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APRESENTACAO

Com o tema “Interdisciplinaridade na producdo de insumos estratégicos de
saude”, o 4o EBIT alcancou seu objetivo de continuar orientando o
desenvolvimento de politicas publicas, conhecimentos e tecnologias que possam
contribuir para o fortalecimento do complexo industrial da saide e o bem-estar da
populacéo brasileira.

As atividades do 4° EBIT incluiram: minicursos, conferéncias e
apresentacdes de trabalhos cientificos, além de mesas redondas, debates e outros
espacos de intenso intercdmbio entre os saberes. Desta forma, através de integracdo
entre diferentes setores interdisciplinares, alcancou-se a construgdo de
conhecimentos, mecanismos e estratégias inovadoras e originais para debelar os
obstéaculos ainda existentes no complexo industrial da saide em dmbitos regional e
nacional.

De abrangéncia nacional, o Encontro reuniu 328 participantes, constituido de
pesquisadores, alunos de graduacdo e pos-graduacdo; gestores publicos, sobretudo
do Sistema Unico de Sadde e profissionais da area de satde. Além do relevante
tema abordado: “Interdisciplinaridade na producdo de insumos estratégicos de
salde”, podemos atribuir o sucesso do 40 EBIT também aos eventos que ocorreram
em paralelo, como a 3? Jornada para o Desenvolvimento da Economia da Saldde de
Pernambuco - JODESPE e o 2° Workshop INOVAPE. Os eventos em paralelo
ocorreram em decorréncia de importantes articulacbes entre pesquisadores de
Pernambuco com o Ministério da Saude e a Secretaria Estadual de Ciéncia,
Tecnologia e Inovacdo de Pernambuco.

Os participantes que submeteram trabalhos cientificos para apresentacdo e
publicacdo corresponderam a 80,1% do total de congressistas. Adicionalmente, o 4°
EBIT apresentou resultados para a Estratégia Nacional de Ciéncia, Tecnologia e
Inovacdo 2016-2019 do MCTIC, consolidando-se como uma importante articulagao
para desenvolvimento tecnoldgico em insumos para a saude e avaliagdo de impactos
sobre a sociedade.

Os Anais do Encontro Brasileiro para Inovagdo Terapéutica - EBIT
compdem publicagdo periodica de resumos expandidos e artigos inéditos de
trabalhos cientificos apresentados durante o EBIT. Esta quarta edi¢do é composta ao
todo por 161 trabalhos cientificos aceitos para publicacdo e apresentacdo no 4o
EBIT. Os resumos e artigos, aqui reunidos, contemplaram o desenvolvimento de
farmacos, medicamentos e outros insumos prioritarios para a satde, bem como para
a gestdo de politicas publicas voltadas para o setor saude.

Maira Galdino da Rocha Pitta
Presidente do 4° EBIT
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ANALISE DOS BENEFICIOS E MALEFICIOS DO TRATAMENTO
COM CLONAZEPAM EM CLIENTES DE UMA DROGARIA DO

MUNICIPIO DE MORENO-PERNAMBUCO

E. M. L dos SANTOS!, B. G. SILVA! e R. M. F. da SILVA!

Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Ciéncias

Farmacéuticas

E-mail para contato: gomessbeatriz@gmail.com

RESUMO — O uso excessivo de medicacdo e de forma inadequada € considerado um
problema de salde publica, principalmente no caso de psicotropicos como o Clonazepam.
O trabalho em questao contou com a colaboracédo de uma pequena drogaria do municipio
de Moreno/PE e de seus clientes, usuarios do Clonazepam, com o objetivo de analisar o0s
beneficios e maleficios do tratamento e em quais casos 0 medicamento vem sendo
prescrito. Trinta e oito (38) clientes foram submetidos a um questionério e os dados
coletados foram registrados e analisados para elaboracdo de graficos e obtencdo de
resultados. Dentre os resultados, observou-se que os pacientes sentem melhoras da sua
condicdo clinica, a maioria nédo sente efeitos adversos. Mesmo sendo um farmaco seguro,
pode provocar riscos a seus usuarios. Assim, torna-se evidente a necessidade por mais
estudos nesta area e uma orientacdo adequada a pacientes que usam medicamentos de
forma continua, estabelecendo uma relacdo multidisciplinar com profissionais das
diversas areas da saude.

Palavra chave: Psicotrdpicos; Questionario; Medicamento.

ABSTRACT- Overuse of medication and improperly is considered a public health
problem, especially in the case of psychotropic drugs such as clonazepam. The work in
question included the participation of a small drugstore in the city of Moreno / PE and its
customers, Clonazepam users, in order to analyze the benefits and harms of treatment and
in which cases the drug has been prescribed. Thirty-eight (38) customers were subjected to
a questionnaire and the data were recorded and analyzed for graphing and achieving
results. Among the results it was observed that patients experience improvements in their
clinical condition, most feels no adverse effects. Even as safe drugs may cause risk to its
users. Thus, it becomes evident the need for more studies in this area and appropriate
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guidance to patients who use drugs continuously, establishing a multidisciplinary
relationship with professionals from different areas of health.

Keywords: Psychotropic; Questionnaire; Medicine.

1. INTRODUCAO

O aumento da utilizacdo de medicamentos, dentre eles 0s psicotrépicos, pode promover 0 uso
irracional de medicamentos. Porém, o uso inadequado de psicotrépicos provoca tolerancia,
dependéncia e outras reagdes adversas extremamente danosas aos individuos (NOTO et al., 2002).

Segundo Rang e Dale (2012), o clonazepam € um psicotropico da classe dos benzodiazepinicos
utilizado para o tratamento de crises epilépticas, transtornos de ansiedade, disturbio do péanico, fobia
social, transtornos do humor, transtorno bipolar, depressdo, transtorno das pernas inquietas, transtorno
da boca ardente e transtorno da vertigem.

Conforme dados do boletim do SNGPC entre 2007 e 2010, os benzodiazepinicos sdo 0s
medicamentos controlados mais consumidos. O clonazepam, bromazepam e alprazolam lideram as
estatisticas, 1°, 2° e 3° lugares, respectivamente. O consumo do clonazepam passou de 4 milhdes para
10 milhdes de Unidades Fisicas Dispensadas (UFD — caixas vendidas de medicamentos), de 2008
para 2010 (HERNAEZ, 2010).

Neste contexto, surge o interesse em saber para quais condi¢des clinicas o clonazepam esta
sendo prescrito e como esses pacientes vém se sentindo com o consumo dessa medicacdo, observando
beneficios e maleficios do tratamento. O objetivo desse estudo foi verificar essas informagdes a partir
de entrevistas com pacientes, ap0s a consulta médica e dispensacdo. As informacdes coletadas podem
promover um melhor entendimento sobre o tratamento com clonazepam, identificar possiveis reacdes
que poderiam interferir no tratamento e também avaliar em quais situacdes clinicas esse medicamento
vem sendo prescrito.

2. MATERIAIS E METODOS

Uma amostra de 38 clientes foi selecionada a ser entrevistada com um questionario de autoria
propria. O questionario foi composto por perguntas de cunho investigatério. Os clientes foram
abordados na propria drogaria e previamente a execucdo da entrevista, a pesquisadora explicou o
objetivo da pesquisa e forneceu o TCLE (Termo de Consentimento Livre e Esclarecido). Em seguida,
0 questionario foi apresentado e feito oralmente. Apos a coleta de dados, optou-se por utilizar uma
metodologia para analisa-los denominada “Analise de conteudo” cuja autoria ¢ do quimico Roque
Moraes. Para representacdo grafica, utilizou-se o programa Excel® para gerar graficos de setores
(pizza) e de caixa (boxplot).

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Universidade Federal de Pernambuco, recebendo o nimero 37460414.5.0000.5208 como registro de
aprovacéo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quanto a condicdo clinica que o clonazepam foi prescrito a essa populacdo, 36% foram
medicados por problemas de insonia, 21% depressdo, 18% ansiedade, 15% nervosismo, 3%
transtorno de stress pés-traumatico, 3% esquizofrenia, 3% hipertensdo e 3% tontura. A primeira
posicdo desse ranking coincide com pesquisas anteriores como estudos de Bettiol (2012) e a de
Amaral e Machado (2012).

Diante das condicdes clinicas apresentadas pelos pacientes ao iniciarem o tratamento,
perguntou-se quais dessas condi¢des passaram por melhorias. Quarenta e sete por cento (47%)
dessas pessoas afirmaram que tiveram melhoras na insbnia, 35% relataram melhoras no
nervosismo, 8% na ansiedade, 2% em cefaleia e 2% em tonturas. Seis por cento (6%) dos
entrevistados afirmaram nédo sentir nenhuma melhoria com o uso do clonazepam para nenhuma
das enfermidades presentes. Como menciona Lader (2008), um fator que favorece a utilizacao
prolongada de benzodiazepinicos é a percep¢do dos individuos de que produzem efeitos
terapéuticos gratificantes e rapidos.

Os pacientes foram questionados quanto a ocorréncia de algum maleficio possivelmente
provocado pelo uso do clonazepam. Foi observado que 67% dos entrevistados responderam que
ndo sentem nenhum prejuizo aparente com uso do clonazepam. Por outro lado, 15% afirmaram
sentir tontura, 8% sentem sonoléncia diurna, 5% apresentam cefaleia, 3% tém esquecimento e 0s
3% restante afirmaram a ocorréncia de efeito rebote. Esses resultados concordam com os estudos
de Bettiol (2012) e com o proprio mecanismo do farmaco, ja que o uso de benzodiazepinicos
pode apresentar alguns efeitos indesejaveis como sedacdo, amnésia anterograda,
comprometimento cognitivo e da coordenacao.

4. CONCLUSAO

A principal indicacdo de uso do clonazepam para essas pessoas foi a presenca de insonia,
que, ao longo do tratamento, sofria melhora. Efeitos adversos sdo mencionados apenas por
minoria desses individuos.

De uma maneira geral, os dados e resultados desta pesquisa coincidem com os da
literatura, onde p6de-se observar o grande envolvimento dos entrevistados com o clonazepam.

Como perspectivas para possiveis trabalhos futuros, pode-se expandir a analise que possa
ser realizada, de modo que outros questionamentos sejam elaborados, um ndmero maior de
entrevistados seja atingido, mais drogarias sejam envolvidas e até mesmo que mais
medicamentos sejam estudados. Pois 0 conhecimento sobre como o paciente vem reagindo ao
tratamento € de crucial importancia para garantir adesao ao mesmo e sua eficacia.
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RESUMO - O presente trabalho tem como objetivo avaliar as prescri¢es de antibioticos
ocorridas na UPA Imbiribeira, assim como, classificar as infeccdes acometidas neste
mesmo periodo. Durante a avaliacdo, os dados coletados na préopria unidade foram:
idade, sexo, hipdtese de diagnostico e antibidtico prescrito. Em seguida, foram separadas
as amostras para cada um dos sete antibioticos e por seguinte, classificadas as infecgdes.
Apos o processamento de todas as informacdes, constatou-se que as infeccdes cutaneas
tiveram maior porcentagem de contagio e que, em seguida, as infeccOes respiratorias e
urindrias, respectivamente, também obtiveram quantidades significativas de
acometimentos. Casos atipicos e isolados também foram classificados, bem como,
infeccBes gastrointestinais, infec¢bes associadas (urinaria + respiratoria), articulares,
circulatérias e profilaxias. De todas as prescricdes, 73% ocorreram de forma
inadequada. Apesar das campanhas ja realizadas para uso racional de antibiéticos, sdo
necessarios a intensificacdo e o fornecimento de recursos necessarios para que uma boa
prescrigdo ocorra.

Palavras-chave: Antibacterianos. Agentes anti-infecciosos. FArmacos anti-infecciosos.

ABSTRACT - This study aims to evaluate the antibiotic prescriptions occurred in UPA
Imbiribeira, as well as classify infections affected in the same period. During the
evaluation, the data collected at the same place were: age, sex, hypothesis diagnosis and
prescribed antibiotics. Then the samples were divided for each of the seven antibiotics and
the infections were classified. After processing all the information, it was found that skin
infections had a higher percentage of contagion and then the respiratory and urinary
infections, respectively, also obtained significant amounts of injuries. Atypical and isolated
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cases were classified as well as gastrointestinal infections, associated infections (urinary +
respiratory), articular, circulatory and prophylactics infections. Of all prescriptions, 73%
were improperly. Despite the campaigns already undertaken for rational use of antibiotics,
the intensification and the provision of necessary resources for a good prescription to
occur is necessary.

Keywords: antibacterials. anti-infective agents. antiinfective drugs.

1. INTRODUCAO

Apesar da restricdo de compra e uso de antibioticos impostas pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a ma utilizacdo ainda ocorre, pois, a baixa composicdo no elenco
desses farmacos disponiveis para tratamento das infeccOes apresentadas nas unidades de pronto
atendimento e a ndo realizacdo de exames para um diagnostico preciso, na maioria das vezes,
impossibilita uma terapia direcionada e eficaz, sendo esses, alguns fatores contribuintes para a
resisténcia bacteriana, que tornou-se um problema de satde publica em todo o mundo. Por este
motivo, a busca por novos antibidticos com novos alvos € incessante (Fiol et al., 2010). A exemplo da
Unido Europeia que, desde 2001, divulga propostas de combate a resisténcia bacteriana aos seus
membros (Dias et al., 2010), campanhas de uso racional de antibioticos e capacitacfes sdo realizadas
todos os anos pelos Conselhos Regionais de Farmacia para conscientizar a populacdo e os
profissionais da area da importancia de um tratamento correto e completo (Bisson, 2010).

Justifica-se a realizacdo deste estudo com o propoésito de entender a conduta médica diante de
infeccOes diversas e um quadro limitado de antibidticos para a escolha do tratamento adequado.
Contudo, objetiva-se classificar as infec¢des apresentadas e avaliar as prescricdes dos antibioticos que
ocorreram para as quais.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo retrospectivo, de janeiro a dezembro de 2015, ocorrido na Unidade de
Pronto Atendimento Maria Esther Souto Carvalho — UPA Imbiribeira, localizada na cidade do Recife
em Pernambuco. Em 2015, os antibioticos, disponiveis na Unidade, foram ampicilina, azitromicina,
benzilpenicilina benzatina, ceftriaxona, ciprofloxacino e formula associada de pieracilina com
tazobactam.

Na primeira etapa, na prépria unidade, foi realizada a coleta de dados (idade, sexo, hipdtese de
diagndstico e antibiotico prescrito) através dos prontuarios eletrdnicos com o auxilio do programa
MV 20007 que ocorreu dentro de um critério de inclusdo, em que apenas individuos de idades entre
40 e 100 anos poderiam participar, e exclusdo, onde pacientes pediatricos e vitimas de trauma nao
entraram no estudo. Em seguida, realizou-se a avaliacdo das prescricbes dos antibioticos que
ocorreram em 2015 na Unidade, totalizando 1800 prescricbes. Apds a separacdo das amostras, a
proxima etapa foi a classificagdo das infeccbes e a quantificacdo do sexo dos pacientes acometidos
pelas infeccdes. Calculou-se a porcentagem das infeccbes e elaboraram-se tabela e grafico para
melhor entendimento metodolégico, utilizando os programas Word® e Excel®.
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O projeto foi previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica, apresentando o niimero
CAE 56329416.6.1001.5208.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a avaliagdo das 1800 prescri¢Oes, observou-se o acometimento de diversas infecgdes
apresentadas nos pacientes que procuraram atendimento na Unidade durante o ano de 2015, dentre
elas; respiratdrias, urinarias, cutaneas e gastrointestinais. Como se pode observar na Tabela 1,
infecgBes cutlneas obtiveram o maior nimero de acometimentos, apresentando 38% do total,
seguidas das infeccdes respiratorias e urinarias, com 35% e 12% respectivamente. Casos atipicos e
isolados também tiveram destaque significante (6%), pois referem-se a diagnosticos imprecisos ou
impares como: cefaleia intensa; tontura e instabilidade; infeccdo bacteriana ndo especificada;
septicemia ndo especificada; quadro infeccioso; tremores e alucinacfes; episddios de vomito; pé
diabético; infeccdo em adulto; dor lombar em quadril; cefaleia crénica e anorexia. Infeccdes
gastrointestinais (5%), infeccdes associadas (urinaria + respiratoria- 2%), infeccdes articulares (0.8%)
e circulatorias (0,7%) tiveram um percentual menor, assim como a profilaxia (0,5%) que ocorreu por
contato com caso de meningococcemia. De todos o0s prontuarios avaliados, 57% eram pacientes do
sexo masculino.

~ PORCENTAGENS

INFECCOES (%)
INFECCOES CUTANEAS 38,00
INFECCOES RESPIRATORIAS 35,00
INFECCOES URINARIAS 12,00
CASOS ATIPICOS E ISOLADOS 6,00
INFECCOES GASTROINTESTINAIS 5,00
INFECCOES URINARIAS + INFECCOES RESPIRATORIAS 2,00
INFECCOES ARTICULARES 0,80
INFECCOES CIRCULATORIAS 0,70
PROFILAXIAS 0,50

Tabela 1 — Classificacdo das infeccGes apresentadas na UPA Imbiribeira em 2015
Fonte: Dados da pesquisa

Assim como as infeccBes, as prescricdes também foram diversificadas. Conforme mostra a
Figura 1, 73% das prescri¢cGes de antibacterianos aconteceram incorretamente. Antibidtico prescrito,
mas ndo indicado para determinada infeccdo, prescricdes desnecessarias, diagndsticos incorretos ou
incompletos e baixa integracdo do elenco de antibioticos disponiveis na unidade sdo fatores que
contribuem, de fato, para tratamentos inadequados e consequentemente aumento de quadro de
resisténcia bacteriana.
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Figura 1 — Prescricdes de antibioticos na UPA Imbiribeira em 2015.

Fonte: Dados da pesquisa

4, CONCLUSAO

E de suma importancia a realizacio de campanhas para conscientizar a populacdo do risco
que ela se encontra ao consumir de forma indiscriminada os antibioticos, bem como, a realizacao
de capacitacdes constantes dos profissionais da area da salde, para que ambos combatam o
aumento da resisténcia bacteriana, mas também € necessario que se fornecam subsidios
suficientes para que tanto os profissionais quanto a populacdo tenham opcles e acesso a

tratamentos corretos e completos.
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RESUMO - Os inibidores da bomba de protons (IBP) sédo utilizados em doencas
gastrointestinais, sendo uma das classes de medicamentos mais prescritas no mundo
devido a sua elevada eficacia e baixa toxicidade. O objetivo do estudo foi avaliar a
influéncia do aumento do consumo de omeprazol sobre 0s custos e suas possiveis
causas. Foi realizado um estudo de natureza quantitativa para andalise do custo,
consumo e o tempo de tratamento (em semanas) na Farmacia da Familia Alto do
Pascoal, Distrito Sanitario 2, Recife-PE, no periodo de 2012 a 2015. Os dados foram
obtidos a partir do sistema de gestdo da assisténcia farmacéutica (HORUS). No
periodo estudado, observou-se que o consumo de omeprazol foi proporcionalmente
superior ao aumento do numero de pacientes atendidos, implicando num custo
associado ao medicamento quase trés vezes maior. Nota-se um aumento importante no
consumo de omeprazol em parte determinada pelo uso irracional que gera desperdicios
de recursos dificulta o acesso além tornar o usuario mais vulneravel aos riscos
potenciais.

Palavras-chave: Andlise de custo, Farmacia Comunitaria, Omeprazol, Uso irracional
de medicamentos.

ABSTRACT - Inhibitors of proton pump (PPIs) are used in gastrointestinal disorders.
It is one of the most prescribed drug classes in the world due to its high efficacy and
low toxicity. The aim of this study was to evaluate the influence of increased
consumption of omeprazole costs and their possible causes. A quantitative study was
performed for analysis of the cost, consumption and the treatment time (in weeks) in the
Farméacia da Familia Alto do Pascoal, Distrito Sanitario 2, Recife - Brazil, between
2012 and 2015. Data were obtained from Pharmaceutical Management Information
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System (HORUS). In the period studied, we observed that the consumption of
omeprazole was proportionally greater than the increase in the number of patients. This
resulted in an associated drug cost almost three times higher. Thereby, a significant
increase in consumption of omeprazole, in part determined by the irrational use, entails
in a waste of resources, difficult access to this drug and makes the user vulnerable to
potential risks.

Keywords: Cost analysis, Community Pharmacy, Omeprazole, Irrational use of drugs

1. INTRODUCAO

Os inibidores da bomba de prétons (IBP) sdo uma das classes de medicamentos mais
prescritas no mundo devido a sua elevada eficacia e baixa toxicidade (Sanchez-Cuen et al., 2013).
S&o utilizados em doencgas gastrointestinais, como a doenca do refluxo gastroesofagico, a ulcera
gastrica ou duodenal, a sindrome de Zollinger Ellison e a terapia de erradicacdo do H. pylori (Hegar
et al., 2013). Também tem indicacdo para o tratamento de dispepsia e entre os pacientes de alto risco
com prescricdo de aspirina, anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINE), antiplaquetarios e
anticoagulantes (Abraham, 2012).

A evidéncia de eficacia e um perfil de seguranca favoravel dos IBP podem ter contribuido
para um significativo aumento das prescricdes. O custo mundial da terapia com esta classe de
medicamentos sO perde para o custo terapéutico com as estatinas, sendo estimado em mais de US $
11 bilhdes por ano nos EUA (Heidelbaugh et al., 2012)

No Brasil, o volume de recursos financeiros federais investidos na compra e distribuicdo de
medicamentos no Sistema Unico de Satde (SUS) representou, em 2002, 9,7% do gasto em sadde
financiado pelo Ministério da Saude. Entre os fatores que podem influenciar o aumento dos gastos
estd o uso inadequado de farmacos. A partir do uso racional de medicamentos € possivel maximizar
os beneficios e minimizar os riscos decorrentes da sua utilizacdo dos farmacos, além de reduzir os
custos totais da terapia para o individuo e a sociedade (Mota et al., 2008)

Considerando o consumo crescente de omeprazol na Farméacia da Familia do Alto do Pascoal,
localizada no territério do Distrito Sanitario 2, Recife, este trabalho justifica-se pela necessidade de
conhecer 0s custos associados ao aumento do consumo médio mensal deste medicamento, bem como
suas possiveis causas.

2. MATERIAIS E METODOS

Estudo de natureza quantitativa no qual foi analisado o custo, 0 consumo e o tempo de
tratamento (em semanas) com o omeprazol na Farmacia da Familia Alto do Pascoal no periodo de
2012 a 2015. Este servigo de salde estd localizado no Distrito Sanitario 2 da cidade do Recife e
atende a quatro Equipes de Saude da Familia com média de 250 atendimentos/dia.

Os dados foram obtidos a partir de relatdrios do sistema de gestdo da assisténcia farmacéutica
(HORUYS), e digitados duplamente em planilha Excel para a analise estatistica descritiva.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Conforme mostram as figuras 1 e 2, 0 niUmero de pacientes atendidos ndo aumentou na mesma
magnitude do consumo de omeprazol. O elevado consumo implicou num custo associado ao
medicamento quase trés vezes maior, embora ndo tenha ocorrido alteragdo na quantidade de equipes
de saude referenciada a farmacia e, portanto, na cobertura populacional.

4° EBIT
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Um dos fatores que possivelmente pode ter contribuido para essa disparidade é a duracdo do tempo
de tratamento. Conforme mostra a figura 3 percebe-se que mais de 50 % dos pacientes fizeram uso de
omeprazol acima de oito semanas.
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Figura 3 - Nimero de pacientes versus tempo de tratamento (semanas) com Omeprazol 20mg na Farmacia Alta do
Pascoal (2015), Recife, PE.

Similarmente, Hipdlito et al. (2016) demostrou que 84,3% das prescricdes apresentaram
duragéo superior a seis meses e Cuen et al. (2013) constatou que 35,3% dos pacientes faziam uso
crbnico destes medicamentos. Entretanto, estes dados sdo contrarios a literatura, que recomenda
duracdo media de quatro a oito semanas para tratamento com IBP para as condigdes clinicas de
hipersecrecdo &cida mais comuns (Brasil, 2010; Kelly et al., 2015).
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Assim, a sobreutilizacdo do omeprazol encontrada neste estudo pode apontar para seu uso
irracional, o que implica em elevacdo de custos (Ribeiro et al., 2014) e exposicdo desnecessaria a
efeitos adversos, como hipergastrinemia, infeccGes respiratoria e gastrintestinal, além de
hipocloridria cronica que pode resultar em deficiéncias de ferro, calcio e vitamina B12 (Haenisch et
al., 2015, Son; Zhu; Lu, 2014, Yuen; Nasiya, 2012).

4. CONCLUSAO

Pode-se perceber que o aumento no consumo de omeprazol resultou na elevacdo do custo
financeiro para a assisténcia farmacéutica. Possivelmente esse cenario foi influenciado pelo uso
irracional do medicamento que gera desperdicios de recursos, dificulta o acesso além tornar o usuario
mais vulneravel aos riscos potenciais. E necessaria a adocdo de estratégias que minimizem o impacto
do uso irracional como intervenc6es educativas, baseadas em evidéncia, dirigidas aos profissionais de
salude e a comunidade local para subsidiar a tomada de decisdo terapéutica e gestdo clinica com
abordagem multiprofissional.
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RESUMO - No Bet al, os medicamentos sdo considerados uma das principais causas de
intoxicacdo por agentes tdxicos em humanos. O uso irracional de medicamentos tem
contribuido para que muitos tratamentos ndo tenham eficacia terapéutica, e com isso, 0s
pacientes voltem mais vezes aos consultdrios médicos em busca de um tratamento
eficiente. No municipio do Recife, uma equipe multiprofissional tem o objetivo de
consolidar o Comité Técnico para o Uso Racional de Medicamentos, 0o CURAME, com o
objetivo de promover acbes que favorecam o uso racional de medicamentos,
conscientizando e capacitando profissionais prescritores e dispensadores. Os pacientes
também receberdo informacdes sobre os medicamentos, em forma de campanhas
educativas, conscientizando-os da importancia de se usar determinado medicamento da
forma correta, a fim de obter uma farmacoterapia resultante em uma melhora no
tratamento. Por ainda estar em seus primeiros passos, 0 CURAME ainda precisa passar
por diversas etapas até se consolidar no municipio. Ao se firmar, trard inimeros
beneficios para a populacdo e gastos publicos, bem como reducdo dos indices de
intoxicacOes pelo uso incorreto dos medicamentos.

Palavras-chave: Uso Irracional de Medicamentos, CURAME, eficécia terapéutica

ABSTRACT - In Brazil, the drugs are considered a major cause of intoxication by toxic
agents in humans. The irrational use of drugs has contributed to many treatments have no
therapeutic efficacy, and therefore, patients return more often to doctors' offices in search
of an effective treatment. In Recife, a multidisciplinary team aims to consolidate the
Technical Committee for the Rational Use of Drugs, the CURAME, in order to promote
actions that promote the rational use of medicines, raising awareness and empowering
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prescribers and dispensers professionals. Patients will also receive information about
medicines in the form of educational campaigns, making them aware of the importance of
using certain medication the right way in order to obtain a resulting pharmacotherapy in
an improvement in treatment. To still be in its infancy, the CURAME still needs to go
through several steps to consolidate the city. When firm, will bring numerous benefits to the
population and public spending, as well as lowering the levels of poisoning by misuse of
medicines.

Key-words: Irrational use of medicines, CURAME, therapeutic efficacy

1. INTRODUCAO

Para que se possa propor o uso racional de medicamentos, é preciso antes de tudo, estabelecer
a necessidade da utilizacdo do medicamento; em seguida, que seja prescrito o0 medicamento adequado,
0 que atende a melhor escolha, levando em consideracdo eficicia e seguranca comprovadas e
aceitaveis. Além do mais é de fundamental importancia que o medicamento seja prescrito na forma
farmacéutica, dose e periodo de duracao do tratamento adequado; que também esteja acessivel e que
responda sempre aos critérios de qualidade requeridos; onde haja a dispensacdo em condicdes que
favorecam a compreensdo do usuario, e por fim, que o regime terapéutico seja cumprido da melhor
forma possivel (Aquino, 2008).

O uso racional de medicamentos tem por finalidade ampliar ao maximo os beneficios que séo
esperados pelo uso dos farmacos, diminuir os riscos relacionados a sua utilizagdo (os efeitos nao
desejados) e minimizar os custos totais do tratamento tanto pra o individuo quanto para a sociedade
(Mota et al., 2008).

O municipio do Recife foi contemplado pelo Ministério da Saude em 2015, através do
programa QUALIFARSUS, para desenvolver o projeto do cuidado farmacéutico, que visa a pratica da
clinica farmacéutica nos servicos da atencdo primaria a saude. Farrmacéuticos do municipio foram
qualificados e desenvolveram consultas farmacéuticas que gerou a percepcao de diversos problemas
relacionados a farmacoterapia e consequentemente as intervencdes farmacéuticas necessarias visando
a melhoria na vida destes pacientes assistidos.

Um dos produtos deste projeto do cuidado farmacéutico foi a formacao e implantacdo de um
Comité Técnico para promocdo do uso racional de medicamentos e desta forma o Comité de
Promocédo do Uso Racional de Medicamentos (CURAME), comeca em 2016 a ser organizado dentro
do municipio.

Os Comités que sdo grupos de trabalhos técnico-cientificos, de carater multiprofissional, sdo
uma estratégia para que se possa conhecer e avaliar o perfil de utilizacdo dos medicamentos, para que
entdo possam ser realizadas atividades de orientagédo, desenvolvimento de ag¢des de conscientizagéo,
atividades de qualificacdo dos servigos e promover o uso racional de medicamentos no territorio (Bet
al, 2014).
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2. MATERIAIS E METODOS

Recife apresenta divisao sanitaria em 08 territdrios, que séo os Distritos Sanitarios. O Distrito
Sanitéario 1l foi o de escolha para a formacdo do primeiro CURAME, localizado na zona Norte
da cidade. O CURAME tem amplitude para o todo o municipio, mas para efetividade e consolidacao
do mesmo foi definido um local piloto para inicio das atividades. Através de uma apresentacdo
inicial aos profissionais do Distrito Sanitario 1l, foi realizada uma sensibilizacdo para
importancia da formacdo deste comité e posteriormente foi definida equipe multidisciplinar
para compor o CURAME. Este trabalho trata-se de uma analise qualitativa através da
observacao participante no desenvolvimento e possiveis produtos gerados por este Comité.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A proposta do uso racional de medicamentos fornecida pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS), é, de fato bastante desafiadora, tendo em vista que para que se haja 0 uso
racional de medicamentos é importante a participacdo e colaboracdo de paciente, prescritor e
dispensador.

O prescritor precisa fornecer ao paciente informacGes necessarias ao paciente, para que
0 mesmo possa estar ciente de sua farmacoterapia; o dispensador, por sua vez, tem o importante
papel de complementar as informacgdes a cerca do tratamento do paciente; e, por fim, o paciente
necessita seguir todas as recomendacfes para que se tenha um sucesso no tratamento medicamentoso.

A ideia do Comité é promover o uso racional de medicamentos passando-se por
algumas etapas. Primeiro, é preciso fazer uma avaliacdo sobre determinada problematica
encontrada no territorio, que esteja relacionada ao uso de algum medicamento ou classe de
medicamentos que possam estar sendo usados de maneira incorreta. Em seguida, pretende-se
debater essa teméatica com os integrantes do comité, de forma a promover a¢cdes que possam ajudar
na resolucdo do problema abordado. Dai a importancia de uma equipe multiprofissional, visto que
prescritores e dispensadores precisam estar de acordo ao que diz respeito ao uso racional daquele
medicamento.

Quanto ao paciente, além de campanhas educativas feitas na unidade de salde, o
mesmo também receberd mais informacfes que possam contribuir para o seu tratamento durante a
consulta medica e também consultas clinicas realizadas por farmacéuticos capacitados.

4, CONCLUSAO

No municipio do Recife, a implantacdo do CURAME ainda esta em seus primeiros passos, ja
que € necessario, antes de tudo consolidar uma equipe multiprofissional, estabelecer
regimentos, portarias, entre outros documentos necessarios. Ao se firmar, o Comité tende a
trazer muitos beneficios para 0s pacientes, que receberdo mais conhecimento sobre sua
farmacoterapia, possuindo entdo, uma gama de informagdes que permite que o mesmo faga uso
de medicamentos de forma consciente e racional.
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RESUMO - A Tuberculose (TB) tem sido estimada como uma das doengas mais
associadas a infeccdo pelo human imunodeficiency virus (HIV), e que possui um alto
indice de ndo adesdo ao tratamento medicamentoso. Dentre as principais causas que
estdo intimamente ligadas a adeséo e ao abandono em coinfectados HIV/TB, estéo fatores
relacionados ao paciente e estilo de vida. O objetivo deste trabalho é descobrir através
do questionario aplicado aos pacientes, o conhecimento deles sobre a tuberculose e
avaliar se essa pode ser uma dificuldade na adeséo do tratamento da TB nesses pacientes
coinfectados. Através do sistema Horus®, identificou-se os pacientes com coinfecgdo
HIV/TB cadastrados na policlinica Lessa de Andrade. De setenta e dois pacientes
cadastrados, trinta e sete foram encontrados e vinte e cinco responderam ao
questionario, no qual treze, dos vinte cinco participantes ndo sabiam o que era a doenca
tuberculose. E pelo menos nove ja possuiam o ensino médio completo. Com isso, pode-se
inferir que hé falta de orientacdo para esses pacientes, mesmo eles possuindo um grau de
escolaridade acima da média. Assim, revela que o tratamento de pacientes com HIV/TB
requer acompanhamento especial, no que se diz maior informacéo sobre a doenca.

Palavras-chave: Tuberculose. Coinfeccédo. Adesao

ABSTRACT - The Tuberculosis (TB) has been estimated as one of the most common
diseases associated with infection by the human immunodeficiency virus (HIV), and it has
a high rate of non adherence to drug treatment. Among the main causes that are closely
related to adherence and abandonment in HIV/TB coinfected cases are factors related to
the patient and their lifestyle. The objective of this study is to discover, through the

38



o ~ %" ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ‘ INOVAGAO TERAPEUTICA

questionnaire applied to the patients, their knowledge about tuberculosis and to evaluate
if it is related with the difficulty in adherence to TB treatment in these coinfected patients.
Through the Horus® system, patients with HIV/TB coinfection enrolled in the Lessa de
Andrade polyclinic were identified. From seventy-two patients registered, thirty-seven
were found and twenty-five answered the questionnaire, in which thirteen of the twenty
five participants did not know what the tuberculosis disease was. And at least nine had
completed high school. Therefore, it can be inferred that there is a lack of orientation for
these patients, even though with an above-average level of education. Thus, this study
reveals that the treatment of patients with HIV/TB requires special monitoring related
with more information about the disease.

Keywords: Tuberculosis. Coinfection. Accession

1. INTRODUCAO

A tuberculose é uma doenca antiga, mas ainda assim, € um grande problema de satde publica,
ndo s6 emergencial no Brasil, mas também no mundo. Diversas causas estdo ligadas a0 aumento da
incidéncia de tuberculose (TB), dentre elas: a pobreza e a ma distribuicdo de renda; além do limitado
conhecimento sobre a doenca e o abalo da coinfeccdo HIV/TB. (Brasil, 2004). A tuberculose tem uma
especial relevancia, dentre as doencas associadas com a infeccdo pelo HIV. (Santos, 2009)
Atualmente, conforme estimativas da OMS, dois bilhdes de pessoas correspondendo a um terco da
populacdo global, estdo infectadas com a doenca, e que a cada ano, ocorram 9 milhdes de casos
novos. (Silva et al., 2016). O Brasil ocupa a 162 posicdo, em nimero absoluto de casos desde 2009.
(Brasil, 2015) A taxa de desisténcia da terapia de tuberculose € muito elevada, apesar de essa terapia
ser efetiva e econdbmica. O que pode justificar essa elevacdo é o tempo do tratamento, efeitos
colaterais/secundarios, a falta de informacéo e de acompanhamento aos pacientes (De Souza, 2005).
O abandono é considerado um dos principais problemas e desafios para a luta contra a doenca, tendo,
como resultado claro, o crescimento do custo do tratamento, da mortalidade e das taxas de
reincidéncia, além de facilitar o desenvolvimento de resisténcia bacteriana. (Ferreira et al., 2005). O
objetivo desta pesquisa foi conhecer e compreender os fatores, que levam a ndo adesdo, avaliando
suas dificuldades e descrevendo o que leva o paciente com coinfeccdo HIV/TB a abandonar ao
tratamento medicamentoso.

2. MATERIAIS E METODOS

O estudo foi realizado na Policlinica Lessa de Andrade, localizada no bairro da Madalena, na
cidade de Recife, Pernambuco. A pesquisa é de corte transversal, descritiva com abordagem
quantitativa. Através do sistema Horus® e dos prontuarios, encontraram-se pacientes com coinfecgdo
HIV/TB. Os pacientes responderam a um questionario aplicado, que foi desenvolvido pelos autores,
que continha perguntas como escolaridade e conhecimento de informagdes sobre tuberculose: O que é
tuberculose? /Qual a transmissdo? /Qual a prevengdo? /Como ¢é feito o diagndstico inicial? /Qual a
duracdo do tempo de tratamento? /Quando é considerado abandono de tratamento? Todas as
perguntas possuiam alternativas para guiar 0s pacientes para alguma resposta. Participaram do estudo,
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os admitidos na instituicdo, de janeiro de 2012 até dezembro de 2015, que possuiam a coinfeccédo
HIV/TB. A analise de dados foi realizada através do programa Microsoft Excel®, que deu os
resultados em graficos, baseados nas respostas do questionario. O estudo foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa, da Universidade Federal de Pernambuco, apresentando niimero
CAE: 50767315.0.0000.5208.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados setenta e dois pacientes com coinfec¢do HIV/TB. Dentre eles, trés ja haviam
entrado em ébito e trinta e dois ndo foram encontrados. Dos trinta e sete que poderiam ser incluidos
no estudo, vinte e cinco responderam o questionario. Dos resultados mais relevantes, treze dos vinte e
cinco participantes ndo sabiam definir o que era a doengca, mesmo com opcdes de resposta, como
mostra a Figura I.

INFORMAGCOES SOBRE TUBERCULOSE

20
15
: l l

SABE O QUE F SABE A FORMA  SABE A FORMA  SABE COMO F SABE A SABE QUANDO §
TUBERCULOSE DE PREVENCAO FEITO O DURACAO DO CONSIDERADO
TRANSMISSAO DIAGNOSTICO TRATAMENTO  ABANDONO DF

INICIAL TRATAMENT O

mRESPOSTAS SIM m RESPOSTAS NAO

Figura I: Informacdes sobre tuberculose; Respostas do questionario aplicado aos pacientes
coinfectados HIV/TB.

Do total, vinte e dois sabiam o tempo de duracdo do tratamento exato, abandona-lo poderia ser
uma questdo consciente. Porém, segundo Rodrigues (2010), ha uma interferéncia de grande relevancia
nos fatores socioeconémicos, para o abandono do tratamento da TB, visto que a baixa escolaridade é
de grande importancia na interrupcao do tratamento. Esse motivo se manifesta na compreensao dos
doentes nos seus problemas de saude e interferem em sua adesdo a terapia. No que diz respeito a saber
quando é considerado abandono de tratamento, verificou-se que dez, ndo sabiam. Isso implica em ndo
saber exatamente o més que aconteceu o abandono. Ferreira, em 2005, afirmou que um relevante no
controle do abandono é saber o més da sua ocorréncia. A medida que os pacientes sentem-se bem de
um modo geral e, na maioria das vezes, sem sintomas aparentes, o abandono acontece ao término do
primeiro e no comeco do segundo més de tratamento. Também relatou que é consideravel o grau de
escolaridade na incidéncia da ndo adesdo, pois mostrou-se que pessoas de baixo nivel de escolaridade
ou até mesmo baixa escolarizacdo abandonam 79,5% mais o tratamento do que os demais. Nota-se
nesse estudo, associando as respostas sobre informagdo & TB com o grau de escolaridade dos
participantes, que pode ndo ter ligacdo ao conhecimento sobre a doencga. Pois os participantes
apresentaram um nivel mediano de escolaridade, como mostra a Figura Il.
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ESCOLARIDADE

Figura II: Informac@es sobre escolaridade; Respostas do questionario aplicado aos pacientes
coinfectados HIV/TB.

4, CONCLUSAO

O tratamento de pacientes com HIV/TB requer cuidados e acompanhamentos especiais,
devido a ndo adesdo da terapia. Faz-se necessaria a implementacdo de novas estratégias, para
controle do abandono, aumento de informacdes e politicas publicas de satide no combate as duas
mais importantes doencas infectocontagiosas de nosso século. A orientacdo dos pacientes, tendo
eles escolaridade ou ndo, pelos profissionais de salde € uma das alternativas mais rapidas e com
maior retorno ao paciente, porém fatores relativos ao conhecimento pela escolaridade dos
pacientes sdo mais dificeis de serem alterados, pelo fato de depender de acBes de educacdo
governamentais, que torna mais complexo essa mudanca.
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RESUMO - Sendo a Assisténcia Farmacéutica um conjunto de atividades relacionadas
ao medicamento, faz-se necessario a compreensao de seu conceito por todos aqueles
que sdo responsaveis pela chegada do mesmo ao seu destino, o paciente. Nas Unidades
de Saude do Recife, a responsabilidade da farmacia é dos atendentes, que séo
encarregados de entregar os medicamentos a populacdo. O paciente, ao receber o
medicamento, necessita de orientacao, pois € ele que administrara o medicamento fora
da Unidade de Saude e sem supervisdo direta de um profissional de saude e assim,
aqueles que estao encarregados desta funcéo necessitam de treinamento adequado. Por
isso, anualmente, os farmacéuticos da farméacia do Distrito Sanitario I11/VIIl oferecem
uma capacitacao, a fim de que problemas relacionados a rotina de dispensacéo sejam
sanados. A capacitacdo tratou de diferentes temas e situacdes, com auxilio
audiovisual. Como ferramenta de compreensao e sondagem dos conhecimentos prévios
e adquiridos, foram aplicados questionarios ANTES DO TREINAMENTO com questdes
relativas a problematica cotidiana E AO o fim do treinamento, houve a possibilidade de
responder ao mesmo questionario novamente, para atestar a eficacia da capacitacdo
realizada. Através dos resultados apresentados foi demonstrada a importancia e
possibilidade de confirmar qualitativamente a efetividade da capacitacdo realizada,
uma vez que em todos os grupos trabalhados verificou-se um aumento na assimilacéo
do real papel, atribuicdes e peculiaridades da funcdo na farmacia, por parte dos
atendentes.

Palavras — chaves: Assisténcia Farmacéutica, Atendentes de Farmacia, Farmacéutico.

ABSTRACT - Being the Pharmaceutical Assistance a set of activities related to the
medicine, it becomes necessary to understand its concept by all those who are

ATUAQAO DO FARMACEUTICO NA CAPACI:I'A(;AO DE ATENDENTES DAS
FARMACIAS DAS UNIDADES DE SAUDE DA FAMILIA NOS DISTRITOS SANITARIOS
111 E VII DA CIDADE DE RECIFE - PE
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responsible for the arrival of the medicine to its last destiny, the patient. In the Health
Units of Recife, the responsibility of the pharmacy is the attendants, who are in charge
of delivering the medicines to the population. When receiving the medication, the
patient needs guidance because they will administer the medicine outside the Health
Unit and without direct supervision of a health professional and thus those who are in
charge of this function need adequate training. Therefore, pharmacists in the Sanitary
District 111 / VII pharmacy provide training every year, so that problems related to the
dispensing routine are settled. The training dealt with different themes and situations,
with audiovisual assistance. As a tool for understanding and probing previous and
acquired knowledge, questionnaires were applied before the training with questions
related to the daily problematic, and at the end of the training, it was possible to
respond to the same questionnaire again, to attest the effectiveness of the training
performed. Through the results presented, it was demonstrated the importance and
possibility of qualitatively confirming the effectiveness of the training performed, since
in all the groups studied there was an increase in the assimilation of the real role,
attributions and peculiarities of the function in the pharmacy, by the attendants.

Keywords: Pharmaceutical Services, Attendants of Pharmacy, Pharmacist.

1. INTRODUCAO

Segundo as diretrizes definidas na Politica Nacional de Medicamentos, a assisténcia farmacéutica
pode ser definida como um conjunto de atividades relacionadas com o medicamento. Envolve desde o
abastecimento de medicamentos, a conservacdo, 0 acompanhamento e a avaliacdo da utilizacdo, a
obtencdo e a difusdo de informacgéo sobre medicamentos e a educacdo permanente dos profissionais de
salde, do paciente e da comunidade para assegurar o uso racional de medicamentos. (CONASS 2006)
Com o aumento populacional e quantidade de Unidades de Satde (US’s), a composigao territorial da
cidade do Recife foi redividida, onde o namero de distritos sanitarios passou de seis para oito. Assim a
farmacia distrital 111 e VII atende a 28 unidades de salde que abrangem 29 bairros deste municipio.
Cada unidade de saude possui uma farmacia que esta sob responsabilidade dos atendentes. Estes
funcionarios sdo 0s responsaveis por entregar os medicamentos a populagéo.

Ao receber 0 medicamento, 0 paciente necessita de orientacdo, pois é ele quem administrara o
medicamento fora da Unidade de Saude e sem supervisdo direta de um profissional de salde. S&o
graves os problemas relacionados ao uso e a gestdo inadequada dos medicamentos. Ao se adotar a
conduta de que os medicamentos podem ser “entregues” por qualquer pessoa, valoriza-se mais a
quantidade dos medicamentos dispensados e ndo a qualidade e resolutividade da assisténcia
farmacéutica. Ao ndo se exercer um controle rigoroso dos estoques, da aquisi¢cdo e da dispensacao,
certamente, haverd um comprometimento do erdrio com desperdicios de recursos, possibilitando
desvios e perdas, acarretando como consequéncia prejuizos aos usuarios do SUS (CONASS 2006).

Visando a melhoria da qualidade na entrega dos medicamentos a populacdo, a farméacia dos
distritos Il e VII realizam anualmente uma capacitagdo, a fim de que as duvidas e problemas
relacionados a rotina de dispensacdo sejam sanadas. Dessa forma, o presente trabalho tem como
objetivo avaliar o papel do farmacéutico na capacitacdo dos atendentes de farmécia das unidades de
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salde pertencentes aos distritos sanitarios I11 e VII.

2. MATERIAIS E METODOS

Foram convocados para realizacdo da capacitacdo os funcionarios das farmacias que compdem os
distritos sanitarios Il e VII. Os atendentes foram divididos em 3 grupos, baseando-se na
disponibilidade e tempo de servigco dos mesmos, totalizando trés horas de treinamento para cada
grupo. Como ferramenta de compreensao e sondagem dos conhecimentos prévios e adquiridos foram
aplicados questionarios semiestruturados contendo dez questdes objetivas relativas a problematica
cotidiana. Inicialmente os questionarios foram distribuidos a fim de aferir o nivel de conhecimento
sobre 0 que seria discutido na exposicdo, como tambem, esclarecer as possiveis davidas e identificar
0S pontos criticos que precisariam de maior énfase.

Diferentes temas foram abordados como automedicacdo, uso racional de medicamentos,
estocagem e acondicionamento, descarte, formas farmacéuticas, dispensacdo, medicamentos
genéricos e um estudo casuistico dos demais programas atendidos pela farmacia distrital. Apos o
término do treinamento, foi oferecida a possibilidade de responder a0 mesmo questionario novamente,
para comprovar qualitativamente a eficAcia da capacitacdo realizada, atraves dos conhecimentos
adquiridos.

Os dados obtidos foram avaliados de forma qualitativa e quantitativa a partir dos
questiondrios aplicados aos funcionarios em treinamento. Para a avaliagdo quantitativa foi
realizada uma andlise estatistica descritiva com auxilio do programa Microsoft Office Excel
2007. Os valores percentuais apresentados foram calculados baseados na diferenca das médias
obtidas antes e ap0s a capacitacdo, com a finalidade da verificacdo dos conhecimentos prévios e
adquiridos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi avaliado um total de 30 pessoas, dentre elas funcionarios efetivos e contratados por
empresas terceirizadas, em regime de exercicio da funcdo. Através dos dados obtidos a partir dos
questionarios foi possivel observar que a funcdo de atendente de farmacia € exercida em sua maioria
por mulheres (73%), com faixa etaria entre 21 e 49 anos, que apresentam segundo grau completo. A
grande maioria dos funcionarios efetivos encontra-se afastada do seu cargo original por algum tipo de
problema e enviados a assumir a farmacia da unidade. Observou-se que 80% dos analisados ndo
possuiam conhecimento ou capacitacdo na area de medicamentos na época em que assumiram a
funcdo de atendente de farmacia e relataram dificuldades ao iniciarem a funcéo.

Os resultados obtidos a partir dos questionarios apontam que os atendentes de maneira geral
conseguiram responder pouco mais da metade do questionario que apresentava problemas
relacionados a sua rotina na farmacia. A capacitacdo realizada abordou diferentes temas e situacoes/
problema, com auxilio audiovisual e discussdo das maiores dificuldades encontradas, apresentando
sugestdes para resolucdo baseado nas experiéncias e vivéncias do grupo. Observou-se que apos esse
momento de troca de informacgdes, houve um aumento geral na compreensdo das problematicas
abordadas, fato observado qualitativamente apos reaplicagdo do questionario respondido inicialmente.
Observou-se que o grupo 1 apresentou um percentual menor de acertos antes do treinamento,
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demonstrando assim um menor dominio de conhecimentos prévios relativos a farmacia. Esse fato
pode ser justificado pela composi¢do dos integrantes deste grupo, sendo formado em sua maioria por
funcionarios novatos no cargo ou mesmo recém-contratados por empresas terceirizadas. Dessa forma,
é possivel verificar que esse grupo apresentou 0 maior incremento (37%) na capacidade de solucionar
0s problemas propostos com o questionario apOs a capacitacdo, demonstrando a importancia desse
momento.

Apesar de nenhum dos grupos terem chegado a 90% de acertos, vale salientar o grupo 2, que
obteve a maior média dos grupos. Identifica-se, portanto, dentre os constituintes desse grupo um
maior numero de funcionarios que apresentam maior tempo na funcdo, maior dominio das
problematicas relativas & farmécia e um maior comprometimento com a unidade. Os resultados
apresentados demonstram a importancia dessa capacitacdo, como uma atribuicdo farmacéutica
essencial dentre as etapas necessarias a uma Assisténcia Farmacéutica de qualidade. Segundo, o
anexo | da resolucdo 539 do Conselho Federal de Farmécia (2010), fica claro a competéncia e
importancia do farmacéutico no que diz respeito a capacitacdo de gestores, profissionais de saude e
funcionarios envolvidos no processo. Além destas, faz parte de suas atribuicdes elaborar materiais
informativos, estudos e pesquisas que promovam o conhecimento cientifico e tecnologico, além de
compartilhar tais informacdes.

4° EBIT

4. CONCLUSAO

Diante dos resultados apresentados, é comprovada a necessidade e importancia do profissional
farmacéutico no Sistema Unico de Satide e seu papel na responsabilidade da constante qualificagdo dos
profissionais que estdo a frente das farmacias das Unidades de Saude, visando uma perspectiva de
amenizar os erros no tocante a logistica e a dispensacdo de medicamentos e outros insumos. E
possivel inferir qualitativamente a efetividade da capacitacdo realizada, uma vez que em todos os
grupos trabalhados verificou-se um aumento na assimilacao do real papel, atribuicGes e peculiaridades
de sua funcdo na farmécia, por parte dos atendentes. Observa-se, por fim, a necessidade da constante
qualificacdo profissional e a realizacdo de estudos como este, que fomentem o conhecimento
cientifico e tecnoldgico e evidenciem a importancia do farmacéutico dentro da cadeia da assisténcia,
como um agente ativo e indispensavel no cumprimento da integralidade das acGes de salde no que
tange as politicas de Assisténcia Farmacéutica e de Medicamentos.
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RESUMO - A exposicao individual as radiac6es ionizantes (RIs) pode afetar o sistema
imunoldgico, resultando em desequilibrio na expressdo de citocinas envolvidas na
resposta inflamatdria, podendo ser um fator limitante em tratamentos com RIs. Testes
preditivos da resposta inflamatoria associada a uma irradiacdo poderia resultar num
indicador de radiossensibilidade individual. Amostras de sangue foram obtidas de 5
voluntarios sendo uma aliquota irradiada e uma outra néo irradiada, as células foram
incubadas a 37° C e 5% de CO>, por 24 e 48 horas. Realizou-se o0 MTT e quantificagdo
de IL-17A pelo teste de ELISA. Houve um aumento dos niveis médios de IL-17A das
amostras irradiadas, quando comparadas as ndo irradiadas, contudo os dados
disponiveis ndo sdo suficientes para indicar uma diferenca estatisticamente
significativa. Nossos resultados sugerem que os niveis de IL-17A aumentam com o
resultado da exposicdo a radiacéo ionizante, o que consequentemente pode significar
que in vivo levaria a uma exacerbacéo do processo inflamatério radioinduzido.

Palavras-chave: Radiossensibilidade individual — Inflamacéo— Citocinas

ABSTRACT- The individual exposure to ionizing radiation (IRs) can affect the immune
system, resulting in imbalance in the expression of cytokines involved in the
inflammatory response and may be a limiting factor in treatments with IRs. The IL-17A
plays a pro-inflammatory action having an important role. Therefore, it can represent
an indicator of response to ionizing radiation. Blood samples were obtained from 05
subjects where a sample was irradiated and the other non-irradiated, and then cells
were incubated at 37 °C 5% CO- for 24 and 48 hours. MTT was performed for the cell
viability test and the quantification of IL-17A was carried out by ELISA. There was an
increase in the mean of the levels of IL-17A in the irradiated samples, when compared
to non-irradiated ones, although the available data were not sufficient to indicate a
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statistically significant difference. Our results suggest that IL-17A levels increase with
the result of exposure to ionizing radiation, which consequently can mean that in vivo
would lead to an exacerbation of the inflammatory process radiation induced.

Keywords: Radiosensitivity individual - Inflammation — Cytokines
1. INTRODUCAO

A radioterapia (RT) é uma estratégia de tratamento do cancer que utiliza a radiacdo ionizante
(RI) como agente fisico para causar o dano ao DNA e morte celular. Mais de 50% dos pacientes
com cancer recebem este tipo de tratamento. Embora a eficicia da RT seja diretamente proporcional
ao aumento da dose de radiacdo administrada no tumor, as chances de surgimento de efeitos
adversos nos tecidos normais também aumentam (Barnett et al., 2009).

