando 90 mL de caldo caseina soja, foram feita dilui¢des
1:10, 1:100 e 1:000. Distribuiram-se 12 placas de petri nas dimensdes 20 x 100 mm
identificadas. Aliquotas de 1mL das diluigdes obtidas foram inoculadas no centro de placas
estéreis, procedendo a analise em duplicata. Em cada placa, foram vertidos 18 mL de meio de
cultura esterilizado, fundido e resfriado a cerca de 48°C, sendo em seguida, homogeneizados

em movimentos de “8 ou S” e incubados conforme as condi¢des descritas no quadro 2.

Quadro 2. Condigdes de incubagdo das placas semeadas com a amostra em profundidade

Microrganismo Meio de cultura Temperatura Tempo
Bactérias Agar Caseina-soja (ACS) 30a35°C 3 a5 dias
Fungos Agar Sabouraud dextrose (SDA) 20 a 25°C 5 a7 dias

Fonte: Farmacopeia Brasileira V, 2010.

A contagem nas placas foi realizada apenas naquelas que apresentaram no maximo 300

coldnias de bactérias e 100 de fungos. E foi calculada usando a seguinte formula:
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N=(P1;P2)xl)

N =N °de UFC/ g oumL
P1 =n ° de coldnias na placa 1
P2 =n ° de coldnias na placa 2
D = Dilui¢ao utilizada
Quando nao houve crescimento, a contagem foi registrada como sendo menor que uma

vez a menor dilui¢do.

4.4.2 Pesquisa de patogenos

Uma vez verificada a presenca de contaminacdo microbiana, foram aplicados os testes
confirmatérios para identificagdio de coliformes e salmonella. (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010)

Transferiu-se com alga, para placa de meio seletivo, o material enriquecido em meio nao
seletivo, usando o método de estrias em superficie. Incubaram-se as placas por 24-48h a 35°C.
Utilizou-se os meios seletivos descritos no quadro 3 para os respectivos microrganismos.
Colonias tipicas desenvolvidas em cada um dos meios seletivos foram selecionadas para

realizacdo de provas bioquimicas, com o intuito da confirmacao de cada patdgeno em analise.

Quadro 3 - Pesquisa de microrganismos patogénicos.
Microrganismo Meio Seletivo Caracteristicas das colonias
Escherichia coli MacConkey Cor vermelha-tijolo

Razoavelmente grande e

Salmonella Agar Verde Brilhante produzem zona avermelhada ao
redor
) ‘ Alteragao da colora¢ao do meio
Staphylococcus aureus Agar Manitol
para a cor amarela.
Pseudomonas aeruginosa Agar Cetrimida Pigmento verde — azulado

Fonte: Adaptado da Farmacopeia Brasileira V (2010)

Para confirmagao de S. aureus realizou-se o teste de desoxirribonuclease (DNase). Nao
houve desenvolvimento de colonias tipicas de E. coli, P. aeruginosa e Salmonella spp.

dispensando as provas bioquimicas para tal.
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4.5 Eficacia antimicrobiana da tintura

Para a realizacdo dos testes de comprovacao da eficacia antimicrobiana da tintura, foi
utilizado o método de difusdo em 4gar. O ensaio foi realizado utilizando-se placas de Petri (20
mm X 100 mm) e cilindros de aco inoxidavel (8§ mm x 6 mm x 10 mm). Todos os materiais,
assim como vidraria ndo volumétrica, utilizados no ensaio microbioldgico foram esterilizados
em estufa a temperatura de 180° C, durante duas horas.

Foi utilizada Escherichia coli, microrganismo considerado um dos principais
causadores de infec¢des do trato urinario causada por bactérias, em suspencio padronizada a
25% de transmitancia a 580 nm, para a obtencdo de uma concentragdo final de
aproximadamente 102 UFC/mL, e os halos de inibi¢io foram medidos com auxilio de um

paquimetro ¢ documentados de acordo com as amostras utilizadas na placa de Petri.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O conceito de qualidade ¢ entendido como um conjunto de atributos que assegurem o
cumprimento de aspectos técnicos e legais, e adicionalmente atendam as expectativas do
cliente. Neste sentido, o controle de qualidade visa garantir o atendimento de requisitos

qualitativos e quantitativos de qualidade na producao de artigos farmacéuticos (GIL, 2010).

