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RESUMO

LIMA, B. T. M. Caracterizacao microbioldgica, eficacia antimicrobiana e determinacao
de parametros fisico-quimicos de tintura de pega-pinto (Boerhavia diffusa L.). 2018, 44
p. Trabalho de Conclusdao de Curso (Bacharelado em Farmécia) — Universidade Federal de
Campina Grande, Cuité-PB, 2018.

E necessdria a adogdio de um sistema de controle de qualidade que garanta confiabilidade
perante os produtos fitoterdpicos, sobretudo diante do mercado consumidor, conferindo-os
seguranca, eficicia e qualidade. Deste modo, o presente estudo teve por finalidade
caracterizar parametros para o controle de qualidade da tintura de raiz de pega-pinto
produzida na Oficina de Remédios Caseiros, vinculada ao Centro de Educagdo Popular
(CENEP), localizada na cidade de Nova Palmeira-PB. Para tanto foram observadas
caracteristicas organolépticas (cor ¢ odor) e foram realizados os ensaios microbioldgicos e
fisico-quimicos conforme especificagdes da Farmacopeia Brasileira (2010). A determinagdo
do niimero total de microrganismos mesofilicos foi realizada pelo método de contagem em
placa em profundidade, a pesquisa de patdogenos visou a deteccdo de Escherichia coli,
Salmonella e Staphylococcus aureus utilizando-se meios de cultura seletivos e a eficacia
antimicrobiana se deu por meio do método de difusdo em agar frente a E. coli. Constituintes
caracteristicos foram determinados por testes fitoquimicos, foi verificado o pH, a densidade
relativa e o residuo solido. A tintura de pega-pinto apresentou coloragdo amarelada, odor
suave caracteristico, com presenca de particulas em suspensao e formacao de precipitado. Os
valores da contagem do niimero total de microrganismos mesofilicos variaram de 2,0 x 10°a
1,1 x 10> UFC/mL para bactérias, e 1,6 X 10% a 5,3 x 10° para fungos. Nenhum dos
microrganismos pesquisados foi identificado, indicando auséncia de E. coli, S. aureus e
Salmonella. Nos ensaios de eficdcia antimicrobiana ndo foi observado inibicdo da E. coli.
Evidenciou-se a presenca de compostos fendlicos, alcaloides, e reacdo levemente positiva
para taninos. Os parametros fisico-quimicos foram pH 5,69, densidade relativa 0,93 mg/mL e
residuo seco 2,86%. Deste modo, observou-se conformidade com os limites microbianos
farmacopeicos e embora ndo tenha apresentado eficdcia contra E. coli, os valores de
parametros fisico-quimicos sdo semelhantes aos de outras tinturas, sendo pela primeira vez

descritos para a tintura de raiz de pega-pinto.

PALAVRAS-CHAVE: Plantas medicinais, Controle de qualidade, Boerhavia diffusa L.



ABSTRACT

LIMA, B. T. M. Microbiological characterization, antimicrobial efficacy and
determination of physical-chemical parameters of pega-pinto tincture (Boerhavia diffusa
L.). 2018, 44 p. Course Completion Work (Bachelor of Pharmacy) - Federal University of
Campina Grande, Cuité-PB, 2018.

It is necessary to adopt a quality control system that guarantees reliability in relation to herbal
products, especially in the consumer market, giving them security, efficiency and quality.
Thus, the present study aimed to characterize parameters for quality control of pega-pinto root
tincture produced at the Home Remedies Workshop, linked to the Center for Popular
Education (CENEP), located in the city of Nova Palmeira-PB. For this, organoleptic
characteristics (color and odor) were observed and the microbiological and physicochemical
tests were carried out according to the specifications of the Brazilian Pharmacopoeia (2010).
The determination of the total number of mesophilic microorganisms was performed by the
plate count method in depth, the pathogen search aimed at the detection of Escherichia coli,
Salmonella and Staphylococcus aureus using selectives culture mediums and the
antimicrobial efficacy was given by the method of diffusion in agar versus E. coli.
Characteristic constituents were determined by phytochemical tests, pH, relative density and
solid residue were checked. Pega-pinto tincture showed yellowish coloration, characteristic
soft odor, presence of particles in suspension and formation of precipitate. Count values of the
total number of mesophilic microorganisms varied from 2,0 x 10% to 1,1 x 10> CFU/mL for
bacteria, and 1,6 x 10% to 5,3 x 10? for fungi. None of the microorganisms surveyed was
identified, indicating absence of E. coli, S. aureus and Salmonella. No inhibition of E. coli
was observed in antimicrobial efficacy assays. The presence of phenolic compounds,
alkaloids, and a slightly positive reaction to tannins was evidenced. The physical-chemical
parameters were pH 5,69, relative density 0,93 mg/mL and dry residue 2,86%. Thus,
compliance with the pharmacopoeial microbial limits was observed and, although it did not
show efficacy against E. coli, the values of physico-chemical parameters are similar to those

of other tinctures, being described for the first time for the tincture of pega-pinto.

KEYWORDS: Medicinal plants, Quality control, Boerhavia diffusa L.
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1 INTRODUCAO

A natureza presenteou os seres humanos com um precioso presente, as plantas
medicinais (UPASANI et al., 2018), que t€m sido utilizadas mundialmente desde tempos
imemoridaveis (BERNSTEIN et al.,, 2018) e atualmente, constituem-se como umas das
principais bases para a sintese de produtos farmac€uticos modernos usados na farmacoterapia
(HOSSAIN et al., 2013).

Em tempos mais remotos, a utilizacdo das plantas medicinais representou a tUnica
alternativa de cuidados e prevencdo de doencas ao homem (BATTISTI et al., 2013). Nos
ultimos anos tem ocorrido um crescente interesse pelo conhecimento, utilizacdo e
comercializacdo de plantas medicinais e produtos fitoterdpicos no Brasil e em todo o mundo
(FREITAS et al., 2012).

De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 80% da populacao
de paises emergentes fazem uso de recursos tradicionais como forma de cuidados basicos e
85% utilizam plantas medicinais e produtos derivados destas (ROSA; CAMARA; BERIA,
2011).

