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RESUMO: O objetivo deste estudo foi elaborar um
colutério oral a partir do extrato hidroalcéolico da
casca de Anadenanthera macrocarpa. Os resultados
obtidos demonstram a presenca de metabdlitos
ativos para producdo do efeito farmacolégico, a
seguranca microbiolégica do produto acabado e
a eficdcia do mesmo perante as estirpes testadas.
Justifica-se a formulagao desenvolvida para o efeito
terapéutico desejado e garantia da qualidade,
porém conclui-se que, para comercializagdo, ha a
necessidade de testes complementares.
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ABSTRACT: Preparation of a herbal antibiotic
from the Anadenanthera macrocarpa peel. The
objective of this study was to develop an oral



mouthwash from the hydroalcoholic extract of the
peel of Anadenanthera macrocarpa. The results
show the presence of active metabolites for the
production of the pharmacological effect, the
microbiological safety of the finished product and
the effectiveness against the same strains tested. It
justifies the formulation developed for the desired
therapeutic effect and quality assurance, but it
seems that, for marketing, there is the need for
further tests.

Keywords: herbal, mouthwashes, Anadenanthera
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Introducao

Medicamentos elaborados a partir da matéria-prima do vegetal
que possui propriedades profilaticas e curativas recebem a denominagdao
de fitoterapicos. Eles necessitam de qualidade assegurada, eficacia
clinica e seguranga para uso, comprovados por meio de levantamentos
etnofarmacoldgicos, documentacdo tecnocientifica em publicagées ou
ensaios clinicos para que possam ser comercializados (BRASIL, 2004).

Entre as diversas atribui¢des farmacolégicas existentes em plantas
medicinais, a atividade antimicrobiana é uma das mais pesquisadas devido
aos problemas do uso irracional de antibiéticos tradicionais, causando estirpes
resistentes aos mesmos (VOLPATO, 2005).

Alguns estudos vém sendo elaborados para descobrimento de agentes
antimicrobianos a partir de extratos de plantas para o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos naturais (OSTROSKY et al., 2008). Um dos extratos
que apresenta atividade contra microorganismos comprovado em estudos de
Dantas et al. (2010) e Nunes (2011) é o da planta Anadenanthera macrocarpa,
conhecida popularmente como angico-vermelho.

Na medicina popular, o extrato de Anadenanthera macrocarpa é
utilizado através da preparagao da casca para produgdo de solugbes orais,
como xaropes, usados para o tratamento de inflamagdes e doengas como
coqueluche e bronquite, ambas causadas por bactérias que colonizam o trato
respiratério (MATOS, 1997).

Varios extratos vém sendo testados na forma farmacéutica colutério
para bochecho, e foi a partir de estudos cientificos, iniciados gracas ao
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conhecimento popular, que pode-se comprovar a eficacia clinica do uso de
colutdrios, que sao solugdes de aplicacdo local na cavidade bucal e na porcao
superior da laringe que contém frequentemente substancias antissépticas e
que ndo devem ser engolidas (DESTRUIT, 1998; BARBOSA, 2011; MARINHO;
ARAUJO, 2007; VINAGRE et al., 2011).

A Anadenanthera macrocarpa é um dos componentes fitoterapicos
de uma solugdo farmacolégica comercial, Elixir Sanativo®, que é utilizado no
Brasil no combate a patologias bucais causadas por microorganismos,
comprovando sua atividade antimicrobiana como solugdo oral
(SOUZA, 2010).

A busca por novos fitoterdpicos capazes de erradicar microorganismos
causadores de patologias orais estd em ascensao, e os colutérios fitoterapicos
conferem beneficios a satide bucal por apresentarem menor toxicidade, sendo
menos agressivos ao organismo e tendo sua acdo potencializada, pois um
mesmo fitofdrmaco pode possuir principios ativos com atribui¢oes diferentes
(BARBOSA, 2011; VINAGRE et al., 2011).

O objetivo deste trabalho é a obtengao de um fitoterapico antibiético
elaborado a partir do extrato da casca de Anadenanthera macrocarpa.

