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RESUMO

A faringoamigdalite é uma doenca inflamatéria aguda que atinge a orofaringe e
amigdalas simultaneamente. Cerca de 15 a 30% dos casos da doenca tem origem bacteriana,
sendo o Streptococcus pyogenes, o principal agente envolvido. Muitas plantas dos biomas
brasileiros, tém sido utilizadas pelas populacdes locais no tratamento de vérias doengas
tropicais, infec¢des fingicas e bacterianas. No Centro de Educacdo Popular (CENEP),
localizada no municipio de Nova Palmeira-PB, sdo utilizadas vdrias plantas nativas presentes
no bioma caatinga, onde além dos remédios naturais, também sdo oferecidas terapias
complementares. Entretanto, assim como qualquer outro medicamento, aqueles oriundos de
plantas devem comprovar sua eficicia e segurancga para uso, exigindo que procedimentos de
controle de qualidade sejam estabelecidos em toda a sua cadeia produtiva. Diante disso, o
trabalho teve como objetivo realizar a avaliacdo de parametros de qualidade e da atividade
antimicrobiana in vitro do gargarejo produzido pelo CENEP, além de investigacdo
fitoquimica e etnoboténica sobre as plantas que o compde. Foi realizada, em trés amostras do
gargarejo, a contagem de microrganismos vidveis e pesquisa de patdgenos especificos
baseados em limites estabelecidos pela farmacopeia, além de determinacdo de parametros
fisico-quimicos como pH, viscosidade, densidade, caracteristicas organolépticas e residuo
seco. Também foi realizado a comprovacdo da eficicia antimicrobiana contra S. pyogenes
utilizando o método de difusdo em 4gar e caracterizacdo fitoquimica. Por se tratar de um
produto de origem natural, o gargarejo encontra-se dentro dos limites estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira. O gargarejo, apés medi¢do dos diametros dos halos de inibic¢ao,
apresentou atividade antimicrobiana contra S. pyogenes considerdvel. As amostras
apresentaram contaminacao fungica por Cladosporium spp. Os parametros fisico-quimicos, a
pesquisa fitoquimica e etnobotanica, corroboraram com dados estabelecidos na literatura. De
maneira geral, o gargarejo apresentou-se, ao final do estudo, adequado para comercializagao,
tendo em vista a comprovacdo do seu efeito teraputico e auséncia de patégenos que

pudessem interferir na formulacdo e ocasionar risco ao usudrio.

Palavras-chave: Gargarejo, CENEP, Controle de Qualidade.



ABSTRACT

The pharyngotonsilitis is an acute inflammatory disease that affects the oropharynx
and tonsil simultaneously. About 15 to 30% of cases the disease is of bacterial origin, and
Streptococcus pyogenes, agent envolved. Many plants of Brazilian biomes, have been used by
local people for treating various tropical diseases, fungal and bacterial infections. In Popular
Education Center (CENEP), non-governmental organization located in New Palm-PB, are
used several native plants present in caatinga biome, where besides the natural remedies are
also complementary therapies offered. However, like any medicament, those based on plants
should prove its efficacy and safety for use, requiring quality control procedures are
established throughout the production chain. Thus, the study aimed to carry out the
assessment of quality parameters and in vitro antimicrobial activity of gargle produced by
CENEP, and phytochemical and ethnobotany research of the plants that compose it. Was
performed on three samples gargling, the count of viable microorganisms and pathogen
specific search based on limits set by the pharmacopoeia, and determination of physico-
chemical parameters such as pH, viscosity, density, dry and organoleptically. It was also
carried out to prove the antimicrobial efficacy against S. pyogenes using the agar diffusion
method and phytochemical description. Because it is a product of natural origin, or gargle
within the limits established by the Brazilian Pharmacopoeia. The gargle, after measuring the
diameters of the inhibition halos, presented antimicrobial activity against S. pyogenes
considerable. Samples showed fungal contamination by Cladosporium spp. The physical and
chemical parameters, the phytochemical and ethnobotanical research, corroborated with data
in the literature. Overall, gargling is presented, at the end of the study, suitable for marketing,
in view of the proof of therapeutic effect and absence of pathogens that could interfere in the
formulation and cause harm to the user.

Key words: Gargle, CENEP, quality control.
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1 INTRODUCAO

A faringoamigdalite caracteriza-se pela colonizacdo das amigdalas e orofaringe por
uma gama de microrganismos que inclui bactérias e virus. Porém, uma constante preocupagdo
médica sdo as infeccdes causadas pelo Streptococcus pyogenes, uma bactéria -hemolitica do
grupo A de Lancefield, que € potencialmente capaz de causar complicacdes em 6rgaos vitais
(VIEIRA et al., 2006; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

Muitas plantas dos biomas brasileiros, tais como o cerrado, a floresta amazonica e a
mata atlantica tém sido utilizadas pelas populacdes locais no tratamento de vdrias doengas
tropicais, incluindo esquistossomose, leishmaniose, maldria e infec¢des flngicas e bacterianas
(ALVES et al., 2000). Para o uso medicinal, a caatinga tem demonstrado interessante
atividade anti-inflamatdria, cicatrizante e antioxidante, justificada pelo seu conteido em
compostos fendlicos (ALMEIDA et al., 2005). Além disso, em algumas espécies que tem um
alto valor de uso para as comunidades locais, tais compostos aparecem em elevadas
concentracdes, suportando muitas vezes as indicagdes terapéuticas localmente atribuidas
(MONTEIRO et al., 2006).

Ainda hoje nas regides mais pobres do pafs e at¢é mesmo nas grandes cidades
brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e
encontradas em quintais residenciais. As observacdes populares sobre o uso e a eficicia de
plantas medicinais contribuem de forma relevante para a divulgacdo das virtudes terapéuticas
dos vegetais, prescritos com frequéncia pelos efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo
terem seus constituintes quimicos conhecidos (MACIEL; PINTO; VEIGA-JUNIOR, 2002).
Grande parte da populacdo que procura nos remédios caseiros a cura para sua enfermidade
recorre aos raizeiros para tal fim (SOUZA; RIBEIRO, 2008).

O Centro de Educacdo Popular (CENEP), organizacdo nao-governamental localizada
no municipio de Nova Palmeira-PB, distante a 235 km de Jodo Pessoa, desenvolve a prética
do uso de remédios caseiros. Nessa institui¢do sdo utilizadas vérias plantas nativas presentes
no bioma catinga, onde além dos remédios naturais, também sdo oferecidas terapias
complementares (BELEM, 2009).

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 sao

denominadas tecnicamente de formas farmacéuticas e a forma de fazé-las, requer obediéncia
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nas normas adequadas em cada caso. As formas mais comumente utilizadas nas mais variadas
situacdes, sdo as seguintes: cataplasma, decoc¢do, infusdo, maceragdo, inalagdo, filtragdo,
alua, vinhos medicinais, tinturas, tisanas, xarope ¢ pos (MATOS, 2007).

Gargarejo ¢ um produto utilizado para a agitagdo de infuso, decocto ou maceragdo na
garganta pelo ar que se expele da laringe, ndo devendo o liquido ser engolido ao final
(BRASIL, 2014). O gargarejo é uma das principais alternativas caseiras e complementares no
combate a afec¢Oes da garganta, que podem ser bastante eficazes sem oferecer muito risco aos
usudrios. Existem vdrios produtos que podem ser associados nas preparacdes de gargarejo,
inclusive, mistura de plantas medicinais que vao fornecer acdo antibacteriana, anti-
inflamatodria e analgésica.

Entretanto, assim como qualquer outro medicamento, aqueles baseados em plantas
devem comprovar sua eficicia e seguranca para uso, exigindo que procedimentos de controle
de qualidade sejam estabelecidos em toda a sua cadeia produtiva, desde o seu plantio até a
droga vegetal ou fitoterdpico, prontos para dispensacdo. Para o controle de qualidade desse
material vegetal, ndo s6 metodologias quimicas devem ser aplicadas, como também botanicas
para identificacdo da espécie, andlise de fraudes e de contaminagdes grosseiras além de
metodologias de controle de qualidade microbiolégico, analisando a contaminagdo por
microrganismos que podem ser patogénicos para o usudrio ou que podem propiciar a
degradacdo do material vegetal diminuindo, assim, a sua eficicia e seguranca (SOUZA-
MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Tendo em vista a grande incidéncia de infec¢Oes nas vias aéreas superiores, € 0 uso de
produtos naturais para o seu tratamento, associado a importancia que o CENEP representa
para a populagdo de Nova Palmeira e toda a Paraiba, o trabalho se justifica na investigacdo da
atividade antimicrobiana de um produto tradicional a base de plantas utilizadas sobre essas
infec¢des do trato respiratorio, produzido pelo CENEP, além de demonstrar a presenca dos
compostos fitoquimicos responsdveis por essa atividade, e também na comparagdo da eficicia
com produtos j4 estabelecidos no mercado, utilizados para o mesmo fim. E, ao mesmo tempo,
determinar os parametros de qualidade desse remédio, assegurando a eficdcia e beneficios

para oS usudrios.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar parametros de qualidade e da atividade antimicrobiana in vitro do gargarejo
produzido pelo CENEP.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar uma revisdao da literatura sobre os aspectos etnobotanicos, fitoquimicos e
farmacoldgicos das plantas que compdem a formulagio;

e Determinar os pardmetros de qualidade microbiolégicos;

e Verificar o potencial antimicrobiano do gargarejo;

e Comparar a eficdcia antimicrobiana do produto em andlise com produtos disponiveis
no mercado;

e Determinar os pardmetros de qualidade fisico-quimicos;

e Evidenciar os grupos fitoquimicos responsaveis pela atividade biolégica do gargarejo;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Faringoamigdalite

Uma série de microrganismos potencialmente patogénicos, fazem parte da microbiota
normal do sistema respiratério superior. Contudo, eles geralmente nao causam doencga, pois 0s
microrganismos predominantes da microbiota normal suprimem seu crescimento competindo
com eles por nutrientes e produzindo substancias inibitérias (TORTORA; FUNKE; CASE,
2005).

A microbiota da garganta, predominantemente composta por estreptococos alfa-
hemoliticos, tem um efeito inibitério no crescimento de diversas bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, funcionando como uma barreira contra bactérias patogénicas, como,
Streptococcus pneumoniae, S. pyogenes e interferindo na producdo de beta-lactamase por
microrganismos como Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis. A erradicacdo da
microbiota da faringe em consequéncia ao uso de antibidticos pode contribuir também para
falha do tratamento. (MATOS et al., 2007).

As infeccdes das vias aéreas superiores (IVAS) sdo seguramente as causas mais
frequentes de atendimentos pedidtricos, tanto em prontos-socorros como em consultdrios.
Elas compreendem as rinofaringites, otites, sinusites e laringites. S3o infec¢des que
apresentam caracteristicas comuns quanto a etiologia, faixa etaria, sazonalidade e progndstico.
Acometem principalmente as criangas entre seis meses € cinco anos de idade, com pico de
incidéncia no outono e inverno e prognoéstico favoravel, sem complica¢des, na imensa maioria
dos casos (IAZZETTI, 2003).