Neste sentido, para conservar esse conhecimento faz-se importante a producdo de
estudos sobre plantas medicinais (SEGUN; OGBOLE; AJAIYEOBA, 2018), bem como a
valoriza¢do do conhecimento através de registros e do resgate de uma cultura que deve ser
incentivada e realizada com a participagcdo efetiva de 6rgdos publicos, pesquisadores e da
populagdo local (MOTTA; LIMA; VALE, 2016).

Nos ultimos anos tem-se verificado um grande avanco cientifico no entendimento do
mecanismo de acdo de compostos presentes nas plantas com ac¢des medicinais, sendo isto
claramente observado pela quantidade de trabalhos publicados em congressos e em periddicos
cientificos, tanto nacionais como internacionais (RODRIGUES DA SILVA et al., 2015).

No Brasil, a Politica Nacional de Préticas Integrativas e Complementares (PNPIC)
visa a introducdo das plantas medicinais e fitoterapia, homeopatia, medicina tradicional
chinesa/acupuntura e termalismo social/crenoterapia como alternativas terapéuticas no
Sistema unico de Saude (SUS). A Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
(PNPMF), por sua vez, foi criada com o intuito de garantir a populagdo o acesso seguro € o
uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentdvel da
biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional (BRASIL,
2016). Desde a sua criacdo, surgiram muitas acOes em busca da implementagdo, em

contrapartida, muitos servicos de saide comecaram a ofertar esse tipo de tratamento,
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consequentemente, o nimero de profissionais que utilizam a fitoterapia no tratamento de seus
pacientes aumentou (FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).

A aprovacdo do PNPMF, portanto, motivou uma série de outros regulamentos e
iniciativas de forma a apoiar a politica e criar uma base técnica para orientar e padronizar os
fitoterapicos no Brasil (BUFAINO, 2013).

Neste sentido, a Farmdcia Viva foi instituida como componente da Politica Nacional
de Assisténcia Farmacéutica, cabendo-lhe todas as etapas, do cultivo ao armazenamento de
plantas medicinais, bem como a manipulacdo e a dispensa¢do de preparacdes magistrais e
oficinais de plantas medicinais e fitoterdpicos (BRASIL, 2013).

Devido a uma variedade de fatores que afetam a qualidade de produtos fitoterdpicos, é
essencial estabelecer um sistema de controle de qualidade para garantir o mais alto grau de
seguranca, eficdcia e qualidade para produtos a base de plantas (LIU; GUO; LIU, 2018).

Considerando o elevado consumo de produtos naturais como alternativa terapéutica de
baixo custo pelas comunidades mais carentes, ¢ entendendo que a falta de uniformidade de
composi¢ao quimica e a presenga de contaminantes estdo entre os problemas mais frequentes
encontrados, demonstrando deficiéncia e precariedade na qualidade desses produtos, ¢
importante o desenvolvimento de especificagdes que assegurem a qualidade em produtos de
origem vegetal, uma vez que a mé qualidade de um produto fitoterapico ou droga vegetal
pode comprometer a eficacia e oferecer riscos a saide do consumidor.

A Oficina de Remédios Caseiros, vinculada ao Centro de Educagdo Popular (CENEP)
localizado na cidade de Nova Palmeira- PB vem trabalhando com o uso tradicional de plantas
medicinais ha mais de 20 anos, de forma a atender a populacao local em suas necessidades
basicas de satude. A tintura de pega-pinto produzida neste recinto ¢ utilizada pela populagdo
local no tratamento primario de infeccdo urindria. Diante dos dados da literatura, que
confirmam a atividade antimicrobiana do pega-pinto, fez-se necessaria a caracterizacdo dos
parametros de qualidade para assegurar a confiabilidade, bem como promover a manutengao

da seguranca e eficacia do produto no intuito de evitar riscos desnecessarios a populagao.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Caracterizar parametros para o controle da qualidade da tintura de pega-pinto.

2.2 Objetivos Especificos

e Avaliar a qualidade microbioldgica da tintura;

e verificar a atividade antimicrobiana da tintura frente a Escherichia coli;

e avaliar parametros peculiares por meio de analise organoléptica;

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

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

seco).

16
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Infeccgoes do trato urinario

O trato urindrio é uma das regides do organismo humano onde frequentemente
ocorrem infeccdes bacterianas (WAGENLEHNER, 2011), relacionando-se a associagdo a
fatores subjacentes, como o tratamento empirico, o uso indiscriminado de antimicrobianos e o
longo tempo de internacdo, como fatores que podem favorecer o agravamento da infec¢dao do
trato urindrio (ITU), tendo em vista que esta € uma condi¢@o patoldgica resultante da presenca
de agentes microbioldgicos nas estruturas do trato urindrio (RAMOS et al., 2016).

E comum a ocorréncia de casos de ITU recorrentes, representando, sobretudo, um
problema angustiante para mulheres mais velhas, além de serem caras para o sistema de
saude. Faz-se necessério, entdo, a promog¢do do uso racional da terapia antimicrobiana, bem
como fortalecer evidéncias sobre a seguranca e eficdcia das estratégias terapéuticas
disponiveis (CARETTO et al., 2017).

Rodriguez-Lozano et al. (2017) em seu estudo, realizado em um hospital universitario
espanhol entre o periodo de janeiro de 2011 e dezembro de 2015, analisaram culturas de urina
de pacientes menores de 16 anos. Apds processamento, foi constatado que 3751 amostras
(21,8%) eram positivas, a0 passo em que 0s microrganismos mais frequentemente isolados
foram: E. coli (63,2%), Proteus mirabilis (10%), Klebsiella pneumoniae (5%), Klebsiella
oxytoca (3,9%), Enterococcus faecalis ( 3,7%), Pseudomonas aeruginosa (3,1%) e complexo
Enterobacter cloacae (2,2%).

