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RESUMO

A utilizacdo milenar das plantas medicinais com a finalidade de curar as enfermidades da
humanidade, proporcionou um vasto conhecimento sobre as acdes terapéuticas e a toxicidade
de determinadas espécies. O uso destas plantas tem relevancia socioecondmica muito grande
na qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a sua alta disponibilidade, baixa
toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e principalmente aos baixos custos e/ou sem
onus comparados aos medicamentos industrializados. Contudo, estes produtos estdo
susceptiveis a contaminagdo desde a coleta até manipulacdo, sendo que uma carga microbiana
muito elevada pode afetar de forma direta a estabilidade do medicamento, diminuindo ou
perdendo eficdcia terapéutica ou ainda gerar ao consumidor um dano a saide. Portanto, o
presente estudo objetivou avaliar os aspectos legais, realizar prospec¢do fitoquimica e avaliar
a qualidade do produto a base de graviola, obtido em diferentes farmacias do municipio de
Cuité — PB. Os aspectos legais foram avaliados utilizando as resolugdes especificas da
Agéncia Nacional de Vigilincia Sanitdria - ANVISA. Na triagem fitoquimica, foram
utilizados métodos especificos para cada tipo de metabdlito secunddrio em pesquisa. A
contagem de microrganismos vidveis foi realizada pelo método de contagem em placa em
profundidade e a identificacdo de microrganismos patégenos, por semeadura das amostras em
meios de cultura seletivos, seguida de confirmacdo por meio de provas bioquimicas. Além
disso, realizou-se a técnica de microcultivo e andlise microscopica para identificacdo de
fungos filamentosos. Notou-se que o produto a base de graviola apresentou inconformidades
do ponto de vista legal junto a ANVISA, como falta de registro e vdrias inadequagdes nos
rotulos das suas embalagens. Os compostos fendlicos foram os metabdlitos secundarios que
mais prevaleceram, seguido de saponinas e alcaloides. Do ponto de vista microbioldgico as
amostras encontravam-se dentro dos limites aceitdveis pela Farmacopeia Brasileira para
fungos e bactérias. Foram identificados fungos do género Cladosporium spp., € Fonsecae
pedrosoi. Desta forma, torna-se necessario que haja uma maior e mais eficiente fiscalizacao
dos 6rgdos competentes diante deste tipo de produto, para que assim haja uma correta
divulgacdo e garantia de segurancga ao paciente.

Palavras-chave: Fitoterapia, Aspectos legais, Prospeccdo fitoquimica, Controle de qualidade.



ABSTRACT

The ancient use of medicinal plants in order to cure the infirmities of humanity, provided a
broad overview of the therapeutic action and toxicity of certain species. The use of these
plants has great socioeconomic importance in the quality of life of low-income communities,
due to its high availability, low toxicity, minimal risk of side effects and specially to lower
costs and / or no cost compared to industrialized drugs. These products are likely to
contamination from their gathering to their manipulation, and a very high microbial load can
affect directly the stability of the drug. Therefore, there will be a decrease or loss of
therapeutic effectiveness and it also can cause serious health damage. This study aims to
evaluate the legal aspects, conduct phytochemical prospection and evaluate the quality
assurance of the product based on soursop obtained in different pharmacies in the city of
Cuité - PB. The legal aspects were evaluated using specific resolutions of ANVISA. In the
phytochemical screening, specific methods for each type of secondary metabolite studied
were used. The counting of viable microorganisms was determined by the standard plate
count method and the identification of pathogenic microorganisms by sowing the samples on
selective culture ambiance followed by a confirmation done by biochemical tests. It was also
performed a micro-culture technique and a microscopic analysis to identification of
filamentous fungi. It was noticed that the product based on soursop showed unconformities
from the legal point of view by ANVISA, such as a lack of registration and several
inadequacies in the labels of its packing. The phenolic compounds were the secondary
metabolites that were predominant, followed by saponins and alkaloids. From the
microbiological point of view, the samples were within the acceptable limits of the Brazilian
Pharmacopoeia of fungi and bacteria. Fungi of the genus Cladosporium spp., and the species
Fonsecae pedrosoi were identified. To sum up, it is necessary to have a larger and more
efficient supervision of the competent organizations on this type of product, so that there is a
correct divulgation and safe warrenty to the patient.

Key words: Phytotherapy, legal aspects, phytochemical prospection, quality assurance.
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1. INTRODUCAO

Considera-se que a utilizagdo milenar das plantas medicinais com a finalidade de curar as
enfermidades da humanidade, proporcionou um vasto conhecimento sobre as acdes
terapéuticas e a toxicidade de determinadas espécies. Apesar do uso popular das plantas,
apenas um numero relativamente pequeno da biodiversidade das espécies presentes no planeta
possuem estudos que comprovam sua aplicacdo terapéutica, eficicia e seguranca (VEIGA,
2005).

O uso de plantas medicinais tem relevancia socioecondmica muito grande na
qualidade de vida das comunidades de baixa renda, devido a sua alta disponibilidade, baixa
toxicidade, risco minimo de efeitos colaterais e principalmente aos baixos custos e/ou sem
onus comparados aos medicamentos industrializados (RODRIGUES; CARVALHO, 2001).
Entretanto, pouco se sabe sobre os constituintes de plantas e o risco que pode acarretar a
saude, devido ao uso indiscriminado sem o respaldo cientifico que pode levar a intoxicacao,
ou pelo uso da espécie errada (SIMOES et al., 1995).

Quando se procura obter substancias ativas de plantas, um dos principais aspectos a
serem observados consiste nas informagdes da medicina popular. E a partir deste
conhecimento que se di a pesquisa fitoquimica, a qual tem por objetivos conhecer os
constituintes quimicos das espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando nao
se dispde de estudos quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica pode
identificar os grupos de metabélitos secunddrios relevantes (SIMOES, 2010).

O produto a base de graviola € um xarope, considerado fitoterapico composto por uma
associacdo de diferentes espécies com propolis, porém, tem como espécie predominante
Annona muricata Linn. E uma forma farmacéutica liquida, administrada por via oral que
apresenta vantagens em relacdo as formas farmacéuticas solidas, devido facilidade de
administracdo, principalmente para criancas e idosos, além da absorcdo ser mais rdpida
(COMPOSTO, 2016).

As substancias naturais, de origem vegetal, tornam o produto mais atrativo ao
consumidor, além de aumentar a vida util pela capacidade bacteriostdtica e bactericida,
retardando o comego da deterioracdo e o crescimento de microrganismos indesejaveis
(PEREIRA et al., 2006).

A necessidade do controle da qualidade é importante, devido, principalmente, a
seguranca, eficicia e aceitabilidade desses produtos. A falha nas medidas preventivas e de
controle do processo de fabricacdo pode levar ao comprometimento do desempenho do

produto devido a quebra da estabilidade da formulagdo, a alteracdo das caracteristicas fisicas
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(cor, viscosidade) e quimicas (inativagdo do principio ativo) do produto (NASCIMENTO et
al., 2005), o que pode gerar graves consequéncias para o consumidor.

Tendo em vista o alto consumo destes medicamentos fitoterdpicos, o presente trabalho
se compromete em fazer uma avaliacdo das caracteristicas legais, microbiolégicas e quimicas
do produto a base de graviola, levando sempre em consideragcdo o produto final e 0 qudo a sua

integralidade é importante para o consumidor.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Analisar os aspectos legais de registro e avaliar a qualidade de um produto a base de

graviola e associacdes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a compatibilidade entre a apresentacdo e a regulamentacgdo de registro;
e Analisar a qualidade microbiol6gica do produto;
e Realizar controle de qualidade fisico - quimico;

e Realizar prospeccao fitoquimica;
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 PRODUTOS NATURAIS

O uso de plantas medicinais no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo
quanto a espécie humana. Desde o inicio da civilizagdo, o homem faz uso das plantas, pela
necessidade de sobrevivéncia, levando-o a descoberta de possiveis aplicacdes terap€uticas de
determinadas espécies (RIBEIRO, 1996). Recentemente tem-se notado uma grande evolucdo
cientifica envolvendo os estudos quimicos e farmacoldgicos de plantas medicinais que visam
obter novos compostos com propriedades terapéuticas (LIU et al., 2016; MUKUNGU et al.,
2016; NGUNT et al., 2016).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS) 80% da populagdo dos paises em
desenvolvimento utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados bdsicos de satde e 85%
usam plantas medicinais ou preparagdes destas. A partir disto, a OMS tem demonstrado a sua
posicdo a respeito da necessidade de valorizar a utilizagdo de plantas medicinais no dmbito
sanitdrio e na aten¢do bdsica a saide (ROSA et al., 2011).

Dados da literatura revelam que é muito mais provavel encontrar atividade biol6gica
em plantas orientadas pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao
acaso (MONTELLANO, 1975; UNANDER et al., 1995). Os produtos naturais continuam
sendo umas das maiores fontes para a descoberta de novos medicamentos com atividade
antimicrobiana, antifingica e até anticancer (ALTMANN, 2001).

Diante dos fatos observados, a participacdo das plantas medicinais é, sem dudvida,
fundamental, visando o desenvolvimento de medicamentos fitoterdpicos e a identificacdo de
novas moléculas ou protdtipos basicos para geracdo de novos medicamentos sintéticos. E
importante informar que muitos constituintes de plantas e/ou seus derivados semi-sintéticos
constituem uma parcela aprecidvel dos medicamentos recém - introduzidos no mercado
(WILSON et al., 2006).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes por ano e
vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos. Em 2000, o setor faturou
US$ 6,6 bilhdes nos EUA e US$ 8,5 bilhoes na Europa, sendo a Alemanha, de longe, o maior
mercado mundial de fitoterdpicos (PINTO, 2002).

De acordo com Nakazawa (1999), para formulacdo dos fitoterdpicos devem ser
levados em conta alguns pontos, visando sempre uma selecio correta da planta, como: cultivo
adequado, a avaliacdo dos teores dos principios ativos, para que assim a manipulacdo e a

aplicacdo na clinica médica ocorram. Desta forma, as plantas medicinais passam a ser
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consideradas ndo como apenas simples matéria — prima, mas aos poucos recebem o devido

valor e incentivo para que novas pesquisas se realizem.

3.2 ASPECTOS LEGAIS

Desde antiguidade o homem tem empregado uma variedade de produtos, inicialmente
naturais e posteriormente também sintéticos, buscando o alivio das dores e outros sintomas,
para curar ou prevenir enfermidades. Apesar disso, foi s a partir de meados do século XX
que comecgou de fato a se instituir um controle do Estado sobre qualidade, seguranca e
eficdcia de medicamentos (SIMOES et al., 2010).