Cerca de 10% dos pacientes submetidos a RT podem apresentar reacfes adversas atreladas a
radiotoxicidade. Alguns pacientes submetidos a radioterapia apresentam os sinais tipicos de um
quadro inflamatorio agudo (e.g.: edema, calor, rubor e dor). Esses sinais decorrem de uma cascata
de transducdo de mediadores celulares induzidos pela interacdo da radiagdo com o tecido sadio
adjacente ao tumor. A instalacdo desse quadro inflamatorio provem de uma exacerbacao da resposta
imunologica e € uma reacdo adversa limitante da radioterapia, apresentando-se de forma singular
em cada individuo, determinando a sua radiossensibilidade (Barnett et al., 2009).

A radiossensibilidade pode ser descrita como uma caracteristica intrinseca a qual esta
associada ao surgimento dos efeitos adversos oriundos da RI sobre o corpo humano. Embora seja
reconhecidamente um aspecto importante para a eficacia da RT, ndo ha um indicador clinico ou
laboratorial para definicdo de protocolos de tratamentos. Nesse sentido, pesquisas envolvendo
metabolitos celulares vém ganhando espaco como potenciais biomarcadores de radiossensibilidade
(Barnett et al., 2009).

Neste contexto, as citocinas estdo intimamente associadas ao grau de lesdo tecidual, sendo
proteinas integrantes dos mecanismos inespecificos de defesa, secretadas pelas células da
imunidade inata e adquirida, e pelas células endoteliais. Sua producdo em cascata é estimulada pela
RI, apresentando um pico entre 4 e 24 h apoés irradiacdo, contribuindo significativamente para a
radiossensibilidade celular e complicacGes teciduais apds a RT (Di Maggio et al., 2015).

No estado fisiologico basal, as citocinas sdo encontradas em concentracdes muito baixas ou
até indetectaveis. A elevacdo dos niveis dessas proteinas € sugestiva de ativacdo da resposta
infamatdria decorrente de patologia associada, sendo, por essa caracteristica, potenciais marcadores
biolégicos de disturbios metabolicos caracteristicos de estresse fisico-quimico (Stelmaszczyk-
Emmel et al., 2013).

Dentre as citocinas, a IL-17A possui um papel importante na resposta inflamatoria. Esta
citocina atua como um importante mediador nas reacdes inflamatdrias. No entanto, ainda ndo se tem
muitos esclarecimentos quanto ao seu papel frente & RT, mas devido ao seu carater inflamatério a
IL-17A pode ser uma das indutoras da radiodermite e dessa forma a sua quantificacdo € de extrema
importancia para prever efeitos adversos ocasionados pela exposicdo as RIs (Martin-Orozco et al.,
2009). Neste contexto, esta pesquisa avaliou os niveis de IL-17A produzidas pelas células
mononucleares do sangue periférico irradiadas, in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS
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2.1. Aspectos Eticos, Coleta e Irradiacio das Amostras

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
(parecer de n°1.084.387). Amostras de sangue periférico (SP) de 5 voluntarios, com idades entre
23-25 anos, foram utilizadas neste estudo. De cada voluntéario, foram coletados 12 mL de SP em
tubos contendo heparina. Para cada amostra, foram separadas duas aliquotas de 6 mL: uma aliquota
ndo foi irradiada (controle), enquanto a outra aliquota foi irradiada com 2 Gy a partir de um
Acelerador Linear de 6 MV.

2.2. Obtencéo das Células Mononucleares e Cultura de Células

As Células Mononucleares do Sangue Periférico (PBMCs), foram obtidas a partir de um
gradiente de densidade (Ficoll- Paque Plus). Apds a obtencdo das PBMCs, essas foram lavadas e o
botdo celular foi ressuspendido em meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF).

2.3.Teste de Citotoxicidade

Para avaliar a citotoxicidade radioinduzida foi realizado o teste MTT. As células foram
incubadas a 37° e 5% de CO: durante 48 horas e apds este tempo, a solugdo de MTT- sal de
tetrazolium (0,5 mg/mL) foi adicionado e as placas retornaram a incubadora por mais 3 horas. Em
sequida, foram adicionados 120 pL da solucdo de SDS (Dodecil Sulfato de Sodio) 20% para
dissolucdo do precipitado. A leitura das placas foi realizada, 24 horas depois, em um
espectrofotometro (EIx808, Biotek, EUA) a um comprimento de onda de 570nm.

2.4.Quantificacdo da IL-172

Para a quantificacdo da IL-17A foi utilizado o sobrenadante da cultura celular composta de
1x108 PBMCs/ml incubadas a 37° C e 5% de CO2, com estimulo de PMA e lonomicina, durante 24
e 48 horas. Para quantificacdo da IL-17A foi empregado o ELISA sanduiche seguindo as
recomendacdes do fornecedor (eBioscience, limite de deteccdo 500 - 3,096 pg/mL). As placas
foram lidas em espectrofotdmetro nos comprimentos de onda de 450 e 570 nm.

2.5.Anédlise estatistica

Os resultados foram expressos em mediana e amplitude (minima - maxima). O teste
ANOVA, para dados pareados, foi utilizado para comparar as diferencas na producéo, antes e apos
a irradiacdo, de citocina de PBMCs, nos tempos considerados. O teste foi considerado
estatisticamente significativo quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade média das amostras ndo irradiadas foi de 82,69% + 17,02, enquanto que para
as amostras irradiadas foi de 98,03% =* 4,05. Mediante os resultados obtidos, percebe-se que a dose
de 2 Gy néo afetou a viabilidade das células (> 80%) nestas condigdes.

Para células cultivadas por 24 horas e ndo irradiadas, a mediana da expressdo de
IL-17A foi de 36,68 pg/mL (14,86 - 96,08 pg/mL), enquanto para as amostras irradiadas, foi de
83,96 pg/mL (3,09 - 180,92 pg/mL). Ja para as células cultivadas por 48 horas, o valor da mediana
foi de 3,09 pg/mL, tanto para as amostras irradiadas quanto ndo irradiadas. As amplitudes foram de
(3,09 - 60,92 pg/mL) e de (3,09 - 41,53 pg/mL) para as amostras ndo irradiadas e irradiadas,
respectivamente (Figura 1).

50




o ~ %" ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

200+

150+

1004

__I__
504 —l—

= o

Nao Irradiada - 24h Irradiada - 24h Nao irradiada - 48h Irradiada - 48h

IL-17A pg/mL

0

Figura 1 - Niveis de IL-17A (pg/mL) de células irradiadas e ndo irradiadas, cultivadas por 24 e 48
horas.

Embora seja possivel observar um aumento de expresséo da IL-17A nas células irradiadas e
cultivadas por 24 horas, ndo foi possivel observar diferenga estatisticamente significativa entre 0s
grupos estudados.

Com os resultados, acima observa-se uma indugdo de expresséo de IL-17A produzidas pelas
células irradiadas nas primeiras 24 horas. Essa producdo decai com o tempo, como é observado nas
culturas de 48 horas. A IL-17A € uma citocina pré-inflamatoria recentemente descoberta e
implicada em numerosas reacOes inflamatdrias. Esta citocina pode estimular uma variedade de
células a produzir fatores inflamatorios e quimiocinas. Estudos recentes tém demonstrado uma
relacdo entre os niveis de expressdo de IL-17A e pneumonite e fibrose pulmonar radioinduzida
(Wang et al., 2014). Os resultados obtidos nesta pesquisa indicam uma diferenca interindividual dos
niveis de expressao de IL-17A o que pode estar relacionado com a radiossensibilidade individual.
Com isso, espera-se que os individuos que expressam maiores niveis de IL-17A sejam 0s mais
predispostos a sofrer efeitos indesejaveis decorrentes de uma radioexposicdo, a exemplo do
surgimento de fibrose pulmonar.

4. CONCLUSAO

A dosagem de IL-17A em amostras irradiadas e cultivadas por 24 horas melhor
evidenciaram diferencas de expressdo desta citocina entre os individuos. A confirmacdo desses
resultados pode permitir a avaliacdo preditiva da resposta imunoldgica individual frente a uma
exposicdo a radiacdo ionizante, contribuindo no estabelecimento de protocolos especificos para
cada paciente na radioterapia.
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RESUMO - Alguns individuos ao serem expostos as radiag@es ionizantes (RIs) podem
apresentar efeitos adversos exacerbados de origem inflamatéria e que podem estar
relacionados com a radiossensibilidade individual. Existem varios mediadores envolvidos
no processo inflamatorio e dentre estes, as citocinas sdo de grande importancia. Estas
proteinas podem ter sua expressdo aumentada pela interacdo das RIs com o tecido vivo,
portanto, podem se apresentar como potenciais biomarcadores de exposi¢do as Rls. Logo,
este trabalho objetivou avaliar os niveis de IFN-y em células mononucleares do sangue
periférico irradiadas in vitro. Para tal, amostras de sangue periférico de 8 voluntarios
foram irradiadas (2 Gy) e processadas, em seguida as células mononucleares foram
obtidas e cultivadas a 37 °C e 5% de CO, durante 48 horas. Realizou-se o ensaio de
citotoxicidade MTT e a quantificagdo de IFN-y foi realizada em sobrenadante das culturas
pela técnica de ELISA. Houve um aumento dos niveis médios de IFN-y na maioria das
amostras irradiadas, quando comparadas as ndo irradiadas, embora os dados disponiveis
ndo tenham sido suficientes para indicar uma diferenca estatisticamente significativa.

Palavras-chave: Biomarcador. Radiossensibilidade. Citocinas. Inflamacao

ABSTRACT — Some patients when submitted to radiation therapy (RT) may present
exacerbated adverse effects in terms of inflammatory response which may be related to the
individual radiosensitivity. There are mediators related to the inflammatory process and
among them, cytokines are of great importance. These proteins may have its expression
increased by the interaction of IRs with living tissue, therefore, it can present as a potential
biomarker of exposure to IRs. With this, this work aimed to evaluate the levels of IFN- y in
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mononuclear cells of the in vitro peripheral blood. For such, samples from peripheral blood
of 8 volunteers were irradiated (2 Gy) and processed, and then cells were incubated at 37
°C and 5% CO; during 48 hours. MTT cytotoxicity assay was performed and the
quantification of IFN-y was carried out in the supernadant of cell cultures by the ELISA
technique. There were an increase of the mean levels of IFN- y in the majority of irradiated
samples, when compared to the non-irradiated ones, although the data available were not
sufficient to indicate a statistically significant difference.

Keywords: Biomaker. Radiossensitivity. Citokynes. Inflammation

1. INTRODUCAO

Diversos estudos propdem que o espectro de reacGes adversas que ocorrem no tecido normal,
apos a exposicao as radiacdes ionizantes (RIs), é funcdo da radiossensibilidade individual. O conceito
de radiossensibilidade pode ser descrito como uma caracteristica intrinseca associada ao surgimento
dos efeitos adversos que surgem no corpo humano ap6s exposi¢do as RI’s (Burnet et al., 1992;1996).

As respostas as RIs sdo bastante variadas dentre a populacao, cada individuo pode responder
clinicamente e fisiologicamente diferente e, diversos sdo os fatores que podem contribuir para esta
heterogeneidade de resposta, dentre eles tem-se: idade, fatores ambientes, doencas de base e
diferencas genéticas (Carl and Sprung et al., 2015).

A base genética da radiossensibilidade envolve muitos fatores e, consequentemente,
inviabiliza atualmente sua determinacdo direta. As diferentes funcbes celulares, como a
sobrevivéncia da célula, capacidade de reparo, formacdo de aberracdes de cromossdmicas e a
apoptose influenciam na radiossensibilidade individual (Twardella; Chang-Claude, 2002; Borgmann
et al., 2008).

Ademais, a exposicdo as RIs pode estimular a atividade imunoldgica ativando o processo
inflamatério e consequentemente a producdo de citocinas. Portanto, pesquisas envolvendo citocinas
na area da radiobiologia vém sendo propostas no intuito de se relacionar citocinas pro e anti-
inflamatdria com a radiossensibilidade. Neste contexto, esta pesquisa objetivou avaliar os niveis de
IFN-y produzidos pelas células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) irradiadas, in vitro.

2. MATERIAIS E METODOS

Este trabalho foi aprovado pelo comité de ética do Centro de Ciéncias da Saude da UFPE
(parecer de n®1.084.387). Amostras de sangue periférico (SP) de 8 voluntarios (4 homens e 4
mulheres), com idades entre 23 e 62 anos, foram utilizadas neste estudo. De cada voluntario, foram
coletados 18 mL de SP em tubos contendo heparina. Para cada amostra, foram separadas duas
aliquotas de 9 mL: uma aliquota foi ndo foi irradiada (controle), enquanto a outra aliquota foi
irradiada com 2 Gy a partir de um Acelerador Linear de 6MV.

Para avaliar a citotoxicidade radioinduzida foi realizado o MTT (3-(4,5- dimetiltiazol-2- il)-
2,5- difenil brometo tetrazélico). As células foram incubadas a 37° e 5% de CO; durante 48 horas, foi
adicionado a solugdo de MTT- sal de tetrazolium (0,5mg/mL) e as placas retornaram & incubadora
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por mais 3 horas. Em seguida, foram adicionados 120uL da solugdo de SDS (Dodecil Sulfato de
Sédio) 20% para dissolucdo do precipitado. A leitura das placas foi realizada, 24 horas depois, em
um espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 570nm.

Para a quantificacdo de IFN-y foi realizada a técnica do ELISA seguindo as recomendacgdes
do fabricante (BD Bioscience - limite de detecgdo 9,375 - 600 pg/mL). Utilizou-se sobrenadante de
cultura celular composta de 1x10°PBMCs/ml incubadas a 37° C e 5% de CO2, com estimulo de
PMA e lonomicina, durante 48 horas.

Os resultados foram expressos em mediana e amplitude (minima - méxima). O teste ANOVA,
para dados pareados, foi utilizado para comparar as diferencas na producéo, antes e apds a irradiacao,
de citocina de PBMCs, nos tempos considerados. O teste foi considerado estatisticamente
significativo quando p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A viabilidade média das amostras ndo irradiadas foi de 82,69% =+ 17,02, enquanto que das
amostras irradiadas foi de 98,03% = 4,05. Mediante os resultados obtidos, percebe-se que a dose de
2Gy nao afetou a viabilidade das células ( > 80%).

A mediana da expressdo de IFN-ypara as celulas ndo irradiadas foi de 2853,6
2pg/mL(1392,80 - 11169,60 pg/mL), enquanto para as amostras irradiadas foi de 3603,4058 pg/mL
(543,50 - 8587,00 pg/mL). Embora seja possivel observar um aumento de expressdo de IFN-y nas
células irradiadas, ndo foi possivel observar diferenca estatisticamente significativa entre 0s grupos
estudados (Figura 1).
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Figura 1 - Niveis de IFN-yde amostras ndo irradiadas (controle) e irradiadas.

O IFN- y ¢ uma das primeiras citocinas a serem produzidas na resposta inflamatoria, com
multiplas acdes, dentre elas a agdo pré-inflamatoria esta citocina é responsavel por coordenar varios
mecanismos celulares como agdes citotoxicas (Mesquita junior et al., 2010; Souza; Junior; Aradjo,
2010). Li e colaboradores (2014) realizaram uma pesquisa em trabalhadores de minas de Uranio,
expostos a baixas doses de radiagdo (< 20 mSv), tendo observado altos niveis de IFN- y nestes
individuos.
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Verifica-se uma diferenca interindividual dos niveis de expressdao de IFN-y nas amostras
irradiadas, estes dados, acrescidos de outros dados clinicos e laboratoriais, podem contribuir
significativamente para predizer complicac@es teciduais apds a exposicdo as RIs.

4. CONCLUSAO

Os niveis medianos de expressdo do IFN-y das amostras irradiadas foram maiores do que o
controle. Observou-se uma diferenca dos niveis de IFN-y intraindividual o que pode esté relacionada
com a resposta imunolégica individual frente a uma exposicdo a radiacao ionizante.
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RESUMO: O cancer de pancreas figura como a oitava causa de morte por neoplasias,
e até o presente ndo ha tratamento eficaz. Diante disso, o objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito citotdxico do 6leo das folhas de Alpinia speciosa, Ageratum conyzoides
e Dysphania ambrosioides em células mononucleares do sangue periférico e em célula
de linhagem de céancer pancreatico. Para isso, apds o isolamento de células
mononucleadas do sangue periférico e cultivo de células tumorais, realizamos a ensaio
de citotoxicidade pelo método do MTT. Os resultados indicam gque o 6leo da espécie A.
speciosa na concentracdo 0,025% apresenta acdo toxica em células tumorais na
linhagem MIA PaCa-2, mas ndo apresentou efeito citotoxico para células
mononucleares do sangue periférico. Por outro lado, o 6leo da espécie D. ambrosioides
foi tdxica apenas na concentracdo de 0,5% para as células mononucleares no sangue
periférico sendo a mesma toxidade ndo observada na linhagem de cancer de Pancreas.
Enquanto que a A. conyzoides ndo apresentou toxidade em nenhuma das células. Logo,
sS40 necessarios mais estudos para avaliar os mecanismos de acdo do 6leo de A.
speciosa em linhagens tumorais.

Palavras chaves: Citotoxidade, plantas medicinais, antitumoral.
ABSTRACT: The pancreatic cancer figures as the eighth leading cause of dealh from
neoplasias and to date, there is no effective treatment. Thus, the aim of the study has

been to avaluate the cytotoxic effect of Alpinia speciose, Ageratum conyzoides and
Dysphania ambrosioides leaves oil on peripheral blood mononuclear cells and on
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pancreatic cancer cell line. For this, after the isolation of peripheral blood
mononuclear cells and cultivation of tumor cells, we have performed a cytotoxicity
assay by the MTT method. The results indicate thatoil from the
species Alpinia speciosa, in a concentration of 0.025%, presents toxic action on tumor
cells in the line MIA PaCa-2, but it did not show cytotoxic effect on mononuclear cells
from peripheral blood. Otherwise, the oil of the species D. ambrosioides was found
toxic only in a concentration of 0.5% for mononuclear cells in peripheral blood, while
A. conyzoides showed no toxicity in any of the cells from pancreatic cancer lineage.
Therefore, more studies are needed to evaluate the A. speciosa oil's mechanisms of
action in tumor cell lines. This is the first report of Alpinia speciosa plant oil in MIA
PaCa-2 strain.

KeyWords: Cytotoxicity, medicinal plants, antitumor.

1. INTRODUCAO

O cancer de pancreas figura como a oitava causa de morte, em virtude de seu diagndstico
tardio (Teague et al., 2015). Substratos naturais provenientes de plantas tém despertado grande
interesse na busca por tratamento para diversos tipos de doencas, incluindo o cancer (Greenwell;
Rahman, 2015). As plantas medicinais tém sido extensivamente pesquisadas, em virtude de sua
disponibilidade natural e como alternativa de baixo custo para o tratamento de diversas doengas,
incluindo as cancerigenas (Tabassum; Hamdani, 2014).

Extratos de Alpinia speciosa apontam que essa planta apresenta propriedades antimicrobianas,
antiparasitaria e diurética (Correia et al., 2010; Ghosh; Rangan, 2012) e Dysphania ambrosioides
possui amplo espectro como anti-inflamatorio, antifungicas e cicatrizantes (Oliveira et al., 2014; Sa
et al., 2015), contudo, o efeito antineoplasico de ambos ainda precisa ser investigado. Ageratum
conyzoides possui acdo anti-inflamatoria e atualmente sua acdo antitumoral vem sendo relatado na
literatura (Momesso et al., 2009; Adebayo et al., 2010). O objetivo do estudo foi avaliar o efeito
citotoxico dos 6leos de Alpinia speciosa, Ageratum conyzoides e Dysphania ambrosioides em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e em linhagem de cancer de pancreas (MIA PaCa-2)
através do ensaio de MTT.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Cultivo de células tumorais: A linhagem de cancer pancreatico humano (MIA PaCa-2) (ATCC
CRL-1420) foi mantida a 37°C com 5% de CO2 em meio DMEM High Glucose (3,7¢/L de
bicarbonato de sddio, 1% penicilina e estreptomicina) suplementado com 10% de soro fetal bovino e
2,5% de soro de cavalo.

2.2. Ensaio de viabilidade celular por MTT: Ensaio de citotoxidade (MTT) em células do sangue
periférico (PBMC) de trés voluntarios sadios foram separadas com Ficoll, contadas em camara de
Neubauer com o corante azul de Tripan e plaqueadas na concentragio de 3x10° células por poco.
Células de linhagem tumoral MIA PaCa-2 foram plaqueadas na concentracdo de 1x10°, em placas de
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96 pocos. Os Oleos das folhas das plantas (A. speciosa, A. conyzoides e D. ambrosioides) nas
porcentagens de 0,001%, 0,0025%, 0,005%, 0,008%, 0,01%, 0,025% e 0,05% foram utilizados para o
tratamento das células no periodo de 48 horas para PBMC e 72 horas para tumoral. As placas foram
mantidas em estufa & 37°C e 5% de CO». Apos este periodo foi adicionado 20uL de MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de tetrazolina), apés 3 horas de incubacdo 130 pL SDS
(dodecil sulfato de sddio) e mantidas em temperatura ambiente por 24 horas. A leitura foi realizada
em vleitor de microplacas (Biotek EL808) em 570nm. Os experimentos foram realizados em
triplicata, os voluntarios assinaram o formulario de livre consentimento aprovado pelo comité de
ética (23076.041556/2015-62).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais tém sido extensivamente pesquisadas, em virtude de sua
disponibilidade natural e como alternativa de baixo custo para o tratamento de diversas doencas,
incluindo o céncer. (Tabassum; Hamdani, 2014). Em PBMCs o0s Oleos de A. speciosa, D.
ambrosioides e A. conyzoides na concentracdo de 0,05%, foram citotoxicos com viabilidade celular
de 49,42%, 43,46% e 78,06%, respectivamente (Figura 1A). As demais concentracdes destes 6leos
foram menos toxicas em PBMCs. Esses dados sugerem uma relacdo dose-resposta dos Oleos em
PBMCs e que concentracdes abaixo de 0,05% apresentam menos toxicidade. (Figura 1A).

Em MIA PaCa-2, cancer de pancreas, o 6leo de A. speciosa foi 0 Unico citotoxico. A
viabilidade celular apds tratamento com este 0leo foi 5,44% na concentracdo de 0,025%. Os demais
6leos ndo foram citotdxicos em nenhuma das concentragdes testadas (Figura 1 B). Alem disso, foi
calculado IC 5o (concentragdo capaz de matar 50% das celulas) do 6leo de A. speciosa em MIA PaCa-
2. O valor médio obtido do ICso foi de 0,014 %. Esses resultados sugerem que o 6leo de A. speciosa
foi 0 que apresentou os melhores resultados, pois é pouco toxico para as células normais e apresenta
elevada citotoxicidade para a linhagem tumoral de cancer de pancreas testada.
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Figura 1. (A) Efeito citotoxico dos 0leos de A. speciosa, A. conyzoides e D. ambrosioides em células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e (B) linhagem (MIA PaCa-2) de cancer pancreatico.
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Estudos ja relataram o potencial antineoplasico do género Alpinia em alguns tipos de
linhagens neoplésicas como MCF-7 (tumor de mama), HepG2 (tumor de figado) (Ghosh; Rangan,
2012). D. ambrosioides tem sido referido como eficie KeyWords: znte na inibicdo de células de
cancer de mama (Jia-liang et al., 2013), enquanto Ageratum conyzoides na inibicdo de tumor de
Ehrlich (Momesso et al., 2009).

4. CONCLUSAO

Dentre os Gleos das espécies testadas, apenas 0 Gleo de A. speciosa mostrou-se promissor,
uma vez que apresentou citotoxidade para linhagem de cancer pancreatico humano (MIA PaCa-2) e
ndo apresentou em celulas de PBMC na concentracdo de 0,025%. Estudos para elucidar este
mecanismo devem ser realizados com 0s compostos naturais bioativos isolados com o propoésito de
desenvolver um agente terapéutico alvo para o cancer de pancreas.
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RESUMO - O objetivo do estudo foi avaliar por citometria de fluxo, a participacéo da
resposta imune humoral no desenvolvimento de lesbes cutaneas e na resposta ao
tratamento em individuos infectados com L. (V.) braziliensis, principal espécie
causadora da Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA). Soros inativados foram
utilizados para imunofluorescéncia indireta (IFI), ensaio imunoenzimatico (ELISA) e
citometria de fluxo. Na analise das curvas ROC, a area sobre a curva da IFI
(ASC=0,879; ICos0%= 0,754-0,954) foi semelhante a citometria de fluxo (ASC= 0,890;
[Co50=0,767-0,961). O mesmo foi observado compararndo o ensaio de ELISA
(ASC=0,808; 1Cos%= 0,652-0,915) com citometria de fluxo (ASC= 0,896; ICgs0=
0,758-0,970). Na padronizacéo de 19gG3, a diluicdo 1:200 foi a que melhor discriminou
0s grupos avaliados. A andlise da curva de titulacdo do anticorpo IgG3 anti-formas
promastigotas de L.(V.) braziliensis em soros controles foi expressa como valores da
porcentagem de parasitas fluorescentes positivos (PPFP), onde a diluicdo 1:256 foi a
regido (R) de melhor reatividade. Dessa forma sugere-se que a citometria de fluxo
aplica-se ao diagnoéstico da LTA, por apresentar resultados positivos na presenca da
doenca, assim como os dois testes utilizados na rotina laboratorial. O uso do isotipo
IgG3 também pode se aplicar ao diagnostico da LTA, uma vez que distinguiu pacientes
e controles, porém sdo necessarios mais estudos em relacdo a sua aplicabilidade.

Palavras-chave: Leishmania (V.) braziliensis — LTA — Citometria de Fluxo — IFI —
ELISA

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate, through flow cytometry, the
participation of the humoral immune response in the development of cutaneous lesions
and in response to treatment in individuals infected with L. (V.) braziliensis, principal
species which causes the American Tegumentary Leishmaniasis (ATL). Inactivated
serum samples were used in the tests of indirect immunofluorescence (IFA), enzyme-
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linked immunosorbent assay (ELISA) and flow cytometry. The analyses of the ROC
curves showed that the area under the curve of IFA (ASC=0.879; IC 95%= 0,754-
0,954) was similar to flow cytometry’s (ASC= 0.890; IC 95%= 0,767-0,961). The same
was observed comparing ELISA (AsC=0.808; IC 95%= 0,652-0,915) with flow
cytometry (ASC= 0.896; IC 95%= 0,758-0,970). To assess the reactivity of IgG3,
dilutions 1:50 to 1:800 were tested. 1:200 was the dilution which best distinguished
the two groups. The analysis of the titration curves of IgG3 anti-promastigotes of L.
(V.) braziliensis present in the controls sera, meaning values of the percentage of
positive fluorescent parasites (PPFP), indicate that 1:256 is the region (R) of
reactivity. In this sense, it is possible to suggest that flow cytometry can be applied to
the diagnosis of ATL, as it has presented positive results in the presence of the disease,
such as the two tests used in the laboratorial routine for ATL. Although the use of the
isotype IgG3 might be applied to the diagnosis of ATL, since it distinguished patients
and controls, it is necessary to perform more studies regarding its applicability.

Keywords: Leishmania (V.) braziliensis - LTA - Flow cytometry — IFI — ELISA
1. INTRODUCAO

A Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) pode ser causada por diversas espécies de
protozoarios parasitas do género Leishmania. No Brasil, a principal espécie causadora é a Leishmania
(Viannia) braziliensis. A resposta imune celular € essencial para a eliminacdo de patdgenos
intracelulares, e se aceita, de uma maneira geral, que 0 mecanismo protetor da LTA é dependente das
células T (Trujillo et al., 2000; Souza et al., 2005). Diversos perfis e niveis de imunoglobulinas
especificas para Leishmania tém sido detectados em pacientes com LTA. (Gutierrez Y et al., 1991).
Na leishmaniose cutédnea e mucocuténea a resposta do tipo Thl tem sido associada com a presenca de
isotipos 1gG1, 1gG2 e 1gG3, ja a reposta do tipo Th2 esta atrelada com a presenca de 1gG4 na
leishmaniose cutanea difusa (Souza et al., 2005). Para o diagnostico soroldgico de LTA, as técnicas
mais utilizadas sdo a reacdo de imunofluorescéncia indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico
(ELISA), porém esses métodos possuem algumas limitagdes, como baixa sensibilidade e
especificidade. (Kar, K., 1995). Um dos principais fatores para esse menor desempenho é pela falta
de correlacdo entre os niveis de anticorpos circulantes com o estagio da doenca (Kar, 1995). E a
constante presenca de reacdes cruzadas com outros tripanosomatideos como a Leishmania infantum e
Trypanosoma cruzi (Vexenat et al, 1996). Devido a essas limitacGes, diversas abordagens
imunolodgicas alternativas vém sendo estudadas. Uma delas € a citometria de fluxo, que promove a
analise simultanea de diversas caracteristicas fisicas de particulas individuais, conforme o fluxo de
fluido desloca-se através de um feixe de luz, assim possibilitando a deteccdo de anticorpos anti-
Leishmania (Rocha et al., 2006). Esta técnica apresenta varias vantagens para 0S imunoensaios, tais
como, a possibilidade de quantificacdo do analito, volume reduzido de amostra, grande
reprodutibilidade e sensibilidade, uma ampla faixa dindmica e a capacidade para multiplexagem (Jani
et al., 2002).
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2. MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados 15 pacientes portadores de lesdes ativas, que receberam atendimento no
ambulatério do Centro de Pesquisas Aggeu Magalhdes (CPgAM), onde ficaram cientes do objetivo
do estudo e concordaram em assinar o “Termo de Consentimento Livre e Esclarecido” (TCLE). Os
protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo Comité de Etica do
CPgAM/FIOCRUZ, parecer n°® 011/2013, registro no CAEE 11083812.7.0000.5190. A partir do
sangue coletado, o soro foi obtido ap6s centrifugacdo em temperatura ambiente, e depois inativado
em banho-maria a 57°c por 30 minutos. Formas promastigotas de Leishmania (V.) braziliensis foram
obtidas a partir da cepa de referéncia, expandidas em meio Schneider’s até atingir a fase exponencial.
Em seguida, os parasitas foram processados e a concentracdo ajustada para 0s ensaios de citometria
de fluxo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir dos resultados obtidos ao analisar a reatividade de 1gG nos ensaios de IFI e ELISA
foi feita uma analise comparativa do desempenho dos respectivos testes com a citometria de fluxo,
através da construcdo das curvas ROC (Receiver Operating Characteristic). Os valores dos
resultados dos titulos de IFI e citometria de fluxo, na diluicdo do soro de 1:256, foram utilizados a
fim de se construir as curvas ROC e observamos que area sobre a curva (ASC) da IFI (ASC=0,879;
ICos06= 0,754-0,954) diferiu daquele observado para o teste de citometria de fluxo (ASC= 0,890;
ICos0%= 0,767-0,961). Com isso, percebeu-se um desempenho do teste de IFI semelhante & citometria
de fluxo. Os valores dos resultados dos titulos de ELISA e citometria de fluxo foram utilizados a fim
de se construir as curvas ROC para os testes e observamos que area sobre a curva (ASC) do ELISA
(ASC=0,808; ICgs%= 0,652-0,915) também foi semelhante daquele observado para o teste de
citometria de fluxo (ASC= 0,896; ICgs%= 0,758-0,970). A curva ROC permitiu também confirmar o
ponto de corte ideal para o ensaio de citometria de fluxo, que foi de 20% de Porcentagem de parasitos
fluorescentes positivos (PPFP); obtido pela construcdo das curvas de sensibilidade e especificidade
em funcdo dos diferentes pontos de corte. Em relacdo a padronizacdo do isotipo 1gG3, apenas 0s
soros que apresentaram PPFP > 50% foram considerados positivos. A reatividade do ensaio de
citometria de fluxo foi expressa a partir das diluicdes testadas do conjugado 1gG3 (1:50 a 1: 800),
obtidas ap0s incubacdo com os soros controle positivo (CP) e controle negativo (CN) nas diluicdes de
1:64 a 1:8192, em condicBGes previamente padronizadas. A diluicdo do conjugado que melhor
discriminou os grupos avaliados foi a diluicdo de 1:200 e a andlise da curva de titulacdo do anticorpo
IgG3 anti-formas promastigotas de L.(V.) braziliensis presentes em soros dos pacientes controles,
sugere que a diluicdo 1:256 é a regido (R) de reatividade, correspondendo ao primeiro titulo de
reacdo diferencial entre os individuos AT como descrito na Figura 1.
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Figura 1 - Grafico de avaliacio da aplicabilidade do isotipo 19G3 e Curvas de titulagio do isotipo 1gG3
. na diluicdo 1:200
4. CONCLUSAO

Através desse trabalho foi observado que a citometria de fluxo aplica-se ao diagndstico da
LTA, uma vez que apresentou resultados positivos na presenca da doenca; e através das analises das
curvas ROC, verificou-se que a citometria apresenta resultados semelhantes aos dois testes utilizados
na rotina laboratorial para LTA. Ainda se constatou a possibilidade de utilizar a metodologia como
critério de cura, uma vez que foi possivel, através do ponto de corte empregado, distinguir pacientes
com doenca ativa dos curados. Embora sejam necessarios mais estudos com relacdo a avaliagdo da
aplicabilidade do isotipo 1gG3, através dos dados obtidos neste trabalho, pode-se sugerir que a sua
utilizacdo pode ser aplicada ao diagndstico da LTA, por apresentar resultados positivos na presenca
da doenca, podendo contribuir para o alcance de uma técnica mais sensivel e especifica.
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RESUMO - O objetivo do presente estudo foi avaliar exposicdo por via oral de
camundongos a um extrato hidroalcodlico de folhas de Kalanchoe brasiliensis. Os
protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Rio Grande do Norte (n ° protocolo 002/2013). Assim, 0s
animais (total de 48) foram divididos em grupos de 12 (6 machos e 6 fémeas) para
avaliacdo aguda; o grupo controle recebeu solucéo salina 0,9 %. Os grupos teste foram
tratados com doses de 250 mg/Kg, 500 mg/Kg e 1000 mg/Kg. Os animais foram
observados por 14 dias para avaliacdo aguda e nesse periodo analisou-se o
aparecimento de possiveis sinais clinicos. Apds o periodo de observacdo, foram
realizadas a analise histopatologica dos érgéos, as concentracfes séricas bioquimicas e
parametros hematologicos. Dessa forma, as analises histopatoldgicas demonstraram
algumas alteracGes compativeis com baixa toxicidade aguda hepatica. Logo, 0s
resultados mostraram que o extrato de K. brasiliensis apresenta baixa toxicidade aguda
nas doses utilizadas e ndo apresenta toxicidade aguda relevante. Isto destaca a
importancia desta espécie como futuro e promissor candidato a fitoterapico, assim que
tenha seus ensaios farmacol6gicos concluidos.

Palavras-chaves: Extrato, fitoterapico, toxicidade.

ABSTRACT -. This work proposes the oral exposure of mice to a hydroalcoholic extract of
leaves of Kalanchoe brasiliensis. Accordingly, the animals (48 in total) were divided into
groups of 12 (6 males and 6 females) for acute assessment; the control group received
saline 0.9, already subchronic. Test groups were treated with doses of 250 mg / kg, 500 mg
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/ kg and 1000 mg / kg. The animals were observed for 14 days for acute assessment during
which time it was analyzed the possible onset of clinical signs. After the observation period,
there were the histopathology of the organs, biochemical serum and hematological
parameters. Thus, histopathological analysis showed some changes consistent with liver
low acute toxicity. Thus, the results showed that the K brasiliensis extract has low acute
toxicity at the doses used and no acute toxicity relevant. This highlights the importance of
this species as future promising candidate for phytotherapy, so has their pharmacological
tests completed.

Keywords: extract, herbal medicine, toxicity.

1. INTRODUCAO

O género Kalanchoe (Crassulaceae) esta presente em todo o nordeste brasileiro e tem seu uso
bem amplo em diversas indicagdes populares. Além disso, uma das espécies da Kalanchoe
(Kalanchoe pinnata) esté descrita na RENISUS (2009) o que mostra o potencial terapéutico (Costa,
2008). A espécie Kalanchoe brasiliensis proveniente da flora nordestina, € um exemplo de planta que
vem sendo utilizada em diversas pesquisas e tem apresentado atividades satisfatorias, principalmente
com acdo anti-inflamatoria e antiulcerogénica. Estudos mostram também que o extrato de suas folhas
apresenta potencial efeito analgésico e anti-inflamatorio (Trevisan et al., 2006; Costa 1, 2008),
antifangico, bactericida (Silva, 2009), antiulcerogénico (Cruz, 2011) e antituberculose (Leitdo et al,
2013). O objetivo do presente estudo foi avaliar hepatotoxicidade, in vivo, do extrato hidroetanolico
das folhas de Kalanchoe brasiliensis em camundongos Swiss.

2. MATERIAIS E METODOS

As folhas de Kalanchoe brasiliensis foram disponibilizadas pela Prof. Dra. Silvana Maria
Zucolotto Langessner, do Laboratério de Farmacognosia da UFRN.

Camundongos machos e fémeas da linhagem Swiss (Mus musculus), idade de 6-8 semanas
pesando + 30 g, mantidos no biotério do Centro de Ciéncias da Saude da UFRN em condicdes de
iluminacédo (12 h ciclo claro/escuro) e temperatura (23 = 2 °C) controladas, receberam dgua e comida
comercial ad libitum. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de
Animais da Universidade Federal do Rio Grande do Norte (n ° protocolo 002/2013).

Os animais, em um total de 48, foram divididos em quatro grupos de 12 (6 machos e 6 fémeas)
para avaliacdo da toxicidade aguda. Ao grupo controle foi administrado 0,5 ml de solucdo salina a
0,9%. O grupo teste (T1) foi tratado com doses de 0,5ml do extrato hidroetandlico das folhas de
Kalanchoe brasiliensis Cambess 250 mg/kg. Ja ao grupo teste seguinte (T2) administrou-se 0,5 ml do
extrato hidroetandlico das folhas de Kalanchoe brasiliensis Cambess 500mg/Kg. Por fim, ao ultimo
grupo teste (T3) administrou-se 0,5ml do extrato a 1000 mg/Kg. A dose foi Unica.

Dessa forma, observou-se os animais por 14 dias e constatou-se o aparecimento de possiveis
sinais clinicos de toxicidade aguda, nas analises histopatoldgicas dos Orgaos, nas concentragdes
séricas bioguimicas e parametros hematoldgicos.
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A AST e a ALT sdo enzimas intracelulares responsaveis pela sintese e degradacdo dos
aminoécidos, presentes em grandes quantidades no citoplasma dos hepatécitos. Lesdes ou destruicdo
das células hepéticas liberam estas para a circulacdo. Na fase toxica aguda a ALT, geralmente,
apresenta atividade maior que a AST (Motta, 2009; Michael et al, 2010). Dessa forma, observa-se na
tabela 1 que os parametros bioquimicos foram avaliados. Dentre eles, podemos citar que ALT
apresentou-se mais alterada nos camundongos em que foram administrados 0,5ml do extrato na dose
de 1000 mg/kg em relacdo ao grupo controle, indicando um possivel dano hepatocelular (Tabela 1).

Tabela 1: Resultados das determinagdes bioquimicas nos grupos controle e nos grupos tratados com as doses

Doses Glicose Triglicérides

Controle 75,73 £ 43,52 139,07 = 85,03

250 mg/kg 202,00+ 75,16* | 81,20 +20,85
500 mg/kg 215,80+ 56,44 | 7820+ 14,57
1000 mg/kg | 190,60+ 67,77 | 73,20+ 14,24%

Controle 99.45 £ 55,56 160,45 £ 64,28

250 mg/kg 226,20+ 53,27% | 144,60 £ 44,50

500 mg/kg 126,80 + 41,14 81,40+ 1815

1000 mg/kg 234,60+ 38,60 72,00+ 8,19*%
Dados expressos em média + desvio padrio.

do extrato de K. brasiliensis

Colesterol
120,33 £ 26,93
202,60 = 64,10*
114,40 = 4577
116,40 £ 1534
102,00 + 24 48
106,60 = 19,19

75,00 = 14,88
102,20 = 10,85

PT
Macho
4.45+0,79

216+169
5,08 =157
464+0,83

Fémea
404+£122

546055
3,76 £ 0,91
3,64 0,46

*Grupos que apresentam diferenca com relacdo ao grupo controle (p < 0,05).

AST
147,73 £ 75,97
148,60 31,11
148,00 = 18,55
152,40 £ 56,29
229454197
201,60 % 195,69

127,40 £ 6,88
147,20 £ 57.84

ALT
56,70 £ 15,88
5540+ 1322
70,80 = 7,60

46,80 £ 15,47
70,40 £2,07

53,00+ 14.76

7220 £576
3820+ 12,05

Ureia
7480+6,18
82,20+ 1226
70,60 = 8,08
76,00 £ 6,96
51002216
59.00+£791

5320=7,79
54.80= 11,88

Creatinina
0,45+0,053
0,48 £033
0,24 +£022
0,40 £ 0,00
0,55+016
042004

0,24 =022
0,22 0,16+

Além disso, apds a andlise histopatoldgica do figado podemos perceber que animais em que
foram administrados 0,5 ml do extrato na dose 1000mg/kg o tecido hepatico apresentou apoptose,
hematopoiese extramedular e degeneracdo hidropica. No entanto, por estas lesdes serem
histopatologicamente pontuais, significa que podem ser reversiveis (Figura 1).
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Figura 1 - Tecido hepatico com presenca de apoptose, hematopoese extra medular, esteatose hepatica e
congestdo em animal submetido a dose de 500 mg/Kg da K. brasiliensis (A) e tecido hepético com presenca de
apoptose, hematopoiese extramedular e degeneracdo hidropica em animal submetido a dose de 1000 mg/Kg do
extrato da K. brasiliensis (B) (10x).

4. CONCLUSAO

As analises histopatoldgicas em conjunto com as dosagens bioquimicas, demonstraram algumas
alteracbes compativeis com baixa toxicidade aguda hepatica nas doses de 1000 mg/kg do extrato.
Porém, hé& grandes indicios desta espécie como futuro e promissor candidato a fitoterapico, assim que
tenha seus ensaios farmacologicos concluidos.
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RESUMO -Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs ndo-codificantes envolvidos em
vias de carcinogénese e cujo perfil de expressdo permite a identificacdo de marcadores
de diagndstico e prognostico de doencas, como a leucemia linfoblastica aguda (LLA)
infantil de células B e T. O objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de expresséao de
miRNAs de LLA-T e LLA-B da infancia para avaliacdo de novos biomarcadores. Foram
utilizadas amostras de medula dssea de 8 criancas com cada tipo de doenca. Foi
realizada construcédo de bibliotecas pelo kit TruSeq® Small RNA Library Preparation e
sequenciamento em plataforma HiSeq 2500. Foram utilizadas ferramentas de
bioinforméatica para determinacdo de expressdo diferencial. A predicdo de alvos,
anotacdo funcional e analise de curva ROC para selecdo do melhor preditor de subtipo
leucémico foram realizadas. A analise de expresséo revelou 77 miRNAs diferencialmente
expressos entre LLA-T e LLA-B, sendo selecionados os miRNAs hsa-miR-708-3p e -5p,
hsa-miR-497-5p, hsa-miR-455-3p, hsa-miR-151a-5p e -3p, hsa-miR-151b, hsa-miR-371b-
5p, hsa-miR195-5p e hsa-miR-629-3p, todos com P < 4x 10°. O hsa-miR-629-3p foi 0
melhor preditor do subtipo de doenca com uma sensibilidade e especificidade de 100% e
99% (P=0,001), podendo ser aplicado para distin¢gdo da LLA-B da LLA-T. Mais estudos
s80 necessarios para validacdo dessa molécula como biomarcador, a fim de aplica-la
diagndstico.

Palavras-chave: Sequenciamento; Bioinformatica; Diagnostico
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ABSTRACT — MicroRNAs (miRNAs) are small non-coding RNAs with a role in several
cancer pathways. Its expression pattern allows identification of disease diagnostic and
prognostic markers, like childhood B- and T-cell acute lymphoblastic leukemia (ALL). Our
aim was describing miRNA expression profiles of childhood B- and T-cell ALL to uncover
new disease biomarkers. Bone marrow (BM) samples from eight patients of each disease
were used in the study. Total RNA extracted from BMs were used for microRNA library
construction (TruSeq® Small RNA Library Preparation Kit) and sequencing was performed
in HiSeq 2500 platform. Bioinformatic tools were used for differential expression analysis.
Target prediction, functional annotation and ROC curve analysis for selection of miRNA
disease predictor were performed. Expression analysis revealed 77 differentially expressed
between T- and B-ALL of which hsa-miR-708-3p e -5p, hsa-miR-497-5p, hsa-miR-455-3p,
hsa-miR-151a-5p and -3p, hsa-miR-151b, hsa-miR-371b-5p, hsa-miR195-5p and hsa-miR-
629-3p were selected, all with P < 4x 107°. According with ROC curve analysis, hsa-miR-
629-3p was the best disease subtype predictor with 100% and 99% of sensitivity and
specificity (P= 0.001), respectively. More studies are necessary to validate this molecule as
biomarker for diagnostic application.

Keywords: Sequencing; Bioinformatics; Diagnosis.
1. INTRODUCAO

A leucemia linfoblastica aguda (LLA) corresponde a 25% dos cénceres pediatricos, sendo
85% dos casos decorrente da linhagem de células B (LLA-B), e 15% da linhagem de células T (LLA-
T) (Pui et al., 2012). Diversas alteracbes genéticas tém sido descritas nessas leucemias, como
translocacbes cromossdmicas, delecdes, insercdes e expressdo anormal de genes e moléculas, por
exemplo microRNAs. Estes sdo pequenas moléculas de RNA (22 nucleotideos) que ndo codificam
proteinas e cuja expressao alterada foi relacionada a leucemia linfocitica crénica de células B (LLC-
B) como resultado de uma dele¢do no cromossomo humano 13g14 (Calin et al., 2002). Os miRNAs
atuam diretamente na 3> UTR de RNAs mensageiros regulando a tradugdo em proteinas (Shah et al.,
2016). O perfil de expressdo diferencial destas moléculas tem sido utilizada para identificar miRNAs
especificos da doenca e de seus subtipos, servindo como biomarcadores para diagndstico e
prognostico. Dessa forma, o objetivo deste trabalho foi determinar o perfil de expressdo diferencial de
miRNAs da medula 6ssea de criangas com LLA-T e LLA-B, a fim de identificar aqueles com maior
potencial de distinguir os dois subtipos de leucemia.

2. MATERIAIS E METODOS

Populacdo do Estudo e Aspectos Eticos: Estudo foi conduzido em 16 criancas com LLA
tratadas no Servigo de Oncologia Pediatrica do Hospital IMIP (Recife, Pernambuco, Brasil), sendo 8
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diagnosticadas com LLA-B (7 H; 1 M; mediana = 5,5 anos) e 8 com LLA-T (7 H; 1 M; mediana =
11,5 anos). Amostras de medula éssea coletadas ao diagndstico foram utilizadas para caracterizagao
morfoldgica, imunoldgica e molecular para definicdo de leucemia, e utilizadas para 0s ensaios com
RNAs. O estudo foi aprovado pelo Comité de FEtica do CPgAM/Fiocruz-PE (CAAE:
13296913.3.0000.5190). Extracdo de RNA: O RNA total foi obtido utilizando o reagente TRIzol
(Life Technologies) seguindo o protocolo do fabricante. Apenas as amostras livres de proteinas e
integras foram consideradas no estudo. Construcdo de Bibliotecas e Sequenciamento de
MicroRNAs: As bibliotecas foram preparadas de acordo com o TruSeq® Small RNA Library Prep
Guide (Illumina) e o sequenciamento realizado utilizando o HiSeq® Rapid Cluster Kit v2 (Illumina)
em plataforma HiSeq 2500 (lllumina). Analise dos Dados: Foram utilizadas ferramentas de
bioinformética como o FastQC, Cutadapt, miRDeep2, Bowtie, EdgeR e bancos de dados (miRBase e
miRTarBase) para predi¢cdo de alvos. Na avaliagcdo de expresséo diferencial foi considerado um P-
valor ajustado < 0,05. Para anotagdo funcional dos alvos, a ferramenta DAVID V.6.7 (KEGG
Pathways) foi utilizada. Analise de curva ROC foi realizada em SPSS V.20 para 0s miRNAs com P <
4x107, a fim de identificar um miRNA capaz de distinguir as duas leucemias.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A analise do perfil de expressdo dos miRNAs revelou um grupo de 77 diferencialmente
expressos (DE) entre LLA-T e LLA-B, sendo 46 deles induzidos em LLA-B e 31 deles induzidos em
LLA-T. Dos 77 miRNAs DE, 10 deles apresentaram alta significancia estatistica com P < 4x10°. A
Tabela 1 mostra os 10 miRNAs mencionados.

Tabela 1- miRNAs diferencialmente expressos entre LLA-T e
LLA-B com P-ajustado < 4x10°°.

miRNA (precursor) logFC P
hsa-miR-708-3p (hsa-mir-708) -8,97 < 1x10°
hsa-miR-708-5p (hsa-mir-708) -8,16 < 1x10°
hsa-miR-497-5p (hsa-mir-497) -5,73 < 1x10°
hsa-miR-455-3p (hsa-mir-455) -5,69 4x10°
hsa-miR-151a-5p (hsa-mir-151a) -5,40 < 1x10°
hsa-miR-151a-3p (hsa-mir-151a) -5,08 < 1x10°
hsa-miR-151b (hsa-mir-151b) -4,94 < 1x10°
hsa-miR-371b-5p (hsa-mir-371b) -4,85 < 1x10°
hsa-miR-195-5p (hsa-mir-195) -4,27 < 1x10°
hsa-miR-629-3p (hsa-mir-629) 3,00 < 1x10°

Legenda: Modulacéo se refere a LLA-T em relacdo a LLA-B.

A predicdo de alvos identificou 1.298 genes cuja anotagdo funcional revelou 44 vias
biologicas (P < 0,05) relacionadas a cancer ¢ ao sistema imunologico. hsa-miR-151a-5p ja foi
reportado com expressdo induzida em LLA-B (Schotte et al., 2009) e hsa-miR-195 foi descrito
superexpresso em LLC-B (Zanette et al., 2007). Em relagdo ao potencial como biomarcador, o
miRNA que se revelou melhor preditor de subtipo foi o hsa-629-3p, apresentando area sob a curva
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(AUC) de 1,0; sensibilidade de 100%; especificidade de 99%; cut-off de 0,8 (contagem de reads
normalizada) (P= 0.001). Esse miRNA tem sido descrito como preditor de cancer géastrico (Shin et
al., 2015) e preditor de progndstico de pacientes com glioblastoma tratados com temozolomida (Hui-
Yuan et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A expressdo aumentada do miRNA hsa-miR-629-3p na leucemia linfoblastica poderé predizer a
linhagem celular comprometida, tendo sido aumentada em células T e ausente em células B. A
validacdo desses achados sera realizada através de estudos funcionais.
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RESUMO - O cancer de pancreas é caracterizado por um fenétipo agressivo. A presenca
de regides de hipdxia confere elevada capacidade adaptativa as células tumorais e sdo
responsaveis por aumentar a resisténcia a terapia. PAR-4 € uma proteina capaz de
mediar uma resposta pré-apoptdtica atraves de diversas vias, sendo apontada como uma
molécula promissora para a terapia. O presente estudo tem como objetivo avaliar a
expressao génica de PAR-4 em células de cancer de pancreas submetidas a condicoes de
privacdo. A linhagem tumoral pancreatica PANC-1 foi submetida a condicdes de
norméxia ou hipoxia (pO2<1%), associada a condi¢des normais de nutrientes (N10 e
H10, 10% SBF) ou de privacao nutricional (N1 e H1, 1% SBF) e incubadas por diferentes
tempos (2, 6, 12 e 24 horas). A expressdo génica de PAR-4 foi avaliada por PCR em
tempo real. A exposicdo prolongada a hipdxia e/ou privacao nutricional (12 e 24 horas)
induziu uma reducdo significativa nos niveis do transcrito de PAR-4 quando comparadas
a condicao controle N10 [no tempo de 12 horas, N1 (p=0,0023), H10 (p=0,0002) e H1
(p=0,0042); em 24 horas, H10 (p=0,0072) e H1 (p<0,0001)]. Os resultados indicam
adaptacdo das ceélulas tumorais pancreaticas as condicdes de privacdo por longos
periodos através da reducdo da expressao de PAR-4.

Palavras-chave: Adenocarcinoma ductal pancreéatico. Inovacdo Terapéutica. PCR em
tempo real.

ABSTRACT - Pancreatic cancer is characterized by an aggressive phenotype. The
presence of hypoxic areas provides a high adaptive capacity to tumor cells and are
responsible for increased resistance to therapy. PAR-4 is a protein that can mediate a
pro-apoptotic response through activation of several pathways, and has been defined as a
promising target molecule for therapy. This study aims to assess PAR-4 gene expression
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in pancreatic cancer cells submitted to deprivation conditions. Pancreatic cell line
PANC-1 was submitted to normoxic or hypoxic conditions (pO2<1%) associated with
normal (N10 and H10, 10% FBS) or nutritional deprivation (N1 and H1, 1% FBS) and
incubated with different times (2, 6, 12 and 24 hours). PAR-4 gene expression was
evaluated by Real-Time PCR. Prolonged exposed to hypoxia and/or nutritional
deprivation (12 and 24 hours) induced a significant reduced of PAR-4 transcripts when
compared to control condition N10 [N1 (p=0,0023), H10 (p=0,0002) and H1 (p=0,0042)
for 12 hours; in 24 hours, H10 (p=0,0072) and H1 (p<0,0001)]. Results indicate an
adaptation of pancreatic tumor cells to deprivation conditions for long periods through
the reduction of PAR-4 levels.

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma. Therapeutic Innovation. Real Time PCR.

1. INTRODUCAO

O céancer de pancreas corresponde a um conjunto de neoplasias com diferentes propriedades
clinicas e patoldgicas, com taxas de mortalidade semelhantes as taxas de incidéncia. De acordo com
dados do projeto GLOBOCAN, aproximadamente 330.372 pacientes morreram com a doenca no
mundo em 2012 (Stewart & Wild, 2014). A alta taxa de mortalidade dos tumores pancreaticos esta
associada a caracteristicas bioldgicas que contribuem para um perfil mais agressivo (Hussain, 2016).
A presenca de regides com baixas pressdes de oxigénio (ou hipdxia) esta relacionada a resisténcia a
terapia, sendo considerado um fator progndstico negativo. Em resposta a hipoxia, as células tumorais
ativam multiplas respostas adaptativas, incluindo a estabilizacdo de HIF-1a (fator induzido por
hipdxia 1 alfa) (Wojtkowiak et al., 2015). Por conta do seu perfil mais agressivo, o desenvolvimento
de alternativas que tenham como alvo células submetidas a condi¢bes de privacdo é uma estratégia
que visa aumentar a eficacia das terapias atualmente disponiveis para o cancer de pancreas.