Resultado semelhante foi encontrado por Lemoine et al. (2017), em um estudo com a
populacdo de lares de idosos na Franca, em que o principal patdgeno observado foi a E. coli
(63,3%), seguido de Proteus sp. (10,1%), Klebsiella sp. (9,1%), Enterococci (5,1%) e
Pseudomonas sp. (2,4%) em um total de 449 amostras.

Diante do exposto vale salientar que a grande maioria dos microrganismos
supracitados, inclusive E. coli, pertencem a familia Enterobacteriaceae, a qual compreende
microrganismos capazes de causar diversas infec¢des observadas na clinica.

As enterobactérias apresentam distribuicdo ampla na natureza, porém a maioria desses
microrganismos vive no trato gastrointestinal do homem e de outros animais, fazendo parte da
microbiota normal ou causando infeccdes em situacdo de desequilibrio homeostético

(RESENDE et al., 2016).
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Dentre as bactérias do género Escherichia, a E. coli é o membro mais comum e
importante, podendo causar uma variedade de doencgas, como gastrenterite e infecc¢des
extraintestinais, incluindo ITU, meningites e sepses. Este bacilo Gram-negativo é advindo do
c6lon e ao contaminar a uretra pode ascender até a bexiga e migrar para rins ou prostata
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

A invasdo do trato urindrio sauddvel € restrita a um grupo de microrganismos
conhecidos como uropatégenos, com etiologia que pode ser modificada por fatores de risco
como idade, diabetes, lesdes na medula espinhal, uso de cateteres vesicais, exposi¢ao prévia a

antibidticos e a hospitalizacdo recente (YUSTE ARA; POZO; CARMONA-TORRE, 2018).

3.2 Pega-pinto (Boerhavia diffusa L.)

3.2.1 Descricao botanica

A Boerhavia diffusa L. pertence a familia Nyctaginaceae e € encontrada em regides
tropicais e subtropicais, como fndia, Brasil, Africa, Austrélia, China, Egito, Paquistio, Sudao,
Sri Lanka, Estados Unidos, Ird e em vérios paises do Oriente Médio (CHOPRA, 1969;
DANTAS, 2007). No Brasil, ¢ conhecida popularmente como pega-pinto ou erva-tostao e
apresenta dominios fitogeograficos em biomas como Amazdnia, Caatinga, Cerrado e Mata
Atlantica (SA; SOUZA, 2018).

Trata-se de uma erva perene, podendo atingir at¢ 1 m de altura. Quando jovem
apresenta-se prostrada, erguendo-se quando florida. Suas raizes sdo robustas e fusiformes. O
caule apresenta consisténcia herbacea com ramificagdes difusas. As folhas se colocam em
filotaxia oposta, enquanto suas margens sao inteiras. As inflorescéncias sdo do tipo umbela e
ocupam posic¢des terminais. As flores sdo bracteoladas e o perianto campanulado. Seus frutos
assumem formato obpiramidal e sdo caracterizados pela existéncia de antocarpo e glandulas.
Por fim, as sementes sdo obovoides, com coloracdo marrom palido (PROTA, 2018; SA;
SOUZA, 2018).

Na figura 1, pode-se observar as partes aéreas da B. diffusa L., representadas por caule

e folhas (A) e inflorescéncia (B), bem como sua parte subterranea, evidenciando-se as raizes

(©).
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Figura 1 — Representacéo das partes aéreas e subterraneas do pega-pinto (Boerhavia diffusa L.)

Legenda: A- ramo; B- inflorescéncia; C: raizes tuberosas

Fonte: Arquivos da pesquisa

3.2.2 Constituintes quimicos

Nayak e Thirunavoukkarasu (2016) expdem em um estudo de revisdo acerca da B.
diffusa L., diversos constituintes quimicos isolados da planta, os quais pertencem as seguintes
classes de metabdlitos: flavonoides, alcaloides, glicosideos, esteroides, triterpenoides,
lipidios, lignanas, carboidratos, proteinas e glicoproteinas.

Segundo os autores supracitados, compostos bioativos como boeravinone A-H,
eupalitin e eupalitin 3-O-galatosideo foram isolados desta planta, tendo suas estruturas
quimicas representadas na figura 2. Além destes, sdo reportados outros, como punarnavina [ e
II, 4cido boerdvico, liriodendrina, syringaresinol mono-beta-D-glucoside e boerhavisterol,
bem como alguns aminodcidos, incluindo, arginina, prolina, alanina, tirosina, valina, dcido

aspartico e dcido glutdmico.
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Figura 2 — Estruturas quimicas de alguns constituintes ativos de B. diffusa
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Legenda: a: boeravinone A; b: boeravinone B; c: boeravinone C; d: boeravinone D; e: boeravinone E; f:
boeravinone F; g: boeravinone G; h: boeravinone H; i: eupalitin; j: eupalitin 3-O-galactosideo

Fonte: KHAN et al., 2013

3.2.3 Aspectos etnobotanicos e farmacoldgicos

E utilizada para a cura de uma ampla gama de doengas, a0 passo que possui uma longa
histéria na medicina tradicional, apresentando como principais componentes desta terapéutica,
o uso dos extratos vegetais e seus constituintes quimicos. Neste contexto, tem-se a exploracao
de constituintes quimicos, o rastreamento farmacoldgico e fitoquimico do extrato vegetal
como uma possivel base para o desenvolvimento das novas moléculas, tornando-se, portanto,
fator estratégico para a descoberta de drogas (KHAN et al., 2011).