O Brasil possui normas especificas para registro dos medicamentos fitoterdpicos desde
1967 (BRASIL, 1967). Este papel cabe, desde 1999, a ANVISA, o 6rgdo regulatério que
sucedeu a Secretaria Nacional de Vigilancia Sanitdria do Ministério da Satdde. Tem entre
diversos papéis, o controle de medicamentos, autorizando o funcionamento de empresas e
concedendo os certificados de Boas Préticas de Fabricacdo e Controle (BPFC) necessario a
concessdo dos registros sanitdrios de insumos, medicamentos bioldgicos, sintéticos e
fitoterdpicos (BRASIL, 1999).

De acordo com legislacdo vigente, a RDC 26/14, fitoterdpico consiste em: produto
obtido de matéria-prima ativa vegetal, exceto substancias isoladas, com finalidade profildtica,
curativa ou paliativa, incluindo medicamento fitoterdpico e produto tradicional fitoterdpico,
podendo ser simples, quando o ativo € proveniente de uma dnica espécie vegetal medicinal,
ou composto, quando o ativo é proveniente de mais de uma espécie vegetal. E caracterizado
pelo conhecimento da eficdcia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e
constancia de sua qualidade, cuja eficicia e seguranca sdo validadas por meio de
levantamentos etnofarmacolégicos, de utilizagcdo, documentagdes tecnicocientificas ou
evidéncias clinicas. Nao se consideram fitoterdpicos aquele que, na sua composi¢do, inclua
substancias ativas isoladas, de qualquer origem, nem as associacdes destas com extratos
vegetais ou substancias de origem animal (BRASIL, 2014).

A RDC em vigéncia, RDC n° 26/14, estabelece duas classes de fitoterdpicos, o
medicamento fitoterdpico (MF) e o produto tradicional fitoterdpico (PTF). E considerado
medicamento fitoterdpico os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas
vegetais cuja seguranca e eficicia seja baseada em evidéncias clinicas e que sejam
caracterizados pela constancia de sua qualidade. J4 os produtos tradicionais fitoterdpicos sao
os obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja seguranca e

efetividade sejam baseadas em dados de uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-
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cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a vigilancia de um médico para
fins de diagndstico, de prescri¢ao ou de monitorizagdo (BRASIL, 2014).

Os medicamentos fitoterdpicos s@o passiveis de registro e os produtos tradicionais
fitoterdpicos sdo passiveis de registro ou notificacdo, ndo sendo exigido aos PTF presenca de
bula, mas sendo necessdrio a presenca de um folheto informativo, contendo informagdes de
composi¢ao e uso do produto para instruir o consumidor (BRASIL, 2014).

Atualmente, os fitoterdpicos equiparam-se aos medicamentos sintéticos nos requisitos
para o registro, sendo exigidas avaliacdes que vao desde a matéria-prima vegetal até o produto
final, o medicamento, passando pelos derivados. Os controles nas diversas etapas de producao
abrangem: a matéria-prima que pode ser a droga vegetal ou o derivado vegetal e o produto
final, o medicamento fitoterapico. No produto final, o controle varia de acordo com a forma
farmacéutica, mas sempre avalia a integridade e estabilidade do produto (inclusive pela
dosagem de marcadores), além do controle dos niveis de contaminacdo microbiana (BRASIL,
2010).

Para os medicamentos fitoterdpicos que tiverem comprovadas seguranca e eficacia por
tradicionalidade de uso, atualmente conhecidos por Produtos Tradicionais Fitoterdpicos, deve
ser inserida a seguinte frase na bula, embalagem e material publicitirio: "Medicamento
registrado com base no uso tradicional, ndo sendo recomendado seu uso por periodo
prolongado" (BRASIL, 2010).

A qualidade dos medicamentos estd vinculada a diversos quesitos que englobam nao
somente sua eficdcia e seguranca, mas, também, todos os aspectos envolvidos desde sua
pesquisa até a sua utilizacdo pelo usudrio final. O rétulo presente na embalagem primaria ou
secundéria de um medicamento € o primeiro elemento informativo a ser visualizado pelo
usudrio no momento da dispensacdo ou da compra, tendo, portanto, influéncia na escolha do
produto (PETROVICK et al., 2003). A rotulagem permite a identificacio do medicamento
desde o término da fabricacdo até sua dispensagdo e uso.

Segundo a RDC 71/2009 o rétulo de medicamentos, dentre eles os fitoterdpicos,
devem obrigatoriamente conter as seguintes informagdes: nome comercial, nomenclatura
botanica, género, espécie, conteido, logomarca da empresa, nome do fabricante, endereco
completo do fabricante, CNPJ, sigla e niimero de registro no Ministério da Saide ou MAPA,
SAC, Responsdvel Técnico e nimero do CRF, niimero de lote, data de fabricacdo, data de
validade, composicao qualitativa e quantitativa, tinta reativa, selo lacre, cédigo de barras e as
expressdes “MEDICAMENTO FITOTERAPICO”, “USO ADULTO E/OU PEDIATRICO”,
“INDUSTRIA BRASILEIRA”, “Informagdes técnicas ao paciente: Vide bula”, “Conservar o

produto em temperatura ambiente e protegido da luz e umidade”, “Todo medicamento deve
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ser mantido fora do alcance de criangas”, “Siga corretamente o modo de usar. Nao
desaparecendo os sintomas, procure orientagdo médica”. Além de todas essas informacdes,
deve conter: a concentracao de cada principio ativo, que deve ser expressa pela concentracdo
de cada derivado vegetal e a composi¢cdo do medicamento deve indicar a relacdo real, em peso
ou volume, do derivado vegetal utilizado a correspondéncia em marcadores e a descricdo do
derivado (BRASIL, 2009).

De acordo com a RDC 26/2014, que dispde também sobre a rotulagem dos PTF, além
do que ¢ exigido para os medicamentos fitoterdpicos, os PTF devem ainda conter informacgdes
como, por exemplo, as frases: “Produto registrado com base no uso tradicional, ndo sendo
recomendado seu uso por periodo prolongado”; "Se os sintomas persistirem, procure
orientagdo de um profissional de saide"; PRODUTO TRADICIONAL FITOTERAPICO:;
"Informagdes ao paciente, posologia, modo de usar e efeitos indesejdveis: vide folheto
informativo" e quando se tratar de produto tradicional fitoterdpico notificado, deve ser
inserida a frase: "PRODUTO NOTIFICADO NA ANVISA nos termos da RDC n°
XX/XXXX" (BRASIL, 2014).

A comercializacdo de um medicamento estd vinculada a um registro sanitario valido.
Antes de consumir um medicamento, € importante que o usudrio busque informag¢des sobre o
produto, tais como a situacdo do registro sanitdrio. Isso possibilita a populacdo a garantia de

produtos com seguranca, eficdcia e qualidade.

3.3 PROSPECCAO FITOQUIMICA

O uso das plantas para fins medicinais tem despertado um grande interesse pelo
conhecimento da composicdo quimica das plantas. Destas espécies sdo extraidas vdrias
substancias, e boa parte delas responsaveis pela aplicabilidade na alimentagdo e na saude. Isto
tem sido estimulo ao desenvolvimento do estudo de muitas plantas, dentro do ambito da
quimica orgénica, objetivando o estudo das estruturas e da quimica destes compostos que é
extremamente ampla e diversificada (SANTOS, 2002).

Entre os anos de 1981 a 2006, a Food and Drug Administration dos EUA (FDA)
aprovou 1.184 novas drogas entre as quais 609 (51,4%) foram de produtos naturais
relacionados: 55 delas eram produtos naturais, 270 derivados de produto natural por
modificagdo quimica (semi-sintético), 52 feitos por sintese total em que o farmacéforo veio de
um produto natural, e 232 sintetizados e imitando um produto natural (NEWMAN; CRAGG,
2007). De acordo com LAHLOU (2004), a pesquisa da atividade bioldgica dos extratos
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vegetais pode aumentar o conhecimento a respeito de espécies e géneros botanicos, e
contribuir para a sua inser¢ao na terapéutica.

A pesquisa fitoquimica tem por objetivos conhecer os constituintes quimicos das
espécies vegetais ou avaliar sua presenca nos mesmos. Quando ndo se dispde de estudos
quimicos sobre a espécie de interesse, a andlise fitoquimica pode identificar os grupos de
metabélitos secunddrios relevantes (SIMOES et al., 2010).

Os metabdlitos secunddrios das plantas apresentam extensas atividades bioldgicas,
estes sdo utilizados hd séculos na medicina popular e nos dias atuais, como medicamentos,
cosméticos, matéria-prima para a quimica fina, ou mais recentemente como nutrace€uticos
(YUNES; CHECHINEL, 2001; AMARAL et al, 2006; FUNKE; MELZIG, 2006;
BIAVATTI et al., 2007; SAUDE-GUIMARAES;FARIA, 2007).

O produto avaliado é uma associacdo entre algumas plantas medicinais com um
produto de origem animal. Desta forma, o produto em estudo declara a seguinte composi¢ao:
Annona muricata (graviola), Tabebuia impetiginosa (ip€ roxo), Gossypium spp. (algodao),
Endopleura uchi (uxi amarelo), Lamium dlbum (urtiga branca), Plantago major (tanshagem),
Jjuntamente com propolis.

Annona muricata L. (Annonaceae), comumente conhecido como graviola, §é
encontrada desde América Central até América do Sul, incluindo as regides norte, nordeste e
sudeste do Brasil (DI STASI et al., 2002; SOUSA et al., 2004). Tradicionalmente, as folhas
sdo usadas no tratamento de dores de cabeca, insOnia, cistite, problemas de figado, diabetes,
hipertensido e como um anti-inflamatério, antiespasmodico e antidesentérico (DI STASI et al.,
2002; SOUSA et al., 2004). Suas folhas, preparadas por decoccdo, tém efeito parasiticida,
efeitos antireumadticos e antineuralgico quando utilizado internamente, enquanto as folhas
cozidas, aplicadas topicamente, combatem o reumatismo e abcessos (DI STASI et al;
LORENZI et al., 2008). Entre os componentes quimicos encontrados em A. muricata, os
alcaldides (reticulina, coreximine, coclarine e anomurine) (LEBOEUF et al., 1981;
LEBOEUF et al., 1982) e oleos essenciais (p-cariofileno, 6-cadinene, epi-a-cadinol e o-
cadinol) (PELISSLER et al., 1994; KOSSOUOH et al., 2007) se destacam. No entanto, as
espécies da familia Annonaceae, incluindo A. muricata, t€m também sido alvo de
investigacao devido a substancias anexas na classe acetogeninas (RUPPRECHT et al., 1990)
que foram isoladas a partir de diferentes partes da planta (CAVE et al., 1997), por exemplo,
annomuricina A e B, gigantetrocina A. Além destes compostos alguns foram relatados,
isolados e caracterizados a partir de vdrias partes da planta e incluem: taninos, cumarinas,

flavonoéides, saponinas; dcido p-cumadrico, vitaminas B e C; compostos graxos (anonacina), e
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assim por diante (WATT e BREYER-BRANDWIIK, 1962, apud FLORENCE et al., 2014;
TDRG, 2002).