I - Metodologia

O presente trabalho foi desenvolvido nos laboratérios da Faculdade de
Minas (FAMINAS), em Muriaé (MQ). As atividades realizadas foram: obtencdo
do extrato hidroalcodlico, triagem fitoquimica, avaliagdo in vitro da atividade
antibacteriana do extrato e do produto frente as estirpes padronizadas das
bactérias Escherichia coli ATCC 11229 e Staphylococcus aureus ATCC 6538,
através do teste de inibicdo em &gar, andlise estatistica e testes de controle de
qualidade microbiolégico do produto.

1.1 — Obtencao do extrato

Foi utilizada a casca de Anadenanthera macrocarpa colhida no
municipio de Muriaé (MG) para obtencao do extrato hidroalcodlico. A
técnica foi realizada de acordo com o “Processo B” para a obtengdo de
extratos fluidos da Farmacopéia Brasileira, 52 edicao, através da maceragao.
A casca, reduzida em pequenos pedacos, foi mantida em contato com o
liquido extrator (solugdo hidroalcéolica a 40%) por 48 horas. Esse contato
foi realizado em recipiente fechado e, ao final do processo, o extrato foi
separado do residuo por meio de filtragio (FARMACOPEIA BRASILEIRA,
2010; ISAAC et al., 2008).

REVISTA CIENTIFICA DA FAMINAS - V. 10, N. 3, SET.-DEZ. 2014 25



1.2 - Triagem fitoquimica

A triagem fitoquimica foi realizada com o propésito de detectar os
compostos quimicos responsaveis pelo efeito terapéutico. Foram preparados
dois extratos: um alcodlico e o outro aquoso; ambos com 10 g de casca para
100 ml da solugao de élcool e de &gua, sendo colocados sob maceragdo
durante 7 dias em recipiente de vidro fechado. Apés a maceracao, filtrou-se
com gases e depois papel filtro. O extrato e o filtrado foram evaporarados e
os residuos contidos no fundo dos recipientes foram utilizados para a analise
(SIMOES et al., 2004).

Os residuos dos extratos, alcodlico e aquoso, foram submetidos a
uma investigacdo dos constituintes quimicos, por classes, de acordo com
metodologia de andlise farmacognéstica descrita por Simbes et al. (2004).
As classes de metabdlitos secundarios testados foram: saponinas, acidos
organicos, aglcares redutores, proteinas e aminodacidos, polissacarideos,
depsideos e depsidonas, derivados da cumarina, esteroides e triterpenoides,
fenois e taninos, alcaloides e glicosideos cardiacos.

1.3 — Obtencao do produto

A formulagdo foi desenvolvida segundo farmacotécnica descrita
na Farmacopéia brasileira, 52 edicdo, e Handbook of pharmaceutical
manufacturing formulation — liquid products, volume 3 e 5.

Primeiramenteforamrealizadastrésdiluicoes do extrato hidroalcoélico
de Anadenanthera macrocarpa, para 5, 10 e 15%. Logo apds, pesou-se o
edulcorante (sorbitol a 30%), e um mix de conservantes (metilparabeno a
0,15%, propilparabeno a 0,05% e benzoato de sédio a 0,25%), a solugao
diluida do ativo em 5% (extrato hidroalcoédlico de Anadenanthera macrocarpa),
e a dgua qgsp para 100 ml. Solubilizou-se o benzoato de sédio no edulcorante,
sorbitol, e os parabenos foram solubilizados no ativo de concentragdo 5%,
acrescentou-se a solucdo de sorbitol com benzoato de sédio, e completou-
se com agua até o volume de 100 ml. Este procedimento foi realizado na
obtengao do produto também nas concentragoes de 10 e 15 % do ingrediente
ativo (NIAZI, 2004).

1.4- Controle de qualidade microbiolégico do produto

O controle de qualidade microbiolégico foi realizado segundo
diretrizes descritas na RDC n2 48, de 16 de marco de 2004 (BRASIL, 2004),
que dispoe sobre registro de medicamentos fitoterdpicos e a RE n2 899, de
29 (BRASIL, 2003) de maio de 2003, que dispde sobre controle de qualidade

26 MURIAE/BH - MG



de extratos vegetais e fitoterdpicos, seguindo a metodologia determinada pela
Farmacopéia Brasileira, 52 edigao.