A B. diffusa L. mostra-se como uma planta de relevante importancia terapéutica, visto
que, além de ser muito utilizada popularmente para fins medicinais, apresenta diversas
comprovagoes cientificas de suas atividades bioldgicas. A partir de estudos realizados com os
extratos foliares e radiculares da planta, foi possivel identificar atividade antimicrobiana
frente a diversas bactérias, fungos, virus e parasitas, assim como se mostraram capazes de

promover agdes imunomoduladoras, imunossupressoras e  anti-linfoproliferativas
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significativas. Além disso, por meio de estudos farmacoldgicos, demonstrou-se possuir
atividade diurética e anti-inflamatoria, tornando adequado o seu uso para o tratamento de
doencas renais inflamatdrias. Os efeitos antioxidantes, anti-inflamatdrios, antidiabéticos, anti-
fibrinoliticos e analgésicos também foram observados (NAYAK;
THIRUNAVOUKKARASU, 2016). Ainda, os estudos de Madagundi et al. (2016), em que se
avaliou enddfitos das raizes de B. difusa L., mostrou atividade hepatoprotetora em ratos.
Dados etnoboténicos sugerem que a B. diffusa L. ¢ uma planta medicinal importante,
sendo amplamente utilizada para o tratamento de edema, condi¢ao hidroldgica e problemas
urindrios (AWASTHI; VERMA, 2006). No Brasil, é frequentemente utilizada para tratamento
de ITU (SILVA; BARBOSA; ALBUQUERQUE, 2010). Neste contexto, a tintura de pega-

pinto € frequentemente utilizada pela populacio para o combate a afeccdes urindrias.

3.3 Fitoterapia

A fitoterapia é um campo da medicina que utiliza plantas para o tratamento de doengas
e para a promoc¢do da saide. O uso tradicional de fitoterdpicos geralmente preserva a
composi¢do original e integridade da planta de origem, de modo que a planta inteira, ou uma
porcentagem desejada de seus componentes minimamente processados, € usada para fins
medicinais (FALZON; BALABANOVA, 2017). O tratamento de doengas com medicamentos
provenientes de plantas € descrito em sistemas de medicina milenares, como na medicina
chinesa, tibetana e indiana-ayuvérdica (FINTELMANN; WEISS, 2010).

A legislacdo sanitdria brasileira entende como medicamentos fitoterdpicos, aqueles
advindos uUnica e exclusivamente de matérias-primas vegetais, devendo apresentar constancia
de sua qualidade, bem como segurancga e eficicia baseadas em evidéncias clinicas. Enquanto
os produtos tradicionais fitoterdpicos t€ém sua seguranca e efetividade baseadas em dados de
uso seguro e efetivo publicados na literatura técnico-cientifica, sendo feitos para utilizacdo
sem a vigilancia de um profissional médico para fins de diagndstico, de prescricdo ou de
monitorizagdao (BRASIL, 2014).

Além disso, produtos tradicionais fitoterdpicos ndo podem se referir a doencas,
distdirbios, condi¢des ou acdes consideradas graves, conter matérias-primas em concentracao
de risco téxico conhecido e ndo devem ser administrados pelas vias injetdvel e oftdlmica
(OLIVEIRA; ROPKE, 2016).

A seguranca de produtos a base de plantas é de fundamental importincia, tendo em

vista que o uso desses produtos ocorre em sua maioria por meio de automedicacao, para tratar
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condicdes menos graves, geralmente problemas cronicos (BARNES; ANDERSON;
PHILLIPSON, 2012).

O estudo de Caccia-Bava et al. (2017) evidenciou que, no Sistema Unico de Sadde
(SUS), existe uma maior utilizac¢do de fitoterdpicos industrializados em comparacdo a drogas
vegetais e medicamentos fitoterdpicos manipulados, o que torna notdria a necessidade de
expansdo da industria farmacéutica brasileira especializada neste contexto, no sentido de
tornar crescente a utilizacdo deste recurso. O Brasil possui grande potencial para o
desenvolvimento dessa terapéutica, como a maior diversidade vegetal do mundo, ampla
sociodiversidade, uso de plantas medicinais vinculado ao conhecimento tradicional e
tecnologia para validar cientificamente esse conhecimento (BRASIL, 2015).

Neste sentido, torna-se imprescindivel a atuacdo do farmac€utico como membro de
uma equipe multiprofissional, de forma a promover o uso racional de plantas medicinais e
fitoterdpicos, bem como fortalecer o vinculo do usudrio com a unidade de saide por meio do

resgate e da troca de conhecimentos (SILVA et al., 2016).

3.4 Tinturas

Sao preparados alcodlicos ou hidroalcodlicos provenientes da extracdo de drogas
vegetais ou animais ou da diluicdo dos respectivos extratos. Recebem a classificacdo de
simples ou composta, a depender do niimero de matérias-primas utilizadas (BRASIL, 2012).

As tinturas sdo preparagdes obtidas por meio de maceragdo ou percolagdo com alcool,
de forma que as proporg¢des especificas entre as quantidades de planta, seca ou fresca, e alcool
devem ser levadas em consideracdo. Tal preparacdo deve ser armazenada em recipiente
protegido da acdo da luz e do ar, sendo esta uma forma simples de se conservar por longos
periodos os principios ativos de muitas plantas medicinais. No que diz respeito a sua forma de
uso, ¢ utilizada na forma de gotas dissolvidas em agua para uso interno, ou em pomadas,
unguentos e fricgdes em uso externo (MATOS, 2007; DANTAS, 2007).

Assim, caracteriza-se como um insumo farmacéutico importante, ao passo que pode
ser utilizada propriamente, bem como servir de base para a producdo de outras formas
farmacéuticas. Além disso, apresenta um baixo custo para a sua producao, o que pode refletir
em um melhor acesso para a populagao.

De acordo com Souza-Moreira, Salgado e Pietro (2010), metodologias quimicas e
fisico-quimicas devem ser empregadas para se garantir o controle de qualidade desse produto,

no intuito de estabelecer as condi¢des adequadas de estabilidade, bem como metodologias de
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controle de qualidade microbioldgico, que promovem a identificacdo de contaminagdo por
microrganismos que podem ser patogé€nicos para o usudrio ou que podem propiciar a

degradacao do produto diminuindo, assim, a sua eficacia e seguranca.

3.5 Controle de Qualidade

As especificacdes de qualidade t€m como objetivo propiciar a seguranca ao
consumidor e a estabilidade do produto, evitando que este seja veiculo de agravos a saide do
usudrio, € que sofra deterioracdo, levando a perda de eficicia (CARDOSO, 2009). Além
disso, a medida que contribuem para a reducdo de riscos para o usudrio final, promovem
beneficios para o fabricante (RATAJCZAK et al., 2015), tendo em vista que qualquer falha no
processo de desenvolvimento de um produto farmacéutico pode propiciar algum dano a saide
da populagdo e consequentemente causar um efeito negativo diante do mercado consumidor
(ROCHA; GALENDE, 2014).