A faringoamigdalite ¢ uma doencga inflamatéria aguda que atinge a orofaringe e
amigdalas simultaneamente, por sua proximidade de localizagc@o. A infeccdo pode ocorrer em
uma regido isolada recebendo denominagdes distintas. Quando a infec¢do ocorrer apenas na
orofaringe € denominada de faringite, j4 quando atinge isoladamente as amigdalas, tecido
linféide com propriedades imunoldgicas, denomina-se amigdalite. Cerca de 15 a 30% dos
casos a doenga é de origem bacteriana, sendo o Streptococcus PB-hemolitico do grupo A de
Lancefield, denominado Streptococcus pyogenes, o principal agente causador da doenga dessa
origem, como também o de maior importancia clinica devido ao fato de que essa bactéria
pode se disseminar para outros 6rgdos causando sequelas nao-supurativas tardias (PITREZ;

PITREZ, 2003).
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Em grande parte dos casos de dor de garganta presume-se que seja causada por
Streptococcus. Na verdade, provavelmente apenas 5 a 10% dos casos de faringite sdo
causados por este patégeno. Diversas outras bactérias causam faringite ocasionalmente, mas a
maioria dos casos (30 a 60%), cuja causa foi determinada, sdo causados por rinovirus,
adenovirus e diversos outros (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

As faringoamigdalites estreptocdcicas ocorrem predominantemente em individuos
com idade entre 5 e 15 anos. O inicio é mais ou menos subito, com febre alta, dor de garganta,
prostracdo, cefaléia, calafrios, vomitos e dor abdominal. Na inspecdo da orofaringe, hd
congestdo intensa e aumento de amigdalas, com presenca de exsudato purulento e petéquias
no palato (PITREZ; PITREZ, 2003). Apesar desses sinais e sintomas clinicos, a diferenciacao
entre a faringoamigdalite de etiologia bacteriana e viral € bastante dificil. O diagndstico
especifico somente pode ser concluido através de testes bacteriologicos ou soroldgicos
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2006).

A importancia desta doenga estd no fato de que, além das complicacdes supurativas
provocadas diretamente pela infeccdo, ela pode desencadear reacdes ndo supurativas tardias,
como febre reumdtica (FR) e glomerulonefrite difusa aguda (GNDA), conforme o tipo de

cepa (PITREZ; PITREZ, 2003).

Figura 1 - Faringoamigdalite bacteriana.

Fonte: http://diariodebiologia.com

Em um dado momento, o diagndstico da faringite baseava-se na cultura de secrecdo de
orofaringe. Os resultados levavam 12 horas ou mais, e esse teste foi quase universalmente
substituido por novos testes diagndsticos de aglutinacdo indireta para a faringite
estreptocdcica, utilizando particulas microscépicas de latex revestidas com anticorpos contra
os estreptococos do grupo A. Muitos desses testes levam apenas 10 minutos e sdo altamente

especificos para detectar a presenca ou auséncia do estreptococo do grupo A. De fato, S.
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pyogenes pode ser detectado na garganta de muitas pessoas que sdo somente portadores
assintomdticos. Assim, um resultado positivo ndo € uma indicagc@o certa de que os sintomas
sdo causados pelo estreptococo detectado. Um aumento no titulo de anticorpos IgM € a
melhor indicacdo de faringite de ordem genuinamente estreptocdcica, mas, por questdo de
tempo e custo, essa ndo € uma opg¢ao pratica. Um resultado negativo deveria ser comprovado
cultivando-se um raspado de garganta (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Atualmente, existe uma ampla variedade de testes rapidos disponiveis comercialmente
para avaliar casos de faringite, o que reflete o fato de milhdes de pacientes procurarem
tratamento para a doenca a cada ano. Na verdade, a maioria dos pacientes apresentando dor de
garganta ndo tem uma infeccdo estreptocdcica. Mesmo a presenca do patégeno, ndo € uma
indicacdo conclusiva de que sejam a causa da dor de garganta. Em regides onde ocorre a febre
reumdtica aguda, recomenda-se o uso de cultura bacteriana (TORTORA; FUNKE; CASE,
2012).

A microscopia € ttil nas infec¢des de tecidos moles, mas ndo nos casos de faringites e
complicagdes nao supurativas. Testes de deteccdo direta do antigeno do grupo A sdo uteis
para o diagndstico da faringite estreptococica, mas resultados negativos devem ser
confirmados pela cultura, que é altamente sensivel. O teste da antiestreptolisina, o (ASO), é
util para confirmar a febre reumaética ou glomerulonefrite associada a faringite estreptocdcica;
o teste antiDNase B deve ser realizado para glomerulonefrite associada a faringite ou
infeccOes de tecidos moles (MURRAY et al., 2009).

Geralmente o tratamento consiste em repouso no periodo febril, estimular ingestao de
liquidos ndo 4cidos e ndo gaseificados e de alimentos pastosos, de preferéncia frios ou
gelados. Além do uso de tratamento farmacoldgico com a utilizacdo de analgésicos e
antitérmicos, e ainda, a irrigagc@o da faringe com solucdo salina isotdnica morna. O tratamento
especifico consiste na utilizacdo de antimicrobianos que encurtam a fase aguda e reduzem as
complicacdes (PITREZ; PITREZ, 2003).

A penicilina é o farmaco de escolha, enquanto a cefalosporina oral ou vancomicina sao
usadas para pacientes alérgicos a penicilina. A terapia antibitica deve ser iniciada nos
primeiros 10 dias em pacientes com faringite na preven¢do da febre reumatica. Para pacientes
com histérico de FR, a profilaxia antibidtica é recomendada antes de procedimentos que
possam induzir bacteremias que desencadeiem a endocardite (MURRAY et al., 2009).

Uma alternativa ao tratamento convencional desta infec¢do especialmente nos paises
em desenvolvimento € a utilizacdo de plantas medicinais. Varias plantas apresentaram

comprovada atividade antimicrobiana como: Eugenia uniflora (pitanga), Bixa orellana
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(urucum), Pisidium guajava (goiabeira), Annona muricata (graviola), Persea americana
(abacateiro), Punica granatum (romad), Plantago australis (tansagem) entre outras
(LORENZZI; MATOS, 2002; GONCALVES, 2007; OLIVEIRA et al., 2007; FERREIRA;
OLIVEIRA; CARDOSO, 2010). No Brasil os estudos de plantas medicinais com atividade
antimicrobiana tém aumentado consideravelmente nos ultimos anos, mas esse numero ainda €
baixo quando se leva em consideracdo e biodiversidade brasileira (LORENZZI; MATOS,
2002; GONCALVES; FILHO; MENEZES, 2005; DUARTE, 2006).

3.2 Streptococcus pyogenes

O S. pyogenes causa uma variedade de doengas supurativas e ndao supurativas. Embora
este microrganismo seja a causa mais comum de faringoamigdalite bacteriana, a notoriedade
de S. pyogenes documentada tanto na literatura cientifica como em impressos ndo cientificos €
resultado de doencas menos comuns, mas com elevado risco de vida, causadas por estas
bactérias “carnivoras” (MURRAY et al., 2009).

A espécie Streptococcus pyogenes € também conhecida como estreptococo do grupo
A. E a principal representante dos estreptococos B-hemoliticos, e forma cadeias relativamente
longas quando cultivadas em caldo. As necessidades nutritivas sdo complexas, mas, de modo
geral, crescem bem em 4gar sangue e em meios liquidos contendo glicose (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

A estrutura antigénica de S. pyogenes tem sido extensivamente estudada. A
constituicdo estrutural bdsica da parede celular € a camada de peptidoglicano, cuja
composi¢do é semelhante ao encontrado nas demais bactérias Gram-positivas. Na parede
celular estdo os antigenos grupos e tipos especificos. O grupo especifico de carboidrato
constitui aproximadamente 10% do peso seco da célula (antigeno do grupo A de Lancefield) €
um dimero de N-acetilglicosamina e ramnose. Este antigeno é usado para classificar os
estreptococos do grupo A e distingui-los dos outros grupos de estreptococos. A proteina M € a
principal proteina tipo especifica e estd associada a viruléncia dos estreptococos. Ela consiste
de duas cadeias polipeptidicas na estrutura de uma alfa hélice. A proteina € ancorada na
membrana citoplasmaética, se estende pela parede celular e projeta-se sobre a superficie da
célula. Embora as cepas de ambas as classes de proteina M possam causar infecc¢des
supurativas e glomerulonefrite, somente aquelas com proteinas M de classe I (que

compartilham os antigenos expostos) causam febre reumatica. Outros componentes

importantes na parede celular de S. pyogenes incluem proteinas de superficie semelhantes a
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proteina M, é&cido lipoteicoico e proteina F. Um complexo de mais de 20 genes que
compreendem a superfamilia emm codificam as proteinas de superficie semelhantes a proteina
M, bem como as proteinas M e as proteinas que se ligam as imunoglobulinas (Ig). O 4cido
lipoteicoico e a proteina F facilitam a ligacdo com as células do hospedeiro pela
complexidade da fibronectina que estd presente na superficie das células do hospedeiro.
Algumas cepas de S. pyogenes apresentam uma cédpsula externa de dcido hialurdnico, que €
antigenicamente indistinguivel do 4cido hialur6nico presente no tecido conjuntivo dos
mamiferos. As cepas de S. pyogenes encapsuladas estdo mais associadas as infecgdes
sist€émicas graves. (MURRAY et al., 2009).

A patogenicidade dos estreptococos do grupo A é aumentada por sua resisténcia a
fagocitose. Eles também sdo capazes de produzir enzimas especiais, denominadas
estreptoquinases, que causam lise dos codgulos de fibrina, e estreptolisinas, que sdo
citotoxicas para as células dos tecidos, hemadcias e leucdcitos protetores (TORTORA;

FUNKE; CASE, 2005).

Figura 2 - Morfologia do S. pyogenes
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Fonte: http:// www.wired.co.uk

O Streptococcus pyogenes pode causar dores de garganta, febre escarlatina,
infeccdes de pele (como as erisipelas) e osteomielite (inflamacdo nos 0ssos), entre outras
doencas. Quando sinais e sintomas clinicos s@o utilizados em conjunto com métodos
laboratoriais, essas infec¢des podem ser diferenciadas de outras infec¢des dos mesmos 6rgaos
por outros patégenos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

O patdgeno se transmite normalmente pelo contato direto de pessoa para pessoa, por

meio de goticulas de saliva ou secre¢do nasal. Aglomeracdes, como as encontradas em


http://www.wired.co.uk/news/archive/2013-04/11/flesh-eating-bacteria-glue
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colégios e alojamentos militares, favorecem a transmissdo da infecg¢do. E possivel que a
passagem de pessoa para pessoa selecione amostras mais virulentas (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008).

Os estreptococos do grupo A podem colonizar a orofaringe de criangas sauddveis e de
adultos jovens sem doenca clinica. Entretanto, o isolamento de S. pyogenes em um paciente
com faringite € considerado significativo. A colonizacdo assintomadtica por S. pyogenes €
transitoria, regulada pela capacidade do individuo em desenvolver imunidade especifica para
a proteina M da cepa colonizadora e pela presenga de microrganismos competidores na
orofaringe. Pacientes ndo tratados produzem anticorpos para proteina M especifica, que pode
resultar em uma imunidade duradoura; no entanto, esta resposta de anticorpos € menor nos
pacientes tratados (MURRAY et al., 2009).

O 1solamento do S. pyogenes € facilmente obtido em placas contendo dgar sangue,
onde a bactéria forma colonias f-hemoliticas. A maneira mais segura e pratica de identifica-lo
¢ verificar se o estreptococo isolado possui o antigeno do grupo A. O S. pyogenes pode ser
presuntivamente identificado demonstrando-se que a amostra isolada € sensivel a bacitracina e

hidrolisa a pirrolidonil-B-naftilamida (PYR) (TRABULSI; ALTERTHUM, 2008).

33 Medicina tradicional

De acordo com a resolu¢do da ANVISA n°10, 09 de Marc¢o de 2010, planta medicinal
€ definida como uma espécie vegetal, cultivada ou ndo, utilizada com propdsitos terapéuticos
(BRASIL, 2010b).

O uso de plantas medicinais € significativo. Dados da Organizacdo Mundial de Satde
(BRASIL, 2006) mostram que cerca de 85% da populagdo mundial usou alguma planta na
busca de alivio de alguma sintomatologia dolorosa ou desagradavel (OLIVEIRA et al., 2006).
Desse total, somente 30% deu-se por indicacdo médica. O estudo de plantas medicinais tem
recebido incentivos da OMS (WERKMAN et al., 2008).