As andlises avaliaram a contagem de bactérias mesdfilas totais e
fungos. O método empregado foi a contagem em placas de semeadura por
profundidade.

Para determinar a contagem de fungos e bactérias mesofilas totais,
foram realizadas em triplicata nas diluigées 1:100, 1:1000 e 1:10000 do
produto em caldo tampao fosfato de sédio com pH 7,2 e transferido 1 ml
de cada diluigdo em placa de petri. Depois de fundidos e resfriados a 45 °C,
cerca de 20 ml dos meios agar caseina-soja estéril e dgar Saborraund foram
vertidos cada um em uma placa contendo as diluicoes.

A mistura foi homogeneizada com movimentos em forma de “8”.
Quando os meios solidificaram, as placas com agar Saborraund foram
colocadas em estufa a 35 °C por 5 dias para contagem de bactérias e as placas
contendo agar caseina-soja em temperatura ambiente, também por 5 dias,
para contagem de fungos. Os resultados foram observados e registrados para a
realizagao dos célculos necessérios para a quantificagdo dos microorganismos.
Este procedimento foi realizado apenas no produto com o extrato de
Anadenanthera macrocarpa a 5%, sem adigdo do mix de conservantes para
nao alterar o resultado.

Para diagnéstico presuntivo, utilizou-se o caldo lactosado e o caldo
caseina e T ml da amostra foi transferido para os meios determinados e
incubados por 24 h a 48 h em estufa. Os resultados foram observados e
anotados.

1.5 - Avaliacao da atividade antimicrobiana

A avaliagdo microbioldgica foi feita in vitro pela técnica da inibigao da
multiplicagdo microbiana por difusao em Agar, de acordo com a metodologia
descrita pelo Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2003), com
modificagbes. O extrato e o produto foram testados contra as bactérias Gram-
positivas S. aureus ATCC 6538 e Gram-negativa E. coli ATCC 11229.

O produto foi testado sem a presenca do mix de conservantes para
que ndo interferisse na pesquisa, uma vez que poderiam ocorrer resultados
falso-positivos.

As bactérias foram ativadas por duas vezes consecutivas em caldo
BHI e incubadas a 37 C por 18 a 24 h. Para obter col6nias isoladas, foram
feitas estrias em placas de Petri contendo Agar-Padrdo para Contagem (PCA)
e também incubadas por 18 a 24h (CRESPO, 2012).

A padronizagao dos microorganismos foi realizada através da turvagao
de 0,5% da escala de McFarland em solugéo fisiolégica correspondente a
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uma concentragdo de aproximadamente 10® UFC/mL (FERNANDES, 2010;
CRESPO, 2012).

Apds inoculagdo das bactérias nas placas com meio agar Mueller-
Hinton, foram perfurados pogos no agar, utilizando-se moldes de plastico
estéreis. Nestes, foram inoculados 30 uL do extrato puro e do produto
contendo o extrato em concentragoes de 5, 10 e 15%.

Apbs 24 h de incubagdo a 37 °C, os halos de inibicao formados
foram medidos em centimetros, utilizando-se uma régua milimetrada. O
experimento foi realizado com trés repeti¢es, em triplicata. Utilizou-se
como controle positivo uma solugao de triclosan a 1 % em propilenoglicol
(CRESPO, 2012).

1.6 — Analise estatistica

Os testes foram realizados seguindo a metodologia de Neto (1977),
utilizando o solftware Matlab, versao 2009.

A fim de determinar a eficicia do extrato e do produto em 5, 10 e
15%, foram feitos os testes de varidncia, que permitem determinar a diferenga
estatistica existente entre elas por meio do Teste F. Apés comprovadas as
diferengas, suas magnitudes foram avaliadas através do teste de comparagoes
mdltiplas, Teste de Tukey com nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados foram apresentados na forma de tabela estruturada
(Tabela 4), com as comparagdes entre as médias de tamanho do halo (cm) da
bactéria S. aureus. Posteriormente, foi elaborado o Gréfico 1, que compara os
valores das médias e variancias de cada amostra em centimetros para tornar
mais evidente a escolha da concentragao de uso.

