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RESUMO

Platonia insignis Mart. € uma espécie pertencente a familia Clusiaceae, ¢ popularmente
conhecida como Bacuri e muito conhecida por ter um fruto de sabor apreciado. A utilizagédo
etnobotanica estd relacionada a utilizacdo do extrato do Oleo de suas sementes como
cicatrizante e anti-inflamatdrio e na producdo de sabdo. Atualmente diversas atividades vém
sendo relatadas para todas as partes deste fruto (semente, casca e polpa). Este trabalho teve
como objetivo analisar o perfil fitoquimico, atividade antimicrobiana do extrato das folhas
de Platonia insignis Mart. e desenvolver formulagdes farmacéuticas com agdo antimicrobiana.
A anédlise fitoquimica do extrato mostrou a presenca de fendis (taninos condensados,
catequinas e flavonoides), esteroides, alcaloides e saponinas. As analises por LC-MS"
forneceram os perfis de fragmentagdo dos compostos presentes no extrato. Na fracdo acetato de
etila, foi identificado a fukugentina (morelloflavona) um importante marcador da familia
Clusiaceae. O extrato apresentou potencial antioxidante com inibicdo de 88,06% do radical
DPPH. O sabonete, o creme e a solucdo topica manipulados a partir do extrato a 1 e a 5% tiveram
sua estabilidade analisadas no tempo zero e trinta dias apds formulados, além da avaliagdo do
controle de qualidade microbioldgico. A avaliacdo da atividade antimicrobiana foi realizada pela
técnica de microdiluicdo em caldo; o extrato hidroetanolico (70%), as fragdes hexanica, acetato de
etila e os produtos manipulados apresentaram atividade antimicrobiana com CIM entre 0,78 e
12,5 mg/mL frente a todos os microrganismos testados exceto as fragdes organicas (acetato de
etila e hexanica) que nao apresentaram atividade frente Acinetobacter baumannii. A toxicidade
avaliada pela técnica de hemolise ndo demonstrou atividade hemolitica até concentracédo
testada de 100mg/mL. A toxicidade frente Artemia salina demonstrou que o extrato
apresentou DL50 de 42,6 pg/mL sendo classificado como altamente toxico frente Artemia
salina. O extrato possui atividade antioxidante, microbicida e baixa toxicidade in vitro. As
formulacdes farmacéuticas mostraram-se potencialmente viaveis no desenvolvimento de

novos produtos para o tratamento de doengas infeciosas.

Palavras-chave: Antibacteriano; Antioxidante; Bacurizeiro; Fitoterapicos.



ABSTRACT

Platonia insignis Mart. is a species belonging to Clusiaceae, is popularly known as Bacuri and
is well-known for having a fruit of appreciated flavor. The ethnopharmacological use is
related to the use of the oil of its seeds in the healing of scars and as an anti-inflammatory and
in the production of soap. Currently, several activities have been reported for all parts of this
fruit (seed, bark and pulp). This work aimed to analyze the phytochemical profile, biological,
and antimicrobial activity of the leaf extract of Platonia insignis Mart., and develop
pharmaceutical formulations. Phytochemical analysis of the extract showed the presence of
phenols, condensed tannins, catechins, steroids, alkaloids, flavonoids and saponins. Analyzes
by LC-MS and FIA-ESI-IT/MS" provided the fragmentation profiles of the compounds
present in the extract and their structures were proposed. In the ethyl acetate fraction,
fukugentin (morelloflavone) was identified as an important marker of the clusiaceae family.
The extract presented antioxidant potential in the inhibition of 88,06% of the DPPH radical.
The soap and the topical solution manipulated from the 1 and 5% extract had their stability
analyzed at time zero and thirty days after formulations, besides the evaluation of the
microbiological quality control. The antimicrobial activity was evaluated by the microdilution
technique. The hydroethanolic extract (70%), the hexane, ethyl acetate and the manipulated
products presented antimicrobial activity with MIC between 0.78 and 12.5 mg/mL to all the
microorganisms tested except the organic fractions (ethyl acetate and hexane) that showed no
activity against Acinetobacter baumannii. The toxicity evaluated by the hemolysis technique
did not demonstrate hemolytic activity up to a concentration of 100 mg/mL. Toxicity to
Artemia salina showed that the extract had LD50 of 42.6 pg/mL being classified as highly
toxic against Artemia salina. The extract has antioxidant activity, microbicide and low in vitro
toxicity. Pharmaceutical formulations have proved potentially viable in the development of

novel products for the treatment of infectious diseases.

Keywords: Antibacterial; Antioxidant; Bacurizeiro; Phytotherapics.
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1 INTRODUCAO

Os povos primitivos ja haviam percebido que algumas plantas possuiam, em suas
bases, principios ativos que ao serem testados no combate as enfermidades revelaram na
pratica seu poder de cura. Durante muito tempo, o uso de plantas medicinais foi artificio
terapéutico principal empregado para cuidar da satde das pessoas e de suas familias.

Com o desenvolvimento ocorrido no meio técnico-cientifico, principalmente na
area das ciéncias da salde, novos procedimentos de tratar e curar as doencas foram
originando-se. Uma dessas maneiras compreende o uso de medicamentos industrializados,
que sdo progressivamente introduzidos na rotina da sociedade moderna, através de campanhas
publicitarias que prometem curar as mais diversas doencas. Desde entdo, 0 uso de plantas
medicinais tem sido substituido pelos medicamentos alopaticos (BADKE et al., 2011).

Os consumidores tém ficado cada vez mais exigentes com a qualidade dos
produtos que consomem, buscando produtos de origem natural que sejam seguros menos
toxicos e mais eficazes, por tanto, nas Ultimas décadas, foram intensificados os estudos sobre
fitoterapicos que possam proporcionar terapias alternativas (PACKER; LUZ, 2007; WHO,
2013).

Tem-se verificado uma tendéncia mundial no aumento da demanda por plantas e
preparacdes de origem vegetal como recurso terapéutico, influenciado por fatores
econémicos, sociais e culturais. Levando em consideracdo essa realidade, foi criado o
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, instituido em 2008, que
visa "garantir a populacdo brasileira 0 acesso seguro e o uso racional de plantas
medicinais e fitoterapicos, promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”. Visando a atingir o
objetivo desse programa, dentre as proposicOes, destaca-se a de "Promover e
reconhecer as praticas populares e tradicionais de uso de plantas medicinais,

fitoterapicos e remeédios caseiros” (BRASIL, 2008).

H& uma crescente procura por medicamentos e formulacdo cosmética que contém
extratos vegetais, sendo assim, faz-se necessario o estudo das formulacdes e do vegetal
utilizado nesta composicdo para que sejam produzidos os fitocosméticos e os medicamentos

fitoterapicos reconhecidamente eficazes. (FENNER et al., 2006).
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Platonia insignis Mart. € uma espécie considerada, na agroinddstria, com um
grande potencial socioecondémico por seus frutos serem apreciados no mercado e pela
possibilidade de serem aproveitados para consumo in natura (fruta fresca) e na producdo de
poupa, sorvetes e derivados. O 6éleo das sementes do bacuri € utilizado como matéria prima
para producdo de sabdo, para o tratamento de varias doencas de pele e para a manipulacéo de
remédios cicatrizantes para ferimentos de animais (LIMA, 2007). Pesquisas tém demonstrado
interesse crescente sobre Platonia insignis e suas partes, na intencdo de comprovar seus
efeitos bioldgicos.

Nesse sentido, o crescente uso popular de Platonia insignis despertou um grande
interesse no desenvolvimento dessa pesquisa, que tem como objetivo principal avaliar a
atividade bioldgica de produtos manipulados e do extrato hidroalco6lico obtidos a partir das
folhas de Platonia insignis (Bacuri) e o potencial antimicrobiano empregando ensaios

microbiologicos padronizados para a realizagéo dos testes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Familia Clusiaceae

O Bacuri pertence a familia botanica Clusiaceae, subfamilia Clusioideae e ao
género Platonia, que ¢ um monotipo, engloba aproximadamente 1000 espécies subordinadas a
47 géneros, dispersos em regides tropicais, subtropicais e temperadas no mundo. Em nove
desses géneros, cerca de 90 espécies sdo de plantas envolvendo arvores, arbustos, lianas e
ervas de interesse econdmico pela producdo de frutos comestiveis, madeiras nobres, derivados
quimicos de interesse farmacéutico e industrial (BRUMMIT, 1992; JOLY, 1993; YAACOB e
TINDALL, 1995; BARROSO et al., 2002).

No Brasil, entre as espécies frutiferas nativas da Amazonia Brasileira, séo
descritas cinco representantes dessa familia, sendo o bacurizeiro (Platonia insignis Mart.) a
mais importante, do ponto de vista econdmico. As outras pertencem ao género Rheediae séo
conhecidas como ‘bacuri-mirim” (R. gardneriana Miers. ex. Pl. et. Tr.), ‘bacuripari liso’ (R.
brasiliensis (Mart.) Pl.et.Tr.), ‘bacurizinho’ (R. acuminata (R. et. P.) Pl. et. Tr.) ¢ ‘bacuripari’
(R. macrophylla (Mart.) Pl. et. Tr.), essas espécies detém nomenclatura vulgar em referéncia a
espécie mais conhecida ‘bacurizeiro’ (Platonia insignis Mart.), todas possuem porte e frutos
menores, de qualidade inferior que o bacurizeiro (LIMA, 2007).

As principais classes de compostos encontrados na familia Clusiaceae s&o
xantonas, cumarinas, biflavonoides e benzofenonas, produzidos pelas plantas principalmente
como mecanismo de defesa. As benzofenonas das plantas da familia Clusiaceae possuem
propriedades incluindo anti-inflamatérios, antimicrobianos, e efeitos citotoxicos (ACUNA et
al., 2009).

2.2 Género Platonia

Platonia insignis tem sido considerado como a Unica espécie do género Platonia,
mais conhecida como bacurizeiro. As sementes sdo aproveitadas na fabricacdo do 6leo de
bacuri, esse 6leo é popularmente utilizado no tratamento de doencas de pele e como
cicatrizante de ferimentos em animais. Esse género é descrito como muito rico em substancias
naturais como xantonas (euxantonas), &cidos graxos, e triglicerideos (CLEMENT e
VENTURIERI, 1990; CAVALCANTE, 1996).
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Os frutos do Bacuri séo bastante consumidos no norte do Brasil. A ocorréncia de
bacurizeiros na regido norte do Pais abrangendo os estados do Para, Maranhdo e Piaui, 0s
frutos possuem valor para agroindustrias e exportacdo de polpa (no pais e no exterior),
gerando renda, emprego e uma nova alternativa econdémica (LIMA, 2007).

Bacuri € o nome popular dado a Platoniainsignis. O nome genérico “Platonia” é
uma homenagem ao filésofo grego Platdo e “insignis” o nome da espécie, significa notavel,
insigne, importante, grande, aquele que é notério, em alusdo ao porte do fruto
(YAMAGUCHI, 2014).

A investigacdo dos extratos e compostos de P. insignis sdo baseadas no uso
popular. Estudos farmacoldgicos ja realizados com essa planta apontam fonte promissora para
elaboracdo de possiveis fitomedicamentos com atividade cicatrizante, anti-inflamatdria,
anticonvulsivante, antimicrobiana, citotoxica e antioxidante e diversas doengcas como cancer,
Alzheimer e Parkinson (SANTOS JUNIOR et al., 2010).

2.3 Atividade antioxidante

Tem-se verificado um grande interesse no estudo de antioxidantes, especialmente
pelas descobertas sobre o efeito deletério dos radicais livres e agente oxidantes no organismo.
Além de instaveis os radicais livres séo moléculas muito reativas que podem acarretar muitas
doencas como cancer, doencas cardiovasculares, cataratas, declinio do sistema imune,
disfuncdes cerebrais e diabetes mellitus tipo | (NASCIMENTO et al., 2011; RAMOS et al.,
2011).

Durante o metabolismo celular ou exposicdo a fatores exdgenos ocorrem agdes
cataliticas de enzimas que produzem radicais livres no organismo (BARREIROS; DAVID;
DAVID, 2006). Esses radicais livres produzidos em grandes quantidades podem gerar o
estresse oxidativo, causando um desequilibrio entre o sistema pré-oxidante e antioxidantes
(NASCIMENTO et al., 2011).