Tabebuia spp. (Bignoniaceae) é uma planta nativa das florestas tropicais, presente em
toda a América Central e do Sul (FILHO et al., 2006). Extratos da casca dessa planta sdao
conhecidos como "Taheebo", "lapacho", "pau d'arco” ou "ipé€". Seus componentes mais
importantes incluem quinonas, acido bezodico, dialdeidos ciclopentenos e flavonoides.
(SHARMA et al., 1988; KOYAMA et al., 2000). Estes extratos sdo popularmente usados no
tratamento de ulceras, sifilis, problemas gastrointestinal, candidiase, cancer, diabetes,
prostatite, constipacdo e alergias (PARK et al., 2006). Mais recentemente, Melo et al., (2011)
reestudaram varias dessas plantas medicinais utilizadas na pesquisa etnobotanica no Brasil
que apresentou alguns efeitos antitumorais. Entre os 84 estudos revistos, 7. impetiginosa foi a
segunda mais citada na literatura etnofarmacolédgica, no tratamento ou prevencdo de cincer e
tumores.

O género Gossypium sp, (Malvaceae) possui inimeras variedades cultivadas em todo o
mundo tropical e subtropical. Conhecido tradicionalmente como algodoeiro, € cultivado
principalmente para obtencdo de matéria prima com fins industriais. Na medicina popular sdo
utilizadas suas folhas, casca da raiz e as sementes. Suas folhas, na forma de cha, sdo usadas
para o tratamento de disenteria e hemorragia uterina, e na forma tépica sdo utilizadas como
cicatrizantes. O cha da raiz é usado para falta de memoria, amenorreia, distirbios da
menopausa € impoténcia sexual. Suas flores e frutos, ainda verdes, tem atividade contra
micoses, como por exemplo, frieiras e panos brancos. O 6leo extraido das sementes é
utilizado como purgativo, vermifugo e como emoliente. Sua andlise fitoquimica registra a
presenca de Oleos essenciais, resinas, esterdis, triterpenoides, dcidos graxos e aminoécidos,
sendo o seu principal composto quimico o gossipol e seus derivados, o qual encontram-se nas
sementes e serve de protecdo para planta contra alguns microrganismos, como os fungos dos
géneros Penicillium e Cladosporium (LORENZI; MATOS, 2002).

Endopleura uchi (Humiriaceae) é uma darvore nativa da AmazoOnia brasileira e é
amplamente propagada pela bacia do Amazonas (POLITI et al., 2012). Popularmente
conhecido como 'uxi-amarelo', 'Cumate’, 'axu'a’, 'pururu’, 'uxi-liso', 'uxi-ordindrio' ou "uchi-
Pucu '. Existem poucos estudos de E. uchi e estdo concentrados nas frutas que sao apreciados
na regiio (MAGALHARES et al., 2007; SILVA et al., 2009). A polpa do fruto tem um alto teor
de gordura, predominantemente &4cido oleico (MARX et al., 2002) e carotenoides,
principalmente p-trans-caroteno (MAGALHAES et al., 2007). No entanto, a casca é
largamente comercializada em feiras, mercados e até mesmo farmdcias, sendo prescritos sob a

forma de chd, para a artrite, colesterol, diabetes, diarreia tratamentos, anti-inflamatodrio,
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também contra tumores e infec¢des uterinas (CORREA, 1984; SILVA et al.,, 2009;
NUNOMURA et al., 2009; POLITT et al., 2012). A triagem fitoquimica das cascas revelou a
predominancia de taninos, cumarinas e saponinas como as principais classes de metabdlitos
secundérios (POLITI, 2009). Anteriormente, LUNA (2000) isolou dois triterpenoides
pentaciclicos da série oleanano e duas cumarinas a partir do extrato etandlico bruto da casca.

O género Lamium (Lamiaceae) inclui quase 40 espécies distribuidas em toda a Europa,
Asia e Africa, algumas das quais sdo bem conhecidas, por exemplo o Lamium album,
conhecido como urtiga branca (YALCIN; KAYA, 2006). Esta t€ém sido usada amplamente na
medicina popular como hemostdtica, anti-inflamatéria, anti-espasmddica ou agente
imunoprotetor e ainda no tratamento de traumas (ALIPIEVA et al., 2006; PETUKHOVA et
al., 2008). Particulamente, L. album € considerada como a espécie mais popular que contém
uma variedade de compostos, sendo eles: fendis, iriddides, triterpenos, saponinas, acidos
graxos, fitoecdisteroides, Oleos essenciais, taninos e aminas (CHUDNICKA; MATYSIK,
2005; PADUCH et al., 2006; ALIPIEVA et al., 2007). Segundo CHIPEVA et al., (2013), os
extratos testados de Lamium album apresentam atividade antimicrobiana, que variaram
dependendo dos microrganismos, solvente, método de extracdo e partes das plantas utilizadas
em ambos in vivo e in vitro. Sendo as bactérias gram-positivas mais sensiveis que as gram-
negativas.

Plantago major pertence a familia Plantaginaceae, originou-se na Eurdsia e estd agora
naturalizada em quase todo o mundo (JONSSON, 1983). Caracterizou-se por apresentar
numerosos constituintes em suas folhas, sementes e raizes, que aparentemente tém
propriedades medicinais e podem ser utilizados como marcadores taxondmicos
(SAMUELSEN, 2000). A espécie tem sido utilizada para diferentes finalidades na medicina
popular em todo o mundo. As atividades bioldgicas de folhas e sementes de P. major sdo:
cicatrizacao de feridas, anti-inflamatdrias, analgésica, antioxidante, fracamente antibidtica,
imunomoduladora, antiulcerogénica, anti-hipertensivas (SAMUELSEN, 2000; NYUNT et al.,
2007), anti-leucémica, anticarcinogénica, anticandida (HOLETZ et al., 2002), e reducao dos
efeitos imunodeprimidos de farmacos anticincer (SHEPELEVA; NEZHINSKAYA, 2008). A
atividade antiviral de P. major € essencialmente derivada de seus compostos fendlicos
(CHIANG et al., 2002). Quimicamente ele € composto por: flavonoides (KAWASHTY et al.,
1994), glicosideos feniletandides cafeoil (RONSTED et al., 2000), iridoide glicosideos
(ANDRZEJEWSKA-GOLEC; SWIATEK,1984), compostos fendlicos (CHIANG et al.,
2002).

Os polifendis sdo considerados os responsaveis pela cicatrizagdo de feridas e possuem

atividade antimicrobiana e anti-inflamatéria (BRANTNER et al., 1994).
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A prépolis € uma das poucas substincias naturais que se mantém popular ao longo dos
anos (CASTALDO; CAPASSO, 2002) e encontra adesdao em algumas redes publicas de saide
(OGAVA et al., 2003). Possuem em sua composi¢do bdsica cerca de 50% de resinas vegetais,
30% de cera de abelha, 10% de 6leos essenciais, 5% de pdlen e 5% de detritos de madeira e
terra  (MONTI et al, 1983; CIRASINO et al., 1987). Os componentes quimicos
farmacologicamente ativos s@o os flavonoides, os dcidos fendlicos e seus ésteres (KHAYYAL
et al., 1993; BORRELLI et al., 2002) que possuem efeitos sobre bactérias (KOO et al., 2000),
virus (VYNOGRAD et al.,, 2000), fungos (TOSI et al., 1996), acdes anti-inflamatdrias
(ROSSI et al., 2002) e imunomoduladoras (DIMOV et al., 1992) além de exercer possiveis
efeitos sobre a redugdo da pressdo arterial (RICCHUTO, 1994) e dos niveis de colesterol
(CLAUS et al., 2000).

As andlises fitoquimicas fornecem informacdes relevantes a cerca da presenca de
metabolitos secunddrios nas plantas, desta forma é possivel identificar a classe majoritaria e
entdo ter informagdes sobre seus possiveis efeitos terapéuticos, levando assim a producao de

Novos compostos ativos.

3.4 CONTROLE DE QUALIDADE

O controle de qualidade é imprescindivel para assegurar a confiabilidade dos
medicamentos disponibilizados a populagdo. Na industria farmacéutica, o controle de
qualidade realizado é de fundamental importancia para garantir a qualidade do produto final,
e, consequentemente, do medicamento comercializado ao paciente (OLIVEIRA, 2009). Para
garantir que os medicamentos disponiveis no mercado farmacéutico sejam seguros e eficazes,
€ necessdrio que estes sigam todas as normas técnicas para a produgcdo e o controle de
qualidade (OLIVEIRA et al., 2006).

De acordo com Segundo (2008), o medicamento representa perspectiva de
resolutividade de grande parte dos graves problemas da saude, assim a preservacdo da sua
qualidade devera ser garantida desde a fabricacdo até a dispensagdo ao paciente. Com isso as
condic¢des de estocagem, distribuicao e transporte devem ser adequadas, para assim manter a
qualidade dos medicamentos dentro de padrdes ideais. A manutencdo de sua estabilidade
durante sua distribuicio e armazenamento € fundamental, pois além de garantir sua
efetividade, reduz perdas e minimiza gastos.

O aumento no ndmero de medicamentos disponiveis a popula¢do nao € proporcional a
qualidade dos mesmos. (BACCHI, 1996). Os parametros de controle de qualidade variam

entre as diferentes espécies e podem ser encontrados nas monografias contidas nas
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farmacopeias. O que dificulta o trabalho € a auséncia de padrdes para muitas plantas e de
monografias farmacopeicas. O controle de qualidade de um produto envolve varias etapas que
vao desde a obteng¢do da matéria-prima, passando por todo o processo de produgao,
culminando com a andlise do produto final. A qualidade da matéria-prima nio garante a

eficacia do produto, mas € fator determinante da mesma (FARIAS, 2001).

3.4.1 Andlise fisico-quimica

A exposicdo do consumidor ao risco verdadeiro do emprego de material vegetal
impréprio para o consumo demonstra a necessidade de atuacdo efetiva das autoridades
competentes visando fiscalizacdo, vigilancia e controle de qualidade das espécies vegetais
comercializadas e utilizadas para fins terapéuticos. Qualquer alteracdo nas caracteristicas
originais dos medicamentos que extrapolem os limites aceitdveis e pré-estabelecidos coloca
em risco a seguranga e a eficacia dos produtos.

As industrias produtoras de medicamentos e insumos fitoterdpicos precisam seguir
critérios especificos. Tais critérios da norma advém da necessidade de cuidados especiais
devido a natureza complexa dos fitoterdpicos, uma vez que uma planta produz uma
diversificada classes de compostos quimicos que necessitam ser extraidos (SIMOES, 2010) e,
ainda levando em consideragdo, que na formulacdo de um fitoterdpico deve-se analisar, por
exemplo, além da solubilidade e estabilidade dos principios ativos, outras caracteristicas dos
componentes secunddrios do extrato, como a higroscopicidade nas formas farmacéuticas
sOlidas, ou a baixa solubilidade nas formulac¢des liquidas (SHARAPIN,2000.)