Acredita-se que a utilizagdo de plantas medicinais como medicamento seja
provavelmente tdo antiga quanto o proprio homem. Numerosas etapas marcaram a evolugdo
da arte de curar, porém torna-se dificil delimitd-las com exatiddo devido ao fato de que a
medicina esteve por muito tempo associada a préticas madgicas, misticas e ritualisticas.
Consideradas ou ndo seres espirituais, as plantas, por suas propriedades terapéuticas ou

toxicas, adquiriram fundamental importancia na medicina popular (MARTINS et al., 2000).
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O emprego de plantas medicinais na recuperagdo da saude tem evoluido ao longo dos
tempos desde as formas mais simples de tratamento local, provavelmente utilizada pelos
homens das cavernas até as formas tecnologicamente sofisticadas da fabricacdo industrial
utilizada pelo homem moderno. Mas, apesar das enormes diferencas entre as duas maneiras de
uso, ha um fato comum entre elas: em ambos 0s casos o homem percebeu, de alguma forma,
na presenca das plantas, a existéncia de algo que, administrado sob a forma de mistura
complexa como nos chds, garrafadas, tinturas, pds, etc., num caso, ou como substancia pura
isolada, noutro caso, e transformado em comprimidos, o emprego de plantas medicinais gotas,
pomadas ou cdpsulas, tem a propriedade de provocar reagdes benéficas no organismo, capazes
de resultar na recuperacdo da satude. Este algo atuante é o que se chama de principio ativo,
seja ele constituido de uma unica substancia existente na planta ou de um conjunto de
substancias que atuam sinergicamente, chamada de complexo fitoterdapico. Essas substincias
podem ser empregadas tanto dentro da prépria planta na forma de preparagdes caseiras, como
chds, tinturas e pds, ou na forma de composto puro isolado da planta e transformado em
capsulas, comprimidos e pomadas, pela industria farmacéutica (LORENZI; MATOS, 2002).

Com o processo de globalizacdo a expansdo da comunicagdo cresceu, o conhecimento
e o saber popular tornaram-se mais acessiveis as pessoas, contribuindo assim para a
divulgacao do uso das plantas medicinais na prevencao e cura das doengas, por serem de fécil
uso e conhecimento popular secular. Dessa forma, merecem o reconhecimento para a
preservacdo de uma cultura que muito tem contribuido para a satde das pessoas. O uso das
plantas medicinais € um processo de producdo e reproducdo de multiplos saberes e préticas,
originados de multiplas formas culturais, e que resultam da organizacdo social e produtiva de
comunidades tradicionais (ARAUJO, 2009).

Historicamente, os compostos produzidos pelas plantas t€ém sido separados em
metabolitos ou produtos primdrios e secunddrios. Os metabdlitos primarios, por defini¢ao, sao
moléculas que se encontram em todas as células vegetais e sdo necessarios para a vida da
planta. S3o os agucares, aminodcidos, proteinas e os 4cidos nucléicos. Os metabdlitos
secundérios, ao contrdrio, sdo restritos em sua distribui¢do, tanto dentro da planta quanto entre
diferentes espécies de plantas. Sdo importantes para a sobrevivéncia € a propagacdo das
plantas que os produzem, sdo eles: compostos fendlicos, terpenoides, 6leos essenciais e
alcaloides entre outros. S3o esses, os compostos responsdveis pelos efeitos medicinais, ou
toxicos, das plantas, e eles apresentam grande importancia ecoldgica, uma vez que podem
atuar na atracdo de polinizadores, ou representar uma defesa quimica contra estresse

ambiental (LOPEZ, 2006; RAVEN et al., 2007).
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Uma vez que as plantas medicinais produzem uma variedade de substancias com
propriedades antimicrobianas, é esperado que estudos de fitoquimica e isolamento possam
indicar compostos candidatos para o desenvolvimento de novos antibidticos (DUARTE,
2006). Entretanto, as investigagdes cientificas que visam determinar o potencial terapéutico
das plantas sdo limitadas, existindo a falta de estudos cientificos experimentais que
confirmem as possiveis propriedades antibidticas de um grande numero dessas plantas
(COUTINHO et al., 2004).

No Brasil, a investigacdo sobre produtos naturais com atividade antimicrobiana
também aumentou significativamente nos ultimos anos. Entretanto, apesar da rica
biodiversidade, somente estdo disponiveis dados sobre 44 espécies de plantas pertencentes a
20 familias, com atividade positiva, incluindo espécies nativas e exdticas. Em virtude da
biodiversidade presente nos diferentes biomas brasileiros, existe uma crescente demanda para
produtos naturais por inddstrias farmacé€uticas nacionais e internacionais, que impulsiona as
investigacdes cientificas e a busca por drogas naturais. Esta sequéncia de eventos resultou em
uma legislacdo “sui generis” a respeito da biodiversidade e conhecimento tradicionais
associados, agora colocados em pratica (FERREIRA, 2007).

As vias metabdlicas secunddrias vegetais dao origem a diversas classes de compostos,
tais como, alcaloides, flavonoides, isoflavonoides, taninos, cumarinas, glicosideos terpenoides
e poliacetilenos, que por vezes, sdo especificos de determinadas familias, géneros ou espécies,
cujas fungoes, até pouco tempo eram desconhecidas; a maioria desses metabdlitos secundarios
que, ao menos, 12.000 foram isolados e essa quantidade ainda parece ser inferior a 10% do
total. Em muitos casos, estas substancias servem como mecanismos de defesa do vegetal
contra predacdo por microrganismos, insetos, e herbivoros. Algumas substancias fornecem
odor para a planta, outros (quinonas € taninos) sdo responsaveis pelo pigmento e muitos
compostos sdo responsaveis pelo sabor da planta (COWAN, 1999).

Os principais grupos de compostos com propriedades antimicrobianas, extraidos de
plantas incluem: terpenoides, alcaloides, lectinas, polipeptideos, substincias fendlicas e
polifendis (fendis simples, dcidos fendlicos, quinonas, flavonas, flavondis e flavonoides),
taninos e cumarinas (RESCHKE; MARQUES; MAYWORM, 2007; HAIDA et al., 2007).

Entretanto, as investigagdes cientificas visando determinar o potencial terapéutico das
plantas s@o limitadas, existindo a falta de estudos cientificos experimentais que confirmem as
possiveis propriedades antibidticas de um grande ndmero dessas plantas. Espera-se que
compostos que atinjam, nas células, alvos diferentes daqueles utilizados pelos antibidticos

conhecidos, sejam ativos contra patdégenos resistentes (DUARTE, 2006).
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A utilizagdo destes produtos fitoterdpicos, economicamente mais vidveis, mostra-se
como uma alternativa interessante, contribuindo para melhorar o acesso da populacdo aos

cuidados com a prevencao e tratamento de doengcas (CORDEIRO et al., 2006).

3.4 Centro De Educacao Popular (CENEP)

De acordo com Belém et al. (2009), o trabalho com plantas medicinais na cidade de
Nova Palmeira-PB teve inicio no ano de 1995, a partir da percepcdo das necessidades das
criancgas carentes com as quais jd estava sendo feito um trabalho educativo e social desde o
ano de 1993. A partir da chegada de uma equipe formada por Padre Aparecido Francisco
Camargo, Irma Fidelis e Irma Consuelo, € que acabaram intensificando os trabalhos pastorais
ja existentes e introduziram também o uso de remédios caseiros feitos a partir de plantas
medicinais. Com essas agOes postas em prética, e cada vez mais procuradas pela comunidade,
surgiu a necessidade de ajuda no que diz respeito a um melhor atendimento, ensinamento e
incentivo a essa a¢do mais sauddvel e de recuperacdo da saide, muitas vezes perdida em
decorréncia do estilo de vida. A partir disso, surgiu o Centro Nordestino de Medicina Popular
(CNMP) onde, sob a orientacdo do renomado médico Dr. Celerino Carriconde, passou-se a
fornecer importantes orientacdes para se trabalhar com seguranca e mais confianca e,
especialmente, dentro dos padrdes e orientacdes técnico-cientificas. As criangas do CENEP e
suas familias comecgaram a ser atendidas, no que consiste ao atendimento primério a sadde,
entre eles o uso de remédio para tosse, coceira, piolho etc. Em virtude disso, a comunidade
passou a utilizar os lambedores para tosse, os chds de mulungu como calmante, entre outros,
portanto, as acOes relativas a essa drea aos poucos foram se intensificando com a ajuda de
colaboradores. Em 2004, a Oficina de Remédios Caseiros foi legalizada pela Agéncia
Estadual de Vigilancia Sanitdria (AGEVISA) e Conselho Regional de Farmécia (CRF) onde
passou a ser a primeira experi€éncia do género na Paraiba, j4 que a legislacdo brasileira, a
época, era omissa em criar e regulamentar leis que favorecessem as prdticas integrativas e
complementares, inclusive, as plantas medicinais de forma popular. Para que isso acontecesse
a farmacéutica e professora da UEPB, Luiza Maria Barreto da Silveira, assumiu a

responsabilidade técnica perante o CRF.
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3.5 Produtos de uso tradicional

Os Produtos Tradicionais Fitoterdpicos sdao uma nova classe de medicamentos criada
pela ANVISA com o intuito de deixar mais claro para a populagdo se o produto que ela esta
utilizando passou por todos os testes clinicos de seguranca e eficdcia ou se foi aprovado por
tempo de uso tradicional seguro e efetivo. A comprovagdo de seguranca e efetividade por
tradicionalidade de uso ¢ uma forma preconizada pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS)
e existe nas principais legislacdes internacionais (BRASIL, 2014a).

A RDC 26, de 13 de Maio de 2014 retrata que para serem considerados produtos
tradicionais fitoterdpicos, devem ser 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-cientifica e que sejam concebidos para serem utilizados sem a
vigilancia de um médico para fins de diagndstico, de prescricdo ou de monitorizagdo. Além
disso, os produtos tradicionais fitoterdpicos ndo podem se referir a doencas, distdrbios,
condic¢des ou agdes consideradas graves, ndo podem conter matérias-primas em concentragao
de risco toxico conhecido e ndo devem ser administrados pelas vias injetdvel e oftdlmica

(BRASIL, 2014a).

3.6 Gargarejo

Gargarejo € um produto utilizado para a agitagdao de infuso, decocto ou maceracdo na
garganta pelo ar que se expele da laringe, ndo devendo o liquido ser engolido ao final de
acordo com o Formulério de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2014a).

Gargarejo consiste em acdo ou resultado de gargarejar, ou ainda qualquer produto
quimico-farmacéutico antisséptico ou medicamentoso que se usa para gargarejar. Diante das
inimeras formulas utilizadas para o gargarejo e considerando que o beneficio efetivo
diferenciador das férmulas se dd devido a agdo efetiva antimicrobiana (ARA(JJO; REIS,
2014).

Colutoério € o termo técnico definido como forma farmacéutica liquida, destinada ao
enxdgue bucal, com acdo sobre as gengivas e as mucosas da boca e da garganta. Nao deve ser
deglutido (BRASIL, 2011). De acordo com Ferro (2008), quando o objetivo é o contato do
liquido em toda a mucosa oral, que nao a orofaringe, utiliza-se com bochecho, enquanto, no
caso do gargarejo, o objetivo € a atuagdo terapé€utica com a por¢do posterior da cavidade

bucal, atingido as amigdalas e faringe.
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Os estudos etnobotanicos em diversas regides do pais apontam o gargarejo, citado
pelas comunidades entrevistadas, como forma de utilizacdo de plantas associadas a problemas
bucais (BORBA; MACEDO, 2006; SANTOS et al.,, 2009; ANDRADE et al.,, 2012;
LACERDA et al., 2013; ALENCAR et al., 2015). Em um estudo realizado por BORBA;
MACEDO (2006) com 40 residentes de um bairro no Mato Grosso, os entrevistados
acreditam no beneficio e fazem uso de plantas medicinais e todos eles afirmaram que a
primeira op¢do de medicamento para qualquer perturbacdo de saide em geral seria procurar
resolver com remédio caseiro, depois procurar o médico.