I - Resultados e discussao
2.1- Triagem fitoquimica

Os metabdlitos secunddrios, mesmo estando presentes em baixas
concentragdes nas plantas, sdo de grande importancia na area farmacolégica,
uma vez que possuem efeitos biolégicos sobre varias patologias que
acometem os serem humanos, sendo importantes fontes de pesquisa para
determinagao da farmacodinamica na producao de fitofairmacos (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

De acordo com a Tabela 1, pode-se observar que os resultados do
teste nos extratos aquoso e alcéolico apresentaram auséncia de aglcares
redutores, de proteinas e aminodcidos, de polissacarideos, de esteroides e
triterpenoides, de fenois e de glicosideos cardiacos. Os resultados positivos
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TABELA 1 Resultados da triagem fitoquimica
Grupos Resultado Resultado
extrato aquoso extrato alcodlico
Saponinas Presente: camada estavel | Presente: camada estéavel

de espuma

de espuma

Acidos orgénicos

Presente: descoloracdo
do reativo

Presente: descoloracao
do reativo

Accares redutores Ausente Ausente
Proteinas e aminoacidos Ausente Ausente
Polissacarideos Ausente Ausente
Depsideos e depsidonas | Presente: aparecimento Ausente

de coloracio verde-
azulada

Cumarina Presente: fluorescéncia
Ausente azul na parte exposta da
mancha
Esteroides e triterpenoides | Ausente Ausente
Fenois Ausente Ausente
Taninos Presente: precipitado Presente: precipitado
escuro escuro
Alcaloides Ausente Presente: formagao de
precipitados para cada
reativo
Glicosideos cardiacos Ausente Ausente




em ambos os extratos ocorreram nas classes de metabdlitos secundarios
saponinas, acidos organicos e taninos. Ja a presenga de cumarinas e alcaloides
foi detectada apenas no extrato alcodlico e os depesideos e depsidonas
apenas presentes no extrato aquoso.

De acordo com estudos realizados por Santos (2010), o extrato
alcodlico de Anadenanthera macrocarpa apresentou alcaloides e taninos,
assim como o presente estudo que também verificou a presenga de alcaloides
no extrato alcodlico, e tanino em ambos os extratos (alcodlico e aquoso).
Verificou também a auséncia de esterdides e, em controvérsia com a pesquisa,
o estudo ndo encontrou saponinas no extrato. Estas possuem propriedades
antissépticas depurativas (SCHENKEL et al., 2007).

De acordo com estudos realizados por Lima et al. (2006), a triagem
fitoquimica feita no produto acabado revelou a presenca majoritaria de
taninos, que provavelmente foi conferida devido a presenga do extrato de
Anadenanthera macrocarpa no produto.

A presenga de taninos fica evidenciada uma vez que as propriedades
terapéuticas de Anadenanthera macrocarpa advém do metabdlito presente
em sua casca como foi determinado em estudos realizados por Souza (2010),
Trugillho et al. (1997) e Monteiro et al. (2005).

De acordo com estudos de Silva (2011), a casca é amarga,
adstringente e com aproximadamente 32% de tanino. Esta adstringéncia
sucede do metabdlito secunddrio quando este entra em contato com
tecidos vivos, formando uma reagao com proteinas da prépria cavidade oral,
reduzindo inflamagdes causadas por patégenos (TRUGILLHO et al., 1997).
O tanino também tem alto poder de reparo justificado pela precipitacdo de
proteinas na area lesada, que leva a formagao de uma camada protetora que
reveste o tecido, permitindo sua regeneracao (HEJMEN et al., 1997; PANIZZA
etal., 1988).

2.2 - Controle de qualidade microbiolégico do produto

O controle de qualidade para extratos vegetais e fitoterdpicos é
de grande relevancia para a comercializagdo do mesmo, uma vez que sao
produtos com finalidade para tratamento de doengas e por isso devem ter
sua eficacia e seguranca comprovadas (IHA et al., 2008).