Produtos farmacéuticos ndo estéreis devem satisfazer critérios de pureza
microbioldgica apropriados, os quais estdo incluidos nas monografias farmacopeicas. Tais
estudos sdo preparados especificamente com vista a assegurar sua eficidcia e seguranca
(RATAJCZAK et al., 2015).

A contaminacdo por bactérias e fungos geralmente ocorre a partir de matérias-primas,
ambiente de fabricacdo ou na fase de armazenamento, podendo culminar na deterioracdo
microbiana do medicamento, em contrapartida, os constituintes ativos podem ser
transformados em formas menos potentes ou quimicamente inativas (NOOR; ZERIN; DAS,
2015).

A contagem do numero total de microrganismos mesofilicos em produtos e matérias-
primas ndo estéreis, por exemplo, € aplicado no intuito de averiguar se o produto cumpre as
exigéncias microbioldgicas farmacopeicas, devendo ser realizada com base nas indicagdes
dadas, incluindo nimero de amostras tomadas e interpretacdo dos resultados. Seguindo este
raciocinio, diante de contamina¢do microbiana, faz-se necessdrio a pesquisa de patdgenos, a
fim de identificar patdégenos indesejaveis, de acordo com as especificagdes farmacopeicas
para cada forma farmacéutica (BRASIL, 2010).

Apesar de possuir uma rica biodiversidade, no Brasil, sdo descritas as propriedades
antimicrobianas de poucas espécies nativas. Porém, diante de uma demanda cada vez mais

crescente por produtos naturais, tanto por industrias farmac€uticas nacionais como
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internacionais, € notéria a necessidade de investigacOes cientificas na busca por drogas
naturais, bem como aquelas que possuem efeito antimicrobiano (DUARTE, 2006).

As especificagdes empregadas no controle de qualidade t€ém como objetivo garantir
que os requisitos qualitativos e quantitativos de qualidade sejam atendidos na producdo de
medicamentos. Dentro de uma andlise organoléptica, a andlise visual torna-se o primeiro
ensaio de qualidade empregado, com a finalidade principal de avaliar a integridade fisica e
estética do produto, além disso, sdo observados aspectos, como consisténcia e odor (GIL et
al., 2010).

A andlise fitoquimica tem por finalidade avaliar a presenca de constituintes quimicos
de uma espécie ou conhecé-los. Em uma andlise preliminar, quando ndo existem estudos
quimicos de uma determinada espécie, pode-se identificar grupos de metabolitos secundarios
importantes, de forma que a caracterizacdo se da por meio de reacOes quimicas nas quais
ocorrem alteraciio de coloracdo ou formacio de precipitado (SIMOES et al., 2010).

A determinacido de pH (potencial hidrogenidonico) € um ensaio de qualidade muito
importante, pois estd relacionado a eficacia e a seguranca de um produto farmacéutico, em
propriedades como biocompatibilidade, estabilidade e biodisponibilidade (GIL et al., 2010).

Define-se como densidade relativa a relacdo entre a massa de uma substancia ao ar sob
20°C e a massa de igual volume de 4gua na mesma condi¢do de temperatura (BRASIL, 2010).

Extratos fluidos, como € o caso da tintura de pega-pinto, podem ser padronizados em
termos de residuo seco, sendo importante do ponto de vista tecnoldgico para a caracterizagdo

dos extratos e obten¢do de um produto padronizado (BRASIL, 2010; COSTA, 2012).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Aquisicao de amostras e local de realiza¢do da pesquisa

As tinturas de pega-pinto foram adquiridas junto a Oficina de Remédios Caseiros do
CENEP de Nova Palmeira-PB e analisadas nos laboratérios de Controle de Qualidade de
Medicamentos e Cosméticos do Centro de Educacdo e Satide (CES), na Universidade Federal

de Campina Grande (UFCG), campus Cuité-PB.

4.1.2 Equipamentos e acessorios

e Balanca analitica, Edutec;

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

e Estufa de secagem e esterilizacdo, Biopar®;

e Estufa bacterioldgica, Cientilab;

e Estufa de cultura e bacterioldgica, Quatxtron

e Pipetas automadticas, Digipet®;

e Vidrarias diversas (vidro de relogio, erlenmeyers, béqueres, bastdes de vidro, tubos de
ensaio, pipeta graduada, provetas, placas de Petri);

e Ponteiras;

e pHmetro, PHtek;

e Picndometro, Laborglas Brasil;

e Dessecador, Chiarott;

e Autoclave, Phoenix;

e Espectrofotdmetro, Quimis;

e Cilindros de aco inoxidavel;

e Banho-maria, Biosan;

e Bico de Bunsen;

e Equipamentos de protecao individual.
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4.2 Métodos

4.2.1 Caracteristicas Organolépticas

As caracteristicas organolépticas (cor e odor) foram analisadas com base nos métodos

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

4.2.2 Andlise Microbioldgica

4.2.2.1 Contagem do nimero total de microrganismos mesofilicos

Para o teste foi utilizado o método de contagem em placa em profundidade, conforme
a Farmacopeia Brasileira. Realizou-se, para tanto, a assepsia da bancada com alcool a 70%. A
partir de 10 mL da amostra, dilui¢des seriadas foram preparadas (10™ — 10) em caldo caseina
soja. Em seguida, 12 placas de petri nas dimensdes 20 x 100 mm foram identificadas e
distribuidas na bancada. Transferiu-se, entdo, 1 mL de cada diluigdo em quatro placas e
posteriormente foram adicionados 18 mL do meio I na temperatura de 48 °C a 50 °C em duas
placas de cada dilui¢do. Houve homogeneizagdo com movimentos circulares em forma de oito

e o processo foi realizado da mesma maneira para o meio II, conforme a figura 3.