Segundo Alencar et al. (2015), em investigacdo etnobotanica, a forma de preparo mais
mencionada para o tratamento de faringoamigdalite, foi maceracao, gargarejando e bebendo o
macerado. Em estudo realizado por Oliveira et al. (2010), foram mencionadas 27 plantas
utilizadas na forma de gargarejo para tratamento de afec¢des bucais. Andrade et al. (2012), no
estudo realizado em uma comunidade na cidade de Pombal-PB, destacaram que s informantes
indicaram vdrias formas de preparacdo dos remédios caseiros. Do total de espécies citadas, os
modos de preparo dos remédios mais frequentes, em ordem decrescente, foram: infusdo
(88,24%), maceracdo (64,71%), decoc¢ao (17,65%), sumo (5,88%) e gargarejo (5,88%). O
gargarejo foi citado como indicagdo para tratamento de tosse, inflamacgdes, fraqueza, gripe,
entre outras afeccgoes.

Alencar et al. (2015) destaca em seu estudo a utilizacdo da casca de roma na forma de
gargarejo do macerado e chd para o tratamento de afec¢des como, gengivite, faringite,
antidisentérico e vermes.

Dentre as partes ou 6rgdos das plantas utilizados para preparo de chds, insumos,
decoc¢do, dentre outros, a mais citada foi a folha seguida da raiz e da entrecasca, além do uso
de toda a planta, do fruto, semente, flor e leite do caule (BORBA; MACEDO, 2006;
SANTANA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2010).

A forma de preparo de uma planta € importante para que as substincias quimicas
responsaveis por seu efeito farmacoldgico sejam corretamente retiradas do interior das células
da planta, bem como para ndo modificar suas propriedades quimicas (PINTO; SANTIAGO;
LAMEIRA, 2000).

3.7 Controle de qualidade

O Controle de Qualidade € o conjunto de atividades destinadas a verificar e assegurar

que os ensaios necessdrios e relevantes sejam executados e que o produto ndo seja
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disponibilizado para uso e venda até que cumpra com a qualidade pré-estabelecida. O
Controle de Qualidade ndo deve se limitar as operacdes laboratoriais, mas abranger todas as
decisdes relacionadas a qualidade do produto. Para isso, devem disponibilizar recursos para
garantir que todas as atividades a ele relacionadas sejam realizadas adequadamente e também
por pessoas devidamente treinadas. O pessoal que realiza as tarefas especificas deve ser
qualificado com base na sua formacdo, experi€ncia profissional, habilidades pessoais e
treinamento (BRASIL, 2008).

Os ensaios de Controle de Qualidade t€m por objetivo avaliar as caracteristicas fisicas,
quimicas e microbiolégicas das matérias-primas, embalagens, produtos em processo e
produtos acabados. Assim, a verificacdo da conformidade das especificacdes deve ser vista
como um requisito necessdrio para a garantia da qualidade, seguranca e eficicia do produto e
ndo somente como uma exigéncia regulatéria (BRASIL, 2008).

Para o controle de qualidade dos fitoterdpicos, deve-se utilizar metodologia descrita
em farmacopeias ou formuldrios oficiais reconhecidos pela ANVISA, ou validar a
metodologia analitica no controle de qualidade. Se houver a metodologia na Farmacopeia
Brasileira, esta deve ser obrigatoriamente a seguida, em relacio as demais conhecidas,
devendo-se dar prioridade a edicdo mais recente. Métodos farmacopéicos nem sempre sao os
mais avangados do ponto de vista cientifico, mas sdo os métodos oficiais nos quais serdo

baseadas as decisdes em caso de divida ou litigio (NETTO et al., 2013).

3.7.1 Anadlise fisico-quimica

As andlises fisico-quimicas sdo importantes para pesquisar alteracdes na estrutura da
formulacdo que nem sempre sdo perceptiveis visualmente. Estas andlises podem indicar
problemas de estabilidade entre os ingredientes ou decorrentes do processo de fabricagdo
(BRASIL, 2008).

Além disso, alteracdes das propriedades fisico-quimicas também podem afetar a acao
terapéutica, comprometendo a biodisponibilidade do produto e a aceitagdo do mesmo pelo
consumidor (ANDRADE et al., 2005).

A estabilidade de produtos farmacéuticos pode ser afetada por intimeros fatores
ambientais, como temperatura, luz e umidade, além de outros fatores relacionados ao préprio
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
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podem ser detectadas através de alteragdes na cor, nas propriedades organolépticas, no teor e

na formacdo de precipitado, dentre outros aspectos (BRASIL, 2012).

3.7.2 Andlise microbioldgica

A qualidade microbioldgica de produtos constitui um dos atributos essenciais para o
seu desempenho adequado, principalmente em relacdo a seguranca, eficdcia e aceitabilidade
destes produtos. Falha nas medidas preventivas e de controle do processo de fabricacdo pode
resultar em produtos inadequados ao consumo. A ANVISA exige que as empresas produtoras
tenham implantado as normas de boas préticas de fabricacdo, conforme as normas técnicas
oficialmente estabelecidas. Dentre as exigéncias presentes nas normas, estd a necessidade da
realizacdo de ensaios de controle de qualidade em todas as fases do processo de fabricagdo.
Estas normas sdo dindmicas e devem ser atualizadas para acompanhar a evolucao tecnoldgica
dos processos, novos equipamentos e gerenciamento da qualidade (YAMAMOTO et al.,
2004).

Em relacdo ao controle de qualidade microbiolégico de produtos ndo estéreis, nos
quais admite-se a presencga de carga microbiana limitada, o objetivo imediato desta anélise é
comprovar a auséncia de microrganismos patogénicos e determinar o numero de
microrganismos vidveis, em fun¢do da utilizacdo do produto, por exemplo para uso tépico ou
oral (PINTO; KANEKO; OHARA, 2010).

A necessidade do controle microbioldgico desses produtos € importante, devido,
principalmente, a seguranga, 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 (cor, viscosidade) e quimicas (inativa¢do do principio ativo) do produto

(YAMAMOTO et al., 2004; NASCIMENTO et al., 2005)

3.8 Caracterizacao fitoquimica

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, 2010).
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A investigacdo cientifica com plantas medicinais envolvem inlimeros aspectos
importantes um deles é proprio cardter inter e multidisciplinar que, se por um lado, representa
problemas, obsticulos e cuidados; por outro, permite aos pesquisadores terem conhecimentos
mais amplos e ricos que aqueles obtidos em linhas especificas de pesquisa. Estes elementos
permeiam, passando pelo misticismo de muitas seitas e praticas de satide que se utiliza das
plantas medicinais, até o prazer e o desafio de estudar detalhadamente uma espécie vegetal
(DI STASI, 1996).

Classicamente, a caracterizacdo dos principais grupos de substincias vegetais de
interesse tem sido conseguida pela realizacio de reagdes quimicas que resultem no

desenvolvimento de coloragiio e/ou precipitado caracteristico (SIMOES et al., 2010).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Amostras

Foram adquiridas trés amostras do gargarejo a base de plantas medicinais provenientes
da Oficina de Remédios Caseiros — O CENEP, no municipio de Nova Palmeira-PB, com a

mesma composi¢cdo de plantas medicinais.

4.1.2 Equipamentos e acessOrios

e Balanca Semi-analitica, Bel Engineering, Mark®;

e Estufa de Secagem e Esterilizag¢do, Biopar®;

e Estufa Bacterioldgica, Qualxtron®;

e Autoclave Vertical, Phoenix®;

e Peagametro, Phtek®;

e Manta Aquecedora;

e Chapa Aquecedora;

e Dessecador;

e Pipetas Automaticas, Digipet®;

e Bico de Bunsen;

e Banho-Maria Termostatico, Hydrasan®;

e Microscépio Optico, Coleman®;

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

e Ponteiras;

e Alca Bacterioldgica;

e Espatulas de Aluminio;

e Pissetas com Alcool a 70%;

e [Aminas;

e [aminulas;

e Algodao Estéril;



4.1.3

Azul de Metileno.

Reagentes e meios de cultura

Agar Caseina Soja, acumedia®;
Agar Sabouraud Dextrose, Biolog®;
Agar Cetrimida, acumedia®;

Agar Manitol Salgado, acumedia®;
Peptona Caseina Soja Caldo, BD®;
Agar DNase, Himedia®;

Acido Cloridrico IN;

Magnésio Metalico;

Etanol 96%;

Reagente de Dragendorff;

Cloreto Férrico (FeCl3);

Gelatina;

Agua Destilada;

Agua Destilada Estéril.

4.2 Métodos

4.2.1

Preparo das amostras
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As amostras obtidas foram nomeadas como sendo amostras A, B e C, e também foram

conferidas e anotadas as datas de fabricacdo e validade dos gargarejos. Posteriormente foi

realizada uma assepsia utilizando dlcool 70° GL nas embalagens.

Quadro 1 - Datas de fabricagdo e validade das amostras de gargarejo a base de plantas medicinais do CENEP.

AMOSTRA DATA DE FABRICACAO VALIDADE
A Agosto/2015 Agosto/2016
B Julho/2015 Julho/2016
C Novembro/2015 Novembro/2016

Fonte: Arquivos da autora, 2016.
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4.2.2 Contagem de microrganismos vidveis

Apos a realizacdo da assepsia externa dos recipientes, foi transferido 1 mL de cada
amostra de gargarejo para recipientes contendo 9 mL de Peptona Caseina Soja Caldo para

obtencdo da diluicdo 1:10, e em seguida realizou-se mais duas dilui¢des em série obtendo-se

diluicdes 1:100 e 1:1000 (Figura 3.A).

Figura 3 - Representacdo esquematica do preparo das diluicdes das amostras e método pour-plate para contagem

de microrganismos.

3.A
GARGAREJO
= ——— 1mlL
3.B ‘
CE{\ DUPLICATA
Incubagdo
—_—
Meio - 20 mL Homoge'nlzacso Comagem UFCs

45~ 50°C

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

4.2.2.1 Método de profundidade — (pour plate)

Essa metodologia € estabelecida pela farmacopeia com a finalidade de contagem de
microrganismos vidveis nas placas de petri, contendo um meio especifico para fungos e outro

meio especifico para bactérias, e realizacdo da semeadura em profundidade (BRASIL, 2010a).
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Para a contagem de bactérias 1 mL de cada diluicdo (1:10, 1:100, 1:1000) foi
introduzido em duas placas de petri estéreis (20 x 100 mm), pois o procedimento deve ser
realizado em duplicata. Em seguida, foi vertido, separadamente, 20 mL de meio de cultura
para crescimento bacteriano mantido a 50°C nas placas para posterior homogeneizagao,
utilizando movimento circulares (em forma de oito).

O mesmo processo foi realizado para a contagem de fungos, diferindo apenas o tipo de
meio utilizado e as condi¢des de incubagio.

Ap6s a homogeneizagdo das placas, esperou-se a solidificacdo dos meios e em seguida
as placas foram invertidas e incubadas, de acordo com as caracteristicas adequadas de

incubacdo para cada situacao (Figura 3.B).

Quadro 2 - Meio de cultura para pesquisa de microrganismos e condigdes de uso.

TEMPO DE
MICROORGANISMO MEIO DE CULTURA INCUBACAO TEMPERATURA
BACTERIAS AGAR CASEINA SOJA 3 -5DIAS 30-35°C

AGAR SABOURAUD
FUNGOS DEXTROSE 5-7 DIAS 20 -25°C

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

4.2.2.2 Contagem de colbnias em placa

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

300 colodnias de bactérias e 100 de fungos. Foi calculada usando a seguinte férmula:

N=P1+P2) xD
2

N =N °de UFC/ g ou mL;
P1 = N° de coldnias na placa 1;
P2 = N° de colonias na placa 2;

D = Diluig¢do utilizada.
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4.2.3  Pesquisa de patégenos

A pesquisa de patdégenos aconteceu na busca de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, ja que a Farmacopeia Brasileira estabelece para produtos de
preparagdo para uso topico (oromucosa, nasal, gengival, cutaneo, auricular), a auséncia desses
dois tipos de microrganismos (BRASIL, 2010?).