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser afetada por intimeros fatores
ambientais, como temperatura, luz e umidade, além de outros fatores relacionados ao proprio
produto como as propriedades fisicas e quimicas do farmaco e dos excipientes, do material de
acondicionamento e do material de embalagem, por exemplo. Essas possiveis alteracdes
podem ser detectadas através de alteragdes na cor, nas propriedades organolépticas, no teor e
na formacao de precipitado, dentre outros aspectos (BRASIL, 2012).

A perda de estabilidade fisica se expressa pela integridade da formulacdo
farmacéutica, lesando as caracteristicas biofarmacéuticas, levando a um inevitavel
comprometimento de eventos, como a liberacdo e a absor¢do do principio ativo (LUIZA et al.,
1999).

Quando ocorre a degradacdo dos componentes pode haver uma perda da estabilidade
quimica, o que significa sempre a formagcdo de produtos de decomposi¢do diferentes dos

originais. Isto ocorrendo pode levar a alguns efeitos, por exemplo, perda do efeito
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farmacolégico, dado que a concentracdo do principio ativo se distanciard da faixa terapéutica,
outro problema é que, algumas vezes, o produto de decomposicdo tem uma toxicidade

prépria, vindo a comprometer o efeito benéfico desejado (LUIZA et al., 1999).

3.4.2 Andlise microbioldgica

Os vegetais podem conter grande numero de fungos e bactérias, geralmente
provenientes do solo, pertencentes a microflora natural de certas plantas ou mesmo
introduzidas durante a manipulacdo (FARIAS, 2001; GUERRA et al., 2002). Levando em
considera¢do as condi¢des de manejo, secagem e armazenamento, microrganismos vidveis
podem desenvolver-se, multiplicar-se e intensificar a contaminac¢ao do meio.

O crescimento microbiano ocorre naqueles produtos considerados ndo estéreis e que
apresentam um alto teor de dgua, fazendo necessério a presenca de um sistema conservante na
formulacao, este € entdo responsavel por manter sua eficicia conforme as especificacdes. Este
produto € declarado estdvel do ponto de vista microbioldgico se conseguir manter a
esterilidade ou a resisténcia ao crescimento (BRASIL, 2012).

A estabilidade microbiol6gica do produto farmacéutico mede a resisténcia do produto
frente ao crescimento microbiano, bactérias ou fungos, podendo estes serem origindrios de
insumos ou a partir do ambiente durante os processos de obtencdo, estocagem € uso
(BRASIL, 2012).

A perda da estabilidade microbioldgica pode significar tanto a diminui¢do da atividade
biolégica de um produto, quanto a contaminagdo por microrganismos além nos niveis
admitidos para uma determinada forma farmacéutica (LUIZA et al., 1999).

A validade de um produto relaciona-se a manutencdo de suas propriedades de tal
forma que sua estabilidade fisica, quimica e microbiolégica seja mantida. Por fim, admite-se
que as estabilidades fisica, quimica e microbiolégica de um dado medicamento configurem

condi¢Oes minimas para sua adequada acdo farmacoldgica e o minimo de acdo toxica (LUIZA

et al., 1999).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL
4.1.1 Amostras

Foram obtidas trés amostras do produto a base de graviola + Associacdo
(medicamento fitoterdpico), provenientes de diferentes Farmdcias Comerciais do municipio

de Cuité — Paraiba (Figura 1).

Figura 1: Embalagem e informacdes do produto.

Fonte: Floral Brasil Produtos Naturais.

4.1.2 Equipamentos e acessorios

e Balanga Semi analitica, Bel Engineering, Mark®;
e Estufa de Secagem e Esterilizacao, Biopar®;

e Peagametro, Phtek®;

e Estufa Bacterioldgica, Qualxtron®;

e Autoclave Vertical, Phoenix®;

e Manta Aquecedora;

e Chapa Aquecedora;

e Pipetas Automaticas, Digipet®;



e Bico de Bunsen;

e Banho-Maria Termostatico, Hydrasan®;

e Microscépio Optico, Coleman®;

e Vidrarias (Placas de Petri, Erlenmeyers, Béqueres, Bastdes de Vidro, Baldes de Fundo
Chato, Tubos de Ensaio, Pipeta Graduada);

e Ponteiras;

e Alca Bacteriologica;

e Espatulas de Aluminio;

e Pissetas com Alcool a 70%;

e Laminas;

e Laminulas;

e Algodao Estéril;

4.1.3 Reagentes e meios de cultura

e Agar Caseina-Soja;

e Agar Sabouraud-Dextrose;

) Agar Cetrimida;

e Agar Manitol Salgado;

e Agar MacConkey;

e Agar Verde Brilhante;

e Tampao cloreto de so6dio peptona;
e Glicerol;

. Agar Triplice Acticar Ferro (TSI);
. Agar Lisina — descaboxilase;

e Agar Citrato de Simmons;

o Agar Ureia Base (Christensen);

e Magnésio Metdlico;

e Etanol 96%;

e Azul de Metileno;

e Reagente de Dragendorff;

e (Cloreto Férrico;

e QGelatina;

e Agua Destilada;

28
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e Agua Destilada Estéril.

4.2 METODOS

4.2.1 Avaliacao dos aspectos legais

Os rétulos e as embalagens primdrias e secunddrias do produto a base de graviola
foram analisadas de acordo com as RDCs 71/09 e 26/14, as quais especificam as informagdes
que devem conter obrigatoriamente os rétulos e as embalagens dos medicamentos, incluindo
os fitoterapicos.

De acordo com as RDCs especificas, foram avaliados 35 itens considerados
obrigatdrios, tanto para os medicamentos fitoterdpicos quanto para os produtos tradicionais

fitoterdpicos.

4.2.2 Preparo das amostras

As amostras adquiridas foram nomeadas em A, B e C, de forma aleatéria. Em seguida,

as embalagens primadrias passaram por uma assepsia total utilizando 4lcool 70° GL.

4.2.3 Contagem de microrganismos vidveis

4.2.3.1 Diluicdo das amostras

Depois de feito assepsia das embalagens, foi transferido 10 mL de cada amostra
separadamente para um recipiente contendo 90 mL de Peptona Caseina Soja Caldo, obtendo-
se uma diluicdo 1:10, e em seguida realizou-se mais duas diluigdes em série adquirindo as

diluicdes 1:100 e 1:1000 (Figura 2A, p.30) , respectivamente.
4.2.3.2 Contagem em placas (Método Pour Plate)

A partir de cada dilui¢do (1:10, 1:100 e 1:1000) utilizou-se 1,0 mL como inoculo, em
duplicata, e distribuiu-se nas placas de Petri previamente esterilizadas. Em seguida, foi
adicionado o meio fundido e esfriado a 50°C (em Banho-Maria) e vertido 20 mL sobre a placa
de Petri (20 x 100 mm), contendo a suspensdo diluida da amostra (Figura 2B, p. 30). O
quadro 1 mostra as condi¢des adequadas de incubagdo para cada microrganismo.

Em seguida, o material foi homogeneizado girando-se a placa através de movimentos

circulares, efetuando-se movimentos que descreviam o nimero oito. Esses movimentos foram
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efetuados por cerca de 10 vezes. Apds a solidificagdo do meio, as placas tampadas foram
invertidas e incubadas em estufas na temperatura e atmosfera apropriadas, como pode ser

visto no quadro abaixo.
Este tipo de teste é recomendado pela Farmacopeia Brasileira, onde para cada tipo

especifico de microrganismo € utilizado um meio de cultura diferente, sendo este conhecido

como uma técnica em profundidade.

Quadro 1: Condic¢des adequadas de incubag@o.

Bactérias Agar Caseina — Soja 30a35°C 5 dias, maximo

Fungos Agar Sabouroud Dextrose ~ 20a25°C 7 dias, maximo

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

Figura 2 — Representacdo esquematica do preparo das dilui¢des das amostras e

método pour-plate para contagem de microrganismos.

'io;i:' llt}ml ‘ 1mi !‘ 1ml .
s [— —_— a—

=
L1100 1100 | 1:1000 |

[Amt |

Meda ~ 20 ml | Homopeneizagio | | Contapem de UFCe
A5UC - O

onte: Pesquisadora, 2016.
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4.2.3.3 Contagem de coldnias

Ao final da incubagdo, considerando os dias aceitdveis, as coldnias foram contadas,
porém s ha contagem nas placas que apresentarem 300 colonias de bactérias e 100 de

fungos. A contagem foi realizada a partir da seguinte férmula:

N =N "°de UFC/ g ou mL;
_No A . Pl+ P2
P1 =N ° de coldnias na placa 1; N = { ) D

P2 = N° de colonias na placa 2; 2

D = Diluig¢ao utilizada.

4.2.4 Pesquisa de patégenos

Foi transferido para placa de Petri, com ajuda de uma al¢a bacteriolégica, que possui o
meio seletivo solidificado, uma parte do material enriquecido com o meio ndo seletivo
(colonias), utilizando o método de estrias em superficie. Em seguida, as placas foram
incubadas seguindo o acondicionamento adequado, 24 a 48h a temperatura de 35°C. O
quadro abaixo demonstra os meios de enriquecimento seletivo que foram utilizados para o
crescimento de cada tipo de microrganismo, podendo conferir ainda as caracteristicas que o

torna positivo pela sua presenca.

Quadro 2: Meios seletivos de crescimento e caracteristicas dos meios.

Caracteristicas das colonias apés

Microrganismo Meio seletivo .
crescimento
Escherichia coli MacConkey Coloragao vermelha ou rosea
Agar manitol Alteragao da coloragdo do
Staphylococcus aureus .
salgado Meio para a cor amarela
Salmonella spp. Agar verde brilhante Presenca de halos vermelhos

Fonte: Farmacopeia Brasileira (2010).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), preparagdes de origem vegetal para
uso oral, devem apresentar auséncia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Salmonella
spp-

Para as colonias que apresentaram as caracteristicas descritas acima, realizou-se

procedimentos para confirmacao de cada patégeno em andlise.
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4.2.4.1 Provas bioquimicas

Para confirmacdo da presenca (identificacdo) dos microrganismos realizou-se algumas

provas bioquimicas, sendo possivel observar no quadro a seguir o tipo de teste € o seu

resultado para confirmagao:

Quadro 3 - Identificag@o bioquimica para os patdgenos em estudo.

Microrganismo Citrato Hidroli§ 2GE) Lisina TSI DNAse
Ureia
Staphylococcus aureus - - - - Positivo
Escherichia coli Negativo Negativo Positivo - -
Salmonella spp. Negativo Negativo Positivo | Positivo -

Fonte: MANUAL BERGEY, 1984; KONEMAN et al., 2001;

Para confirmacdo da presenca de Salmonella spp. foram realizados os seguintes testes:

Agar triplice acdcar-ferro (TSI): A coldnia suspeita foi inoculada, furando a base nao

inclinada com fio reto e em seguida foi espalhada na superficie inclinada do TSI contido
em tubo. O resultado foi considerado positivo com a fermentacdo dos agicares que
modifica a coloracdo do meio do vermelho (original) para o amarelo, devido a
acidificacdo resultante. Um 4pice vermelho e uma base amarela com ou sem gas
indica fermentacdo da pequena quantidade de dextrose existente no meio; base e dpice
amarelos, com ou sem formacgao de gés indica fermentacdo de lactose e/ou sacarose. A
producdo de gds sulfidrico (ou sulfeto de hidrogénio) €é evidenciada pelo
enegrecimento do meio provocado pela producao de sulfeto férrico.