O uso de antioxidantes naturais como o0s compostos fendlicos presentes nas
plantas tem sido associado a uma menor ocorréncia de doencas relacionadas ao estresse
oxidativo, pois atuam inibindo a formacao de radicais livres (MORAIS et al., 2009).

O importante papel dos antioxidantes no combate aos danos provocados pelos
radicais livres tem conduzido ao desenvolvimento de grande numero de métodos para
determinar a capacidade antioxidante de variadas substancias. Dentre os inimeros métodos

para avaliar a atividade antioxidante in vitro ou in vivo, um dos mais utilizados ¢ o DPPH,
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método colorimétrico baseado na captura do radical DPPH (2,2-difenil-1- picril-hidrazil)
(RUFINO et al., 2007).

Uma das caracteristicas do método de sequestro do radical DPPH é que ndo
envolve condicBes drasticas de temperatura e oxigenacdo, podendo reagir com compostos
fendlicos, sendo muito utilizado para determinar a atividade antioxidante em extratos e
substancias isoladas, 0 mesmo possui coloragdo parpura. Por acdo de um antioxidante (AH)
ou uma espécie radical (R.), o DPPH ¢ reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, de
coloracdo amarela, com consequente desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser
monitorada por espectrofotometria. A partir dos resultados obtidos determina-se a
porcentagem de atividade antioxidante ou porcentagem de sequestro de radicais livres e/ou
porcentagem de DPPH remanescente no meio reacional (DARONCHO et al., 2012)

H&a uma crescente busca por antioxidantes naturais que substituam ou reduzam o
uso dos antioxidantes sintéticos, pois 0s antioxidantes sintéticos apresentam efeitos colaterais
prejudiciais a saude. A descoberta do efeito deletério dos radicais livres sobre as células
agindo como causador ou agravante de doencas impulsiona a busca por novas substancias
antioxidantes (ALVES, 2010). E possivel que os compostos fendlicos presentes em extratos

das folhas de Platonia insignis possam ser uma importante fonte de compostos antioxidantes.

2.4 Atividade antimicrobiana de produtos naturais

Os produtos naturais tém sido utilizados por milhares de anos para fins de
medicina popular. Os extratos de plantas tém grande potencial no tratamento de doencas
infeciosas causadas por microrganismos resistentes, destacando-se a presenca de flavonoides
gue agem sobre as células bacterianas rompendo a membrana citoplasmatica e inibindo a
atividade enzimatica. A associacdo de antibidticos com extratos de plantas contra
microrganismos resistentes representa novas escolhas para o tratamento de doencas
infecciosas. Esse efeito permite a utilizacdo do antibiotico quando ja ndo é mais eficiente
sozinho durante o tratamento terapéutico (NASCIMENTO et al., 2000; OZAN, 2007).

Baseado no uso popular, estudos utilizando ferramentas analiticas modernas
possibilitam realizar buscas detalhadas da constituicdo quimica das plantas, esses resultados
viabilizam novos parametros ao estudo farmacoldgico e microbiol6gico, com o possivel
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos (SOMERA, 2015). Nesse sentido, ha

diversos caminhos para o estudo de plantas medicinais.
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As plantas medicinais sdo fontes acessiveis de cuidados de salde priméarios para
cerca de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento, por ser uma fonte acessivel de
cuidados priméarios com a saude, especialmente pela auséncia de acesso a medicina moderna.
Estima-se que, 50% das drogas ocidentais apresentam fitoconstituintes vegetais ou derivados
sintéticos de fitoconstituintes, medicamentos comercialmente comprovados usados nas
praticas modernas foram inicialmente usadas em varias formas tradicionais ou préticas de
cura popular na forma bruta (PARAAKH e RAVICHANDRA, 2016).

2.5 Resisténcia microbiana

A Resisténcia a antimicrobianos (AMR) surge quando 0s microrganismos que
causam infeccdo sobrevivem a exposicdo a um medicamento que normalmente € capaz de
matar ou paralisar seu crescimento, permitindo que cepas capazes de sobreviver a exposi¢cdo
desse medicamento especifico possam crescer e se espalhar. Isso levou ao surgimento de
"superbacterias”, como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e bactéria
causadora da tuberculose extremamente resistente a medicamentos, bactérias que séo dificeis
ou impossiveis de tratar com medicamentos existentes (O’NEILL, 2016).

O combate a resisténcia bacteriana ¢ um problema de saide publica mundial e
deve ser abordado sob varios aspectos. O entendimento dos processos relacionados a acdo de
antibidticos e ao surgimento da resisténcia, o planejamento, a sintese e avaliagcdo
farmacoldgica de novos agentes antimicrobianos mais potentes, sua posterior aplicacdo
terapéutica de forma racional e a adogdo de normas para controle de infeccbes no meio
hospitalar representam diferentes niveis de acbes continuas e interligadas. FArmacos com
novos mecanismos de acdo deverdo apresentar vantagens no combate a micro-organismos
resistentes e a emergéncia de novos patogenos (GUIMARAES, 2010; SILVEIRA, 2006).

Estima-se que até 2050 as mortes causadas pela resisténcia aos antimicrobianos
podem chegar a 10 milhdes por ano, com um custo cumulativo para a producdo econémica
global de 100 trilnGes de ddlares segundo um relatério da ONU sobre as perspectivas da
populacdo mundial (ONU, 2015).

Apos a Segunda Guerra Mundial, houve um fluxo constante de novos antibioticos
no mercado, do final da década de 1940 até o inicio da década de 1970. Essa taxa de
descoberta caiu drasticamente desde a década de 1980 (PAYNE, 2007). Os investimentos em

fundos de capital de risco no Desenvolvimento e Inovagdo Farmacéutico (D & 1) entre 2003 e
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2013 foram de 38 bilhdes de USD, desse total apenas 1,8 bilhdo de ddlares foram investidos
em pesquisa de antimicrobiano (RENWICK, 2016).

O desenvolvimento de farmacos eficientes no combate a infec¢Ges bacterianas
revolucionou o tratamento médico, ocasionando a reducdo drastica da mortalidade causada
por doencas microbianas. Por outro lado, a disseminacdo do uso de antibidticos
lamentavelmente fez com que as bactérias também desenvolvessem defesas relativas aos
agentes antibacterianos, desenvolvendo maior resisténcia (WALSH, 2000).

O fenbmeno da resisténcia bacteriana a diversos antibidticos e agentes
quimioterapicos impde sérias limitacdes as opcdes para o tratamento de infec¢bes bacterianas,
representando uma ameaca para a saude publica. Esta resisténcia prolifera-se rapidamente
através de transferéncia genética, atingindo algumas das principais bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas (RANG, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

e Analisar o perfil fitoquimico, atividade biologica do extrato das folhas
de Platonia insignis Mart. e desenvolver formulagdes farmacéuticas com atividade

antimicrobiana.

3.2 Especificos

o Verificar o perfil fitoquimico do extrato bruto hidroetandlico a partir das folhas
de Platonia insignis Mart.;

e Verificar informagdes estruturais do extrato bruto e das fragdes hexanica e
acetato de etila através de LC-MS e FIA-ESI-IT/MS";

e Determinar potencial antioxidante do extrato das folhas de Platonia
insignis em diferentes concentracgoes;

e Elaborar bioprodutos manipulados do extrato das folhas de Platonia
insignis com atividade antimicrobiana;

e Determinar a atividade antibacteriana através da Concentracdo Inibitdria
Minima (CIM) e da Concentracdo Bactericida Minima (CBM) do extrato bruto, das fracdes e
dos bioprodutos;

e Verificar a atividade hemolitica do extrato das folhas de Platonia insignis;

e Verificar a toxicidade do extrato das folhas de Platonia insignis frente Artemia

salina.
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4 METODOLOGIA

4.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas da espécie vegetal selecionada foram coletadas manualmente na area
urbana do municipio de Sdo Luis, Maranhdao — Brasil. A coleta foi realizada no més de
outubro de 2015 entre 6:00 e 7:00 da manhd. Uma amostra da planta foi encaminhada ao
Herbario Atico Seabra da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal do Maranhdo

(UFMA) para ser identificada e catalogada sob o0 nimero de registro 01084.

4.2 Obtencéo do extrato hidroetandlico

As folhas foram coletadas e limpas manualmente, foram secas em temperatura
ambiente. Posteriormente as folhas secas foram trituradas e pesadas, obtendo-se 112g de
material vegetal. Em seguida, este material triturado e pesado foi adicionado a 336 mL da
mistura hidroetanolica (70% de etanol 1:4 m/v) deixando macerar em frasco rosqueado, ao
abrigo de luz a temperatura ambiente por trés dias com renovacao do solvente a cada 24horas
e agitacdo ocasional segundo a metodologia proposta por Matos (2009).

A solucdo extrativa foi filtrada a vacuo usando funil de Buchner, o filtrado foi
evaporado em um evaporador rotativo sob pressdo reduzida e temperatura controlada a 40°C.
O material concentrado foi levado ao freezer, adequadamente vedado e mantido até ser
liofilizado para posterior utilizagdo nos testes. O extrato foi obtido no Laboratorio de Quimica
de Produtos Naturais (LQPN) do Departamento de Quimica (DEQUI) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA).

4.3 Fracionamento por particéo liquido-liquido

O extrato liofilizado das folhas de Platonia insignis Mart., foi utilizado para
obtencdo das fracbes hexanica e acetato de etila pelo processo de particdo liquido-liquido.
Para obtencdo das fracOes, utilizou-se 4g de extrato liofilizado suspenso em 70mL de uma
solucdo de agua e metanol (8:2), primeiramente submetida a particdo liquido-liquido por
quatro vezes com hexano. A fase hexanica foi separada da fase hidrometandlica por meio de

um processo de decantacdo e concentrada em evaporador rotativo sob pressédo reduzida e
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posteriormente liofilizada. Subsequentemente, a fase hidrometandlica foi submetida a
extragdo liquido-liquido por quatro vezes com acetato de etila seguindo o procedimento
anterior. A fase hidroalcoolica remanescente obtida apds a extracdo, foi concentrada em
evaporador rotativo e liofilizada. Todas as fracOes obtidas foram encaminhadas para
realizacdo de testes (MENSOR, 2001).

4.4 Screening fitoquimico

O extrato hidroetandlico (70% de etanol) foi submetido a triagem fitoquimica
preliminar para deteccdo das principais classes de metabdlitos secundarios através de reacdes
quimicas que resultam no desenvolvimento de coloracéo e/ou precipitado, caracteristico para
cada classe de substancias. Para identificar o grupo de esteroides e triterpenos foi utilizado
reacdo de Lieabermann-Buchard; na classe dos fendis e taninos foi utilizada a reagcdo com
solugdo alcoolica de cloreto férrico; as classes de flavondides, cumarinas,
leocoantocianianidinas, catequinas, flavondis, xantonas e flavononas foram identificadas
utilizando-se da mudanca de pH. A presenca das classes de metabolitos secundarios foi
classificada como: fortemente positivo (+++), positivo (++), fracamente positivo (+) ou
ausente (-) segundo metodologia descrita por Matos (2009).

Os testes foram realizados no Laboratorio de Fitoquimica e Fitoterapia do
Departamento de Farmacia (DEFAR) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).

4.4.1 Teste para Fendis e Taninos

Em um tubo de ensaio, colocou-se 3-4 mL do extrato hidroalcodlico; foi
adicionado 3 gotas de solucdo alcodlica de cloreto férrico. Agitou-se bem e observou-se
qualquer variacdo de cor ou formacdo de precipitado. A mudanca de coloragdo sem
precipitacdo sera positiva para fendis; desenvolvimento de precipitado escuro de tonalidade
azul indicara presenca de taninos hidrolisaveis e formacao de precipitado escuro de tonalidade

verde sera positivo para taninos condensados.

4.4.2 Teste para Flavonoides

Foram utilizados 3 tubos de ensaio numerados de 1 a 3 com 4 mL de extrato em

cada tubo. O tubo 1, foi acidulado com solucéo &cida (4 gotas de HCL 1mol/L) pH 3, o tubo 2
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foi alcalinizado a pH 8,5 (20 gotas de hidréxido de sodio) e o tubo 3 alcalinizado a pH 11 (24

gotas de base). Observou-se qualquer mudanca de coloragéo.