5.1 Caracteristicas organolépticas

As caracteristicas organolépticas sdo avaliadas em um produto, através da deteccao
pelos 6rgdos dos sentidos: aspecto, cor, odor, sabor e tato. Assim, permite avaliar, de imediato,
o estado da amostra, verificando altera¢des, como turvacao, precipitagdo, separacao de fases,
possibilitando o reconhecimento primario do produto (BRASIL, 2008).

A tintura do jatoba apresentou-se como uma solucdo turva, castanha avermelhada

escura, homogénea, com odor e sabor caracteristicos da planta (Figura 2).

Figura 2 — Aspecto visual das amostras de tintura de jatoba analisadas

Fonte: Arquivos da pesquisa

5.2 Analise Fisico-Quimica

5.2.1 Determinacao de grupos quimicos caracteristicos
Foram realizados testes fitoquimicos para a identificacdo de metabdlicos secundarios,
como flavonoides, alcaloides, compostos fenolicos e taninos. Os resultados foram considerados

positivos pela formacao de precipitados e surgimento de coloragdo e espuma, sendo classificado
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em levemente positivo, moderadamente positivo, positivo e fortemente positivo, pela a

intensificagdo destes e negativo pela a auséncia dos mesmos, como mostra o quadro 4.

Quadro 4 — Resultado dos testes fitoquimicos da tintura de jatoba

A B C
Compostos fendlicos (FeCls) Positivo Positivo Positivo
Tanino (Gelatina) Fortemente positivo Fortemente positivo ~ Fortemente positivo

Alcaloides (Dragendorff) Levemente positivo = Levemente positivo ~ Levemente positivo

Flavonoides (Shinoda) Negativo Negativo Negativo

Fonte: dados da pesquisa

Os testes fitoquimicos evidenciaram reag¢do fortemente positiva para a presenga de
taninos, levemente positivo para alcaloides e positivo para compostos fendlicos, ndo foi

detectada presenga de flavonoides, como pode ser visto na figura 3.

Figura 3 — Testes para a Identificag@o de grupos fitoquimicos

carateristicos do jatoba

1- Controle; 2- Compostos Fendlicos (FeCls): 3- Taninos
(Gelatina); 4- Alcaloides (Dragendorff); 5- Flavonoides
(Shinoda).

Fonte: Arquivos da pesquisa

As andlises fitoquimicas buscam conhecer os constituintes quimicos das plantas ou
fornecer informagdes importantes sobre a presenga de metabolitos secundarios nas mesmas,

para que assim possa chegar ao isolamento de principios ativos, que podera ser utilizado na
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producdo de novos farmacos (SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010). O estudo feito por
Barbosa et al (2013), utilizando a metodologia de prospec¢do preliminar com o extrato
hidroalcoodlico da casca do jatoba ndo obteve resultados positivos para alcaloide, o que difere
do presente estudo. No entanto Silva, Miranda, Concei¢do (2010) mostrou resultados positivos
para alcaloides, em analises feitas tanto no extrato hidroalcodlico da casca, como no extrato
obtido da folha do jatoba.

Diversos estudos apresentam reagdes positivas para taninos € compostos fenolicos nos
extratos hidroalcodlico da casca da Hymenaea spp. (SILVA; MIRANDA; CONCEICAO, 2010;
BARBOSA et al., 2013; BEZERRA et al., 2013 ¢ VECATO et al., 2016), estando de acordo
com os resultados encontrados neste estudo. Estes mesmos estudos apresentaram reacdo
positiva para a presenca de flavonoides na casca do jatoba, diferente dos resultados encontrados
nas amostras de tintura utilizadas neste estudo, que nao apresentou reagdao positiva para
flavonoides.

Um importante fator a ser considerado quando se realiza qualquer pesquisaenvolvendo
plantas medicinais, principalmente no tocante a constituintes quimicos, ¢ quanto a fatores
ambientais envolvidos no momento da coleta da planta, como sazonalidade, clima, tipo de solo,
temperatura do ar (ANSELMO; LIMA, 2014).