Lisina-descarboxilase: A coldnia foi inoculada furando a base nao inclinada duas vezes

com fio reto, seguindo-se com o espalhamento pela superficie inclinada do tubo contendo
agar lisina-ferro. Ocorreu alteragdo do meio de esverdeado para purpura azulada quando o
resultado foi positivo e alteracdo do meio para a cor amarela nos casos negativos.

Crescimento em citrato: A colonia foi repicada apenas na superficie do agar citrato de

Simmons contido em tubo inclinado. Observando que a coloracdo do meio muda de
verde para azul intenso, quando positivo. Pemanecendo na cor inicial (verde),

considera-se negativo.

Teste de urease: O repique da coldnia suspeita também ocorreu apenas na superficie
do tubo inclinado contendo dgar de ureia. Ocorreu alteracdo do meio para cor de rosa,
quando positivo e, permaneceu sem alteracdo da sua cor original (amarelo palha),

quando negativo.
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Por conseguinte, todos os tubos foram incubados a 30-37°C por 24 horas e em seguida

analisados para confirmacgao da presenca ou auséncia de Salmonella spp.

4.2.5 Identificacdo de fungos (Microcultivo)

A técnica utilizada (RIDDEL, 1950) foi voltada para identificacdo de fungos
filamentosos e fundamentada, na observacdo da morfologia da colonia e aspectos
microscopicos. Essa morfologia microscépica é mais bem vista com a técnica de microcultivo
(Figura 3, p. 33), a qual preserva a disposic¢do original dos esporos sobre as hifas e mantém
integras certas estruturas formadoras de esporos.

Para realizacdo da metodologia, inicialmente foi adicionado em uma placa de Petri
estéril, duas laminas também estéril, as quais serviram de suporte para que outra lamina fosse
colocada em cima, esta fazendo um formato de cruz. Sob esta lamina foi posto um cubo de
ASD, a qual serviu como meio de crescimento para o fungo em estudo. Em seguida o fungo
foi semeado, a partir de repique recente, nos quatro lados do cubo de dgar e recoberto com
uma laminula esterilizada.

Nesta mesma placa de Petri, foi inserido um chumaco de algoddo estéril embebido
com agua destilada estéril, formando assim uma camara umida, tendo como objetivo evitar a
dessecacdo do meio de cultura durante o crescimento do fungo. Por fim, a placa foi tampada e
levada a ambiente propicio para que ocorresse o crescimento do fungo, sendo mantido nestas

condi¢Oes por 7 a 10 dias.

Figura 3 - Esquema da técnica de microcultivo para andlise microscépica
de fungos filamentosos.

e e —

I/ Laminas (Suporte)

Indculos do fungo I Lamina

N |

\ " Laminula
» /

?‘AS
!
i.
!
i

D

Algoddo comagua

k’/ / Placa de Petri
estéril

Fonte: Pesquisadora, 2016.
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Seguidamente, a laminula foi retirada com auxilio de uma pinga, e adicionada uma
gota de corante azul de metileno, sendo montado sobre uma nova lamina. O cubo de 4gar, que
ficou sobre a ldmina do microcultivo, foi retirado e em seu lugar adicionado outra gota de
corante e recoberto com uma laminula. Em seguida, observaram-se as caracteristicas
morfoldgicas dos fungos, para que pudesse ser feito a identificacdo dos mesmos. Foi utilizado

um microscopio 6ptico com objetiva de 40 X, para auxiliar na identificagao.

4.2.6 Controle de qualidade fisico-quimico

Foram ainda realizados ensaios de controle de qualidade fisico-quimico, como pH,

viscosidade e densidade.

4.2.6.1 pH

E uma caracteristica de todas as substincias determinada pela concentracio de fons de
Hidrogénio (H+). A sigla pH significa potencial hidrogenidnico, e consiste num indice que
indica a acidez (pH <7), neutralidade (pH =7) ou alcalinidade (pH >7) de um meio.

Para determinacdo do valor de pH numa solucdo usa-se um equipamento conhecido
como peagametro, esse equipamento € composto basicamente por um eletrodo conectado a
um potencidmetro, que possibilita a conversdo do valor de potencial do eletrodo em unidade
de pH. Quando o eletrodo € submerso na amostra, ele produz milivolts que sdo transformados
para uma escala de pH, o valor final vai depender da atividade dos ions de hidrogénio
presente na amostra.

Para cada amostra do composto (A, B e C) foi determinado o valor do pH.
4.2.6.2 Densidade

Para a determinacdo do valor da densidade foi utilizado o método do picndmetro, onde
este se encontra limpo e seco, com capacidade de 5 mL, e previamente calibrado. A
calibracdo ocorre a partir da determina¢do da massa do picndmetro vazio e da massa dele
preenchido com dgua destilada, a 20 °C.

Todas as amostras foram individualmente transferidas para o picnémetro, onde foi
preenchido por completo e tirado excesso das amostras, em seguida foi pesado novamente

para que se pudesse obter o valor do picndmetro mais amostra.
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O peso da amostra foi obtido através da diferenca de massa do picndometro cheio e
vazio. Em seguida, a densidade relativa foi calculada através da razdo entre a massa da

amostra liquida e a massa da dgua. O célculo foi realizado através da férmula abaixo:

D = Pamostra — Pvazio

Pagua — Pvazio

D = Densidade;
Pamostra = Massa do picndmetro contendo a amostra;
Pyazio = Massa do picnémetro vazio;

Pssua = Massa do picndmetro contendo dgua destilada.

4.2.6.3 Viscosidade

A viscosidade € a propriedade fisica que caracteriza a resisténcia de um fluido ao
escoamento. Esta corresponde ao atrito interno nos fluidos devido as alteracOes
intermoleculares, sendo geralmente em funcdo da temperatura.

Para a determinacdo da viscosidade das amostras utilizou-se um viscosimetro de
Brookfield, a viscosidade € medida pela for¢a necessaria para girar o spindle no liquido que
estd sendo testado.

A amostra a ser analisada foi depositada no recipiente coletor do aparelho, até a marca
desejada; posteriormente, o aparelho foi programado para a escolha de um nimero de spindle
€ uma rotacdo a serem testados; o spindle foi imerso nas amostras A, B e C separadamente; o
aparelho foi acionado e apds estabilizacdo do valor, que aparecia no display do aparelho,
anotou-se esse valor expresso em centipoise (cP). Caso ndo houvesse estabilizacdo do valor
eram realizados novos testes utilizando outro ndmero de spindle ou outra rotagdo. Abaixo
encontram-se os valores utilizados para o calculo, estes valores vao ser utilizados levando em

consideragdo o melhor nimero de rotor utilizado no momento da anélise.
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ROTOR
RPM 1 2 3 4
6 10 50 200 1000
12 5 25 100 | 500
30 2 10 40 200
60 1 5 20 100
Coeficiente (K)
Viscosidade Absoluta (n): n=Kxa

Onde: K € o coeficiente

a ¢ a leitura indicada no aparelho (angulo de deflexao)

4.2.7 PROSPECCAO FITOQUIMICA

A prospeccao fitoquimica € importante principalmente quando ainda ndo sdo dispostos
todos os estudos quimicos com espécies de interesse popular, tendo como objetivo conhecer
os compostos quimicos das espécies vegetais e avaliar sua presenga nos mesmos,
identificando grupos de metabdlitos secundérios relevantes tteis enquanto marcadores
quimicos, 0s quais sdo responsdveis pelas propriedades terapéuticas apresentadas.

O composto de graviola é uma associac@o de plantas medicinais utilizadas na medicina
tradicional popular, levando isso em consideracdo foram realizados testes em busca de alguns
metabolitos secunddrios, sendo eles: flavonoides, alcaloides, terpenos/esteroides, compostos

fendlicos, taninos e saponinas.

4.2.7.1 Flavonoides

Realizou-se o teste de Shinoda ou Cianidina, no qual foram solubilizados 1 ml da
amostra em etanol (EtOH) a 96%. Em seguida foi adicionado 1 cm de magnésio em fita e 0,5
mL de 4cido cloridrico (HCl) concentrado. O fim da reacdo deu-se pelo término de

efervescéncia.

- Aparecimento ou intensificacdo de colora¢do vermelha foi indicativo da presenca de

flavonoides.
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4.2.7.2 Alcaloides

Fez-se o teste de Dragendorff: Adicionou-se 1 mL do composto, parar todas as
amostras A, B e C, em seguida foram alcalinizados previamente com carbonato de s6dio
(Na,CO3) 10% e solubilizadas em cloroféormio, em tubos de ensaios devidamente
identificados. Em seguida acrescentou-se 0,8 mL de HCIl concentrado e 3 gotas do

reagente de Draggendorff em cada tubo e observou-se alteracao da solucdo.

- A formacdo de precipitado floculoso ou turvagdo indicou possivel presenca de

alcaloides.

4.2.7.3 Esteroides/ Triterpenos

Realizou-se o teste de Lierberman-Buchard no qual foram solubilizados 1 mL do
composto, para todas as amostras A, B e C, em cloroférmio. Em seguida transferiu-se 1 mL
de cada solucdo para tubos de ensaio distintos e devidamente identificados. Adicionou-se em
cada tubo 1 mL de anidrido acético, agitando-os suavemente. Posteriormente, acrescentou-se

trés gotas de 4cido sulfirico (H,SO4) concentrado em cada tudo e foi observado o resultado:

- Coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente indica a presenga de
esteroides livres;

- Coloragao parda até vermelha indica a presenca de triterpenoides.
4.2.7.4 Taninos

Realizou-se o teste com gelatina 2 %: Foram solubilizados 1 mL do composto, parra
todas as amostras A, B e C, em 4gua destilada. Transferiu-se 1 mL para tubos de ensaios
devidamente identificados. Em seguida, adicionou-se 3 gostas de solugdo de gelatina a 2%.

Agitou-se suavemente e observou-se o resultado:

- Considerado positivo caso haja turvagdo ou precipitagdo.
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4.2.7.5 Saponinas

Realizou-se o teste do Indice de espuma: Foram solubilizados 1 mL do composto, para
todas as amostras A, B e C, em 4gua destilada. Em cada tubo de ensaio houve agitacdo
enérgica por 60 segundos.

- O teste foi considerado positivo quando houve a formagdo de espuma persistente por

mais de 15 minutos;

4.2.7.6 Compostos fenolicos

Realizou-se o teste com Cloreto férrico (FeCls): Foram solubilizados 1 mL do
composto, para todas as amostras A, B e C, em dgua destilada. Transferiu-se 1 mL para tubos
de ensaios devidamente identificados. Em seguida, adicionou-se pela parede dos tubos 2
gotas da solucdo de FeCls 2%. Agitou-se suavemente. Esse método se baseia na reacdo de
complexacdo dos compostos fenolicos presentes na amostra.