4.4.3 Teste para Cumarinas

Com auxilio de um tubo capilar, foram feitos duas fortes manchas com o extrato
de aproximadamente 1,5 cm de didmetro, em um pedaco de papel de filtro ndo fluorescente.
Aplicou-se sobre uma das manchas uma gota de solucdo alcodlica de 1mol/L de hidréxido de
potéssio (KOH). Cobriram-se parcialmente as manchas com um cartdo opaco ndo fluorescente
e foram expostas o conjunto a acdo da luz UV por cerca de 2-3 minutos. Descobriu-se a parte
encoberta ainda sob a luz UV e, observou-se se houve modificagdo na fluorescéncia da
mancha que foi alcalinizada. Desenvolvimento de fluorescéncia esverdeada progressiva e
forte, bem visivel na metade ndo encoberta da mancha alcalinizada indicard a presenca de

cumarinas.

4.4.4 Teste para Alcaloides

Dissolveu-se o residuo seco do extrato em 20 mL de acido sulfurico (H2SOs) 0,1
mol/L, e aquecido por 2 minutos. Filtrou-se e resfriou-se o filtrado que foi divido em 3 tubos
de ensaio. Foi gotejado os reativos especificos de Mayer, Hager e Dragendorff. Observar a

formacdo de precipitado.

4.4.5 Teste para Triterpenos e Esteroides

Foi extraido o residuo seco do extrato em 10 mL de cloroférmio, tendo o cuidado
de triturar bem o residuo com o solvente. Filtrou-se a solucdo cloroférmica, gota a gota, em
funil fechado com algod&o coberto com alguns decigramas de sulfato de sodio anidro, para
um tubo de ensaio limpo e seco. Foi adicionado 1 mL de anidrido acético, agitou-se
suavemente, e adicionou-se 3 gotas de &cido sulfirico concentrado. Agitou-se novamente e
foi observado o desenvolvimento de cor. Coloracdo azul seguida de verde permanente sera
positiva para esteroides livres; coloracdo parda até vermelha indicara a presenca de triterpenos

livres.
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4.4.6 Teste para Saponinas

A partir do residuo seco insolivel em cloroformio do teste anterior, 0 mesmo foi
dissolvido em 10 mL de agua destilada, sendo filtrada a solu¢cdo em um tubo de ensaio.
Agitou-se fortemente o tubo com a solugdo por 3 minutos com a finalidade de observar a
formacdo ou ndo de espuma. Espuma persistente e abundante indicard a presenca de

saponinas.

4.5 Caracterizagdo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e Espectrometria de
Massas (LC-ESI-IT-MS).

4.5.1 Extragédo em fase solida

O extrato bruto, as fragcdes hexanica e acetato de etila obtidas a partir das folhas de
P. insignis, passaram por uma extracdo em fase solida (SPE) utilizando -cartuchos
Phenomenex Strata C18 (500 mg de fase estacionaria) que foram previamente ativados com 5
mL de MeOH e equilibrados com 5 mL de MeOH: H,O (1: 1, v/ v). Os compostos foram
eluidos a partir de cartuchos utilizando 1 mL de MeOH: H20 (1: 1, v/ v) com um volume final
de 5 mL. A amostra foi entéo filtrada através de um filtro PTFE de 0,22 um e secas. O extrato

seco foi diluido para 10 pug/mL em solvente grau massas e analisado (LANCAS, 2004).

4.5.2 Analises de LC-MS

As amostras foram analisadas por LC-MS em um espectrometro de massas LCQ
Fleet, Thermo Scientific® em parceria com o Laboratério de Bioprospec¢do de Produtos
Naturais do IB-CLP/UNESP. A separacdo por HPLC foi realizada utilizando coluna
cromatografica Kinetex® C18 100 A com poros de 5um, e dimensdes de 4,6 x 100 mm. A
fase modvel utilizada consistiu em agua, acido formico 0,1% (A) e acetonitrila mais acido
formico 0,1% (B), acrescentadas de acido formico 0,1%, em gradiente exploratorio, iniciando
com 10% a 100% de B em 10 minutos, em um fluxo de 1,0 mL/min.

Os espectros de massas foram obtidos no espectrémetro de massas LCQ Fleet da
Thermo Scientific®, equipado com um dispositivo de inser¢éo direta da amostra via analise
por injecdo em fluxo continuo (FIA). A amostra foi ionizada por electrospray (ESI) e as

fragmentagdes foram obtidas em multiplos estagios (MS"), em uma interface do tipo ion-



27

trap (IT). O modo negativo foi escolhido para a geracdo e analise de todos os espectros. As
condicOes experimentais foram: voltagem do capilar -35 V, voltagem do spray -5000 V,
temperatura do capilar a 350°C, gés de arraste (N2) e fluxo 60 (unidades arbitrarias). A faixa
de aquisicdo foi de m/z 100-1000, com dois ou mais eventos de varredura realizados
simultaneamente no espectro (ROCHA et al., 2014 com adaptacgdes).

4.5.3 Analise por FIA-ESI-IT-MS

A infusdo de fluxo direto da amostra foi realizada num analisador do tipo lon trap
da Thermo Scientific LTQ XL equipado com uma fonte de ionizagdo por electrospray (ESI),
em modo negativo (Thermo, San Jose, CA, EUA). Utilizou-se um tubo capilar de aco
inoxidavel a 280 °C, uma tensio de pulverizagdo de 5,00 kV, uma tensdo capilar de 90 V, uma
lente de tubo de -100 V e um fluxo de 5 uL min. A anélise completa de varrimento foi
registada na gama m/z de 100-1000. As fragmentacGes em estadios multiplos (ESI-MS")
foram realizadas utilizando o metodo de dissociagdo induzida por colisdo (CID) contra hélio
para ativacdo de ions. O primeiro evento foi um espectro de massa de varredura completa para
adquirir dados sobre ions nessa faixa m / z. O segundo evento de varredura foi uma
experiéncia MS/MS realizada utilizando uma varredura dependente de dados nas moléculas
[M-H] dos compostos de interesse com uma energia de colisdo de 30% e um tempo de
ativacdo de 30ms. Os ions de produto foram entdo submetidos a uma maior fragmentacao nas
mesmas condicBes, até ndo serem observados mais fragmentos. A identificacdo dos diferentes
compostos do extrato hidroalcodlico foi feita comparando com a literatura seus tempos de
retencdo, espectros no UV e fragmentos obtidos na Espectrometria de Massas espectro
(ROCHA et al., 2014 com adaptaces).

Estes estudos visam primordialmente elucidar os constituintes do metabolismo
secundario da amostra vegetal, por meio da caracterizacdo do extrato bruto e das fracdes,
principalmente as que apresentaram melhores resultados nos testes bioldgicos. A primeira
etapa de preparo dos extratos das folhas de Platonia insignis foi realizada no Laboratério de
Quimica de Produtos Naturais da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
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4.6 Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi analisada através do sistema de reducdo do radical
DPPH. A solucdo estoque foi preparada na concentracdo de 60 pM em MeOH com
absorbancia inicial de aproximadamente 0,62 + 0,02 (A = 517 nm), a temperatura ambiente.

O extrato foi solubilizado em MeOH na concentragdo inicial de 20000 pg.mL?, a
partir dessa concentracdo foram feitas sucessivas diluicbes de acordo com a reatividade da
amostra. As concentragdes variaram de 250 a 4000 pg.mL™,

A mistura reacional na cubeta foi composta pela adigéo de 1950 pL da solucéo do
radical DPPH em 50 pL da amostra diluida em varias concentracfes de modo a se obter uma
curva de inibi¢do. No teste com o branco as amostras foram substituidas por metanol.

A absorbancia foi medida no primeiro minuto da reagéo (t = 1), e nos primeiros 20
min de reagdo monitorada a cada 5 min. Apos os 20 min iniciais foram feitas leituras em
intervalos continuos de 10 min. O ponto final da reacéo foi determinado quando a absorbancia
se manteve constante (SILVA, 2010).

A porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH® (lpppH) para cada amostra foi

calculada de acordo com a equacédo (equacéo 1).

Equacdo 1 — Porcentagem de inibi¢do do radical DPPH

AbsA
IDPPH%} = [ 1 _(_.5')] x 100

Onde:

AbsA e AbsB séo as absorbancias da amostra e do controle (branco) no término da reacdo respectivamente.

A atividade de sequestro do DPPH® também foi expressa por meio da
concentracdo minima efetiva para reduzir a 50% da concentracdo inicial. Os valores da CEso
(ng.mL?) foram obtidos por regressdo linear (P < 0,05) utilizando os valores de concentragio

das amostras versus a inibicao.
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4.7 Manipulagéo dos bioprodutos

Os bioprodutos foram manipulados de acordo com as formulas contidas no
Formulario Nacional da Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2012) para as bases de creme
anionico 11 (Lanette®), sabonete intimo e solugdo para uso topico, com adaptagdes (tabela 1).

O processo de obtencdo das formulagdes farmacéuticas obtidas a partir do extrato
das folhas de P. insignis teve a patente requerida pelo Instituto Nacional da Propriedade
Industrial (INPI) sob o N° BR 10 2017 001529 7 (Anexo A).

Tabela 1 — FormulacGes desenvolvidas a partir do extrato hidroetanolico (70%): solucdo
topica, creme e sabonete intimo.

Solucao tépica 1 e 5% Creme 1e 5% Sabonete intimo 1 e 5%
Glicerina 15% Glicerina 5% Lauril éter sulfato de sédio 34%
Propilenoglicol 15% Agua destilada g.s.p. Dietanolamina de &cido graxo de
coco 1,5%
Alcool etilico 10% alcool cetoestearilico e Cocoamidopropilbetaina 5%

cetilestearilsulfato de sédio (9:1)
5%

Extrato 1% (10mg/mL) e 5% Oleo mineral 3% Hidroxietilcelulose 0,5%
(50mg/mL)
Agua destilada g.s.p. Cetiol 2,5% Propilenoglicol 2%
Extrato 1% (10mg/mL) e 5% Cloreto de sddio qg.s.
(50mg/mL)

Acido latico g.s.
Extrato 1% (10mg/mL) e 5%
(50mg/mL)

Agua destilada g.s.p.

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

As formulacGes foram preparadas para obtencdo de 100 mL, o sabonete intimo
teve seu pH ajustado para 4,5 com acido latico, ndo foi necessario ajuste do pH para as
formulagdes de solucdo tépica e creme. Todas as formulacGes foram desenvolvidas com a

auséncia de conservantes normalmente utilizados na constituicdo dos excipientes.
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4.8 Analise de estabilidade e controle de qualidade das formulagdes farmacéuticas

Foram realizados testes em conformidade com o Guia de Estabilidade para
Produtos Cosméticos (BRASIL, 2004) e Guia de controle de qualidade de produtos
cosméticos (BRASIL, 2008), seguindo as normas preconizadas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitéria.

4.9 Teste de centrifugacao

As amostras das formulagdes foram submetidas ao teste de estabilidade pelo
método de centrifugacdo onde pesou 10g do produto solido e medido um volume de 10 mL
dos produtos liquidos adicionados em tubos de ensaio conico graduado e submetidos a

rotacdo de 3.000 rpm (Fanem®, Excelsa Baby 1) durante 30 minutos.

4.10 Avaliagdes organolépticas

As amostras foram visualmente observadas quanto as alteracbes de odor,
homogeneidade e cor, em duas etapas, uma no dia da elaboracao das formulas e 30 dias apds
0 acondicionamento nas temperaturas 5+2°C (Geladeira), 21+2°C (temperatura ambiente) e
37+2°C (em estufa).

4.11 Determinacao de pH

Para a determinacdo do pH as amostras foram preparadas da seguinte maneira:
Apos elaboracdo da formula, utilizou-se o pH-metro para verificar o pH da formulacéo, ap6s
obter o resultado verificou se estava adequado, caso houvesse necessidade de correcao,
adicionar &cido lactico na formulacdo em agitacédo leve e verificar novamente no pH-metro até
obter um pH adequado, no Tempo zero (TO) e apOs o acondicionamento por 30 dias nas
temperaturas 5+2°C (Geladeira), 21+2°C (temperatura ambiente) e 37£2°C (em estufa). A

amostra para esta analise foram coletadas diretamente das formulacdes preparadas.
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4.12 Determinacao de viscosidade

A viscosidade foi determinada utilizando o viscosimetro rotativo microprocessado
(Quimis®, Q860M21), esta técnica permite medir eletronicamente a forca de torcdo ja
convertida em viscosidade. A analise foi avaliada 30 dias ap6s o acondicionamento em
temperatura ambiente, utilizando o Spindle (rotor 4) em rotacdo de 30 rpm e 23,6°C na
porcentagem de leitura em 50% (desempenho 6timo do fio de tor¢do espiral) sendo a faixa de
leitura recomendada para anotar o valor de mPa.s (mili pascal por segundo).