A produc¢do de metabdlitos secundarios pela planta ocorre em fungdo da interagao planta
versus ambiente em resposta a fatores quimicos e biologicos. Portanto, extratos da mesma
espécie, mas coletados em locais e periodos diferentes pode apresentar resultados divergentes

(COSTA, 2017).

5.2.2 Ensaios fisico-quimicos

Os ensaios fisico-quimicos sdo importantes para pesquisar alteragdes na estrutura da
formulacao que nem sempre podem ser perceptiveis visualmente. Estas analises podemindicar
problemas de estabilidades entre os ingredientes ou decorrentes do processo de fabricacao
(BRASIL, 2008).

Em produtos acabados analises fisico-quimicas sao uteis na determinacao da identidade,
pureza ou potencia do produto (GIL, 2010).

As amostras foram submetidas a analise de pH, densidade e residuo seco. O quadro 5

apresenta os resultados obtidos.
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Quadro 5 — Valores dos ensaios fisico-quimicos da tintura do jatoba

Amostras pH Densidade Residuo Seco
(mg/mL)
A 5,10 09111 3,36%
5,01 0,9259 3,68%
C 5,01 0,9342 3,95%
Média £DP 5,04 £0,05 0,9237 £ 0,01 3,66+0,2

Fonte: Dados da pesquisa

A determinagdo do pH tem como objetivo identificar se uma amostra ¢ acida, basicaou
neutra. Nao ha na Farmacopeia Brasileira ou qualquer outro compéndio oficial nacional,
especificagdes de valores de pH para preparagdes como as tinturas, mas em estudos realizados
por Borella (2011) e Ueta, Santana, Oliveira (2015), com tinturas vegetais, preparadas de forma
semelhante, foram encontrados valores de pH variando entre 5,19 a 5,76, tais valores sdo
proximos ao encontrado no presente estudo.

Do ponto de vista da qualidade o pH ¢ um parametro importante em produtos acabados,
uma vez que se relaciona a eficacia e seguranca, em atributos como estabilidade,
biodisponibilidade ¢ biocompatibilidade (GIL, 2010).

Segundo Borella (2011) a densidade de tinturas ¢ considerada padrdo no intervalo de
0,87 a 0,98 g/mL, se esses valores forem adotados, todas as amostras analisadas estdo dentro
da normalidade.

As tinturas ao ser preparadas segundo padrdes farmacopeicos, o teor de residuos seco
deve ser superior a 1% (m/m) (CARDOSO, 2009), logo, as amostram analisadas atenderam as
recomendacdes, apresentando residuo seco médio de 3,66 %.

O estudo de estabilidade ¢ um indicativo de que ndo ocorrerdo problemas na tintura no
decorrer do tempo de armazenamento e durante o uso do produto pelo consumidor. As
caracteristicas fisico-quimicas (Densidade, pH e residuo seco), sdo parametros importantes para
se determinar a qualidade da tintura, bem como para se detectar possiveis fraudes, nas

preparacdes destes produtos.

5.3 Analises Microbioldgicas
O objetivo do controle microbioldgico ¢ determinar o niimero total de microrganismos,

além da identifica¢do daqueles indesejaveis, em produtos comercializados e utilizados pela
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populacao, assegurando produtos de boa qualidade, para o consumidor (CARDOSO; BAUAB;
VARANDE, 2015).

5.3.1 Contagem do ntimero total de microrganismos mesofilicos

Os resultados obtidos na contagem microbiologica das amostras de tintura de jatoba
estdo demonstrados no quadro 6. Das trés amostras analisadas, apenas a amostra B apresentou
crescimento fungico, as amostras B e C apresentaram crescimento bacteriano. Observou-se,
assim, que todas as amostras se encontram dentro dos limites estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira V (2010) para contagem de bactérias (<10* UFC/mL) e fungos (<10> UFC/mL) em

produtos nao estéreis.