PAR-4 codifica uma proteina pro-apoptética, capaz de ativar diversas vias que induzem a morte
celular. Em células normais é necessario um segundo estimulo pré-apoptotico para induzir a morte
celular; em células tumorais, porém, apenas a sua superexpressdo € suficiente para induzir apoptose
(Azmi et al., 2010). Em células tumorais pancreaticas, a presenca de mutacdes em KRAS esta
associada a diminuicdo dos niveis ou perda de expressdo de PAR-4, promovendo a progressao
tumoral (Ahmed et al., 2008). Devido a sua capacidade de induzir apoptose de forma seletiva e sua
relacdo com fatores bioldgicos do cancer de pancreas, PAR-4 se apresenta como uma molécula
promissora para o desenvolvimento de novas terapias. O objetivo do presente estudo consiste,
portanto, em avaliar a expressdo génica de PAR-4 em células de cancer de pancreas submetidas a
condic@es de privacdo (de oxigénio e/ou de nutrientes).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 ENSAIO DE EXPOSICAO A HIPOXIA E PRIVAGCAO NUTRICIONAL. Células da
linhagem PANC-1 (adenocarcinoma ductal pancreatico) foram cultivadas em meio DMEM
suplementado com 10% de Soro Bovino Fetal (SBF) e mantidas em estufa de atmosfera Umida a
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37°C, com 5% de CO2. Quatro condigdes foram utilizadas no presente estudo: N10 (normoxia sem
privacdo nutricional, 10% SBF), N1 (normodxia associada a privagdo nutricional, 1% SBF), H10
(hipdxia sem privacdo nutricional, 10% SBF) e H1 (hipoxia associada a privagdo nutricional, 1%
SBF). Para a realizacdo dos ensaios, as células foram distribuidas em placas de cultura de 6 pogos
(1x10° células/pogo) e submetidas a uma atmosfera composta por 95% de N2 e 5% de CO, em
camaras de hipoxia, onde pO2<1%. Ap6s 5 minutos de exposicdo, as camaras foram seladas e
mantidas a 37°C durante diferentes tempos de incubacéo (2, 6, 12 e 24 horas).

2.2 AVALIACAO DA EXPRESSAO GENICA. Apods incubacdo, as células foram coletadas e o
pellet celular foi utilizado para a extracdo de RNA total com o reagente TRIzol® (Life Technologies),
de acordo com as instrucdes do fabricante. A quantificacdo das amostras de RNA foi realizada por
leitura espectrofotométrica em NanoDrop™ 2000/2000c e a integridade do RNA avaliada por
eletroforese em gel de agarose (1%). O kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied
Biosystems™) foi utilizado para sintese de cDNA de acordo com instrugdes do fabricante. A analise
quantitativa dos transcritos foi realizada por PCR em tempo real, utilizando o sistema de deteccdo por
sonda de hidrolise (TagMan® Master Mix, Applied Biosystems™) ¢ sondas especificas para 0s genes
PAR-4 e 18S (gene de referéncia). Foram realizados dois experimentos independentes em duplicata,
onde a expressdo relativa do gene foi calculada pelo método 244<,

2.3 ANALISE ESTATISTICA. Os dados foram analisados com o software GraphPad Prism®
versdo 6 utilizando o Teste t-Student, sendo as diferencas consideradas significativas quando p<0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A modulacdo de PAR-4 pela exposicdo a hipdxia e/ou privacdo de nutrientes apresentou
diferencas a depender do tempo de incubacdo. Em tempos de exposicdo precoces (2 e 6 horas), foi
observado um aumento de PAR-4 em condi¢bes de privacdo em relacdo a condicdo controle N10,
porém este ndo foi significativo (Figura 1A e 1B). O desvio padrdo elevado possivelmente impediu a
obtencdo de significancia estatistica, sendo necessaria a realizacdo de outros experimentos com a
finalidade de caracterizar o perfil de expressdo de PAR-4 nestas condicGes. A exposicdo prolongada a
hipdxia e/ou privacdo de nutrientes foi capaz de modular negativamente a expressao de PAR-4. No
tempo de 12 horas, foi observada uma reducdo significativa dos niveis de transcritos nas condicdes
N1 (p=0,0023), H10 (p=0,0002) e H1 (p=0,0042) quando comparadas a condi¢do controle N10
(Figura 1C). A exposicao por 24 horas induziu uma modulacdo negativa significativa de PAR-4 nas
condicdes de hipoxia H10 (p=0,0072) e H1 (p<0,0001) quando comparadas a condi¢do controle N10
(Figura 1D).

Algumas alteracbes moleculares permitem o estabelecimento e progressdo tumoral, como a
reducdo de moléculas pro-apoptédticas. A expressao reduzida de PAR-4 esta associada a fatores como
recorréncia do tumor e baixa resposta a terapia em diferentes tipos de cancer (Ahmed et al., 2008;
Alvarez et al., 2013). Ahmed e colaboradores (2008) avaliaram a expressdo génica de PAR-4 em
diferentes linhagens tumorais pancreaticas (incluindo a linhagem PANC-1), onde foi observada uma
expressdo reduzida quando comparada a expressdao em células do tecido normal. Porém, ndo ha
estudos que avaliem a expressdo de PAR-4 considerando a influéncia de baixas pressdes de oxigénio
ou nutricionais no microambiente tumoral pancreatico. Bobrovnitchaia (2014) avaliou o efeito da
hipdxia na expressdo de PAR-4 em células de cancer de mama. Na linhagem MDA-MB-231, triplo
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negativa, foi observado um efeito dual na expresséo dos transcritos de PAR-4, com um aumento no
tempo de exposicdo a hipdxia de 6 horas e reducdo no tempo de 24 horas, corroborando com 0s
resultados obtidos neste estudo. A expressao génica de PAR-4 reduzida em periodos prolongados de
exposicao a hipdxia e/ou privacao nutricional sugere que esta caracteristica pode promover vantagens
adaptativas as células em condigdes de privagdo, ja que impede sejam ativadas as diversas vias pro-
apoptédticas moduladas por PAR-4.
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Figura 1 — Efeitos da exposicdo a hipdxia e/ou privacdo nutricional por diferentes tempos na
expressao génica de PAR-4 em células da linhagem PANC-1. **p<0,01 ***p<0,005 ****p<0,0001
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4. CONCLUSAO

No presente estudo foi observada uma reducdo da expressao génica de PAR-4 em células
da linhagem PANC-1 quando expostas a condi¢Oes de privacdo durante periodos prolongados,
indicando a adaptacdo destas células as condi¢fes adversas.
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RESUMO - O céancer cervical é considerado o quarto tipo de cancer a ocasionar mortes
entre mulheres em todo o mundo. A atividade transformante dos HPVs de alto risco é
promovida pelas oncoproteinas E6 e E7. Neste estudo, procurou-se realizar uma
analise funcional do oncogene E7 polimérfico da variante do HPV-16 e HPV-31 no
modelo de avaliacdo da via de sinalizacdo NF-kB em cultura celular. Os genes E7
polimérficos de uma variante de HPV-16, que contém polimorfismos nas posicdes 647,
789 e 795, e E7 de uma variante de HPV-31, que contem polimorfismos nas posicdes
626, 695 e 743, foram amplificados a partir de amostras clinicas positivas HPV-16 e
HPV-31 e clonados no vetor de expressdo de célula de mamifero. 24 horas apés a
transfeccdo, as células foram incubadas com TNFa durante 6 horas. A atividade de NF-
kB foi medida por GloMax® (Promega®). A analise estatistica foi realizada utilizando
ANOVA. P <0,05 foi considerado significativo. O gene E7 do HPV-16 polimdrfico, que
inclui os polimorfismos de nucleotideo unico, exibiu uma forte atividade repressiva na
via do factor nuclear-kappaB (NF-kB) na linha celular HEK-293, enquanto que o
oncogene E7 HPV-31 néo tem tal efeito. Os ensaios em curso devem fornecer dados
gue permitam uma melhor caracterizacdo do perfil das variantes do HPV e dos seus
polimorfismos relevantes para o desenvolvimento de lesdes cervicais associadas ao
HPV.

Palavras-chave: papilomavirus humano, E7, polimorfismo, factor-kappaB nuclear

ABSTRACT - Cervical cancer is considered the fourth type of cancer to cause deaths
among women worldwide. The transforming activity of high-risk HPVs is promoted by
oncoproteins E6 and E7. In this study, we sought to perform a functional analysisof
polymorphic E7 oncogene from HPV-16 and HPV-31 variant in NF-kB signaling
pathway evaluation model in cell culture. Polymorphic E7 genes from HPV-16, which
contains polymorphisms in positions 647, 789 and 795, and E7 from HPV-31 contains
polymorphisms in positions 626, 695 and 743, has been amplified from HPV-16 and
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HPV-31 positive clinical samples and cloned into pGEM-T cloning vector and
subcloning on mammal expression vector.Cell transfection. 24 hours after transfection,
cells were incubated with TNFo during 6 hours.NF-xB activity was measured by
GloMax® (Promega®).Statistical analysis was performed using ANOVA. P < 0.05 was
considered significant. Polymorphic HPV-16 E7 gene, which includes the single
nucleotide polymorphisms, exhibited strong repressive activity on nuclear factor-
kappaB (NF-kB) pathway in HEK-293 cell line, whereas the E7 oncogene HPV-31 has
no such effect. Ongoing trials should provide data that allow a better characterization
of HPV variants profile and their polymorphisms relevance to develop HPV-associated
cervical lesions.

Keywords: human papillomavirus, E7, polymorphism, nuclear factor-kappaB

1. INTRODUCAO

O cancer cervical é considerado o quarto tipo de cancer a ocasionar mortes entre as mulheres no
mundo, a infeccdo persistente pelo Papilomavirus Humano (HPV) de alto risco é o principal fator
de risco para o desenvolvimento de cancer cervical (zur Hausen, 1996; Baseman & Koutsky, 2005).
A atividade transformante dos HPVs de alto risco € promovida pelas oncoproteinas E6 e E7
(McLaughlin-Drubin & Munger, 2009), as quais funcionalmente inativam os produtos de dois
importantes genes supressores de tumor, TP53 e pRb, respectivamente. Ambas as oncoproteinas
induzem a proliferacdo, imortalizacdo e transformacdo maligna das células infectadas pelo virus
(Boulet et al.,, 2007). Regides polimérficas nos oncogenes E6 e E7 sdo importantes no
desenvolvimento de diagndsticos. As proteinas E6 e E7 do HPV sdo importantes para varias
propriedades virais sendo que variagdes na sequéncia do gene de uma ou ambas as proteinas podem
levar a funcdo bioldgica alterada e, portanto, afetar o resultado clinico.

O presente projeto realizou uma avaliagdo funcional de polimorfismos dos oncogenes E7 do
HPV-16 e E7 do HPV-31 com a finalidade de identificar o potencial dessas variantes e a importancia
clinica com relacdo ao desenvolvimento dos canceres associados ao HPV em mulheres da regido
Nordeste do Brasil.

2. MATERIAL E METODOS

Os genes E7 polimorficos dos HPV-16 e HPV-31 e as sequéncias prototipos (genes E7 sem
polimorfismos) foram amplificados por PCR e clonados em vetor de expressdo em células de
mamiferos, e, em seguida, sequenciados. O DNA dos genes E7 de HPV-16 e 31 foram isolados por
extracdo plasmidial e posteriormente utilizados nos ensaios de transfec¢éo.

Células eucaridticas HEK-293 (Célula embrionaria de rim humano) foram transfectadas com
os plasmidios. Todos os grupos de células foram co-transfectadas com 1 pg de plasmidio contendo
gene-repoérter de luciferase (firefly), cuja expressdo depende da atividade da via NF-kB. A regido
promotora do gene apresenta trés sitios de ligacdo ao fator de transcricional NF-kB, sendo
denominado (kB)3-Luc (BCCMTM / LMBP, Gent, Bélgica). Ainda, todos os grupos celulares
foram tranfectados com 1 ng de plasmideo contendo o gene luciferase (Renilla) como normalizador
da luminescéncia.

Cada grupo de células HEK-293 foi transfectado com 1,5 g dos plasmidios contendo os genes E7
polimérficos do HPV-16, do HPV-31, o gene E7 protétipo ou vetor pCl neo (Promega) vazio como
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controle positivo da via. Ap6s 24 horas da transfec¢do, as células foram incubadas com TNFa (10
ng/ml) durante 6 horas para estimulagdo da via. Apos esse periodo foi adicionado as células uma
solucdo de PBS gelado e realizada a lise celular utilizando o ReporterLysis Buffer (Promega). As
leituras de unidades relativas de luciferase foram realizadas pelo sistema GloMax® 96 Microplate
Luminometer w/Dual Injectors (Promega).

A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste one-way analysis of variance (ANOVA),
seguido pela correcdo de Bonferroni, sendo p<0,05 considerado significante.

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQO

Para investigarmos os efeitos dos polimorfismos presentes em E7 do HPV-16 e 31 na via
NF-kB, os efeitos de ambos sobre a via foram comparados com os efeitos observados durante a
expressao dos genes protdtipos ou com a via sem interferéncias (controle positivo). Ambos 0s genes
E7 apresentaram atividade repressora na via, sendo esta mais intensa no gene E7 polimorfico do
HPV-16 (Figura 1A) e menos intensa no E7 polimorfico do HPV-31 (Figura 1B).

A andlise estatistica mostrou diferenca significativa entre E7 polimérfico do HPV-16 e o
controle (vetor vazio) e ndo significativo entre o gene polimorfico e o gene protdtipo, e entre o
prototipo e o controle. Para o E7 do HPV-31, a analise estatistica mostrou diferenca significativa
entre E7 polimdrfico e o controle (vetor vazio) e ndo significativo entre o polimorfico e o prototipo,
e entre o protétipo e o controle.

A B
Efeito do oncogene E7 na atividade da via NF-kB
1.5+

Efeito do oncogene E7 na atividade da via NF-kB
1.5+

Atividade relativa da Luciferase

Atividade relativa da Luciferase

Condigoes Condigoes

Figura 1: Efeito do oncogene E7 dos HPV16 (A) e 31 (B) na ativacdo da via NF-«B.

Estudos demonstram que o gene E7 do HPV-16 interfere com a via NF-kB interagindo
diretamente com a subunidades do complexo IKKa e IKKf, causando redugdo nesta via em células
U20S (Spitkovsky et al., 2002). Nossos dados obtidos com o E7 corroboram com os dados de Byg
et al., 2012 nos quais mesmo sob estimulacdo com TNF-a as células mostraram-se menos
responsivas. Finalmente, o mecanismo pelo qual os E7 polimorficos interferem com a via NF-kB
requerem mais estudos.
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4, CONCLUSOES

O estudo apresentado amplia o conhecimento sobre as variantes do HPV, com base em
polimorfismos identificados nos oncogenes E7 dos tipos de alto risco, os HPV-16 e HPV-31,
circulantes no Estado de Pernambuco, regido Nordeste do Brasil. Neste estudo foi observado que o
oncogene E7 polimorfico do HPV-16 exerce forte atividade repressora na via NF-kB, enquanto que
0 oncogene E7 do HPV-31 ndo apresenta tal efeito.
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RESUMO — De acordo com o Instituto Nacional do Cancer, o tratamento de leucemias
ainda envolve inumeras dificuldades como a alta taxa de mortalidade. Ademais, as altas
doses na quimioterapia, sua toxicidade e a resisténcia dos tumores ainda sao problemas a
serem contornados, dessa forma, torna-se importante estudar novas drogas que tenham
apenas o cancer como alvo. Prostate Apoptosis Response-4 (PAR-4), uma proteina
supressora tumoral é a molécula alvo do atual estudo. Os derivados oxazolidinicos sédo
novas drogas que tém sido amplamente estudadas e demonstrado diversas propriedades
farmacoldgicas. Portanto, o objetivo deste estudo é avaliar a modulacdo de PAR-4 em
células de leucemias aguda de células T apds tratamento com novos derivados
oxazolidinicos. A atividade dos derivados LPSF/NB-2, LPSF/NB-4, LPSF/NB-5 e
LPSF/NB-6 foram avaliadas através de PCR em tempo real apds tratamento com as
respectivas doses de ICso e a amsacrina foi utilizada como controle positivo. Os resultados
mostraram que apenas os derivados LPSF/NB-4 e LPSF/NB-6 foram capazes de induzir a
superexpressdo de PAR-4, levando as células a apoptose. Portanto, os derivados
oxazolidicos demonstraram efeito apoptoético induzido por PAR-4 demonstrando uma
possivel seletividade para o cancer.

Palavras-chave: Farmacos anticancer. Expressdo génica. Apoptose.
ABSTRACT — According to the National Institute of Cancer (INCA), treatment of leukemia
still involves many difficulties such as high mortality rates. Additionally, high doses of

chemotherapy, toxicity and tumour resistance are problems yet to be resolved. Thus, it is
important to study new drugs capable of targeting specifically cancer. Prostate Apopsis

83

MODULATION OF PROSTATE APOPTOSIS RESPONSE-4 (PAR-4)
EXPRESSION BY NOVEL OXAZOLIDINE DERIVATIVES
ACUTE T CELL LEUKEMIA

IN



o ~ #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ‘ INOVAGAO TERAPEUTICA

Response-4 (PAR-4), a tumour suppressor protein, is the targeted molecule of this study.
Oxazolidine derivatives are novel drugs that have been widely studied and have presented
several pharmacological properties. Therefore, the aim of this study is to evaluate PAR-4
expression in acute T cell leukemia after treatment with oxazolidine derivatives. The activity
of LPSF/NB-2, LPSF/NB-4, LPSF/NB-5 and LPSF/NB-6 derivatives were assessed by real-
time PCR after treatment with 1Cso doses and amsacrine was used as positive control.
Results showed that only LPSF/NB-4 and LPSF/NB-6 were able to upregulate PAR-4,
leading cells to apoptosis. The same derivatives were also to increase other genes related
to apoptosis and, therefore, may be drugs for selective treatment of cancer.

Key-words: anticancer drugs. Gene expression. Apoptosis.

1. INTRODUCTION

According to the World Organization of Health, T cell lymphoblastic leukemia is classified as
25% of lymphoblastic leukemia cases in adults and 15% in pediatric patients. Only 40% and 70% of
these patients, respectively, survive for long terms (Schrappe et al., 2011). The treatment of leukemia
may be successful, however, there are still many difficulties related to this disease. In Brazil, there
were 6.316 registered cases of death in 2013 (INCA, 2013).

As reported by the American Cancer Society, high doses of drugs used in chemotherapy,
toxicity and tumour resistance are still problems that must be resolved. Additionally, targeting
specifically cancer cells with drugs is the main concern about cancer treatment. Therefore, it is
important to study and develop new drugs that target cancer specifically in order to overcome such
problems.

Studies have shown that oxazolidine derivatives present many pharmacological roles such as
anticancer activity (Singh et al., 2011; Tadasse et al., 2011). Nevertheless, it is important to evaluate
the specificity of these drugs and its capacity to induce cell death specifically in cancer.

Recent studies have shown that the prostate apoptosis response-4 (PAR-4), a tumour suppressor
agent, is able to induce apoptosis specifically in many different types of cancer cells but not in normal
cells, leaving these unaffected (Alvarez et al., 2013). Thus, the present study objective is to evaluate
the ability of four novel oxazolidine derivatives to induce apoptosis by activating PAR-4, a target for
therapy innovation.

2. MATERIALS AND METHODS

Acute T cell leukemia cells (Jurkat) were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with
10% fetal bovine serum and incubated in 5% CO. atmosphere at 37°C. The treatment was performed
using the following oxazolidine derivatives in ICso doses previously determined by our group
(CAMPOS, 2013): 5-(4-bromo-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-2, 1Cso
24.18 pM), 3-etil-5-(4-pirrolidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-4, 1Cso
15.19 uM), 5-(3,4-bis-benziloxi-benzilideno)-3-etil-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-5, ICso =
22.54 uM), 3-etil-5-(4-piperidin-1-il-benzilideno)-2-tioxo-oxazolidin-4-ona (LPSF/NB-6 1Cso = 28.99
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M) and amsacrine (1 uM) as positive control for apoptosis. All oxazolidine derivatives were gently
offered by Dr. lvan Pitta from the Laboratory of Synthesis and Drug Design (NUPIT-SG).

For gene expression analysis, Jurkat cells were seeded in 6-well plates with density of 10°
cells/mL, treated for 8h with all derivatives and collected by centrifugation. Total RNA was extracted
using Trizol® reagent, the integrity of the extract was analyzed by agarose (1%) gel electrophoresis
and quantified with Qubit® fluorimeter. cDNA synthesis was performed using high-capacity cDNA
reverse transcriptase kit (Applied Biosystems). Amplification of cDNA was carried out by real-time
gPCR.The comparative expression was carried out by the 222t method. The initial step is to obtain
the ACt index which is characterized by the relation between the reference gene (18S) and the target
gene (PAR-4) for all samples. Then, the —~AACt was obtained by the comparison of ACt values of the
non-treated (NT) control sample with all samples treated with oxazolidine derivatives. Raw data was
initially analyzed by normalization test and Mann-whitney non-parametric test was also applied (One-
way ANOVA). Statistically different values were determined by p<0.05.

3. RESULTS AND DISCUSSION

Oxazolidine derivatives has been widely studied and its known to present many different
pharmacological properties such as anticancer activity (Singh et al., 2011; Tadasse et al., 2011).
Rodrigues et al. also showed that new oxazolidine derivatives are promising drugs with anticancer
activity.

PAR-4 (Prostate Apoptosis Response-4) is a tumour suppressor gene that was initially
discovered in mouse prostate cells induced to apoptosis (Sells et al., 1994). The upregulation of this
gene in breast cancer cells showed to reduce cellular proliferation whereas its silencing was able to
reduce cell death significantly.

PAR-4
2.5+
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Figure 1 — Comparative analysis of PAR-4 expression modulated by oxazolidine derivatives and
amsacrine. 18S was used internal control and two independent experiments were performed.

In Jurkart cell line (Acute T cell leukemia), as shown in figure 1, only the LPSF/NB-6 derivative

was able to induce a 1.5-fold increase in levels of PAR-4. However, when compared to Amsacrine, the
current drug of choice for the treatment of most hematopoietic malignancies, PAR-4 modulation by
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LPSF/NB-4 and LPSF/NB-6 were the most effective. These findings were found to be in conformity
to other studies performed by our group which show that LPSF/NB-4 and LPSF/NB-6 were able to
most effectively induce cell death through apoptosis. However, only LPSF/NB-2 showed statistically
significant values with p = 0.0051 (**).

4. CONCLUSION

Novel oxazolidine derivatives are promising candidates for cancer therapy, two out of four
derivatives tested (LPSF/NB-4 and LPSF/NB-6) were able to increase expression of PAR-4, a tumour
supressor gene. Nevertheless, other studies should be carried out in order to improve these findins and
compare rate of cell death and PAR-4 influence in apoptosis of cancer and normal cells.
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RESUMO - Testes de investigagdo molecular para diagnéstico de papilomavirus
humano (HPV) tém sido largamente estudados, sendo a extracdo de DNA uma etapa
limitante para a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), devido a qualidade da
amostra. Com base nessas informacdes, objetivo deste trabalho foi comparar duas
diferentes técnicas de extracdo de DNA em amostras de células cervicais para o
diagnéstico do HPV. Para analise molecular utilizou-se dois protocolos, sendo um
baseado no método de extracdo por Proteinase K e o outro baseado em Kit comercial
da IHlustra Blood genomic Prep Mini Spin (GE Healthcare®). O rendimento e pureza
de DNA foram medidos e a sua qualidade avaliada pelo gel de eletroforese. A partir do
mesmo namero de células, foi observado que o método por Proteinase K teve o menor
rendimento na quantificacdo de DNA (50 uL a 0,48 pg) quando comparado ao Kit da
[llustra (200 pL a 9,0 pg). O grau de pureza do DNA pelo Kit foi superior ao DNA
extraido pelo método da Proteinase K e purificacao pelo fenol. Portanto, o rendimento
e pureza do método de extracdo de DNA por Kit da Illustra é maior do que o método
por Proteinase K para a finalidade de diagnéstico molecular de HPV.

Palavras chave: Kit de extracdo de DNA; Proteinase K; Purificacdo de DNA; Amostra
cervical

ABSTRACT — Molecular Research tests for diagnostic human papillomavirus (HPV)
have been largely studied, wherein DNA extraction is a limiting step in the polymerase
chain reaction (PCR), due to sample quality. Based on this information, objective of this
study was to compare two different DNA extraction techniques in cervical cell samples
for diagnosis of HPV. For molecular analysis was used two protocols, one based on the
extraction method by Proteinase K and the other based on Illustra Blood genomicPrep
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Mini Spin Kit (GE Healthcare®). The DNA vyield and purity were measured and the
quality was evaluated by gel electrophoresis. From same number of cells it has been
observed that the method Proteinase K, had the lowest yield DNA quantification (50 pL
to 0.48 pg) when compared to the Ilustra Kit (200 pL to 9.0 pg). The purity of the DNA
kit is higher than the DNA extracted by the method of proteinase K and purification by
phenol. Therefore, the yield and purity of DNA extraction by Illustra Kit is greater than
the Proteinase K method for the determination of HPV molecular diagnosis.

Keywords: DNA extraction kit; DNA purification; cervical sample; Proteinase K.

1. INTRODUCAO

O cancer de colo uterino (CCU) e a terceira neoplasia maligna mais comum em mulheres e a
quarta causa de morte relacionada ao cancer, no Brasil (INCA, 2016), onde no pais o investimento
tanto no rastreamento quanto no diagnostico no setor privado € maior do que no setor setor publico
(Novaes et al., 2015). O papilomavirus humano (HPV) tem sido apontado como um fator etiologico
de canceres cervicais, com mais de 120 tipos. Alguns tipos virais de baixo grau (tipos 6, 11, 61, 54,
entre outros) estdo relacionados a etiologia de leses benignas como verrugas comuns e condilomas,
enquanto os de alto grau (tipo 16, 18, 45, 58, entre outros) tém sido identificados como agentes
causais do CCU (Bouvard et al., 2009). O HPV é virus DNA, sendo a variabilidade genética do gene
L1 responsavel pela classificacdo dos diferentes tipos virais (Klingelhutz; Roman, 2012). A biologia
molecular tem sido um instrumento importante para o diagnéstico de HPV (Kenne et al., 2014; Castro
et al., 2015). A escolha do método de extracdo do DNA, visando obter melhor rendimento, rapidez e
além de evitar etapa adicional com purificacdo das amostras, € uma etapa importante que precede a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Com base nessas informacdes, o objetivo deste trabalho foi
comparar duas diferentes técnicas de extracdo de DNA em amostras de células cervicais de mulheres
visando a recomendacdo para o protocolo de diagndstico molecular do HPV.

2. MATERIAIS E METODOS

Extracdo de DNA: Para a extragdo de DNA gendmico foram utilizados 200 pL da suspensdo de
células cervicais coletadas por meio da Cytobrushes® e ressuspensas em PBS. A extracdo de DNA foi
realizada primeiro por digestdo enzimatica com Proteinase K seguida por purificacdo com
fenol/cloroformio adaptado de Martins et al. (2014); e por meio do Kit da Illustra Blood genomicPrep
Mini Spin (GE Healthcare®), de acordo com as instrucdes do fabricante. As amostras de DNA foram
quantificadas pela densidade o6tica a 260 hm em equipamento NanoDrop® (NanoDrop Technologies,
Inc., Wilmington, DE, USA). A razdo das absorbancias (A260/A280) entre 1,7 a 2,0 foi considerada
como indicativo de pureza das amostras. Deteccdo de HPV: A presenca de DNA viral na amostra
clinica foi detectado por PCR utilizando iniciadores degenerados MY09 e MY11 para amplificacdo de
fragmento de 450 pb da regido do gene L1 de HPV. O produto amplificado foi visualizado em gel de
agarose corado com SYBR safe sob luz ultravioleta (Fotodocumentador — LOCCUS®). A qualidade
do DNA extraido foi avaliada pela capacidade de amplificagdo do gene humano constitutivo GAPDH
(que codifica a enzima gliceraldeido fosfato desidrogenase). Consideracfes éticas: Este estudo foi
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método de extracdo por Proteinase K, embora amplamente utilizado (Barea et al., 2004;
Kenne et al., 2014; Martins et al., 2014), quando comparado com o Kit da llustra, apresenta menor
rendimento, maior tempo de execucdo, e menor pureza mesmo apdés a purificacdo por fenol-
cloroférmio como mostra o Quadro 1. O custo do método por proteinase K é menor, mas ndo inclui o
valor da hora trabalhada do técnico.

Parémetros Proteinase K + purifica¢o com fenol Kit d‘f" IIIustra.B.I OOd.
genomicPrep Mini Spin
DNA (ng/ul) 9,5 44,9
Pureza (260/280) 1,6 1,7
Rendimento (ug) 0,5 8,9
Custo direto (R$) 1.358,25 1.600,00
Ndmero de amostras extraidas 250 250
Tempo de execugdo 2 dias 30 min

Quadro 1 - Comparacéo entre dois protocolos de extracdo de DNA.
Nota: o valor da concentracdo do DNA foi calculado avaliando a média de trés leituras.

A qualidade e quantidade do DNA é importante para diagndstico molecular por PCR (Kenne
et al., 2014), dentre outros para afastar resultado falso negativo (Figura 1).

PCR gene constitutivo humano

PCR gene alvo (L1-HPV)

Figura 1 - Andlise em gel de agarose 2% dos fragmentos de DNA amplificados ap6s PCR.
Legenda: 1. Padrdo de peso molecular (100 pb Leadder); 2. Extracdo por proteinase K (amostra A); 3. Extragdo por KIT
(amostra A); 4. Extracdo por proteinase K (amostra B); 5. Extracdo por KIT (amostra B).

4. CONCLUSAO

Os beneficios associados a escolha do método de extracdo de DNA de amostra clinica para
diagndstico molecular inclui o maior rendimento, pois permite analises moleculares maltiplas no caso
de amostras raras, e também a pureza da preparacdo, pois reduz a possibilidade de falsos negativos na
PCR. A escolha também é condicionada a um custo acessivel composto pelas despesas diretas e
indiretas, e nesse caso 0 tempo de execugdo € um componente importante, devido a hora trabalhada do
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técnico. Por fim, a escolha do método de extracdo de DNA serd a resultante do balanco entre os
beneficios providos pelo rendimento e qualidade do DNA produzido considerando a posterior
utilizagdo do DNA, e 0s custos.
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RESUMO — O estudo em questdo teve como objetivo avaliar a importancia de
galectina-3 para a motilidade de células representativas do cancer pancreatico em
microambiente fidedigno. As linhagem PANC-1 e Mia PaCa-2 foram submetidas ao
ensaio de fissura tecidual e incubadas em condicdes de hipdxia associada ou nédo a
privacdo nutricional. Para a inibicdo inespecifica e especifica da galectina-3, foram
utilizadas, lactose pura e M338, respectivamente, sendo sacarose utilizada como
controle negativo. A incubacdo durou 24 horas e a analise das imagens foi realizada
em software image J. Os resultados mostraram que a atividade migratoria das células
tumorais diminui na condicdo de hipoOxia associada a privagdo nutricional. Em Mia
PaCa-2, a adicdo de M338 parece inibir a migracdo celular nas condicGes de cultivo
normal e privacdo nutricional, porém todos os resultados ndo foram significativos
diante do pequeno numero de repeticbes experimentais. Deste modo, em condi¢bes
miméticas do microambiente tumoral pancreatico, galectina-3 pode vir a desempenhar
influéncia sobre a atividade migratoria das células.

Palavras-chave: Glicobiologia, cancer de pancreas, migracao celular.

ABSTRACT - The present study evaluated the galectin-3 importance for motility of
pancreatic cancer in mimetic microenvironment. PANC-1 and Mia PaCa-2 cell lines
were submitted to migration assay and incubated in hypoxic conditions with or without
nutritional deprivation. For nonspecific and specific inhibition of galectin-3, were used
pure lactose and M338, respectively. The best time for incubation was 24 hours, and
image analysis was performed in Image J software. We found that the migratory activity
of tumor cells decreases in hypoxic condition associated with nutritional deprivation. In
Mia PaCa-2, the M338 addition appears to inhibit cell migration in normal cultivation
and nutritional deprivation conditions, but both results were not significant due to the
small number of experimental replicates. Thus, in mimetic conditions of the pancreatic
tumor microenvironment, galectin-3 could play relevant influence on the cells
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migratory activity.
Key-words: Glycobiology, pancreas cancer, cell migration.

1. INTRODUCAO

O estudo da participacdo de glicoproteinas no processo da carcinogénese vem sendo
aprofundado ao longo das Ultimas décadas (Pan, et al., 2014). Dentro deste contexto, a galectina-3
(Gal-3), membro vem tendo consideravel relevancia devido a sua implicacdo em diversas instancias
da tumorigénese, como por exemplo, adesdo e migracdo celular (Kobayashi et al., 2011). Algumas
pesquisas tém apontado que o transcrito de Gal-3 € superexpresso em cancer de pancreas e sua
producdo, aumentada em pancreatite cronica, o que pode estar envolvido nas interacfes tumor-
estromal (Song, et al., 2012).

Carcinomas e adenocarcinomas de pancreas sdo caracterizados pelo fendtipo altamente
maligno, com rapida progressdo, metastase antecipadas e uma resposta limitada a radio e
quimioterapia (Schulte, et al., 2016). Excessiva desmoplasia em cancer de pancreas mantém a
condicao hipoxica e contribui para 0 mau progndstico, para resisténcia a quimioterapia, e 0 aumento
do potencial metastatico (Eguqui, et al., 2012). A hipoxia intratumoral por sua vez, representa um das
caracteristicas mais relevantes do microambiente tumoral ao influenciar o seu comportamento,
tornando-o biologicamente mais agressivo. Gradualmente, se estabelecem condigdes propicias a
producdo de espécies reativas de oxigénio causando a estabilizacdo do Fator Induzivel por Hipdxia —
la (HIF-1a), o qual estimula a expressdo de genes pro-tumorais, incluindo galectinas (Cardoso, et al.,
2016).

Gal-3 ¢ reconhecida por regular a metastase, inibindo moléculas de adesdo e aumentando o
desprendimento de células de cancer de mama e prostata. Além disso, a superexpressdo de Gal-3
provocou o0 aumento da motilidade celular e invasdo de células de carcinoma de mama e de pulmao
(Kobaiashy, et al., 2011).0 presente estudo teve como objetivo avaliar o papel de galectina-3 sobre a
atividade migratdria de linhagens representativas do cancer pancreatico num microambiente tumoral
mimético.

2. MATERIAIS E METODOS

Cultivo de Células — A células Mia PaCa e PANC-1 foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro. As mesmas foram mantidas em Dulbecco’s modified Eagle’s médium suplementado com
10% de soro fetal bovino (Cultilab) e antibiotico, com acréscimo de 2,5% de soro equino (Cultilab)
para a linhagem Mia PaCa. A manutencdo ocorreu em atmosfera com 5% de CO, a 37°C.

Ensaio de Exposicdo a Hipoxia e Privacdo Nutricional — As linhagens foram dispostas em placas
ou garrafas proprias para o cultivo e submetidas as condigdes de normoxia ou hipdxia associadas ou
ndo a privacdo de nutrientes, durante 24 horas. Logo, foram estabelecidas quatro condicBes
experimentais: norméxia e hipéxia com niveis normais de soro fetal bovino (N10 e H10), e normdxia
e hipdxia associada a privacdo de nutrientes (N1 e H1). A atmosfera foi estabelecida em camara de
hipdxia (Billupus-Rothenberg) a 37°C com 95% de N2 e 5% de CO3, sendo PO2<1%.
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Ensaio de Migracdo em Cultura Bidimensional. Foi realizado através de uma fissura com auxilio
de uma ponteira. Na sequéncia, sob um microscépio acoplado a um sistema de captura de imagens, as
imagens foram feitas no tempo inicial zero (imediatamente a submissao das condigdes experimentais)
e subsequentemente as 24h. A anélise dos resultados foram realizados no software Image J.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade migratéria das células é inversamente proporcional a porcentagem de area livre
remanescente apds as 24 horas de exposicdo as condicdes experimentais. Tal area foi maior na
condigdo H1, para ambas as linhagens, evidenciando o nivel de abrasividade da situagdo estabelecida
(Figura 1A e B).

Os padrbes de migracdo das linhagens se mostraram completamente distintos, de modo que,
para PANC-1, o estabelecimento das condigcdes experimentais ndo acarreta grandes variacGes na
atividade migratoria das células, sendo o contrério observado para Mia PaCa-2. Em PANC-1, a
atividade migratoria das células permanece praticamente inalterada, com diminuicéo ja citada em H1,
poréem sem significancia estatistica (Figura 1A). Em Mia PaCa-2, a migracao das células aumentou
nas condicdes N10 e N1 somado ao tratamento com M338, porém também sem significancia (Figura
1B). Vale salientar que o0 M338, utilizado como agente inibidor especifico de Gal-3, se liga apenas a
Gal-3 membranar ndo havendo interacdo com galectinas citoplasmaticas, enquanto a lactose pode
facilmente adentrar a célula. Segundo Kobayashi e colaboradores (2011), o silenciamento génico de
Gal-3 provocou a inibicdo da e invasdo migracdo celular, num modelo in vitro com linhagens
pancreaticas (Kobaiashy, et al., 2011).
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Figura 1- Analise quantitativa da porcentagem de area livre apos 24h de migracdo das linhagem
PANC-1 (1A) e Mia PaCa-2 (1B) em condicdes especificas de cultivo. Ctr — controle; SAC —
sacarose; LAC — lactose; 24N10 — 24h em normoxia com 10% SFB; 24N1 — 24h em normoxia com
1% SFB; 24H10 - 24h em hipdxia com 10% SFB; 24H1 — 24h em hipdxia com 1% SFB.
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4. CONCLUSAO

Em condi¢cbes miméticas do microambiente tumoral pancreatico, galectina-3 pode vir a
desempenhar influéncia relevante sobre a atividade migratéria das células. Contudo, o presente
estudo tras resultados relevantes do ponto de vista cientifico e necessitam de maior aprofundamento.
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RESUMO - Os estudos sobre o uso esfingolipidios como alvo para agentes
antifingicos sao crescentes, pois essas estruturas sdo importantes para a integridade
da membrana dos fungos. Os mecanismos de sintese e regulacéo desses compostos sao
mediados por diversas enzimas e a inibi¢cdo ou inativacio dessas moléculas é capaz de
alterar a fluidez da membrana e reduzir a patogenicidade dos fungos. Este trabalho
objetivou verificar recentes perspectivas para a utilizacdo de inibidores de
esfingolipidios na terapia antifungica. Foi realizada uma revisdo de literatura
contemplando apenas artigos cientificos publicados entre 2011 e 2016, que relataram
pelo menos trés mecanismos eficientes para que ocorra deplecdo nos niveis de
esfingolipidios.

Palavras Chave: Inibicdo sintese esfingolipidios; alvo antifungico; atividade
antifingica

ABSTRACT - Studies on the sphingolipids use as target for antifungal agents are
increasing, because these structures are important for the integrity of the fungal
membrane. The mechanisms of synthesis and regulation of these compounds are
mediated by various enzymes and inhibition or inactivation of these molecules is able to
alter membrane fluidity and reduce the pathogenicity of fungi. This work aimed to check
recent prospects for use of sphingolipids inhibitors in antifungal therapy. A literature
review was conducted contemplating only scientific articles published between 2011
and 2016, which reported at least three efficient mechanisms for depletion occurs in
sphingolipids.

Keywords: sphingolipid synthesis inhibition; antifungal target; antifungal activity
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1. INTRODUCAO

Os esfingolipidios sdo estruturas anfipaticas, cuja estrutura central é a esfigosina. Estes se
encontram associados a esterdis e proteinas presentes nas membranas plasmaticas dos fungos. Podem
ser apontados como um alvo para agentes antifungicos, pois eles atuam como mensageiros ou
moduladores da transducdo de sinais, 0 que pode afetar a adesdo, motilidade, crescimento celular e
induzir a apoptose (Guimardes et al., 2014). Além disso, sua estrutura apresenta particularidades em
relacdo aos esfingolipidios de mamiferos: presenca de (E)-A8-insaturacdo e um radical metila ligado a
esfingosina, e, (E)-A3-insaturacdo e um grupo hidroxilo ligado ao C, do 4cido graxo.

Apesar do nimero de farmacos antifliingicos ser relativamente grande, muitos problemas estéo
associados ao uso deles na clinica terapéutica, visto que as infec¢des fungicas geralmente acometem
pacientes com nivel de vulnerabilidade imunologica elevado causado por oncopatologias, sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (Sida/VVIH), doencas autoimunes e medicamentos imunossupressores
(Lin, Shiau e Fang., 2015). Além disto, ja existem registros de resisténcia fungica frente as trés
principais, e mais eficientes, classes de antifungicos (Pfaller, 2012). Diante dessa problematica este
trabalho objetivou identificar novas perspectivas para utilizacdo de esfingolipidios como alvo para
terapia antifungica.

2. MATERIAIS E METODOS

Este estudo baseou-se em uma revisdo de literatura cuja pesquisa bibliografica foi realizada
mediante a busca eletrénica de artigos cientificos indexados nas bases de dados ScienceDirect,
National Library of Medicine (Medline) e National Center for Biotechnology Information - U.S.
National Library of Medicine (PubMed). Apds consulta aos Descritores em Ciéncias da Saude
(DeCS), identificaram-se as palavras-chaves: sphingolipids, sphingolipid synthesis inhibition,
antifungal target e antifungal activity. A pesquisa considerou os artigos publicados entre os anos de
2011 a 2016, incluindo-se publicacdes no idioma inglés. Foram lidos previamente os resumos dos
artigos ou o texto completo, quando necessario, para avaliar abrangéncia. Foram utilizadas as
referéncias que se identificaram com o objetivo do estudo. Uma vez escolhidos os artigos, iniciou-se a
analise e sintese dos mesmos com uma leitura exploratéria para reconhecimento dos artigos que
interessavam a pesquisa de forma geral; uma leitura seletiva para selecionar os que seriam usados no
estudo; uma leitura analitica dos selecionados e por Gltimo a leitura interpretativa com o intuito de
conferir um significado mais amplo aos resultados escolhidos para uma melhor elaboracéo textual.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados estudos que contemplam analise de silenciamento genético e avaliagdo de
inibicdo de enzimas envolvidas na sintese dos esfingolipidios.

Com a finalidade de interferir na expressdo de esfingolipidios, uma tecnologia genética foi
estudada, a RNA interferente (RNAI). Essa técnica consiste em introduzir um oligonucleotideo
complementar a0 mRNA-alvo dentro de uma determinada célula, tal alteracdo pode bloquear a
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ligacdo deste mRNA formado ao ribossomo ou ativar a degradacdo do mRNA-alvo, podendo
bloquear a traducdo de enzimas envolvidas na sintese e regulacdo dos enfingolipideos. Conhecida
como silenciamento genético, este método pode ser empregado em células de mamiferos, insetos e
fungos. Mostrou-se eficiente para inibicdo da formagdo de hifas em Candida albicans, afetando a
adesdo e penetracdo do fungo nas células do hospedeiro (Moazeni et al., 2012).

A homeostase dos esfingolipidios é regulada pelas proteinas da familia ORM, que formam
complexos com a serina palmitoil transferase, enzima precursora dos esfingolipidios, limitando a
sintese desses compostos. Como resposta a deplecdo dos niveis de esfingolipidios as proteinas ORM
sdo fosforiladas, 0 que permite um aumento compensatério desses niveis (Sun et al., 2012). Roelants
e colaboradores (2011) apontaram a enzima quinase YPK1 como a principal responsavel pela
fosforilacdo das enzimas ORM, o que sugere que a inibicdo da YPKL previna essa compensacao,
mantendo baixos os niveis de esfingolipidios e diminuindo a patogenicidade fungica.

Os estudos de Mor e colaboradores (2015) relataram que o composto (3-bromo-4
hidroxibenzilideno)-2-metilbenzo-hidrazida (BHBM) e o seu derivado, 3-bromo-N-(3-bromo-4-
hidroxibenzilideno)benzo-hidrazida (DBHBM) (figura 1), apresentaram agéo antifungica in vitro com
concentracdes fungicidas minimas (CFM) de 4 pg/ml e 1,2 pg/ml respectivamente e essa acao foi
atribuida a inibicdo da sintese de glicosilceramidas em Cryptoccocus neoformans. Os compostos
foram altamente eficientes contra Rhizopus oryzae, Histoplasma capsulatum, Pneumocystis murina, e
Pneumocystis carinii e apresentaram acdo moderada contra Candida spp, Aspergillus fumigatus, e
Coccidioides spp. Néo foi observado danos para células de mamiferos.
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Figura 1 — Compostos hidrazidas com acédo antifungica

4. CONCLUSAO

A analise dos estudos selecionados evidenciou a inibicdo dos esfingolipidios como uma
forma promissora para obtencdo da acdo fungicida. Porém, sdo necessarios mais estudos
referentes ao local especifico de acdo de moléculas inibidoras e a elucidacdo do conjunto de
enzimas envolvidas na biossintese dos esfingolipidios.
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RESUMO - A hidronefrose € a alteracdo mais comum do trato urinario fetal e ocorre em
aproximadamente 1% de todas as gestacdes, sendo capaz de causar danos permanentes
nos rins quando ndo diagnosticada precocemente. O desenvolvimento de um teste rapido
para a avaliacdo da funcdo renal relacionada com esta condicdo & extremamente
importante para neonatos. Assim, uma plataforma nanoestruturada para a deteccao de
cistatina C, marcador importante para a avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular
(TFG), foi desenvolvido. A plataforma elaborada mostrou-se estavel quando utilizada
sem sonda redox, possivelmente permitindo leituras diretamente em sangue do cordao
umbilical. Isto pode permitir a avaliacdo rapida e confiavel da funcdo renal
imediatamente apds o nascimento, reduzindo o tempo para inicio do tratamento e 0s
consequentes danos que a demora pode causar.

Palavras-chave: Imunossensor; Oxido de grafeno; aminoferroceno; cistatina C, anti-
cistatina C.

ABSTRACT - Hydronephrosis is the most common fetal urinary tract alteration and
occurs in approximately 1% of all pregnancies, being able to permanently damage the
kidney when not precociously diagnosed. The development of a rapid test for renal
function evaluation related to this condition is extremely important for newborns. Thus, a
nanostructured platform for cystatin C detection, an important marker for the assessment
of glomerular filtration rate (GFR), was developed. The designed platform proved stable
when used without redox probe, possibly allowing test readings directly from umbilical
cord blood. This may enable fast and reliable evaluation of renal function immediately
after birth, reducing initial treatment time and the consequent damage that delay may
cause.

Keywords: Immunosensor; graphene oxide; amineferrocene; cystatin C, anti-cystatin C.
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1. INTRODUCAO

A hidronefrose é uma condicdo capaz de danificar o rim permanentemente, sendo definida
como a dilatacdo do calice e da pelvis renais. Esta é a alteracdo mais frequente no trato urinario fetal,
ocorrendo em 1% de todas as gestacdes (Choi et al., 2016; Vemulakonda; Yiee; Wilcox, 2014). O
método mais utilizado na clinica para avaliar a funcdo renal é a depuragdo de creatina com urina de 24
horas e a creatina sérica, mas por conta das limitacBes praticas e a relativa impressisdo do método,
outros marcadores vém sendo adotados. Entre eles, encontramos a cistatina C, a qual é secretada em
todas as células nucleadas do nosso corpo. E livremente filtrada pelos glomérulos e sua concentragio
sérica é independente da idade, sexo, dieta, massa muscular e peso corporal (Shlipak et al., 2013;
Shlipak; Mattes; Peralta, 2013). A avaliacdo acurada da funcdo renal atraves da taxa da filtracdo
glomerular (TFG) é fundamental na rotina clinica, pois € parte decisiva do diagnostico e da
terapéutica. Neste contexto, ¢ desejavel o desenvolvimento de métodos de deteccdo que possam
atender a esta demanda.

Imunossensores sdo dispositivos compostos basicamente por duas partes: um elemento
biologico para identificacdo do analito pesquisado (antigenos ou anticorpos) e um elemento
transdutor, capaz de transformar o sinal da ligacdo biologica em um sinal elétrico. Nas ultimas
décadas, diferentes nanomaterias e moléculas biologicas disponiveis ajudaram a criar um vasto campo
para desenvolvimento destes sensores. Ainda assim, a maioria dos testes eletroquimicos produzidos
exige a presenca de sondas redox para sua realizacdo. Para superar este obstaculo, foi utilizado o
aminoferroceno (AFC), o qual possui uma atividade redox prépria e, quando associado a
nanomateriais, permite a leitura em meio inerte (como sangue ou soro). Sua funcionalizacdo com
amina permite a formacdo de ligagdes amida com nanomateriais. Nanomateriais como o 6xido de
grafeno (GO) permitem uma maior area eletroativa e para imobilizacdo das biomoléculas, assim
levando a uma maior sensibilidade do sensor (Zribi et al., 2016). A plataforma sensora aqui proposta
tem como vantagem a possibilidade de deteccdo em tempo real com baixo custo de produgdo. Como
consequéncia, este projeto suporta forte contribuicdo no desenvolvimento de imunossensores
eletroquimicos envolvendo tecnologia simples e pratica, com aplicacdes principalmente na area
clinica.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais: Oxido de grafeno, aminoferroceno, 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimide
(EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) foram adquiridos da Sigma-Alderich, St. Louis, EUA. Todas as
solucdes foram preparadas com agua ultrapura (Milli-Q), Millipore Corporation, Darmstadt,
Alemanha. Os testes foram realizados em célula eletroquimica de vidro, em um
potenciostato/galvanostato  lviumCompactStat  (Eindhoven, Netherlands) acoplado a um
microcomputador e controlado pelo software IviumSoft.

Metodologia: Foram preparadas trés solucfes: 1) GO em agua; 2) AFC em EDC/NHS e 3) GO
funcionalizado com AFC (AFC-GO) em EDC/NHS. As trés solugdes foram depositadas em diferentes
eletrodos de ouro e estes, colocados para secar em estufa, e em seguida foram testados utilizando as
técnicas eletroquimicas de voltametria de onda quadrada e voltametria ciclica. Os testes foram
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realizados em solucdo de KCI (0,1M), simulando o estado eletroquimico do sangue.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O AFC foi utilizado como forma de obter resultados em meios eletroquimicamente inertes,
como o sangue e 0 KCI. A figura 1 (a) demonstra da diferenca na area eletroativa quando comparando
0 eletrodo limpo (EAu) e o eletrodo funcionalizado com AFC. N&o foi observada resposta do eletrodo
sem o AFC, enquanto que ap0s a sua imobilizacdo, um pico de reducéo foi encontrado.
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Figura 1 — Voltametria de onda quadrada do eletrodo limpo (EAu) e com AFC (a); voltametria ciclica
(b) e de onda quadrada (c) do eletrodo com AFC e AFC-GO; e voltamogramas ciclicos do eletrodo
com AFC-GO repetidos 20 vezes (d). Experimentos carreados em solucao de KCI (0,1M).

Foram comparados os graficos obtidos pela deposicdo do AFC e do AFC-GO (Fig.1 (b) e (c)),
observando-se um aumento da area eletroativa nos graficos do AFC-GO, quando comparados com 0s
do AFC apenas. Apesar de o GO ser isolante quando utilizado sozinho, sua funcionalizagdo com
diversos materiais pode gerar um aumento na condutividade (RODRIGUEZ et al., 2015), como
demonstrado pela funcionalizagdo com o AFC.

Vinte voltamogramas ciclicos seguidos foram realizados no eletrodo contendo AFC-GO para
observar a estabilidade desta matriz (Fig. 1 (d)). Com isso, foram obtidos os coeficientes de variagéo
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relativos aos picos catodico e anddico, com valores de 3% e 2% respectivamente. Foi calculado ainda
0 desvio padrdo de ambos os picos, obtendo-se 0,059 para o pico catddico e 0,068 para o0 pico
anddico. Estes resultados demonstram a estabilidade da matriz, observando-se que o coeficiente de
variacao e aceitavel até o valor de 10% (SILVA et al., 2014).

4. CONCLUSAO

A plataforma elaborada mostrou-se estavel quando utilizada sem sonda redox, tornando-a ideal
para a imobilizagdo do anti-cistatina C, e possivelmente permitindo leituras diretamente no sangue do
corddo umbilical de neonatos. Isto pode permitir a avaliacdo rapida e confidvel da fungdo renal
imediatamente ap0s o nascimento, reduzindo o tempo para inicio do tratamento e 0s consequentes
danos que a demora pode causar.
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RESUMO - Metotrexato (MTX) é um farmaco antimetabolito usado na quimioterapia do cancer
e em doencas autoimunes, porém seu uso € limitado devido as suas propriedades
farmacocinéticas como tempo de meia-vida curto e ndo especificidade de acdo. As
nanoparticulas (NP) possibilitam a passagem do farmaco através de barreiras bioldgicas, além
de fornecer uma maior especificidade pelo no sitio alvo de acdo. Este estudo teve como objetivo
a obtencdo e caracterizacdo de NP catidnicas de poli (acido latico) (PLA) contendo MTX, para
aumentar a eficacia antiproliferativa do farmaco nas células tumorais e diminuir a
citotoxicidade em células normais. Apos a otimizacdo do método de obtencdo das NP, o MTX
foi incorporado, obtendo-se eficiéncia de incorporacdo de 83,89% + 3,56. As NP contendo
MTX apresentaram tamanho de 260 nm e potencial zeta de + 34 mV. Estudos preliminares
realizados em linhagens de células normais e tumorais demonstraram um aumento da eficacia
antitumoral do MTX encapsulado em NP.

Palavras-chave: Funcionalizacdo; catidnica; atividade antiproliferativa.

ABSTRACT - Methotrexate (MTX) is an antimetabolite drug used in the chemotherapy of cancer
and on autoimmune diseases. Its use is limited due to its pharmacokinetic properties as short
half-life time and unspecific action. Nanoparticles (NP) can offer possibilities to across
biological barriers and to target specific sites. This study aimed the obtainment and
characterization of cationic poly (lactic acid) (PLA) NP and evaluation of MTX to improve its
antiproliferative efficacy in tumor cells. MTX Drug loading study was performed, and the
incorporation efficiency obtained was 83,89% + 3,56. MTX-loaded nanoparticles exhibited size
of 260 nm, zeta potential of +34 mV. The antiproliferative assays showed an increased
antiproliferative effect to the functionalized NP MTX loaded, when compared to isolated MTX.
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Keywords: Functionalization; cationic; antiproliferative activity.