Foi transferido para o meio seletivo solidificado, o material enriquecido em meio nao
seletivo através de uma alga bacterioldgica, usando o método de estrias em superficie. Em
seguida, as placas foram encubadas por 24 a 48 horas a temperatura de 35°C em estufas
adequadas. Os meios seletivos utilizados para pesquisa dos respectivos microrganismos estao
descritos no Quadro 3, assim como as caracteristicas que, apds o crescimento, foram

observadas para confirmac¢do da presenca ou auséncia.

Quadro 3 - Meios seletivos para pesquisa de patogenos e suas caracteristicas para identificacao.

MEIO CARACTERISTICAS DAS COLONIAS
MICRORGANISMO  SELETIVO APOS CRESCIMENTO
Pseudomonas AGAR
aeruginosa CETRIMIDA PIGMENTO VERDE - AZULADO
Staphylococcus AGAR MANITOL ALTERACAO DA COLORACAO DO
aureus SALGADO MEIO PARA A COR AMARELA

Fonte: Farmacopeia Brasileira, 2010.

Para as amostras que apresentaram colOnias com as caracteristicas determinadas
anteriormente, foram realizados procedimentos para confirmacio do patégeno em andlise:

4.2.4 Identificacdo de fungos (microcultivo)

A técnica de microcultivo (RIDDELL, 1950) € utilizada para a identificacdao de fungos
filamentosos.

Inicialmente foi colocado sobre uma lamina esterilizada, contida em uma placa de
petri estéril, um cubo de ASD. A lamina foi posicionada sobre um suporte (formado por duas
outras laminas) em forma de cruz. Em seguida o fungo foi semeado, a partir de repique
recente, nos quatro lados do cubo de &dgar e recoberto com uma laminula esterilizada.

Dentro da placa estéril também foi introduzido um pequeno chumaco de algodao
estéril embebido com dgua destilada estéril para evitar a dessecagdo do meio de cultura
durante o crescimento do fungo. Para finalizar o procedimento, a placa foi tampada e deixada

a temperatura ambiente por 7 a 10 dias (Figura 4).
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Figura 4 - Representacio esquemadtica do microcultivo na identificacio de fungos.

Legenda: 1- algodio embebldo com dgua estérll; 2- suporte de vidro: 3. limina de
vidre: 4- laminula; 5- agar sabouraud dextrose; 6- indcule de fungos.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

Para cada microcultivo foram preparadas duas laminas, onde a laminula foi retirada
posteriormente com auxilio de uma pinca, e adicionada uma gota de corante azul de metileno
e em seguida montado sobre uma ladmina. Para o preparo da outra 1amina, o cubo de agar, que
ficou sobre a lamina, foi retirado e em seu lugar foi adicionada outra gota de corante azul e
recoberto com outra laminula. Em seguida, através de microscopio 6ptico, as caracteristicas
morfolégicas dos fungos foram observadas na objetiva de 40 x, para posterior identificacao

destes.

4.2.5 Comprovacdo do potencial antimicrobiano do gargarejo contra S. pyogenes

Para a realizacdo dos testes de comprovacao da eficdcia antimicrobiana do gargarejo,
foi utilizado o método de difusdao em é4gar.

Utilizou-se uma cepa padrao de Streptococcus pyogenes, € preparou-se uma suspensao
bacteriana, em que, posteriormente, foi transferida para uma solucdo salina, resultando na

preparacdo de um meio enriquecido com bactérias.
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Foi realizada a padronizacdo da suspensdo bacteriana utilizando-se 25% de
transmitancia a 580 nm, para a obtencdo de uma concentracao final de aproximadamente 108
UFC/mL.

O método de difusdo em dgar consistiu, inicialmente, na preparacdo de uma camada
base de meio Agar Nutriente a 50°C e distribuidos sobre as placas de petri uniformemente em
uma superficie nivelada, e posteriormente adicionada a camada semeada com 10% de
suspensdo padronizada de S. pyogenes sobre a camada base. Em seguida, disp0s-se quatro
cilindros de ago inoxiddvel em cada placa de petri adequadamente para que ndo houvesse
interacdo entre os halos. Cada cilindro continha um tipo de solugdo diferente, sendo o
gargarejo puro, o gargarejo diluido de acordo com as instrucdes de uso estabelecidas pelo
CENEP, e os outros dois cilindros com produtos j4 estabelecidos no mercado, em que um era
composto por horteld, aroeira, eucalipto e roma, e o outro era composto por aroma de menta,
dlcool e outros constituintes, vendidos como gargarejo e colutdrio, respectivamente. O
procedimento foi realizado utilizando-se seis placas para cada amostra, A, B e C (Figura 5)
(BRASIL, 2010a).

Os halos foram medidos com auxilio de um paquimetro e documentados de acordo

com as amostras utilizadas na placa de petri.

Figura 5 - Representacdo da disposicdo dos cilindros para teste de eficicia do gargarejo.

Legenda: Gp: gargarejo puro d: gargarejo diluido;

P1: produto sintetico 1; P2:produto sintético 2.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.
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4.2.6 Controle de qualidade fisico-quimico

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

seco, viscosidade, densidade e caracteristicas organolépticas.

4.2.6.1 pH

Para a determinacdo utilizou-se um peagiametro, por meio do qual foi determinada a
diferenca de potencial entre dois eletrodos — o de referéncia e o de medida — imersos na

amostra, e depende da atividade dos fons de hidrogénio na solucao.

4.2.6.2 Residuo seco

O processo para a determinagdo do residuo seco foi realizado em triplicata para cada
amostra de gargarejo analisada. Os cadinhos foram identificados pesados em uma balanca
analitica e os valores foram documentados e, posteriormente colocados em uma estufa a 100 -
105°C por 60 minutos. Foram retirados da estufa e colocados em um dessecador para
novamente serem pesados um a um.

Foram transferidos 2 mL de cada amostra, rigorosamente medidos com pipeta
volumétrica, para cada cadinho identificado, depois foram pesados novamente, e levados para
uma chapa aquecedora até total secura. Posteriormente colocados em estufa novamente e
depois em dessecador para serem pesados a cada uma hora até peso constante. Através dos

resultados foi possivel calcular o residuo seco em porcentagem sobre massa.

4.2.6.3 Viscosidade

Para a determinacdo da viscosidade das amostras utilizou-se um viscosimetro de
Brookfield que mede a viscosidade pela forca necessaria para girar o rotor no liquido que esta
sendo testado.

Foi adicionada a amostra a ser analisada no recipiente coletor do aparelho, até a marca
desejada; posteriormente, o aparelho foi programado para a escolha de um niimero de splinder
e uma rotacdo a serem testados; o rotor foi imerso nas amostras A, B e C separadamente; o
aparelho foi acionado e apds estabilizacdo do valor, que marcava no display do aparelho,
anotou-se esse valor expresso em centipoise (cP). Caso ndo houvesse estabilizacdo do valor

eram realizados novos testes utilizando outro nimero do rotor ou outra rotagao.



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):

Onde: K € o coeficiente

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

4.2.6.4 Densidade

n=Kxa
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Para calcular a densidade das amostras foi utilizado o método do picndometro, onde foi

utilizado um picndmetro de 5 mL previamente calibrado, ou seja, foi realizada a pesagem para

a determinacdo da massa do picnOmetro vazio, e também a determinacdo da massa do

picnometro preenchido com dgua destilada a 20°C.

As amostras, uma a uma, foram transferidas para o picndmetro, de modo que o seu

volume total fosse preenchido para a realiza¢do da determina¢do da massa do picnémetro com

a amostra. O peso das amostras foi calculado através da diferenca entre a massa do

picndmetro cheio e vazio. Posteriormente, a densidade relativa foi calculada através da razao

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

abaixo:

D = Densidade;

Pamostra = Massa do picndmetro contendo a amostra;

D - Pﬂll‘jﬂﬂtrﬂ - P"l."‘d?.'llﬂ

Pagua — Pvazio

Pvazio = Massa do picndmetro vazio;

P4gua = Massa do picnometro contendo dgua destilada.
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4.2.6.5 Caracteristicas organolépticas

As amostras A, B e C foram classificadas de acordo com suas caracteristicas de cor,
odor e aspecto. Esse ensaio fisico € considerado essencial para a aceitacao dos usudrios para

esse tipo de produto.

4.2.7 Caracterizagdo fitoquimica

Inicialmente foi preparada uma mistura com propor¢do de gargarejo puro e de dgua
para realizacdo dos testes de detec¢do. Foram utilizados 10 mL de gargarejo puro para 25 mL
de 4gua, resultando em uma solucao de 35 mL. Foram utilizados quatro tubos de ensaio para a
deteccdo, em que um era referente a pesquisa de alcaloides, dois para taninos, um para
flavonoides e um branco. Cada tubo de ensaio continha 2 mL da mistura obtida e foram
adicionados os reagentes necessarios um a um (Figura 6). A evidenciagdo foi realizada

conforme especificagdes da Sociedade Brasileira de Farmacognosia.

Figura 6 - Representacdo esquemadtica da utilizacao de reagentes para a deteccdo da presenca de Taninos,

Alcaloides e Flavonoides, respectivamente, nas amostras de gargarejo.

OO O

(

3 3
Ny

N g

FeCl;—2 % Gelatina —2 % Hf] Mg mftahco

Dragendorff HCI

Fonte: Arquivos da autora, 2016.
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4.2.7.1 Comprovagdo da presenca de taninos

Em um tubo de ensaio contendo 2 mL de cada amostra de gargarejo, adicionou-se 3
gotas de FeCl3 2%, e foi observada a mudanga de coloragdo para azul ou verde.
Em outro tubo de ensaio contendo a amostra, adicionou-se trés gotas de solucdo de

gelatina 2% e observou-se se havia precipitagdo ou turvacgao.

4.2.7.2 Comprovagdo da presenga de alcaloides

Em um tubo contendo 2 mL amostra de gargarejo, acrescentou-se 0,8 mL de HCI 1% e
foi submetido a agitacdo. Posteriormente, gotejou-se o reativo de Dragendorff, agitou-se

novamente, € observou-se se houve precipitacdo ou turvacgao.

4.2.7.3 Comprovagdo da presenca de flavonoides

Em um tubo contendo 2 mL de amostra de gargarejo, adicionou-se uma pitada de
magnésio metalico em raspas, posteriormente acrescentou-se 1 mL de HCI e foi observada a

mudanca de coloragdo para rosa, laranja ou vermelho na chamada Reac¢do de Shinoda.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A composicdo das amostras e as informacdes obtidas com o levantamento

etnobotanico, estdo descritos nos quadros 4 e 5, respectivamente.

Quadro 4 - Composicdo das amostras de gargarejo.

AMOSTRA COMPOSICAO MODO DE USO
A Roma, Gengibre, Tansagem, dlcool e dgua. Gargarejo
B Roma, Gengibre, Tansagem, alcool e dgua. Gargarejo
C Roma, Gengibre, Tansagem, alcool e dgua. Gargarejo

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

Para preparacdo do gargarejo, sdo utilizadas folhas frescas da tansagem, o gengibre
fresco e a casca fresca da roma. O gargarejo € obtido a partir de uma preparacdo utilizando
200g de cada planta para 1L de élcool, e posteriormente, essa preparacdo € diluida em dgua.

A romazeira, Punica granatum L., € um arbusto lenhoso, ramificado, da familia
Punicaceae, nativa da regidio que abrange desde o Ird até o Himalaia, a noroeste da India. Tem
sido cultivada hd muito tempo por toda a regidio Mediterrinea da Asia, América, Africa e
Europa. Apresenta folhas pequenas, rijas, brilhantes e membrandceas, flores vermelho-
alaranjadas dispostas nas extremidades dos ramos, originando frutos esféricos, com muitas
sementes em camadas as quais se acham envolvidas por arilo polposo (LORENZI; SOUZA,
2001; FERREIRA, 2004).