- Coloragdo azul indicou a presenca de grupos fendis hidrolisdveis ou galicos;

- Coloragdo verde indicou a presenca de grupos fendis condensados ou catéquicos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ASPECTOS LEGAIS

O produto analisado apresenta em sua embalagem a descricio “Medicamento
fitoterdpico”, o qual subentende que seu registro estd relacionado com ANVISA, porém,
analisando sua embalagem encontra-se a informacdo que ele estd vinculado ao MAPA
(Ministério de Agricultura, Pecudria e Abastecimento), sob nimero de registro 091241013-6
(MAPA-ES). Ap6s realizada a pesquisa do registro verificou-se a inexisténcia do mesmo
tanto no MAPA, quanto na ANVISA. Logo, trata-se de um produto ndo registrado em 6rgao
de controle sanitdrio.

De acordo com Lei n.” 6.437, de 20 de agosto de 1977, extrair, produzir, fabricar,
transformar, preparar, manipular, purificar, fracionar, embalar ou reembalar, importar,
exportar, armazenar, expedir, transportar, comprar, vender, ceder ou usar alimentos, produtos
alimenticios, medicamentos, embalagens, saneantes, utensilios e aparelhos que interessem a
saude publica ou individual, sem registro, licenca ou autorizagdes do Orgdo sanitario
competente ou contrariando o disposto na legislacdo sanitdria pertinente, configura as
infracdes a legislacdo sanitdria federal, sujeitas ao processo e as penalidades previstas na lei.

De acordo com a GGFIS-ANVISA (Geréncia — Geral de Inspecdo e Fiscalizacdo
Sanitdria), o consumo de produtos sem registro sanitirio configura risco de exposi¢do a
compostos desconhecidos, podendo conter substdncias toxicas, ndo apresentar a atividade
esperada, portanto ndo oferece garantias de seguranca para os efeitos que possam causar, por
falta de avaliacdo e conhecimento sobre sua composi¢do, condi¢des de fabricagdo e
armazenamento, entre outras informacdes que qualificam o produto. Tais produtos sdao
caracterizados como produtos irregulares, ndo oferecem as garantias de eficacia, seguranca e
qualidade que sdo exigidas para produtos sob vigilancia sanitidria. Sem esses requisitos
minimos, os produtos irregulares representam um alto risco de dano e ameaca a satde das
pessoas.

O CNPJ informado na embalagem do produto ndo foi encontrado na pesquisa
realizada no site da Receita Federal. De acordo com a GGFIS-ANVISA, sido consideradas
irregulares ou clandestinas empresas que ndo possuem a licenca sanitdria, concedida pela
vigilancia local, ou a autorizagdo de funcionamento expedida pela ANVISA para que exercam
as atividades sob regime de vigilancia sanitdria, pois ndo passaram por verificacdo de suas
instalacdes e condi¢des de trabalho pelas autoridades sanitdrias. Portanto, os produtos

fabricados, armazenados, distribuidos ou comercializados em condi¢des precdrias e por
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estabelecimentos sem os requisitos técnicos exigidos representam riscos para a saude da
populacao.

Levando em consideracio o significado do que € considerado medicamento
fitoterdpico pela legislacdo vigente, € possivel afirmar que o produto ndo pode ser
considerado um medicamento fitoterdpico, pois em sua formulacdo existe a presenca da
prépolis, que de acordo com a Camara Técnica de Medicamentos Fitoterdpicos — CATEF, a
propolis € classificada como um opoterdpico, ou seja, um composto de origem vegetal, mas
que sofre adi¢do de secrecdes animal.

Pesquisa realizada em Brasilia por Moura et al. (2014), mostra que de 100
medicamentos fitoterdpicos analisados, 78 possuiam registro vélido, 18 registros vencidos, 3
registros inativos e em apenas 1 ndo foi possivel encontrar o registro.

O produto em estudo se refere a uma associagdo de vdrias espécies vegetais, mas que
tem como espécie principal Annona muricata (Graviola), e de acordo com a RDC n° 26/14
para que haja o registro de associacdes € necessario apresentar todos os dados de segurancga e
eficacia que relacione esta associacdo, podendo ainda as informacgdes técnicas-cientificas
serem expostas separadas para as espécies vegetais de forma complementar aos dados de
eficdcia e seguranca.

Moura et al., (2014) descreveu em seu estudo a prevaléncia de um maior nimero de
fitoterapicos simples apds analisar 100 rétulos de Medicamentos Fitoterdpicos. Isto pode ser
explicado pelo fato de que o registro dos Medicamentos Fitoterdpicos composto € mais
complexo, pois a ANVISA exige que se comprove a eficdcia e a seguranca da associacdo,
sendo também cobrado a realizac@o de ensaios pré-clinicos e clinicos, devendo ainda cumprir
o controle de qualidade quantitativo e qualitativo das espécies em conjunto (BRASIL,2014).

O composto em estudo apesar de ser comercializado sem nenhuma restri¢do, sem a
exigéncia de uma prescri¢do médica, ndo sendo utilizado para fim de diagndstico ou para
monitorizacdo, ndo pode se enquadrar como um Produto Tradicional Fitoterdpico, pois estes
precisam ter sua seguranca e eficidcia comprovada por meio de uso seguro e efetivo para um
periodo minimo de 30 anos ou possuir registro simplificado, ndo sendo possivel demonstrar a
comprovacdo por meio de nenhum dos dois métodos. Para os Produtos Tradicionais
Fitoterdpicos é proibido que haja em suas embalagens qualquer termo medicamento ou algum
outro que tenha sinonimia com esse, € no produto em estudo encontra-se a expressdao
“Medicamento Fitoterapico” (BRASIL, 2014).

Na propaganda que acompanha o produto a base de graviola, disponivel em website,

entre suas indicagdes ele pode ser utilizado para Diabetes tipo I e II, o que contradiz a
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informagdo encontrada nas suas embalagens, que chama atencdo com a frase: “Atencao
diabéticos: CONTEM ACUCAR”.

Levando em considera¢do a RDC n° 71/09, que estabelece regras para a rotulagem de
medicamentos, os seus rétulos devem conter informacdes que permitam identificé-lo,
armazend-lo e rastred-lo adequadamente, além de informar sobre riscos sanitdrios para
algumas populacdes especiais e dispor que outras informagdes para o uso seguro do
medicamento estardo dispostas na sua bula.

Seguindo a legislacdo vigente que exige os requisitos obrigatdrios € minimos para a
rotulagem de medicamentos, é possivel observar no quadro 4 todas as informagdes que estdao

presentes e ausentes na rotulagem das amostras.

Quadro 4: Itens de rotulagem de medicamentos fitoterdpicos de acordo com a RDC n° 71/09.

Itens Dados exigidos Presente | Ausente

1 Nome comercial

2 Nomenclatura Botanica (Género + epiteto especifico)

3 Concentragdo de cada principio ativo

4 Descrigao do derivado Vegetal

5 Indicacdo da relagao real, em peso ou volume, do derivado vegetal
com 0 marcador quimico.

6 Via de administracio

” Quantidade total de peso liquido, volume ou unidades
farmacotécnicas.

8 Composicdo (qualitativa e quantitativa)

9 Forma farmacéutica

10 | Conteudo

11 | Frase: "Medicamento Fitoterdpico"

12 Restricdo de uso por faixa etdria (USO ADULTO E/OU
PEDIATRICO)

13 | Nome e endereco da empresa titular do registro no Brasil

14 | CNPJ da empresa titular do registro no Brasil

15 |Logomarca da Empresa

16 | Expressdo "Industria Brasileira"

17 | SAC da empresa titular do registro

18 | Responsdvel técnico, sigla do CRF e niimero de inscrigao.

19 | Lote e datas de fabricacdo e validade

20 Sigla 'MS" e nimero de registro no Ministério da Saide com 13
digitos

21 |Tinta reativa

22 | Lacre ou selo de segurancga

23 | Codigo de barras

24 | Nome comercial do medicamento em Braille

25 Frase de adverténcia: "Informacdes ao paciente, indicacdes,
contraindica¢des e precaucgdes: vide bula".

2% "Conservar o produto em temperatura ambiente e protegido da luz e
umidade”

7 Frase de adverténcia: "Todo medicamento deve ser mantido fora do
alcance de criangas"

28 "Siga completamente o modo de usar. Nao desaparecendo os
sintomas, procure orientagdo médica".

Fonte: RDC n° 71/09.
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E possivel observar no quadro 5 os itens de rotulagem que os produtos tradicionais
fitoterdpicos necessitam para serem registrados, além das informagdes contidas no quadro

anterior, nota-se ainda o que estd ausente e presente nas amostras em estudo.

Quadro 5: Itens de rotulagem de produtos tradicionais fitoterdpicos de acordo com a RDC n° 71/09.

Itens Dados exigidos Presente | Ausente

1 FRASE: “Produto registrado com base no uso tradicional, ndo sendo
recomendado seu uso por periodo prolongado.”

2 FRASE: "Se os sintomas persistirem, procure orientacao de um
profissional de saude."

3 Cuidados de conservagdo, faixa de temperatura e condigdes de
armazenamento.
PRODUTO TRADICIONAL FITOTERAPICO
Sigla MS + 13 digitos do n° de registro

6 FRASE: "PRODUTO NOTIFICADO NA ANVISA nos termos da
RDC n°® XX/XXXX."

” FRASE: "Informagdes ao paciente, posologia, modo de usar e efeitos
indesejaveis: vide folheto informativo."

Fonte: RDC n° 71/09.

O item 5 do quadro 5 devera ser cumprido quando se tratar de produto tradicional
fitoterdpico registrado, e o item 6 deverd ocorrer quando se tratar de produto tradicional
fitoterapico notificado.

Foi verificado que 17 dos 28 itens obrigatérios para embalagem de medicamentos
fitoterdpicos ndo constavam nas informagdes rotuladas no produto.

Os medicamentos fitoterdpicos devem obrigatoriamente ser acompanhados de bula,
seguindo as recomendacdes da RDC n° 47/09, porém as amostras analisadas nenhuma possuia
bula em acompanhamento, embora as embalagens (primdria e secunddria) transmitam a
indicacdo para sua utilizagao.

Estudo realizado na Paraiba mostra que de 99 produtos analisados (fitoterdpicos,
aqueles registrados como alimentos especiais € como alimentos isentos de registro), 33% nao
fol encontrado registro junto a ANVISA/MS, 9% porque sairam de linha, ndo se conseguindo
identificar se eram ou ndo registrados, enquanto 9% mostravam registros irregulares
(CARVALHO et al., 2009).