Figura 3 — Representacdo esquematica da realizacdo da contagem do nimero total de microrganismos

mesofilicos
=
1 \
;o 10mL 3 - 1 mL _— 1 mL ’
Amostra
Diluente 90 mL
i Diluente 9 mL Diluente 9 mL
Cloreto de s6dio peptona pH 7.0 Cloreto de sodio peptona pH 7.0 Cloreto de sodio peptona pH 7.0
1:10
| 1mL J 1'1|DD {-ml. J 1:1|ﬂDO 1 i,
ACS ASD ACS ASD ACS ASD
18 mL 18 mL 18 mL

Fonte: Autoria propria

Apos solidificacdo dos meios, as placas foram invertidas e incubadas, com as
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seguintes particularidades:

Meio I (Agar Caseina-Soja) — Temperatura 30-35 °C durante 3 a 5 dias.

Meio II (Agar Sabouraud-Dextrose) — Temperatura 20-25 °C durante 5 a 7 dias.

Apo6s o periodo de incubagdo, procedeu-se com a contagem nas placas que
apresentaram no maximo 300 colonias de bactérias e 100 de fungos. O célculo do numero
total de microrganismos foi realizado por meio da seguinte formula:

w1,

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

D = Dilui¢ao utilizada.

4.2.2.2 Pesquisa de patogenos

Uma vez verificada a presenca de contamina¢do microbiana, foram aplicados os testes
confirmatdrios para identificacdo de patdégenos indesejaveis em produtos de origem vegetal de
uso oral (BRASIL, 2010). O material enriquecido em meio ndo seletivo foi transferido para
placas contendo meios seletivos, com auxilio de alca bacterioldgica, usando o método de
estrias em superficie. As placas foram incubadas por 24-48h a 35 °C. No quadro 1, estdo
descritos 0os microrganismos pesquisados, 0s respectivos meios seletivos utilizados, bem

como as caracteristicas necessdrias para considerar a presenga dos patdgenos suspeitos.

Quadro 1 — Pesquisa de patégenos indesejaveis em produtos de origem vegetal para uso oral

Microrganismo Meio seletivo Caracteristicas das colonias

Escherichia coli Mac-Conkey Cor vermelho-tijolo

Razoavelmente grandes e
Salmonella Agar Verde Brilhante produzem zona avermelhada

ao redor

. _ Produzem zona amarela ao
Staphylococcus aureus Agar Manitol
redor

Fonte: adaptado de BRASIL (2010)
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4.2.2.3 Eficacia antimicrobiana da tintura

Para a realizagc@o dos testes de comprovagao da eficdcia antimicrobiana da tintura, foi
utilizado o método de difus@o em dgar. O ensaio foi realizado utilizando-se placas de Petri (20
mm x 100 mm) e cilindros de aco inoxidavel (8 x 6 x 10 mm). Todo o material, assim como
vidraria ndo volumétrica utilizados no ensaio foram esterilizados em estufa a temperatura de
180°C, durante duas horas.

Utilizou-se E. coli em suspensdo padronizada a 25% de transmitancia a 580 nm, para a
obtencdo de uma concentracdo final de aproximadamente 10® UFC/mL. Os halos de inibicao
foram medidos com auxilio de um paquimetro e documentados de acordo com as amostras

utilizadas na placa de Petri.
4.2.3 Analise Fisico-Quimica
4.2.3.1 Determinacdo de constituintes quimicos caracteristicos
Foram realizados testes para identificacdo através de reagdes de caracterizagdo de
metabolitos secundérios caracteristicos da espécie, por meio de reagdes quimicas
(CARDOSO, 2009). No quadro 2 estdo descritos os testes fitoquimicos utilizados e os

grupos de substancias pesquisados.

Quadro 2 — Reagdes de identificagdo de grupos de substancias quimicas caracteristicas

Testes fitoquimicos Grupos de substancias
Cloreto férrico Compostos fenolicos
Gelatina Taninos

Lieberman-Burchard

Esteroides e triterpenoides

Dragendorff

Alcaloides

Shinoda

Flavonoides

Fonte: NAYAK; THIRUNAVOUKKARASU (2016); CARRERA et al.(2014)

4.2.3.2 Determinagdo de pH

O pH foi determinado por meio direto em pHmetro calibrado (BRASIL, 2010).
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4.2.3.3 Determinacdo da Densidade relativa

A densidade relativa foi determinada utilizando-se picndmetro limpo e seco, com
capacidade de, no minimo, 5 mL previamente calibrado. A calibracdo consistiu na
determinacdo da massa do picndmetro vazio e da massa de seu conteido com d&gua,
recentemente destilada e fervida, a 20 °C. Em seguida, a amostra foi transferida para o
picndmetro. A temperatura foi ajustada para 20 °C, o excesso de liquido foi retirado em
seguida realizou-se a pesagem. O peso da amostra foi obtido através da diferenca de massa do
picnometro cheio e vazio. A densidade relativa foi calculada determinando a razdo entre a

massa da amostra liquida e a massa da 4gua, ambas a 20 °C.

4.2.3.4 Solidos Totais ou Residuo seco

Houve a transferéncia de 2 mL de tintura para cadinhos de porcelana. Submeteu-se até
secura em banho-maria e dessecamento em estufa a 100 — 105 °C, por 3 horas. Em seguida,
foram colocadas para esfriar em dessecador e pesadas. O residuo seco foi calculado em

porcentagem sobre a massa (BRASIL, 2010).



30

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise organoléptica

A tintura de pega-pinto em questdo € produzida a partir de 200 g da droga vegetal (raiz
seca) para 1000 mL de élcool 70°GL, permanecendo em maceracdo por 20 dias. Seu uso
baseia-se na utiliza¢do de 30 a 40 gotas trés vezes ao dia.

Ap6s andlise visual foi possivel identificar que a tintura de pega-pinto apresenta
coloracdo levemente amarelada com presenca de particula suspensas e formacdo de
precipitado, como se observa na figura 4. Ademais, possui odor suave caracteristico. Na
literatura ndo existem especificacdes sobre as caracteristicas organolépticas desta tintura,

sendo estas descritas pela primeira vez nesta pesquisa.