4.13 Controle de qualidade microbiol6gico das formulactes

O Controle de qualidade microbiologico foi avaliado no Tempo Zero (TO), ou
seja, uma semana ap6s formulados, pela Técnica de Tubos Mdltiplos seguindo a metodologia
preconizada pela Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) e os limites estabelecidos pela
Resolucdo RDC n° 481/99 (BRASIL, 1999) que estabelecem os parametros para o controle
microbiolégico de produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes. Os produtos foram
diluidos na proporgdo 10, 102 e 10 em solugdo NaCl 0.89% e posteriormente retirou-se
1.000puL de cada diluicdo e adicionou-se em tubos contendo 9 mL de caldo Lauryl (Merck®),
caldo Verde brilhante (Coliformes totais) (Himedia®) e caldo Escherichia coli (caldo EC)
(Coliformes termotolerantes) (Himedia®) respectivamente.

Para a contagem de microrganismos heterotroficos foi realizada a técnica de
Plaqueamento em Profundidade (‘“Pour Plate”), sendo inoculado 1.000uL de cada diluigao
(101, 102 e 10®) em meio PCA (Plate Count Agar) (Himedia®).

Para a verificacdo de crescimento fungico foi utilizada a técnica de Plaqueamento
em Superficie (“Spread Plate”), onde foi inoculado 100uL de cada diluicdo (10, 102 e 103)
em meio Sabouraud (Merck®) e posterior espalnamento com al¢a de Dringalski na superficie
do meio. As placas de PCA foram encubadas em estufa bacterioldgica 35°C 24 horas e as
placas Sabouraud por até 48 horas.

Os tubos contendo caldo Verde brilhante foram incubados em banho-maria SI 150
(Solab®) temperatura controlada de 37°C por 24 horas, os tubos contendo caldo EC
incubados em banho-maria a 44,5°C 24 horas e posterior leitura com 48horas. Os tubos

contendo caldo Lauyl foram incubados em estufa bacteriolégica a 35°C por 24horas. A
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positividade do teste é considerada pela presenca de turvacdo e formacdo de bolhas (gas)

dentro do tubo de Durham presente no interior do tubo contendo o meio.

4.14 Atividade antimicrobiana: extrato bruto, fragdes e formulacoes

4.14.1 Selecéo das cepas bacterianas

As amostras bacterianas sdo oriundas do Laboratério de Microbiologia Clinica —
Departamento de Farméacia da Universidade Federal do Maranhdo. Para realizagdo dos testes
foram utilizados microrganismos padrdo (ATCC - American Type Culture Collection)
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Pseudosmonas
aeruginosa ATCC 27853, Escherichia coli ATCC 25922, Streptococcus pyogenes ATCC
19615, Acinetobacter baumannii ATCC 19606 e isolados clinicos de Staphylococcus

haemolyticus e Salmonella spp. escolhidos a partir dos resultados obtidos no teste de triagem.

4.14.2 Preparo das suspensdes microbianas

Os microrganismos serdo inicialmente reativados a partir das suas culturas
originais e mantidos em meio liquido BHI (Brain Heart Infusion) a 35°C por 24h.
Posteriormente, as amostras serdo cultivadas em placas de Agar Nutriente a 35°C por 24
horas. Colbnias isoladas serdo entdo ressuspendidas em 3mL de solucgéo fisioldgica (NaCl 0.9
%) esterilizada até atingir uma turbidez equivalente na escala 0,5 de McFarland (1,5 x 108
UFC/mL) (CLSI, 2013).

4.15 Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A determinacdo da CIM sera feita atraves da técnica de microdiluicdo segundo a
metodologia da diluicdo em caldo proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2013). As placas de 96 pocos estéreis serdo preparadas com 150uL de caldo BHI e
150uL do produto a ser testado seguido de dilui¢bes seriadas, cada indcuo de bactéria sera
transferido para os pocos e levados a estufa a 35°c por 24horas, ap6s o periodo de incubacéo
sera adicionado o revelador de crescimento microbiano resazurina a 0,1% e realizada a leitura
apos 4horas de incubacdo (Palomino et al., 2002; Aradjo; Longo, 2016; Estevam et al., 2016).

A CIM serd a menor concentracdo da solu¢do onde ndo houve crescimento bacteriano visivel.
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4.16 Determinacdo da Concentracdo Bactericida Minima (CBM)

Serdo utilizadas as placas incubadas para determinacdo da CIM em meio liquido
para determinacio da CBM. Uma alcada de cada pogo sera inoculada em placas de Agar
Mueller Hinton e posteriormente incubadas em ambiente & 35°C por 24h. As CBM’s serdo
consideradas para a menor concentracdo da solugdo onde ndo houve crescimento celular sobre

a superficie do agar inoculado (99,9% de morte microbiana).

4.17 Avaliagdo da atividade hemolitica do extrato das folhas de P. insignis

4.17.1 Isolamento das hemécias (Preparo da suspensdo de hemacias):

O sangue de carneiro foi centrifugado a 3000 rpm por um periodo de 15 minutos,
posteriormente o sobrenadante foi aspirado cuidadosamente, as hemacias foram lavadas com
tampao fosfato-salino (PBS) por 3 vezes e centrifugadas a 3000rpm por 15 minutos a cada
lavagem, para retirada de tracos de plasma e de outras impurezas. Ap0s 0 processo de
lavagem, as hemacias foram ressuspendidas em PBS suplementado com 10mmol/L de glicose
na concentracdo de 8 x 10° cél./mL. A solucdo foi conservada a 4°C (WOLFGANG et al.,
1987).

4.17.2 Avaliacéo da 1Cso (50% de inibicdo de atividade hemolitica):

O extrato de P. insignis foi preparado na concentracdo de 100 mg/mL (extrato/
PBS), posteriormente foram realizadas diluicdes seriadas em 6 tubos contendo 1mL de PBS
(1, 1:2, 1:4, 1:8, 1:16 e 1:32). Apos a diluicdo, foi adicionado 25uL da suspensdo de hemacias
em 975ul de cada uma das dilui¢des, seguido de homogeneizagdo. Incubou-se por 10
minutos a temperatura ambiente. Logo ap0s, o periodo de incubacdo, as diluicdes foram
centrifugadas a 10.000 rpm durante 1 minuto, o sobrenadante foi decantado em cubeta de 1cm
sendo medida a absorbancia no comprimento de onda de 540nm contra o branco (substancia-
teste diluida em PBS). Os resultados foram comparados com o tubo totalmente lisado pela

agua destilada que foi utilizada como controle positivo (WOLFGANG et al., 1987).
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4.17.3 Hemoblise

A partir dos dados obtidos no estudo da ICso, foram elaboradas as curvas dose-
resposta referente ao extrato em estudo nas concentragdes do extrato utilizado. As diluicGes
hemolisadas, foram incubadas com 25uL da suspensdo de hemacias em PBS por 10 minutos a
temperatura ambiente com agitacdo constante. Ap6s 10 minutos, foram centrifugadas a
aproximadamente 10.000 rpm durante 1 minuto e o grau de hemdlise foi determinado no
sobrenadante com a leitura a 540nm contra o branco. As leituras obtidas foram comparadas
com a leitura do tubo totalmente lisado pela &gua destilada, de forma a calcular a
concentracdo efetiva que causa 50% de hemdlise (Hso). O teste foi realizado em triplicata
(WOLFGANG et al., 1987).

4.17.4 Desnaturacao:

Foi prepara uma solugcdo mae do extrato de P. insignis em PBS na concentragdo
de 10mg/mL, foi adicionado 975 puL da solugdo méde em tubos, foi adicionado 25uLl de
suspensdo de eritrocitos e incubou-se por 10 minutos a temperatura ambiente em agitacdo
constante. Apos 10 minutos, foram centrifugadas a aproximadamente 10.000 rpm durante 1
minuto. O sobrenadante foi decantado em cubeta de 1cm. Posteriormente, mediu-se a
absorbancia nos comprimentos de onda de 540 e 575nm contra o branco (extrato de P.
insignis diluido em PBS). A absorbancia medida a 575nm (a) foi dividida pela absorbancia
medida a 540nm (B), obtendo assim a propor¢do a/f. Esta proporcdo foi usada para
caracterizar o Indice de desnaturacdo da hemoglobina (ID) (WOLFGANG et al., 1987).

Equacéo para obtencéo do indice de Desnaturacéo (ID):

ID(%) = (R1- Rj) / (R1 - R2)x 100, onde:

R, - propor¢do a/B da hemoglobina;
R, - proporgéo o/p da substancia-teste;
R, - proporgéo a/B do SDS a 0,1%.

4.18 Toxicidade frente as larvas de Artemia salina Leach

O teste de toxicidade frente as larvas Artemia salina foi realizado segundo a
metodologia estabelecida por Meyer (1982) adaptada por Ruiz et al., (2005). Onde os cistos

de A. salina foram obtidos comercialmente foram eclodidos nas condi¢es descritas pela
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metodologia preconizada. Apos eclosdo e maturacdo até chegar a metanauplio, aplicou-se o
teste utilizando diferentes concentracbes para calcular a DLso, e classificar o nivel de
toxicidade da substancia testada. Os dados foram analisados através do método de Probit
(FINNEY, 1962).

4.18.1 Cultura das larvas de Artemia salina Leach

Em um aquario, contendo 1L de solucéo salina sintética (60g de sal marinho/litro
agua destilada), sera adicionado aproximadamente 80 mg dos ovos de A. salina. Mantendo
esse sistema saturado de gas oxigénio, por meio de aeracdo constante e temperatura
controlada de 25°C, através do auxilio de bomba de ar. Além disso, 0 aquario sera iluminado
artificialmente por uma lampada de 100 W por 24-48h até que os ovos eclodam. Espera-se
que as larvas (nduplios) migrem em direcdo a regido mais iluminada por apresentarem
fototropismo positivo. Em seguida, serdo transferidas para um béquer contendo solugéo salina
sintética e mantidas em incubacdo por mais 24h, sob as mesmas condi¢fes de iluminacéo e

oxigenacdo, para que as larvas se desenvolvam para o estagio de metanauplio.

4.18.2 Preparo da amostra e determinacao do valor da DLsg

Para a avaliacdo da letalidade de A. salina, 20 mg do extrato serdo adicionados a
20 uL. de DMSO, completando-se 0 volume para 2 mL com salina artificial. Essa diluicdo sera
feita para obtencdo de uma solugdo mae de 10.000 pg/mL e com uma concentracao de 0,01%
de DMSO. Amostras de 5, 50, 125, 250 e 500 puL dessa solucdo mae serdo transferidas para
frascos com 5 mL de solucdo final, obtendo-se concentragdes de 10, 100, 250, 500 e 1000
pg/mL, respectivamente. Dez larvas na fase metanduplio serdo transferidas para cada um dos
frascos. O controle negativo serd 2 mL de salina sintética e 20 pL de DMSO, enquanto o
controle positivo sera realizado com dicromato de potassio (K2Cr20O7). Apds 24 horas de
incubacdo, serd realizada a contagem das larvas vivas, considerando-se mortos aqueles
microcrustaceos que ndo se movimentarem durante a observacdo e nem com a leve agitacdo
do frasco. Os testes serdo realizados em triplicata. A DLso sera estimada a partir da regresséo
linear obtida da correlacdo entre a porcentagem de individuos mortos e a concentracdo do
extrato a ser utilizado (CARVALHO et al., 2009).
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento do extrato

112¢g de folhas secas e moidas renderam 11g de extrato liofilizado, apresentando
rendimento de 9,82%. A partir de 49 do extrato liofilizado para obtencdo das fracOes
calculou-se o rendimento: hexanica 6,55% (0,262g) e acetato de etila 36,17% (1,4479).

Calculou-se o rendimento total dos extratos, de acordo com a formula 1:

Formula 1 — Calculo de rendimento de extrato

Pext

Re =— X 100
P folhas

Onde: Re = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas = Peso das folhas frescas
ou secas (g) (Rodrigues et al., 2011).