Quadro 6 - Contagem do nimero total de microrganismos viaveis das amostras de tintura de

jatoba
Amostras Bactérias UFC/mL Fungos UFC/mL
A _ _
B 1x10? 1x10?
C 1x10°

Fonte: Dados da pesquisa

5.3.2 Pesquisa de patogenos

De acordo com as especificagdes da Farmacopeia Brasileira (2010), em produtos de
origem vegetal em preparagdo para uso oral, ndo deve ocorrer a presenca de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus e Salmonella spp.

Apobs o isolamento das colonias em meios diferenciais, os microrganismos suspeitos
foram submetidos a provas bioquimicas para confirmagao.

O quadro 7 apresenta os resultados das provas bioquimicas realizadas para identificagdo
de patogenos. Apenas na amostra C foi confirmada a presenca de Staphylococcus aureus

(colonia C3), evidenciada pelo resultado positivo na prova de DNAse .
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Quadro 7 - Resultado da Pesquisa Qualitativa de Bactérias Patogénicas

B N P N P N
Ci P P N P N
GCs P N P P P

Fonte: Dados da pesquisa

O crescimento de colonias amarelas ou brancas rodeada por uma zona amarela (Figura
4 (I), em 4gar manitol salgado, indica presenca provavel de S. aureus que deve ser confirmada
por testes de identificagdo microbiana. A figura 4 (II) confirma a presenca de S. aureus pela

formagdo de halo transparente em torno de crescimento bacteriano em agar DNAse (II).

Figura 4 - Pesquisa de Staphylococcus aureus em meio agar

manitol salgado (I) e 4gar DNAse (II).

I- Agar Manitol salgado
II - Agar DNAse

Fonte: Arquivos da pesquisa

Esse microrganismo pode ser encontrado no ambiente de circulagdo do ser humano,
sendo o proprio homem seu principal reservatorio, além de estar presente em diversas partes do
corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele (OLIVEIRA et al., 2012). Podendo provar
infecgdes simples, como espinhas, furiinculos e celulites, como também infec¢des graves, como
pneumonia, meningite, endocardite, sindrome do choque téxico, septicemia e outras (SANTOS
et al., 2007).

S.aureus ¢ a bactéria mais frequente na mucosa nasal, a partir das quais contamina as

maos (ALMEIDA et al.,2016). A contaminagdo derivada dos operadores ¢ normalmente
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significante. A perda de escamas da pele ¢ da ordem de 104 por minuto, durante as atividades
normais, podendo estar presente nestas escamas o S. aureus como parte da flora normal
(PINTO; KANEKO; OHARA, 2010).

Os contaminantes microbianos podem ser oriundos da matéria-prima, dos equipamentos
e ambiente produtivos, dos operadores envolvidos e dos materiais de embalagem. A utilizagdo
de vestimentas adequadas, sapatos/ botas, luvas, como também a limpeza e desinfecgdo de areas
e equipamentos, evitam a contaminacdo por microrganismos patogénicos (PINTO; KANEKO;
OHARA, 2010).

E importante a manutengdo da qualidade dos produtos ndo estéreis, visto que o desvio
de qualidade pode acarretar em grande prejuizo ao usuario, incluindo o desenvolvimento de

patologias severas, dependendo do estado de satide do mesmo.

5.4 Eficacia antimicrobiana da tintura

De acordo com ensaios realizados, todas as amostras ensaiadas foram capazes de inibir
o crescimento microbiano de E.coli. Os resultados (Média e Desvio padrao), estdo apresentados
no Quadro 8. Observaram-se halos de inibi¢do variando de 11 a 13 mm. Segundo Silva et al.
(2007) sao considerados ativos os extratos que mostram halos de inibi¢do igual ou superior a

10 mm.

Quadro 8 - Diametro dos halos de inibi¢do (mm) da tintura do jatoba sobre linhagem de

Escherichia coli (n=5).

Didmetro dos halos (mm)

Amostras
Média Desvio Padrao
A 11,7 0,7
B 11,7 0,4
C 11,6 0,9
ETANOL 70% - -

Fonte: Dados da pesquisa

Na figura 05 observa-se a capacidade de inibi¢cao das amostras analisadas, representadas
como A, B e C. O cilindro E, contendo etanol 70 %, nao apresentou formacao de halo,
confirmando que a atividade antimicrobiana ¢ devida aos componentes do jatoba na tintura, e
nao do solvente utilizado na preparagao. O detalhe II, da figura revela a formagdo de halos

nitido e bem delimitados.