Figura 4 — Aspecto visual das amostras de tintura de pega-pinto (B. diffusa) analisadas

Legenda: a- apresentagdo da embalagem do produto; b- detalhe do residuo no dispositivo dosador; c- aspecto da
solucdo apresentando particulas suspensas

Fonte: Arquivos da pesquisa
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Oliveira e Berretta (2007) afirmam que a identificacdo do insumo vegetal como tintura
ou extrato fluido, por si s6, ndo sdo suficientes para fornecer produtos equivalentes. Prova
disso € o proprio aspecto visual observado quando se recebe um insumo de lotes diferentes ou
fornecedores distintos. Nao somente a propor¢do da planta para insumo obtido garante os
mesmos teores de substincias ativas.

Santos et al (2014), analisando tinturas preparadas com as folhas de Camellia sinensis
(chéd verde) observaram coloracdo mais escura com o aumento do teor alcodlico usado na

obtencao da tintura, associado a menores valores de densidade e residuo seco.

5.2 Analise microbioldgica

Os resultados reportados na tabela 1 evidenciam o N° de UFC/mL para as amostras

analisadas, calculado a partir dos nimeros de colonias observadas nas placas.

Tabela 1 — Contagem do nimero total de microrganismos vidveis das amostras de tintura de pega-pinto (B.

diffusa)
Amostras Bactérias UFC/mL Fungos UFC/mL
A 2,0 x 10 2,0 x 10
B 6,7 x 10 5,3 x 10
C 1,1 x 10° 1,6 x 10°

Fonte: Dados da pesquisa

Os valores variaram de 2,0 x 10%a 1,1 x 10° UFC/mL para bactérias, e 1,6 x 10% a 5,3
x 10 para fungos. Logo, todas as amostras se encontram dentro dos limites estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira para tinturas, ou seja, inferiores a 10* UFC/mL e 10° UFC/mL para
contagem de bactérias e fungos, respectivamente.

Para verificar a presenga ou auséncia de microrganismos indesejdveis nas amostras,
realizou-se testes para a identificacdo de E. coli em meio Mac-Conkey, S. aureus em meio
Agar manitol e Salmonela em meio Agar verde brilhante. Porém, as caracteristicas
morfoldégicas das colonias que se desenvolveram nestes meios de cultura ndo foram
compativeis com as descritas pelo compéndio utilizado para as espécies de microrganismos

pesquisadas, o que indica a auséncia dos patdgenos supracitados na tintura de pega-pinto.
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N

Em contrapartida, no que compete a eficicia antimicrobiana da tintura, ndo houve
inibicdo da E. coli por parte das trés amostras, justificado pela inexisténcia de halos de
inibicdo. Em um estudo semelhante, em que se avaliou a atividade antimicrobiana de extratos
de plantas da Caatinga frente a diversas bactérias pelo método de difusdo em disco, observou-
se que o extrato da B. diffusa ndo inibiu o crescimento da cepa de E. coli utilizada no estudo
(ALMEIDA et al., 2012), resultado que converge com o apresentado nesta pesquisa € com 0s
de Aladesanmi et al. (2007), em que ndo se observou atividade antimicrobiana do extrato
metanodlico das folhas de B. diffusa frente a bactéria em questao, entretanto, halos de inibicao
que variaram entre 1 e 6 mm (excluindo-se 9 mm de didmetro do furo) foram observados para
S. aureus, Pseudomonas aeruginosa e Bacillus subtilis.

Por outro lado, os resultados de Tchinda et al. (2017) mostram valores de
Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) que variaram de 512 a 1024 pg/mL para o extrato
metanolico da B. diffusa, no qual se utilizou a planta inteira, frente a cepas de E. coli testadas,
ao passo em que nio se obteve valores sobre a Concentracdo Bactericida Minima (CBM),
estando estes, ndo determinados ou acima de 1024 pg/mL.

Alguns fatores podem contribuir para a ocorréncia de resultados divergentes, como a
época de colheita, tendo em vista que a quantidade e a natureza dos constituintes ativos é
varidvel no decorrer do ano (PROCHNOW, 2015). Além disso, outros fatores podem
interferir nas rotas metabdlicas, conduzindo a sintese de compostos diferentes, entre eles,
destacam-se as interacOes mantidas pela planta e outros organismos vivos, intensidade
luminosa, temperatura, pluviosidade e a oferta de nutrientes presentes solo (MARTINS,
2012).

Além disso, a atividade antimicrobiana de plantas é promovida a partir da producdo de
metabolitos secundarios, que podem ocorrer quando a planta sofre alguma injiria ou quando
ha fatores ambientais que dificultam a sua permanéncia no ambiente em que estd inserida, de
forma geral, os metabdlitos secunddrios possuem a func¢do de permitir protecdo e

sobrevivéncia da planta (ANDRADE J UNIOR et al., 2018).

5.3 Analise fisico-quimica

Através dos resultados obtidos apds realizagdo dos testes fitoquimicos foi possivel
identificar reacdes positivas para a presenga de compostos fendlicos e alcaloides, bem como
uma timida reacdo de precipitagdo em gelatina (III), que indicaria a presenga de taninos. No

quadro 3 s@o expressos os resultados de todos os testes realizados.



Quadro 3 - Resultados dos testes fitoquimicos da tintura de pega pinto (B. diffusa)

Classes de metabélitos Amostras
secundarios pesquisados A B C
Compostos fendlicos (FeCls) it e tt

Taninos (Gelatina) + + +
Esteroides e triterpenoides
(Lieberman-Burchard) ) ) )
Alcaloides (Dragendorff) - - -
Flavonoides (Shinoda) - - -

Legenda: +++ = reagdo positiva; + = reacdo levemente positiva; - = reacdo negativa

Fonte: Dados da pesquisa
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Na figura 5 sdo demonstrados os resultados visuais dos testes, em que o tubo (II)

evidencia a presenca dos compostos fendlicos, diante da mudanca de coloragdo da solugdo

para um tom azul-esverdeado, enquanto no tubo (V) identifica-se a presenca de alcaloides,

devido ao desenvolvimento da coloracdo vermelho-alaranjado.