Os dados mostram maior rendimento para a fracdo acetato de etila. O extrato
liofilizado apresentou um rendimento relativamente baixo quando comparado com
rendimento obtido com a fracdo acetato de etila. Seriam necessarios cerca de 10 quilos de
folhas para obtencéo de 1 quilo de extrato liofilizado e 2,857 quilos de extrato liofilizado para

fornecer 1 quilo de fracdo acetato de etila.

5.2 Triagem fitoquimica

A andlise fitoquimica fornece informacBes relevantes acerca da presenca de
metabolitos secundarios nas plantas, para que assim possa chegar ao isolamento de principios
ativos importantes na producdo de novos fitoterapicos. Os resultados sdo classificados em:
Negativo (-), Positivo (+), Moderadamente positivo (++) e Fortemente positivo (+++). A
analise fitoquimica do extrato mostrou a presenca de Fendis, Taninos condensados,
Catequinas, Esteroides, Alcaloides, classificados como fortemente positivos e Flavononoéis e

Saponinas, classificados como moderadamente positivo, conforme mostrado na Tabela 1.
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Tabela 2 - Avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa dos constituintes quimicos no extrato
hidroetanolico das folhas de Platonia insignis Mart.

Cumarinas -

Fenois +++
Taninos hidrolisaveis -
Taninos condensados +++
Antocianidinas e antocianidinas -
Flavonas, flavondis e xantonas -
Chalconas e auronas -
Flavanondis ++
Leucoantocianidinas -
Catequinas +++
Flavononas -

Triterpenoides -

Esteroides 44+
Saponinas ++
Alcaloides +++

Resultados expressos como média dos ensaios de avaliacdo qualitativa e semi-quantitativa de constituintes
quimicos realizados em ftriplicata no extrato hidroalcodlico. Fortemente positivo = (+++); Moderadamente
Positivo = (++); Positivo = (+); Negativo = (-). Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Os compostos fenolicos presentes no extrato como: Taninos condensados,
Catequinas, Flavononois, estdo vastamente distribuidos no reino vegetal, sdo constituidos por
pelo menos um anel aromatico cujo hidrogénio € substituido por uma hidroxila e estdo
associados a diversas atividades biologicas (SIMOES et al., 2004)

Dentre os compostos fenolicos, tem-se em abundancia no extrato do bacuri , 0s
flavonoides, estes sdo compostos bioativos, presente na dieta dos seres humanos, provenientes
de fonte vegetal e que exibem inimeras propriedades bioldgicas, bem como a capacidade de
modular numerosas enzimas, acdo anti-inflamatéria, promocdo da vasodilatacdo, acdo
hormonal (especificamente as isoflavonas) e significante atividade antioxidante (DOVICHI,
LAJOLO, 2011).

Os alcaloides também foram encontrados como sendo um dos compostos
majoritarios do extrato do bacuri. Os alcaloides sdo conhecidos por suas atividades
antimalaricas, antimicrobianas e citotdéxicas (OLOYEDE et al., 2010).

As saponinas sdo substancias relacionadas com o sistema de defesa das plantas e
derivam do metabolismo secundario, normalmente sdo encontradas nos tecidos mais

suscetiveis ao ataque de fungos, bactérias ou insetos (WINA et al., 2005). As saponinas
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podem se ligar com os esteroides e formar complexos que frequentemente apresentam acao
hipocolesterolemiante e antifungica de acdo sobre membranas celulares, alternando sua
permeabilidade (SIMOES et al., 2004).

Alguns dos constituintes quimicos do extrato das folhas de P. insignis (Bacuri)
foram identificados nesse estudo por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia acoplada a
Espectrometria de Massas (LC-ESI-IT-MS (tabela 3).

Tabela 3 — Compostos identificados por LC-MS e FIA-ESI-IT-MS do extrato de Platonia

insignis.
Amostra [M-HT (m/2) MS" fragmentos Compostos
191 173;111 Acido Quinico
283 Acido oleico
279 Acido linoleico
301 330,255 Miricetina
447 429;419;325;269 Orientina
583 285; 255 Kaempferol-3-o-rutinosideo
447 300; 255 Quercetina-3-Arabinosideo
Extrato .
301 284 Quercetin
429 401; 295 Ononin
555 431 Fukugentina
301 300, 255 'Miricetina
Fracéo Hexanica 283 'Acido oleico
279 Acido linoleico
429 401; 295 Ononin
431 295; 269 Vitexina
447 429;419;325;269 Orientina
555 429;299 Fukugentina
317 285 Miricetina
Fragio Acetato 329 314 ClrS|I|c_>I
301 284 Quercetina
573 447 NI
777 659;651; 447 NI
717 591; 565; 429 NI
761 634; 608; 431 NI
1111 985;679; 428 NI
1113 555; 429 Dimero de Fukugentina
1275 718; 718; 555; 429 NI

[M-H]" (m/z): Massa por carga de ions; MS": Spectrometria da Massas de cada fragmento; NI: Fragmento Néo
Identificado. Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

No extrato bruto de P. insignis foram identificados o kaempferol-3-o-rutinosideo
(d) e quercetina-3-arabinosideo (e), os glicosideos de kaempferol e quercetina foram
analisados por Ho et al., (2017) apresentando forte estimulacdo da absorcao de glicose e acido

oleico in vitro, podendo desempenhar um papel importante no controle da hiperglicemia.
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Na fragdo hexanica do extrato de P. insignis foram identificados o &cido oleico
(b), &cido linoleico (a), esses &cidos graxos sdo descritos por Bentes et al., (1986) como
constituintes do 6leo das sementes de Bacuri. De acordo com Santos Junior et al., (2010), os
acidos graxos presentes no 0Oleo extraido dos frutos do bacuri (Platonia insignis Mart.)
favorecem o processo de cicatrizagdo de feridas cutaneas.

Na fracdo hexanica também foi identificado o flavonoide miricetina (c). Hassan et
al. (2017) utilizou a miricetina como protetor de nefrotoxicidade induzida por cisplatina
(antineoplasico), os estudos indicaram que este flavonoide atuou significativamente a
supressdo da deteriorizacdo e do estresse oxidativo renal em murinos.

Dentre os compostos presentes na fragdo acetato de etila no extrato de P. insignis
foi identificado fukugentina (I) (ou morelloflavona) e um dimero de fukugentina. Esses
resultados corroboram com os dados descritos na literatura por Ferreira et al., (2012), que
descreveu a ocorréncia de 40 biflavonoides isolados de diferentes espécies de vegetais da
familia Clusiaceae. A morelloflavona é o representante mais frequente dentre as espécies
investigadas. Este grupo de metabolito secundario é empregado como marcador

quimiossistematico de Clusiaceae, em especial da subfamilia Clusioideae.

A ampla distribuicdo e diversificacdo estrutural observada para estes compostos de
natureza dimérica em Clusiaceae permitiram ndo apenas ressaltar a sua relevancia
em estudos quimiossistematicos, como também assegurar a importancia medicinal
destas plantas, considerando-se que este grupo de metab6litos tem apresentado
importantes propriedades farmacolégicas. (Ferreira et al., 2012 p. 2276).

Os compostos fendlicos como o ononin (ou glucosido de formononetina) (g),
vitexina (h), orientina (lutexina) (i), miricetina (j), quercetina (m), foram as substancia mais
identificadas neste trabalho, correspondendo aos achados nas revis@es de literatura realizadas
por Yamaguchi et al., (2014) e por Santos et al., (2013) sobre P. insignis. Os flavonoides
apresentam atividade sobre permeabilidade capilar, antioxidante, anti-inflamatéria, antiviral,

antitumoral e hormonal.
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constituintes identificados no extrato bruto de Platonia insignis Mart (d), (e) e (f).
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5.4 Atividade antioxidante do extrato a partir das folhas de P. insignis

Os resultados obtidos apds a determinacdo da atividade antioxidante do extrato
das folhas de Platonia insignis em diferentes concentragdes estdo representados na Tabela 4.
Os resultados demonstram que o percentual antioxidante aumenta proporcionalmente ao
aumentar a concentracdo de extrato adicionada, atingindo o valor méximo de 88,06+0,27% de
atividade antioxidante para a concentragdo de 4000 pg.mL™,

Tabela 4 - Dados de Atividade Antioxidante (%) do extrato das folhas de Platonia insignis.

Concen Atividade Antioxidante (%)**
-tracao -
em Tempo (min)
pg.mL* 1 5 10 15 20 30

250 12,90+2,13 2% 14,26+0,92 2% 15,19+0,84 2"8¢ 16,74+2,17 25¢ 17,29+2,15 25¢ 18,06+0,412°¢
500 20,800,28 *A 24,46+0,41 " 27,71+0,38°¢ 29,98+1,61°® 31,68+1,79 °°¢ 32,80+0,50 °*
1000  28,85+0,89 * 34,82+1,15°® 39,22+0,10°C  42,84+1,37° 45,32+1,27 ¢ 47,74+0,36 <
2000  35,060,54 % 51,23+0,12® 60,40+1,10 % 66,91+0,84 % 70,70+0,74 ¢ 76,07+0,21

4000 37,60£0,90 ** 64,14+0,65°® 75,19+0,38°C 81,91+0,34°° 84,98+0,09 ** 88,06+0,27 F

** Valores médios + desvio padréo (n=3).
* Letras minGsculas iguais na vertical ndo diferem significativamente quanto a concentracdo pelo teste de Tukey,
com 95% de significancia.

* Letras maiusculas iguais na horizontal ndo diferem significativamente quanto ao tempo pelo teste de Tukey,
com 95% de significancia.

A correlacdo entre a atividade antioxidante (%) e a concentracdo de extrato
utilizada apresentou a equacéo da reta (Y = 0.0178x + 24.912), com uma alta correlacdo dose-
resposta (R?> = 0.8651, p < 0,0201) fornecendo um CEsp de 1409 pg.mL?, que é a
concentracdo de extrato necessaria para atingir 50% de atividade, Figura 3.

O extrato do bacuri apresenta em sua constituicdo compostos fendlicos como
taninos, flavonoides e catequinas. Os fendis e polifendis, possuem uma alta acdo antioxidante
(Simdes, et al., 2004), essas substancias antioxidantes atuam minimizando danos pelas

espécies reativas de oxigénio no organismo.



43

Figura 3 — Atividade antioxidante (%) por inibicio do DPPH do extrato de Platonia
insingnis.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Lins et al., (2016) analisaram a atividade antioxidante do extrato bruto etanolico
das partes aéreas de Vismia guianessis onde o extrato bruto apresentou capacidade de inibicéo
do DPPH com CEso de 6,76 pg.mL™ e Clusia paralicola pertencente a familia Clusiaceae que
apresentou CEso de 44,0 pg.mL™?, a melhor CEso de inibicdo do DPPH foi para o flavonoide
isolado vitexina CEso de 9,02 pg.mL?, dentre as fragdes a melhor CEso foi de 37,7 pg.mL™.
Esses extratos apresentaram alto teor de fenolicos, indicando que os fendlicos contidos nestas
fases podem ser responsaveis pela inibi¢do dos radicais livres.

A atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical DPPH para o
extrato etandlico das folhas de G. brasiliensis apresentou CEso de 23,81 pg.mL, 0 melhor
resultado de CEso neste trabalho foi para o extrato das sementes com CEsg de 23,10 (seguido
pelo das folhas), esses resultados foram melhores que o apresentado pelo antioxidante padrédo
BHT (CEso de 70,11 pg.mL) (NAVES, 2014).

Em um estudo realizado por Vieira et al., (2011) ao analisar a atividade
antioxidante da polpa de frutas tropicais como acerola (Malpighia glabra L.), goiaba (Psidium
Guayaba L.), abacaxi (Ananas comosus L.), cupuacu (Theobroma grandiflorum), bacuri
(Platonia insignis) e graviola (Annona muricata L.), foi constatado a menor atividade
antioxidante para a polpa do bacuri e também valores mais baixos de compostos fendlicos

comparada a poupa das outras frutas utilizadas no estudo.
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Costa Junior et al., (2011), sugerem que a fracdo acetato de etila do extrato das
sementes de P. insignis confere atividade antioxidante e anticonvulsivante no Sistema
Nervoso Central (SNC) induzidas por pilocarpina em roedores, onde 0 extrato atuou contra a
peroxidagdo lipidica e producdo de nitrito, alem de aumentar as atividades de enzimas
antioxidantes. A geracdo de espécies reativas de oxigénio é um dos processos pelo qual a
atividade epiléptica exerce seus efeitos deletérios sobre o cérebro. A fragdo acetato de etila
atuou diminuindo a frequéncia de convulsfes e aumentou a taxa de sobrevivéncia dos animais
em teste.