1. INTRODUCAO

O céncer é a segunda causa de morte no mundo, superada apenas pelas doencas
cardiovasculares (HERRERO et al, 2015). A terapia tradicional do cancer apresenta limitagdes devido
aos efeitos secundarios indesejaveis associados com os farmacos devido a ndo especificidade destes
para o tecido neoplasico (WICKI et al, 2015). A nanotecnologia tem sido abordada como alternativa
para superar as limitacdes da terapia tradicional. As nanoparticulas (NP) possibilitam a liberacdo de
farmacos e biomoléculas para o local desejado, superando as limitacdes de barreiras de membrana
(SIEGAL, 2013). Alguns parametros como tamanho da particula, forma e carga de superficie
desempenham um papel essencial na interacdo entre a particula e membranas bioldgicas e,
consequente, internalizacdo celular. Com o objetivo de aumentar a captacéo celular, foi realizada a
funcionalizacdo para tornar a superficie das nanoparticulas positiva, para isso, foi utilizada a
Polietilenoimina (PEI), essa funcionalizacdo pode ser utilizada como ferramenta para 0 aumento da
eficacia de farmacos quimioterapicos como o metotrexato (HUANG et al., 2010). Neste contexto, o
objetivo deste trabalho consiste na obtencdo e caracterizacdo de nanoparticulas catibnicas de PLA,
para incorporacdo do metotrexato, com a finalidade de aumentar a eficacia antiproliferativa do MTX
em celulas tumorais, bem como reduzir a citotoxicidade em células normais.

2. MATERIAIS E METODOS

A obtencdo das nanoparticulas ocorreu através da técnica de emulsificacdo com evaporacao do
solvente. O tipo e concentracdo dos surfactantes foram estudados, sendo os surfactantes ndo-
poliméricos testados na faixa de 0,1 a 0,5% p/v, enquanto os surfactantes poliméricos foram testados
no intervalo de 0,25 — 2.0%w/v. A formulacao capaz de induzir a formacdo de particulas menores foi
selecionada para a funcionalizacdo catibnica com PEIl. A atividade antiproliferativa das
nanoparticulas foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) 2,5-
diphenil tetrazolium bromide) (MOSMANN, 1983), sendo utilizadas duas linhagens celulares, a
HEK-2937 (células renais ndo tumorais) e a 786-0 (células de adenocarcinoma renal).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o objetivo de observar o efeito da natureza do surfactante bem como do aumento de
sua concentragdo, estudos com diferentes surfactantes foram conduzidos. O menor didmetro
médio foi obtido com o Tween 80 (fig. 1), porém devido a ocorréncia de incompatibilidade entre
polietilenoimina e polissorbatos, optou-se por prosseguir os estudos com o Polaxamero 407
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(266,49 nm), o qual permitiu o segundo menor tamanho de particula entre os surfactantes
estudados.

500 . . . . . 20 400 T T T T 40
7 b0 L 30
4004 Lo 3 R 350 E\J\ §
% 3001 -10:% § 300+ [ %—
2 2004 \} -30§ Q 250 Lo %
-40
100 T T T ’—h T -50 200 T T T -10
PVA  P108 P407 T80 S 80 11 1:3 1:5
Surfactante Razao PEI:PLA (m/m)
Figura 1. Efeito do tipo de surfactante no didmetro Figura 2. Efeito da funcionalizagdo com PEI no
e potencial zeta das particulas. didmetro e potencial zeta das particulas.

A funcionalizacdo cationica das nanoparticulas foi realizada, utilizando diferentes razdes
PEI:PLA 1:1, 1:3 e 1.5 (Fig. 2), foi observado a mudanca do potencial zeta negativo (-34.56 + 8.56
mV) para positivo em todas as concentracfes de PEI testadas. A razdo PEI:PLA de 1:5 selecionada
para 0s estudos posteriores.

2001 B NP

= NP+ PEI
=" ar

150 I NP + MTX

NP + PEI + MTX

100

Viabilidade Celular (%)

24H 48H 24H 48H

HEK 293T 786-0

Figura 3. Viabilidade celular (%) em 24 e 48 horas de nanoparticulas sem PEI (NP), nanoparticulas com PEI (NP+P
farmaco livre (MTX), nanoparticulas com MTX (NP+MTX) e nanoparticulas com PElI e MTX (NP+PEI+MTX)
linhagens de células normais (HEK 2937) e tumorais (786-0) de rim.

Como pode ser observado na fig.3, através de ensaios preliminares de MTT realizados nas
linhagens celulares normal e tumoral de rim, foi possivel observar que em 24 horas com todos 0s
sistemas testados ocorre pouca variacdo na viabilidade celular em ambas as células. Porém em 48
horas pode ser visualizado que o efeito do farmaco livre (MTX), ou seja, ndo encapsulado €
semelhante para os dois tipos celulares, enquanto que o efeito do farmaco encapsulado em
nanoparticulas € maior, principalmente na linhagem 786-0. A maior interacdo do MTX encapsulado
nas NP com as células tumorais pode ser explicada devido as alteragcdes que ocorrem na fisiologia
dessas células, sendo uma dessas modificagcbes o aumento dos receptores de folato em alguns tipos de
tumores, como o de rim (ASSARAF et al.,, 2014). Como o MTX é um farmaco antimetabdlito
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estruturalmente semelhante ao acido félico, um aumento na quantidade desses receptores possibilita
uma maior interacdo do MTX nas células tumorais. Observou-se ainda que houve maior atividade
antiproliferativa no sistema contendo nanoparticulas funcionalizadas (NP+PEI+MTX) quando
comparado ao sistema nao funcionalizado, o que contribui para a hip6tese de que a funcionalizagao
catidbnica aumenta a internalizagdo das particulas por parte das células tumorais (GONG; NGAI,
2013).

4. CONCLUSAO

Nanoparticulas de PLA-PEI contendo Metotrexato foram otimizadas e demonstraram ser
capazes de melhorar a eficacia do farmaco em células tumorais em ensaios preliminares em
culturas de células.
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RESUMO - O &cido barbatico (AB) é um metabdlito liquénico que apresenta diversas
atividades bioldgicas. Lipossomas furtivos sdo vesiculas lipidicas que direcionam e
controlam a liberacdo de farmacos. Esses carreadores sdo de facil obtencao,
biocompativeis, além de encapsular farmacos hidrofilicos e lipofilicos e também sao
utilizados pela possibilidade de modificar suas superficies para aumento de sua
especificidade. O objetivo desse trabalho foi avaliar a sobrevida de camundongos com
cancer, ap6s o tratamento com lipossomas furtivos contendo do &cido barbatico.
Material e Métodos: Lipossomas foram preparados pelo método de hidratacéo do filme
lipidico. Camundongos Swiss, machos, apds a inocula¢do do tumor, foram tratados com
uma dose de 20 mg/kg/dia durante 8 dias, por via intraperitoneal. O comportamento dos
animais foi monitorado durante e ap6s o tratamento e o tempo de sobrevivéncia
registrado. Resultados e discussdo: Lipossomas furtivos contendo acido barbatico foram
obtidos com diametro médio de 109.3+2.82 nm. Dentre os animais tratados com AB-LF,
20% sobreviveram até o décimo sétimo dia e 10% conseguiram resistir até o 20° dia.
Enquanto que o grupo de animais tratados com AB em suspensdo atingiu 100% de
mortalidade no 15° apés a inoculac¢do do tumor. Conclusdo: O uso de lipossomas furtivos
aumentou o tempo de sobrevivéncia destes animais quando comparado ao grupo de
animais tratados com acido barbético em suspensao.

Palavras chave: lipossomas furtivos; antitumoral; sobrevida, acidos liquénico

ABSTRACT - barbatico acid (AB) is a lichen metabolite that has several biological
activities. Stealth liposomes are lipid vesicles that directs and controls the release of
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drugs. These vesicles are easy to obtain, biocompatible, and encapsulate hydrophilic and
lipophilic drugs and are also used by the possibility of modifying their surfaces to
increase its specificity. The aim of this study was to evaluate the survival of mice with
cancer after treatment with stealth liposomes containing the acid barbatico. Materials
and Methods: Liposomes were prepared by lipid film hydration method. Male Swiss mice
after tumor inoculation, were treated with a dose of 20 mg / kg / day for 8 days
intraperitoneally. The behavior of the animals was monitored during and after treatment
and recorded the time of survival. Results and discussion: Stealth liposomes containing
barbatico acid were obtained with an average diameter of 109.3 + 2.82 nm. Among the
animals treated with AB-LF, 20% survived until the seventeenth day and 10% were able
to hold out until the 20th day. While the group of animals treated with AB suspension
reached 100% mortality after 15 after tumor inoculation. Conclusion: The use of stealth
liposomes increased the survival time of the animals when compared to the group of
animals treated with barbatico acid in suspension.

Keywords: liposomes stealthy; antitumor; survival, lichen acid

1. INTRODUCAO

O éacido barbatico (AB), um dos principais metabdlitos de Cladonia salzmannii
(liquen), possui atividades descritas na literatura, tais como: antimicrobiana, inibidor da cadeia
transportadora de elétrons, inibidor da sintese de leucotrieno B4(LTBa4) e citotoxica frente a diferentes
linhagens cancerigenas. Entretanto, existe uma limitacdo para o uso de alguns metabdlitos secundarios
como prototipo para novas moléculas bioativas, devido principalmente a sua baixa hidrossolubilidade
e seus efeitos toxicos (Edwardes et al., 2003; Martins et al., 2010).

Pesquisas tém buscado continuamente superar esses problemas através do desenvolvimento de
sistemas de liberacdo controlada de farmacos. Os lipossomas representam uma abordagem avancada
nesse contexto. Grande parte do interesse em explorar esses carreadores é devido as vantagens como a
facilidade de obtencdo, o seu tamanho e biocompatibilidade, a capacidade de encapsular farmacos
hidrofilicos e lipofilicos e ainda pela possibilidade de modificar suas superficies (Santos et al., 2006).

Polimeros, tais como polietileno glicol (PEG) podem ser inseridos na bicamada lipidica,
formando assim lipossomas furtivos, que demoram a ser reconhecidos pelo sistema imune,
prolongando a circulacdo sanguinea desses sistemas peguilados, o que pode melhorar a eficacia
terapéutica de muitas moléculas (Gabizon et al., 2012). Diante do exposto o objetivo deste trabalho foi
realizar um estudo de sobrevida de camundongos Swiss portadores do tumor Sarcoma-180, tratados
com &cido barbatico livre e encapsulado em lipossomas furtivos (AB-LF).

2. MATERIAL E METODOS

Camundongos Swiss, machos, (35-45)g de peso corporal, 50-60 dias de idade, foram divididos
aleatoriamente em trés grupos com 10 animais cada. Uma suspensdo de células Sarcoma 180 (5x10°
células/ml/animal) foi inoculado via subcutanea na regido axilar direita dos animais. Vinte e quatro
horas apds a inoculacdo do tumor, 0s animais receberam intraperitonealmente injegcdes diarias de AB
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em suspensdo ou lipossomas furtivos de acido barbatico a uma dose 20 mg/kg/dia durante 8 dias
(Santos et al., 2006). O grupo controle recebeu solucgdo salina. A suspensdo do AB foi preparada em
solucdo estéril de NaCl a 0,9% contendo Tween 80 a 0,05% (v/v). Os lipossomas furtivos foram
preparados pela técnica de hidratacdo do filme lipidico. O comportamento dos animais foi monitorado
durante e apds o tratamento e o tempo de sobrevivéncia registrado. Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica, Processo n° 23076. 050904/2011-69.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Vesiculas unilamelares pequenas (SUV) foram obtidas, a taxa de encapsulacdo do AB foi 95,15
+ 5,34%. O didmetro médio e o indice de polidisperséo das vesiculas foram 109.3+2.82nm (0.307). A
analise de sobrevivéncia dos camundongos com Sarcoma 180 revelou que o comportamento e 0S
achados clinicos foram preservados na primeira semana de tratamento, tanto no grupo controle quanto
nos grupos tratados com AB e AB-LF. A partir da segunda semana, 0s animais apresentaram pelos
ericados, reducdo dos reflexos, perda de peso e taquicardia e morte consequentemente.

Cinquenta por cento dos animais tratados com AB livre e 50% dos animais tratados
com o AB-LF morreram no décimo primeiro dia apds a inoculacdo do tumor. Contudo, 20% dos
animais tratados com AB-LF sobreviveram até o décimo sétimo dia e 10% conseguiram resistir até 20°
dia. O grupo de animais tratados com AB em suspensao atingiu 100% de mortalidade no 15° apds a
inoculacdo do tumor. No grupo controle, a taxa de mortalidade situou-se em 50%, 12 apos a
inoculacdo do tumor, atingindo 100% em 16 dias (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo da sobrevida de camundongos Swiss implantado com células do tumor ascitico
sarcoma-180 (5x10° cels/mL). Legendas: A (Controle- Solugdo salina), o (acido barbatico), e
(Lipossomas Furtivos contendo &cido barbético).

Estes resultados demonstram que o0s lipossomas apresentaram um boa eficiéncia de
encapsulacdo, sugerindo que tanto as proporcoes dos constituintes lipidicos quanto do polimero foram
eficientes. Além disso, o tamanho dos lipossomas (109.3+2.82nm) apresentou-se ideal para
administracdo parenteral. A formulacdo apresentou-se estavel, sem alteracfes significativas de pH,
tamanho de particula e aspecto macroscépico.
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De fato, a encapsulacdo do AB, em lipossomas furtivos, promoveu um aumento de 31,25% no
tempo de sobrevivéncia dos animais com tumor, comparado ao grupo tratado com a suspensao de AB.
Esse aumento de sobrevida pode ser pelo tempo de circulagdo do metab6lito, uma vez que 0s sistemas
furtivos demoram mais na circulacdo sistémica por demorarem mais a serem reconhecidos pelos
macréfagos do fagocitario mononuclear. Outra justificativa plausivel seria o fato de que a
encapsulacdo, além de aperfeicoar as propriedades farmacoldgicas da molécula, reduz sua toxicidade
para outros 6rgdos, contribuido assim para aumentar o tempo de sobrevivéncia do animal que esta
sendo submetido ao tratamento antitumoral.

4. CONCLUSAO

Alem de aperfeicoar a a¢do antitumoral do &cido barbatico, o encapsulamento do referido
composto também aumentou a tempo de sobrevivéncia dos animais quando comparado ao tratado com
AB em suspensao, cujo tempo de sobrevivéncia foi ligeiramente inferior ou grupo controle. Isso sugere
que a encapsulagdo em lipossomas furtivos promoveu uma reducdo da toxicidade extra-tumoral do
acido barbatico.
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RESUMO - Nanoparticulas biodegradaveis (NP) podem oferecer a possibilidade de
atravessar barreiras bioldgicas com maior facilidade e, consequentemente, direcionar
farmacos e biomoléculas para locais especificos. Tal caracteristica é vantajosa
especialmente no que diz respeito ao tratamento de tumores na terapia do cancer. O
objetivo deste estudo foi obter NPs de poli(acido latico-co-acido glicolico) (PLGA) com
superficie positivamente carregada e tamanho inferior a 100 nm. Apds a otimizacdo do
processo de obtencdo de NPs, a doxorrubicina (DOX), um antineoplasico amplamente
utilizado contra uma gama de tumores solidos, foi encapsulada, e uma eficiéncia de
encapsulacdo de 50% foi alcancada. A encapsulacdo do farmaco em NPs foi capaz de
prolongar sua liberacdo, como demonstrado pelo estudo de liberacéo in vitro. Estudos
preliminares realizados em linhagens de células normais e tumorais demonstraram um
aumento da eficacia do farmaco encapsulado em NPs, ao mesmo tempo em que houve
diminuicao de sua toxicidade em células normais.

Palavras-chave: internalizacdo celular, funcionalizacao, target, sistemas de liberacéo

ABSTRACT - Biodegradable nanoparticles (NP) may offer possibilities to overcome
biological barriers and to target specific sites, especially with respect to treatment tumors
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and cancer therapy. The aim of this study was to obtain poly (lactic acid-co-glycolic acid)
(PLGA) nanoparticles with surface positively charged with 100 nm undersized. After
optimization process of obtaining NPs doxorubicin (DOX), a highly potent antineoplastic
used against a wide spectrum of solid tumors, was encapsulated, and 50% encapsulation
efficiency was achieved. Encapsulation within NPs was able to extend drug release, as
demonstrated by the in vitro release study. Preliminary studies in normal and tumor cells
showed an increase in drug efficacy after encapsulated NPs in tumor cells while that
decreased toxicity in normal cells.

Keywords: cellular uptake, functionalization, target, drug delivery

1. INTRODUCAO

Nanoparticulas poliméricas tém a capacidade de proporcionar vantagens a diversas moléculas
de uso terapéutico, melhorando a sua eficacia e reduzindo seus efeitos colaterais. Sobretudo pela sua
capacidade em atravessar barreiras biologicas e direcionar essas moléculas para locais especificos.
Parametros tais como tamanho da particula, forma, e, especialmente, sua carga e composi¢cdo quimica
de superficie desempenham um papel essencial na interacdo entre a particula e membranas bioldgicas
e, consequente, internalizacdo celular (FOREST; COTTIER; POURCHEZ, 2015). Esse efeito pode se
constituir em uma ferramenta para o aumento da eficacia de farmacos quimioterapicos como a
Doxorrubicina. Desta forma, o presente estudo teve como objetivo obter nanoparticulas de PLGA
com a superficie positivamente carregada e testar sua capacidade em melhorar a eficacia da
Doxorrubicina.

2. MATERIAIS E METODOS

As nanoparticulas de PLGA foram obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo. Com o objetivo de
encontrar a melhor formulacdo com condicdes satisfatdrias de tamanho de particula e estabilidade
para a etapa de funcionalizacdo. Uma vez encontrada a melhor formulacdo, através de um estudo de
otimizacdo com diferentes surfactantes (Tween 80, Tween 85, Span 80, alcool polivinilico (PVA),
Poloxamer 188 e Poloxamer 407), foi realizado um estudo de funcionalizacdo com carga positiva,
para esta finalidade foi utilizada uma polietilenoimina (PEI) de alto peso molecular (25kDa) em
diferentes raz6es PEI:PLGA. Ap0s o processo de otimizacdo da producdo de NPs com carga positiva
foi feito um estudo de drug loading utilizando uma razdo de 1:10 farmaco:polimero com a
Doxorrubicina onde foi obtida uma eficiéncia de encapsulacdo de 50%, determinada por um método
indireto atraves de filtracdo/centrifugacdo de aliquotas em eppendorf com cut-off de 10kDa, sendo o
farmaco livre quantificado espectrofotometricamente no UV-Visivel a 500 nm. Um estudo de
liberacdo do farmaco foi realizado utilizando um dispositivo do tipo células de Franz. Estudos
preliminares de viabilidade celular foram realizados através do ensaio de MTT em células tumorais
(786-0) e normais (HEK-2937) de rim, com o objetivo de avaliar o aumento da eficacia da DOX em
celulas tumorais e diminuicdo da toxicidade em células normais.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o estudo de otimizacdo utilizando diferentes tipos de surfactantes, a formulacdo que
apresentou as melhores condi¢cdes de obtencdo foi o sistema contendo Poloxamer 188 como
surfactante na concentracdo de 1% (p/v), tendo sido portanto o sistema de escolha para o teste de
funcionalizagdo com carga positiva utilizando PEI. Apos testar diferentes razdes PEI:PLGA, a
razdo de 1:5 foi escolhida para dar continuidade aos estudos. Esta formulagdo apresentava
tamanho de particula de 159,25 nm + 2,34 e potencial zeta de -10,81 mV * 2,63 e ap0s
funcionalizagdo na razdo 1:5 PLGA:PEI houve uma diminuicdo do tamanho para 82, 22 nm %
5,96 e aumento do potencial zeta para 0,00 mV. A alteracdo de propriedades bem como tamanho
de particula e principalmente a mudanca de potencial zeta de negativo para neutro demonstram a
eficiente incorporacdo da polietilenoimina, tendo sido, por isto, alcangado o objetivo de
funcionalizar as particulas como demonstrado por Chatterjee et al (CHATTERJEE et al., 2014).
Apos a obtencdo de nanoparticulas PLGA-PEI procedeu-se com o estudo de incorporacdo do
farmaco utilizando a Doxorrubicina como farmaco quimioterapico modelo. Foi obtida uma
eficiéncia de incorporagdo de 50% utilizando uma razdo farmaco:polimero de 1:10, a qual foi
considerada satisfatoria de acordo com dados da literatura. O ensaio utilizando dispositivo de
células de Franz foi realizado com o objetivo de investigar o mecanismo envolvido na liberagédo
da DOX a partir de nanoparticulas de PLGA-PEI. Apos ajuste para modelos cinéticos, o0 modelo
que melhor se aplicou ao perfil apresentado foi 0 modelo parabdlico de difusdo, como pode ser
observado na figura 1A. Ocorre um burst effect motivado pelo farmaco que néo esté encapsulado,
mas adsorvido a superficie do sistema matricial ou por alterac6es que se verificam na estrutura do
sistema com consequente liberacdo imediata do farmaco seguido de uma fase mais lenta.
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Figura 1 — A) Perfil de liberacdo in vitro de Doxorrubicina a partir de nanoparticulas de PLGA-PEI
(m) e modelo parabdlico de difusio (o) (Md/Mww)/t = K,T%° + b) aplicado a0 mesmo sistema. B)
Viabilidade celular (%) em 24 e 48 horas de nanoparticulas sem PEI (NP), nanoparticulas com PEI
(NP+PEI), farmaco livre (DOX), nanoparticulas com DOX (NP+DOX) e nanoparticulas com PEI e
DOX (NP+PEI+DOX) em linhagens de células normais (HEK 2937) e tumorais (786-0) de rim.

Conforme demonstrado na figura 1B, através de ensaios preliminares de MTT realizado com
dois tipos de linhagens celular de rim, sendo uma normal (HEK 2937) e outra tumoral (786-0) foi
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possivel observar que, em 24 horas pouco efeito sobre a viabilidade celular de ambas as células é
observado. Porém em 48 horas é mais evidente que o efeito do farmaco livre (DOX), ou seja, ndo
encapsulado é semelhante para os dois tipos celulares, enquanto que o efeito do farmaco encapsulado
em nanoparticulas é discretamente menor em células normais (HEK 2937) e maior em células
tumorais (786-0). Sobre a toxicidade observada em células tumorais ainda € possivel observar que
ocorre maior morte celular no sistema contendo nanoparticulas com superficie carregada
(NP+PEI+DOX) quando comparado ao sistema ndo funcionalizado, o que corrobora com a hipétese
de que a funcionalizacdo com carga positiva aumenta a internalizacdo das particulas por parte das
células tumorais (GONG; NGAI, 2013; SHI et al., 2014).

4. CONCLUSAO

Nanoparticulas de PLGA-PEI contendo Doxorrubicina foram obtidas e se demonstraram
capazes de prolongar o tempo de liberagdo do farmaco e, em ensaios preliminares em culturas de
células, melhorar a eficacia do farmaco em células tumorais e diminuir a toxicidade em células
normais.
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RESUMO — Nanoparticulas de poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA) sdo carreadores
de substancias que tem se mostrado promissor para o delineamento de sistemas de
liberacdo modificada de farmacos e biomoléculas. O objetivo deste estudo foi obter
nanoparticulas de PLGA com superficie positivamente carregada e tamanho inferior a 200
nm a partir da técnica de nanoprecipitacdo. Durante a otimizacgdo utilizou-se poloxamero
407 como surfactante para estabilizar as nanoparticulas e polietilenimina como agente
catibnico funcionalizante. Esta etapa foi capaz de obter nanoparticulas com tamanho
inferior a 150 nm e potencial zeta em torno de +40 mV. A proteina modelo utilizada para
incorporacdo no sistema foi a albumina sérica bovina em solu¢cdo tampao com pH 5,5.
Apds o periodo de adsorcdo da proteina, a quantificacdo foi obtida de forma indireta e 0s
sistemas de nanoparticulas apresentaram eficiéncia de adsorcéo superior a 95%.

Palavras-chaves: Funcionalizacéo; albumina; sistema de liberacdo modificado.

ABSTRACT - Poly (lactic-co-glycolic acid) (PLGA) nanoparticles are carriers that have
shown promise delivery system for drugs and biomolecules. The aim of this study was to
obtain PLGA nanoparticles with positively charged surface and small size less than 200 nm
for nanoprecipitation technique. During the optimization, poloxamer 407 was used as
surfactant to stabilize the nanoparticles and polyethylenimine as a cationic functionalizing
agent. This step was able to obtain nanoparticles with size below 150 nm and zeta potential
about +40 mV. The model protein used for incorporation in the system was bovine serum
albumin (BSA) in phosphate buffered saline pH 5.5. After the adsorption period, the protein
quantification was indirectly obtained and nanoparticle systems showed higher adsorption
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efficiency of 95%.
Keywords: functionalization; albumin; Modified release system.

1. INTRODUCAO

O avanco no estudo de nanoparticulas (NPs) a partir de biomateriais tém mostrado
compatibilidade e biodegradabilidade de alguns polimeros utilizados em dispersdes coloidais
para vetorizacdo, liberagdo sitio-especifica, aumento da estabilidade, solubilidade e
permeabilidade de moléculas bioativas em barreiras bioldgicas (Beck-Broichsitter et al., 2010).
As nanoparticulas possuem capacidade de ter sua superficie funcionalizada adicionando carga
positiva promovendo a particula um comportamento de sistemas furtivos e apresentarem facil
internalizacdo celular por endocitose (Wu et al., 2012). A albumina sérica é a proteina mais
abundante no sangue e possui importante papel fisiologico. A albumina sérica bovina (BSA) é
homdloga e possui estrutura tridimensional semelhante a albumina sérica humana. Considerando
essa relevancia bioldgica, a BSA é constantemente utilizada como proteina modelo na interagédo
de biomoléculas em sistemas de liberacdo modificada (Hao et al., 2016). Este estudo teve como
objetivo preparar nanoparticulas catiénicas por nanoprecipitacdo para adsorcao de albumina.

2. MATERIAIS E METODOS

As NPs de PLGA foram obtidas pela técnica de nanoprecipitacdo. Nesse método, uma fase
orgénica, contendo o polimero e o agente funcionalizante dispersos em acetona, é adicionada a
uma fase aguosa contendo surfactante. Para otimizar a obtencdo dessas NPs, foi necessario
encontrar a melhor formulacdo com condices satisfatérias de tamanho de particula e estabilidade
para a etapa de funcionalizacdo. A concentracdo do polimero foi variada entre 0,25-1,25% (p/v) e
foi utilizado poloxamero 407 como surfactante, também em diferentes concentragdes variando de
0,25-2,00% (p/v). Para realizar a funcionalizagdo catidbnica das NPs foi utilizada uma
polietilenimina (PEI) de alto peso molecular (25kDa) em diferentes razées PEI:PLGA. Apds o
processo de otimizacdo da produgdo de NPs com carga positiva foi feita a eficiéncia de adsorc¢ao
da albumina adicionando 0,5 e 1,0% (p/v), em relacdo a massa do polimero, de uma solucdo da
proteina a 1 mg/ml. A eficiéncia de adsorcdo (EA) foi verificada através da BSA quantificada
apos centrifugacdo dos sistemas a 16.900g a 4°C por 30 minutos. Em seguida sobrenadante foi
removido e submetido a analise de proteinas usando o Kit de Ensaio de Proteina BCA através do
método 4&cido bicincroninico. Todos o0s sistemas tiveram tamanho de particula, indice de
polidispersdo e potencial zeta verificados através da técnica de espalhamento de luz dindmica
(DLYS).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante a obtencdo das NPs, foi necessério verificar a influéncia das concentracGes
de polimero e surfactantes utilizadas na formulacdo. O tamanho de particula em funcdo da
variacdo da concentracdo de polimero, fixando a concentracdo de poloxamero 407 em 0,25%,
ficou em uma faixa de 130-190 nm. O tamanho das particulas aumenta proporcionalmente ao
aumento da concentragdo do polimero. Esse efeito € atribuido ao aumento da viscosidade da
fase organica onde a resisténcia na transferéncia de massa leva a difusdo lenta do solvente na
fase aquosa e consequentemente a formacdo de gotas maiores durante a adicdo da fase (de
Oliveira et al., 2013). A concentracdo de 0,75% de polimero foi escolhida para ser fixada
durante a variacdo do surfactante. Durante o efeito no tamanho da particula, com a variacdo
das concentracdes do surfactante, é possivel observar um aumento linear do didmetro da
particula e pode ser explicado devido ao acimulo de moléculas de poloxdmero ao redor da
particula nas primeiras etapas do processo de nucleacdo. A formulacdo com melhores
parametros foi a que a concentragdo de polimero foi de 0,75% e 0,5% de poloxamero 407
que foram capazes de obter um sistema com didmetro de 99nm. A etapa seguinte consistiu na
funcionalizacdo, atribuindo carga positiva a superficie das NPs. O agente funcionalizante,
polietilenimina (PEI), foi adicionada a fase organica em razBes crescentes da massa do
polimero. O efeito da PEI no tamanho da particula é indicado através de um discreto aumento
das NPs, uma vez que a PEI utilizada possui alto peso molecular agregando maior massa
polimérica na nucleacdo das NPs. A medida que a razdo aumenta, o potencial zeta aumenta
proporcionalmente, indo de 0-48 mV. Uma vez que a PEI participa da nucleagéo das NPs, as
aminas livres desse composto promovem um self-assembled da superficie deixando-a
catibnica (Shabanian et al., 2015). A razdo de PEI:PLGA 1:5 foi utilizada para a etapa de
incorporagdo da albumina no sistema. Para a adsor¢do da proteina na superficie das NPs, foi
necessario diluir a suspensio coloidal preparada em razdes de 1:2 e 1:4 (NPs:Agua) utilizando
agua ultrapura. As concentrac@es utilizadas da solucdo de BSA a 1 mg/mL foram de 0,5% (p/v)
e 1,0% (p/v) em relagdo a massa do polimero. A solucdo de proteina foi titulada nas
suspensdes coloidais sob agitacdo magnética de 700 rpm no periodo de 5 horas a 20°C.

Tabela 1 — Caracterizagdo fisico-quimicas de NPs catidnicas com adsorcdo de BSA.

Suspencgdes

e S Diametro indice de Potencial
COI?&IdPT:S;éLu;)d as Médio (nm) Polidisperséo Zeta (mV) EA (%)
158,3 £ 0,3 0,073 £0,01 26,70 £7,3 -
159,4 + 16,1 0,095 + 0,01 1497+27 96,4+04
167,3+0,9 0,102 £ 0,01 18,66 +12,7 95405
165,4 + 16,5 0,071 £0,01 20,61 £5,5 -
170,1+1,3 0,037 £0,03 2191+115 97,4+£0,3
164,3+4,4 0,117 £0,03 1855+46 97,8+£0,5
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Apds a diluigdo dos sistemas coloidais, os tamanhos de particula dos sistemas tiveram um discreto
aumento, como mostrado na tabela 1. Este efeito € esperado ja que a proporcdo de surfactante
necessario para estabilizar as NPs muda com a diluicio em &gua. O indice de polidisperséo
indica uma homogeneidade na populacdo das NPs ja que os valores foram menores que 0,2. Houve
também uma alta EA da BSA uma vez que 0s grupamentos negativos dos aminoacidos da
albumina foram capazes de interagir com as aminas livres da PEI, ancorando a proteina na
superficie da particula (Bekale et al., 2015). As NPs continuaram catidnicas mesmo ap0s adsor¢ao
da albumina, o que sugere uma alta densidade de carga positiva capaz de interagir com membranas
celulares, sendo esse o foco de estudos posteriores.

4. CONCLUSAO

As nanoparticulas catidnicas com adsor¢do de albumina foram obtidas com sucesso. O
tamanho de particula dos sistemas se mantiveram menores que 175 nm, potencial zeta em torno
de +20 mV e eficiéncia de adsorgéo superiores de 95%.
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RESUMO- Momordica charantia L, conhecida popularmente como meldo-de-S&o-
Caetano, apresenta diversas propriedades terapéuticas como anti-inflamatoria,
cicatrizante, hipoglicemiante, antiviral e antitumoral. O objetivo do trabalho foi
realizar a caracterizacdo fisico-quimica do p6 de Momordica charantia L.. O
material botanico foi coletado, lavado e triturado. A reparticdo granulométrica foi
realizada utilizando malhas: 28, 65, 100 e 170 mesh. Foi realizada a determinagdo
de umidade por utilizagdo de radiagdo infravermelha e a determinagdo do residuo
nao volatil (cinzas totais). No estudo termoanalitico foi realizado termogravimetria
(TG) e termogravimetria derivada (DTG). As curvas TG/DTG foram obtidas na faixa
de temperatura entre 25 e 600°C. Na granulometria do po, concluiu-se que o pé desta
planta como sendo um pé semifino. A média do valor obtido da perda por dessecacao
foi de 9,39%, Apds a calcinagdo das amostras, a média do valor obtido foi de
12,94%. As curvas TG/DTG, evidenciaram a perda de dgua superficial ou compostos
volateis entre 25 e 105°C. Apoés a desidratacdo, a curva DTG mostrou uma perda de
massa de 36%. Os resultados obtidos contribuem para a determinacdo de
especificagbes com uniformidade, qualidade e padronizagdo de uma futura
monografia farmacopeica de Momordica charantia L.

Palavras-chave: Meldo-de-Sao-Caetano; propriedades terapéuticas; monografia.

ABSTRACT — Momordica charantia L, popularly known as Mel&o-de-Sao-Caetano,
has several therapeutic properties such as anti-inflammatory, healing, hypoglycemic,
antiviral and antitumor activities. The aim of this study was
to physicochemically characterize the powder of Momordica charantia L. The
botanical material was collected, washed and ground. The particle size distribution
was performed using sieves of 28, 65, 100, and 170 mesh. Infrared radiation was
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used for moisture determination and the analysis of non-volatile residue (ashes). For
the thermoanalytical study, thermogravimetry (TG) and derivative thermogravimetry
(DTG) curves were obtained within the temperature range of 25 to 600 °C. In
the particle size analysis, it was concluded that the powder of the plant is a semi-fine
powder. The average value obtained from the loss on desiccation was 9.39%. After
calcination of the samples, the average value obtained was 12.94%. The TG/DTG
curves showed a loss of surface water or volatiles between 25 and 105 °C. After
dehydration, the DTG curve showed a mass loss of 36%. The results contribute to
the determination of specifications with uniformity, quality and standardization of
future pharmacopeial monograph of Momordica charantia L.

Keywords: Meldo-de-Sao-Caetano; therapeutic properties; monograph.

1. INTRODUCAO

A Momordica charantia L é uma planta medicinal pertencente a familia Curcubitaceae,
também conhecida como Mel&o-de-S&o-Caetano, classificada como herbacea rasteira, que
apresenta muitos ramos, flores amarelas-palidas ou brancas, cresce em éreas topicais da Asia,
Amazonia, Oeste Africano e no Caribe (Cordeiro et al., 2010).

E muito utilizada na medicina popular de paises em desenvolvimento como Brasil, China
e Colémbia, apresentando diversas atividades terapéuticas para tratamento de diabetes,
parasitoses intestinais, célculos renais, colicas e grandes propriedades antiinflamatdria, anti-
séptica, antidiarréica, cicatrizante, hipoglicemiante, antibacteriana, antiviral, antitumoral, e
abortiva (Cordeiro et al., 2010; Raina et al., 2016).

Ultimamente vem se tornando cada vez mais reconhecida pelo seu potencial terapéutico,
sendo necessaria sua caracterizacdo fisico-quimica para o conhecimento de suas caracteristicas,
estudo de suas atividades farmacologicas, bem como determinar sua estabilidade visando
comprovacdo a validade do seu uso popular.

Nesse contexto, o trabalho tem o objetivo de realizar a caracterizacdo fisico-quimica do
p6 de Momordica charantia L.

2. MATERIAL E METODOS

Material

O material botéanico foi coletado em abril de 2016, no municipio Paulista, Pernambuco — Brasil.
Uma exsicata da espécie foi identificada no Instituto Agronémico de Pernambuco (n° registro
91411).

Métodos

Apos a coleta, o material vegetal fresco (partes aéreas - caules e folhas) foi lavado
com agua e aspergido com alcool etilico a 70%. Momordica charantia L foi colocada em
estufa de ar circulante, durante sete dias, a temperatura mantida entre 40 e 452C (Oliveira
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etal., 1991). Apos a retirada do material vegetal da estufa, este foi triturado em moinho de
facas, obtendo-se pé seco.

A reparticdo granulométrica foi realizada, segundo a Farmacopéia Brasileira 5 ed. Os
tamises foram utilizados com as seguintes malhas: 28, 65, 100 e 170 mesh, equivalentes a 590,
210, 150 e 90 pum, respectivamente.

O equipamento para determinacdo de umidade por utilizacdo de radiacao infravermelha é
composto por uma balanca que possui acoplada uma fonte da radiacdo. Para a realizacdo da
analise, uma aliquota da amostra foi colocada em um prato de aluminio previamente tarado. O
conjunto prato de aluminio mais aliquota da amostra foi levado a balanga, e a massa inicial foi
registrada. Em seguida fez-se incidir a radiacdo sobre a amostra, e a massa foi registrada até obter
0 peso constante. Essa analise foi realizada em triplicata.

A determinacgéo do residuo ndo volatil (cinzas totais) do p6 de Momordica charantia L foi
realizada de acordo com o que preconiza a Farmacopeia Brasileira 52 ed.

O estudo termoanalitico de Momordica charantia L foi realizado utilizando
termogravimetria (TG) e termogravimetria derivada (DTG). As curvas TG/DTG foram obtidas na
faixa de temperatura entre 25 e 600°C, utilizando termobalanga modelo TGA 60 da marca Shimadzu,
sob atmosfera dinadmica de ar (50 mL min™), razo de aquecimento de 10° C.min, utilizando cadinho
de platina contendo massa de amostra em torno de 6 mg. Para avaliar a influéncia da razdo de
aquecimento sobre a decomposigdo térmica das amostras, foram utilizadas razGes de aquecimento de
50 - 10 - 15 - 20°C min®. A calibracdo do instrumento foi verificada antes dos ensaios e
empregando-se um padrdo de oxalato de célcio monoidratado, conforme norma ASTM (The
American Society for Testingand Materials, 1993).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacéo da Granulometria do P6

Na granulometria do p6 de Momordica charantia L, na malha de 210 um obteve-se um
percentual de retencdo de particulas de 67,76%, caracterizando o p6 de Momordica charantia L
como sendo um po semifino de acordo a classificacdo da Farmacopéia Brasileira 5 ed.

A distribuicdo granulométrica de drogas vegetais determina a superficie de contato
disponivel para interacdo com o solvente utilizado na obtencdo do derivado vegetal. E um
parametro preliminar importante para a escolha do processo extrativo e do solvente adequado,ja
que influencia diretamente na eficiéncia do processo extrativo (Silva et al., 2016; Migliato et al.,
2007).

Determinacdo de Perda por Dessecacdo e Cinzas Totais

A média do valor obtido da perda por dessecacdo em balanca de infravermelho de
Momordica charantia L foi de 9,39%, apresentando-se de acordo com a Farmacopéia Brasileira
V ed., na qual este resultado pode variar de 8 a 14%. Esta determinagdo € importante para o
controle microbioldgico, pois, excesso de agua na droga vegetal favorece o crescimento de
fungos e bactérias, podendo também levar a hidrélise dos constituintes (Sharapin, 2000).

Teor de cinzas totais € o valor que determina o teor de silica, principalmente areia e terra
silicea presente na droga (Sharapin, 2000). Apds a calcinacdo das amostras, a média do valor
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obtido foi de 12,94%. O valor aceitavel no teor de cinzas totais da Momordica charantia L ainda
ndo foi estabelecido em nenhuma monografia.
Perfil termoanalitico

As curvas, TG/DTG e DTA do p6 de Momordica charantia L. obtidas com razdo de
aquecimento de 10°C minl, em atmosfera dindmica de Nz e ar (50 mL min1),
respectivamente evidenciaram eventos térmicos que correspondem as perdas de massa
indicadas nas curvas TG/DTG e estdo de acordo com aqueles apresentados na curva DTA.

As curvas TG/DTG, obtidas em atmosfera de ar, evidenciaram que a perda de agua
superficial ou compostos volateis entre 25 e 105°C (Am = 6,5%). Ap0s a desidratacdo, a curva
DTG mostrou uma perda de massa entre 270 e 340°C com Am = 36%, que estd associada a
decomposicao térmica. Acima da temperatura de decomposicdo pode-se observar a presenca de
material residual, sugerindo-se a presenca de cinzas que corresponde aos sais minerais ou
impurezas contidas na amostra.

Ja as curvas TG ndo evidenciaram qualquer modificagdo quanto ao perfil
termoanalitico, observando-se apenas o deslocamento dos eventos para temperaturas mais
altas com o aumento da razdo de aquecimento. Portanto, qualquer razao de aquecimento
entre 5 e 20°C min! podera ser utilizada para tais determinagdes; porém, a razdo de
aquecimento de 10°C min! foi escolhida por ser mais usual e ndo envolver um excessivo
tempo de medida nos trabalhos de termogravimetria.

4, CONCLUSAO

Os dados obtidos por perda por dessecacdo, determinagdo de cinzas totais e granulometria
contribuem para a determinacdo de especificagcfes de uma futura monografia farmacopeica de
Momordica charantia L.

Os métodos termoanaliticos mostraram-se importantes para caracterizacdo do po da
Momordica charantia L e estes ensaios poderiam ser incluidos no protocolo de identificacdo e
caracterizacao de extratos vegetais.
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PRODUCAO E AVALIACAO DA EFICIENCIA DE SONDAS DE
MICRODIALISE: UMA ABORDAGEM DE PLANEJAMENTO
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RESUMO - As sondas de microdialise sdo inseridas em diversos 6rgaos do corpo, tanto
em animais como em humanos. Apresentam uma membrana semipermeavel que, atraves
do fendbmeno da difusdo passiva de pequenas moléculas, sem a perda de fluido
fisiologico. Este trabalho diz respeito a producéo de sondas de microdialise cerebral e
avaliacdo da sua eficiéncia de recuperagdo in vitro comparando com uma sonda
comercial através de planejamento experimental. As sondas feitas em laboratorio
possuem um custo de fabricacdo muito abaixo do valor empregado para a compra de
uma sonda comercial, pois 0os materiais utilizados podem ser adquiridos facilmente no
mercado. 80% das sondas produzidas estdo aptas ao uso, com recuperacao em torno de
19% de acordo com os resultados apresentados. As sondas de laboratorio servem como
uma alternativa as sondas comerciais, no que diz respeito ao funcionamento, custos de
material para confeccédo e eficiéncia de recuperacdo. Isso enfatiza a possibilidade da
reducdo dos custos da técnica de microdialise, possibilitando que grupos de pesquisa
utilizem diferentes artificios para producéo dos seus proprios materiais de pesquisa com
qualidade.

Palavras chave: Eficiécia, calibracdo, planejamento experimental, liquido de perfuséo,
olanzapina

ABSTRACT - The microdialysis probes are inserted into various body organs, in animals
and humans. Have a semipermeable membrane, by passive diffusion phenomenon, allows
the passage of small molecules without loss of physiological fluid. This work is about the
production of brain microdialysis probes and evaluation of their in vitro recovery
efficiency compared with commercial probe recovery efficiency through experimental
design. Probes made in the laboratory have a cost of production below the value used for
the purchase of a commercial probe, because the materials used can be easily purchased
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in the market. 80% of probes are suitable for use, showing recovery of around 19%
according to the results presented here. Laboratory probes serve as an alternative to the
commercial probes, with regard to the operation, material costs for the manufacture and
recovery efficiency. This emphasizes the possibility of reducing the microdialysis cost;
enabling research groups use different devices to produce their own research materials
with quality.

Keywords: Efficiency, calibration, design of experiments, perfusion liquid, olanzapine

1. INTRODUCAO

As sondas de microdialise sdo constituidas por tubos (metélicos ou plasticos) de entrada do
liquido de perfuséo e tubo de saida para o dialisado. A membrana semipermeavel aparece na porgao
terminal entre esses tubos, e s@o constantemente perfundidas com o liquido de perfusdo. As sondas do
tipo concéntricas sdo utilizadas normalmente para estudos neuroquimicos, devido a regido cerebral ser
um tecido rigido, sendo a sonda de tamanho muito pequeno para garantir resolugdo espacial dentro de
uma area especifica. H4 uma grande dificuldade comum as essas sondas, que é a capacidade de
determinar a quantidade de molécula que pode ser recuperada pela membrana. Assim, € imprescindivel
0 entendimento da recuperacdo relativa, que significa a quantidade do farmaco em estudo no dialisado
coletado. Isso permite calcular a concentracéo real do farmaco no local de insercdo da sonda (Lietsche
et al., 2014). Este trabalho diz respeito a producdo de sondas concéntricas em laboratorio (SL) e
avaliacdo da sua recuperacdo in vitro comparando com a recuperacdo de sonda comercial (SC). A
producdo dessas sondas servira como uma alternativa as sondas comerciais, no que diz respeito ao
funcionamento, custos de material para confeccéo e eficiéncia de recuperacao.

2. MATERIAIS E METODOS

Materiais: Olanzapina lote: FOH200 United States Pharmacopeial Convention (Rockville, MD,
USA), cola ep6xi, agulhas hipodérmica, silica fundida, disco de corte, membranas de dialise, ponteiras
para micropipetas.

Procedimento para confeccdo de sondas:

1. As tubulacdes de entrada e saida no tamanho de 25 mm;

2. Duas unidades de silica de + 40 mm foram inseridas na tubulacdo de entrada e posicionadas
cerca de 5 mm para fora da extremidade;

3. A membrana de diélise foi inserida nas silicas do tubo de entrada;

4. A tubulacdo de saida foi unida a tubulacdo de entrada através de uma ponteira de micropipetas
e cola epoxi.

Recuperagdo in vitro das sondas de microdialise: A recuperagdo in vitro das sondas de laboratorio
(SL) foi realizada através de experimentos por dialise e retrodidlise. Um planejamento fatorial
composto central de face centrada foi elaborado e um modelo matematico foi desenvolvido a fim de
relacionar a resposta investigada (% de recuperacdo das sondas) com dois fatores (fluxo de perfuséo
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(1, 2 e 3 pL-min1) e concentracdo de solugdo de olanzapina (OLZ) (12,5, 25 e 50 ng-mL™)). Os
resultados da recuperacdo da SL e da sonda comercial (SC) CMA 12 foram comparados
estatisticamente através de teste t student. E as amostras foram analisadas através de método
desenvolvido e validado por CL-EM/EM em conformidade com a resolugdo n°27/2012.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Baseado nos resultados dos experimentos do planejamento fatorial supds-se que a relacdo entre
a resposta e os fatores investigados poderia ser representada por uma fungdo polinomial de segunda
ordem para constru¢do do modelo matematico através do método dos minimos quadrados. O primeiro
modelo quadratico mostrou que, no nivel de 95% confianca, o fluxo quadratico e a concentracdo linear
ndo foram considerados significativos, pois ndo apresentaram valor de p menor que 0,05. Baseando-se
no principio da parcimdnia, estes deveriam ser excluidos, porém, de forma a manter a hierarquia
matematica, o termo concentracdo linear foi mantido, visto que o termo concentracdo quadrética foi
considerado significativo (Barros Neto et al., 2010). O modelo foi ajustado e considerado adequado
para fazer previsOes e, a partir dele, obteve-se o grafico de superficie resposta conforme mostrado na
figura 1.
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Figura 1 — Grafico de superficie de resposta para 0 modelo.

Os resultados mostram que o fluxo e a concentracdo influenciam significativamente na
recuperacdo da sonda. No entanto, a literatura aponta que a recuperacdo de uma sonda ndo deve sofrer
variacdo com a concentracao, visto que no tecido in vivo a concentracdo do farmaco muda ao longo do
tempo (Aradjo, 2008). Porém, foi verificado que a resposta a 12,5 ng-mL™? e 25 ng-mL? ndo
apresentam diferencas estatisticamente significativas (t Student), como ja sugerido na superficie de
resposta (a regido amarela indicando mesma intensidade de resposta). Quando sdo comparadas com 50
ng-mL?, ha diferencas estatisticamente significativas (t Student), com aumento de recuperagio,
conforme evidenciado na superficie de resposta (intensidade de resposta passa para niveis de
vermelho). Assim, conforme a literatura de Nirogi e colaboradores (2012), numa dose de 3 mg-kg™ a
concentragdo maxima atingida de OLZ no dialisado é de 8,4 ng-mL™?, um valor que se encontra na
regido do grafico de superficie de resposta em que os resultados de recuperacdo séo estatisticamente
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semelhantes. Essa abordagem serve para estudos posteriores de microdialise cerebral da olanzapina em
animais.

Os experimentos de retrodidlise foram realizados a partir do fluxo que apresentou maior
recuperacdo na dialise (1uL-min™), nas concentragdes 12,5; 25 e 50ng-mL™ e a recuperagéo foi de
17,50%+2,98; 16,40%+3,27 e 23,06%=2,36; respectivamente. Esses valores foram maiores que por
dialise, no entanto apresentaram a mesma tendéncia, sem diferencas estatisticamente significativas (t
Student) entre as concentragdes de 12,5 ng-mL™ e 25 ng-mL™. E na concentracido de 50 ng-mL™,
houve diferenca estatisticamente significativa (t Student), com um aumento de recuperacdo. Baseado
na literatura, os valores de recuperacdo de diélise e retrodilise para drogas lipofilicas com log P entre
1 e 4 ndo sdo similares. E nos experimentos apresentados esses valores realmente diferem,
provavelmente devido a capacidade da OLZ, que é altamente lipofilica (log P 3,08), de adsorver nos
tubos do sistema de microdialise (Nirogi et al., 2012).

Os resultados da recuperagdo por dialise foram 19,27+10,11 (SC) e 19,42%=6,54 (SL). E na
retrodialise, os resultados foram 23,06£2,36 (SC) e 24,59+3,14 (SL). Comparando todos os valores,
pode ser observado que ndao houve diferencas estatisticamente significativas, no nivel de 95% de
confianga (t Student). Isto confirma que o uso de sonda de laboratério apresenta eficiéncia de
recuperacdo semelhante a uma sonda comercial.

4, CONCLUSAO

A utilizacdo do planejamento experimental possibilitou verificar que na recuperacgéo por dialise, o
fluxo e a concentracao influenciaram na eficiéncia da sonda de forma inversamente proporcional. A
recuperacdo por retrodialise € maior que por dialise para a OLZ. E pode ser comprovada que as sondas
de laboratorio apresentam a mesma eficiéncia de recuperacdo que as sondas comerciais, portanto,
podem ser utilizadas pelos laboratérios de pesquisa na producdo dos seus proprios materiais com
qualidade, reduzindo os custos da técnica de microdialise.
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RESUMO — Uma das grandes tendéncias dentro do setor de cosmeticos é a utilizacéo
de ingredientes derivados de plantas tendo como um dos principais beneficios a
prevencdo da perda do cacho e também a melhoria da densidade do cabelo. Por este
motivo, 0 presente trabalho teve como objetivo avaliar a estabilidade acelerada,
realizando analises de controles fisico-quimico e microbioldgico de uma formulacéo
cosmética umidificadora de cachos. Conforme o Guia de Estabilidade para
Cosmeticos, as amostras foram submetidas a aquecimento em estufa (40°C x 2°C),
resfriamento em refrigerador (5°C + 2°C), exposi¢cdo a radiagdo luminosa e ao
ambiente, por 90 dias. Os resultados obtidos mostraram que todas as amostras ndo
apresentaram alteracGes nos parametros de aspecto, cor e odor e encontraram-se
dentro dos intervalos padrdes quanto ao pH e viscosidade. Na avaliacdo do
crescimento microbioldgico, foi possivel observar que ndo houve crescimento de
aerobios, Escherichia coli/Coliformes fecais e totais e nem de Staphylococcus aureus.
Pode-se concluir que o produto possui propriedades fisico-quimicas e microbioldgicas
adequadas para sua finalidade de uso, assegurando a qualidade do produto.

Palavras-chave: Colageno natural. Estudo de estbailidade. Controle de Qualidade.

ABSTRACT - One of the major trends within the cosmetic industry is the use of
ingredients derived from plants having as one of the main benefits of loss prevention
and also improving hair density. For this reason, the present work had as objective to
evaluate the accelerated stability, carrying out analysis of physical-chemical and
microbiological controls of a cosmetic formulation humidifier curls. Followed by an
accelerated assessment (greenhouse heating (40°C + 2°C), cooling in refrigerator (5°C
+ 2°C), luminous radiation exposure and environment for 90 days) and evaluation of
microbiological contamination. The results obtained in the analysis of accelerated the
formulation of humidifier showed that all samples did not show changes in the
parameters of aspect, color and odor and were within the ranges as for pH and
viscosity standards. In assessing the microbiological growth it was possible to observe
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that there was no aerobic growth, Escherichia coli faecal coliform and total and/or
Staphylococcus aureus. It can be concluded that the product has physical and
chemical properties suitable for your intended use, ensuring the quality of the product.

Keywords: Natural collagen. Stability Study. Quality control.

1. INTRODUCAO

Diante da ideia de que as empresas tém buscado inovacdo por meio de seus produtos de
forma a torna-los personalizados para cada publico que se deseja atingir (Morais, 2012), é possivel
observar que o mercado de produtos capilares torna-se uma 6tima alternativa para as empresas que
apostam no quesito de segmentacdo de mercado.

Conhecendo, portanto, a grande tendéncia que é utilizacdo de ingredientes derivados de
plantas nas formulacbes cosmeticas, por apresentarem inumeros beneficios a utilizacdo da
biodiversidade na transformacdo em produtos (Cosmetics & Toiletries, 2012), dentre eles: a
prevencédo da perda do cacho e também a melhoria da densidade do cabelo, é possivel agregar esses
valores a um produto destinado aos cabelos cacheados, como o umidificador em estudo.

Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar a estabilidade acelerada da formulagédo de
um umidificador de cachos de uma indudstria de cosméticos de Pernambuco.

2. MATERIAIS E METODOS

As matérias-primas utilizadas para a manipulagdo do umidificador foram: alcool
cetoestearilico, 6leo mineral, metilisotiazolinona, fragrancia, DC 245®, DC 1411%®, glicerina,
propilenoglicol, cloreto de cetiltrimetilaménio, poliquatérnio — 7, tamariliz, Plantcol® e agua
deionizada.

Cada uma das amostras foi mantida durante 90 dias (analises nos tempos: T24h, T7, T30,
T60, T90 dias), sob condicdes ambientais diferentes: aquecimento em estufa (40°C + 2°C),
resfriamento em refrigerador (5°C + 2°C), exposicéo a radiacdo luminosa e a temperatura ambiente,
conforme o Guia de Estudo de Estabilidade para Produtos Cosméticos (2004).

Em relacdo a analise microbioldgica da amostra do produto, foi empregada a metodologia
disponivel na industria analisada, que consiste na avaliagdo microbiolégica por meio de Placas
3M™ Petrifilm™® para contagem de Aerdbios, Escherichia coli/Coliformes, de Leveduras e
Bolores e contagem de Staphylococcus aureus.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos nas analises da estabilidade acelerada da formulacdo do umidificador
capilar estdo descritas nas Tabelas 1 e 2 de forma mais simplificada.