Figura 5 — Testes para a identificacdo dos grupos fitoquimicos caracteristicos do pega-pinto (B. diffusa)

I II I

IV

Vv

VI

Legenda: I- controle; II- compostos fendlicos (FeClsy; III- taninos (gelatina); IV: esteroides e
triterpenoides (Lieberman-Burchard); V- Alcaloides (Dragendorff); VI- Flavonoides (Shinoda)
Fonte: Arquivos da pesquisa
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O estudo de Gautam et al. (2016) mostrou presenca de alcaloides, flavonoides,
carboidratos e glicosideos cardiacos no extrato hexanico de B. diffusa, alcaloides, taninos,
saponinas, carboidratos e glicosideos cardiacos no extrato de acetato de etila. Além disso, o
extrato metandlico mostrou o maior numero de fitoconstituintes, dos mencionados
anteriormente, ndo apresentou saponinas e além deles, apresentou glicosideos e terpenoides.

A pesquisa de Apu et al. (2012) realizada com os mesmos tipos de extratos do estudo
citado anteriormente, utilizando as partes aéreas da planta, evidenciou a presenca alcaloides,
antraquinonas, flavonoides, saponinas, esteroides, taninos e terpenoides.

Em um estudo realizado com extratos etandlicos das folhas de B. diffusa, em
Thirumalaisamudram, na India, foram encontrados alcaloides, glicosideos, saponinas,
compostos fenodlicos, taninos, aminodcidos e d6leo fixo (RAJAGOPAL, 2013).

Na tabela 2 sdo descritos os valores encontrados para as determinacdes de pH,
densidade relativa e residuo seco, bem como seus respectivos desvios padrdao. Os valores de
pH das amostras variaram entre 5,57 e 5,77, a densidade relativa ficou compreendida entre

0,92 e 0,93 mg/mL e o residuo seco entre 2,64 € 2,95%.

Tabela 2 — Valores dos ensaios fisico-quimicos da tintura de pega-pinto (B. diffusa)

Amostras H Densidade Residuo Seco
? (mg/mL) %
A 5,57 0,93 2.95
B 5,72 0,93 3,00
C 5,77 0,92 2.64
Média = DP 5,69 £0,1 0,93 +0,0 2,86 £0,2

Fonte: Dados da pesquisa

De acordo com o exposto pode-se inferir que as tinturas de pega-pinto encontram-se
dentro da faixa de pH acido, com uma média de 5,69. Resultado semelhante ao encontrado
para outras tinturas, como no estudo de Santos et al. (2016) realizado com tinturas de
mulungu (Erythrina velutina) em que a média de pH foi de 5,89 e no estudo de Genovez e
Souza (2017), em que o valor de pH encontrado para a tintura de tansagem (Plantago major)
foi de 5,39.

As médias de densidade relativa e residuo seco encontradas, 0,93 mg/mL e 2,86%,

respectivamente, foram semelhantes aos valores encontrados por Pereira e Souza (2017) para
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a tintura de Jatobd (Hymenaea spp.) em que obtiveram valores de 0,92 mg/mL para a
densidade relativa e 3,33% para o residuo seco. Resultados diferentes foram descritos por
Santos et al. (2014), em que o residuo seco de tintura de cha verde (Camellia sinensis (L.) O.
Kuntze) a 70% de etanol apresentou um valor de 0,92%, e por Santos et al. (2016), em que a
tintura de mulungu apresentou o valor de residuo seco de 1,43%, porém o valor de densidade
relativa assemelhou-se ao dessa pesquisa, representando 0,90 mg/mL.

Quanto ao residuo seco, valores maiores sdo sugestivos de que o solvente foi mais
eficiente na extragao, retirando maior quantidade de substancias da planta, a medida que as
divergéncias nos valores para a densidade podem ser devidas as diferentes concentragcdes de
dgua presentes nas tinturas (SANTOS et al., 2014).

Os valores de residuo seco refletem o teor de extrativos, que podem variar com a
espécie, parte da planta utilizada, liquido extrator, tempo e método de extracao. Assim como o
pH, serve como parametro de referéncia para a qualidade de um produto de origem vegetal.
Estes parametros estdo sendo descritos pela primeira vez para a tintura de pega-pinto,
preparada em condicdes especificas, fazendo-se de considerdvel importancia para a obtengdo

de produtos padronizados, o que permite a constancia de sua qualidade.
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6 CONCLUSAO

e Foi observado que a tintura de pega-pinto apresenta coloracdo amarelada, odor suave

caracteristico, bem como particulas em suspensio e formacgdo de precipitado.

e A tintura apresentou-se em conformidade com o que € estabelecido pela Farmacopeia
Brasileira (2010), em que os valores encontrados para a contagem do ndmero total de
microrganismos mesofilicos variaram de 2,0 x 10% a 1,1 x 10> UFC/mL para bactérias, e

1,6 x 10°a 53 x 10° para fungos.

e (Quanto a pesquisa de patégenos, nenhum dos microrganismos pesquisados foram

identificados, indicando auséncia de E. coli, S. aureus e Salmonella.

e Nos ensaios de eficdcia antimicrobiana nio foi observado inibicao da E. coli, evidenciado

pela inexisténcia de halos de inibi¢do.

e Através dos testes fitoquimicos realizados foram identificados compostos fendlicos,

alcaloides, bem como uma reagdo levemente positiva para taninos.

e Nos ensaios fisico-quimicos foram encontradas as médias de 5,69 para o pH, 0,93 mg/mL

para densidade relativa e 2,86% para o residuo seco.

e Portanto, a tintura de pega-pinto encontra-se dentro dos padroes exigidos pela
farmacopeia para os ensaios microbioldgicos, porém nas condi¢des em que o estudo foi
realizado ndo apresentou eficicia antimicrobiana diante da principal bactéria causadora de
infeccdo urindria, E. coli. Além disso, foram descritos pela primeira vez suas
caracteristicas organolépticas e parametros fisico-quimicos, o que auxilia na padronizagdo

e manutencao da qualidade deste produto.
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