De acordo com Costa Junior et al., (2013), as fracdes de acetato de etila e
diclorometano do extrato etandlico de semente de P. insignis apresentam atividades
antioxidantes in vitro, medidas por testes ABTS e DPPH, e efeito protetor in vivo contra a
citotoxicidade induzida por H20, em cepas de S. cerevisiae. O efeito antioxidante pode ser
atribuido aos polifendis presentes nessas fraces, bem como a presenca de alfa e gama-
mangostina.

No gréafico 4, podem ser visualizadas as curvas cineticas de degradacao do radical
DPPH nas diferentes concentracdes do extrato das folhas de Platonia insignis em funcdo do
tempo de reacdo. O extrato das folhas de Platonia insignis apresentou forte capacidade
antioxidante nos primeiros 10 minutos de reacédo e expressiva redu¢do do radical DPPH nos

altimos 10 minutos durante os 30 minutos de reacéo.

Figura 4 — Cinética da reacdo de inibicdo do DPPH (%) do extrato de Platonia insingnis.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)
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O extrato das folhas de P. insignis apresenta uma cinética de reacdo intermediaria,
pois finalizam a reagéo de inibig&o do radical DPPH durante os 30 minutos de reagéo.

Segundo Brand-Williams, Cuvelier, Berset (1995), trés tipos de comportamento
cinético podem ser observados em compostos com atividade antioxidante: quando o composto
reage rapidamente com o DPPH, atingindo um nivel constante em menos de um minuto
(cinética répida), comportamento intermedidrio chegando ao final da reacdo apos
aproximadamente 5 e 30 minutos (cinética intermediaria) e comportamento lento que podem

levar de 1 até 6 horas para atingir um estado estacionario (cinética lenta).

5.5 Analise de estabilidade das formulagdes farmacéuticas

ApOs o teste de centrifugacdo, todas as formulagcbes mantiveram suas
caracteristicas iniciais, sem quaisquer alteracdes ou mudanca de fase.

“O estudo da estabilidade de produtos cosméticos fornece informagdes que
indicam o grau de estabilidade relativa de um produto nas variadas condi¢des a que possa
estar sujeito desde sua fabricacao até o término de sua validade” (BRASIL, 2004, p. 11).

O sabonete intimo obtido a partir das folhas de Platonia insignis tanto a 1%
guanto a 5% quando submetidos ao armazenamento em diferentes condi¢Ges de temperatura
apresentaram variacdo do pH, pode-se observar que houve um aumento do pH na formulagédo
de sabonete a 1%, onde, no TO apresentou pH 4,5 que é o pH desejavel para esta formulacéo,
apos 30 dias o sabonete intimo teve um aumento do pH para 5,0 e para 6,0 quando
submetidos a temperatura de geladeira 5£2°C e em estufa 37+2°C respectivamente. Quanto as
caracteristicas organolépticas o sabonete permaneceu inalterado, como demonstram 0s

resultados na tabela 5.
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Tabela 5 — Avaliacdo organoléptica e determinacdo de pH no TO (tempo zero) e ap6s 30 dias
da formulagdo do sabonete intimo de Platonia insignis Mart. (Bacuri) a 1 e a 5% submetida a

diferentes condigdes de armazenamento.

Apos elaboragéo

Apo6s acondicionamento por 30 dias.

(TO)
Temperatura (°C) 21+2°C (ambiente) | 21+2°C(ambiente) | 5x2°C (geladeira) 37+2°C (estufa)
pH da formulacéo a 1% 4,5 5,0 6,0 6,0
pH da formulacéo a 5% 4,5 4,5 5,0 55
Liquido Liquido Liquido Liquido

Caracteristicas

organolépticas 1%

homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragdo marrom

claro, limpido.

homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragdo marrom

claro, limpido.

homogéneo, com
odor caracteristico,
coloracdo marrom

claro, limpido.

homogéneo, com
odor caracteristico,
coloracdo marrom

claro, limpido.

Caracteristicas

organolépticas 5%

Liquido
homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragdo marrom,

limpido.

Liquido
homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragdo marrom,

limpido.

Liquido
homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragao marrom,

limpido.

Liquido
homogéneo, com
odor caracteristico,
coloragdo marrom,

limpido.

TO: Tempo zero (primeiras 24h de formulado); Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os resultados avaliados no periodo de 30 dias demonstraram que a relacdo entre

as condicdes de temperatura interfere diretamente no pH das formulagdes. O pH do sabonete

intimo apresentou um aumento significativo no pH 4,5 a 6,0 quando submetidos a variacao de

temperatura, o pH deve ficar em torno de 4 para a regido intima feminina.

Apos o teste de estabilidade preliminar por centrifugacdo, o creme aniénico foi

submetido a testes de estabilidade onde foram avaliados o pH e as caracteristicas

organolépticas (cor, odor, aspecto). O creme obtido a partir das folhas de Platonia insignis a

1% e a 5% apresentaram pH 5,0 como sendo um valor desejavel pare esta formulacdo no TO e

30 dias apds armazenamento em temperatura ambiente, as amostras submetidos a temperatura

de geladeira 5+2°C pH 5,0 e estufa 37+£2°C pH 5,5 permanecendo assim com o pH desejavel

para a formulacdo. Quanto as caracteristicas organolépticas o creme permaneceu inalterado,

como demonstram os resultados na tabela 6.
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Tabela 6 — Avaliacdo organoléptica e determinacdo de pH no TO (tempo zero) e ap6s 30 dias
da formulagéo do creme de Platonia insignis Mart. (Bacuri) a 1 e a 5% submetida a diferentes

condicdes de armazenamento.

Apos elaboragéo

Apo6s acondicionamento por 30 dias.

(T0)
Temperatura (°C) 21+2°C (ambiente) | 21+2°C(ambiente) | 5+2°C (geladeira) 37+2°C (estufa)
pH da formulacéo a 1% 50 50 5,0 55
pH da formulacéo a 5% 50 50 5,0 55
Cremoso Cremoso Cremoso Cremoso

Caracteristicas

organolépticas 1%

(emulsionado), com
odor caracteristico,
coloragdo marrom

esverdeado.

(emulsionado), com
odor caracteristico,
coloragdo marrom

esverdeado.

(emulsionado), com
odor caracteristico,
coloragdo marrom

esverdeado.

(emulsionado), com
odor caracteristico,
coloracdo marrom

esverdeado.

Caracteristicas

organolépticas 5%

Cremoso
(emulsionado), com
odor caracteristico,

coloracao

esverdeada.

Cremoso
(emulsionado), com
odor caracteristico,

coloracdo

esverdeada.

Cremoso
(emulsionado), com
odor caracteristico,

coloracdo

esverdeada.

Cremoso
(emulsionado), com
odor caracteristico,

coloracao

esverdeada.

TO: Tempo zero (primeiras 24h de formulado); Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Os cremes manipulados apresentaram pH entre 5,0 e 5,5, alteracdo de pH dessas
formulacdes foi baixa e apesar desse resultado, o pH dos cremes encontram-se compativeis
com o pH de formulacdes para uso cutaneo.

Apos o teste de estabilidade preliminar por centrifugacdo, a solucéo tdpica foi
submetida a testes de estabilidade onde foram avaliados o pH e as caracteristicas
organolépticas (cor, odor, aspecto). A solugdo obtida a partir das folhas de Platonia insignis a
1% e a 5% apresentaram pH 5,0 como sendo um valor desejavel pare esta formulacdo no TO,
houve uma diminuicdo do pH 30 dias ap6s armazenamento em temperatura ambiente na
formulacdo a 1% (pH 5,0 para 4,0) e a 5% (pH 5,0 para 4,5) que foi a mesma variacao para as
formulacdes a 1% em temperatura de geladeira 5£2°C. Quando submetidas a temperatura de
estufa 37£2°C 30 dias apds armazenamento o pH foi 4,5. Para a solu¢do a 5% quando
submetida a temperatura de geladeira 5£2°C o pH diminuiu de 5,0 para 4,5 e pH 5,0 apds 30
dias quando armazenada em estufa 37+2°C. Quanto as caracteristicas organolépticas o creme

permaneceu inalterado como demonstram os resultados na tabela 7.
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Tabela 7 — Avaliacdo organoléptica e determinacdo de pH no TO (tempo zero) e ap6s 30 dias
da formulacéo da solugéo topica de Platonia insignis Mart. (Bacuri) a 1 e a 5% submetida a
diferentes condicGes de armazenamento.

Apos elaboragéo

Apo6s acondicionamento por 30 dias.

(T0)
Temperatura (°C) 21+2°C (ambiente) | 21+2°C(ambiente) | 5+2°C (geladeira) 37+2°C (estufa)
pH da formulacéo a 1% 50 4,0 4,0 4,5
pH da formulacéo a 5% 50 4,5 4,5 5,0
Liquido, Liquido, Liquido, Liquido,

Caracteristicas

organolépticas 1%

homogéneo, com
odor caracteristico,

coloracdo marrom.

homogéneo, com
odor caracteristico,

coloracdo marrom.

homogéneo, com
odor caracteristico,

coloracdo marrom.

homogéneo, com
odor caracteristico,

coloragdo marrom.

Caracteristicas

organolépticas 5%

Liquido,
homogéneo, com
odor caracteristico,

coloragdo marrom.

Liquido,
homogéneo, com
odor caracteristico,

coloragdo marrom.

Liquido,
homogéneo, com
odor caracteristico,

coloragdo marrom.

Liquido,
homogéneo, com
odor caracteristico,

coloragdo marrom.

TO: Tempo zero (primeiras 24h de formulado); Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Nas formulacdes para solucdo tépica com pH variando entre 4,0 e 5,0. Mesmo
sendo compativeis com o pH cutaneo, a variacdo de pH pode ser um dos fatores que indiquem
instabilidades futuras (LEONARDI, 2005).

Trés aspectos da formulacdo relacionadas ao pH devem ser compativeis:
estabilidade dos ingredientes da formulacéo, eficacia e seguranca do produto, para que ndo

ocasione uma incompatibilidade quimica.

Segundo o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos temperaturas elevadas
aceleram reag@es fisico-quimicas e quimicas, ocasionando alteracfes em: atividade
de componentes, viscosidade, aspecto, cor e odor do produto. Baixas temperaturas
aceleram possiveis alteracdes fisicas como turvagdo, precipitacdo, cristalizacdo
(BRASIL, 2004, p. 12).

Os testes devem ser conduzidos sob condi¢cbes que permitam fornecer
informacGes sobre a estabilidade do produto em menos tempo possivel. Para isso, amostras
devem ser armazenadas em condi¢cdes que acelerem mudancas passiveis de ocorrer durante o
prazo de validade. Deve-se estar atento para essas condi¢fes ndo serem tao extremas pois, a
finalidade é acelerar o envelhecimento e ndo provocar alteracdes que ndo ocorreriam no
mercado. Segundo o Guia de estabilidade de Produtos Cosméticos modificagdes dentro de

limites determinados podem nédo configurar motivo para reprovar o produto (BRASIL, 2004).
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A formulagéo de sabonete intimo ndo possui boa estabilidade quando submetida a
temperaturas 5°C < T < 37°C quando avaliado o pH. O creme ndo apresentou grandes
oscilacbes de pH que o fizessem perder suas caracteristicas quando submetido a temperatura
maior que 37°C, nas outras concentracdes ndo houve alteracdo. A solugdo tdpica apresentou
diminuicdo do pH ap6s 30 dias e nas condi¢cdes de temperatura testadas.

5.5.1 Determinacgéo da viscosidade

A viscosidade do sabonete intimo foi avaliada utilizando-se um viscosimetro
rotativo, a leitura foi realizada 30 dias ap6s a manipulacdo. Foi avaliada a formulacdo
acondicionada em temperatura ambiente (21+2°C), a unidade de medida utilizada € o mili
pascal segundo (mPa.s). A base do sabonete liquido apresentou 1.000 mPa.s, 0 sabonete a 1%
apresentou 1.000 mPa.s e 0 sabonete a 5% apresentou viscosidade de 1.500 mPa.s.

A viscosidade adequada para xampus e sabonetes liquidos, quando medido em
viscosimetro rotacional tenha pelo menos 1.000 mPa.s na maioria dos xampus e sabonetes
liquidos comercias a viscosidade se situa entre 1.000 e 5.000 mPa.s, para uma boa aceitacdo
pelo consumidor (FERREIRA, 2010).