A partir da interpretacdo dos resultados, verificou-se que as amostras que foram submetidas
a refrigeracdo e ao aquecimento por 90 dias mantiveram um padrdo médio de viscosidade dentro do
intervalo que foi determinado na estabilidade preliminar realizada inicialmente (5729,5-5093,9 +
317,79 e 5380,4-4216,1 £+ 582,09 mPa.s no gelo e degelo, respectivamente).

A amostra que ficou sujeita a radiacdo luminosa também apresentou uma média de
viscosidade (5272,33 £ 745,47 mPa.s) dentro dos intervalos determinados anteriormente.

Contudo, o que houve foi uma variacéo significativa no valor de pH médio (3,9 = 0,1) dessa
amostra, um pouco inferior ao que foi avaliado nas demais amostras da estabilidade preliminar.
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Esse fator é justificvel e aceito, pelo fato de que ndo se tem um controle fixo da temperatura em
que o produto foi submetido durante os trés meses de andlises, ja que a fonte de iluminagdo foi a
solar.

Sabendo-se, portanto, que a radiacdo luminosa afeta diretamente o produto, a exposicdo
durante um tempo tdo longo, pode sim alterar, de forma bastante intensa, ndo s6 o pH da
formulacdo, como também pode ocorrer a degradacdo dos componentes do produto, além de sua cor
e o odor.

Na avaliacdo microbioldgica do produto, também foram verificadas as caracteristicas de
crescimento microbiol6gico e foi possivel observar que ndo houve crescimento de aerdbios,
Escherichia coli/Coliformes fecais e totais e nem de Staphylococcus aureus em nenhuma das
amostras que foram analisadas referente a formulacdo do umidificador. As amostras apresentam-se
dentro dos limites de aceitacdo para a preparacdo de produtos cosméticos, conforme Resolucdo n°
481, de 23 de setembro de 1999.

Tabela 1 - Estabilidade acelerada do umidificador capilar quando submetido a refrigeracéo e
aquecimento em estufa por 90 dias

REFRIGERADOR (2- 8°Q ESTUFA (40°C)
Temy] Aspecto Cd Odo pH Viscosidade (mPg oH Viscosidade (mP3
TO C G C 4,5 4097,2 — 34,0% 4,5 4097,2 — 34,0%
T24k C C C 4,3 5348,6 — 44,5% 4,3 5051,7 — 58,7%
T7 C C C 4,2 4952,6 — 41,2% 4,1 5241,1 — 49,3%
T15 C C C 4,1 5053,5 — 42,2% 4,0 5611,1 44,99
T30 C G C 4,1 5536,5 — 46,0% 4,0 5865,1 — 48,8%
T60 C G C 4,2 5237,4 — 43,6% 4,2 5776,1 54,99
T90 C C C 4,1 4920,1 — 36,7% 4,0 5535,3 — 54,9%
MEDIA 4,2 5020,84 mPa.s 4,1 5311,08 mPa.s

DP 0,14 463,54 0,1§ 606,79

Legenda: C — Conforme; DP — Desvio Padrédo
Fonte: Dados da pesquisa

Tabela 2 - Estabilidade acelerada do umidificador capilar quando submetido a radiacdo luminosa e
ao ambiente por 90 dias

RADIACAO LUMINOS) AMBIENTE
Temy Aspecto Cd Odo pH Viscosidade (mPg oH Viscosidade (mP3
TO C C C 3,86 5711,7 -47,9 9 4.5 4097,2 — 34 %
T241 C C C 3,92 6616,7 — 53,4 Y 4,3 6548,4 —54,5¢
T7 C C C 4,0 5052,6 — 42,19 4,1 6232,3-51,9 ¢
T15 C C C 4,0 5571,4 — 46 % 4,2 6109,5-50,8 ¢
T30 C C C 3,85 4730,2 - 39,19 4,1 5392,3-41,9¢
T60 C C C 3,67 4734,1 — 39,3 Y9 4,2 4951,3-41,2 ¢
T90 C C C 4,0 4489,6 — 37,4 Y 4,0 5111,7—-42,59
MEDIA 3,9 5272,33 mPa.s 4,2 5491,81 mPa.
DP 0,13 745,47 0,11 860,01

Legenda: C — Conforme; DP — Desvio Padrdo
Fonte: Dados da pesquisa
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4. CONCLUSAO

Através dos testes realizados na estabilidade acelerada, foi verificada a estabilidade do
produto sob quatro condi¢cdes ambientais diferentes, prevendo-se assim o tempo de vida util do
produto (2 anos) e compatibilidade da formulacdo com o material de acondicionamento, sendo
necessaria a realizacdo do estudo de prateleira, para a confirmacgéo desse prazo de validade.

5. REFERENCIAS

BRASIL. (2004); Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria. Guia de Estudo de Estabilidade para
Produtos Cosméticos. v. 1

COSMETICS &  TOILETRIES.  Cosméticos  étnicos.  2012.  Disponivel  em:
<http://allchemy.ig.usp.br/estruturando/revistas/cet-83.html#artigo1>. Acesso em: 10 fev. 2016.
MORAIS, M.M.P. 2012. Cosmeticos étnicos: a segmentacdo do mercado de beleza para a mulher
negra. Mossord, RN, 2012. Trabalho de Conclusdo de Curso, Universidade do Estado do Rio
Grande do Norte, Faculdade de Filosofia e Ciéncias Sociais,59 p.

PLANTCOL®. Colageno vegetal. Disponivel em:
<file:///C:/Userss COMPUTADOR/Downloads/88_Plantcol%20Cabelo.pdf>. Acesso em: 13 fev.
2016.
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AREA DE SUBMISSAO: CONTROLE DE QUALIDADE E INDUSTRIA FARMACEUTICA —

CQ4

AVALIACAO DA ESTABILIDADE PRELIMINAR DE UM NOVO
PERFUME E DOADOR DE BRILHO CAPILAR

B.R

.S. de ALMEIDA!, W. T. VILELA!, K. R. de MELO?, F. S. L. do NASCIMENTO??, P. J.

R.NETOe R. M. F. da SILVA!

1 Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Saude, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas
2 Rishon Perfumes e Cosmeéticos do Brasil®, Recife, Pernambuco, Brasil,

E-mail para contato: karol_krmelo@hotmail.com

RESUMO - Nos ultimos anos, 0 setor de cosméticos tem apresentado um aumento
significativo na economia mundial e novos produtos sdo lancados no mercado
constantemente. Dentre eles, merece destaque o perfume para cabelos. Dessa forma,
realizou-se o estudo de estabilidade preliminar de um perfume capilar conforme o Guia
de Estabilidade para Produtos Cosméticos da ANVISA (2004), em parceria com uma
industria de cosméticos de Pernambuco. Foram manipulados sete LBs, contendo os
excipientes e concentracdes de acordo com os dados tedrico-praticos obtidos a partir de
documentos existentes na empresa e na literatura, além de modificacbes nas
concentracdes de alguns insumos integrantes da formulacdo. Apds a realizacdo do
controle fisico-quimico dos sete lotes, os LBs 1V e VI foram escolhidos como os melhores.
Com isso, durante o estudo da estabilidade preliminar, os LBs IV e VI, quando
submetidos a centrifugacdo, permaneceram aparentemente estaveis, ndo apresentaram
separacdo de fases ou turvacdo, sendo dispensavel a alteracdo das formulacdes. As
caracteristicas organolépticas ndo foram afetadas durante todo o ciclo gelo-degelo.
Estudos adicionais como testes de estabilidade acelerada e de prateleira, potencial de
toxicidade, de irritabilidade e de alergenicidade, deverdo ser realizados a fim de garantir
maior qualidade e seguranca para essa nova formulacéo.

Palavras-chave: Desenvolvimento Tecnoldgico. Estabilidade de Cosméticos. Industria
Cosmetica. Preparaces para Cabelo.

ABSTRACT- In recent years, the cosmetics sector has shown a significant increase in the
global economy and new products come on the market constantly. Among them, highlight
deserves perfume to hair. Thus, there was the study of primary stability of a capillary
scent as the Stability Guide to ANVISA Cosmetics (2004), in partnership with a cosmetics
industry of Pernambuco seven LBs were manipulated, containing the excipients and
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concentrations according to the theoretical and practical data obtained from documents
in the company and literature, as well as changes in the concentrations of some members
of the formulation inputs. After performing the physico-chemical control of seven lots, the
LBs IV and VI were chosen as the best. Thus, during the preliminary stability study, of the
LBs IV and VI, when subjected to centrifugation, apparently remained stable and showed
no phase separation or turbidity being dispensable changing the formulations. The
organoleptic characteristics were not affected during the freeze-thaw cycle. Additional
studies as accelerated stability testing and shelf potential toxicity and allergenicity of
irritability must be performed to ensure greater safety and quality for this new
formulation.

Keywords: Technological Development. Cosmetic Stability. Cosmetic Industry. Hair
Preparations.

1. INTRODUCAO

Alguns fatores principais podem estar relacionados ao crescimento consideravel na Industria
de Higiene Pessoal, Perfumaria e Cosméticos em todo o mundo, mas, em especial nos paises
emergentes nos Ultimos anos: busca constante por tecnologias inovadoras e, consequentemente, 0
desenvolvimento de novos produtos (Abihpec, 2014).

O perfume capilar € um dos destaques de produto inovador na area cosmética, que além de
prometer deixar os fios mais cheirosos, garante brilho. Este produto inovador tem o poder de
neutralizar odores externos, uma 6tima op¢éao para evitar o cheiro indesejavel de fumaca de cigarro e
até mesmo de gordura, proveniente de frituras, por exemplo.

Dessa forma, foi realizado o estudo de estabilidade de um perfume capilar em parceria com
uma industria de cosméticos de Pernambuco, para a garantia da qualidade e eficacia deste produto, a
fim de evitar possiveis riscos a satde do consumidor.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma pesquisa experimental, de natureza aplicada, e de abordagem quantitativa, que
foi realizada em uma industria de cosméticos de Pernambuco, apds 0 seu consentimento. Os insumos
utilizados para esta pesquisa foram: Acquasolv®, Renex®, alcool etilico de cereais, Irgasan DP 300®,
fluido DC 245®, fluido DC 556 e fragrancia. O Spray brilho perfumado Cuide-se Bem do Boticario®
(Lote POOST — Validade 06/2017) foi utilizado como referéncia.

Foram manipulados sete lotes de bancada (LBs) de 100g cada, contendo 0s excipientes e
concentracdes de acordo com os dados tedrico-pratico obtidos nos documentos existentes na empresa
e na literatura, fazendo-se modificagdes principalmente nas concentra¢fes do alcool etilico e dos
fluidos DC 245® e 556°.
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O controle fisico-quimico (aspecto, cor e odor) das formulacGes foi realizado e classificado
segundo os critérios estabelecidos pelo Guia de Estabilidade da ANVISA (BRASIL, 2004), e em
seguida, foram selecionadas as melhores formulagdes para serem submetidas ao teste de estabilidade
preliminar, sendo excluidos os LBs que apresentaram-se aparentemente instaveis, ou seja, com
separacao de fases. J& que a estabilidade das formulacdes é uma das caracteristicas primordiais para a
continuidade dos estudos de estabilidade.

Apbés um prévio desenvolvimento farmacotécnico dos LBs (enumerados em algarismos
romanos de | a VII), foram selecionados os melhores LBs para serem submetidos ao teste de
estabilidade preliminar de acordo com o Guia de Estabilidade para Produtos Cosméticos da ANVISA
(2004), em um periodo de 12 dias correspondente a seis ciclos gelo-degelo (5+2°C e 40+2°C, por 24
horas cada um). Sendo avaliados os seguintes parametros: centrifugacdo (3000 rpm, 30 minutos, trés
ciclos), caracteristicas organolépticas, teor alcodlico e densidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando submetidos a centrifugacdo os LBs IV e VI, ndo apresentaram separacao de fases ou
turvacdo, sendo dispensavel a alteracdo das formulagdes. Foi verificado que as amostras submetidas
ao teste permaneceram aparentemente estaveis, com caracteristicas organolépticas compativeis as
apresentadas pela amostra de referéncia (aspecto de solucdo limpida, incolor e odor caracteristico).

Houve uma pequena oscilagdo nos valores de teor alcodlico no decorrer dos dias do teste,
sendo a temperatura e umidade de armazenamento fatores justificaveis para essa situacdo. Quanto a
densidade, as amostras dos LBs IV e VI, apresentaram pequenas varia¢6es, contudo, permanecendo
dentro da variacdo maxima (5%) sugerida pela Farmacopéia Brasileira, 5% edi¢cdo. A amostra do LB
VI apresentou valores de densidade um pouco maior do que os valores da amostra do LB 1V, podendo
estar relacionado ao aumento na concentracdo do componente Cyclopentasiloxane em sua
formulacéo.

As amostras dos LBs IV e VI, em todo o periodo do teste, apresentaram pequenas variacdes na
densidade, ndo havendo diferenca significativa, e se mantendo estdvel quanto a esse parametro,
conforme os valores de densidade obtidos na Tabela 1.

A Farmacopéia Brasileira 52 edi¢do sugere uma variacdo maxima de apenas 5% em relacao a
esses resultados (Brasil, 2010). As amostras do LB VI apresentaram valores de densidade um pouco
maior do que os valores das amostras do LB IV, e isto pode esta relacionado a um aumento na
concentracdo do componente DC 245® em sua formulagdo. No entanto, esta alteracdo n&o
foi satisfatoria para indicar se este fator promoveu instabilidade dessas amostras.

Tabela 1 - VValores médios de densidade (g/mL) dos Lotes de Bancada IV e VI durante a estabilidade
preliminar.
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e

Dias LB IV LB VI
1° 0,8142 + 0,0010 0,8219 + 0,0032
2° 0,8157 +0,0010 0,8226 + 0,0032
3° 0,8172 +0,0010 0,8243 + 0,0032
4° 0,8157 +0,0010 0,8211 + 0,0032
5° 0,8144 + 0,0010 0,8221 + 0,0032
6° 0,8156 + 0,0010 0,8231 + 0,0032
7° 0,8169 + 0,0010 0,8240 + 0,0032
8° 0,8160 + 0,0010 0,8238 + 0,0032
9° 0,8145 + 0,0010 0,8221 + 0,0032
10° 0,8149 + 0,0010 0,8214 + 0,0032
11° 0,8157 +0,0010 0,8225 + 0,0032
12° 0,8172 +0,0010 0,8215 + 0,0032

VAR 0,0012 0,0039

Legenda: LB — Lote de Bancada; VAR - Variancia
4. CONCLUSAO

As formulacGes mostraram-se estaveis em relacdo ao teste de estabilidade preliminar, mas testes
de estabilidade acelerada e de prateleira, potencial de toxicidade, de irritabilidade e de alergenicidade
dessas novas formulacdes deverdo ser desenvolvidos em breve.
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AREA DE SUBMISSAO: CONTROLE DE QUALIDADE E INDUSTRIA FARMACEUTICA —
CQ5

CARACTERIZACAO TERMICA DO METIL P-CUMARATO POR
DSC,DTAETG
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RESUMO - O metil p-cumarato é amplamente pesquisado quanto a sua atividade
bioldgica, mostrando-se um forte candidato a novo farmaco, porém sdo escassos na
literatura dados sobre suas caracteristicas fisico-quimicas. Desta forma, este trabalho
tem como objetivo a caracterizacdo térmica deste composto por meio das técnicas TG,
DTA e DSC. As curvas TG/DTA foram obtidas em termobalanca modelo TGA-60H da
Shimadzu, faixa de temperatura de 25-900 °C, as curvas DSC foram obtidas no
calorimetro Shimadzu modelo DSC-60, faixa de temperatura 25-500 °C, ambas sob
atmosfera de nitrogénio 100 mL/min, nas razbes de aquecimento de 2,5; 5; 10; 20 e 40
°C/min. O metil p-cumarato apresentou nas curvas DSC, TG, DTA ponto de fusdo em
entre 121 e 142 °C e estabilidade térmica até 180 °C.

Palavras chave: Acido p-cumarico, analise térmica, novo farmaco.

ABSTRACT - The methyl p-coumarate is widely researched as to its biological activity,
showing a strong candidate for the new drug, but are scarce in the literature data on
physico-chemical characteristics. This way, this work aims the thermal characterization
of this compound by means of techniques TG, DTA and DSC. The TG/DTA curves were
obtained in thermobalance model TGA-60 h Shimadzu, temperature range 25-900° C,
DSC curves were obtained in Shimadzu model DSC-60 calorimeter, temperature range
25-500° C, both under nitrogen atmosphere 100 mL/min, the reasons heating 2.5; 5; 10;
20 and 40° C/min. The methyl p-cumarato presented in the curves DSC, TG, DTA fusion
in between 121 and 142° C and thermal stability up to 180° C.

Keywords: P-coumaric acid, thermal analysis, new drug.
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1. INTRODUCAO

O metil p-cumarato é obtido a partir da esterificacdo do &cido p-cumarico por adicdo de um
grupo metil (Guzman, 2014). Este ester tem sido amplamente pesquisado quanto a suas atividades
bioldgicas, sendo relatada atividade despigmentante, anti-oxidante, anti-tumoral, anti-adipogénica,
anti-inflamatoria e antimicrobiana (Kubo et al., 2004; Kwon e Kim, 2003; Guzman, 2014; Lee et al.,
2013; Vo et al., 2014). Entretanto sdo escassos na literatura dados sobre suas caracteristicas fisico-
quimicas e estabilidade, sendo necessario estudos que fornecam subsidios seguros e confiaveis para o
controle de qualidade da matéria- prima isolada como para futuras formulagdes.

Desta forma, a aplicabilidade das analises térmicas se da por avaliar as propriedades fisico-
quimicas de uma amostra quando submetidas a um programa controlado de temperatura, um
aquecimento e/ou resfriamento (ICTAC, 2014). Entre as técnicas termoanaliticas mais utilizadas sdo a
Termogravimetria (thermogravimetry — TG) que avalia a perda de massa da amostra em fungédo da
temperatura e/ou tempo, a Analise Térmica Diferencial (Differential Thermal Analysis — DTA) avalia
a diferenca de temperatura entre a amostra e um material de referéncia termicamente inerte, ao passo
que a Calorimetria Exploratoria Diferencial (Differential Scanning Calorimetry — DSC) mede as
alteracdes de energia entre a amostra e uma referéncia (lonashiro, 2004).

2. MATERIAIS E METODOS
Amostras

As amostras de metil p-cumarato foram sintetizadas no laboratério de quimica farmacéutica, da
Universidade Federal da Paraiba.

Analise térmica

As curvas TG/DTA foram obtidas em uma termobalanga modelo TGA-60H da Shimadzu, faixa
de temperatura de 25-900 °C, sendo utilizado 5 mg de amostra em cadinho de alumina. Os dados de
calorimetria exploratoria diferencial foram obtidos em calorimetro Shimadzu modelo DSC-60A, faixa
de temperatura 25-500 °C, utilizando 2 mg de amostra em cadinho de aluminio selado. Ambas as
técnicas foram realizadas sob atmosfera nitrogénio com fluxo de 100 ml/min, nas razBes de
aquecimento de 2,5; 5; 10; 20 e 40 °C/min. As temperaturas de decomposicdo e 0s eventos
energéticos foram avaliados usando o software da Shimadzu, TASYS.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na figura 1 observa- se as curvas DSC, TG, DTA e DTG do metil p-cumarato na razédo
aquecimento (RZ) de 10 °C/min. Sua fusdo é demonstrada na curva DSC como um evento
endotérmico entre 121 e 142 °C, corroborando com os dados da literatura (Kwon; Kim, 2003). A
curva TG/DTG mostrou que a amostra € termicamente estavel até 180 °C , onde se inicia a primeira
etapa de decomposigdo, este evento é evidenciado na curva DTG por um pico endotérmico com
Tpeak 241 °C. A curva TG segue em uma sequéncia de perdas de massa até o consumo total da
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amostra, 0s eventos vistos na curva TG e DSC estdo descritos na Tabela 1.

100.00

0.00F

Fluxo de calor (mW)
Massa (%)

Diferenca de temperatura (LV)
Derivada primeira (mg.min-")

-5.00F

-80.00

600 300 00 76000 500 00 300,00
Temperatura (°C)

Figura 1 — Curvas DSC, TG, DTA, DTG do metil p-cumarato na razdo de aquecimento 10°C/min.
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Figura 2 — Sobreposicdo das curvas DSC e TG nas razfes de aquecimento 2,5; 5; 10; 20 e 40.

Na figura 2 apresenta a sobreposicdo das curvas TG e DSC nas diferentes razdes de
aquecimento. Nas curvas DSC é possivel observar a presenca do pico referente a fusdo do composto
em todas as curvas, com aumento das intensidades conforme eleva a razdo de agquecimento. Nas
curvas TG nota-se a presenca dos eventos térmicos descritos anteriormente, evidenciando discretos
deslocamentos para temperaturas superiores conforme se aumenta a razao de aquecimento.

142



o ~ #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

Tabela 1 — Descricéo de eventos térmicos do metil p-cumarato na razdo 10 °C/min.

TG DSC Atribuicdo
Faixa (°C) Am (%) Faixa (°C) Ev. térmico AH (J.g-1)
121 - 142 Endotér. 113 Fusdo
180 - 273 60,5 185 - 272 Endotér. 43 Decomposicao
157 - 277 1,7 341 - 382 Exotér. 20,6 Decomposicao
629 - 772 59 396 - 500 Exotér. 217 Decomposicao

4. CONCLUSAO

As técnicas termicas DSC, DTA e TG demonstraram-se eficientes na caracterizagdo do metil p-
cumarato, possibilitando tracar o perfil térmico do composto, foi visto processo de fuséo a 121°C
e sua estabilidade térmica até 180°C onde se inicia a decomposi¢cdo em trés etapas.
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RESUMO - A monocrotalina € um alcaloide pirrolizidinico, isolado na Crotalaria
retusa, que apresenta ac¢ao contra o Trichomonas vaginalis. O presente estudo objetiva
a caracterizacdo da monocrotalina utilizando as seguintes técnicas témicas:
termogravimétrica (TG) e calorimétrica (DSC). Para o TG e DSC foram analisadas
cinco razdes de aquecimento de 2,5; 5; 10; 20 e 40 °C. min, em uma faixa de
temperatura de 25-900 °C para o TG e 25-500 °C para DSC, ambos sob atmosfera de
nitrogénio de 100mL.min. Foi observado na razio de aquecimento 10 °C.min, o TG
tem trés processos de termodecomposi¢cdo, no primeiro € onde ocorre a maior
decomposicao, entre as temperaturas de 204,07-256,76 °C, ocorrendo uma perda de
massa de 61,915%. No DSC é observado quatro eventos, o primeiro endotérmico,
atibuido a fusédo do isolado, ocorre entre 202,35-206,73 °C, tendo uma variacdo de
energia de 35,51J.97%, o0 segundo evento exotérmico, se observa a decomposic&o, ocorre
entre 206,75-211,69 °C, com energia de 144,31J.g-1, sendo esses eventos onde ocorre a
decomposicao, respectivamente. As analises de TG e DSC foram eficiente para a
caracterizacdo térmica da monocrotalina, obtenho-se assim um perfil térmico do
isolado.

Palavras- chave: Técnicas térmicas; termodecomposi¢ao; variacao de energia.

ABSTRACT - The monocrotaline is a pyrrolizidine alkaloid isolated from Crotalaria
retusa, which show action aghast the Trichomonas vaginalis. This stud intends to do the
characterization monocrotaline using the following thermal techniques:
thermogravimetric (TG) and calorimetry (DSC). For TG and DSC were analyzed five
rations of heating 2.5; 5; 10; 20 and 40 °C.min%, in a thermal band from 25-900 °C for
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TG and 25-500 °C for DSC, both under a nitrogen atmosphere of 100mL.mint. Were
observed a heating rate 10 °C.min’%, the TG it has tree thermodecomposition processes,
in the first is where happens the biggest decomposition, between 204.07-256.76 °C
occurring a mass loss of 61.915%. In the DSC were seen four events, the first
endothermic, who is seen the isolate fusion, between 202.35-206.73 °C, having a energy
variation of 35.51J.g™%, the second, event exothermic, is seen the decomposition between
206.75-211.69 °C, with energy of 144.31J.g%, this event occur decomposition. The
analyses of TG and DSC were efficient to the thermal characterization from the
monocrotaline getting up a isolate thermal profile.

Keyworks: thermal techniques, thermodecomposition, energy variation.

1. INTRODUCAO

A monocrotalina, é um alcaloide pirrolizidinico isolada da Crotalaria retusa. Sabe-se que sob
via sistémica tem alta toxicidade, causando les6es hepaticas e pulmonares e até neurotoxocidade
(Pitanga, et al. 2011), entretanto, ela tem acdo contra a Trichomonas vaginalis, causando a morte de
80% dos trofozoitos com 1mg/mL da monocrotalina e foi visto que sob via topica, ndo ocorreu
nenhuma citotoxicidade e nem potencial hemolitico (Negreiros Neto, et al. 2016), desta forma torna
bastante interessante o estudo desta substancia, para ser utilizada futuramente.

As técnicas térmicas sdo grupo de metodos que vem evoluindo bastante nos ultimos anos, sdo
técnicas rapidas, que ndo utilizam solventes, usam pouca amostra, além de serem robustas. Essas
técnicas sdo aplicadas nas areas de metais, ceramica, materias eletronicos, polimeros, substancias
organicas e inorganicas, produtos farmacéuticos, produtos alimentares e organismos bioldgicos
(Ozawar, 2000). As técnicas térmicas utilizadas no estudo foram a Termogravimetria (TG) e a
Calorimetria exploratoria diferencial (DSC). Essas técnicas permitem avaliar a variacdo de massa, a
estabilidade térmica, ponto de fuséo, pureza, calores de transicao, entre outras (lonashiro, 2004).

Com isso o estudo objetiva caracterizar fisica e quimicamente a monocrotalina, utilizando as
técnicas de TG e DSC.

2. MATERIAIS E METODOS

A monocrotalina utilizada foi produzida pelo Grupo de Pesquisa de Produtos Naturais Bioativos
(PNBIo), da UFRN, ela é isolada da Crotalaria retusa e seu rendimento pode chegar até 5% (m/m).

As cuvas de TG da monocrotalina foram obtida em termobalanga Shimadzu, modelo DTG-60,
utilizando cadinho de alumina, na faixa de temperatura de 25 a 900 °C, sob atmosfera de nitrogénio a
100mL.min., usado 10 mg de amostra. A analise de DSC foram obtidas no modelo DSC-60 da
Shimadzu, na faixa de temperatura de 25 a 500 °C, com cadinho de aluminio, atmosfera de nitrogénio
a 100mL.min.? e utilizando 2mg de amostra. Em ambas foram usadas as razdes de aquecimento de
2,5; 5; 10; 20 e 40 °C.min.™, obtendo-se assim as curvas de TG e DSC.
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Figura 1 —Na imagem A: Curvas de TG e imagem B: Curvas de DSC; ambas sobrepostas nas razoes
de aquecimento de 2,5; 5; 10; 20 e 40 °C.min™,
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Figura 2 - Curvas de TG, DrTG e DSC para monocrotalina na razdo de aquecimento de 10 °C.min. ™.

As curvas de TG obtidas nas razdes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 °C.min.™%, observadas na figura 1.A.
ocorrem trés termodecomposicfes, que estdo descritas na tabela 1, com as temperaturas em que
ocorrem e a perda da massa das decomposi¢fes em porcentagem, a primeira € a maior decomposicao
ou seja a que tem uma maior perda de massa, ao se analisar a TG na razdo de aquecimento de
10°C.min! e Derivada da TG (DrTG), como pode ser observado na figura 2, comprova-se esse fato.

Tabela 1 — Resultados obtidos da curva TG

ETAPAS FAIXAS DE TEMPERATURA (°C) PERDAS (%)
_ 204,07—-256,76 61,915

[EE 256,76-354,67 5,017

_ 354,67—466,2 17,274
_ Residuo mineral 5,938
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Na figura 1.B, tem-se as curvas de DSC nas razbes de 2,5; 5; 10; 20 e 40 °C.min*,
verificando-se a existencia de quatro eventos, sendo dois endotérmicos e dois exotérmicos, como
pode ser visto na tabela 2, em que tem-se as temperaturas, as variacdes de energia, e o tipo de eventos
que ocorrem nele.

Tabela 2 — Resultados obtidos da curva DSC

FAIXAS DE VARIACAO DE EVENTO ETAPAS
TEMPERATURA (°C) ENERGIA ((J.g™1)
202,35 - 206,73 35,51 Endotérmico Fusdo da monocrotalina
206,75 -211,69 144,31 Exotérmico Decomposi¢do da monocrotalina

208,02 - 239,48 141,41 Endotérmico Fusdo de produtos de
decomposicdo

392,62 — 408,66 129,65 Exotérmico Decomposi¢do dos produtos de
decomposicdo

4, CONCLUSAO

As técnicas térmicas forneceram informacgdes importantes para a caracterizacdo da
monocrotalina, foi visto que seu ponto de fusdo ocorre a 202,35°C e esta € termicamente estavel até
204,07°C, sendo esses resultados importantes para a avaliagdo da estabilidade da substancia.

5. REFERENCIAS

IONASHIRO, M. GIOLITO. Fundamentos da termogravimetria, analise térmica diferencial, calorimetria
exploratdria diferencial. Araraquara: Giz editora, 2004. 96p.

NEGREIROS NETO, T. da S.; GARDNER, D.; HALLWASS, F.; LEITE, A. J. M.; ALMEIDA, C. G,
SILVA, L. N.; ROQUE, A. de A.; BITENCOURT, F. G.; BARBOSA, E. G.; TASCA, T;

MACEDO, A. J.; ALMEIDA, M. V. de; GIORDANI, R. B. Activity of pirrolizidine alkaloids against biofilm
formation and Trichomonas vaginalis. Biomedicine & Pharmacotherapy, v. 83, p. 323-329, 2016.

OZAWAR, T. Thermal Analysis - Review and prospect. Thermochimica Acta, v.355, p. 35-42, 2000.

PITANGA, BP S; SILVA, V D A; SOUZA C S; JUNQUEIRA, H A; FRAGOMENI, B O N; NASCIMENTO
R P; SILVA A R; COSTA, M F D; EL-BACHA R; COSTA, S L. Assessment of neurotoxicity of
monocrotaline, an alkaloid extracted from Crotalaria retusa in astrocyte/neuron co-culture system.
Neurotoxicology, v. 32, p. 776 — 784, 2011.

6. AGRADECIMENTOS

Ao CNPQ, ao Grupo de Pesquisa em Produtos Naturais Bioativos (PNBio), Nucleo de
Pesquisa em Alimentos e Medicamentos (NUPLAM) e Laboratério de Desenvolvimento de
Medicamentos (LDM), todos da UFRN.

147




o ~ #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: CONTROLE DE QUALIDADE E INDUSTRIA FARMACEUTICA —
CQ7

PROSPEC(}AO FITOQUIMICA PRELIMINAR DE EXTRATO
FLUIDO DE Plectranthus barbatus Andrews

W. T. VILELA?, J. A. L. de SOUZA!, M. C. da S. MELO?, L. A. L. SOARES?, P. J. ROLIM NETO!
e R. M. F. da SILVA!

Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas
E-mail para contato: millena_hp@hotmail.com

RESUMO - A espécie Plectranthus barbatus (falso boldo ou malva santa), é considerada
uma planta medicinal, sendo suas principais propriedades analgésica e antidispéeptica
Essa espécie apresenta um amplo potencial para gerar fitoterapicos a serem
disponibilizados na assisténcia farmacéutica basica no pais. Por este motivo, o presente
trabalho teve como objetivo principal caracterizar qualitativamente grupos de
metabolitos secundarios presente na droga vegetal de P. barbatus através de
Cromatografia em Camada Delgada, método pelo qual foi possivel observar a presenca
de alguns dos principais grupos de metabdlitos (derivados cinamicos, esteroides,
flavondides e saponinas), enquanto que 0s grupos das cumarinas, taninos e terpenos nao
foram detectados, 0 que ndo corrobora com alguns estudos presentes na literatura. Em
resumo, esse estudo apresenta alguns resultados importantes dentro do controle de
qualidade de plantas medicinais, que compreende a triagem fitoquimica. Esses
resultados, juntamente com a caracterizacao fisico-quimica ja realizada da droga vegetal
e do extrato fluido dessa espécie permitirdo o estabelecimento de critérios, com
embasamento cientifico, para a obtencdo de futuras formas farmacéuticas com esta
planta medicinal, com garantia de qualidade e seguranca da matéria-prima utilizada.

Palavras- chave — Cromatografia. Plantas medicinais. Metabdlitos secundarios.

ABSTRACT - The species Plectranthus barbatus (boldo false or mauve saint), is
considered a medicinal plant, and its main analgesic properties and antidispéptica This
species has a large potential to generate herbal medicines to be made available in the
basic pharmaceutical assistance in the country. Therefore, this study aimed to
qualitatively characterize this secondary metabolites in plant drug groups of P. barbatus
through Thin Layer Chromatography, the method by which it was possible to observe the
presence of some of the major metabolites groups (cinnamic derivatives , steroids,
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flavonoids and saponins), whereas the group of coumarins, tannins and terpenes were
detected, which does not corroborate some studies in the literature. In summary, this
study presents some important results in the quality control of medicinal plants,
comprising the phytochemical screening. These results, along with the physical and
chemical characterization already performed the plant drug and fluid extract of this kind
will enable the establishment of criteria, with scientific basis, to obtain pharmaceutical
forms future with this medicinal plant, quality assurance and safety raw material used.

Keywords — Chromatography. Medicinal plant. Secondary metabolites.

1. INTRODUCAO

A planta em estudo, Plectranthus barbatus (falso boldo ou malva santa), amplamente
cultivada no Brasil, € bastante utilizada por diversas comunidades por suas principais propriedades
analgésica e antidispéptica.

De acordo com Matu & Staden (2003), estdo atribuidas as raizes dessa espécie a acdo sobre
problemas do térax e as folhas acdo contra dor de estdbmago, sarampo e também como um agente
purgante. No Quénia e na Republica Democratica do Congo, P. barbatus € utilizada no tratamento de
feridas e micoses, para reduzir inchago nas contusdes e para os bebés sofrendo de sarampo (Lukhoba,
Simmonds & Paton, 2006).

Esta entre as 71 espécies relatadas na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao
SUS (RENISUS), onde constam as plantas medicinais que apresentam potencial para gerar produtos
de interesse ao Sistema Unico de Sade.

Mesmo estando presente no Formulario de Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira (2011)
observa-se a importancia de estudos mais aprofundados sobre essa espécie para o futuro
desenvolvimento de produto a base de P. barbatus.

Diante desses fatos e sabendo que a busca e producédo de produtos a base de plantas medicinais
é uma pratica bastante difundida na sociedade atual, o trabalho realizado teve como objetivo principal
caracterizar qualitativamente grupos de metabélitos secundarios presente no extrato de P. barbatus e
confrontar os resultados obtidos com dados ja existentes na literatura.

2. MATERIAIS E METODOS

As folhas foram coletadas no Sitio Sdo Pedro, localizado no Cabo de Santo Agostinho e foi
realizado o depdsito de exsicata no herbario do Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob o
namero de tombamento: 90634.

Para obtencdo da droga vegetal, as folhas frescas foram lavadas com agua purificada,
estabilizadas com etanol 70% (v/v) e expostas a secagem em estufa de ar circulante Fabbe-Primar®
durante 7 dias & 40°C. Em seguida, o material foi pulverizado em moinho de facas Apado® com tamis
de 20 mesh (0.841 mm).

As andlises fitoquimicas foram realizadas através de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD), onde aliquotas de 20 pL de extratos preparados em banho-maria a 80°C por 10 min
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(proporcéo de droga vegetal:solvente de 1:10) foram aplicadas, por meio de capilares, em placas
cromatogréaficas de gel de silica (Alugram® SIL G/UV).

Foi realizada uma triagem por CCD para observar o perfil fitoquimico, visando a identificacéo
de alguns dos principais grupos de metabdlitos secundarios, conforme Wagner & Blant (1996). Para
estudo de flavonoides foi utilizado: Acetato de etila : &cido Formico : 4gua (90:5:5) e como revelador:
NEU + PEG. Para derivados cindmicos: Acetato de etila : &cido férmico : &cido acético : agua
(100:2:11:4) e como revelador: cloreto de aluminio. Taninos condensados: Acetato de etila : &cido
formico : agua (90:10:20) e como revelador: vanilina cloridrica. Taninos hidrolisaveis: Acetato de
etila : &cido férmico : agua (90:10:20) e como revelador: cloreto férrico. Cumarinas: tolueno : éter
etilico saturado com acido acético 10% (1:1) e como revelador: hidroxido de potassio etandlico.
Esteroides: tolueno : acetato de etila (70:30) e como revelador: Lieberman-Burchard). Saponinas:
Acetato de etila : acido férmico : acido acético : agua (100:11:11:26) e como revelador: Lieberman-
Burchard. E para estudo de terpenos: tolueno : acido acetico (9,3:0,7) e como revelador: vanilina
sulfurica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

No estudo dos grupos de metabdlitos: cumarina, terpenos, taninos condensados e hidrolisaveis,
ndo foi possivel a visualizacdo de bandas no local de aplicacdo do extrato com mesmo tempo de
retencdo das bandas geradas pelos padrées (cumarina; timol; catequina e acido galico,
respectivamente). Inferindo um resultado negativo para avaliacdo desses grupos de metabolitos.

Em estudo realizado por Albuguerque e colaboradores (2007) foi realizado o isolamento de
dois diterpenos do tipo abietano (cyclobubatusin e barbatusin), além de um novo terpeno chamado de
7B - acetil - 12 — deacetoxycyclobutatusin, a partir dos extratos de folhas de P. barbatus. A presenca
de barbatusina e ciclobarbatusina, além de triterpendides em extratos de P. barbatus também sdo
escritos em outros estudos (Kelecon & Santos, 1985; Zelnik et al., 1977) podendo inferir que nao
exclui-se a possibilidade auséncia total de terpenos no extrato da amostra em estudo.

A auséncia de bandas caracteristicas a taninos hidrolisaveis na amostra em questdo nao
corrobora com o estudo de Santos e colaboradores (2012), onde foi isolado um derivado de acido
galico, identificado como 1,2,3,4,6-penta-O-galloyl-BD-glicose a partir de um extrato metandlico
inicial, depois diluido (MeOH:H->0 8:2) e subsequente extraido utilizando hexano, acetato de etila e
cloroférmio.

Na cromatografia em camada delgada para identificacdo de derivados cinamicos, foi possivel
identificar bandas caracteristicas no extrato metandlico de P. barbatus sendo uma delas exatamente
correspondente a banda do padréo (&cido cafeico). Sendo 0,83 o Rf do extrato e 0,81 o Rf do padréo.
Esse resultado reafirma resultados obtidos por Falé e colaboradores (2009) que observa a presenca na
espécie em questdo de um metabdlito que faz parte do grupo dos derivados cinamicos, o acido
rosmarinico.

Foi possivel observar que, na avaliacdo do grupo dos esterdides, a amostra do extrato de P.
barbatus apresentou uma banda no mesmo tempo de reten¢do do padréo (Rf: 0,42). Dessa forma,
pode-se indicar que a amostra em estudo possui esteroides, resultado este que corrobora com a
literatura (Kelecon & Santos, 1985; Zelnik et al., 1977).
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Observou-se também a presenca de flavondides no extrato metandlico de P. barbatus. Sendo
descritos em sequéncia os seguintes Rf: Rutina: 0,12; Vitexina: 0,34, Quercetina: 0,8 e a amostra
(boldo) — banda 1: 0,13; banda 2: 0.3; banda 3: 0,34; banda 4: 0,77; 0,82.

A analise cromatogréfica do extrato metandlico das folhas de P. barbatus permitiu a indicagdo
da presenca de quercetina, o que corrobora com Schneider et. al (2010).

Também foi possivel observar a presenca de banda da amostra (Rf = 0,16) correspondente a
padrdo de saponina (Rf = 0,14), indicando presenca desse grupo quimico no extrato etanélico de P.
barbatus. Esse dado corrobora com resultados ja apresentados por Schneider e colaboradores (2010).

4. CONCLUSAO

Esse estudo apresenta alguns resultados importantes dentro do controle de qualidade de
plantas medicinais, que compreende a triagem fitoquimica da espécie P. barbatus. Esses resultados,
juntamente com o estudo realizado anteriormente da caracterizacdo fisico-quimica da droga vegetal e
do extrato fluido dessa espécie permitirdo o estabelecimento de critérios, com embasamento
cientifico, para a obtencdo de futuras formas farmacéuticas com esta planta medicinal, com garantia
de qualidade e seguranca da matéria-prima utilizada.
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RESUMO — O objetivo foi desenvolver e validar um método enantiosseletivo, por LC-
MS/MS, para quantificacdo estereosseletiva citalopram em plasma humano. O
desenvolvimento do método bioanalitico se deu pela alteracdo da composicéo da fase
moével, mantendo-se uma fase estacionaria para separacdo quiral. O estudo de
bioequivaléncia foi aberto, cruzado 2 x 2, aleatorio em participantes sadios em jejum. A
separacao quiral foi obtida com uma coluna Lux Cellulose-1 250 x 4,6 mm, 4 um, a fase
movel foi composta pelo eluente A (0,05% de dietilamina) e B (acetonitrila + 5% de
isopropanol + 0,025% de acido férmico) em modo isocratico (20:80 v/v). A deteccao foi
realizada por eletronebulizacdo em modo positivo e as transicdes de massas monitoradas
foram 325,2>109,2 (citalopram) e 330,0>192,0 (paroxetina-padrao interno). O método
foi validado de acordo com as normas vigentes. Na analise farmacocinética verificou-se
a semelhanca entre os valores dos enantiémeros quando comparados com os resultados
ndo enantiosseletivos.

Palavras chaves: Bioandlise, Fase estacionaria quiral, Farmacocinética.

ABSTRACT - This aims was to develop and validate an enantioselective method by LC-
MS / MS for stereoselective quantification citalopram in human plasma. The development
of bioanalytical method was due to the change of the mobile phase composition,
maintaining a chiral stationary phase for separation. Bioequivalence study was open,
crossover 2 x 2, randomized with in healthy volunteers under fasting conditions. The chiral
separation was obtained with a Lux-1 Cellulose Column 250 x 4.6mm, 4 um, mobile phase
was composed of eluent A (0.05% diethylamine) and B (acetonitrile + 5% isopropanol +
0.025% formic acid) in isocratic mode (20:80 v / v). Detection was performed by
electrospray ionisation in positive mode and mass transitions monitored were 325.2> 109.2
(citalopram) and 330.0> 192.0 (paroxetine-internal standard). The method was validated
according current rules. In pharmacokinetic analysis we found that the similarity between
the values of the enantiomers of comparing them with non enantioselective results.
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1. INTRODUCAO

A depressdo tem aumentado seus casos a nivel global, a tal ponto, que ela ser4 a segunda
doenga em incidéncia no ranking internacional em 2020. O citalopram (CITA) é um inibidor seletivo
da recaptacédo de serotonina (5-HT), utilizado no tratamento desta doenca (Jianga, et al, 2010). A acdo
antidepressiva esta relacionada ao enantiomero (S)-CITA, ja o (R)-CITA é um fraco inibidor. Estudos
in vitro sugerem que o enantiomero (S)-CITA seja duas vezes mais potente que a mistura racémica e
100 vezes mais potente que o antipoda (R)-CITA como inibidor da recaptacdo de 5-HT (Unceta et al.,
2011). As diferengas de atividade entre os enantidbmeros estabelece a necessidade de avaliar o seu
comportamento farmacologico e por isso & necessario desenvolver um método bioanalitico que
possibilite a determinacdo dos niveis de concentracdo plasmatica de cada enantiomero (Srinivas,
2004).

A analise enantiosseletiva do CITA e dos seus metabdlitos em plasma tem sido reportada com o
emprego de HPLC com deteccdo por UV ou fluorescéncia e por eletroforese capilar (Greiner et al.,
2007). Atualmente os sistemas LC-MS e LC-MS/MS tém sido descritos para a analise do CITA e/ou
dos seus metabdlitos em plasma e urina somente como mistura enantiomérica ou em situacdo de
administracdo do CITA como enantidmero puro (Geryk et al., 2013). Esta técnica apresenta como
grandes vantagens: maior seletividade e sensibilidade com também um menor tempo de analise, isto
vem justificando sua crescente aplicacdo nos métodos bioanaliticos (Suresh et al, 2010).

Em acordo com os dados citados este trabalho tem o objetivo de Desenvolver e validar um
método enantiosseletivo, por LC-MS/MS, do CITA em plasma humano com aplicacdo em estudos de
farmacocinética em humanos.

2. MATERIAIS E METODOS

As solucbes-padrdo de Citalopram (mistura racémica), Escitalopram (S-CITA) e Paroxetina
(USP, Rockville, MD, USA) foram preparadas pela dissolucdo de cada farmaco em Acetonitrila (J.T.
Baker grau CLAE Phillipsburg, NJ, USA) para obter a concentragio de 1 mg.mL™.

Os estudos foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Seres Humanos do
Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE - CAAE —
0214.0.172.000-10). Foram administrados nos voluntarios submetidos aos estudos de
biodisponibilidade, tanto uma dose Unica de 20 mg de CITA racémico quanto uma dose de 20 mg de
(S)-CITA, em etapas distintas do estudo. Tendo suas amostras analisadas pelo método ndo
enantiosseletivo e pelo método enantiosseletivo.

As amostras de plasma branco de voluntérios sadios (ndo tratados com CITA ou S-CITA) e as
amostras dos voluntarios tratados com CITA ou (S)-CITA foram obtidas por coletas realizadas, de
acordo com os tempos estabelecidos no Protocolo de Estudo. Apos cada coleta, o plasma foi obtido e
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acondicionado em freezer a — 70°C até a realizacdo dos ensaios analiticos. O processo de clean-up foi
realizado pelo método de precipitacdo de proteinas com acetonitrila seguida de agitacdo por 30
segundos e centrifugacdo a 3000 xg por 4 min a 4°C, o sobrenadante foi transferido para inserts que
foram acomodados no injetor automatico até a analise.

As andlises cromatogréaficas foram executadas em equipamento de cromatografia liquida de alta
eficiéncia Sistema CLAE Shimadzu (Toquio, Japéo), acoplado ao espectrémetro de massas Quattro-
LC, triplo quadrupolo, com ionizagcdo por eletronebulizacdo (ESI) em modo positivo e software
Masslynx v. 1.5.1 (Micromass®, Manchester, Reino Unido). A elui¢do dos enantiomeros na coluna
phenomenex® Lux Cellulose-1 250x 4,6 mm 4 um foi obtida com fase mével constituida pelo eluente
A (agua contendo 0,05% de dietilamina) e pelo B (acetonitrila + 5% de isopropanol + 0,025% é&cido
formico) em modo isocratico (20:80 v/v) com vazdo de 0,4 mL.min. O volume de injecdo foi de
30pL. A coluna foi mantida na temperatura de 22 + 1°C. As analises foram executadas no modo
positivo, voltagem do capilar no ESI foi de 3,2 kV, as temperaturas da fonte e de dessolvatagcdo foram
mantidas a 150°C e 300°C, respectivamente. O nitrogénio foi utilizado como gas de nebuliza¢do na
vazado de 421 L.h* e o gas argdnio foi utilizado como gas de colisdo. A voltagem do cone foi mantida
em 70 V parao CITAe para o Pl e a energia de coliséo foi de 27 eV parao CITAe 33 eV para o PI.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método mostrou-se seletivo e com sensibilidade suficiente para aplicacdo em estudos de
biodisponibilidade relativa, ndo foram observados de efeito residual nem de detec¢do cruzada entre o
canais de monitoramento de reacGes multiplas (MRM). A separacao quiral apresentou uma resolucéo
(Rs) entre os picos dos enantiomeros de 2,62 ¢ um fator de seletividade (a)) de 1,16.

eae wos a3, a3 . wan afbngs 576 T 72 ses 323 i B1
B o

‘ A2 B2

Figura 1 — Cromatogramas ilustrando a analise ap0s a extracdo de amostras de plasma humano branco
(A1 - MRM CITAe A2 - MRM PI) e a separacdo dos picos dos enantidmeros e do Pl (B1 — MRM
CITAe B2 - MRM PI).

A linearidade do método foi obtida no intervalo de 5 a 30 ng.mL™ com precisdo inferior a
6,16% e exatiddo com o maximo de desvio de 5,4% para 0s 5 niveis de concentracfes estudados. A
recuperacdo média foi de 86,6% para o0 R-CITA, 89,57% para o0 S-CITA e 88,8% para o Pl. A precisdo
e exatiddo encontraram-se dentro da especificacdo de + 15% para os controles de qualidade baixo (10
ng.mL™), médio (15 ng.mL™) e alto (25 ng.mL™), e de + 20% para o Limite inferior de quantificagio
(5 ng.mL?). As estabilidades de curta duragdo (18h), pos-processamento (44 h), congelamento e
descongelamento (3 ciclos) e longa duragéo (330 dias) foram comprovadas com o maior percentual de
degradacéo de -6,44% para os ciclos de gelo e degelo.
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Em relacdo aos valores da concentracdo maxima do CITA nos voluntarios, observou-se que
existe uma relacéo direta entre os valores obtidos no método ndo enantiosseletivo (23,837 ng.mL™* —
referéncia e 24,121 ng.mL? — teste), e a soma dos valores da concentracio dos enantidmeros do
citalopram (22,696 ng.mL* — referéncia e 23,353 ng.mL? — teste) apresentados pelo método
enantiosseletivo. Esta observacdo é confirmada estatisticamente através da aplicacdo da ANOVA (IC
95%), de que ndo existem diferencas estatisticamente significantes.

4. CONCLUSAO

Obteve-se um método simples, rapido e sensivel com o emprego do CLAE acoplado a
espectrometria de massas (LC-ESI-MS) para a quantificagcdo dos enantiomeros do CITA, R-CITA e S-
CITA, em plasma humano. As principais vantagens deste método sdo a preparacdo de amostras
simples, o tempo de analise curto e boa sensibilidade, que s&o todas as caracteristicas importantes,
quando se trata de grandes lotes de amostras a serem analisadas. A utilizagdo dos dois métodos
levaram aos mesmos resultados farmacocinéticos.
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RESUMO - A fim de promover e avaliar o incremento de solubilidade do Efavirenz
(EFZ), farmaco classe Il do sistema de classificacdo biofarmacéutico, empregou-se, neste
trabalho, uma metodologia de co-precipitacdo para se obter associa¢cdesdo farmaco com
Hidroxido Duplo Lamelar (HDL). Através de difracdes de raios-x (DRX), calorimetria
exploratoria diferencial (DSC) e avaliacdo das condicGes de liberacdo do EFZ, pdde-se
identificar algumas propriedades dos complexos formados. O teste de liberacdo mostrou
que o sistema HDL-EFZ 30%, sistema amorfo, apresentou uma maior capacidade de
solubilizacdo do farmaco, com valor de incremento de 558%. Os resultados mostraram
que o HDL foi bastante eficaz na promogao de incremento de solubilidade do EFZ.

Palavras chave: Adjuvantes funcionais, tecnologia farmacéutica, terapia anti-HIV

ABSTRCT - In order to promote and evaluate the increase in solubility of Efavirenz
(EFZ), an antiretroviral drug belonging to class Il in the biopharmaceutical classification
system, was employed in this work a co-precipitation methodology for obtainment of
binary systems between EFZ e Layered Double Hydroxide (LDH). Through diffraction of
x-rays (XRD), differential scanning calorimetry (DSC), it was possible to identify the
properties of complexes formed. The analyzes and the release test showed that LDH-EFZ
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system 30% had the best conditions for amorphization and solubilization of the drug, with
558% increment value. The results showed that LDH was effective in promoting increase
of solubility of EFZ.

key words: functional adjuvants, pharmaceutical technology, anti-HIV therapy

1. INTRODUCAO

A terapia antirretroviral mostrou-se significativamente importante devido ao aumento da
sobrevida de pessoas infectadas com HIV. O EFZ, farmaco de primeira escolha para tratamento em
adultos, possui elevada poténcia de supresséo viral, eficacia a longo prazo e menores riscos de efeitos
adversos graves, que o pde a frente de outros medicamentos (Brasil, 2016).

Apesar das vantagens terapéuticas, o EFZ pertence a classe Il do Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica (baixa solubilidade e alta permeabilidade) e, portanto, apresenta uma baixa
biodisponibilidade oral (Sathigari et al., 2009).

Diversos sistemas obtidos através de excipientes funcionais, tém sido descritos com finalidade
de incrementar solubilidade de compostos. O objetivo deste trabalho foi obter sistemas combinados
de EFZ e Hidroxido Duplo Lamelar, em diferentes proporc¢des, a fim de melhorar a capacidade de
solubilizacdo do farmaco nos meios biolégicos e assim, a eficiéncia das metodologias empregadas.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a obtencdo do CaAl-HDL, foi realizada uma adaptacdo do método proposto por Shafiei e
colaboradores (2013), atraves de sintese por coprecipitacdo. A obtencdo do sistema HDL-EFZ foi
realizada pelo método descrito por Takahashi &Yamaguchi (1991), onde sistemas HDL:.EFZ
contendo 10, 20, 30, 50, 60 e 70% do farmaco disperso no carreador (m/m) foram obtidas em acetona.
Misturas fisicas (MF) entre o HDL e o EFZ nas proporcoes 10, 30 e 70% (m/m), foram obtidos. Em
seguida, foram realizadas as caracterizacdes dos materiais obtidos.

DRX das amostras foram obtidas utilizando o equipamento Shimadzu (modelo XRD-700),
com radia¢io CuKa (1,5418 A), equipado com 4nodo de cobre.

Curvas de DSC foram obtidas em Calorimetro de Varredura Shimadzu DSC-60 interligado ao
software Shimadzu TA-60WS, com atmosfera de nitrogénio de 50 mL.min e razdo de aquecimento
10°C.min%, na faixa de temperatura de 25-300 °C.

O estudo de liberacdo foi realizado em condicdes non-sink, utilizando o equipamento Sirius
T3 (Sirius Analytical Instruments Ltda.) e espectrdmetro Sirius D-PAS. Os sistemas continham o
equivalente a 5mg do farmaco, que foram adicionados ao meio tampdo Sirius (Sirius Analytical
Instruments Ltda), e em intervalos determinados, foram realizadas leituras da absorbancia do farmaco.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os difratogramas dos sistemas HDL-EFZ (Figura 1) mostraram que, com exce¢do da HDL-EFZ
70% (com sobreposicdo de picos cristalinos do farmaco e do HDL), todas as demais combinacfes

157




y o
40 EBIT ~ ENCONTRO BRASILEIRO PARA

‘ INOVAGAO TERAPEUTICA

evidenciaram picos com reflexfes caracteristicas do HDL e ndo mostraram picos referentes ao
farmaco, indicando que nas demais amostras houve uma diminuicdo de sua cristalinidade do EFZ.
As MF entre o HDL e o EFZ ndo mostraram alterac6es evidentes no estado cristalino do farmaco ou
do HDL, pois picos referentes aos planos cristalinos destes compostos puderam ser visualizados.
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Figura 1 - Difratogramas do HDL, Figura 2 - Curvas DSC do HDL,
EFZ, seus sistemas HDL-EFZ EFZ, MF e sistemas HDL-EFZ.