Em 2012, um estudo incluindo medicamentos fitoterdpicos simples e compostos,
avaliou 100 rétulos de embalagens secunddrias de medicamentos fitoterdpicos, sendo
considerados na pesquisa aquelas espécies com maior nimero de derivados registrados como
medicamentos fitoterdpicos. Constatou-se que a maior inadequagdo estd relacionada com o

nome comercial do medicamento em Braille, ausente em 37 rétulos. O segundo item com
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maior auséncia foi a inser¢do da frase “MEDICAMENTO FITOTERAPICO” e o terceiro
item com maior inadequagdo foi a correspondéncia do derivado vegetal com o marcador
quimico (MOURA et al., 2014).

Pesquisa semelhante foi realizada por COPETTI e GRIEBELER (2005) na cidade de
Santo Angelo - RS, onde utilizaram como amostra 100 produtos fitoterdpicos advindos de
diversas empresas. Verificou-se que dos 100 rétulos analisados 46% nao detém registro junto
ao Ministério da Sadde, sendo entdo considerados ilegais para ANVISA. Destes 46 %, 13 (30
%) produtos sdo produzidos por empresas avaliadas como clandestinas pela ANVISA e os
outros 70% sdo industrializados em locais que mantém registro no Ministério da Satde, ou
seja, existe uma comercializacdo e producdo de produtos ilegais em empresas legais, sendo
assim uma forma de burlar a fiscalizagao.

A validacdo cientifica de um medicamento fitoterdpico € de essencial importancia para
o seu consumo pelo paciente, todos os testes de seguranca e eficdcia vao transmitir uma maior
confiabilidade do produto, ocasionando os reais efeitos esperado pelo fitoterdpico.

Diante de tanta oferta disponivel no mercado para os consumidores, as industrias
acabam utilizando o marketing de forma irregular para chamar atencdo do paciente, ndo se
preocupando realmente com os problemas que a falta de informacdo pode gerar sob o
consumidor. Assim seus rétulos estdo preenchidos com informagdes irregulares, utilizando
formas inadequadas, como por exemplo, ndo informando as contra indicacdes e efeitos
adversos, possibilitando os consumidores acreditarem que por ser um produto natural nao
existe a possibilidade de causar um dano a saide (NASCIMENTO, 2010; BRASIL, 2016).

E para evitar este tipo de conclusdo que os rétulos sdo de suma importincia para os
medicamentos, devendo sempre estar acompanhados de todas as informacdes exigidas pelo
orgdo regulamentador, para que desta forma o paciente tenha a seguranca de fazer uso do

medicamento ideal para o sintoma correto.

5.2 CONTAGEM DE MICRORGANISMOS VIAVEIS

Os resultados adquiridos a partir da contagem dos microrganismos oriundos das
amostras A, B e C estdo demonstrados na tabela 1 (p. 45). Todas as amostras apresentaram
crescimento fungico, sendo a amostra C a que apresentou menor contaminac¢ao, € a unica que

nao houve proliferacao de bactérias.
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Tabela 1: Contagem de microrganismos vidveis.

Amostras Fungos Bactérias
(UFC/mL) (UFC/mL)
A 3,55 x 107 3,33 x 107
B 4,27 x 10 3,35 x 10
C 1,7 x 10 )

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Os niveis de microrganismos aerébicos mesofilos vidveis totais encontrados variaram
de 3,33 x 10° a 3,35x 10° para bactérias e de 1,7 x 10 a 4,27 x 10? UFC/ mL para fungos.

Percebeu-se entdo que todas as amostras do produto a base de graviola apresentaram
populacdes de bactérias inferiores a 10* UFC/mL, sendo assim encontram-se dentro dos
padrdes exigidos pela Farmacopeia Brasileira (2010) para produtos para uso oral contendo
matéria-prima de origem vegetal (inferior a 10* UFC/mL) para contagem de bactérias e para
os fungos com valores inferiores a 10* UFC/mL.

Na associacdo da composicao do produto analisado tem as espécies Lamium dlbum e
Plantago major que apresentam atividade antimicrobiana e baixo efeito antibidtico,
respectivamente (NYUNT et al., 2007; CHIPEVA et al., 2013). Segundo Brantner et al.,
(1994) os polifenois possuem atividade antimicrobiana, tendo os compostos fendlicos
sobressaidos no produto a base de graviola, de acordo com a triagem fitoquimica realizada.

Estudo realizado por Souza et al., (2006) numa industria de Sdo Paulo, analisou a
carga microbiana presente numa droga vegetal, onde foi constatado a presenga de bactérias
acima do limite permitido pela Farmacopeia Brasileira (inferior a 10* UFC/mL) e para
contagem de fungos o resultado também encontrava-se fora dos limites, estando com valor
acima do maximo permitido que € de 10> UFC/mL.

De acordo com Faria et al., (2012) que avaliaram 30 amostras de fitoterdpicos
comercializados em drogarias e farmdcias do estado do Rio de Janeiro, 22 apresentaram
contaminagdo por bactérias aerdbias totais, com valores que variavam entre 10* UFC/ g oumL
a 10’ UFC/g ou mL, enquanto para fungos e leveduras nove amostras encontravam-se acima
dos limites preconizados, com contaminacio variando entre 10> UFC/g ou mL a 10> UFC/g ou
mL. Neste mesmo estudo houve a identificacdo bioquimica de bactérias aerdbias, fungos e
leveduras, onde foram entdo detectadas 19 espécies diferentes de microrganismos, sendo duas
para fungos e 17 eram bactérias.

A contaminacao microbiana de um produto ndo estéril (especialidade e matéria-prima
farmacéutica) pode conduzir ndo somente a sua deterioracdo, com as mudancas fisicas e

quimicas associadas, mas também, ao risco de infeccdo para o usudrio. Consequentemente, 0s
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produtos farmacéuticos orais e topicos, que ndo sdo estéreis, devem ser submetidos aos
controles da contamina¢do microbiana. A garantia de qualidade e os controles de producao
devem ser tais que os microrganismos capazes de proliferar e contaminar o produto, estejam
dentro dos limites. Os limites microbianos devem ser adequados as vdrias categorias de
produtos que reflitam o tipo de contamina¢do mais provdvel introduzida durante a fabricacao,
bem como a via de administracdo, o consumidor final (neonatos, criangas, idosos, debilitados)
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010) Ao avaliar os resultados dos testes microbioldgicos,
0 ndmero e os tipos de microrganismos presentes devem ser considerados no contexto do uso
do produto proposto.

A presencga de carga microbiana € admitida no controle de qualidade de produtos nio
estéreis, embora limitada, seja no aspecto qualitativo ou quantitativo, para que nao haja um
comprometimento na qualidade do produto final ou na seguranca do consumidor. Elevadas
cargas microbianas prejudica de forma direta a estabilidade do produto, devendo ser
considerado que estes produtos podem ser consumidos por pessoas bastante debilitadas e as
vezes até imunodeprimidas (BRASIL; PINTO, 2010).

Produtos ndo estéreis sdo aqueles nos quais se admite conceitualmente a presenca de
carga microbiana, embora limitada, tendo em vista as caracteristicas de sua utilizacdo. A
atencdo nos controle dos produtos ndo estéreis assegura que a carga microbiana presente no
produto, seja no aspecto qualitativo ou quantitativo, ndo comprometa a sua qualidade, ou a

seguranca do paciente (PINTO, 2010).

5.3 PESQUISA DE PATOGENOS ESPECIFICOS

A Farmacopeia Brasileira (2010) recomenda que produtos de origem vegetal em
preparacdes para uso oral ndo estéreis ndo devem conter presenca de Escherichia coli e
Staphylococcus aureus, Salmonella spp. e Pseudomonas aeruginosa. O quadro abaixo mostra

os resultados obtidos na pesquisa:

Quadro 6: Pesquisa de patogenos (bactérias).

Escherichia Staphylococcus Pseudomonas Salmonella
Amostra . .
coli aureus aeruginosa Spp-
B Negativo Negativo Negativo Positivo

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Foi utilizada apenas a amostra B para a pesquisa, pois esta foi a tinica que apresentou

uma coldnia para que pudesse ser realizado a pesquisa nos meios especificos. A identificacdo
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de uma coldnia sugestiva de Salmonella spp. na amostra B foi realizada no meio Agar Verde

Brilhante, como € possivel observar na figura 4A, p. 46.

Figura 4: Identificacdo de Salmonella spp. em meio Agar Verde Brilhante e provas bioquimicas.

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Contudo, apds as provas bioquimicas (Citrato, lisina, urease e TSI) descartou-se a
presenca de Salmonella spp., j4 que os resultados obtidos das provas bioquimicas foram:

positivos para lisina e citrato, negativo para TSI e urease (Figura 4B, p. 46).

5.4 CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DOS FUNGOS

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010) ndo hd uma especificidade de limites
para a presenca de fungos especificos, porém a contaminacdo fingica pode causar algum dano
ao consumidor. A partir do crescimento das coldnias, que ocorreu nas 3 amostras do produto a
base de graviola, foi entdo realizado a andlise para possivel identificagdo dos fungos, através
de suas caracteristicas morfoldgicas. Na figura 5 (p. 48) pode-se observar a macromorfologia
dos fungos encontrados.

Na figura 5A (p. 47) é possivel observar a presenca de colonias com aspecto
aveludadas, com uma cor acinzentada € uma borda branca. Na figura 5B (p. 47), temos
colonias acinzentadas, brancas, um pouco esverdeadas e com aspecto aveludado, a imagem
5B representa uma colonia que possuia um enrijecimento maior que as outras. Na figura 5C
(p. 47), possivel ver uma coldnia com aspecto aveludado, cor branca. Nenhuma das coldnias

apresentava producgdo de exsudato.
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Figura 5: Macromorfologia dos fungos obtidos das amostras na contagem de microrganismos mes6filos.

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Foram realizadas 12 placas de microcultivo, a partir da contagem de microrganismos,
para em seguida haver andlise microscopica, 40x, e serem identificado os seguintes fungos

(Quadro 7):

Quadro 7: Género/espécie de fungos identificados.

A Nao identificado 1
Cladosporium spp. 4
B Mpycelia sterilia 1
Fonsecaea pedrosoi 1
C Cladosporium spp. 5

Fonte: Pesquisadora, 2016.

E possivel notar que na amostra B foram identificados dois fungos diferentes e na C
apenas Cladosporium spp.. A contaminacdo flngica ocorreu em 75 % das amostras pelo
género Cladosporium spp. e 8,3 % pela espécie Fonsecaea pedrosoi. A figura 6 (p. 48)

apresenta a andlise microscépica dos fungos identificados.
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Figura 6: Micromorfologia dos fungos Cladosporium spp. (A) e Fonsecaea pedrosoi (B) obtidos nas amostras.

."'..J- H".
I‘- a |

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Na figura 6a notamos a micromorfologia do Cladosporium spp., que € um fungo
filamentoso, apresenta hifas septadas e pretas, seus conididéforos sdo escuros e ramificados,
variam de comprimento e, geralmente, produzem duas ou mais cadeias de conidios, os
conidios sdo marrom, oval, e, geralmente, liso. Na figura 6b, é possivel ver o fungo
Fonsecaea pedrosoi, eles geralmente apresentam hifas septadas, ramificadas e marrom, seus
conidios sdo escuros (LARONE, 2000; HOOG; GUARRO, 2002).