5.5.2 Controle de Qualidade Microbiologico das formulagdes

Foram avaliados os padrfes de qualidade microbiolégicos do extrato, das bases e
das seis formulacGes farmacéuticas elaboradas neste trabalho: Sabonete intimo a 1% e a 5%,
Creme a 1% e a 5%, Solucdo de uso tépico a 1% e a 5%, observando-se a auséncia de
contaminantes nas formulagdes e no extrato de Platonia insignis.

A auséncia de crescimento microbiano nas amostras pode estar relacionada as
boas praticas de manipulacdo adotadas no preparo das formulaces preconizadas pela RDC
N° 67/07 que sdo préticas requeridas para manutencdo da integridade do produto e protecéo
do usuéario. Segundo Silva et al., (2014) um dos principais fatores associados a contaminacao
microbiana de formulagdes magistrais contendo plantas pode ser devido ao mal tratamento da
agua, pois é o ambiente que mais proporciona o seu desenvolvimento.

A agua utilizada no preparo das formulacdes foi Agua purificada que segundo a
Farmacopeia Brasileira ¢ “a agua potavel que passou por algum tipo de tratamento para retirar
os possiveis contaminantes e atender aos requisitos de pureza estabelecidos na monografia”
(BRASIL, 2010, p. 39). Os utensilios utilizados na incorporacdo do extrato nas formulas

farmacéuticas juntamente com a agua utilizada foram previamente esterilizados em autoclave
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por 15 minutos a 121°C. No momento da incorporagdo do extrato foi utilizado bico de
Bunsen para manutencdo de condicGes estéreis. A auséncia de crescimento microbiano nas
formulagdes comprova que o controle empregado na manipulacdo reflete na qualidade
microbiolégica do produto manipulado e que o extrato atua como conservante das
formulagGes, sem alterar a estabilidade da formulagao
A resolucdo RDC n° 481/99 estabelece os pardmetros de controle microbiol6gico
para 0s produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes, devido a necessidade de acdes de
controle de produtos sujeitos a Vigilancia Sanitéria, visando a protecdo do consumidor
(BRASIL, 1999). Segundo a RDC n°® 481/99 os limites de aceitabilidade de contaminagéo
microbioldgica para produtos que entrem em contato com mucosas:
a) Contagem de microrganismos mesofilos aerdbios totais, ndo mais que 102 UFC/g ou
mL Limite maximo 5x 102 UFC/g ou mL;
b) Auséncia de Pseudomonas aeruginosa em 1g ou mL;
c) Auséncia de Staphylococcus aureus em 1g ou mL;
d) Auséncia de Coliformes totais e fecais em 1g ou mL;
e) Auséncia de Clostridios sulfito redutores em 1 g (exclusivamente para talcos).
Matérias-primas, agua e pessoal sdo fontes importantes de contaminacéao

microbiana e devem ser controlados.

5.6 Atividade antimicrobiana do extrato hidroetanolico (70%) a partir das folhas de
Platonia insignis Mart. (Concentracdo Inibitéria Minima e Concentracdo Bactericida
Minima - CIM e CBM)

O extrato apresentou atividade antimicrobiana frente a todos 0s microrganismos
testados, com CIM entre 1,56 e 6,25 mg/mL e CBM entre 3,12 e 12,5 mg/mL. A menor CIM
encontrada foi de 1,56 mg/mL para Acinetobacter baumanni e Staphylococcus haemolyticus,
seguido de 3,12mg/mL para Streptococcus pyogenes, Pseudomononas aeruginosa e
Escherichia coli e 6,25mg/mL para Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e
Salmonella spp. Para todos os microrganismos testados o extrato apresentou acdo bactericida,

ou seja, foi capaz de causar morte dos microrganismos, conforme mostra a tabela 9.
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Tabela 8 - Atividade antimicrobiana do extrato bruto hidroetanolico (a 70%) a partir das
folhas de Platonia insignis Mart. (Bacuri)

Microrganismo cim! CBM* CN?
A. baumannii 12337641 1,56 3,12 -
S. haemolyticus 13084879 1,56 6,25 -
S. pyogenes 7223181 3,12 3,12 -
E. coli ATCC 25922 3,12 6,25 -
P. aeruginosa ATCC 27853 3,12 12,5 -
S. aureus ATCC 25923 6,25 6,25 -
E. faecalis ATCC 29212 6,25 12,5 -
Salmonella spp. 7855729 6,25 12,5 -

(-") auséncia da atividade antimicrobiana; (*) CIM e CBM do extrato em mg/mL obtido a partir das folhas de
Platonia insignis Mart. a 50mg/mL Mart; () CN — Controle Negativo — alcool a 70%. Fonte: Autor (2017).

Embora ndo exista consenso na literatura sobre valores de referéncia de
concentracdo inibitoria minima para extratos vegetais, Duarte (2006) sugere alguns critérios

para classificar a atividade antimicrobiana de extratos (tabela 10).

Tabela 9 — Classificacdo da atividade antimicrobiana de extratos vegetais segundo Duarte
(2005).

CIMs DO EXTRATO RESULTADO
Até 5 mg/ml inibicdo alta
Entre 6 e 15 mg/ml inibicdo moderada
Acima de 16 mg/ml inibicdo baixa

Fonte: Elaborado pelo autor (2017).

Seguindo esse critério o extrato das folhas de P. insignis apresenta uma atividade
inibitéria de moderada a alta. Extratos vegetais que apresentam atividade antimicrobiana com
CIM’s muito altas sdo de dificil aproveitamento farmacéutico no tratamento de infeccdes
bacterianas e antifungicas (BASTOS, 2016).

Esses resultados demonstram que o extrato hidroetanolico (70%) das folhas de
Platonia insignis possui atividade antimicrobiana tanto para bactérias gram-positivas quanto
gram-negativas. Os microrganismos utilizados neste estudo sdo de interesse clinico
patogénicos a seres humanos dificeis de erradicar devido a sua resisténcia aos antibidticos. Os
altos indices de resisténcia refletem a tendéncia epidemioldgica atual do crescimento das
bactérias com alto padrdo de resisténcia, tornando-se essencial a implementacdo de medidas

de vigilancia, isolamento e racionalizagdo do uso de antibioticos a fim de se minimizar a
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disseminacdo destes patdgenos (TAKEUCHI, 2005; MARTINS; BARTH, 2013; FRANCO,
2017).

5.7 Atividade antimicrobiana das fragOes acetato de etlila, hexanica e aquosa a partir
das folhas de Platonia insignis Mart.

Foram testadas as fragcOes hexanica, acetato de etila e aquosa. A fragdo acetato de
etila apresentou atividade antimicrobiana mais efetiva frente aos microrganismos testados
com CIM entre 0,78 e 6,25 mg/mL e CBM de 12,5mg/mL. As menores CIM’s da fracao
acetato de etila foram de 0,78 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa, 1,56 mg/mL para
Staphylococcus haemolyticus, CIM de 3,12mg/mL para Staphylooccus aureus, Enterococcus
faecalis e Escherichia coli respectivamente e a maior CIM de 6,25 para Streptococcus
pyogenes e Salmonella spp. A fracdo acetato de etila apresentou CBM de 12,5 mg/mL para
todos 0s microrganismos testados exceto para Enterococcus faecalis onde teve acgdo

bacteriostatica.

Tabela 10 - Atividade antimicrobiana das fragdes Hexanica, Acetato de Etila e aquosa obtidas
a partir do extrato hidroalcodlico de Platonia insignis Mart. (Bacuri).

Acetato de etila Hexanica Aquosa
Microrganismo CiIM! | CBM! | CIM! | CBM! | CIM! | CBM! | CN?
P. aeruginosa ATCC 27853 0,78 12,5 0,78 - - - -
S. haemolyticus 13084879 1,56 12,5 1,56 - - - -
E. faecalis ATCC 29212 3,12 - 3,12 - - - -
E. coli ATCC 25922 3,12 12,5 1,56 - - - -
S. aureus ATCC 25923 3,12 12,5 3,12 - - - -
S. pyogenes ATCC 19615 6,25 12,5 3,12 - - - -
Salmonella spp. 7855729 6,25 12,5 3,12 - - - -
A. baumannii ATCC 19606 - - - - - - -

(-") auséncia da atividade antimicrobiana; () CIM e CBM das fragGes em mg/mL obtidas a partir de Platonia
insignis Mart. a 50mg/mL; (3) CN — Controle Negativo — alcool etilico a 70%. Fonte: Elaborado pelo autor
(2017).

A fracdo hexanica apresentou CIM entre 0,78 e 3,12 mg/mL. A menor CIM da
fracdo hexanica foi de 0,78 mg/mL para Pseudomonas aeruginosa, 1,56 mg/mL para
Staphylocccus haemolyticus e Escherichia coli, 3,12mg/mL para Staphyloccus aureus,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis e Salmonella spp. e ndo apresentou acdo
bactericida. A fracdo aquosa ndo apresentou atividade microbiana. Nenhuma das fragOes

apresentou atividade frente Acinetobacter baumannii, conforme mostra a tabela 11.
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Os melhores resultados de atividade antimicrobiana obtidos pelas fragdes, sdo da
fracdo acetato de etila obtida a partir das folhas de P. insignis, esse resultado pode ser
relacionado com a presenca de compostos fendlicos nesta fracdo. Karling et al., (2017)
realizaram um fracionamento liquido-liquido do bagago de uva e obteve um elevado teor de
compostos fendlicos e atividade antioxidante na fracéo acetato de etila.

Os resultados obtidos nos ensaios realizados por Melo (2009) comprovaram a
inibicdo do crescimento de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em extratos
obtidos com acetato de etila, com CIM de 0,54 mg/mL e 0,85 mg/mL respectivamente, para
Candida albicans e as bactérias Enterococcus faecalis, Salmonela entérica e Escherichia coli
a CIM variou de 1,0 mg/mL a 2 mg/mL. Para as demais amostras com diferentes solventes
utilizadas no teste também foi observado inibi¢cdo dos micro-organismos que variaram de 0,44
mg/mL a 2 mg/mL, sendo o acetato de etila de modo geral o mais eficiente.

As trés fragdes de P. insignis ndo evidenciaram neste estudo atividade
antimicrobiana frente A. baumannii, apresentando resultados diferentemente do extrato bruto
e das formulagcbes manipuladas (1 e a 5%). Sugere-se que este resultado pode estar
relacionado com sinergismo entre 0s constituintes quimicos presentes no extrato bruto e
ausente nas diferentes fragdes de P. insignis.

Acinetobacter baumannii € considerado um patdgeno oportunista, raramente
causa infeccbes comunitarias. Em geral, acomete pacientes hospitalizados que foram
submetidos a procedimentos invasivos, imunodeprimidos (pacientes com sindrome da
imunodeficiéncia adquirida), transplantados e pacientes em uso de antineoplasicos. Os
pacientes ficam mais tempo hospitalizados, utilizando antimicrobianos de amplo espectro. O
aumento no tempo de internacdo pode estar associado ao sitio da infeccdo e ao perfil de
suscetibilidade do microrganismo (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT,2007; FALAGAS;
KARVELI; KELESIDIS, 2007; MAK; KIM; PHAM, 2009).

Um estudo realizado em um hospital terciario estimou a mortalidade associada a
bacteremia por A. baumannii resistente a carbapenémicos (CRAb — carbapenem-resistant
Acinetobacter baumannii) em 34,8%, com o dobro de custos e de tempo de hospitalizacdo
associados a essas infeccbes em comparacdo ao grupo controle (PELEG; SEIFERT,
PATERSON, 2008)
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5.8 Atividade antimicrobiana dos bioprodutos manipulados a partir do extrato
hidroetanolico (70%) das folhas de Platonia insignis Mart.

O sabonete intimo, o creme e a solucgdo tépica manipulado a partir do extrato das
folhas de Platonia insignis Mart. a 1% apresentaram CIM de 5 mg/mL para Staphylococcus
aureus e Acinetobacter baumanni. Todos os produtos testados na concentragdo de 1%
apresentaram concentracdo bacteriostatica (tabela 12).