A figura 2 ilustra eventos caracteristicos do EFZ e do CaAl-HDL. Pico endotérmico em 139,2
°C (fusdo da forma cristalina do farmaco), banda endotérmica entre 93 e 150°C (evaporacdo da agua
de adsorcdo e interlamelar do HDL) e uma banda endotérmica larga entre 210 e 275°C
(desidroxilacdo das lamelas do HDL) (Alves et al., 2014; Shafiei et al., 2013). Nota-se a auséncia do
pico de fusdo do EFZ nas amostras entre 10 e 30% de EFZ, podendo estas estar na sua forma amorfa
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Figura 3 - Perfil de dissolugdo do EFZ isolado e seus sistemas HDL-EFZ e MF

O sistema HDL-EFZ 30% propiciou ao farmaco um incremento de solubilidade de
aproximadamente 558% em relacdo EFZ isolado (Figura 3), apds duas horas de dissolugdo. 266% e
121% foram os incrementos proporcionados pela combinagdo HDL-EFZ 20 e 10%, respectivamente.
Nos sistemas em que o farmaco apresentou-se na forma cristalina (HDL-EFZ 50 e 70%), o
incremento da solubilidade decresceu para 71% e 4%, respectivamente. Na MF 10% a solubilidade
apresentou um decréscimo de 17% em relagdo ao valor da solubilidade final do EFZ.

4. CONCLUSAO

Em detrimento da baixa biodisponibilidade oral que possui, a amorfizacdo da estrutura do EFZ
implica em aumento da sua capacidade de solubilizagdo em meio aquoso e em diferentes pH,
resultando em melhores resultados de dissolugéo e liberacéo.
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RESUMO - A doxiciclina € um antibiético amplamente prescrito na medicina veterinaria
para combater infeccbes causadas por diversas espécies bacterianas. E utilizado
principalmente como forma farmacéutica de administracdo oral, porém, devido aos
efeitos adversos gastrointestinais, foi desenvolvida uma formulacéo transdérmica em gel.
O objetivo deste trabalho foi otimizar e validar método de doseamento de doxicilina no
gel transdérmico por espectrofotometria no ultravioleta. A validacdo foi realizada de
acordo com a Resolucdo n° 899, de 2003 da ANVISA. A metodologia foi considerada
robusta, especifica, precisa, linear, com limite de deteccédo e quantificacdo de 0,333 e
1,11 ug.mL?, respectivamente. Visando as diversas vantagens da via transdérmica e do
tratamento individualizado, este estudo é extremamente relevante para atender e garantir
a seguranca e qualidade do medicamento.

Palavras chave: Produtos veterinarios, antibiético, infec¢bes bacterianas

ABSTRACT - Doxycycline is an antibiotic widely prescribed in veterinary medicine to
combat infections caused by bacterial species. It is mainly used as oral dosage form, but,
due to gastrointestinal adverse effects, it was developed a transdermal gel formulation.
This study aimed to optimize and validate an assay method for doxycycline in transdermal
gel by ultraviolet spectrophotometry. The validation realized according to ANVISA
resolution No. 899 of 2003.The methodology was considered robust, specific, precise and
linear, with a detection limit and quantification of 0.333 and 1.11 ug.mL™, respectively.
Concerning the various advantages of transdermal and individualized treatment, this
study is extremely important to meet and ensure the safety and quality of the product.
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1. INTRODUCAO

A doxiciclina é um antibi6tico semissintético de segunda geracdo da classe das tetraciclinas. E
amplamente prescrito na medicina veterinaria para combater bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas e doengas em cées e gatos como a erliquiose canina, babesiose caniana e bartonelose.
Também é eficaz contra infecgdes respiratoria, geniturinarias, intestinais, articulares e dermatoldgicas
causadas por diversas espécies bacterianas (Doxy®, 2015; Sousa, 2004).

A utilizacdo desse farmaco pode provocar alguns efeitos colaterais e tdxicos, principalmente
para o trato gastrointestinal. As formas farmacéuticas presentes hoje no mercado, tais como
comprimidos, capsulas, suspensdes e solucdes injetaveis destinados ao tratamento de infeccdes
sistémicas em animais, ndo sdo capazes de contornar esses efeitos indesejaveis, existindo a
necessidade de uma formulacdo que evite as reagdes tanto no trato gastrointestinal quanto no local da
injecdo (Doxy®, 2015; Botelho, 2010).

Visando as diversas vantagens da via transdérmica, uma farmacia de manipulacdo desenvolveu
uma formulacdo de doxiciclina em gel transdérmico para aplicacdo veterinéria.

A escolha de uma metodologia analitica confiavel para avaliar essa estabilidade € de extrema
importancia para gerar dados analiticos confiaveis, colaborando para decisfes assertivas e evitando
prejuizos financeiros irrecuperaveis. Para garantir que um meétodo analitico gere informacdes
confidveis ele deve ser validado, ou seja, demonstrar que é apropriado para a finalidade pretendida
(RINABI et al. 2004).

Baseado no exposto, o objetivo deste trabalho foi validar a metodologia analitica de
determinacdo quantitativa da doxiciclina presente no produto farmacéutico em estudo por
espectrofotometria no ultravioleta/visivel (UV).

2. MATERIAIS E METODOS

A metodologia foi adaptada de Aguiar e colaboradores (2005). A solu¢do-amostra foi preparada
a partir de uma solucéo estoque de 50 mL de metanol contendo quantidade do gel equivalente a 52,5
mg de doxiciclina. A solucédo foi filtrada com papel de filtro. Posteriormente, retirou-se uma aliquota
de 0,5 mL do filtrado para um baldo volumétrico de 50 mL e completou-se o volume com &agua
destilada. Homogeneizou-se e leu-se em espectrofotdmetro UV mini — 1240 (Shimadzu®) a 269 nm,
utilizando &gua destilada como branco.

A linearidade do método foi verificada através da andlise de trés curvas auténticas da solucéo-
padrdo, com no minimo cinco pontos de concentragbes de 5, 7, 10, 13 e 15 pg/mL de hiclato de
doxiciclina. Os resultados obtidos foram tratados estatisticamente por meio de célculo de regressdo
linear pelo método dos minimos quadrados para obter o coeficiente de determinagdo (R?). Os limites
de deteccdo (LD) e limites de quantificacdo (LQ) foram obtidos através dos coeficientes obtidos a
partir da equacgdo da reta de trés curvas de calibracdo, conforme estabelecido pela RE n. 899/2003 da
ANVISA.

A especificidade do método foi verificada através do placebo, analisando sua interferéncia no
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comprimento de onda em que a doxiciclina absorve.

Na avaliacdo da precisdo intermediaria (precisdo intercorridas) realizou-se a metodologia de
doseamento das solugbes-amostra por dois analistas distintos, em dois dias diferentes no mesmo
laboratdrio. E, na repetitividade (precisdo intracorrida) foram avaliadas seis determinac¢des a 100% da
concentracdo teste, dentro de um curto periodo de tempo com 0 mesmo analista.

Para analise da exatiddo, o grau de proximidade dos resultados obtidos de duas amostras com
concentracdes diferentes (50% e 150%) da concentracdo teodrica de hiclato de doxicilina foi
comparado.

Na avaliagdo da robustez, submeteu-se a metodologia a dois tempos de banho ultrassnico e
também a mudanca do fabricante do metanol (Quimica Moderna® e Dindmica®), os resultados obtidos
foram comparados com os resultados da metodologia original.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Para a linearidade, a analise de regressdo coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9924,
demonstrando que a correlacdo linear entre as variaveis X e y estdo dentro dos requisitos minimos
exigidos pela ANVISA que é de R?>> 0,99. De acordo com os resultados, observou-se que as curvas
sdo lineares. Os valores de LD e LQ estimados foram 0,333 e 1,11 pg.mL™, respectivamente. Esses
valores obtidos demonstram que 0 método apresenta sensibilidade para detectar e quantificar o teor de
doxiciclina.

Ao investigar-se a especificidade do método utilizando-se o placebo, observou-se que ele ndo
absorve no mesmo comprimento de onda em que a doxiciclina absorve, portanto, ndo causa
interferéncia neste sinal.

O coeficiente de variacdo (CV%), para ambos os dias e analistas, ficou abaixo do valor maximo
especificado pela ANVISA para insumos farmacéuticos ativos sintéticos que € de 5%, segundo a RE
n® 899, de 2003 (Brasil, 2003). No entanto, através da analise de variancia two-way, pode-se verificar
que o0 método é preciso considerando um intervalo de 95% de confianca.

Os resultados das seis determinacdes, a 100% da concentracdo do teste, estdo expressos na
tabela 1, observando que o CV% esta abaixo do valor maximo especificado para o insumo
farmacéutico ativo que é de 5%, segundo a RE n° 899, de 2003 (Brasil, 2003).

Tabela 1 — Repetitividade da metodologia

Amostras em pg/mL Meédiz DP CV%

10,57 10,26 10,15 10,65 10,76 10,80 10,53 0,26 2,46

Para a exatiddo, os resultados variaram entre 95 a 105,3% com CV% variando de 0,002 a
0,025%, ficando abaixo do valor maximo especificado que é de 5% (BRASIL, 2003).

Na analise da robustez, 0 CV% ficou abaixo de 5%. Por meio da analise de variancia one-way,
observou-se que os resultados sdo iguais com 95% de confianca.
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4. CONCLUSAO

O meétodo analitico desenvolvido apresentou-se adequado para o doseamento in vitro de
doxiciclina em gel transdérmico, pois, através da validacdo, o método apresentou especificidade,
linearidade, precisdo, robustez e exatidao, garantindo a confiabilidade dos resultados.

5. REFERENCIAS

BOTELHO, M. C. S. N. Normalizacdo das Alteracbes Clinicas e Hematoldgicas em Cées com
Ehrlichiose Submetidos ao Tratamento com Doxiciclina. Seropédica, RJ. 2010. Dissertacdo
(Mestrado em ciéncias) — Curso de Pos-Graduagdo em Medicina Veterinaria da Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro. p. 2-3.

BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolugdo n° 899 de 29 de maio de 2003, que
autoriza a publicacdo do Guia para a Validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos. Diario Oficial
da Republica Federativa do Brasil, Poder Executivo, Brasilia, DF, 02 jun. 2003.

DOXY®: suspensdo. Disponivel em: < http://www.cepav.com.br/br/paginas_internas/produtos
/doxy_suspensao/bula.html > Acesso em: 30 mai. 2015.

RIBANI, M. et al. Validacdo em métodos cromatogréaficos e eletroforéticos. Quim. Nova, v. 27, n. 5,
p. 771-780, jun. 2004

SOUSA, M.G. et al. Tratamento da Erliquiose canina de ocorréncia natural com doxiciclina,
precedida ou ndo pelo dipropionato de imidocarb. Rev. Cién Agroveterinarias, Lages, v.3, n.2, p. 126-
130. 2004

6. AGRADECIMENTOS

A FACEPE, ao Laboratério de Tecnologia dos Medicamentos e a farmacia de manipulacéo
veterinaria.

163



o ~ #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: CONTROLE DE QUALIDADE E INDUSTRIA FARMACEUTICA
_cQ1i1

ESTUDO DE PRE-FORMULACAO DA EPIISOPILOTURINA,
EXTRAIDO DE Pilocarpus microphyllus (Jaborandi), COMO
ALTERNATIVA TERAPEUTICA PARA DOENCAS
NEGLIGENCIADAS
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SOARES!, P. J. ROLIM- NETO!
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RESUMO - A flora amazbnica € rica em espécies medicinais de grande potencial
econdmico para a extracao de principios ativos. Dentre as espécies de maior interesse
mundial destaca-se o jaborandi, pertencente ao género Pilocarpus e a familia das
Rutaceae. A epiisopiloturina (EPI) é o alcaloide de maior abundancia presente neste
género e estudos revelaram que ele € utilizado para varias aplicacdes teratéuticas das
quais podemos citar, reducdo da pressao intraocular, combate a xerostomia e estimulo
da musculatura lisa gastrointestinal. Neste contexto, este trabalho tem o objetivo de
caracterizar a molécula EPI por meio das técnicas analiticas, como:Espectroscopia de
absorcdo na regido do infravermelho, Difracdo de Raio-X, Microscopia Eletronica de
Varredura e analise térmica (Termogravimetria (TG), Calorimetria exploratoria
Diferencial (DSC). Os resultados obtidos no infravermelho identificaram os principais
grupos funcionais presentes na molécula. Na curva DSC evidenciou um pico
endotérmico com faixa de fusdo de 221,72 a 228,24°C (4E = - 148,75 J.gY). No TG as
curvas obtidas demonstram que a degradacdo do protétipo se inicia em
aproximadamente 224 °C, com perda de massa (4m) de 79,27%. No MEV, foi possivel
observar a morfologia dos cristais da EPI, que se apresentam na forma de cristais
irregulares. Sendo assim, foi possivel a caracterizacdo da molécula EPI, promissora
alternativa terapéutica para doencas negligenciadas como ja foi descrito na literatura.

Palavras-chave: Jaborandi; epiisopiloturina; caraterizacdo; doencas negligenciadas

ABSTRACT - The Amazonian flora is rich in medicinal species of great economic
potential for the extraction of active ingredients. Among the species of higher global
interest highlights the Jaborandi, belonging to the genus Pilocarpus and the family of
Rutaceae. The epiisopiloturina (EPI) is the most abundant alkaloid present in this genre
and studies have shown that it is used for various applications teratéuticas of which we
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can mention the reduction of intraocular pressure, combat xerostomia and stimulation
of gastrointestinal smooth muscle. In this context, this study aims to characterize the
EPI molecule by means of analytical techniques, such as absorption spectroscopy in the
infrared, diffraction X-ray, scanning electron microscopy and thermal analysis
(thermogravimetry (TG), scanning calorimetry . differential (DSC) the results of
infrared identified key functional groups present in the molecule on the DSC curve
showed an endothermic peak with melting range 221.72 to 228.24 ° C (AE = -. J.g1
148.75 ). the TG curves obtained show that the prototype degradation starts at
approximately 224 ° C with weight loss (Am) of 79.27%. in the SEM, it was possible to
observe the morphology of the crystals of EPI, which present in the form of irregular
crystals. thus, it was possible to characterize the EPI molecule promising therapeutic
alternative for neglected diseases as already described in the literature.

Keywords: Jaborandi; epiisopiloturina; description; neglected diseases

1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sempre foram objeto de estudo na tentativa de descobrir novas fontes
de obtencdo de principios ativos. (Montanari; Bolzani, 2001). Neste contexto, o jaborandi
(Pilocarpus Microphyllus) ¢ umas das espécies mais exploradas comercialmente, devido a producéo
do alcaloide pilocarpina, o qual possui finalidades terapéuticas diversas, tais como: reducdo da
pressdo intraocular, combate a xerostomia e estimulo da musculatura lisa gastrointestinal (Sawaya
etal., 2011).

Apesar do vasto conhecimento desta espécie, a extracdo de porte industrial da pilocarpina
gera ao final do processo uma biomassa rica em diversos compostos ndo aproveitados para a satde
(MIURA, 2009). Dentre estes compostos, a epiisopiloturina (EPI) é o alcaloide de maior
rendimento e apresentou promissoras atividades frente as doencas negligenciadas, tais como
leshimaniose (Miura, 2009) e esquistossomose (Veras et al., 2012), além das suas atividades anti-
inflamatdria e antinoceptiva (Silva et al., 2013).

Dentre estas técnicas, pode-se destacar a Espectroscopia de absorcdo na regido do
infravermelho, Difracdo de Raio-X, Microscopia Eletrbnica de Varredura e analise térmica
(Termogravimetria, Calorimetria exploratéria Diferencial). O somatoério de resultados obtidos
através destas técnicas torna possivel a obtencdo de informacdes sobre 0 comportamento das novas
entidades quimicas, como: Cristalinidade, propriedades fisico-quimicas das substancias,
informacGes sobre interacBes farmaco-excipientes, determinacdo parametros cinéticos, entre outras
(Maximiliano et al., 2010; Moyano; Broussalis; Segall, 2010).

2. MATERIAIS E METODOS

A técnica espectroscopica vibracional no infravermelho foi obtida utilizando o equipamento
PerkinElmer® (Spectrum 400) com dispositivo de reflectancia total atenuada (ATR), com cristal de
seloneto de zinco em triplicata, com varreduras de 250 a 4000 cm™ de resolucéo de 4 cm™.
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A TG foi realizada, em triplicata, a partir de uma termobalanca Shimadzu®, modelo DTG-
60H, em atmosfera de nitrogénio com fluxo de 50 mL.min?, na razdo de aquecimento de
10°C.min* e faixa de aquecimento de 30 a 600°C. Para este método foram utilizadas amostras de 4
mg (£ 0,5), acondicionadas em porta-amostra de aluminio. Os dados termoanaliticos foram
analisados por meio do software TA-60WS® (Thermal Analysis) versdo 2.20 da Shimadzu®.

E no MEV as amostras foram preparadas sobre dupla fita de carbono contida em suporte
(stub) de cobre e metalizada sob vacuo com a deposicdo de uma fina camada de ouro em
equipamento BAL-TEC® modelo SCD 050. As analises de MEV foram obtidas por microscopio
eletrénico de varredura ambiental FEI, Quanta® 200 FEG, utilizando aumento 2. 300 vezes.

4° EBIT

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise de espectrometria por IV permite a identificacdo dos principais grupos funcionais
presentes em uma molécula a partir das vibragdes caracteristicas de cada grupo, conforme a amostra
1.

Transmitancia (%)

Numero de onda (nm-1)

Figura 1 - Espectro de absorcdo na regido do infravermelho da Epiisopiloturina.

Na curva DSC da Epiisopiloturina evidenciou um pico endotérmico com faixa de fusdo de
221,72 a 228,24°C (AE = - 148,75 J.g%),em concordancia com os estudos anteriores realizados por
Veras e colaboradores (2013). Conforme figura 2.

Fluxo de Calor mW.m!

T80 100 0 200 280 300
Temperatura (*C)

Figura 2 - Curva DSC da EPI, sob razdo de aquecimento de 10°C.min* e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min.

No TG as curvas obtidas demonstram que a degradacdo do prototipo se inicia em
aproximadamente 224 °C, com perda de massa (Am) de 79,27%, logo ap6s o pico referente ao
evento de fusdo da EPI, evidenciado no DSC. De acordo com a figura 3.
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Figura 3 - Curva TG, DTG e DTA da EPI, sob razdo de aquecimento de 10°C.min"* e fluxo de nitrogénio de 50 mL.min-
1 No MEV, foi possivel observar a morfologia dos cristais da EPI, que se apresentam na forma de

cristais irregulares. Conforme figura 4.

-

.Figura 4 - Microscopia eletrénica de varredura da EPI, sob aumento de 2.300 vezes.

4. CONCLUSAO

Por meio das técnicas analiticas utilizadas neste trabalho, foi possivel conhecer as
caracteristicas fisico-quimicas da EPIl. Mostrando-se uma alternativa terapéutica na aplicacdo de
doencas negligenciadas ja que algumas possuem tratamento limitado. A obtencdo de suas
caracteristicas fisico-quimicas é de suma importancia, pois serve de base no estudo de pré-
formulacéo, perspectiva deste trabalho.
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RESUMO - O mebendazol € um anti-helmintico de amplo espectro utilizado para
parasitoses recorrentes em todo mundo, mas apresenta uma variada solubilidade ao
depender do tipo de cristal presente em sua composicdo. E por isso foi realizado um
estudo com o objetivo de comprovar que os comprimidos fabricados no Brasil, produzido
com o polimorfo A, sdo equivalentes farmacéuticos dos fabricados na Europa, produzidos
com o polimorfo C. A metodologia seguida esta descrita na monografia especifica do
mebendazol contido na 5° edicdo Farmacopéia Brasileira. De acordo com os testes e
comparacbes realizadas o0s comprimidos apresentaram-se dentro dos limites
especificados pelo compéndio, embora o comprimido europeu tenha apresentado um
melhor delineamento na liberacdo do principio ativo. E por esse fato demonstra que o a
presenca do polimorfo C torna a forma farmacéutica mais eficiente para o tratamento de
doencas causadas por parasitas.

Palavras — chave: anti-helmintico, controle de qualidade, medicamentos

ABSTRACT - Mebendazole is an anthelmintic of broad spectrum used for recurrent
parasitic infections in the world, but has a wide solubility to depend on the type of crystal
present in its composition. Therefore, a study was conducted in order to prove that the
tablets manufactured in Brazil, produced with polymorph are pharmaceutical equivalents
of manufactured in Europe, produced with polymorph C. The methodology is described in
the monograph specifies the contained mebendazole the 5th edition of the Brazilian
Pharmacopoeia. According to the tests and comparisons tablets presented within the limits
specified by the compendium, although the European tablet presents the best design in the
release of the active ingredient. And this fact demonstrates that the presence of polymorph
C is optimized dosage form for the treatment of diseases caused by parasites.
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1. INTRODUCAO

A equivaléncia terapéutica entre dois medicamentos relaciona-se a comprovacdo de que
ambos contém o mesmo farmaco (mesma base, sal ou éster da mesma molécula terapeuticamente
ativa), na mesma dosagem e forma farmacéutica, o que pode ser avaliado por meio de testes in vitro
(Sharge &Yu, 1999; Who, 1999). Portanto, pode ser considerada como um indicativo da
bioequivaléncia entre os medicamentos em estudo, sem, contudo, garanti-la.

O medicamento referéncia durante seu desenvolvimento é submetido a ensaios clinicos para
comprovar a seguranca e eficacia do produto antes da obtencdo do registro para a comercializacao.
Com isso a industria farmacéutica desenvolveu a formulacdo e a forma farmacéutica adequada de
acordo com a via de administracdo e ao objetivo do medicamento (Storpirtis, 1999). Ja o
medicamento generico, para ser considerado intercambiavel, deve se preocupar com as modificacGes
farmacotécnicas para que o produto apresente os mesmos resultados in vitro, quando comparado ao
referéncia. E admissivel que a formulacdo e o processo de fabricacdo sejam diferentes, ja que os
equipamentos e fornecedores de matérias primas ndo sdo 0s mesmos, desde que essas diferengas ndo
alterem a bioequivaléncia entre os produtos (Dighe, 1999).

Com isso as preocupagbes em termos de biodisponibilidade, bioequivaléncia e
intercambialidade recaem sobre medicamentos apresentados sob formas farmacéuticas pelo fato de
existirem muitos fatores que podem alterar a liberacdo, a dissolucdo e a absorcdo do farmaco no
organismo. Fatores esses devem ser amplamente estudados durante o desenvolvimento
farmacotécnico do produto, o que, no entanto, ndo exclui a necessidade da realizacdo do teste de
bioequivaléncia (Banakar, 1992; Manadas et al., 2002).

2. MATERIAIS E METODOS

O teste de equivaléncia farmacéutica implica na execucdo de testes fisicos e fisico-quimicos
comparativos, entre, o candidato a genérico, e, seu respectivo medicamento de referéncia.

O principio da equivaléncia farmacéutica foi aplicado a dois medicamentos de diferentes
fabricantes, porém com o mesmo principio ativo (mebendazol) e dose (100 mg).

Foram realizados os testes de determinacdo do peso médio, teste de dureza, teste de
friabilidade, teste de desintegracdo, uniformidade de doses unitérias, teste de dissolucdo e doseamento
com os parametros e determinacdes preconizados na monografia especifica para o mebendazol, onde
a informacGes estdo contidas na 5° edicdo da Farmacopéia Brasileira.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Determinacdo de peso medio: O peso médio encontrado foi de 0,1464 mg. Comprovando
que todas as 20 unidades testadas dos comprimidos de mebendazol brasileiros se mantiveram dentro
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dos Limites de Variacdo preconizados para formulagdes com peso entre 80 mg a 250 mg. Da mesma
forma, procedeu-se com os comprimidos europeus de mebendazol, em que o peso médio foi de
0,3072 mg, para comprimidos com pesos acima de 250mg. Ambas as formulagdes possuem 150 mg
de principio ativo, e, as variacbes de peso para as duas se mantiveram dentro dos limites
especificados, entdo, é sugerido que ambos sdo equivalentes farmacéuticos.

Teste de dureza: Para os comprimidos brasileiros foi de 6,63 N, enquanto os comprimidos
fabricados na Europa a dureza foi de 9, 07 N. Apresentando um desvio de 0,518 N e um coeficiente
de variagdo de 7,822% para os comprimidos brasileiros e um desvio de 0,286 N e um coeficiente de
variacdo 31,63% de para os comprimidos Europeus. Os valores médios de dureza das unidades
testadas se mantiveram com baixo desvio padréo e com coeficiente de variagdo menor que 10%.

Friabilidade: A porcentagem da friabilidade para os comprimidos brasileiros foi de 0,133% e
0s europeus de 0,024%. Tanto os comprimidos brasileiros como 0s europeus se mantiveram com 0
valor da friabilidade (perda de peso) menor que 1,5% em relacdo ao peso inicial. Os testes de
friabilidade e dureza séo inversamente proporcionais entre si, quanto maior for o valor da friabilidade
de um comprimido, menor seré a dureza deste, e, quanto menor for a friabilidade, maior sera a forca
necessaria aplicada até que ele se rompa. (Ansel, 2000)

Desintegracao: Os comprimidos brasileiros apresentaram os tempos de desintegracao de 15°,
18,20, 20, 20, 20°. Enquanto os europeus apresentaram 05°, 05°, 05°, 06°, 08”, 08’. A Farmacopéia
Brasileira estabelece que o limite de tempo estabelecido como critério geral para a desintegracdo de
comprimidos ndo revestidos é de 30 minutos, ou seja, todos 0s comprimidos devem desintegrar-se até
esse tempo, no maximo. Ambas as amostras de comprimido cumpriram o teste.

Uniformidade de doses unitarias: Para se calcular o Valor de Aceitacdo (VA), foi calculado
0 conteudo individual para os comprimidos europeus e brasileiros, em porcentagem, de cada unidade
testada com sua respectiva média, desvio padrdo e coeficiente de variacdo. A média dos valores do
conteddo individual dos comprimidos de mebendazol foi de 100, 14%, desvio 1,31 e Coeficiente de
Variacdo (CV) de 1,31%. Segundo a Farmacopéia Brasileira, se 98,5% < X < 101,5%, M = X, entdo
VA = ks. E ainda, o valor de k para um n de 10 (nimero das unidades testadas) € de 2,4. Sabendo que
0 desvio das amostras foi de 1,31, VA ¢ igual a 3,14. O valor méximo (L1) permitido para VA ¢ de
L1 = 15, considerando o valor de 3,14 obtido, os comprimidos encontrados estdo de acordo com essa
especificacdo. Para os comprimidos europeus a média dos valores do contetdo individual dos
comprimidos foi de 100, 32%, desvio de 0,44 e CV de 0,44%. Como o valor de X esta entre 98,5% <
X <101,5%, entdo, M = X, e portanto, VA = ks. O valor de k para um n de 10 (nimero das unidades
testadas) € de 2,4. Sabendo que o desvio das amostras foi de 0,44, VA é igual a 1,06. Sabendo, que o
valor maximo (L1) permitido para VA é de L1 = 15, considerando o valor de 1,06 obtido, os
comprimidos encontrados estdo de acordo com essa especificacao.

Teste de dissolucdo: Foram utilizados meio de dissolucdo e aparelhagem especifica,
conforme preconizados pela Farmacopéia Brasileira 5% Edicdo na monografia destinada a
comprimidos de mebendazol. Foram obtidos como valores para os comprimidos brasileiros a média
de 84,65%, desvio de 3,14 e CV de 4,03%. E 0s europeus apresentaram como média 101,32% desvio
de 1,47 e CV de 1,45%. Os comprimidos europeus apresentaram um maior percentual de dissolucao
do que os brasileiros nas condicdes testadas. Este fato pode ser explicado por diversos motivos, tanto
referentes a molécula, como a existéncia de polimorfismo (Singhal & Curatolo, 2004), tanto
referentes a formulagéo, como a utilizacdo de excipientes que facilitariam na dissolucdo por promover
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uma rapida liberacdo do principio ativo ou até entdo por promover um melhor contato da molécula
com o meio de dissolugdo (Aulton, 2005). Alguns destes fatos foram estudados e serdo demonstrados
mais adiante.

Doseamento: A Farmacopeéia Brasileira 5% Edicdo diz que os comprimidos de mebendazol
devem conter no minimo 90,0% e no maximo 110,0% da quantidade declarada de CisH13N3O3. Em
que o comprimido brasileiro uma média de 106,58%, desvio de 0,51 e CV de 0,47%. E 0s europeus
apresentaram uma média de 107,32%, desvio de 0,76 e CV 0,71%. Ambos os comprimidos se
mantiveram dentro dos limites especificados pela Farmacopéia Brasileira 5 Edicdo.

4. CONCLUSAO

O estudo comparativo entre os comprimidos europeus e brasileiros demonstrou que ambos
atendem as especificacbes farmacopéicas. Contudo, os comprimidos europeus apresentaram um
melhor delineamento na liberacdo do principio ativo frente aos brasileiros.
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RESUMO - O desenvolvimento de formas farmacéuticas com propriedades
mucoadesivas tem sido uma alternativa bastante explorada nos ultimos anos. Assim, este
trabalho visa a obtencdo de comprimidos mucoadesivos contendo goma do cajueiro ou
quitosana enquanto excipientes alternativos promissores para promover a liberacéo de
farmacos na cavidade oral. Estes comprimidos foram obtidos por compressdo direta e
foram avaliados quanto as suas propriedades mucoadesivas e porcentagem de
intumescimento. A formulacdo com goma do caju apresentou maior tempo e forca de
mucoadesdo do que a com quitosana, enquanto a quitosana apresentou maior
capacidade de intumescimento. Os resultados mostram os uso desse polimeros com uma
alternativa promissora para o desenvolvimento de novas formulacdes com propriedade
mucoadesiva.

Palavras-chave: Mucoadesdo; polimeros naturais, uso tépico.

ABSTRACT — The development of pharmaceutical dosage forms with mucoadhesive
properties have been an alternative well explored in recent years. This work aims the
obtantion of a mucoadhesive tablet containing cashew gum or chitosan as promising
alternative excipients to promote drug release in the oral cavity. These tablets were
obtained by direct compression and were evaluated for their mucoadhesive properties
and percentage of swelling. The formulation of cashew gum had higher mucoadhesion
time and higher strength mucoadhesion than that one with chitosan, while chitosan had
higher swelling capacity. The results show the use of such polymers as a promising
alternative for the development of new dosage forms with mucoadhesive property.

Keywords: Mucoadhesion; natural polymers, topical use.
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1. INTRODUCAO

O desenvolvimento de sistemas mucoadesivos para liberagdo de farmacos tem sido usado nos
ultimos anos como alternativa para melhorar a biodisponibilidade e o efeito terapéutico desejado, uma
vez que permite uma acdo local do insumo ativo diminuindo os efeitos adversos (Mohammadi-
Samani et al., 2005). Para administracdo bucal de farmacos, uma boa propriedade bioadesiva parece
ser o ponto-chave, de modo que possa ser retida na cavidade oral para a duragdo desejada
(Gowthamarajan et al., 2012).

Considerando as propriedades mucoadesivas de diversos polimeros, muitos sdo os estudos
encontrados na literatura que abordam a obtencdo de comprimidos com essas propriedades, dentre
eles: Aguiar (2007), obteve um comprimido mucadesivo para tratamento de candidiase oral contento
nistatina para melhorar adeséo dos pacientes ao tratamento e elevar o sucesso terapéutico, e Kassem
et al. (2014) utilizou esse tipo de formulacéo para evitar o efeito de primeira passagem e melhorar a
biodisponibilidade oral do farmaco bupropiona.

Quitosana é um polimero derivado da desacetilacdo parcial da quitina e refere-se as mais
abundantes polissacarideos natural, com varias aplicacdes em produtos farmacéuticos e de abordagens
biotecnologicas (Kamoum et al., 2015). A goma do cajueiro é extraida de Anacardium occidentale L.,
sendo um polissacarideo complexo compreendendo galactose, arabinose, ramnose, glucose, acido
glicurdnico e outros residuos de agucar (Oliveira et al, 2014).

Neste contexto, este trabalho visa avaliar as propriedades mucoadesivas de comprimidos
utilizando os polimeros quitosana ou goma do cajueiro, isoladamente, como alternativa para futuras
formulagdes para promocéo da acéo local de farmacos na mucosa oral.

2. MATERIAIS E METODOS

Dois diferentes lotes de comprimidos contendo celulose microcristalina (10%) adicionado de
goma do cajueiro (90%) ou quitosana (90%) foram obtidos por compressao direta utilizando uma
compressora rotativa marca Sellc, modelo w216.

Os comprimidos foram avaliados quanto a porcentagem de intumescimento (n=3)
submetendo-os ao contato direto com solucdo tampéo e, em tempos determinados, 0 excesso de agua
foi retirado e os comprimidos pesados indivualmente. O intumescimento dos comprimidos foi
verificado segundo metodologia (Hermans et al., 2014) baseado na equacdo 01, onde Il € o indice de
intumescimento, P, € 0 peso inicial do comprimido e Py € 0 peso do comprimido em determinados
tempos apds exposicdo a solucdo tampao fosfato (pH 6,8 £ 0,05).

Equacdo 01- Determinacao do indice de intumescimento.
l1=Pi- Py x 100
Po

Para avalicdo das propriedades mucoadesivas dos lotes produzidos, os comprimidos foram
submetidos ao teste de tempo e forca de mucoadesdo. O tempo de mucoadeséo ex-vivo foi realizado
em triplicada no dissolutor Nova Etica, utilizando metodologia adaptada de Perioli et al. (2004);
Nagaveni et al. (2013). Para tanto, uma mucosa bucal de porco foi adicionada na lateral de cada cuba
de dissolucdo contendo 3 comprimidos aderidos & mucosa. A cuba contendo 500 mL de tampao
fosfato pH 6,8 foi mantida & 37 °C e com rotacéo de 75 rpm. O comportamento dos comprimidos foi
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entdo monitorado até desprendimento ou completa dissolucdo. J& a forca de mucoadesdo ex-vivo foi
avaliada por meio de um texturdmetro da marca TA. XT plus, utilizando mucina de estdbmago suino
(tipo I1) (Sigma-Aldrich®) com metodologia adaptada (Perioli et al., 2004; Hirata; Bruschi, 2010;). O
disco de mucina, utilizado para simular os constituintes da mucosa bucal, foi preparado por
compressdo, colado com cianoacrilato sobre um suporte especifico e umedecido com dispersdo de
mucina 8% (p/p) por um tempo de 30 s. No probo do equipamento o comprimido foi colado com
cianoacrilato. O teste foi iniciado com a adesdo do comprimido ao disco, com uma forga de 1 N,
mantida por 60s. A forca maxima adesiva (deslocamento) foi resultante da média de trés medicdes (n
=3).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O estudo de intumescimento é muito importante para o estabelecimento de aderéncia e, uma
vez que o inchago promove a flexibilidade das cadeias de polimero, formando uma camada de gel em
torno da matriz do comprimido, permite a interpenetracdo entre as cadeias do polimero e a mucina
(SALAMAT-MILLER et al. 2005). No teste de intumescimento, o lote de comprimidos contendo
quitosana mostrou capacidade de intumescimento mais rapida e em maior propor¢do, com 68,1% de
intumescimento nos 5 primeiros minutos de estudo e erosao iniciada apos 30 minutos. No entanto, o
lote contendo goma de cajueiro apresentou valores inferiores de intumescimento, com maximo de
14,63% em 15 minutos, seguido da erosdo desses comprimidos.

Tabela 1 — Resultados das propriedades mucoadesivas dos comprimidos
Comprimidos Tempo de mucoades Forca de mucoadesé
Goma do cajueiro 252 minutos 0,5726 N + 0,036 N
Quitosana 0 minutos 0,5335N + 0,038 N

A avaliacdo do tempo de mucoadesédo (Tabela 1) influencia diretamente a eficacia terapéutica,
uma vez que esta relacionada com a residéncia da formulacdo no local de acdo (Perioli et al., 2004).
Os comprimidos contendo goma do cajueiro apresentaram um tempo de adesdo superior aos
comprimidos com quitosana uma vez que estes se desprenderam da mucosa logo no inicio do teste.
Para quitosana, apesar da literatura relatar sobre sua capacidade mucoadesiva, o resultado do teste de
intumescimento mostra que a quitosana apresenta alta capacidade de reter 4gua, o que pode levar a
formacdo de uma mucilagem escorregadia que pode reduzir a capacidade de mucoaderéncia e esta
condicdo pode ter ocorrido durante o teste de mucoadesdo, uma vez que este é realizado com grande
volume de agua, levando aos resultados de tempo de mucoadesdo pouco significativos para a
quitosana (Morales, Mcconville, 2011;. Silva et al, 2015).

Em relacdo a forca de mucoaesdo (Tabela 1), os resultados corroboram com os resultados do
tempo de mucoadesdo, demonstrando maior forca de mucoadesdo para a goma do cajueiro frente a
quitosana. Porém neste teste ambos 0s polimeros apresentam boas propriedades mucoadesivas. A
goma de caju apresenta elevada porosidade e baixa tensdo superficial, o que provavelmente
proporciona uma boa molhagem através da adicdo da dispersdo de mucina 8%, que assegurou um
contato intimo da amostra com o disco, levando a um intumescimento do polimero e, como
consequéncia, o entrelagcamento das cadeias do polimero com a mucina (Gowthamarajan et al., 2012).
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4. CONCLUSAO

Através dos resultado deste trabalho foi observado que os polimeros goma do cajueiro e
quitosana tem caracteristicas mucoadesivas promissoras enquanto potenciais polimeros de escolha
para a obtencdo de formulacGes para liberacdo de fArmacos na mucosa oral.
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RESUMO - O objetivo deste trabalho foi o desenvolvimento de um método bioanalitico
para quantificacdo simultanea dos antipsicéticos olanzapina (OLZ), quetiapina (QTP) e
venlafaxina (VFX) em plasma humano através da abordagem de planejamento de
experimentos. A técnica utilizada foi a cromatografia liquida de alta eficiéncia com
mecanismo de separacao por interacdo hidrofilica (HILIC) acoplada a espectrometria de
massas triploquadrupolo. A estratégia foi compreendida em cinco etapas através de
planejamentos experimentais estatisticos, desenvolvimento de modelos empiricos e
construcdo de superficies de resposta que auxiliaram na determinacdo da melhor
resolucdo entre os picos, tempo de andlise e relacdo sinal/ruido. A separacdo
cromatogréafica foi obtida com uma coluna HILIC 100 x 2,1 mm, 2,6 um e eluicédo
isocratica com tampao de formato de aménio 5 mM com pH 4,7:acetonitrila (15:85 v/v)
sob fluxo de 0,2 mL.min e volume de injecéo de 10 uL. Os tempos de retencdo foram de
24, 31, e 45, para QTP, VFXP e OLZ respectivamente. A ionizacdo foi
eletronebulizacdo em modo positivo e as transicdes de massas obtidas foram
313,2>256,1, 384,1>253,1 e 278,2>260,2 para OLZ, QTP e VFX, respectivamente. A
abordagem de planejamento experimental aumentou em 50% a sensibilidade para todos
os farmacos em relacdo a abordagem tradicional de desenvolvimento de métodos com
resolucdo entre os picos para todos os analitos. A eficiéncia do processo de extragao foi
superior a 70% para todos 0s compostos.

Palavras Chaves: HILIQ, CLAE-EM/EM, Olanzapina, Quetiapina, Venlafaxina

ABSTRACT - The aim of this work was the development of a bioanalytical method for
simultaneous quantification of antipsychotics olanzapine (OLZ), quetiapine (QTP) and
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venlafaxine (VFX) in human plasma by design of experiments (DoE) approach. The
technique used was high-performance liquid chromatography with a mechanism pf
separation by hydrophilic interaction (HILIC) coupled to triple quadrupole mass
spectrometry. The approach was comprised of five steps using DoE, development of
empirical models and construction of response surfaces that assisted in determining the
best resolution between the peaks, analysis time and signal/noise ratio. The
chromatographic separation was obtained with a HILIC column 100 x 2.1 mm, 2.6 pum
and isocratic elution with 5 mM ammonium formate buffer pH 4.7:acetonitrile (15:85 v /
v) under flow rate of 0,2 ml min'* and injection volume of 10 uL. The retention times were
2,4, 3,1, e 45, to QTP, VFXP and OLZ, respectively. Electrospray ionization was in
positive mode and Multiple reaction monitoring were 313,2>256,1, 384,1>253,1 and
278,2>260,2 to OLZ, QTP and VFX, respectively. The DoE approach increased by 50%
for all drug sensitivity compared to the traditional approach to developing methods
resolution between the peaks for all analytes. The efficiency of the extraction process was
higher than 70% for all compounds.

Keywords: HILIQ, LC-MS/MS, Olanzapine, Quetiapine, Venlafaxine

1. INTRODUCAO

Nos ultimos 20 anos, a cromatografia de fase reversa (RPC) tem sido a primeira escolha na
analise de moléculas de interesse biologico e em muitos outros campos de aplicacdo em que se deseja
realizar a analise de compostos de baixa ou média polaridade. Entretanto, a retencdo de compostos
polares nesse modo (RPC) geralmente requer uma grande quantidade de agua na fase movel para se
obter alguma retencdo dos analitos, o que ocasiona diversos problemas, tais como a diminuicdo da
sensibilidade em CLAE-EM/EM empregando a ionizacdo por eletronebulizacdo (SNYDER;
KIRKLAND; DOLAN, 2010). Existe um espaco ndo apropriadamente explorado para a analise de
solutos polares, sendo a cromatografia, que envolve interacdo hidrofilica (HILIC), o modo atualmente
mais apropriado para preencher tal lacuna (MCCALLEY, 2007). A HILIC é uma forma de
cromatografia que utiliza uma fase estacionaria polar em conjuncdo com uma fase mdvel contendo
uma mistura de agua (pelo menos 2,5%) e um solvente organico (tipicamente >70 %). A HILIC
destaca-se na analise de compostos de carater basico e tem sido bastante empregada na analise de
farmacos, pois mais de 70% deles sdo compostos basicos (MCCALLEY, 2010).

A qualidade de um método bioanalitico que utiliza a técnica de CLAE-EM/EM deve ser
preferencialmente avaliada por mdltiplos critérios, devido ao grande numero de parametros que
podem afetar a eficiéncia do sistema como um todo. Assim, a utilizacdo de uma estratégia
multisegmentada permite otimizar o desenvolvimento de métodos bioanaliticos por CLAE-EM/EM
com base em diferentes critérios.

O intento deste estudo € apresentar um procedimento sistematico, utilizando as técnicas de
planejamento experimental, para ser aplicado no processo de desenvolvimento e otimizacdo de
métodos bioanaliticos por CLAE-EM/EM, foram escolhidos como analitos modelos de bases fracas
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os farmacos olanzapina (OLZ) e quetiapina (QTP), além da venlafaxina (VFX), utilizada como
padréo interno.

2. MATERIAIS E METODOS

A estratégia foi compreendida em etapas: i) experimentos preliminares ii) otimizacdo dos
parametros cromatogréaficos; iii) otimizacdo dos parametros da fonte de ionizacdo; iv) reavaliagdo dos
parametros de declustering potencial; v) desenvolvimento do processo de extracdo. Foi utilizado um
Planejamento composto central de face centrada para investigar com mais detalhes a influéncia do pH
da fase aquosa e o teor de componente organico na fase mével (%ACN) em um equipamento Nexera
X2 (Shimadzu, Japdo). Para otimizacdo dos parametros de ionizacdo do espectrdmetro de massas
Sciex 3200 (Sciex, EUA) foi realizado o procedimento padrdo de otimizacdo univariada automatica
disponibilizado pelo software Analyst (Sciex, EUA) com a finalidade de comparar com os resultados
do planejamento fatorial fracionario 2°1. Um planejamento fatorial 32 foi realizado para sondar a
influencia do pH do meio e do tipo de solvente (diclorometano, cloroférmio e metil-tert-butil-éter)
usado para extrair os farmacos da matriz biologica na eficiéncia do processo de extragéo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A separacdo cromatogréafica foi obtida com uma coluna HILIC 100 x 2,1 mm, 2,6 um e eluicdo
isocratica com tampao de formato de aménio 5 mM com pH 4,7:acetonitrila (ACN) (15:85 v/v) sob
fluxo de 0,2 mL.min-1 e volume de injecdo de 10 uL. A Figura 1 mostra a superficie construida a
partir da sobreposicdo das curvas de nivel obtidas nesta etapa. A regido na qual todas as respostas
encontram-se dentro da especificacéo esta denotada pela cor azul (Sweet spot).

|

% ACN
Intensidade (cps)

pH Tempo (min)

Figura 1. (A) Curva de nivel obtida pela sobreposi¢do das curvas da etapa cromatografica
e (B)cromatograma ilustrativo dos tempos de retencdo da QTP (2,4), VFX (3,1) e OLZ (4,5).

O método bioanalitico modelo desenvolvido nesta pesquisa apresentou a separacdo
cromatografica dos picos da olanzapina, quetiapina e venlafaxina, e um incremento médio de area
para os analitos de aproximadamente 50% em comparagdo com a metodologia de otimizacgdo
usualmente empregada na rotina de laboratérios que utilizam a técnica de cromatografia liquida de
alta eficiente acoplada a espectrometria de massas em série. Além disso, foi desenvolvido um método

179




~ ~
40 EBIT ENCONTRO BRASILEIRO PARA

e

de extracdo com uma eficiéncia de processo superior a 70% para todos os farmacos.
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4. CONCLUSAO

O emprego de uma estratégia com Vvarias etapas e diferentes critérios de otimizacdo —
auxiliada por ferramentas estatisticas oferece uma maneira simples e eficaz de desenvolver
métodos bioanaliticos por CLAE-EM/EM. A cromatografia de interacdo hidrofilica mostrou-se
uma Gtima alternativa para os farmacos de caréater basico utilizados no presente estudo, gerando
retensividade e picos simétricos.
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RESUMO - O Planejamento e Controle da Producdo (PCP) é responsavel por planejar,
acompanhar e controlar todas as atividades de uma empresa, com a finalidade de
otimizar o processo produtivo e atingir maxima eficiéncia e eficacia da producéo. O PCP
esta presente em todas as etapas da producdo e, por esse motivo, todos 0s setores da
empresa devem comunicar-se entre si para manter o fluxo produtivo. Este trabalho teve
como objetivo apresentar 0s conceitos necessarios para o entendimento do PCP na
industria farmacéutica. A coleta de dados ocorreu através da pesquisa em diversas bases
como LILACS®, SciELO, Medline®, bem como teses, dissertacdes e livros sobre o
assunto, no periodo entre 2000 e 2016. Para auxiliar o processo de planejamento e
controle, existem sistemas de informacdo que utilizam softwares integradores de
informacdes. Esses programas distribuem os dados coletados de toda a linha de producéo
e facilitam a visualizacdo da capacidade de producdo e estoques da empresa. Todas essas
informacdes possibilitam ao gestor tomar as melhores decisdes a fim de garantir o
sucesso da empresa. Foi evidenciada a importancia de mais estudos sobre PCP na
industria farmacéutica, e a necessidade das empresas investirem em modelos
computacionais, e a capacitacdo do pessoal para a otimizacéo do processo de producao.

Palavras-chave: Administracdo Farmacéutica. Pesquisa Operacional. Produgdo de
Produtos. Tecnologia Farmacéutica.

ABSTRACT - Planning and Production Control (PPC) is responsible for planning,
monitoring and controlling all activities of a company, in order to optimize the production
process and achieve maximum efficiency and effectiveness of production. The PPC is
present at all stages of production, and therefore, all sectors of the company must
communicate with each other to maintain the production flow. This paper aimed to
present the necessary concepts to understand the PPC in pharmaceutical industry. The
data were collected through research on different bases as LILACS®, SciELO, Medline®
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and theses, dissertations and books on the subject, between 2000 and 2016. For the
process of planning and control, there are information systems using software integrators
of information, these programs distribute the data collected from the entire production
line and facilitate the visualization of production capacity and the company's stocks. This
information enables the manager to make the best decisions to ensure the company's
success. The importance of further studies on PPC in the pharmaceutical industry, and
the need for companies to invest in computer models, and personnel training for the
optimization of the production process was highlighted.

Keywords: Organization and Administration. Pharmacy Administration. Production of
Products. Technology, Pharmaceutical.

1. INTRODUCAO

A industria farmacéutica, responsavel por produzir medicamentos e produtos para a saide, € um
setor industrial importante economicamente e socialmente no Brasil e no mundo (Mesquita; Santoro,
2004). E, como toda industria, necessita de organizacdo e planejamento nos processos de producao,
para atender as demandas do mercado. Contudo, o farmacéutico, como responsavel, deve saber como
administrar adequadamente a empresa.

Uma das ferramentas utilizadas nessa organizacdo é o Planejamento e Controle da Producao
(PCP), que direciona a producdo, o controle e a distribuicdo dos insumos produzidos em todos 0s
setores (Morais; Oliveira, 2015) da empresa. E fundamental conhecer os conceitos que servem de
base para a utilizacdo do PCP, seus sistemas e etapas, e como estes sdo aplicados na industria.

2. MATERIAIS E METODOS

A coleta de dados ocorreu através da pesquisa em diversas bases como LILACS®, SciELO,
Medline®, bem como teses, dissertacdes e livros sobre o assunto. Foram usadas as palavras-chave:
“administracdo farmacéutica”, “industria farmacéutica”, “pesquisa operacional”, “producdo de
produtos” e “tecnologia farmacéutica”, na lingua portuguesa. E na lingua inglesa, as palavras-chave
utilizadas foram “pharmacy administration”, “drug industry”, “operations research”, “production of
products” e “technology, pharmaceutical”. Todos os descritores estdo de acordo com o vocabulario da
Biblioteca Virtual em Saude (BVS). Foram considerados os artigos publicados de 2000 a 2016, além

de algumas citacfes mais antigas, porém que sdo fundamentais para o entendimento do assunto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Planejamento e Controle da Producdo (PCP) se utiliza de recursos para definir as metas da
empresa e garante que essas metas sejam cumpridas de forma eficaz e eficiente, controlando os
processos produtivos. Os recursos produtivos devem estar disponiveis na quantidade e momento
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adequados, e devem atender um nivel adequado de qualidade (Bonney, 2000; Slack et al., 2006).

Como desempenha uma funcdo de coordenacédo e apoio ao sistema produtivo, o PCP direta ou
indiretamente, relaciona-se com praticamente todos os setores deste sistema. Da Engenharia do
Produto. sdo necessarias informacGes das listas de materiais de desenhos técnicos, da Engenharia de
Processo, os roteiros de fabricagéo e os lead times, do Marketing os planos de vendas, a Manutencao
fornece os planos de manutencdo, Compras/Suprimentos informa as entradas e saidas dos materiais
em estoques, dos Recursos Humanos os programas de treinamento, em Finangas busca-se o plano de
investimentos e o fluxo de caixa, e assim por diante (Molina; Resende, 2006).

No que se refere as atividades do PCP na indstria farmacéutica, um estudo feito por Tosoni et
al. (2013) verificou uma nitida falta de planejamento em varios setores, a necessidade de aprimorar
0s setores produtivos da empresa, através de treinamentos de funcionarios, investimentos em
maquinas e equipamentos e a estruturacdo de um departamento de PCP. Na empresa, ndo havia
previsdo de demanda, planejamento da capacidade, nem planejamento agregado. Com estes
resultados, fica evidente a importancia do PCP para o funcionamento efetivo da empresa.

Uma pesquisa realizada por Mesquita e Santoro (2004) procurou responder a seguinte questéo:
“por qué as empresas nao utilizam métodos estatisticos € modelos de otimizagdo nos processos de
planejamento, programagdo e controle da produgdo e estoques?”. Os autores concluiram que a
utilizacdo de modelos matematicos na gestdo ndo € muito comum nas empresas do setor. Prevalece a
utilizacdo do modelo MRP, o qual é focado na administracdo de estoques de matérias-primas e
embalagens, e uma preocupacdo maior em investir em tecnologia da informacdo e na melhoria da
previsdo de demanda.

Outro estudo, realizado por Morais e Oliveira (2015), foi observado que a utilizacao do software
MRP 11 foi eficiente para o planejamento e controle da producdo de uma industria de genéricos de
Minas Gerais, porém, existe uma falha na elaboracdo das previsdes de vendas que afeta diretamente a
programacdo da industria. Essa deficiéncia impacta diretamente no PCP, pois a producéo e compra de
materiais sdo realizadas a partir das previsdes de demanda. Essa deficiéncia compromete a gestdo de
estoques e custos.

Coelho e Quelhas (2011) afirmaram que € necessario avaliar a gestdo de um nimero maior de
empresas no setor farmacéutico, a fim de comparar a gestdo destas indlstrias e fazer os ajustes
necessarios para a melhoria do PCP.

4. CONCLUSAO

Através dos dados obtidos na revisdo da literatura, foi possivel observar que o tema de
planejamento e controle da producdo é bastante difundido na administracdo de empresas. No
entanto, € pouco aplicado no setor farmacéutico, existem poucos relatos de empresas que utilizam
técnicas de pesquisa operacional, o que acontece na verdade, € uma falta de conhecimento por
parte dos administradores das industrias farmacéuticas acerca dos métodos gerenciais de
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implementacdo do PCP, principalmente no que se refere & utilizagdo de softwares de
gerenciamento de informagdes.

Dessa forma, o presente trabalho evidencia a importancia dos estudos sobre o PCP com
aplicacdo no setor farmacéutico, e a necessidade das empresas investirem em modelos
computacionais e capacitacdo do pessoal para a otimizagdo do processo de producéo.
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RESUMO - A utilizacao de hidrdoxidos duplos lamelares (HDL) associados a moléculas
biologicamente ativas vem se tornando uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de sistemas de administracdo de farmacos. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a citotoxicidade, em macrofagos humanos, do Efavirenz (EFZ), antirretroviral
pertencente ao sistema de classificacdo biofarmacéutica II, na qual, uma das
caracteristicas do farmaco é baixa solubilidade. HDL e HDL-EFZ 30%. O EFZ isolado
apresentou valor médio de IC50 de 15,71 ug/mL, enquanto o do sistema HDL-EFZ foi de
20,83ug/mL, onde proporcionou uma leve reducdo na toxicidade do insumo farmacéutico
ativo.

Palavras-chave: Carreador de farmaco, dissolucéo, citotoxicidade, antirretroviral.