Os frutos da roma compdem-se de uma baga globosa, do tamanho de uma laranja
pequena, de casca coridcea, amarela ou avermelhada manchada de escuro, multilocular, com
inimeras sementes angulosas, cobertas por tegumento espesso, polposo, de sabor doce
ligeiramente 4cido (GOMES, 2004).

A romazeira tem sido considerada sagrada pelas principais religides do mundo, por
apresentar propriedades medicinais, com potencial para tratar grande variedade de doencgas
(LANGLEY, 2000).

Os preparos obtidos da romazeira (flor, fruto e casca da arvore) sdo popularmente
usados para tratar varios problemas de satide, predominantemente gastrintestinais. O suco €
usado contra ulceras na boca e genitdlias, alivia dores de ouvido, € utilizado no tratamento de
dispepsia, disenteria e benéfico contra a lepra. As flores sdo usadas para tratamento da

gengiva, prevenindo a perda dentdria; possuem atividade adstringente e hemostética e servem
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para o tratamento de diabetes mellitus. Os brotos das flores, secos e pulverizados, sdo usados
para a bronquite (LANGLEY, 2000). No México, € usada para diarréia, aftas, parasitismo,
abscessos, tosse, angina, inflamag¢ao urindria e injdrias da pele (NAVARRO et al., 1996).

Muitos trabalhos cientificos sao feitos estudando as propriedades medicinais da
romazeira. No entanto, ainda ha poucos estudos etnobotanicos, de farmacognosia e
toxicoldgicos suficientes para elucidar os mecanismos de acdo e efeitos dos constituintes
quimicos derivados da roma. Somente recentemente observou-se que a punicalagina, um
tanino eldgico derivado do fruto da romanzeira, € provavelmente um dos principais
constituintes antimicrobianos desta fruta (MACHADO et al., 2003).

Nimri et al. (1999) estudaram a acdo de extratos etandlicos obtidos de 15 plantas da
medicina tradicional do Oriente Médio. Observaram que trés plantas, dentre elas a P.
granatum, foram consideradas de amplo espectro de atividade antibacteriana. Extratos da
casca da P. granatum inibiram todas as espécies bacterianas testadas, tanto Gram-positivas (B.
cereus, S. aureus, S. epidermidis, S. pyogenes, E. faecalis) quanto Gram- negativas (E. coli,
K. pneumoniae, P. vulgaris, P. aeruginosa, S. dysenteriae, Y. enterocolitica).

E muito comum, portanto, a utilizacdo deste fruto para fins fitoterdpicos, com a
finalidade de cura de diversas patologias. Pesquisas ja vém sendo desenvolvidas com os frutos
da romazeira, principalmente no intuito de explorar seu potencial como alimento funcional,
bem como seu aproveitamento na utilizac¢do para fins terapéuticos (SANTOS et al., 2010).

Dentre os fitoconstituintes presentes na planta, destacam-se flavonoides (apigenina e
narigenina), antocianinas, taninos (4cidos galico e eldgico), alcaloides, dcido ascérbico, dcidos
graxos conjugados (4cido punico) e o acido ursélico (LANSKY; NEWMANN, 2007).

O fruto € uma fonte rica em compostos fendlicos, sendo as antocianinas o grande
destaque na sua composi¢do. Além de atuarem como um dos mais importantes antioxidantes
naturais, elas s@o as responsaveis pela intensa coloracdo vermelha do suco de roma, a qual é
um dos pardmetros de qualidade que mais influenciam na aceitagdo sensorial dos

consumidores (BOROCHOV-NEORI et al., 2009; GIL et al., 2000; PATRAS et al., 2010).
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Figura 7 - Punica granatum

Fonte: http://amazon.com

Com relagdo ao gengibre, ¢ uma planta herbacea podendo atingir 1,50 m de altura, de
caule articulado, rizoma horizontal, comprido lateralmente, com ramificacdes situadas num
mesmo plano, digitiformes (mao de gengibre). O fruto é uma cédpsula trilocular que se fende
em trés valvulas; as sementes sdo azuladas e contém um albumem carnoso. O rizoma é
geralmente articulado formado por tubérculos ovoéides, rugosos e prensados uns contra os
outros (EMBRAPA, 2001).

Popularmente, o gengibre vem sendo empregado por meio de solucdes e sprays, na
cavidade oral, devido a sua a¢ao cicatrizante, anti-inflamatéria e antimicrobiana. O gengibre é
indicado, também, no tratamento de dores de cabecga, ndusea e outras desordens estomacais,
de resfriados e algumas outras infec¢Oes virais como a hepatite C, de osteoartrite, além de
apresentar efeitos anticancerigenos. Além de todas as propriedades apresentadas pelo
gengibre, a sua atividade antimicrobiana estd sendo bastante estudada. Pesquisas mostram que
Oleos e extratos de Zingiber officinalle apresentam acdo inibitria em bactérias gram-positivas
e gram-negativas, porém ainda h4 poucos estudos que relacionam o gengibre aos
microrganismos prevalentes na cavidade bucal, visto que esta apresenta uma flora bastante
variada e que pode desencadear indimeras patogenias (GREGIO, 2006).

A planta apresenta de 1-3% de 6leo essencial (sesquiterpenos), 2,5 — 5% de principios
picantes (gingerol e shogaol) e 60% de amido. Os gingerdis, principalmente o [6]-gingerol sdo
identificados como os maiores constituintes dos rizomas de gengibre frescos e tém sido
atribuidos a eles vérios efeitos farmacoldgicos: analgésico, antipirético, atividade anti-

hepatotdxica, antinauseante e anti-inflamatdria (GREGIO, 2006).
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Figura 8 - Zingiber officinale

Fonte: http://uniwell. weebly.com

Sobre a tansagem, é importante salientar que no Brasil, a espécie Plantago major é
conhecida como tanchagem maior, tranchagem, transagem, tansagem, plantagem, lingua de
vaca, trangagem, ou ainda, como tancagem. E uma planta de aproximadamente 15 cm de
altura. Suas folhas crescem em forma de rosetas e sdo de ovaladas a elipticas com nervagdo
paralela. As folhas sdo glabras e suas extremidades sdo irregularmente dentadas. As flores sdao
pequenas, marrom-esverdeadas e estdo dispostas em longas espiculas ndo ramificadas de até
25 cm que crescem da base da roseta, P. major € polinizada pelo vento e produz grande
quantidade de sementes, até 20000 por planta. Suas sementes sdo pequenas € ovais € possuem
sabor levemente amargo (BRASIL, 2014b).

Plantago major € utilizada tradicionalmente para multiplas enfermidades, variando de
acordo com a parte da planta utilizada. As folhas sdo usadas como antissépticas, depurativas,
hemostaticas, antibacterianas, supurativas, diuréticas, desinfetantes, anti-inflamatorias,
antipiréticas, entre outras. O uso das folhas em associacdo com outras plantas € descrito para o
tratamento de tosse. Além disso, as sementes sdo indicadas na utilizacdo em associagcdo a
outras plantas como emoliente em casos de tosse e dor de garganta (BRASIL, 2014b).

Em extratos das sementes da planta, os testes foram positivos para flavonoides,
esterdis, taninos, carboidratos, saponinas, alcaloides e triterpenos. J4 para extratos das folhas,
compostos fendlicos em geral, flavonoides, taninos, alcaloides, esterdis insaturados,
triterpenos, carboidratos, lactonas/ésteres, proteinas/aminodcidos, antraquinonas reduzidas,
cumarinas e esteroides livres foram verificados (BRASIL, 2014b).

Foi caracterizado quimicamente um glicosideo isolado do P. major ao qual denominou

de Plantamajosidio. A esta substancia foi atribuida a capacidade de inibir bactérias e fungos,



47

principalmente fitopatogénicos, como também, inibir 5-lipoxigenase, importante enzima na

sintese de perdxidos e leucotrienos (RANV; BRIMER, 1988).

Figura 9 - Plantago major

Fonte: http://weetjes.punt.nl

Quadro 5 - Informagdes etnobotéanicas das plantas medicinais contidas no gargarejo.

Nome Popular | Nome Familia Dados Referéncias

Cientifico

fitoquimicos
Presenca de

taninos, (Alves et al.,
Roma Punica Punicaceae flavonoides, 2008).

granatum alcaloides e
uso nas
doencas
inflamatorias e
infecciosas.
Presenca de
alcaloides, (Alves et al.,
Gengibre Zingiber Zingiberaceae antraquinona, 2008).
officinale resinas e uso (Palatty et al.,
anti- 2013).
inflamatorio,
antiemético e
antibidtico
Presenca de

taninos, (Alves et al.,
Tansagem Plantago Plantaginaceae  flavonoides, 2008).

major L. alcaloides e (BRASIL,
uso nas 2014.)
afeccoes de
boca e

garganta.
Fonte: Arquivos da autora, 2016.
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5.1 Contagem de microrganismos viaveis

Pode-se observar crescimento bacteriano e flingico em todas as amostras de gargarejo,
embora nao tenha sido observada em todas as diluicdes utilizadas. Os resultados obtidos apds
contagem dos microrganismos estdo ilustrados na tabela 1. Os niveis de microrganismos
aerobios mesofilos vidveis totais encontrado variaram de 2,0 x 10! a 3,70 x 10? para fungos e

I x 102 a 1,6 x 103 para bactérias.

Tabela 1 - Contagem de microrganismos vidveis nas amostras de gargarejo.

Fungos Bactérias
Amostra UFC/mL
A 2,0x 10 1,6 x10®
B 5,5 x 10 6,0 x 10%
C 3,7 x 102 1,0 x 102

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

Para garantir sua qualidade, produtos ndo estéreis devem respeitar um limite pré-
especificado de carga microbiana. Os limites microbianos especificados devem ser adequados
as vdrias categorias de produtos de modo que reflitam o tipo de contaminacdo mais provavel
durante a fabricacdo, as especificacdes limitrofes determinadas a cada via de administracdo do
produto, e até o risco que o consumidor final oferece na contribuicdo com a carga microbiana
do produto durante o uso (BRASIL, 2010a).

A 5° edicdo da Farmacopeia Brasileira (2010) estabelece limites microbianos para
produtos nao estéreis. Estabelece que as preparacdes de uso topico (oromucosa, nasal,
gengival, cutaneo e auricular), devem conter uma contagem total de bactérias aerobias menor
que 102 UFC/mL e menor que 10" UFC/mL para fungos (BRASIL, 2010). Houve crescimento
bacteriano e flingico em todas as amostras do gargarejo, porém, tendo em vista os valores
obtidos apds a contagem de microrganismos, a amostra C excedeu o limite aceitavel para
fungos e a amostra A excedeu o limite estabelecido para a carga de bactérias presentes.

Em contrapartida, a farmacopeia também estabelece limites microbianos para produtos
de origem vegetal, mineral e/ou animal para uso oral. Os limites para a contagem total de
bactérias aerdbias deve ser menor que 10* UFC/mL e menor que 102 UFC/mL para fungos.
Por se tratar de um produto de origem natural, o gargarejo se enquadra dentro dos limites

estabelecidos.
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Os produtos comercializados, incluindo os fabricados a base de plantas medicinais,
estdo sujeitos a presenca de variados tipos de contaminantes, sendo a contaminagdo
microbioldgica de importancia significativa na medicina, pois pode oferecer riscos potenciais
a saude dos usudrios. Em funcdo da origem da planta, diversos tipos de microrganismos
podem estar presentes, desde bactérias até fungos, tendo como possiveis fontes de
contaminacdo a poluicio na 4gua de irrigacdo, atmosfera, solo, condi¢des da coleta,
manipulagdo, secagem e estocagem das matérias primas vegetais. Estes sdo itens importantes
a serem considerados no controle de produtos naturais, por permitirem a ocorréncia de altos
niveis de contaminacdo microbiana, por vezes envolvendo agentes patogénicos (BUGNO et
al., 2005; MANDEEL, 2005; TAKAHASHI et al., 2009). A presenca de d4gua e componentes
organicos na formulacdo favorece a proliferacdo de microrganismos nos produtos (ARAUJO,
2013).