O controle microbiolégico pode comprovar a existéncia de
contaminacdo por patégenos prejudiciais, colocando em risco a salide do
individuo que o utiliza (ZARONI et al., 2004; SOUZA; MACIEL, 2010).

No presente estudo, pode-se observar que ndo houve contaminagao
por bactérias ou fungos acima do limite permitido, e os patégenos pesquisados
nao foram encontrados na amostra, como demonstra a Tabela 2.
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TABELA 2 Resultado da andlise microbioldgica do produto

Microorganismos testados

Niimero de microorganismos

(UFC/ml)
Bactérias mesdfilas totais 0,33 x 10"
Fungos 0,336 x 10!
S.aureus Ausente
E.Coli Ausente
Pseudomonas Ausente
Salmonellas Ausente




De acordo com o que preconiza a Organizagdo Mundial da Satde os
limites para fitoterapicos sdo 10° bactérias aerébicas/g; 10° fungos filamentosos
e leveduras/g, E.coli 10/g UFC; outras enterobactérias 10%/g e auséncia de
Salmonella, Shigella e Clostridios em 1g para este tipo de produto (WHO,
2011).

Desta forma, o produto é apto para consumo, uma vez que
apresentou resultados abaixo do estabelecido para todos os microorganismos
testados.

Ao elaborar fitoterapicos, que é um produto considerado nao-
estéril, a necessidade do teste microbiolégico é evidente, pois a presenca
de patégenos nas formulagdes pode significar grande potencial de risco no
agravo de quadros clinicos de infecgdes, podendo ocorrer também mudangas
de estabilidade como cor, odor e sabor (OHARA; SAITO,1994).

E importante salientar que mesmo depois do registro para produgao
industrial, é necessaria a repeticdo dos testes para comprovar os resultados
encontrados no lote piloto; desta forma evitar-se-a problemas de contaminagao
do produto final causados por erros na elaboragao farmacotécnica do mesmo
(CRESPO, 2012; SANTOS; OLIVEIRA; TOMASSINI, 1995).

2.3 - Avaliacao da atividade antimicrobiana

O teste da avaliagdo de potencial microbiolégico do extrato e do
produto mostrou que a atividade de inibicdo de ambos foi efetiva apenas
para estirpes de S. aureus, ndo mostrando nenhuma atividade para E. coli, o
que demonstra que a eficiéncia do potencial terapéutico de Anadenanthera
macrocarpa ocorre apenas para bactérias do género gram-positivas.

Segundo estudos de Rocha (2012), os halos de inibicao do extrato de
angico foram eficazes também apenas para S. aureus, com zona de medigao
de 8,3 mm, ndo obtendo nenhum resultado frente a E. coli.

Em outro estudo de Souza (2010) que avaliou a atividade
antimicrobiana do extrato de Anadenanthera macrocarpa presente no farmaco
Elixir Sanativo®, comercializado no Brasil para tratamento de patologias
orais contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, também obteve-se
resultados de inibicdo melhores para bactérias gram-positivas, justificando
a pouca atividade para gram-negativas, devido a diferenga na constituicao
quimica da parede celular dos grupos, porém se desconhece o mecanismo de
atuacao do extrato em ambos os géneros.

Aatividade antimicrobiana do colutério foi comprovada pelaformagao
de halos em todas as concentragdes testadas, como demonstram as Figura T,
2 e 3. O produto fitoterdpico, como ja dito anteriormente, possui atividade
adstringente e regenerativa devido ao metabdlito secundario contido na casca
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FIGURA 1

FIGURA 2

FIGURA 3

Imagem do halo de inibi¢do contra S. aureus do colutério a 5%

Imagem do halo de inibigdo contra S. aureus do colutério a 10%

Imagem do halo de inibicao contra S. aureus do colutério a 15%



de Anadenanthera macrocarpa, comprovado por testes farmacognésticos. De
acordo com laria (1981), cerca de 4 a 64% dos individuos sao portadores
assintomaticos de infecgdes na garganta causados por S. aureus, enfatizando
e justificando a escolha pela forma farmacéutica oral, colutério, no presente
estudo.