ABSTRACT - The use of layered double hydroxides (LDH) associated with biologically
active molecules has become a promising alternative for the development of drug
delivery systems. The objective of this study was to evaluate the cytotoxity in human
macrophages of Efavirez (EFZ), an antiretroviral belonging to the biopharmaceutical
classification system Il, in which one of the characteristics of the drug is low solubility.
HDL and HDL-EFZ 30%. The isolated EFZ presented average value of 15.71 1C50
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ug/mL, while the LDH-EFZ value was 20,83ug/mL, which provided a slight decrease in
toxicity of the active pharmaceutical ingredient.

Keywords: Drug carriers, dissolution, cytotoxicity, antiretroviral.

1. INTRODUCAO

O Efavirenz (EFV), classificado como farmaco de primeira escolha para o tratamento da
AIDS em adultos, apresenta desvantagem da sua solubilidade, pois se enquadra na classe Il do
sistema de classificacdo biofarmacéutica, ou seja, farmacos dessa classe apresentam baixa
solubilidade e alta permeabilidade (Sathigari et al., 2009).

Os hidroxidos duplos lamelares (HDL), apresentam propriedades promissoras para serem
utilizados como carreadores de farmacos, pois possuem baixa toxicidade, alta biocompatibilidade, alta
capacidade de insercéo de substéncias biologicamente ativas, extensa area superficial disponivel para
adsorcdo, podem promover aumento da estabilidade das espécies inseridas e promoc¢do de sua
liberacdo prolongada (Cunha et al., 2010). O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade do
EFZ e HDL isolados, e a associacdo HDL-EFZ, frente a linhagem de macréfagos.

2. MATERIAIS E METODOS

Para a obtencdo do CaAl-HDL, foi realizada uma adaptacdo do método proposto por Shafiei e
colaboradores (2013), atraves de sintese por coprecipitacdo. A obtencdo do sistema HDL-EFZ foi
realizada pelo método descrito por Takahashi & Yamaguchi (1991), onde sistemas HDL:EFZ
contendo 10, 20, 30, 50, 60 e 70% do farmaco disperso no carreador (m/m) foram obtidas em acetona.

Foram realizados testes de liberacdo das amostras para se obter o sistema mais promissor, em
termos de solubilizacdo do EFZ. O estudo de liberacdo foi realizado em condi¢Bes non-sink,
utilizando o equipamento Sirius T3 (Sirius Analytical Instruments Ltda.) e espectrdmetro Sirius D-
PAS. Os sistemas testados continham o equivalente a 5mg do farmaco, que foram adicionados ao
meio tampdo Sirius (Sirius Analytical Instruments Ltda), e ,em intervalos determinados, foram
realizadas leituras da absorbancia do farmaco.

A citotoxicidade do sistema em células foi determinada pelo ensaio de reducdo de MTT, com
linhagem de células de macréfagos, mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino, 2mM de glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, a 37°C com 5%
de CO.. As células foram semeadas em placas de 96 pogos (100 puL = 10° cells/mL) com EFZ
(0,78125-100 pg/mL), HDL (3,125-400 pg/mL) e HDL-EFZ 30% (0,78125-100 pg/mL de EFZ ¢
1,8203125-233 pg/mL de HDL) dissolvido em DMSO (dimetilsulfoxido) na proporg¢ao (1:99 v/v).
Apds 72h de contato das células com os compostos, o sobrenadante foi aspirado e adicionados 25 pL
de solucdo de MTT (5mg/mL), sendo as demais, células, descartadas. As placas foram deixadas por 3
horas em estufa 37°C e ao final desse periodo, 100 nL. de DMSO foi adicionado a cada pogo para a
dissolucdo dos cristais de Formazam. A absorbdncia média foi mensurada a 540 nm em
espectofotrometro (Modelo 3550 BIORAR, Inc).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo de dissolugdo, em condigdes non-sink, vem sendo comumente aplicado para
sistemas contendo farmacos de baixa solubilidade complexadas com carreadores que
incrementam solubiliza¢do. Sun, Ju e Lee (2012) afirmam que esta condi¢cdo permite visualizar
eventos de supersaturacdo, nucleacdo e cristalizacdo do farmaco em solugdo, além de ser uma
simulacdo do sistema fisioldgico, mais adequada do que a condicdo sink, devido ao pequeno
volume encontrado no trato gastrointestinal.

O perfil de dissolucdo do EFZ, mistura fisica e sistemas HDL:EFZ em diferentes
concentracdes. Apds duas horas de analise, 0 EFZ atingiu uma concentracio de 32 pug.mL™ no
meio de dissolucdo, sendo os demais sistemas comparados a este valor para se obter a proporcao
do incremento da solubilidade do farmaco no meio.

Os sistemas formados por HDL e EFZ (10, 20 e 30%), foram os que obtiveram melhores
resultados no estudo de dissolucdo. O sistema HDL:EFZ 30% foi o que mais se destacou, como
pode ser observado na figura 1, proporcionando ao EFZ um incremento de solubilidade de
aproximadamente 558%, quando comparado ao farmaco isolado, ap6s duas horas de dissolucao,
sendo este, eleito para o estudo de citotoxicidade.

Alem do sistema HDL-EFZ 30%, avaliou-se também o EFZ e o HDL isolados, a fim de
se obter a citotoxicidade destes insumos separadamente. O EFZ isolado apresentou valor médio
de IC50 de 15,71 pg/mL (13,3-18,45 ug/mL), como pode ser observado na figura 2, enquanto o
do sistema HDL-EFZ foi de 20,83ug/mL (19,12-22,71 ug/mL), como pode ser observado na
figura 3. Este resultado demonstra que a associa¢do proporcionou uma leve reducao na toxicidade
do insumo farmacéutico ativo. O HDL isolado ndo apresentou toxicidade nas concentracdes e
linhagem de células utilizadas, apresentando seguranca no uso dessa substancia, conforme a

figura 4.
25 P12 L pHTa - R . : H* EFZ

g B

g 8
v
o

Viabilidade celular (%)
Viabilidade celular (%)

3 88888
|
|
|
|

Concentragao (ug/mL)

v T T
o 0 20 30 40 S0 60 f0 B0 90 100
pgfml

Figura 1 — Perfil de dissolu¢do do EFZ Figura 2 — Viabilidade celular de
isolado e seus sistemas HDL-EFZ e MF. macrofagos humanos frente ao EFZ.
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4. CONCLUSAO

Os sistemas HDL:EFZ 30% apresentou um elevado incremento de solubilidade, com
grande potencial para aplicagio em medicamentos, devido a seu baixo indice de toxicidade,
inclusive menos toxico do que o farmaco isolado, alem do HDL isolado, também, mostrar-se
atoxico nas concentragdes testadas.
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RESUMO - O objetivo do trabalho foi identificar quais os fatores podem estar
relacionados ao aumento de gastos com medicamentos publicos. A revisdo da literatura
foi adotada como método de agrupamento dos dados e de sintese do conhecimento acerca
da tematica proposta. A analise dos dados coletados na literatura possibilitou a
identificacdo de fatores endogenos e exdgenos que influenciam o incremento dos gastos
publicos com medicamentos, sendo que os fatores enddgenos estdo ligados diretamente
ao ciclo da assisténcia farmacéutica e poderdo ser monitorados e gerenciados
principalmente pelo nivel local, regional e municipal, em contraposicdo aos fatores
exdgenos que perpassam a governabilidade destes entes e deverdo ser acompanhados e
discutidos pela esfera estadual e federal.

Palavras-chave: Gastos com medicamentos. Assisténcia Farmacéutica. Economia da
Saude.

ABSTRACT: The objective was to identify which factors may be related to increased
spending on public drug. The literature review was adopted as data clustering method and
synthesis of knowledge about the proposed theme. The analysis of data collected in the
literature allowed the identification of endogenous and exogenous factors that influence
the growth of public spending on drugs, It is that endogenous factors are directly linked to
the cycle of pharmaceutical care and can be monitored and managed mainly by local,
regional and municipal level, as opposed to exogenous factors that overpass the
governance of these entities and should be monitored and discussed by the state and
federal level.

Keywords: drug expenditures. Pharmaceutical Care Health. Health Economics.
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1. INTRODUCAO

A publicacdo da Politica Nacional de Medicamentos no Brasil em 1998 fomentou a criagdo de
programas voltados a garantia do acesso aos medicamentos a populacdo. (Vieira, 2009).

Se de um lado o acesso a medicamentos € fundamental na garantia do direito constitucional a
salde, por outro, tornou-se motivo de preocupacdo pela evolucdo dos gastos. Estudo realizado em
2007 mostrou descompasso do crescimento entre gastos com salde e com medicamentos na esfera
federal. Para o Ministério da Saude, enquanto o0s gastos totais com salde aumentaram em 9,6%,
aqueles com medicamentos tiveram incremento de 123,9% no periodo de 2002 a 2006 (Viera, 2009).

No Canada, o gasto total com medicamentos aumentou 11% em 2005, chegando a 24,8
bilhdes de dolares. Foi a segunda maior despesa, ficando atras apenas dos gastos com 0s hospitais e
mantendo-se em patamar mais elevado que os gastos com medicos desde 2000 (Canadian Medical
Association Juornal, 2006).

No Reino Unido, pais que tem modelo de atencédo a saude focado na atencdo primaria, o gasto
com medicamentos neste nivel de complexidade cresceu 10% entre 2001 e 2002 e provocou uma crise
de financiamento. Quatro classes terapéuticas foram responsaveis por 25% do incremento:

(Macdonald, 2003).

Um estudo realizado no Municipio de Fortaleza em 2007 mostrou que as classes terapéuticas
com maior representatividade dos gastos com medicamentos para a atencdo primaria neste periodo
foram: antibacterianos sistémicos (18,8% do total dos gastos), seguido por antidiabéticos (9,4%
hipoglicemiantes orais) e anti-hipertensivos com ac¢do no sistema renina-angiontensina (8,6%, sendo
8,2% somente o captopril). (Chaves, 2009).

O acesso aos medicamentos depende de um financiamento sustentado (Who, 2001). Ao se
definir a politica de Assisténcia Farmacéutica (AF) e os medicamentos a serem disponibilizados nos
diferentes programas de saude, em qualquer uma das instancias gestoras do SUS, deverdo ser
assegurados os recursos financeiros que viabilizem as acdes e a sua continuidade considerando 0s
fatores que podem elevar o0s gastos com medicamentos pelo sistema de saude. (Brasil, 2007).

Neste contexto este trabalho propde levantar quais fatores podem estar relacionados ao aumento
de gastos com medicamentos com o objeto de propor novas discussGes, monitoramento e estratégias
para a sustentabilidade financeira dos medicamentos publicos seja na esfera local, regional,
municipal, estadual e federal.

2. MATERIAIS E METODOS

A revisdo da literatura foi adotada como método de agrupamento dos dados e de sintese do
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conhecimento acerca da temética proposta, a fim de responder a seguinte questdo norteadora: Quais
os fatores influenciam o aumento dos gastos com medicamentos? Dentre eles quais séo os fatores

internos e externos que podem influenciar o ciclo da assisténcia farmacéutica?

Concernentemente as definicdes de Cooper (1984) foram seguidas: formulacdo do problema;

levantamento dos dados; analise dos dados e apresentacdo dos resultados.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A literatura indica diversos fatores que influenciam o aumento dos gastos com
medicamentos, dentre os quais podemos citar os fatores ligados diretamente ao ciclo da
assisténcia farmacéutica: i) fatores relacionados a regulacdo de mercado, processos de aquisi¢éo,
etc; ii) acesso a servicos de salde e medicamentos; iii) ampliacdo das listas de medicamentos; iv)
mudancas nos padrdes de prescricdo e dispensacdo de medicamentos; v) nimero e diversidade
dos prescritores, assim como outros fatores externos que também influenciam no ciclo da AF, a)
populacdo: mudancas no tamanho e distribuicdo; b) expectativa e comportamento dos usuarios e
adesdo ao tratamento; c) surgimento de novas doencas e epidemias; d) ciéncia e tecnologia com
novas abordagens terapéuticas; €) industria farmacéutica: desenvolvimento de novos produtos
(novas concentragdes, formas farmacéuticas e apresentacdes); f) propaganda e markenting para
profissionais de saude e usuarios; g) politica macroecondémica.

A figura 01 apresenta de forma esquematica os principais fatores que podem influenciar o
aumento dos gastos com medicamentos.

INDUSTRIA FARMACEUTICA: CIENCIA E TECNOLOGIA:
- Desenvolvimento de novos - Novas abordagens terapéuticas;

medicamentos - Medicamentos substituindo
procedimentos invasivos

POLITICA MACROECONOMICA

) POPULAGAO:
SISTEMA DE SAUDE: - Mudangas no
- Regulagao de mercado; - Disponibilidade e acesso tamanho e distribuicao
- Processos licitatérios ao servigo ao medicamentos

PRECO DE COMPRA:

PROPAGANDA AOS AMPLIACAO DAS PROFISSIONAIS
PRESCRITORES E RELACOES E USUARIOS:
USUARIOS DE MEDICAMENTOS

COMPORTAMENTO
DOS USUARIOS E
- N° e diversidade ADESAO AO

AUMENTO DOS i\
padrdes de prescrigao;

GASTOS COM (et o et
MEDICAMENTOS

_ Fatores exdgenos

Fatores endogenos
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4. CONCLUSAO

A analise dos dados coletados na literatura possibilitou a identificacdo de fatores endégenos
e exdgenos que influenciam o incremento dos gastos publicos com medicamentos, sendo que 0s
fatores enddgenos estdo ligados diretamente ao ciclo da assisténcia farmacéutica e poderdo ser
monitorados e gerenciados principalmente pelo nivel local, regional e municipal, em
contraposicdo aos fatores exdgenos que perpassam a governabilidade destes entes e deverdo ser
acompanhados e discutidos pela esfera estadual e federal.

Portanto, cabe frisar que definicGes de estratégias mais amplas de impacto nacional como
a regulacdo de compras publicas por meio da definicdo de preco maximo para aquisicdo de
medicamentos devem ser pautadas. Assim como, o fomento ao desenvolvimento da capacidade
produtiva da indudstria nacional de farmacos de base quimica com fortalecimento de laboratorios
publicos na producdo de linhas de medicamentos padronizados pelo SUS e o seu papel de
regulagdo no mercado.

5. REFERENCIAS

BRASIL. Conselho Nacional de Secretarios de Salde. Assisténcia Farmacéutica no SUS.
Colecéo Progestores — Para entender a gestdo do SUS, 7, Brasilia, DF, 2007. 186 p.
CANADIAN INSTITUTE FOR HEALTH INFORMATION. Drug expenditure in Canada 1985
to 2006. Otawa, 2007.

COOPER, H. M. The integrative research review: a systematic approach. Beverly Hills: Sage,
1984.

CHAVES, E.S. Gastos com medicamentos distribuidos em atencdo primaria de salde em
Fortaleza- CE e co-fatores influentes no ano de 2007. 2009. 161p. Dissertacdo (Mestrado de
Ciéncias Farmacéuticas) - Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, 2009.

MACDONALD, S.; Increased drug spending is creating funding crisis, report says. BMJ.,
v.326,n.7391, p.677, 2003, DOI: 10.1136/bmj.326.7391.677.

VIEIRA, F.S. Gasto do MS com medicamentos: tendéncia dos programas de 2002 a 2007. Rev.
de Saude Publica, Sdo Paulo, v. 43, n.4, p.674-81, 2009.

WHO. How to develop e implement National Drug Policy: update and replaces: guidelines for
developing national drug policies. 2. ed. Geneva, 2001.

6. AGRADECIMENTOS

Ao apoio e investimento realizado pelo Departamento de Economia do Ministério da Sadde ao

Programa de Pds-graduacao em Gestdo e Economia da Saude na UFPE.

193



o ~ #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: GESTAO, ECONOMIA E SAUDE - GE 8

CUSTO DO CUIDADO ESPECIALIZADO EM PRATICAS
INTEGRATIVAS E COMPLEMENTARES NO SISTEMA UNICO
DE SAUDE

M. C. T. ASSUNCAQ*; A. F. B.NBEZERRAl; C. M. F. AQUINO?; I. M. C. SOUSA3; V. P.
JORDAO?!; M. R. CARVALHO NETO!?

tUniversidade Federal de Pernambuco — UFPE
2Secretaria Estadual de Saude de Pernambuco — SES-PE
3Centro de Pesquisa Ageu Magalhaes — CpgAM/Fiocruz
E-mail para contato: cesar_tabosa7@hotmail.com

RESUMO - O objetivo do estudo foi analisar os custos de um servico especializado em
Praticas Integrativas e Complementares (PI1Cs) no nordeste brasileiro, com o intuito de
fornecer dados acerca da implantacdo, manutencdo e dimensionamento de servicos
dessa natureza e quantificaro custo por usuario para o SUS. Trata-se de uma
avaliacdo econdmica do tipo parcial, com carater descritivo, de natureza quantitativa.
Os dados foram coletados por meio de informacgdes secundarias e agrupados em
planilhas do Excel. O método utilizado foi o de custeio por absorc¢éo, a partir do qual o
servico foi dividido em trés centros de custeio: produtivo, administrativo e auxiliar. A
analise dos dados evidencia que houve 34.521 atendimentos e o custo total do servi¢o
foi estimado em R$ 1.270.015,70 em 2014, desse montante, 79,69% foram classificados
como custos diretos. O custo médio por usudrio neste periodo foi R$ 34,78,
considerando préticas individuais e coletivas. Conclui-se que 0 servi¢o apresenta um
custo por usuario compativel com um servico especializado. Os valores sao
equivalentes aos encontrados nos servi¢cos biomédicos de média complexidade, no
entanto, as PICs apresentam um paradigma caracterizado pela abordagem integral e
holistica do usuério.

Palavras-chave: Terapias Complementares; Economia da Salde; Contabilidade de
Custos.

ABSTRACT - Study aim was to analyze an ICP center, located in Brazil northeast,
and to provide knowledge of management and costs involved, and individual cost per
user. This is a partial economic evaluation, with descriptive and quantitative variables.
Data collected were secondary information, later grouped in Excel spreadsheets. Costs
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were analyzed by absorption costing, and the service was divided in three centers:
productive, administrative and support. Data analysis points to a total of 34.521
consults, and estimated cost of R$ 1,270,015.70 in 2014. Of that amount, 79,69% were
direct costs. Average cost per patient was R$ 34.78, considering both individual and
collective practices as a form of consult. Results of costs assessment are equivalent to
those found in traditional practices at the same complexity level of care, however ICP
offer a comprehensive and holistic approach.

Keywords: complementary therapies; health economics; accounting.
1 INTRODUCAO

As Préticas Integrativas e Complementares (PICs) sdo utilizadas para manutencao, prevencao e
recuperagdo da saude desde a antiguidade. No inicio, sua utilizagdo era baseada em conhecimentos
empiricos que eram repassados de geracdo em geracdo. Atualmente, suas propriedades terapéuticas
foram reconhecidas e ja fazem parte do rol de terapias respaldadas por leis.

Diante dessa realidade, o estudo em questdo vislumbra fornecer dados financeiros consistentes
acerca do servico de PICs no Sistema Unico de Satde (SUS), e dessa maneira contribuir para
consolidar a institucionalizacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) que foi implantada h& dez anos. O intuito é apurar 0s custos do servi¢co, como estes sao
distribuidos e qual o custo do usuario de PICs para o SUS, por meio do estudo da unidade
especializada em PICs Centro de Préticas Integrativas Equilibrio do Ser (CPIES).

2 MATERIAIS E METODOS

O campo da pesquisa € o CPIES, localizado na cidade de Jodo Pessoa-PB. Trata-se de uma
unidade de referéncia e pioneirismo em PICs nessa regido, tem carater publico, vinculado ao SUS,
com administracdo e gestdao municipal.

Trata-se de uma avaliacdo econdmica do tipo parcial, com carater descritivo, de natureza
quantitativa (UGA, 2002). O método selecionado foi o de custeio por absorcéo, no qual a divisdo do
objeto de estudo em centros de custeio € imprescindivel. O uso do custeio por absorcao é justificado
pelo Programa Nacional de Gestdo de Custos (PNGC) para apuracdo de custos no setor publico,
inclusive na area da saude.

Todos os custos foram classificados de acordo com seus critérios de alocacdo em diretos e
indiretos. ApoOs a absorcdo de todos os custos para o servico prestado, foi calculado o custo do
atendimento de PICs ao usuario do CPIES no ano de 2014. Nas préaticas coletivas, cada grupo
terapéutico foi estimado em 10 usuarios por terapeuta. Essa estimativa foi realizada de acordo com a
observacéo direta dos pesquisadores e por meio dos relatos dos profissionais da unidade.

Os dados foram inseridos em planilhas eletronicas do Microsoft Excel (2010)® e agrupados nos
respectivos centros de custeio. ApOs essa etapa, os custos foram analisados em relagcdo ao
quantitativo de usudrios atendidos durante 0 mesmo periodo.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Centro de Ciéncias da
Saude/UFPE, sob o nimero de CAEE 07270212400005208. A coleta de dados foi realizada mediante
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anuéncia da Secretaria Municipal de Salde da cidade de Jodo Pessoa-PB, considerando todos os
preceitos éticos e legais vigentes. .
3 RESULTADOS E DISCUSSAO

O servico em questdo foi dividido em trés centros de custeio: o produtivo, o auxiliar e 0
administrativo.Os custos diretos foram subdivididos em Recursos Humanos (RH) (92,30%),
representando uma parcela importante dos custos no CPIES, o que reflete a realidade da maioria dos
servicos de saude depreciacao de equipamentos e moveis (1,36%) e materiais (Tabela 1).

Tabela 1 — Custos diretos do Centro de Préticas Integrativas Equilibrio do Ser. Jodo Pessoa/PB. 2014.

Subtotal mensa Subtotal anual Subtotal (%0)
CUSTOS DIRETOS (R$) (R$)
anual acumulado

1 Recursos Humanos

77.847 934.173 92,30% 92,30%
2 Depreciacdo de moveis,
maquinas e equipamentos 1.14¢ 13.797 1,36% 93,66%
3 Material de consumo 5.347 64.169 6,34% 100%
4TOTAL 84.34€ 1.012.140 100% 100%

Fonte: Elaborado pelos autores

Os custos indiretos totalizaram R$ 257.875,25 no ano de 2014. Desse montante, 86,76%
compreende 0s custos prediais, nos quais 0 maior impacto esta relacionado a depreciacdo do imovel.
Opreédio teve o valor estimado em R$ 2.738.190,00, levando em consideragdo a taxa de depreciagéo
para esse tipo de investimento em 4%, o custo do imével foi de R$ 109.527,60 no ano de 2014.

Os custos prediais também sdo representados por despesas com agua/esgoto e energia elétrica
que foram estimados em R$ 114.221,76 nesse periodo. Despesas relacionadas ao IPTU e coleta de
lixo também fazem parte dos custos prediais, entretanto, nesse estudo tais custos foram
desconsiderados, visto que o CPIES é isento desses impostos por se tratar de uma instituicdo publica
(Tabela 2).

Tabela 2 — Custos indiretos do Centro de Praticas Integrativas Equilibrio do Ser. Jodo Pessoa/PB.
2014.

Subtotal mensa  Subtotal anual Subtotal (%0)
CUSTOS INDIRETOS (R$) (R$)
Anual acumulado

1 Recursos Humanos

2.626,66 31.520,00 12,22% 12,22%
2 Custos prediais 18.645,61 223.747,32 86,76% 98,98%
3 Depreciacao méveis, maquinas
equipamentos 59,32 711,93 0,27% 99,25%
4 Material de consumo 58,00 1.896,00 0,75% 100%
TOTAL 21.489,59 257.875,25 100% 100%

Fonte: Elaborado pelos autores
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O custo total de prestacdo de servicos do CPIES foi de R$ 1.270.015,70 no ano de 2014, com
custo mensal médio de R$ 105.834,64. Considerando a distingdo entre praticas individuais e
coletivas, o usuario do servico teve um custo médio de R$ 36, 79 no ano de 2014 (Tabela3). No
estudo em uma maternidade de Santa Catarina, com metodologia semelhante (Custeio por Absorcao),
foi estimado o custo de uma consulta ambulatorial de média complexidade em R$ 36,24 (Raupp et al,
2007).Vale salientar as peculiaridades inerentes aos dois estudos, como critérios de rateios,
complexidade dos servicos e geracdo de demandas complementares para cada servico estudado.

Tabela 3 — Custo do atendimento por usuario de préticas individuais e coletivas, considerando 10
usuarios por pratica coletiva. Centro de Praticas Integrativas Equilibrio do Ser. Jodo Pessoa/PB.

Custos porcategoria Custos porusudrio
Tipos de Atendimentos Quantidade de Usuari (R$) atendido
atendidos (R9)
Préaticas Individuais 8.042 888.629,98 110,49
Praticas Coletivas 2.647x10=26.470 381.385,71 14,40
Total 34.512 1.270.015,70 36,79

(Custo médio)

Fonte: Elaborado pelos autores

4 CONCLUSAO

O servico tem como caracteristica a baixa densidade tecnologica e matéria-prima que requer
pouco dispéndio de recursos financeiros. Esse dado foi constatado com a analise dos materiais de
investimento e materiais de consumo do centro de custeio produtivo, sendo constatado que o impacto
financeiro maior é causado pelos recursos humanos.

O resultado da avaliacdo do custo precisa considerar o modo de abordagem integral e holistico
adotado no campo das PICs. Estudos sobre custo-efetividade podem contribuir para ampliar e
contextualizar as caracteristicas do cuidado em salde nesse campo. Avaliacfes econdmicas como a
de custo-efetividade, que tem o intuito de aferir a relacdo entre o0 que se gasta e a efetividade das
PICs para o usuario do SUS, é uma abordagem a ser considerada como recomendacao.

A consolidacdo de politicas inovadoras, como a PNPIC, € influenciada diretamente com a
divulgacdo acerca das indicacdes e efetividade das mesmas. O intuito € ampliar o nimero de usuarios
e profissionais que conhecem os beneficios dessa préatica. Iniciativas como essas podem diluir o custo
por usuario de PICs, visto que unidades dessa natureza apresentam um custo fixo alto. Nesse sentido,
a analise de custos do CPIES proporcionou dados contabeis que servirdo como ferramenta gerencial e
contabil, sempre levando em consideracdo o paradigma antiprodutivista das PICs. Além disso, esse
estudo podera subsidiar 0s gestores no dimensionamento de custos para implantacdo e manutencao de
servicos dessa natureza nas diferentes esferas administrativas.
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RESUMO — A gesté@o dos recursos escassos em saude no Brasil ndo € um assunto novo
e sempre gera discussdes sobre a busca de politicas consistentes no controle dos custos
geridos pelo Estado. O estudo objetiva avaliar a gestdo de custos de uma unidade
especializada em praticas integrativas do Recife, através de uma pesquisa quantitativa,
descritiva e analitica, do tipo avaliacdo econémico parcial, fazendo uso do custeio por
absorcdo. O estudo evidenciou que as praticas coletivas quando comparadas com as
individuais, sdo menos onerosas e que o custo final do usuario da UCISGA se
apresenta baixo e com um modelo diferenciado de atendimento a seus usudrios, quando
comparado a outras unidades da atencéo béasica do municipio.

Palavras-chave: Economia da Salde. Gastos em Saude. Terapias Complementares.

ABSTRACT — The management of scarce resources in health in Brazil is not a new
issue and always raises questions about the pursuit of consistent policies to control
costs managed by the state. The study aims to evaluate costs management of a
specialized unit in integrative practices of Recife, through a quantitative, descriptive
and analytical research, a partial economic evaluation, making use of absorption
costing. Study showed that collective practices are less costly when compared to
individual ones, and the UCISGA user final cost presented is low, and presents a
differentiated service model to its user when compared to other primary care units in
the municipality.

Keywords: Health Economics. Health Expenditures. Complementary Therapies.

1. INTRODUCAO
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No momento atual, em que as Préticas Integrativas e Complementares (PICs) ainda se
consolidam na atencdo basica no que se refere a sua institucionalizagdo, foi desenvolvida a presente
pesquisa com o intuito de gerar conhecimento capaz de qualificar os dados ofertados pelas unidades e
aperfeicoar sua gestdo de custos na rede de atencdo a salde, em especifico no desenvolvimento e
consolidacéo das PICs.

Um dos aspectos que motivaram a realizacdo deste estudo foi a insuficiéncia de pesquisas
realizadas e dados bem estruturados que ajudem a sistematiza-los, contribuindo para pesquisadores da
area da Economia da Saude e demais gestores, na formulacdo de estratégias, politicas de
desenvolvimento e manutencgdo dos custos destas atividades nas unidades de saude na rede de atencéao
bésica.

2. MATERIAIS E METODOS

Os dados foram coletados com a colaboracéo da Secretaria de Saude do Municipio do Recife,
junto ao seu Setor de Contabilidade e Custos, que disponibilizou de sua base de dados os
demonstrativos financeiros dos itens de gastos da Unidade de Cuidados Integrais a Saude Prof.
Guilherme Abath (UCISGA), do exercicio contabil do ano de 2014, para o Grupo de pesquisa em
economia politica da saude — GPEPS (UFPE).

O estudo desenvolvido é caracterizado como quantitativo, descritivo e analitico, do tipo
avaliacdo econémico parcial, fazendo-se necessario a definicdo de um método de custeio para nortear
a execucdo dos calculos em busca dos resultados almejados, que para esse fim, o0 método escolhido
foi o custeio por absorcéo.

O local de estudo foi a Unidade de Cuidados Integrais Prof. Guilherme Abath (UCISGA), onde
0 atendimento sistematico em praticas integrativas é realizado. O periodo de coleta iniciou-se a partir
do final do segundo semestre de 2015 para o primeiro semestre de 2016, com a entrega do
demonstrativo dos itens de gastos da UCISGA (dados secundarios).

Os dados foram processados em planilhas do Microsoft Excel®, e analisados, o que facilitou os
diversos calculos de custos, bem como a melhor identificacdo dos itens de gastos nos centros de
custeio. As planilhas foram preenchidas registrando os dados dos itens de gastos informados,
apresentando o custo total da unidade, o custo de cada centro, 0 custo unitario dos itens e 0 peso
percentual dos centros de custeio no custo total da unidade.

As informacdes de proporcionalidade de consumo de cada centro foram definidas através de
consulta a um ator chave da unidade pesquisada, que orientou no estabelecimento dos percentuais de
consumo de cada centro de custo.

Desta forma, foi possivel verificar o quanto representou percentualmente cada centro de custo
do valor de toda unidade, antes e depois da alocacdo dos itens de rateio. Com o resultado dos valores
de rateio por centro de custo, pode-se calcular o valor definitivo dos centros de custeio da unidade e,
posteriormente, qual o percentual de aumento existente apds as aloca¢Bes dos rateios.

De posse dos dados de custos e do numero de usuarios atendidos nas praticas individuais e
coletivas, o custo unitario é calculado a partir da divisdo do custo total dos centros geradores de gasto,
pelo nimero de usuéarios atendidos no periodo pretendido.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os servigos desenvolvidos na unidade foram divididos nos seguintes centros: a) Centro
Produtivo ou de Medicina Alternativa, conforme denominagdo da Secretaria Municipal de
Saude/PCR, é composto pelos profissionais envolvidos e especializados em préticas integrativas e
complementares no atendimento dos usuérios das PICs na UCISGA; b) Centro Administrativo,
composto pelos profissionais envolvidos nas atividades de rotina administrativa, recepcdo e controle
da unidade e c) Centro de Apoio ou Auxiliar, composto pelos profissionais especializados nas
atividades de suporte nos servicos de limpeza, de conservacéo e de vigilancia patrimonial.

Em seu estudo sobre o levantamento dos custos das principais atividades de saude de duas
unidades de saude da familia, Rocha Filho (2009) utilizando o método de custeio por absorcao,
identificou quatro centros de custos distintos nestas unidades e os classificou da seguinte maneira:
assistenciais, apoio, geral e administrativo/gastos gerais, 0 que tras proximidade com os resultados
encontrados nesta pesquisa.

Os itens de custo classificaveis em diretos e indiretos foram reconhecidos quanto sua origem e
atividade geradora e separados de acordo com sua classificacdo, permitindo que seus valores fossem
agrupados por categoria de custo. No que se diz respeito aos custos diretos, destacam-se 0s custos dos
servigos de limpeza com um valor de R$ 55.225,14 (4,80% do custo total da unidade), os servigos de
vigilancia com um valor de R$ 122.221,20 (10,64% do custo total da unidade) e os salarios dos
funcionarios lotados na administracdo e no centro de produtivo, no valor de R$ 833.970,53
representando 72,62% do custo total da unidade.

Os custos diretos, relacionados a producédo de cada centro, totalizam um percentual de 93% dos
custos de toda unidade, enquanto que os custos indiretos, itens destinados ao rateio entre os centros,
totalizam um percentual de 7% de seu valor total.

Alguns estudos tém adotado, para uma melhor compreensdo sobre a identificacao e divisdo dos
gastos quanto sua origem, a formacéo de grupos de gastos distintos. Estes apds a separacdo podem
ser apropriados diretamente aos centros de custos de origem definidos (Raupp; Crispim; Almeida,
2007; Tasso, 2015).

No que tange aos critérios de rateio, estudo realizado sobre gestdo de custos aplicada a
hospitais universitarios pablicos, comparando o método de absor¢cdo com outros métodos existentes,
reforca que critérios de rateio devem possibilitar a distribuicdo dos custos indiretos com bom senso e
uniformidade, pois uma mudanca de critério de rateio altera diretamente na apuracdo dos resultados
(Bonacim e Araujo, 2010).

Por ndo haver uma regra rigida, mas com a preocupacdo de se evitar escolhas arbitrarias que
comprometessem o resultado final da pesquisa, o procedimento adotado, foi o rateio dos itens de
gasto perante aos centros de custo de forma proporcional a sua utilizacao.

O Centro Administrativo obteve, apds os rateios, um acréscimo de 19,88%, representando 15%
do valor total da unidade. O Centro Apoio/Auxiliar sofreu um acréscimo de 11,35%, representando
posteriormente 18% do valor total da unidade. Por fim, o Centro Produtivo passou por acréscimo de
3,38%, representando posteriormente 67% do valor total da unidade.

Dentre as diversas praticas oferecidas na unidade, destaca-se a maior procura por praticas
individuais em relacdo as coletivas, aproximadamente 71,76% de todas as praticas. O Instituto
Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) em pesquisas realizadas sobre as PICs no Brasil
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constatou que o norte do pais é a regido que mais utiliza estas préaticas, em especial tratamentos
individuais como acupuntura, homeopatia, uso de plantas medicinais e fitoterapia, entre outros. O
estado de Rondénia foi o primeiro lugar com 16,8% de sua populacéo fazendo uso de alguma pratica
integrativa e complementar.

Ao comparar a quantidade de atendimentos na UCISGA, as praticas individuais superam as
coletivas. Contudo, quando se leva em consideracdo que as préaticas coletivas ofertadas na unidade
possuem uma maior quantidade de usuarios, minimo de oito participantes para a formacdo de um
grupo, esta entdo passa a ser superior em relacdo as praticas individuais.

O somatorio dos valores obtidos nos centros de custos foi utilizado no célculo do valor unitério,
sendo dividido o valor total da unidade pelo nimero de atendimentos e usuarios atendidos em todo
ano de 2014. O montante de R$ 35,87 foi o valor obtido por usuério atendido e R$ 110,75 por
atendimento realizado na unidade.

4. CONCLUSAO

Os resultados desta pesquisa evidenciaram que as préaticas coletivas quando comparadas com as
individuais, sd0 menos onerosas, Visto que mais usuarios podem ser atendidos em uma unica
atividade; e que o custo do usuario da UCISGA, mesmo quando comparado com outras unidades
distintas quanto a sua finalidade dentro da atencdo basica, se apresenta baixo e com um modelo de
atendimento a seus usuarios diferenciado, buscando a manutencdo da saude de maneira integral,
preventiva e duradora, sem maximizagdo do numero de atendimentos.

Desta forma, almeja-se que as informacdes de custos geradas com esta pesquisa contribuam nao
s6 com o0 monitoramento dos custos internos da unidade, mas, também para definir linhas de acdes
gerenciais mais amplas, efetivas, com a padronizacdo destes métodos de gestdo de custos que
procuram subsidiar a reducdo do consumo e a criacdo de indicadores econdémico-financeiros e de
desempenho.
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RESUMO- As tiazolidinodionas (TZDs) sdo ligantes sintéticos do PPAR-y,
utilizadas no tratamento do diabetes mellitus tipo Il por apresentarem efeitos
hipoglicemiantes e propriedades antiinflamatorias, por meio da regulacdo de
diversos mediadores das respostas imunes. Apesar dos beneficios oferecidos pelas
TZDs, o uso prolongado dessas moléculas esta associado com o desenvolvimento
de diversos efeitos adversos.O objetivo do presente trabalho foi avaliar a atividade
imunorreguladora de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/CR-35). O LPSF/CR-
35 promoveu aumento dos niveis das quimiocinas CXCL-9/MIG (p=0,0078) e
CXCL-10/IP-10 (p=0,0078).

Palavras-chave: PPAR-y. Tiazolidinodionas. Imunorregulagéo.

ABSTRACT- Thiazolidinediones (TZDs) are PPAR-y synthetic ligands used in type
Il diabetes mellitus treatment for their hypoglycemic effects and anti-inflammatory
properties, by regulating several immune response mediators. Despite the benefits
offered by TZDs, the prolonged use of these molecules is associated with various
adverse effects such. The aim of this study was to evaluate a new thiazolidine
immunoregulatory activity (LPSF/CR-35). The LPSF / CR-35 promoted increased
levels of chemokines CXCL-9/MIG (p=0,0078) e CXCL-10/1P-10 (p=0,0078).
Keywords: PPAR-y. Thiazolidinediones. Immunoregulation.

1.INTRODUCAO

As tiazolidinodionas (TZDs), também chamadas de glitazonas, sdo farmacos utilizados no
tratamento do diabetes mellitus tipo 2 devido seus efeitos hipoglicemiantes.As TZDs séo ligantes do
PPAR-y, e promovem a regulacdo de genes especificos que estdo envolvidos em vérias funcgdes,
como diminuicdo de resisténcia a insulina, inflamacdo, angiogénese,niveis de leptina, inducédo de
diferenciacéo de adipdcitos e aumento dos niveis de adiponectina. (Chang et al., 2013; Tontonoz &
Spiegelman, 2008; Frohlich & Wahl, 2015).

Apesar das TZDs apresentarem tantos efeitos benéficos, estudos mostraram que 0 uso desses
farmacos pode trazer alguns efeitos indesejados. Um dos mais frequentes efeitos colaterais das
glitazonas é o edema, que pode ser prevenido com 0 uso de diuréticos. Ja foi relatada também uma
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correlacdo positiva entre 0 uso de TZDs e o desenvolvimento de insuficiéncia cardiaca (Chang et
al., 2013).

As quimiocinas sdo citocinas com capacidade quimiotatica, fazem parte de uma familia de
proteinas que atuam principalmente na ativacdo e migracdo de leucdcitos, embora algumas delas
apresentem outras funcdes. Para o desenvolvimento de respostas inflamatorias é necessario que 0s
leucocitos estejam na localizacdo exata em tempo habil, e o sistema de quimiocinas fornece
estimulos para o recrutamento de células efetoras e reguladoras e é central para a patogénese de
doencas inflamatdrias (Zhang & An, 2007).

Tendo vista o potencial terapéutico da TZDs é de extrema importancia o desenvolvimento
de estudos que busquem a descoberta de novas moléculas que possam trazer os beneficios
oferecidos por essa classe de farmacos e menos efeitos adversos.O presente trabalho tem como
objetivo avaliar a atividade imunorreguladora de um novo derivado tiazolidinico (LPSF/CR-35).

2.MATERIAIS E METODOS

2.1. DERIVADO TIAZOLIDINICO

Os derivado tiazolidinico3-(4-Bromo-benzyl)-5-(3-bromo-benzylidene)-thiazolidine-2,4-
dione (LPSF/CR-35) foi sintetizado no Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF)
do Ndcleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica da Universidade Federal de Pernambuco (NUPIT-
UFPE) e gentilmente cedido pelo Prof.Dr.lvan da Rocha Pitta para os ensaios bioldgicos in vitro.

2.2.CULTURA DE CELULAS MONONUCLEARES DO SANGUE PERIFERICO

O isolamento das células mononucleares do sangue periférico foi realizado utilizando Ficoll-
Paque PLUS (GE Healthcare). Foram realizadas culturas de oito voluntérios saudaveis. As PBMCs
isoladas foram contadas e colocadas na quantidade de 1 x 10° em placas de 24 pogos em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de SBF (Gibco), HEPES 10mM (Gibco) e penicilina e
estreptomicina 200 U/mL (Gibco). As células foram cultivadas com ou sem os anticorpos anti-CD3
e anti-CD28 e o derivado tiazolidinico LPSF/CR-35 (100puM). A metilprednisolona (MP) foi
utilizada como controle anti-inflamatério na dose de 100uM. Estas células foram cultivadas em
estufa de CO2 5% a 37°C por 48h. Apds esse periodo, as placas foram centrifugadas (350g, 15
minutos, aceleracdo 6, freio 4) e o sobrenadante recolhido e armazenado a -30°C para posterior
dosagem de quimiocinas.

2.3.DOSAGEM DE QUIMIOCINAS

As  quimiocinas do  sobrenadante  das  culturas  foram quantificadas
porCytometricBeadArray(CBA), um imunoensaio realizado através de estruturas denominadas
beads (microesferas de poliestireno) conjugadas a anticorpos de alta afinidade. Foi utilizado o BD™
CytometricBeadArray (CBA) HumanChemokine Kit, que permite a dosagem das quimiocinas
CXCLS8/IL-8, CCL5/RANTES, CXCL9/MIG, CCL2/MCP-1 e CXCL10/IP-10. Foram seguidas
todas as instrucfes do fabricante.

2.4. ANALISE ESTATISTICA

As analises foram realizadas com o software GraphPadPrism 6.0 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, EUA).Para comparacdo dos niveis de citocinas entre duas condic@es foi utilizado o
teste Wilcoxon’ssigned rank.Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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3.RESULTADOS
Para a quimiocina CCL-2, foi possivel observar que o LPSF/CR-35 ndo promoveu

nenhuma alteragdo dos niveis dessa quimiocina quando comparado com a condi¢do estimulada
(Figura 1). Apos o tratamento com os estimulos (anti-CD3/anti-CD28) e com o farmaco utilizado
como controle positivo (metilprednisolona), os niveis da quimiocina IL-8 permaneceram iguais a
condicdo sem tratamento. Apesar dessas observacdes, 0 LPSF/CR-35 conseguiu diminuir a
produgdo da quimiocina quando comparado com as demais condi¢Ges, mas a redugdo ndo foi
significativa (Figura 2).

1500

2000
=5 1500 T I — I I
% E 1000
= 1000 2
a3 - 500
3 500 =
o
o o
Py & - < - e 5 <
S P < S 5 5 = S
o < o> < s> * 3
S o> 5 S o> B
ol NS d S\
e <> S <S>
153 & IS4 =

Figura 2. Niveis de I1L-8 em sobrenadante de culturas de
PBMC’scom o LPSF/CR-35 na dose de100uM (n=8)
[ CD3/CD28: estimulos; MP: metilprednisolona;

Figura 1. Niveis de CCL-2 em sobrenadante de culturas de PBMC’s
tratadas com o LPSF/CR-35 na dose de 100uM (n=8).

[CD3/CD28: estimulos; MP: metilprednisolona;CR35:derivado
tiazolidinico] CR35:derivado tiazolidinico]

Quando comparado a condicdo estimulada, o LPSF/CR-35 aumentou os niveis da
quimiocina RANTES, mas esse aumento ndo foi estatisticamente significante. A condicdo de
metilprednisolona também estimulou o aumento da quimiocina (Figura 3).0s niveis da quimiocina
MIG foram aumentados na condigéo tratada com o composto LPSF/CR-35 quando comparada com
a condicdo estimulada, sendo esse aumentoestatisticamente significante(p=0,0078). A condi¢do com
os estimulos (anti-CD3/anti-CD28) promoveu a diminui¢do da quimiocina. A metilprednisolona
teve efeito similar ao composto LPSF/CR-35, promovendo aumento da quimiocina MIG (Figura 4).
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Figura 3. Niveis de RANTES em sobrenadante de culturas
dePBMC’s tratadas com o LPSF/CR-35 na dose de 100pM
(n=8). [ CD3/CD28: estimulos; MP:
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Figura 4. Niveis de MIG em sobrenadante de culturas de PBMC’s
tratadas com o LPSF/CR-35 na dose de 100uM (n=8).

[ CD3/CD28: estimulos; MP: metilprednisolona; CR-35:
derivadotiazolidinico].

O tratamento com o LPSF/CR-35 estimulou a producdo da quimiocina IP-10. Os niveis
da quimiocina foram aumentados significativamente na condicdo tratada com o composto em
comparacdo com a condigdo estimulada (p=0,0078). De forma semelhante, a metilprednisolona

promoveu o aumento da IP-10 (Figura 5).
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Figura 5. Niveis de IP-10 em sobrenadante de culturas de PBMC’s tratadas com o LPSF/CR-35 na dose de 100uM (n=8).
[CD3/CD28: estimulos; MP: metilprednisolona] **=p<0,01.

4.DISCUSSAO

O derivado tiazolidinico LPSF/CR-35 promoveu alteracbes nos niveis das
quimiocinas. O tratamento com o composto levou ao aumento significativo das quimiocinas CXCL-
9/MIG e CXCL-10/1P-10, de forma semelhante ao observado com a metilprednisolona, que foi
usada como controle positivo.Uma observacéo interessante foi a diminuig&o significativa dos niveis
das quimiocinas CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 apdés o estimulo com anti-CD3/CD28. Esse
achado pode ter sido consequéncia da producéo dessas quimiocinas por outros tipos celulares, como
monocitos, células dendriticas e linfocitos B (Antonelli et al., 2014; Berthoud et al., 2009; Whiting
et al., 2004),j& que os estimulos com anti-CD3/CD28 séo especificos para as células T. O aumento
observado nos niveis das quimiocinas CXCL-9/MIG e CXCL-10/IP-10 apds o tratamento com o
LPSF/CR-35 retornou esses niveis para o estado basal, o que sugere que o LPSF/CR-35 estimulou
as células produtoras dessas quimiocinas.Entretanto, o desenho experimental do nosso estudo nao
permitiu identificar quais as células produtoras dessas quimiocinas, uma vez que nédo foi realizada
imunofenotipagem. Houve ainda aumento nos niveis da quimiocina CCL-5/RANTES, porém néo
foi significativo. A quimiocina CXCL-8/IL-8 foi regulada negativamente ap6s o tratamento com o
LPSF/CR-35, no entanto a reducéo nao foi significante estatisticamente.

A regulacdo dos niveis das quimiocinas promovida pelo LPSF/CR-35 ¢é de grande
importancia, visto que varias doencas, como algumas doencas autoimunes e inflamatorias cronicas,
apresentam expressao alterada destas proteinas.

5.CONCLUSAO
O derivado tiazolidinico LPSF/CR-35 apresentou atividade imunorreguladora, promovendo
aumento nos niveis das quimiocinas CXCL-9/MIG e CXCL-10/1P-10.
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RESUMO - A Artrite Reumatdide é uma doenca inflamatéria cronica, que acomete
aproximadamente 1% da populacdo mundial, principalmente entre as mulheres. E uma
doenga progressiva, sem cura, que afeta o bem-estar do paciente. O envolvimento do
sistema imune € crucial para o desenvolvimento e agravamento da doenca. Um
desequilibrio na resposta Th1/Th17/Th22 esta intimamente relacionado com a piora do
qguadro clinico. A IL-22 é uma citocina que na AR atua como pro-inflamatdria.
Atualmente a pesquisa clinica volta-se para a descoberta de um biomarcador que possa
ajudar no diagnostico mais rapido e preciso. Cento e setenta e dois pacientes AR e
sessenta e oito controles saudaveis participaram do estudo. A IL-22 foi mensurada no
soro dos voluntarios. Foram encontrados altos niveis de I1L-22 no soro de pacientes com
AR e baixo em controles saudaveis. Dos pacientes com AR, 170 foram positivos para IL-
22 e apenas 2 negativos, ja os controles saudaveis a IL-22 foi positiva apenas em 1 dos
68. A sensibilidade e especificidade da IL-22 para AR foram encontradas e mostraram
98,8% e 98,5% respectivamente de chances da IL-22 elevada no soro indicar um paciente
com AR.

Palavras-chave: Artrite Reumatdide, IL-22, Biomarcador

ABSTRACT - Rheumatoid arthritis is a chronic inflammatory disease that affects
approximately 1% of the world's population, especially women. It is a progressive
disease, without a cure, that affects the patient's well-being. The involvement of the
immune system is crucial for the development and worsening of the disease. An imbalance
in the Th1/Th17/Th22 response is closely related to worsening of the clinical condition.
IL-22 acts in RA as a proinflammatory cytokine. Clinical research now turns to the
discovery of a biomarker for the AR diagnosis. One hundred and seventy-two RA patients
and sixty-eight healthy donors participated in the study. IL-22 was measured in the serum
of the all volunteers. High levels of 1L-22 were found in the serum of patients with RA and
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low levels in healthy donors. In RA group, 170 were positive for IL-22 and only 2
negative, whereas healthy controls only in 1 was positive of the 68 volunteers. The
sensitivity and specificity of 1L-22 for AR were found and shows 98.8 % And 98.5%
respectively of the chances of elevated IL-22 in the serum indicate a patient with RA.

Keywords: Rheumatoid Arthritis, Interleukin-22, Biomarker

1. INTRODUCAO

A artrite reumatoide (AR) é uma doenca inflamatdria cronica que afeta aproximadamente 1% da
populacdo geral, predominantemente no sexo feminino, associada com dano articular progressivo e
irreversivel e com um aumento significativo da mortalidade e reducdo da qualidade de vida
(Symmons e Gabriel, 2011). Na AR ocorre quebra do equilibrio entre citocinas pro-inflamatorias e
anti-inflamatorias, com predominio de resposta Th1/Th17/Th22 (Bettelli et al., 2006). Recentemente
0 papel da via Th22 e da citocina IL-22 vem sendo discutido e apontado como responséavel no
agravamento da condicdo da AR (Zhang et al., 2011). A IL-22 esta aumentada no soro de pacientes
com AR e associada com o dano Gsseo-cartilaginoso (Leipe et al., 2011; Da Rocha et al., 2012) e
pode ser um alvo terapéutico (Xie et al., 2012). A IL-22 promove ainda a ativacdo de sinoviécitos
derivados de fibroblastos em cultura, atuando no mecanismo de inflamacdo do tecido cartilaginoso
(Zhu et al., 2015). Alguns biomarcadores sdo propostos em conjunto no diagnostico da AR, seja na
cartilagem (Bender et al., 2010) ou soro, como é o caso do Anti-CCP (Yousefghahari et al., 2013).
Com isso, o trabalho objetivou estudar a sensibilidade e a especificidade da Interleucina 22 no soro de
pacientes com AR como um possivel marcador para a doenca em questao.

2. MATERIAIS E METODOS

A avaliacdo clinica e convite de participacdo dos voluntarios, além da coleta de material
bioldgico, foram realizadas no ambulatorio de artrite reumatoide do Servigo de Reumatologia do HC-
UFPE. A amostra do trabalho foi composta por 170 individuos com AR e 68 voluntéarios sadios
(Controles). O soro foi obtido ap6s coleta e centrifugacdo de sangue periférico dos participantes. Para
avaliacdo da IL-22 sérica foi utilizado kit ELISA (eBiosciences), do tipo sanduiche, instrucdes de
acordo com o fornecido. A estatistica utilizada foi pelo teste de Mann-Whitney, que é um teste ndo
paramétrico aplicado para duas amostras independentes e o teste de Fischer, o qual compara todos
pares de médias, e controla a taxa de erro ao nivel de significancia para cada comparagdo 2x2. A
curva ROC foi realizada para o calculo da sensibilidade, especificidade e area sob curva (AUC) da IL-
22. Para as analises descritas foram usados os programas GraphPad Prism versdo 6.01 e o MedCalc
versdo 16.8.4. A aprovacdo do CEP é a de nimero CCAE-0260.0.172.0011.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Cento e setenta voluntarios diagnosticados com AR e sessenta e oito voluntarios controles
aceitaram participar do estudo. Os pacientes com AR foram diagnosticados pela avaliagdo do DAS28
e/ou CDAI. Os voluntarios controles precisavam ser maiores de 18 anos, ndo ter nenhuma
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manifestacdo imunossupressora ou doencas imunomediadas. A avaliacdo clinica dos pacientes com
AR pode ser observada na Tabela 1. Os resultados sdo apresentados em média e desvio padrdo ou

mediana, maxima e minima.

Tabela 1 — Dados clinicos e laboratoriais dos voluntarios com diagndstico de AR

PARAMETROS CLINICOS

MEDIANA (MINIMA — MAXIMA)

Sexo m/f (n) 12/160
Idade 56 (25 - 78)
VSH 36 (1 -125)
CDAI 17,4 (0-62)

DAS28 4,65 (0-7,84)

A citocina IL-22 foi dosada por ELISA nos voluntarios com AR 95,5 pg/mL (7,8 — 3670) e
Controles 8,5 pg/mL (7,8 — 57,3). O teste estatistico utilizado foi o0 Mann-Whitney com P < 0,0001
com grafico expresso na Figura 1.
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Figura 1 — Niveis de IL-22 se mostram elevados em pacientes com AR, mas ndo em voluntarios
controles saudaveis (P < 0,0001).

Com isso, foram avaliadas as chances dos pacientes diagnosticados com AR e os controles de
apresentarem ou ndo IL-22+ no soro, com a sensibilidade e especificidade da IL-22+. E possivel
observar que a maioria dos pacientes com AR (169) apresentaram niveis positivos para 1L-22
corroborando com estudos anteriores que encontraram niveis elevados de IL-22 no soro de AR (Leipe
et al., 2011; Da Rocha et al., 2012). A AUC foi 0.98 (P < 0,0001) usando o ponto de corte de 57
pg/mL, consequentemente a sensibilidade da IL-22 para AR foi entdo de 62,94% e a especificidade
foi de 98,53%. Ainda ndo ha estudos apontando a IL-22 como marcador da AR, apenas como alvo de
tratamento (Xie et al., 2012), pois a IL-22 € sugestiva de contribuir para a patogénese da AR (Zhao et
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al., 2013).