A contamina¢do por microrganismos pode acarretar deterioracdo do material por ser
fonte de enzimas, bem como de microrganismos patégenos, podendo levar ao
desenvolvimento de doengas. A carga microbiana elevada pode comprometer a estabilidade
do produto, consequentemente, pode haver perda da eficécia terapéutica, por degradacdo do
principio ativo ou por alteragdo de parametro fisico fundamental para a sua atividade, como o
pH. Além disso, as alteracdes das propriedades fisico-quimicas podem afetar a acgdo
terapéutica por comprometer a biodisponibilidade do produto e a aceitacio do mesmo pelo
consumidor (PINTO; KANEKO; OHARA, 2010).

A figura 10 mostra macroscopicamente o crescimento de bactérias e fungos em ACS e

ASD, respectivamente.



50

Figura 10 - A. Crescimento bacteriano em meio dgar caseina soja; B. Crescimento fingico em dgar sabouraud

dextrose.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

5.2 Pesquisa de patogenos

De acordo com o estabelecido pela 5° edicdo da farmacopeia, produtos sintéticos e
bioldgicos de uso tépico (oromucosa, nasal, gengival, cutaneo, auricular) devem ter auséncia
de S. aureus e P. aeruginosa em 1 mL.

Na realizacdo da pesquisa da presenca de S. aureus utilizando o meio manitol salgado,
foi possivel observar a formagdo de col6nias amareladas caracteristicas para esse tipo de

microrganismo nas amostras A, B e C, como demonstra a figura 11.

Figura 11 - Pesquisa de Staphylococcus aureus em meio dgar manitol salgado.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.
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Esse microrganismo pode ser encontrado no ambiente de circulagdo do ser humano,
sendo o préprio homem seu principal reservatério, além de estar presente em diversas partes
do corpo, como fossas nasais, garganta, intestinos e pele (OLIVEIRA et al., 2012). Por
estarem presentes na garganta, esses microrganismos podem ser disseminados através da fala
e da tosse (MOURA et al.,, 2011). Pode provocar doengas, que vao desde uma simples
infeccdo (espinhas, furinculos e celulites) até infec¢des graves (bacteremia, pneumonia,
meningite, endocardite, sindrome do choque tdéxico, septicemia, osteomielite) (SANTOS et
al., 2007).

Na pesquisa da presenca de Pseudomonas aeruginosa em éagar cetrimida, observou-se
que nao houve formacdo da presenca de pigmento azulado em nenhuma das amostras com
crescimento bacteriano, comprovando a auséncia desse microrganismo nas amostras do
produto.

Pseudomonas aeruginosa é uma das espécies bacterianas que ocasionam infeccao em
pacientes hospitalizados (GOLDBERG, 2010). Na América Latina Pseudomonas spp. € a
responsavel por 7,5% das infeccOes de corrente sanguinea, por 31,2% dos casos de

pneumonia e, por 13,8% de infec¢des da pele e dos tecidos moles (GALES et al., 2012).

5.3 Identificacao dos fungos

Nao ha exigéncias quanto a identificacio de fungos de acordo com o que ¢é
estabelecido na 5° edi¢do da Farmacopeia Brasileira (2010). A farmacopeia apenas estabelece
que para produtos de uso tépico (oromucosa, nasal, gengival, cutaneo, auricular), devem ter
contagem total de fungos/leveduras inferior a 10! UFC/mL. Em contrapartida, devido a
patogenicidade da maioria das espécies, os fungos foram identificados macroscopicamente e
microscopicamente. Para a identificacdo microscopica, os fungos foram analisados na
objetiva de 40 x na busca de suas caracteristicas morfolégicas peculiares. A figura 12
demonstra as caracteristicas morfoldgicas vistas macroscopicamente das colonias de fungos

encontradas nas amostras A, B e C.
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Figura 12 - Caracteristicas micro e macromorfoldgicas do crescimento de fungos nas amostras de gargarejo.
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Fonte: Arquivos da autora, 2016.

Macroscopicamente, nas amostras de gargarejo, as colOnias apresentaram-se veludas,
penugentas e superficie dspera, topografia elevada e coloracdes que variaram de cinza-
esverdeado ao cinza-claro, marrom-esverdeado e negro.

A figura 12 demonstra também as caracteristicas dos fungos observados em
microscOpio na objetiva de 40x, onde as colOnias apresentaram-se com coloracdo marrom
escuro, caracteristico de fungos deméceos, organizados com aspecto de cachos em cadeia
ramificadas e apresentando hifas finas, septadas, ramificadas, e forma de “galhos de arvore”
conforme descrito por Neufeld (1999), onde essas caracteristicas representam os fungos
pertencentes ao género Cladosporium spp.

O género Cladosporium spp. possui 735 espécies vélidas na literatura, apresentando
73 variedades e 40 formas especiais (INDEX FUNGORUM, 2010). No Brasil, sdo conhecidas
26 espécies (EMBRAPA, 2010). Cladosporium spp. € um dos fungos de maior concentragao
no ar, particularmente em regides quentes, como no Curimatad da Paraiba (ZOPPAS;
VALENCIA-BARRERA; FERNANDEZ-GONZALEZ, 2011).

Cladosporium spp. € um fungo filamentoso , pertencentes ao filo Ascomycota e o
grupo de demdceos, caracterizados por apresentarem uma coloracio escura. E um fungo
saprofito, normalmente encontrado em plantas colonizadoras ou no solo (INSTITUTO
NACIONAL DE SEGURANCA E HIGIENE NO TRABALHO, 2014).

Microscopicamente, as hifas sdo septadas, ramificadas e escuras. Os conidiéforos

s@o também escuros, eretos, irregularmente ramificados préximo a extremidade para formar
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uma estrutura conidial em forma de “galhos de arvore”, de comprimento variavel, e produzem
uma ou mais cadeias irregulares de conidios (NEUFELD, 1999).

Os fungos podem causar danos para saide humana devido a sua capacidade de
produzir metabdlicos téxicos denominados micotoxinas, as quais podem causar afeccoes de
saude como nduseas, dermatites, danos hepdticos e renais, até 6bito de acordo com composto
ou quantidade ingerida (DALRI, 2006). Embora ndo seja relatado que espécies de
Cladosporium produzem micotoxinas de grande preocupacdo, € vdlido ressaltar que sdo
fungos produtores de compostos organicos voldteis associados com odores que alteram as
caracteristicas organolépticas (RIVAS; THOMAS, 2005).

Goldfarb et al. (2010), relatam que o género Cladosporium spp. ocorre sobre
inimeras espécies vegetais, especialmente como componente da microflora das sementes,
ainda no campo e durante a estocagem e armazenamento. As espécies de Cladosporium
raramente sdo patogénicos aos seres humanos, mas ja foram relatados casos de infeccdes na
pele, nas unhas dos pés, sinusite e infeccdes pulmonares (RIVAS; THOMAS, 2005).

Todas as amostras de gargarejo apresentaram contaminacdo fungica por
Cladosporium spp. Esses resultados corroboram com os encontrados por Medeiros et al.
(2015) em um estudo realizado em uma industria de polpas de frutas, localizada no interior da
Paraiba, em que, os géneros de maior incidéncia de isolamento foram, em ordem decrescente,
Cladosporium spp. (142 UFC), seguido por Rhizopus spp. (14 UFC), Mycelia sterilia (11
UFC), Penicillium spp. (9 UFC) e as leveduras do género Candida (9 UFC). Cladosporium
spp. foi o género mais predominante em um estudo que avaliou a contaminagdo fingica em

amendoim comercializado a granel no municipio de Ji-Paranid-RO (BONIFACIO et al., 2015).

5.4 Verificacao do potencial antimicrobiano do gargarejo

ApOs a disposi¢cdo do gargarejo na sua forma pura e diluida nos cilindros sobre o meio
agar nutriente, e também disposi¢do do colutdrio e antisséptico estabelecidos no mercado nas
placas de petri, os halos foram medidos com auxilio de um paquimetro. Os tamanhos dos

halos para cada amostra de gargarejo estdo dispostos na tabela 2.
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Figura 13 — Teste de eficdcia antimicrobiana frente a Streptococcus pyogenes

Gp — gargarejo puro; Gd — gargarejo diluido 2:5; C, e C, — produtos comerciais
para afeccoes da garganta.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

Tabela 2 — Didmetro dos halos de inibi¢do bacteriana (mm) do gargarejo na sua forma pura e diluida.

DIAMETRO DOS HALOS (mm)
AMOSTRA GARGAREJO PURO GARGAREJO DILUIDO
MEDIA CV (%) MEDIA CV (%)
A 15,4 3,36 10,5 5,21
B 16,2 9,9 11,2 7,2
18,6 10,5 14 11

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

As médias dos didmetros dos halos de inibicao das amostras de gargarejo variaram de
15,4 a 18,6 mm na forma de gargarejo puro, e 10,5 a 14 mm na sua forma diluida. A amostra
C foi a que apresentou os melhores resultados em relagdo a inibicdo da atividade
de Streptococcus pyogenes, portanto, demonstrou ter a melhor atividade antibacteriana contra
o microrganismo. No entanto, os produtos comerciais avaliados, caracterizados como
antisséptico (C,) e colutério (C,), ndo apresentaram halo de inibicdo contra o microrganismo
testado.

Em um estudo realizado por Silva et al. (2007) que avaliou a a¢do antimicrobiana do
extrato hidroalcéolico da casca do caule do cajueiro frente a amostras de Staphylococcus
aureus resistentes e sensiveis a meticilina, foram observados halos de inibicdo de 10 a 20 mm,

sendo considerado ativo o extrato na dilui¢do que mostrou halos de inibi¢do igual ou superior
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a 10 mm. A inibicdo do crescimento apresentou-se homogénia, de acordo com o grau de
concentracdo do extrato hidroalcodlico da planta em estudo. Houve uma diminui¢io
proporcional do didmetro dos halos a medida que a concentragdo do extrato foi diminuida
conforme apresentado no estudo.

Pereira et al. (2006) demonstraram a eficicia do extrato da roma sobre Streptococcus
mitis, Streptococcus mutans, Streptococcus sanguis, Streptococcus sobrinus e Lactobacillus
casei Todas as linhagens foram sensiveis ao extrato hidroalcodlico de Punica granatum.
Observou-se halos de inibi¢ao que variaram de 10 a 25 mm, sendo considerado ativo o extrato
que mostrou halos de inibi¢c@o superior a 15 mm.

Os resultados obtidos nesse estudo também corroboram com os resultados encontrados
em um estudo que investigou a acdo antimicrobiana e a inibicdo de aderéncia in vitro do
extrato hidroalcodlico de Rosmarinus officinalis Linn. (alecrim) sobre cepas padrdo de
Streptococcus mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus sobrinus e
Lactobacillus casei, onde foram observados halos de inibicdo de crescimento bacteriano que
variaram de 11 mm a 18 mm de didmetro, sendo considerado ativo o extrato que mostrou
halos de inibi¢do superior a 12 mm (SILVA et al., 2008).

Segundo Branen (1993) a atividade antimicrobiana pode ser influenciada pelo tipo e
tamanho do disco ou orificio, pH, pela capacidade do composto em se difundir no meio de

cultura, pelas propriedades do meio e pelo microrganismo investigado.

5.5 Controle de qualidade fisico-quimico

Os parametros fisico-quimicos avaliados foram pH, residuo seco, viscosidade e
densidade, e foram mensurados de acordo com o que € preconizado em compéndios. Os

resultados estdo ilustrados na tabela 3.

Tabela 3 - Resultados obtidos apds controle de qualidade fisico-quimico da amostra de gargarejo.

- AMOSTRA
PARAMETRO :
A B C MEDIA DP CV (%)
pH 4,48 4,48 4,21 4,39 0,16 3,55
RESIDUO SECO (%) 14,5 13,4 15,4 14,43 1,00 6,94
VISCOSIDADE (cP) 12,5 17,5 12,5 14,16 2,89 20,39
DENSIDADE 1,005 1,004 1,03 1,013 0,00 0,49

DP = Desvio Padrao

CV = Coeficiente de variacao
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Fonte: Arquivos da autora, 2016.