Tabela 11 - Atividade antimicrobiana do sabonete intimo, creme e solucéo para uso topico
a 1% manipulados a partir do extrato de Platonia insignis Mart. (Bacuri)

Sabonete 1% Creme 1% Solugdo tdpica
1%
Microrganismo cim? CBM! | CIM | CBM | CIM | CBM | CN?
S. aureus ATCC 25923 5 - 5 - 5 - -
A. baumannii ATCC 19606 5 - 5 - 5 - -

S. pyogenes ATCC 19615 - - - - - - -
E. faecalis ATCC 29212 - - - - - - -
S. haemolyticus 13084879 - - - - - - -
Salmonella spp. 7855729 - - - - - - -
P. aeruginosa ATCC 27853 - - - - - - -
E. coli ATCC 25922 - - - - - - -

(-") auséncia da atividade antimicrobiana; (*) CIM e CBM do creme em mg/mL obtidas a partir de Platonia
insignis Mart. a 1% (10mg/mL); () CN — Controle Negativo — base do creme. Fonte: Elaborado pelo autor
(2017).

O sabonete intimo manipulado a 5% a partir do extrato das folhas de Platonia
insignis Mart. apresentou CIM entre 3,12 ¢ 25 mg/mL. As menores CIM’s foram de 3,12
mg/mL para Streptococcus pyogenes, Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus e
Acinetobacter baumanni, CBM de 12,5 mg/mL para Enterococcus faecalis e CBM de
25mg/mL para Staphylococcus aureus, Staphyloccoccus haemolyticus e Acinetobacter
baumanni. Para os demais microrganismos utilizados no teste o sabonete intimo apresentou
acdo bacteriostética.

O creme manipulado a 5% a partir do extrato das folhas de Platonia insignis Mart.
apresentou CIM entre 1,56 e 25 mg/mL e CBM de 12,5 mg/mL para Acinetobacter baumanni.
As menores CIM’s foram de 1,56 mg/mL para Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus. Para o0s demais

microrganismos utilizados no teste o sabonete intimo apresentou acao bacteriostéatica.
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A solugdo para uso tépico manipulada a 5% a partir do extrato das folhas de
Platonia insignis Mart. apresentou CIM entre 1,56 ¢ 25 mg/mL. As menores CIM’s foram de
1,56 mg/mL para Streptococcus pyogenes seguido de 3,12 mg/mL para Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus. As CBM’s foram de 12,5 mg/mL para
Enterococcus faecalis e 25 mg/mL para Staphylococcus aureus, Staphylococcus haemolyticus

e Acinetobacter baumanni.

Tabela 12 - Atividade antimicrobiana do sabonete intimo, creme e solugéo para uso topico
a 5% manipulados a partir do extrato de Platonia insignis Mart. (Bacuri)

Sabonete 5% Creme 5% Solugdo tdpica
5%
Microrganismo CiM* | cBM! | CIM | CBM CIM CBM | CN?
S. pyogenes ATCC 19615 3,12 - 1,56 - 1,56 - -*
S. aureus ATCC 25923 3,12 - 1,56 - 3,12 25 -
S. haemolyticus 13084879 3,12 - 1,56 - 3,12 25 -
A. baumannii ATCC 19606 3,12 - 12,5 12,5 12,5 25 -
E. faecalis ATCC 29212 6,25 - 1,56 - 3,12 12,5 -
Salmonella spp. 7855729 12,5 - 25 - 25 - -
E. coli ATCC 25922 12,5 - 25 - 25 - -
P. aeruginosa ATCC 27853 25 - 25 - 25 - -

(-") auséncia da atividade antimicrobiana; (*) CIM e CBM do creme em mg/mL obtidas a partir de Platonia
insignis Mart. a 5% (50mg/mL); () CN — Controle Negativo — base do creme. Fonte: Elaborado pelo autor
(2017).

Os bioprodutos manipulados a 1% ndo apresentaram atividade satisfatéria quando
comparados com o0s bioprodutos manipulados a 5% a partir do extrato de Platonia insignis. A
solucdo de uso tdpico teve uma maior acdo inibitoria do que o creme e o sabonete, por
apresentar concentracdo em valores mais baixos que as demais capaz de causar a morte de
alguns microrganismos. Essa atividade mais efetiva da solucdo topica provavelmente esta
relacionada a melhor difusdo das moléculas ativas constituintes do extrato hidroetanolico com
0s constituintes da base da solucgéo topica.

No estudo realizado por Migliato et al., (2009), foi avaliado pela técnica de
difusdo em agar, o sabonete liquido manipulado de 8% a 20% do extrato glicélico das cascas
de Dimorphandra mollis Benth (faveiro) com adicdo de conservante (triclosan) apresentando
atividade antimicrobiana ja o sabonete manipulado sem conservante, ndo apresentou acao

contra S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.
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Lopes; Santos e Tomassini (2005) analisaram quatro formulagdes, contendo
extrato etanodlico dos frutos de P. angulata L. (Camapu) a 25%: sabonete liquido, locéo
cremosa, desodorante antisséptico e gel de limpeza, as formulacbes apresentaram atividade
bacteriostética pelo ensaio de inibicdo em placa frente a S. aureus ATCC 6538, enquanto a
logdo cremosa foi ineficaz. Foi realizado o ensaio do coeficiente fen6lico modificado, embora
mais indicado para produtos desinfetantes, as quatro formulagdes preparadas foram testadas
em comparagdo ao potencial bacteriostatico e bactericida do fenol, o gel e o desodorante
apresentaram efeito bactericida.

Somera et al, (2015) sugere que o possivel efeito antibacteriano encontrado na
avaliacdo do sabonete liquido contendo 7,5% de extrato glicolico de flores de T. patula, frente
a cepas de S. aureus, é decorrente do sinergismo entre as substancias polifendlicas
(flavonoides, taninos e cumarinas) presentes nas flores da espécie vegetal. No entanto, novos
ensaios devem ser realizados para estabelecer a concentracdo efetiva de extrato que inibe o
crescimento bacteriano.

Os resultados encontrados corroboram com a literatura consultada, todos os
bioprodutos analisados neste estudo apresentaram atividade antimicrobiana S. aureus, E. coli
e P. aeruginosa, os testes foram realizados utilizando formulacdes manipuladas sem adicao de
conservante, a fim de evitar qualquer influéncia na atividade antimicrobiana das formulagdes
e sofrer interferéncia exercida pelos conservantes que normalmente sdo adicionados em

produtos manipulados, cosméticos e medicamentos.

5.9 Avaliacdo da atividade hemolitica do extrato das folhas de P. insignis

Os valores de ICso, expressos em mg/ml, representam a concentragdo do extrato
necessaria para causar 50% de hemolise (Hso) em hemécias sadias. O indice de desnaturacéo
(ID) e a razdo Hso/ID possibilitardo classificar o produto quanto ao seu potencial irritativo.

Esses valores, para o extrato, estdo descritos na tabela 14.
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Tabela 13 - Valores das H, dos ID e da razdo H,/ID do extrato das folhas de P. insignis
Mart. (Bacuri) e das bases.

Amostra Experimento Hso mg/ml ID(%) Hso/ID Classificacéo: In vitro
P. insignis 1 >100 N.D N.D NI
2 >100 N.D N.D NI
3 >100 N.D N.D NI
Sabonete” 1 >100 N.D N.D NI
Creme” 1 >100 N.D N.D NI
Sol. Topica 1 >100 N.D N.D NI

H,, - dose efetiva que causa 50% de hemolise; ID — indice de Desnaturagio; N.D — N&o determinado; Hg,/ID —

razdo utilizada para classificacdo do potencial de irritagdo; NI — Nao Irritante; "Bases dos bioprodutos.
Fonte: Elaborado pelo Autor (2017).

Diante dos resultados apresentados, ndo foi possivel determinar o ID (%) e razdo
Hso/ID uma vez que o extrato e as bases mesmo estando em altas concentragcdes néo
apresentou atividade hemolitica que provocasse lise em 50% das hemacias. O extrato apesenta
saponina em sua composicao de acordo com a andlise fitoquimica apresentada na tabela 2,
alguns tipos de saponinas apresentam atividade hemolitica, a qual faz parte do sistema de
protecdo dos vegetais contra o ataque de fungos, bactérias, insetos e virus, estdo diretamente
ligados a muitas das atividades antiflingica, antibacteriana e espermicida (ARAUJO; FARIA;
SAFADI, 2014). Portanto, as saponinas presentes neste extrato ndo apresentaram atividade
hemolitica nas concentracdes testadas. Dessa forma, € possivel inferir que sera necessaria uma
concentracdo maior que 100mg/mL para causar lise nos eritrocitos e, assim, seguindo a
classificagdo apresentada por Wolfgang et al., (1987) o extrato foi enquadro entre as

substancias ndo irritantes.

5.10 Atividade toxicidade frente Artemia salina

O teste com o extrato de P. isniginis frente A. salina evidenciou a relacdo de
organismos (vivos e mortos) no final do ensaio, dispostos na figura 5. Correlacionando a
porcentagem de morte com a concentracdo do extrato, a regressao linear entre estas variaveis
nos permite determinar a DLso de 42,6 pg/mL para o extrato de P. insignis. Foi observado que
a mortalidade de 100% das larvas de A. salina foi a partir da concentracdo de 250 ug/mL
(tabela 15). O controle negativo (salina sintética e DMSO) ndo produziu mortalidade das

larvas.
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Figura 5 — Porcentagem de larvas de Artemia salina mortas em relacdo as concentragdes do
extrato de Platonia insignis.
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Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Segundo Dolabela (1997), os extratos séo classificados com base nos niveis de
CLso frente A. salina; indicando que extratos com DLsp < 80 pg/mL sdo altamente toxicos,
valores de 80 pg/mL < CLso < 250 pg/mL sao moderadamente toxicos e CLsg > 250 pg/mL
indica baixa toxicidade ou sdo considerados atoxicos. Meyer et al., (1982) consideram a
amostra toxica quando apresentam DLso < 1000 pg/mL e amostras atdxicas ou inativas as que

apresentarem DLso > 1000 pg/mL.

Tabela 14 - Toxicidade do extrato de P. insignis frente as larvas de A. salina.

Concentracgao 10 100 250 500 1000
LOG 1 2 2,4 2,7 3
% MORT 10 80 100 100 100

Fonte: Elaborado pelo autor (2017)

Desta forma o extrato de P. insignis que possui uma DLso de 42,6 pg/mL é
considerado altamente toxico. Segundo Degen et al., (2016) uma infusdo das folhas de P.
insignis apresentou DLso de 3,614 mg/mL que, foi comparado com os valores de referéncia da
Organizacdo Mundial de Salde, indicando que o mesmo é atdxico, visto que sO sdo

considerados toxicos valores de DLsp abaixo de 1000 mg/mL.
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Costa Junior et al., (2013), determinaram a toxicidade as frac@es acetato de etila
(ICs0 = 129,0 pg/mL) e diclorometano (ICso = 24,89 pg/mL), obtidas a partir do extrato das
sementes de P. isnignis frente A. salina, essas mesmas fragcdes apresentaram atividade frente a
Leishmania amazonensis e em ensaios realizado com células de fibroblasto de pulméo de
hamster chinés (V79), os resultados revelaram que ambas as fracOes sdo ligeiramente
citotdxicas em concentragdes até 100 pg/mL.

De acordo com McLaughlin compostos com 1Cso < 100 pg/mL no ensaio de
letalidade a A. salina sdo considerados bioativos ativos e potencialmente citotdxico contra
linhagens de células tumorais, atividade antimicrobiana entre outras (MCLAUGHLIN, 1991),

inseticida e anti-Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 2000).
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6 CONCLUSOES

Mediante os resultados obtidos conclui-se que:

e A partir da andlise fitoquimica do extrato hidroalcoolico e fra¢des das folhas de
Platonia insignis foram identificadas substancias ja conhecidas e um importante marcador da
familia Clusiaceae.

e O extrato apresentou uma importante atividade antioxidante;

e Os testes bioldégicos demonstraram atividade antimicrobiana do extrato e das
formulagdes farmacéuticas manipuladas a partir das folhas de P. insignis frente
microrganismos de importancia clinica;

e O extrato ndo apresentou atividade hemolitica detectavel nem mesmo em
concentragdes mais altas que sua dose efetiva, sendo classificado como ndo irritante;

e O extrato apresentou alta toxicidade frente Artemia salina indicando possivel
biotividade frente células tumorais;

e As formulacbes farmacéuticas mostraram-se potencialmente vidveis no

desenvolvimento de novos produtos para o tratamento de doencas infeciosas.
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