A cromoblastomicose constitui uma micose subcutinea de aspecto polimorfo,
acometendo a pele, tecido celular subcutdneo e, menos frequentemente a mucosa (LACAZ,
1984). Para Lorena (2000), Fonsecaea pedrosoi é a causa mais comum de cromoblastomicose
no mundo, que caracteriza-se por ser uma infeccdo subcutidnea, cronica e apresenta um
crescimento lento de lesdes progressivas, podendo com o decorrer do tempo induzir a
hiperplasia do tecido epidérmico (HOOG; GUARRO, 2002; BROOKS et al., 2009). No
Brasil, Fonsecaea pedrosoi constitui o principal agente causador desta doencga, acometendo na
maioria das vezes homens que trabalham na zona rural (LOPES, 1973; LONDERO; RAMOS,
1976).

Para Lorena (2000), Cladosporium spp. sao considerados ndo patogénicos e
comumente avaliados um contaminante saprofito. Algumas das espécies mais comuns sao
frequentemente encontradas como contaminantes de solo e vegetagdes, muito raramente sao
oportunistas em seres humanos e podem ainda causar cromoblastomicose, (HOOG;
GUARRO, 2002; BROOKS et al., 2009).

No controle de qualidade deve-se considerar a eficicia e a segurangca do medicamento,

caso esteja contaminado ele vai gerar um resultado negativo a saide humana. Estudos
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mostram que apesar de produtos contaminados ndo provocarem alteragdes muito alarmantes
na saide do consumidor, estes podem gerar infeccoes em pacientes imunoldgicos

comprometidos, criangas e idosos (PINTO et al., 2010; SAHOO et al., 2010).

5.5 CONTROLE DE QUALIDADE FISICO — QUIMICO

As amostras A, B e C do produto foram submetidas aos testes de controle de
qualidade, sendo analisados os seguintes pardmetros: pH, densidade e viscosidade. E possivel

observar na tabela 2 os resultados obtidos.

Tabela 2: ParAmetros fisico—quimicos avaliados.
Densidade Viscosidades

Amostras pH

(mg/mL) (Cp)
A 3,08 1,319 90
B 3,09 1,322 105
C 3,04 1,325 111

Fonte: Pesquisadora, 2016.

Os parametros fisico-quimicos avaliados ndo s@o relatados na literatura, quando se
leva em consideracdo sua utilizacdo em formulagdes com plantas medicinais, o que dificulta a
realiza¢do de uma padronizagdo e comparagcdo com outros estudos realizados.

De acordo com Pombal et al., (2010), o pH € um dos parametros mais significativos no
que envolve a estabilidade de um medicamento. Com a determinacdo do valor geral do pH o
perfil de estabilidade pode ser utilizado para indicar o pH de méxima estabilidade do
medicamento, o que vai favorecer a indicacdo para o periodo de vida util ou a duracdo da
terapia com o medicamento.

A estabilidade pode entdo ser definida como o periodo no qual o produto farmacéutico
ou mesmo a matéria-prima isolada apresentam-se dentro de limites especificos e por periodo
de estocagem e uso, caracteristicas e condi¢gdes iguais as que possuiam no momento da sua
fabricacdo. Podem ainda apresentar uma poténcia reduzida a um valor ndo superior que 10%
do seu efeito, apontando todos os efeitos que apresentam alteracdo, de forma bem identificada
(TABORIANSKI et al., 2003; VEHABOVIC et al., 2003; STULZER; SILVA, 2006).

Temperatura, umidade, luz sdo fatores ambientais que vao influenciar na estabilidade,
assim como as propriedades fisico — quimicas (pH, densidade, viscosidade), das substincias
ativas e dos excipientes, a forma farmacéutica de apresentacdo, composi¢do, processo de
fabricacdo e as propriedades de embalagens (BRASIL, 2005). Logo, € importante conhecer os

parametros fisico-quimicos para estabelecer especificagdes de qualidade do produto.
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5.6 PROSPECCAO FITOQUIMICA

De acordo com as informagdes rotuladas, o composto em estudo € classificado como
um polifitoterdpico, pois possui mais de uma espécie ou preparacdo vegetal em sua
constituicdo, sdo elas: Annona muricata (graviola), Tabebuia impetiginosa (ip€ roxo),
Gossypium spp. (algoddo), Endopleura uchi (uxi amarelo), Lamium dlbum (urtiga branca),
Plantago major (tanshagem), juntamente com a prépolis. Sendo Annona muricata a sua
espécie mais representativa.

Com base na composicdo do produto foi realizada a triagem fitoquimica para as
amostras A, B e C, para detecc¢do de possiveis metabdlitos secunddrios presentes. O quadro 8

mostra o resultado da prospecc¢ao:

Quadro 8: Prospeccio fitoquimica do produto a base de graviola.

Flavonoides - - -
Alcaloides + + +
Terpenos/Esteroides - - -
Taninos - - -
Compostos fenélicos simples  +++ +++ +++
Saponinas + + +

Fonte: Pesquisadora, 2016.

E possivel notar uma forte reacdo para a presenca de compostos fendlicos simples,
Apresentando menor intensidade para a presenca de saponinas e alcaloides e resultado

negativo para flavonoides, terpenos, esteroides e taninos (figura 7).

Figura 7: Triagem fitoquimica do produto a base de graviola.

Branco; 1 — Alcaloide; 2 — Taninos; 3 — Flavonoides; 4 — Terpeno/Esteroide;
5 — Compostos fendlicos; 6 — Saponinas.
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Os compostos fendlicos sdo oriundos do metabolismo secunddrio das plantas,
encontrando-se de forma abundante nos vegetais e sdao bastante diversificados, desde a sua
forma mais simples (benzoquinonas) até mais complexos (taninos condensados), sua via
metabodlica se dd a partir da fenilalanina e tirosina (NACZK; SHAHIDI, 1995; SHAHIDI;
NACZK, 2004). Os flavonoides e os dcidos fendlicos sdo as classes de compostos fendlicos
que mais se destacam, sendo ainda considerados os antioxidantes fendlicos encontrados de
forma mais abundante na natureza (KARAKAYA, 2004).

Patologias como cancer (STEINMETZ, 1996) e doencas coronarianas isquémicas
(DCI) (RENAUD, 1992) tém sido associadas, por meio de estudos epidemioldgicos, com a
presenca de compostos fendlicos em alimentos e bebidas, o que os tornam uma fonte de
prevencdo nestas doengas. De acordo com Pimentel et al., (2005), sua atividade
anticarcinogénica pode agir em canceres de célon, esdfago, pulmao, figado, pele e mama,
sendo resveratrol, quercetina, 4cido caféico e flavondis as classes de compostos fendlicos
responsaveis por este efeito.

Annona muricata, vulgarmente conhecida como graviola, é uma espécie amplamente
utilizada pela populacdo, sendo empregada em diversas patologias humanas incluindo
inflamacdo, reumatismo, diabetes, hipertensdo, insOnia, infec¢des parasitdrias e cancer
(BASKAR et al., 2007; GAVAMUKULYA et al., 2014). Além disso, testes fitoquimicos
indicaram a presenca de alcaloides, taninos, cumarinas, flavonoides, terpenoides, dcido
estedrico, dcido miristico, acido eldgico, fendis, fitoesterdis e saponinas (WATT & BREYER-
BRANDWIIK, 1962; TDRG, 2002; GAVAMUKULYA et al., 2014). Suas folhas, frutas,
caules e raizes sao bastante conhecidas devido a presenca de um produto quimico
biologicamente ativo conhecido como acetogeninas. Estes compostos tem demonstrado uma
forte inducao na morte de células cancerigenas, mesmo aquelas consideradas mais resistentes
para farmacos quimioterapicos (LUNA et al., 2006; MATSUSHIGE et al., 2012).

Em estudo realizado por Florence (2014), o tratamento crdonico mostrou que a
administracdo didria, durante 4 meses, do extrato aquoso de Annona muricata em ratos
diabético resultou numa reduc¢do da perda de peso corporal, fluidos e 4gua, onde em 1 semana
os niveis de glicose no sangue estavam diminuidos.

Torres et al., (2012) relatou em estudo publicado recentemente que A. muricata
apresentou efeitos contra a proliferacdo de células cancerigenas, havendo uma inibicdo no
metabolismo e crescimento de células do cancer de pancreas, tanto in vifro quanto in vivo.

Pesquisa realizada por Asare et al., (2015) em uma amostra de 30 ratos, durante 60
dias, administrou-se concentragdes crescentes do extrato aquoso de A. muricata, apresentando

efeitos antiproliferativos contra células BHP -1 (Benign prostatic Hyperplasia), houve ainda
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uma reducdo no tamanho da préstata, ndo apresentando efeitos adversos sejam eles
degenerativos, inflamatorios, e/ou atréfico nos tecidos testiculares.

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sdo consumidas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacoldgicas, propagadas por usudrios ou
comerciantes. Muitas vezes essas plantas sdo, inclusive, empregadas para fins medicinais
diferentes daqueles utilizados pelos silvicolas (VEIGA-JR, PINTO, MACIEL, 2005). Os
dados obtidos, neste estudo revelam o potencial terapéutico das plantas medicinais que
compdem o produto analisado, no entanto, do ponto de vista do produto comercializado como
fitoterdpico, ha que se considerar o cumprimento da legislacdo com relac@o aos critérios de
eficdcia e segurancga, relacionados as indicagdes de uso, de acordo com caracterizagdo
fitoquimica real do produto acabado conforme as operagdes de producdo. Pois ndo ha

comprovacgdo para todas as indicagdes terapéuticas veiculadas na propaganda comercial.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos € possivel concluir que:

e O produto analisado ndo apresenta registro na ANVISA, ndo se classificando como
Medicamento Fitoterdpico ou Produto Tradicional Fitoterdpico, além de na sua

composi¢do possuir substincias que ndo sdo classificadas como de origem vegetal.

e O composto em estudo apresentou varias inadequagdes com relagdo as informagdes

exigidas pela ANVISA na embalagem, sendo necessdria adequagdo a norma vigente.

e Os compostos fendlicos foram os metabolitos secunddrios mais abundantes

encontrados, seguidos das saponinas e alcaloides.

e  Os microrganismos vidveis encontrados, fungos e bactérias, encontram-se dentro dos
limites permitidos pela Farmacopeia Brasileira, ndo tendo sido identificado

microrganismos patdgenos.

e Com a realizac¢do da analise microscopica foi possivel identificar a presenca de fungos

do género Cladosporium spp. e da espécie Fonsecae pedrosoi.

Desta forma, € preciso que a fiscaliza¢do aconteca de forma mais eficiente no que se
refere aos produtos terapéuticos comercializados, para que os consumidores possam ter acesso

as informacdes reais e a produtos de qualidade que ndo causem danos a sua saude.
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