O pH foi analisado em dois momentos, a amostra de gargarejo submetida a uma leve
agitacdo e sem agitacdo. Os valores fornecidos pelo peagametro foram semelhantes nos dois
momentos, ou seja, ndo houve variacdo nos resultados de pH. O residuo seco foi analisado em
triplicata para as amostras A, B e C para maior confiabilidade dos resultados. Pode-se
observar que a amostra C apresentou maior porcentagem de residuo em sua composicao, fato
que corrobora com a comprovacdo da eficdcia antimicrobiana da amostra C, onde essa
amostra apresentou maiores halos de inibicdo, comprovando a presenca de uma maior
quantidade de principio ativo e consequentemente maior atividade antimicrobiana.

A variacao de pH de uma formulacido pode modificar as caracteristicas fisico-quimicas
do farmaco veiculado, influenciando atributos como sua estabilidade, biodisponibilidade e
biocompatibilidade, comprometendo a seguranca e eficdcia terapéutica da formulagdo
(BUGNOTTO et al., 2016). Para Ansel et al. (2007) na avaliacdo da instabilidade de
farmacos, também deve ser levado em consideracdo o pH do meio, pois ions hidrogénio e
hidroxila podem acelerar ou retardar o processo de degradacgdo.

Ayazi et al. (2009) realizaram um estudo para medir pH faringeo em individuos
sauddveis. Os valores de pH variaram de 4,8 a 5,6. Em contrapartida, o pH da saliva varia de
6,7 a 7,4 (LEVINE, 1989). Morais; Silva (2015) retrataram que a saliva contém uma série de
componentes que interagem com os microrganismos € € grande responsavel por manter a
homeostase da boca. Contribui de forma significativa para a manuten¢do do pH bucal,
faringiano e esofdgico, além do equilibrio da microbiota local.

Marquis; Clock; Mota-Meira (2003) destacam que a atividade de vérios agentes
antimicrobianos € afetado pelo pH. Doores (1993) evidenciou que todos 0s microrganismos
apresentam valores de pH minimo, miximo e 6timo para crescimento, e alteragdes podem
influenciar no crescimento ou inibicdo desses organismos. Em geral as bactérias sdo mais
exigentes e preferem um pH préximo a neutralidade (pH 6,5 a 7,5), podendo, entretanto,
tolerar uma faixa de pH de 4 a 9. As leveduras s@o mais tolerantes aos valores de pH mais
baixos do que s bactérias, enquanto os fungos filamentosos sdo capazes de tolerar uma faixa
mais ampla.

A importancia de se verificar o pH de produtos farmacéuticos, deve-se ao fato de que,
o pH € um determinante importante da estabilidade de um farmaco propenso a decomposicao

hidrolitica (ALLEN, 1998).
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Em relacdo ao residuo seco, Antonelli-Ushirobira et al. (2004) diz que a determinacao
do teor de extrativos ¢ um método utilizado para quantificar constituintes extraiveis da droga
vegetal, que pode ser considerado como uma caracteristica propria e pode auxiliar na
avaliacdo da qualidade dessa droga vegetal.

O residuo seco foi um parametro imprescindivel na interpretacdo dos resultados desse
estudo. Tendo em vista que a amostra C foi a que apresentou maior percentual de residuo
seco, esse resultado corrobora com o fato de que a amostra C também foi a que apresentou
maiores diametros de halos de inibi¢do do gargarejo na sua forma pura e na sua forma diluida.
Esse fato comprova que possivelmente a amostra C era composta por maior quantidade de
ativos de plantas, e consequentemente maior atividade antibacteriana contra S. pyogenes,
como foi observado através da medicao dos didmetros dos halos de inibigdo.

A viscosidade pode ser definida, como a resisténcia a0 escoamento ou atrito interno,
sendo um fator preponderante na distincdo de diferentes sistemas fluidos e importante
aceitacdo organoléptica de medicamentos. A viscosidade de uma solu¢@o tem como finalidade
melhorar o paladar e melhorar o escoamento (LUBI, 2002).

Fonseca; Librandi (2008) destacam que todos os parametros fisico-quimicos (pH,
viscosidade, residuo seco e densidade) podem afetar a seguranca e eficicia do produto e
causar prejuizos ao consumidor especialmente porque fitoterdpicos, na sua grande maioria,
sao produtos cuja venda independe de prescricao médica.

Em relacdo as caracteristicas organolépticas, as amostras de gargarejo apresentaram-se
adequadas, apresentando aspecto, odor e cor caracteristicos. Essas informacdes fornecem
pardmetros que permitem avaliar, de imediato, o estado da amostra em estudo por meio de
andlises comparativas, com o objetivo de verificar alteragcdes como separacdo de fases,
precipitacdo e turvacgdo, possibilitando o reconhecimento primario do produto (BRASIL,

2008).

5.6 Caracterizacao fitoquimica

Todos os testes realizados para comprovacao da presenga de metabdlitos secundérios
tiveram resultados positivos. Os testes foram aplicados nas amostras A, B e C dos gargarejos
de acordo com o preconizado em compéndios. O gargarejo demonstrou, através de reacdes

intensas, presenca de taninos, flavonoides e alcaloides.
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Também foram aplicados os testes sobre a amostra comercial, ja estabelecida no
mercado, com composi¢do vegetal semelhante as amostras de gargarejo. Os resultados obtidos

apos aplicagdo dos testes estdo ilustrados na figura 14.

Figura 14 - Teste para a Identificacdo de presenca de grupos de substancias fitoquimicas carateristicas a —

Gargarejo CENEP e b — Produto comercial. Testes para taninos: 1 e 2, (cloreto férrico e gelatina); alcaloides: 3;

flavonoides: 4; branco: 5.

Fonte: Arquivos da autora, 2016.

A amostra comercial ndo demonstrou positividade para a presenca de todos os
metabdlitos secunddrios pesquisados, ou seja, apresentou-se negativo para a presenga de
flavonoides, e apresentou reacdo fraca quanto a presenca de taninos e alcaloides.

A roma (Punica granatum Linn.) € basicamente composta quimicamente por taninos
(substancias polifendlicas) e alcaloides que sdo substancias dotadas de acdo antimicrobiana
(PEREIRA et al., 2005). Estudo in vitro, realizado por Trindade; Fonseca; Juiz (2009)
mostrou poder antimicrobiano da tintura da casca de roma a 20% frente Staphylococcus
aureus e Streptococcus pyogenes.

A casca da roma representa cerca de 50% do peso do fruto e € referida por vérios

autores como sendo uma boa fonte de compostos fendlicos, tais como flavonoides
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(antocianinas e catequinas) e taninos hidrolisdveis (punicalina, punicalagina, dcido gélico e
dcido eldgico) (CALISKAN et al., 2012; FAWOLE et al., 2012; ISMAIL et al., 2012).

Em relagdo a composi¢do do gengibre, em um estudo realizado por Rodrigues; Lira
(2013) que analisou o perfil fitoquimico e bioldgico do extrato hidroalcodlico dos rizomas do
gengibre, ndo foi observado vestigios da presenca de flavonoides e alcaloides em todos os
testes de caracterizacdo, em contrapartida, foi possivel a deteccdo de saponinas e taninos no
extrato, além destes compostos, foram detectados a presengca de polifendis através do
doseamento em espectrofotdmetro, porém em pequenas concentragoes.

Lorenzi; Matos (2002) atribuem as propriedades terapéuticas do gengibre, como sendo
resultado da acdo de vdrias substancias, especialmente do 6leo essencial que contém canfeno,
felandreno, zingibereno e zingerona. Os rizomas dos gengibre sdo constituidos de 1% a 2,5%
de dleo essencial, sendo esses constituintes quimicos presentes nos rizomas frescos, que sao
responsaveis pelo odor forte, picante e pela acdo antimicrobiana.

Segundo Grégio et al. (2006), pesquisas mostram que 6leos e extratos de Zingiber
officinalle apresentam acdo inibitdria em bactérias gram-positivas € gram-negativas, porém
ainda ha poucos estudos que relacionam o gengibre aos microrganismos prevalentes na
cavidade bucal, visto que esta apresenta uma flora bastante variada e que pode desencadear
inimeras patogenias.

Cordeiro et al. (2006) no estudo da andlise farmacogndstica e atividade antibacteriana
de extratos vegetais empregados em formulagdo para a higiene bucal, confirmaram a
presenca de alcaloides e flavonoides para a espécie P. major (Tanchagem). Ventura et al.
(2016) comprovaram que as folhas do Plantago major L. apresentaram um perfil fitoquimico
composto por flavonoides, taninos, saponinas, terpenos, glicosideos e alcaloides, e também,
que relacdo soluto-solvente estabelecida entre a planta e os compostos extrativos permitiu um
maior aproveitamento de sua agdo frente a Staphyloccocus aureus por meio da extracdo de
metabolitos bioativos com acdo antimicrobiana, tais como taninos e flavonoides, o que torna
Plantago major L. um possivel candidato a obtencdo de um novo fitoterdpico. Nesse mesmo
estudo, nenhum dos extratos de Plantago major L. apresentou atividade antimicrobiana frente
as bactérias Klebsiella pneumoniae, Salmonella typhimurium e Streptococcus pyogenes.

Segundo Plaper et al. (2003) as pesquisas relacionadas a acdo antimicrobiana exercida
por flavonoides t€m crescido com o passar do tempo por meio do conhecimento das estruturas
quimicas detentoras da atividade antibacteriana. Esses compostos podem inibir o crescimento

das bactérias por distintos mecanismos de a¢ao.
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Os achados obtidos apds andlise fitoquimica do gargarejo, corroboram com dados
encontrados na literatura em relacido a sua composi¢do. Esses compostos sdo os responsdveis

pela eficdcia do gargarejo no combate as afeccdes da garganta.
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CONCLUSOES

Diante dos resultados apresentados, podemos concluir que:

O gargarejo apresentou um perfil fitoquimico composto por taninos, alcaloides e
flavonoides. Esses resultados conferem com dados encontrados na literatura em
relacdo a composi¢do das plantas medicinais presentes no gargarejo;

A literatura confirma que a atividade antimicrobiana do gargarejo € decorrente da
presenca dos metabdlitos evidenciados no gargarejo, que possuem atividade inibitéria
contra algumas cepas de bactérias.

Houve crescimento fungico e bacteriano nas trés amostras analisadas. Porém, por se
tratar de um produto de origem vegetal admite-se contamina¢do microbiana na ordem
de 10* UFC/mL para bactérias e 102 UFC/mL para fungos, estando assim, o gargarejo,
dentro dos padrdes aceitaveis de contaminagao;

As amostras apresentaram-se ausentes de bactérias patogénicas, como Staphylococcus
aureus € Pseudomonas aeruginosa;

Na contaminacdo fingica das trés amostras foram identificadas, através de anélise
macro e microscopica, a presenca de Cladosporium spp.

Pode-se caracterizar o gargarejo a base de plantas medicinais comercializado pelo
CENEP, adequado de acordo com sua finalidade, tendo em vista que o mesmo
demonstrou atividade antimicrobiana contra Streptococcus pyogenes, um dos
microrganismos responsdveis pela faringoamigdalite.

O gargarejo mostrou-se mais eficaz em inibir o microrganismo em relacao a produtos
estabelecidos no mercado.

O controle de qualidade fisico-quimico foi realizado de acordo com o preconizado
pela 5° edicdao da Farmacopeia Brasileira, tornando o produto aceitdvel de acordo com
as caracteristicas apresentadas. Nas trés amostras analisadas o pH variou de 4,21 a
4,48; o residuo seco de 13,4% a 15,4%; a viscosidade de 12,5 a 17,5 cP; e a densidade
de 1,004 a 1,03. As caracteristicas organolépticas apresentaram-se adequadas

conforme as caracteristicas das plantas.
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