34

Figura 5 — Atividade antimicrobiana das amostras de tintura de jatoba contra

E. coli pelo método de difusdo em agar.

Fonte: Arquivos da pesquisa

De acordo com a literatura o jatoba é rico em taninos (SIMOES et al, 2010; BESSA et
al, 2013), que apresenta atividade bactericida e fungicida e segundo Simdes et al. (2010), esse
tipo de atividade pode estar associado a trés caracteristicas gerais comuns aos taninos:
complexagdo com ions metdlicos; atividades antioxidante e sequestradora de radicais livres;
habilidade de complexar com outras moléculas como proteinas e polissacarideos.

Os resultados aqui apresentados também corroboram com estudo feito por Fernandes;
Santos e Pimenta (2005), em que o extrato hidroalcoolico da entrecasca do caule da Hymenaea
courbaril apresentou halos de inibigdo de até 12 mm frente a Escherichia coli. O 6leo essencial
extraido da resina do jatoba apresentou atividade frente as bactérias: Salmonella thiphimurium;
Sthaphylococcus aureus; Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa, pelo método de difusdo
de disco em agar (PEREIRA, et al., 2007).

Resultados contrarios foram encontrados por Martins et al. (2010), em que o extrato
bruto etanolico da casca do jatoba ndo foi capaz de inibir a Escherichia coli € outros patdgenos
testados, pela técnica de difusdo em 4gar, porém, o mesmo extrato apresentou atividade
antibacteriana com Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) na concentracdo de 350pug/mL,
utilizando a técnica de microdiluicdo em caldo. Esses resultados talvez possam ser explicados
pela dificuldade de difusdo do extrato em meio de cultura. Sa et al (2011), observou atividade
do extrato frente a Salmonella spp, em concentragao de 83,33 pL.

Em outro estudo feito por Alves et al (2016), o extrato vegetal da espécie H.

stigonocarpa, foi considerado inativo frente as bactérias testadas, entre elas a E. coli.
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6. CONCLUSAO

As caracteristicas avaliadas no presente estudo sao importantes para se determinar a
qualidade do produto, para se detectar possiveis falhas ou fraudes nas preparagdes da tintura de
jatoba, bem como para a realizacdo de estudos posteriores de estabilidade. Servindo, portanto,
para acompanhamento da produgao de lotes do produto estudado, no que se refere a qualidade,
seguranca e eficacia. Os dados obtidos permitiram determinar os seguintes parametros de
qualidade:

. A tintura apresentou-se como uma solu¢ao turva, castanho avermelhado escuro,
homogéneo, com odor e sabor caracteristicos da planta;

. Os parametros fisico-quimicos da tintura foram: pH =5,04; densidade relativa =
0,9237 mg/mL e residuo seco = 3,66 % ;

. Foram identificados compostos fenoélicos, alcaloides e taninos como grupos de
constituintes quimicos caracteristicos;

. A qualidade microbioldégica das amostras estava dentro dos limites
farmacopeicos, para contagem de bactérias (inferiores a 10* UFC/mL) e fungos (inferior a 10?
UFC/mL) em produtos ndo estéreis.

*  Apresentou eficicia microbiana frente a E.coli, com halos de inibi¢do em média de
11,6 mm.

Considerando a riqueza de constituintes presentes nesta planta, os resultados obtidos
neste, € em outros estudos, ¢ de grande importancia por servir de incentivo para a realizagdo de
novos estudos com abordagens quimicas e farmacologicas sobre o jatoba, ja que extratos dessa
planta demonstraram possuir algum potencial antimicrobiano contra a E. coli, principal bactéria
causadora de infeccao urinaria.

Ap6s os estudos de controle de qualidade da tintura de jatoba produzida pelo CENEP,
também ¢ possivel concluir que este local apresenta boas condigdes de produgdo, uma vez que

a tintura apresentou baixa contagem de microrganismos totais.
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