De acordo com as andlises de variancia empregadas (Tabela 3 e 4),
pode-se observar que, entre os produtos, quando comparados, ndo ocorreram
diferencas estatisticas entre o colutério a 15 % e 10 %, como também néo
houve entre o colutério a 10 % e 5 %. Dessa forma, conclui-se que a melhor
escolha para uso seria o produto com concentragao a 10 %, pois este possui
o mesmo efeito farmacoldgico que 15 e 5 %.

Quanto ao extrato puro de Anadenanthera macrocarpa, sua eficiéncia
contra a estirpe de S. aureus foi comprovada, pois houve a formagao do halo
de inibigdo, como mostra a Figura 4, com média de 2,17 cm.

De acordo com estudos de Dantas et al. (2010), que avaliaram a
atividade antimicrobiana in vitro e determinacdo da concentracio inibit6ria
minima de extratos hidroalcodlicos de Anadenanthera macrocarpa frente a
cepa de Staphylococcus aureus, sua eficicia ocorreu em todas as estirpes
analisadas e o maior halo obtido foi de 25 mm, equivalente a 2.5 cm, e
o menor, medindo 19 mm, 1.9 cm de didametro, o que demonstra que os
resultados obtidos no presente estudos se assemelham.

A eficicia de Anadenanthera macrocarpa quanto a inibigdo de S.
aureus também foi comprovada por Nunes (2011), que encontrou halos de 8
a18 mm (0,8 e 1,8 cm). A diferenga de tamanho pode ser justificada pelo fato
de o pesquisador ter utilizado o extrato diluido a 25%.

Ao analisar a atividade do colutério, observa-se que, em concentragao
reduzida do extrato, os halos ficam menores, porém ainda apresentam agao
inibitoria.

Dantas et al. (2010) e Nunes (2011) comprovaram que, conforme
reduzida a concentragio do principio ativo do produto, menor serdo os halos
de inibicao formados, devido as diluicoes da substancia ativa. Porém, mesmo
em concentragbes de 1,56% é observado potencial antimicrobiano. Este
potencial ndo advém da presenca do élccol etilico na formulagao, apesar do
mesmo ser conhecido como agente bactericida.

Il - Consideragoes finais

A partir dos testes realizados, é possivel comprovar a seguranca
microbioldgica e a eficicia do produto elaborado, uma vez que o mesmo
possui atividade antimicrobiana, é isento de contaminantes microbiolégicos
prejudiciais a satde, e apresenta em seu principio ativo o metabélito secundario
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TABELA 3 Andlise de variancia para a varidvel tamanho do halo (em cm)
de Staphylococcus aureus apds contato com extrato e produtos,
significativo pelo teste F

Causas de GL Soma dos Quadrados F calculado
variacao quadrados médios
Tratamentos 4 26.5469 6.6367 94.8100
Residuos 40 2.8007 0.0700
Total 44 29.3476

TABELA 4 Comparagoes das médias de tamanho do halo (em cm) da bactéria

S. aureus do padrao de irgasan 1%, extrato de Anadenanthera
macrocarpa e o produto em diferentes concentragdes

Tratamento Médias

Produto a 15% 1.3370 A
Produto a 10% 1.1852 AB
Produto a 5% 0.9000 B

* Médias seguidas de mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente pelo
teste de Tukey com nivel de probabilidade maior que 0,05

FIGURA 4 Imagem do halo de inibicdo contra S. aureus do extrato de
Anadenanthera macrocarpa



responsavel pelo seu efeito farmacolégico. Apesar disto, para produgdo
industrial, ha a necessidade da realizacao de testes complementares: controle
de qualidade fisico-quimico, testes de estabilidade do produto, testes com
outras estirpes de bactérias, teste para avaliagdo do potencial anti-inflamatério
e testes clinicos “in vivo” com voluntdrios, para que este se torne apto para
consumo.
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