4. CONCLUSAO

A IL-22 esta presente no soro de pacientes com AR. A IL-22 mostra sensibilidade de 62,94%
e a especificidade foi de 98,53% com AUC 0,98 para o limite de corte de 57 pg/mL em pacientes
com AR. Mais estudos sdo necessarios para comparar a especificidade da IL-22 na AR contra
outras doencgas imunomediadas.
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EM PACIENTES PORTADORES DE PSORIASE
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RESUMO - A Psoriase é uma doenca inflamatoria e crénica da pele. O colageno tipo I,
cujas subunidades séo codificadas pelos genes Col1Al e Col1A2, vem sendo implicado na
patogénese da doenca. O objetivo do trabalho foi avaliar a expressdo desses genes em
pacientes psoriaticos e correlaciona-la aos parametros clinicos. Foram recrutados 23
pacientes do HC-UFPE. A expressdo génica foi avaliada apés a realizacdo de uma
bidpsia, seguida da extracdo do RNA e sintese de cDNA. A PCR foi realizada pelo método
TagMan®e a expressdo relativa calculada pela formula 2. A analise das correlacdes
foi feita através do teste de Spearman, no software GraphPad® 6.0. As bidpsias
analisadas mostraram aumento na expressao dos genes avaliados, mas apenas o Col1A2
apresentou correlacao significativa com um dos parametros clinicos — o tempo de doenca
(r =0,459; p = 0,027).

ABSTRACT - Psoriasis is a chronic inflammatory disease of the skin. COL1Al and
COL1A2 genes encodes type | collagen subunits and have been implicated in the
pathogenesis of the disease. The aim was to evaluate the expression of these genes in
psoriatic patients and correlate them with clinical parameters. We recruited 23 patients of
the HC-UFPE. RNA was isolated and reverse transcribed after performing a biopsy.
gPCR was performed by using predesigned Tagman probes and relative expression was
determinated by 2. The analysis of the correlations was made using the Spearman test,
GraphPad® 6.0 software. The biopsies analyzed showed increased expression of genes
evaluated, but only the COL1A2 significantly correlated with clinical parameters -
disease duration (r = 0.459; p = 0.027).

Key words: psoriasis, biopsy, q°PCR, COL1A1, COL1A2
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1. INTRODUCAO

A Psoriase € uma doenca inflamatoria e cronica da pele, cuja principal manifestacdo é o
aparecimento de lesdes eritematosas e descamativas, que resultam da proliferacdo desordenada
dos queratindcitos (Weger, 2010). Recentemente algumas moléculas foram associadas a
imunopatogénese da doenga, como o colageno tipo I. Foram evidenciados niveis aumentados dos
transcritos dos genes que codificam as subunidades do coldgeno em pacientes psoriaticos (Suctri
etal., 2015).

Apesar dos avan¢os no tratamento, ndo existem biomarcadores de predicdo, diagndstico e
resposta ao tratamento utilizados na rotina médica (Villanova et al., 2013). Neste contexto, o
objetivo deste trabalho é investigar o potencial do colageno tipo | como biomarcador da doenca,
através da avaliacdo da expressao dos genes Col1Al e Col1A2 em amostras de pele de pacientes
psoriaticos e da correlacdo desta expressdo com os parametros clinicos “idade”, “tempo de
doenga” e “PASI” (Indice de Gravidade da Psoriase por Area).

2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Comité de ética e recrutamento dos pacientes

O Projeto foi submetido e aprovado pelo COMITE DE ETICA EM PESQUISA EM
SERES HUMANOS (CEP/CCS/UFPE parecer 723.390). Foram recrutados 23 pacientes com
diagnostico de psoriase, de ambos 0s sexos, atendidos no Ambulatério de Psoriase do Servigo de
Reumatologia do Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Pernambuco.

2.3. Bidpsia de pele e extracdo de RNA

Os pacientes foram submetidos a biopsia de pele com punch de 4 mm. O RNA total das
bidpsias foi extraido e processado de acordo com o protocolo RNeasy® Mini Kit (Qiagen),
seguindo as recomendaces do fabricante.

2.4. Sintese de cDNA e PCR em tempo real

O DNA complementar foi sintetizado a partir do kit High-capacity cDNA archive Kit 2X
(Applied Biosystems) com concentragdo maxima de RNA de 500 ng/pL. A quantificagdo dos
transcritos foi feita através de PCR em tempo real, pelo método das sondas de hidrélise TagMan®
(Applied Biosystems) no aparelho StepOnePlus” (Life Technologies). A expresséo relativa dos
genes foi calculada através da formula 2, e o gene de referéncia na comparacéo da expressao
foi 0 18S.

2.7. Andlise estatistica

A correlacdo ndo-paramétrica de Spearman foi utilizada para analisar as correlacdes entre
a expressdo dos genes e os parametros clinicos. A significancia estatistica considerada foi igual
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ou menor que 0.05 (p<0.05). Todos os testes foram realizados pelo software GraphPad Prism®

6.01.

3.RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Descricdo clinica dos pacientes

Dos 23 pacientes participantes, 13 eram do sexo masculino e 10 do sexo feminino, sendo
a media de idade entre eles igual a 52,8 anos. A média do tempo de doenga entre os pacientes foi
de 8 anos. Quatro pacientes possuam PASI leve e 19 possuiam PASI moderado-grave. Um total
de 10 pacientes apresentavam comorbidades associadas no momento da coleta de dados, sendo 4
portadores de hipertensao arterial, 3 de diabetes, 2 de dislipidemias e 1 de artrose. Onze dos vinte
e trés voluntarios estavam sob tratamento sistémico com o metotrexato.

3.2. Expressao Génica

Foram observados niveis elevados dos transcritos avaliados em uma parcela dos
pacientes. A Figura 1 representa a expressdo génica de cada molécula em relacdo ao gene de
referéncia 18S.
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Figura 1 — Expressao relativa de Col1Al e Col1A2 em comparacdo ao gene 18S.

3.3. Correlacgéo entre o perfil de expressao génica e os parametros clinicos

A Tabela 1 expressa o coeficiente de correlagédo de Spearman entre 0s genes avaliados e
0s parametros clinicos “idade”, “PASI” e “tempo de doenga”. O gene Coll Al ndo apresentou
correlacdo significativa com os parametros. J4 o gene que codifica a subunidade a2 do colageno
tipo I demonstrou correlacéo significativa (r = 0,459; p = 0,027) com o tempo de doenga.
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Tabela 1 — Correlacdo entre a expressdo génica e os parametros clinicos.
Gene Idade PASI Tempo de Doenga

Col1Al r 0,305 p 0,156 r 0,029 p 0,894 r 0,037 p 0,865

CollA2 0217 p 0318 r 0351 p 0099 r 0459 p 0,027

Vérios pacientes apresentaram expressao relativa elevada dos genes avaliados. A
evidéncia de que a degradacdo e sintese de novo do coldgeno tipo | estejam aumentados na
psoriase ja foi demonstrada por Kamleh e colaboradores (2014). Confirmando nossos resultados,
Stclrd e outros (2015) detectaram quantidades elevadas dos transcritos desses genes e da
proteina final em pacientes psoriaticos.

O gene COL1AZ2 apresentou correlacado significativa (p = 0,027) com o tempo de doenga,
mas € importante atentar para o fato de que o coeficiente de correlacéo obtido (r = 0,459) reflete
uma correlacio moderada. E provavel que os pacientes que apresentaram expressdo de COL1A2
igual a 8 e 12, aproximadamente, tenham tendenciado o resultado do teste. Sendo assim, é
necessario que novos pacientes sejam recrutados para comprovar a existéncia dessa possivel
correlacdo e se ela é realmente moderada.

4. CONCLUSAO

Nosso estudo mostrou expressao relativa aumentada de genes codificadores do colageno
tipo | em bidpsias de pacientes portadores de psoriase. Apenas o gene CollA2 apresentou
correlacdo estatisticamente significante com um dos parametros clinico — tempo de doenca.
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RESUMO- Este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antineoplasica de
novos derivados tiofénicos em células resistentes a quimioterapia. Para este fim, os
ensaios de citotoxicidade foram realizados em uma linhagem de células resistente a
multiplas drogas, HL-60-MX1, deste modo os valores de 1Csy dos novos derivados
tiofénicos foram determinados SB-30 (ICs50>100), SB-68 (1Cs.68,02), SB-200 (ICs.
9,36), SB-44 (ICs,.14,48) e SB-83 (ICs0.7,94). Os derivados SB-200 e SB- 83
mostraram a melhor atividade citotoxica, como também apresentaram um promissor
indice de seletividade de 3,61 e 4,26 respectivamente. A utilizacdo destes derivados
ndo produziu efeito na atividade das caspases 3 e 7, indicando que 0s mecanismos
de morte celular sdo independentes da via extrinseca de ativacdo da apoptose.
Palavras-chave: cancer; inovacao terapéutica; citotoxicidade.

ABSTRACT- This study aimed to evaluate the anticancer activity of new thiophenic
derivatives in cells resistant to chemotherapy. To this end, cytotoxicity assays were
performed in a strain resistant cells to multiple drugs, HL-60-MX1 thus ICs values
of the new thiophenic derivatives were determined SB-30 (ICs5o> 100), SB-68 (ICso-
68,02) SB-200 (1Cs50-9,36), SB-44 (ICs0-14,48) and SB-83 (ICs-7,94). The derivative
SB-200 and SB-83 showed the best cytotoxic activity but also showed a promising
selectivity index of 3.61 and 4.26 respectively. The use of these derivatives has no
effect on the activity of caspases 3 and 7, indicating that cell death mechanisms are
independent of the extrinsic apoptosis pathway activation.

Keywords: cancer; therapeutic innovation; cytotoxicity.

1. INTRODUCAO

A grande capacidade de resisténcia das células cancerosas tem sido cada vez mais um
problema central para a oncologia clinica e experimental.
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A partir desta perspectiva, se faz necessaria a busca de novas moléculas como alternativas
terapéuticas no tratamento do cancer (INCA, 2016). Entre essas moléculas estdo os derivados
tiofénicos, compostos que possuem amplo poder farmacoldgico, pois mimetizam estruturas
bioldgicas e tém sido empregados como agentes antineoplasicos (SAKER & NAHAR, 2009).

Este trabalho propds-se a utilizar e avaliar o efeito citotdxico de cinco derivados tiofénicos
como agentes quimioterapicos em uma linhagem de Leucemia aguda multidroga resistente,
HL60/MX1, como também avaliar se 0 mecanismo de morte induzido seria por apoptose através
da via das capases 3 e 7.

2. MATERIAIS E METODOS

Foi utilizada a linhagem HL-60/MX1 (Leucemia aguda resistente a mitoxantrona) obtidas
da American Type Cell Culture (ATCC®, USA), essas células foram cultivadas em meio RPMI-
1640 (Gibco®) contendo 10 % Soro Fetal Bovino (Gibco®), adicionou-se também 3g/litro de
Bicarbonato de Sédio (Sigma-Aldrich®) e 1% de Penicilina/Estreptomicina (Gibco®).

Para os ensaios de citotoxicidade foram utilizados derivados tiofénicos sintetizados e
fornecidos pelo Laboratério de Planejamento e Sintese de Farmacos (LPSF/UFPE), descritos na
Tabela 1. Todos os compostos foram caracterizados e tiveram suas estruturas confirmadas por
RMN *H e C (MENDONCA-JUNIOR et al, 2011). A citotoxicidade foi avaliada, através do
método de reducdo do MTT, 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium. As
células foram plaqueadas na concentracéo de 1.10* células/100 pl e incubadas em estufa a 5% de
CO;, e a 37°C por 24 horas. Em seguida os compostos LPSF/SB-30, SB-44, SB-68, SB-83 e SB-
200, diluidos em DMSO e adcionados em concentragdes que variaram de 10nM a 100uM, a fim
de estabelecer o ICsy (concentracdo inibitoria cinquenta por cento). Foi utilizado DMSO (0,1 e 0,2
%) como controle veiculo e pocos contendo apenas células, controle negativo. Apds a adicdo dos
compostos, as placas foram incubadas por 72 horas em estufa a 5% de CO; e a 37°C. Ao término
deste periodo, foram adicionados 20 pL de MTT e as placas foram novamente incubadas em
estufa de CO,. Ao fim de trés horas, foi aplicado 130 uL. de SDS a 20%. A absorbéancia foi lida
apos o periodo de 24 horas no espectrofotdmetro de placa ELx808 Microplate Reader (Biotek®,
EUA) a 570 nm. A viabilidade foi calculada através da razao da absorbéancia dos compostos, pela
absorbancia do DMSO com o objetivo excluir a atividade citotdxica do solvente nos pogos que
tiveram adicdo dos compostos.

Ap0s o estabelecimento do 1Csp, a fim de avaliar se a morte celular era produzida através da
via de clivagem de caspase 3/7, as células HL-60 / MX1 foram cultivadas 5x10° /poco em placas
de 6 pocos e incubadas a 37 ° C a 5% de CO2 durante 24 horas. Apds esse periodo, as células
foram tratadas com os SB-83, 44 e 200 de acordo com o valor de IC50 para 48 horas e depois
foram lavadas 2x com PBS. Posteriormente, foram ressuspensas em meio completo e marcadas
com CellEvent® Caspase 3/7 (Vida Technologies®, EUA) e incubadas durante 30 minutos em
estufa a 5% de CO2 a 37 ° C. Subsequentemente, as células foram marcadas com SYTOX ®
AADvanced durante 5 minutos para marcar as células necroticas. Em seguida, as células foram
avaliadas usando o citbmetro Attune (Biosystems® Aplicada, EUA) os resultado foram analisados
utilizando o FlowJo Software®. Foram realizados dois experimentos independentes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios de citotoxicidade realizados em células neoplasicas mostraram que, exceto para
0 SB-30, todos os compostos exibiram toxicidade em céelulas HL-60/MX1 (células de leucemia
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aguda resistente). Os derivados SB-83 e SB-200 tiveram os melhores valores de ICso (7,94 € 9,36
MM, respectivamente), conforme mostra a Tabela 1. A fim de determinar a seletividade dos SBs,
0s ensaios de toxicidade foram realizados em células mononucleares do sangue periférico
(PBMC). Os SB-30 e SB-68 ndo apresentaram toxicidade contra PBMC (ICso> 100uM). No
entanto, eles apresentaram os menores valores de IS. A Tabela 1 mostra que o SB-83 e SB-200
apresentaram valores IS superiores a trés, indicando o seu potencial seletivo (SI = 4,26 e 3,61,
respectivamente), (Bézivin, em 2003).

Tabela 1- Valores do ICso (M) e indice de seletividade (SI) dos compostos SBs em PBMC e
leucemia de células agudas resistente

SB-30 SB-68 SB-200 SB-44 SB-83
PBMC >100 >100 33,84 37,61 33,82
HL-60/*MX1 >100 68,02+14,28 9,36 14,48+1,7. 7,9412,26
Sl
>1 >1,47 3,61 2,6 4,26

*|S (Indice de seletividade) = ICsq células normais/ICso células tumorais.

A via de ativacdo das caspases -3 e -7 foi avaliada por citometria de fluxo em células de
leucemia aguda resistentes, apds 48 horas de tratamento com o 1Cso dos SB-44, SB-83 e SB-200.
Como mostrado na Figura 1, nenhum dos compostos testados induziu alteracdes significativas da
porcentagem de células necréticas, bem como nas atividades da caspase 3 e 7. As células
duplamente positivas apresentaram valores pouco expressivos quando comparados com o controle
ndo tratado, como é possivel visualizar na figura 1.

Como ¢é possivel observar na figura 1, os derivados SBS utilizados ndo foram capazes de
afetar a porcentagem de caspase-3/7 ativadas como também ndo aumentaram a porcentagem de
células necroticas, indicando que outros mecanismos de morte além da necrose e apoptose sao
ativados ap0s o tratamento, fato que ocorre com outros agentes quimioterapicos (Brumatti et al,
2016). Ensaios subsequentes devem ser realizados a fim de elucidar o mecanismo de agéo pelo
qual o SB-44, SB-83 e SB-200 induzem as células HL60/MX1 a morte. Evidéncias recentes
indicam que a inibicdo da apoptose dependente de caspase sensibiliza muitas células neopléasicas a
uma forma de morte celular ndo apoptotica denominada de necroptose (Moriwaki, 2015).
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Figura 1- Efeito dos SBs na via das caspases 3 e 7.

4. CONCLUSOES

Os Derivados tiofenos SB-200 e SB-83 exibiram seletividade acima de 3 e potenciais
efeitos antineoplésicos in vitro em células HL60/ MX-1. A morte celular induzida pelos derivados
tiofénicos € independente da via das caspases 3 e 7. Portanto, € necessario investigar em estudos
futuros por qual mecanismo as células foram induzidas a morte, a partir da utilizagdo dos SBs. De
qualquer modo, estes derivados tiofénicos sdo candidatos potentes para o desenvolvimento de

novas terapias eficazes contra o tratamento da leucemia aguda.
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RESUMO - Kalanchoe brasiliensis conhecida como saido, é usada popularmente como
expectorante, tratamento de bronquites e Ulceras géstricas. Para sua eficacia e
seguranca terapéutica comprovados € necessario realizar testes adequados. O objetivo
do presente estudo foi avaliar se o extrato citado tem a capacidade de manter as
concentrac6es de normalidade no perfil lipidico apds administracdo via oral do extrato
hidroetandlico das folhas de K. brasiliensis. Foram utilizados camundongos adultos
machos (35+3g peso corporal), divididos em grupos controle e teste (n=6/grupo). No
grupo teste foi administrado o extrato, na dose de 2000 mg/Kg, diluido em solucéo
fisiologica 0,9%, e solucdo fisioldgica 0,9% no grupo controle. Apds 14 dias da
administracdo do extrato, foi coletado o sangue dos animais por puncdo cardiaca e
realizadas dosagens bioquimicas de triglicerideos e colesterol (protocolo na
CEUA/UFRN n° 02/2013). Os grupos controle e teste apresentaram médias de
concentracdo, respectivamente, triglicerideos 202,67+73,75 e 222,0£59,24 mg/dL;
colesterol 104,45+30,27 e 108,09+28,57 mg/dL. N&o foi observada diferenca
significativa entre as médias encontradas (p-valor>0,05). O extrato das folhas de K.
brasiliensis ndo desenvolveu alteraces no perfil lipidico podendo ter um potencial
anti-aterogénico com mais estudos, purificacdo do extrato, ensaios clinicos e analiticos
mais sofisticados.

Palavras-chaves: Estudos pré-clinicos, perfil lipidico, saiéo.

ABSTRACT - Kalanchoe brasiliensis known as full skirt, commonly is used as an
expectorant, treatment of bronchitis and gastric ulcers. For its effectiveness and proven
therapeutic safety it is necessary to conduct appropriate tests. The aim of this study was
to assess whether the said extract has the ability to keep in the lipid profile of normal
concentrations after oral administration of hydroethanol extract from K. brasiliensis
leaves. We used adult male mice (35 + 3g body weight) were divided into control and

HIPERCOLESTEROLEMIA: O POTENCIAL DO EXTRATO DE
Kalanchoe brasiliensis COMO TRATAMENTQO?

DIAS, C. N. N. C%; FONSECA, A. G, DANTAS, L. L. S. F. R. D%; T. R. A, LOPES, GURGEL,

1 Universidade Federal do Rio Grande do Norte Laboratdrio de Pesquisa em Bioquimica Clinica e
Experimental — LPBCE, Departamento de Analises Clinicas e Toxicoldgicas
Universidade Federal de Pernambuco Docente/pesquisador do Departamento de Farmacia da
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test groups (n = 6 / group). In the test group was given the extract, at a dose 2000 mg /
kg, diluted in 0.9% saline, and 0.9% saline in the control group. After 14 days of extract
administration, blood was collected from animals by cardiac puncture and performed
measurements of triglycerides and cholesterol (protocol in CEUA / UFRN No.
02/2013). The control and test groups had mean concentration, respectively,
triglyceride 202.67 £ 73.75 and 222.0 =+ 59.24 mg / dL; Cholesterol 104.45 + 30.27 and
108.09 + 28.57 mg / dL. There was no significant difference between the averages found
(p> 0.05). The extract from K. brasiliensis leaves not developed changes in lipid profile
may have an anti-atherogenic potential with further studies, extract purification,
clinical trials and more sophisticated analytical.

Keywords: pre-clinical studies, lipid profile, full skirt.

1. INTRODUCAO

A Hipercolesterolemia trata-se de um aumento da concentracdo de lipideos no sangue em
especial o colesterol. E uma forma de hiperlipidemia e hiperlipoproteinemia. As lipoproteinas
plasmaticas sdo classificadas de acordo com a sua densidade: a VLDL (de muita baiza densidade),
LDLc de densidade intermédia aonde a LDL oxidada é bastante aterogénica, tendo um carater
importante em desencadear doencas cardio vasculares e a HDLc que possui um efeito protetor
fazendo o transporte reverso do colesterol (Durrington, 2003; Biggerstaff e Wooten, 2004; Carmena,
Duriez e Fruchart, 2004).

Mediante 0 uso de varios medicamentos, como as estatinas, com sérias reacfes vasculares
resolvememos estudar a espécie Kalanchoe brasiliensis proveniente da flora nordestina, é um
exemplo de planta que vem sendo utilizada em diversas pesquisas e tem apresentado atividades
satisfatorias, principalmente com acdo anti-inflamatdria, antiulcerogénica e com potencial potencial
efeito analgésico e anti-inflamatdrio, resolvemos estudar este extrato para investigar se 0 mesmo
possui alguma atividade nas dislipidemias. (Trevisan et al., 2006), antiflngico, bactericida (Silva,
2009), anti-ulcerogénico (Cruz, 2011) e antituberculose (Leit&o et al, 2013).

2. MATERIAIS E METODOS

A matéria-prima vegetal (folhas sem talos a fresco) foi processada por turboextracdo em
liquidificador industrial por 5 minutos com alcool etilico PA 50%, na proporcéo 1:1, p/v (droga
vegetal: solvente). O extrato processado foi filtrado a vacuo, obtendo-se entdo o extrato
hidroetanolico 50% das folhas (EH) de K. brasiliensis. Esse extrato foi liofilizado para a avaliagdda
toxicidade. Os animais camundongos swinss machos adultos (35+3g peso corporal), divididos em
grupos controle e teste (n=6/grupo). No grupo teste foi administrado o extrato, na dose de 2000
mg/Kg, diluido em solucdo fisioldgica 0,9%, e solucéo fisiologica 0,9% no grupo controle. Apos 14
dias da administracdo do extrato, foi coletado o sangue dos animais por puncao cardiaca e realizadas
dosagens bioquimicas de triglicerideos e colesterol (protocolo na CEUA/UFRN n° 02/2013).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Varios estudos de plantas com efeitos hipocolesterolemiantes relacionam este efeito a
inibicdo destas enzimas por acédo, principalmente dos flavonoides, apresentando mecanismo de acao
semelhante aos medicamentos da classe das estatinas. Outros estudos também associam este efeito a
atividade antioxidante dos flavonoides presentes através da diminuicdo da lipoperoxidacao e
aumento da atividade de enzimas antioxidantes (Bursil et al, 2007, Cardozo et al, 2008).

O colesterol total demonstra a atividade do organismo em metabolizar lipidios. Obteve-se
uma média para 0s grupos controle e teste de respectivamente 104,45+30,27 e 108,09+28,57 mg/dL.
Triglicerideos sdo depdsitos de combustivel metabolicos armazenados por células especializadas
que formam o tecido adiposo sobre a pele, os triglicerideos apresentaram-se como o esperado,
dentro dos valores normais para controle e teste, respectivamente, 202,67+£73,75 e 222,0+59,24
mg/dL. O grupo apresentou uma pequena varia¢do, porém ndo sugere associacdo com efeitos do
extrato. Nao foi observada diferenca significativa entre as médias encontradas (p-valor>0,05).

PERFIL LIPIDICO POR GRUPO
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Figura 1: Distribuicdo das médias de concentracdo de triglicerideos e colesterol total entre os grupos
de animais, no ensaio agudo.

4. CONCLUSAO

O extrato de folhas da Kalanchoe brasiliensis ndo desenvolveu alteracdes no perfil lipidico,
podendo ter um potencial anti-aterogénico com mais estudos especificos e aprofundados,
purificacdo do extrato, ensaios clinicos e analiticos sofisticados.
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RESUMO - O cancer constitui uma classe de doengas que possui em comum O
crescimento desordenado de células com capacidade de invadir tecidos e érgdos podendo
espalhar-se para regides adjacentes. As leucemias sdo um grupo de neoplasias malignas
gue acometem as células da medula 6ssea e geralmente, o sangue periférico. Contudo,
apesar dos recentes avangos no combate as leucemias, a alta taxa de mortalidade e de
resisténcia as terapias disponiveis, é incentivada a busca por novas alternativas
terapéutica. A curcumina é um pigmento cujos efeitos bioldgicos como acdo anticancer,
tem sido extensamente estudados. Neste sentido, o presente estudo visa avaliar o0s
derivados sintéticos da curcumina (RS 11 e RI 58) sobre linhagem de leucemia aguda
(HL60). As moléculas em testes decitotoxicidade pelo método do 3-(4,5-dimetil-2 tiazol)-
2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium apresentaram 1Csy de 42,7uM (RS11) e 4,66uM
(R158). A partir dos resultados foi possivel elaborar um perfil dose resposta, podendo ser
alvo de novos estudos para que venha a se tornar um provavel agente anticancer

Palavras chave:3-(4,5-dimetil-2 tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de tetrazolium; céncer;
quimioterapia.

ABSTRACT- Cancer is a class of diseases that have, in common, the uncontrolled growth
of cells with ability to invade tissues and organs and can spread to adjacent regions.
Leukemia are a group of malignant neoplasic disease affecting the cells of the bone
marrow and usually the peripheral blood. However, despite recent advances in fighting
leukemia, the high mortality rate and resistance to available therapies, it is encouraged to
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search for new therapeutic alternatives. Curcumin is a yellow pigment which biological
effects as anticancer action has been extensively studied. In this sense, the present study
aims to evaluate the synthetic derivatives of curcumin (RS 11 and IR 58) on acute
leukemia line (HL60). The molecules in cytotoxicity tests by the method of 3- (4,5-
dimethyl-2-thiazole) -2,5-diphenyl-2 H-tetrazolium bromide showed IC50 42,7uM (RS11)
4,66uM and (RI58 ). From the results it was possible to develop a dose-response profile
and may be subject to further studies that it may become a potential anticancer agent.

Keywords: 3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide; cancer;
chemotherapy

1. INTRODUCAO

O cancer constitui um conjunto de mais de 100 doengas que possui em comum o crescimento
desordenado de células com capacidade de invadir tecidos e 6rgaos podendo espalhar-se para regiGes
adjacentes (Almeida et al., 2005). Entre os principais tipos de cancer, destacam-se asleucemias
quemacometem a medula 6ssea acumulando células anormais e geralmente, o sangue periférico.

Segundo o Instituto Nacional do Céancer (INCA) estima que para os anos de 2016-2017
ocorram dez mil novos casos de leucemia. Dentre os tratamentos disponiveis atualmente destacam-se
aquimioterapia, cirurgia, radioterapia e transplante de medula 6ssea. O mais utilizado é a
quimioterapia, contudo, muitos deles sdo agressivos ao paciente, apresentando elevados efeitos
colaterais.

ACurcuma longaLinn.éuma espécie de planta com propriedades medicinais que apresenta em
Seu rizoma a curcumina, um pigmento amarelo.Sua estrutura é composta de dois anéis metoxifenol
unidos por estrutura - dicetona, sendo caracterizado como um polifendlico lipossoltvel. A curcumina
tém sido estudada devido aos efeitos antioxidantes, anti-inflamatérios e anticancer (Leonardo, 2012).
Nesse contexto, 0 presente resumo tem como objetivo avaliara citotoxicidadede novos compostos de
derivados sintéticos da curcumina, RS 11 e RI 58 em células de leucemia aguda - HL60.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Manutencdo de células tumorais — a linhagem celular de leucemia aguda HL60 foi obtida do
banco de células do Rio de Janeiro, mantidas em meio RPMI 1640 (Gibco) suplementado com soro
fetal bovino 10% (Gibco), 200 U/ml de estreptomicina e de penicilina (Gibco), HEPES 10 mM
(Gibco) a 37°C e 5% de CO,,

2.2 Ensaio de citotoxicidade in vitro em células neoplasicas- A citotoxicidade celular foi

quantificada pelo método colorimétrico do3-(4,5-dimetil-2 tiazol)-2,5-difenil-2-H-brometo de
tetrazolium (MTT).O teste de citotoxicidadefoi realizado em placas de 96 pocos, utilizando 4x10*
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(células por poco), apds o periodo de 24 horas foram tratadas com diferentes concentracées (0.1, 1,10
e 100uM) dos compostos RS11 e RI58, incubadas em estufa a 37 °C e 5% de CO,durante
72h.Posteriormente ao periodo de incubagdo foram adicionados 20 pL da solugdo de MTT, as placas
foram entdo protegidas da luz e incubadas mais uma vez em estufa imida a 37°C e 5% de CO2 por
um periodo de 3h.A reacdo foi cessada pela adigdo de 130 uL de SDS 20% e a densidade optica
medida ap6s 24 horas no comprimento de onda de 560 nm.A leitura foi realizada em um leitor de
microplacas (EL808 - Biotek®) (REGO et al., 2014). O potencial citotoxico dos compostos avaliados
foram calculados com relagdo ao controle tratado com DMSO a 0,1%. A determinacdo da
concentracdo do composto necessaria para 50% de inibicdo in vitro (IC50) foi calculado com o
auxilio do programa OriginPro 8.0 Programa GraphPadPrism,foi utilizado para a construgdo dos
gréaficos dose-resposta.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As alteracdes estruturais dos compostos sdo estratégias para melhorar a atividade farmacoldgica
de diversas moléculas e nesse estudo a molécula modificada foi da curcumina (PADHYE, et al,
2010).0s resultados iniciais obtidos comos testes dos derivados da curcumina em linhagem de
leucemia aguda (HL60) estdo representados pela medida de porcentagem de viabilidade celular nos
gréficos dose resposta (figura 1la e 1b). Foi observado reducéo da viabilidade de células para os dois
compostos de forma crescente com a concentracdo. As determinagdes do potencial citotéxico dos
compostos testados foram calculadas para indicar a concentracdo necessaria de inibicdo50% do
ndmero de células viaveis -1Cso (CORDEIRO, 2012).

No grafico dose-resposta do composto RS11 (figura 1a), foi necessario uma concentracdo de
42,7 UM para proporcionar 50% de morte celular.

RS11 R158
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Figura 1 — Grafico dose resposta do composto RS11 e RI 50 e seus respectivos ICsg

Em conformidade com a figura 1b, o composto RI158 apresentou maior eficacia na linhagem
de leucemia aguda (HL-60) quando comparado com RS11 na mesma linhagem. O RI58 foi capaz de
inibir 50% do numero de células vidveis na concentracdo de 4,66uM. A presenca dos dois anéis
metoxifenol no composto RI58 demonstra que pode haver potencial destaque na atividade anticancer
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para 0 grupo metdxi quando comparado ao RS11, cujo grupo é ausente (Leonardo, 2012).Segundo o
NCI60, programa desenvolvido pela NIH visando a prospeccdo de moléculas anticancer,
compostos com ICspmenor quel0 UM como a molécula RI58 sdo consideradas promissoras e devem
ser investigadas.

4. CONCLUSAO

Oscompostos RS 11 e RI 58 apresentaram atividades citotoxicas na linhagem tumoral de
leucemia testada, devendo ser submetidos a novos testes e avaliacdo detoxidade em células normais
para que venha a se tornar um provavelagente anticancer.
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RESUMO - Um dos grandes desafios no tratamento da doenca de Chagas € a
descoberta de farmacos mais eficazes e menos tdxicos no combate a mesma. Sendo
assim, o objetivo do trabalho foi investigar in vitro a acéo tripanocida e citotoxica de
nove novos compostos tiazolidinonicos. A atividade tripanocida foi avaliada frente a
epimastigotas e tripomastigotas de Trypanosoma cruzi. Para investigar a atividade
citotoxica, macrofagos da linhagem J774A foram avaliados utilizando-se MTT. Os
compostos de maior destaque relacionando a atividade tripanocida e a citotoxicidade
foram TD-05, TD-08 e TD-09, comparando-se ao benzonidazol, droga de referéncia.
Os resultados incentivam a continuidade da avaliacdo com o objetivo de encontrar uma
nova abordagem terapéutica para a doenca de Chagas.

Palavras-chave: doenca de Chagas, tiazolidinonicos, Trypanosoma cruzi

ABSTRACT - A great challenge in the treatment of Chagas disease is the discovery of
more effective and less toxic drugs. Thus, the objective of this study was to investigate
the in vitro trypanocidal and cytotoxic activity of nine new tiazolidinonics compounds.
The trypanocidal activity was evaluated against Trypanosoma cruzi epimastigotes and
trypomastigotes. To investigate the cytotoxic activity, J774A macrophage lineage was
evaluated using MTT. The most prominent compounds relating the trypanocidal and
cytotoxicity activity were TD-05, TD-08 and TD-09, compared to the benzonidazol, the
drug currently used. The results encourage us to continue the evaluation in order to find
a new therapeutic approach for the Chagas disease.
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Key words: Chagas disease, tiazolidinonics, Trypanosoma cruzi

1. INTRODUCAO

Um dos enfoques das pesquisas em relacdo a doenca de Chagas, um importante problema de
salde publica, tem sido o desenvolvimento de medidas eficazes para seu controle (Hide, 2002). Um
dos grandes desafios inclui a descoberta e estudo de farmacos mais eficazes no combate a essa
enfermidade. Nenhuma droga foi aprovada nos ultimos 40 anos para o tratamento da doenca (Bellera
et al, 2015). O tratamento utilizado atualmente é baseado em duas drogas: o benzonidazol (produzido
pelo LAFEPE como Benznidazol LAFEPE® no Brasil e pela Maprimed/ELEA na Argentina como
Abarax®) e o Nifurtimox (Lampit™, Bayer HealthCare AG, Leverkusen, Germany), porém eles séo
mais efetivos na fase aguda da doenca em detrimento da fase crénica, além de possuirem uma alta
toxicidade (Morilla; Romero, 2015). Apenas o tratamento com o benzonidazol é permitido no Brasil.

As pesquisas por novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas tém evoluido
sensivelmente nas Ultimas décadas. Véarias moléculas vém sendo exploradas em programas de
quimica medicinal com a aplicacdo de métodos de planejamento de farmacos baseados na estrutura
do receptor (SBDD - structure-based drug design) e na estrutura do ligante (LBDD - ligand-based
drug design) (Dias et al, 2009). A cruzaina, também chamada cruzipaina (GP57/51 ou TCC), alvo
dos compostos testados no presente trabalho, constitui a mais abundante proteina da familia das
cisteino proteases do T. cruzi, e é a enzima-chave da replicacdo intracelular do parasita,
representando um alvo molecular para o desenho de novos farmacos anti-parasitarios (Clayton,
2010).

Sendo assim, candidatos a novos farmacos tripanocidas, compostos tiazolidinonicos foram
investigados in vitro quanto a acdo anti-T. cruzi em ensaios sobre formas epimastigotas e
tripomastigotas desse parasito. Também foi avaliada a citotoxicidade in vitro desses compostos sobre
macrdfagos da linhagem J774A.

2. MATERIAIS E METODOS

Os 9 compostos testados (TD-01 a 09) foram solubilizados em DMSO e estocados a -20°C.
Para os ensaios, cada composto foi diluido na concentracdo apropriada utilizando-se o meio de
cultura adequado. Para determinar o efeito anti-proliferativo para T. cruzi, formas epimastigotas da
cepa DM28c (1x10° parasitas/poco), mantidas em meio LIT+1% de antibi6tico+10% de SFB, foram
semeadas em placas de 96 pocos por 96h a 26°C, juntamente com diferentes concentragcdes dos
compostos (0,19-100 pg/ml). Ja para o teste frente as formas tripomastigotas da cepa Y, o que diferiu
foi o meio de cultura utilizado (RPMI+1% de antibidtico+10% de SFB), a quantidade de células
(4x10° parasitas/ml), o tempo e a temperatura de incubac&o com os compostos (24h, 37°C), além de
5% de atmosfera de CO,. Cada composto foi testado em duplicata. O controle negativo da reacdo foi
obtido em pocos contendo apenas meio de cultura e parasitos (sem tratamento) e a droga de
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referéncia utilizada foi o benzonidazol (Bzn). A viabilidade dos parasitos foi determinada por
contagem direta em camara de Neubauer e, a partir desses valores, foi obtida a ICsy
(concentracdo que inibe em 50% o crescimento dos parasitas) por meio de uma regressao linear
simples utilizando o software Prisma 5.0 Graphpad. Para avaliar a citotoxicidade, os macrofagos
da linhagem J774A foram semeados em placas de 96 pogos contendo meio DMEM completo em
atmosfera de 5% de CO, a 37 °C por 24h. Posteriormente, foram adicionados 0S compostos em
diferentes concentracgdes (0,19-100 pg/ml), sendo novamente incubados durante 48h. Cada composto
foi testado em duplicata. Apds esse periodo, foi adicionado MTT (5 mg/mL em PBS), seguido de
nova incubacdo por 2h. Foi acrescentado DMSO para dissolucdo dos cristais de formazan e a
absorbancia foi lida a 570 nm. O controle negativo da reacdo foi obtido em sem tratamento.
Também foi avaliada a atividade da droga de referéncia (Bzn). A partir dos valores de inibicdo da
cultura, foi obtida a CCsy (concentracdo citotdxica para 50% das células) por meio de uma
regressdo linear simples utilizando o “software” Prisma 5.0 Graphpad.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Trés compostos se destacaram com relacdo a sua atividade antiepimastigotas em relagdo ao Bzn
(2,74 pg/ml), que foram TD-03 (1,2 pg/ml), TD-06 (1,97 pg/ml) e TD-09 (2,38 pg/ml) (Tabela 1).
Com relacdo a atividade anti-tripomastigotas, os destaques foram TD-07 (7,69 ug/ml), TD-08
(5,25 pg/ml) e TD-09 (2,7 pug/ml), comparando-se ao Bzn (1,63 ug/ml) (Tabela 1). TOd0S 0S5 compostos testados pela
metodologia do MTT mostraram algum grau de atividade citotdxica, com os valores de
CCsp variando de 8,15 pg/ml a 29,88 pg/ml (Tabela 1). A maioria dos compostos demonstrou
menor toxicidade em relagéo ao Bzn.

Tabela 1 — Atividade antiparasitaria e citotoxica de uma nova classe de compostos tiazolidinonicos

Cadigo Epimastigotas | Tripomastigotas (cepa | Citotoxicidade (J774A)
(DM28c) 1Cs0 (Mg/ml) CCso (ug/ml)
1Cs0 (g/ml)

TD-01 29,63 22,2 22,56

TD-02 18,51 12,54 11,22

TD-03 1,2 ND 18,34

TD-04 ND 11,14 29,88

TD-05 571 9,86 12,31

TD-06 1,97 12,45 27,45

TD-07 6,55 7,69 8,15

TD-08 11,74 5,25 29,31

TD-09 2,38 2,7 12,98

Bzn 2,74 1,63 11,62
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Os compostos que tiveram resultado N&o Determinado (ND) serdo novamente testados. Os
compostos de maior destaque relacionando a atividade tripanocida e a citotoxicidade foram TD-05,
TD-08, TD-09.

4. CONCLUSAO

Alguns dos compostos se destacaram relacionando a atividade tripanocida e a baixa
citotoxicidade, o que nos incentiva a continuar a investigacao desses compostos com o0 objetivo de
encontrar uma nova abordagem terapéutica para a doenca de Chagas.

5. REFERENCIAS

BELLERA, C. L. et al. Computer-guided drug repurposing: Identification of trypanocidal activity of
clofazimine, benidipine and saquinavir. European journal of medicinal chemistry, v. 93, p. 338-348,
2015.

CLAYTON, J. Chagas disease: pushing through the pipeline. Nature, v. 465, n. 7301 p. S12-S15,
2010.

DIAS, L. C. et al. Quimioterapia da doenca de Chagas: estado da arte e perspectivas no
desenvolvimento de novos farmacos. Quimica Nova, v. 32, n. 9, p. 2444-2457, 2009.

HIDE, G. Trypanosomiasis and leishmaniasis: novel biology versus practical disease control. Trends
in parasitology, v. 18, n. 11, p. 477-478, 2002.

MORILLA, M. J.; ROMERO, E. L. Nanomedicines against Chagas disease: an update on
therapeutics, prophylaxis and diagnosis. Nanomedicine, v. 10, n. 3, p. 465-481, 2015.

6. AGRADECIMENTOS
A Fiocruz-PE pela bolsa de A. C. C. SILVA e S. B. da Silva.

231




o ~ %" ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ‘ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: PESQUISA CLINICA E PRE-CLINICA — PC 18

AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DA CURCUMINA EM
LINHAGENS NEOPLASICAS DE MELANOMA E PROSTATA

M. S. SILVA', F. A. SANTOS', C. G. B. MARTINS', M. J. B. M. REGO', I. R. PITTA? M. G. R.
PITTA' e M. C. PEREIRA".
! Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias Biolégicas, Laboratério de
Imunomodulacdo e Novas Abordagens Terapéutica (LINAT), Nucleo de Pesquisa em Inovacao
Terapéutica (NUPIT)
2 Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias Biolégicas, Laboratério de Sintese e
planejamento de farmacos (LPSF), Nucleo de Pesquisa em Inovacdo Terapéutica (NUPIT)
E-mail: michelly2305@yahoo.com.br

RESUMO - Os atuais tratamentos sistémicos para melanoma e cancer de prostata séo
ainda pouco eficazes e muitas vezes as células tumorais tornam-se resistentes. Visto que
a incidéncia de ambas as doencas é extremamente alta, faz-se necessario o estudo de
novos farmacos que sejam mais eficazes e menos tdxicos no tratamento destas doencas.
O objetivo do presente estudo foi avaliar a citotoxicidade da curcumina em linhagens
de cancer de préstata (PC-3 e DU-145) e melanoma (A375, UACC62 e SK-MEL-28)
através do método colorimétrico de MTT. Os resultados obtidos demonstraram que a
curcumina possui um efeito dose-resposta nos dois tipos de cancer. Entretanto, nas
linhagens de melanoma a curcumina apresentou maior citotoxicidade. Os valores de
ICso calculados para as linhagens de cancer de préstata DU-145 e PC-3 foram
respectivamente 32,58uM + 4,89 e 31,14uM * 4,60; nas linhagens de melanoma, as
doses de ICso foram 27,95 M £ 9,03 (SK-MEL-28), 17,37 uM * 3,23 (A375) e 15,66
uM £ 3,71 (UACC62). As linhagens de melanoma foram mais sensiveis a curcumina,
mas ambas linhagens apresentaram reducdo da viabilidade de maneira dose
dependente. Novos ensaios, posteriormente, serdo realizados para avaliacdo do
mecanismo anticancer da curcumina nas células de melanoma e cancer de prdstata.
Palavras-chave: curcuma, cancer, citotoxicidade

ABSTRACT — Current treatment for melanoma and prostate cancer are not yet
completely effective and there are many risks to be overcome. Since the incidence of
both diseases are extremely high, it becomes necessary to develop new, more effective
and less toxic drugs. The objective of the present study is to evaluate the cytotoxic
activity of curcumin in prostate cancer (DU-145 and PC-3) and melanoma (A375, SK-
MEL-28 and UACCG62) cell lines by the colorimetric MTT method. The results showed
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that curcumin has a dose-response effect against both types of cancer. However, in
melanoma cell lines it showed higher cytotoxicity. The IC50 values calculated for the
prostate cancer cell lines DU-145 and PC-3 were respectively 32,58mM + 4,89 e
31,14mM = 4,60. Whereas, for melanoma cell lines.The doses were calculates as 27,95
mM + 9,03 (SK-MEL-28), 17,37 mM =+ 3,23 (A375) and 15,66 mM % 3,71 (UACC62).
Prostate cancer showed higher resistance to the treatment. Therefore, curcumin was
more effective to reduce melanoma cell lines viability. Nevertheless, other assessment
must be performed to completely evaluate curcumin mechanism of action in these cell
lines.

Keywords: curcuma, cancer, citotoxicity

1. INTRODUCAO

Cerca de 12 milhdes de pessoas por ano sdo diagnosticadas com cancer no mundo
(INCA 2016). Com o aumento exacerbado de casos que surgem anualmente e a baixa eficacia
dos atuais tratamentos sistémicos, faz-se necessario a busca por novos farmacos anticancer. O
cancer de prostata, por sua vez, € um cancer prevalente em homens idosos a estimativa é que
mais de 140.000 homens desenvolvam a doenca por ano no Brasil, e mais de 20.000 homens irdo
morrer anualmente por conta da neoplasia (Arap et al., 2010). Esse tipo de neoplasia geralmente
danifica o tecido circundante e interfere na funcdo normal da prostata, quando a doenca esta
avancada, as células carcinomatosas podem propagar-se € migrar para outros tecidos e 6rgaos
causando ainda mais danos. (Guo et al., 2015) Estudos recentes demonstram que a cldrcuma
possui atividade inibitoria e apoptética em linhagens de céncer de prostata, assim tendo a
possibilidade de tornar-se um novo quimioterapico.Em relacdo ao melanoma, este estd em
primeiro lugar em causa de mortes, ocorrendo com mais frequéncia em paises com baixo
desenvolvimento. Por ser o principal cancer cutaneo maligno e ser também muito resistente aos
quimioterapicos e a radioterapia a busca por novas moléculas que surtissem um bom efeito
tornou-se de suma importancia (Figueiredo et al., 2003)..

A curcumina € um componente ativo da curcuma, possui cor amarela e € proveniente do
rizoma de Clrcuma longa. E significantemente conhecida por possuir propriedades anti-
inflamatorias e anticancerigenas (Kurapati et al., 2012).Diversos estudos atuais aludem que a
curcumina leva a apoptose pois ela é capaz de modular multiplas vias de sinalizacdo para
desempenhar o seu efeito anticancerigeno, trata-se de um forte supressor da viabilidade celular e
da invasdo, e respectivamente induz a autofagia nas células de melanoma (Zhao et al., 2016).
Estudos recentes demonstram que a curcuma possui atividade inibitoria e apoptotica em
linhagens de céancer de préstata, assim tendo a possibilidade de tornar-se um novo
quimioterapico. O presente estudo objetivou avaliar a citotoxicidade da curcumina nas linhagens
de préstata e melanoma para posteriormente estudar o mecanismo molecular de indugéo de morte
desta substancia e utiliza-la como agente sensibilizante de outros farmacos.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Cultivo de células
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As células das linhagens tumorais DU-145, SK-MEL-28, A357 e UACC62 foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, bicarbonato e 1%
U/mL de Penicilina/Estreptomicina. A linhagem de céncer de prostata PC-3 foi cultivada em
meio F12 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino e 1% U/mL de
Penicilina/Estreptomicina. Todas as linhagens foram mantidas em estufa de CO, 5% a 37°C e
foram obtidas do banco de células do Rio de Janeiro.

2.2 Ensaios de citotoxicidade em células neoplasicas: MTT

As células neoplésicas foram plaqueadas na concentragdo de 1x10%células/100ul. A
curcumina foi testada nas doses de 1, 10, 25 50 e 75 pM. As células foram incubadas com o
composto por 72 horas em estufa a 5% de CO2 a 37°C e submetidas ao método colorimétrico de
MTT. Em seguida, foi adicionado 20 ul da solu¢do de MTT (sal de tetrazolium) por pogo, € as
placas foram incubadas por 3 horas. A absorbancia em espectrofotdmetro de placa a 550 nm foi
lida ap6s dissolucdo do precipitado com lauril sulfato de sédio (SDS).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Como pode ser observada na Figura 1a), a curcumina inibiu o crescimento celular de maneira
dose dependente, das trés linhagens de melanoma, a partir da dose de 25 uM. A linhagem UACC62,
mostrou-se mais sensivel, com um ICsy 15,66uM (Tabela 1). Em um estudo realizado por Jiang e
colaboradores (2015) foi observado que curcumina inibiu de forma seletiva o crescimento de células
de melanoma sem afetar as células normais. Segundo Zhao (2016) o tratamento com curcumina na
concentracdo de 25 puM durante 72 h reduziu significativamente o potencial invasivo das células de
melanoma A375. Neste estudo, os resultados do ensaio de MTT mostraram que ap6s 48 h de
tratamento, a propagacdo de células A375 foi expressivamente menor.
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Figura 1. a)Viabilidade e concentragdo das linhagens SK-MEL,A375,UACC62. b) Viabilidade
e concentracdo das linhagens DU-145 E PC-3

Como pode ser visto na Figura 1b), a curcumina também reduziu o crescimento celular

das linhagens de cancer de prostata DU-145 e PC3, de maneira dose dependente. Na anélise do
ICso observamos valores semelhantes para as duas linhagens (Tabela 1), indicando que a
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curcumina foi eficiente mesmo na linhagem de carater mais agressivo PC3. Estes resultados
corroboram outros estudos; Kurapat e colaboradores (2012) mostraram que a curcumina
mostrou efeito inibitorio significativo, com capacidade de inibir a formacdo de coldnias na
linhagem PC3 nas concentragdes de a 20 e 40 pg / mL.

Linhagem Du-145 PC-3 SK-MEL-28 A375 UACC-62
ICs0 32,58uM + 31,14uyM £ 2795 uM = 17,37 uM = 15,66 uM *
4,89 4,60 9,03 3,23 3,71

Tabela 1. Analise do ICsg

4. CONCLUSAO

A curcumina mostrou-se capaz de reduzir a viabilidade das linhagens tumorais de melanoma e de
préstata tendo efeito dose-resposta. Novos ensaios serdo realizados para identificar as proteinas-alvo
da curcumina nestes dois tipos tumorais.
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RESUMO - O cancer gastrico possui altas taxas de incidéncia e mortalidade no mundo
. Atualmente, existem varias classificacdes patologicas sendo a a de Lauren a
classificacdoo mais utilizada. Porém nao existe um Unico marcador preditivo que ajude
a compreentender como funcionam 0s mecanismos molecularesque regem o0
desenvolvimento morfoldgico e comportamento do tumores gastricos, bem como a sua
associacdo com os dados clinicos e experimentais. O presente estudo pretende
correlacionar a avaliacdo da expressdo da glicosiltransferase ppGalNAc-T14 por
imunohistoquimica, resposavel pela sintese de mucinas, com os dados clinicos dos
pacientes. Os 17 pacientes analisados foram divididos em 2 grupos, um corresponde a
expressdo positiva da enzima e 0 outro a negativa e foi observado uma correlagéo
entre a expressdo positiva da enzima com um progndstico menos favoravel, porem
ainda se faz necessario aumentar o N dos pacientes para uma confirmacdo mais
conclusiva.

Palavras-chave: Imunohistoquimica, Biomarcador, Glicobiologia, Glicosiltransferases

ABSTRACT - gastric cancer according to some of their altered genetic characteristics
presents alarming statistics. Currently, there are various pathological classifications
and the most widely used classification is that of Lauren, however there is no positive
predictive biomarker that helps us understand how the mechanism of molecules prior to
these morphological characteristics and establish a relationship between the clinical
data and experimental . This study intends to correlate the expression evaluation of
ppGalNAc-T14 glycosyltransferase by immunohistochemistry, resposavel the synthesis
of mucins, with clinical patient data. The 17 patients analyzed were divided into 2
groups, one corresponds to a positive expression of the enzyme and the other negative
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and the correlation was observed between the positive expression of the enzyme with a
less favorable prognosis, however is still necessary to increase the N patients for a
more conclusive verification.

Keywords: Immunohistochemistry, Biomarker, Glycobiology, Glycosyltransferases

1. INTRODUCAO

O céncer gastrico representa o quinto lugar em incidéncia por cancer no mundo. . Em relagéo
a esta doenca, apenas 20% dos pacientes sobrevive mais de 5 anos apds o diagndstico; muitos dos
casos sdo diagnosticados de modo tardio, remetendo a um tratamento paliativo quimioterapico com
uma sobrevida consequente de cerca de 1 ano; além de possuir baixa sobrevida, onde somente cerca
de 20% dos individuos acometidos pela doenca ndo recidivam, muito em parte devido a sua
complexidade e heterogenicidade(DENG, N. et al,2012; STEWART, B. W.)

A classificacdo patoldgica mais utilizada tem como base os critérios morfoldgicos de Lauren
(MA, J. et al, 2016). porém mais estudos sdo necessarios a fim de se compreentender como
funcionam os mecanismos das moléculares que determinaa caracteristicas morfologicas e
comportamentais destes tumores

As alteracGes de padrdo molecular menos estudadas sdo as glicobioldgicas, que podem ajudar
na compreensdo do desenvolvimento dos tecidos malignos em relacdo ao seu perfil de glicosilacdo
aberrante variavel, quando comparado com os seus homdlogos normais. (OPPENHEIMER, S. B et
al, 2011).

As enzimas responsaveis por parte do metabolismo que constrdi a arvore glicobioldgica sdo as
glicosiltransferases. Uma destas, a ppGalNAc-T14 carrea UDP-N-acetilgalactosamina (UDP-
GalNACc) para o grupo hidroxila de uma serina ou treonina, servindo como substrato para adicédo
glicanos especificos em proteinas alvo. Contribuindo de forma direta para a sintese das mucinas que
estdo presentes no estomago. (WANG, H. et al, 2003).A partir disto, o presente estudo visou avaliar
esta glicosiltransferase e a sua correlacdo com parametros clinicos e histopatoldgicos.

2. MATERIAIS E METODOS

Amostras clinicas: Amostras parafinizadas de cancer gastrico selecionadas do arquivo do Servico de
Patologia do Hospital de Cancer de Pernambuco- HCP. Foram incluidos no estudo apenas casos
diagnosticados no periodo de 2013 a 2016 confirmados como tumores primarios. Dos prontuarios
médicos foram obtidas os seguintes dados: idade, sexo, tamanho do tumor no momento do
diagnostico, numero e local de linfonodos, estadiamento patoldgico, recorréncia e 6bito entre outras.

Imunohistoquimica: Os blocos foram desparafinizados em xilol e reidratados em concentragdes

decrescentes de etanol (100, 95, 80, e 75%). Em seguida foi feita a recuperacdo antigénica em
tampéo citrato 100mM, pH 6.0 em micro-ondas 300W por 15 mim. Apoés o resfriamento, as laminas
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foram incubadas com bloqueador de peroxidase enddgena por 10" a temperatura ambiente
posteriormente foi feito o bloqueio das liga¢des inespecificas com bloqueador proteico por 10 a
temperatura ambiente. Os cortes histolégicos foram incubados com o seguinte os anticorpo primario:
PPGALNAC-T14 e diluido em PBS-BSA 5% (p/v) overnight a 4°C. Foi aplicado o sistema de
amplificacdo do kit comercial Easylink One por 10" a 25" a temperatura ambiente, e revelados com
DAB-H202. Os controles positivos foram utilizados segundo indicacdo do fabricante e os controles
negativos foram estabelecidos através da substituicdo do anticorpo primario por anticorpo anti-lgG
humana (DAKO).

Anélise de Dados: A anélise morfoldgica foi realizada com a utilizagéo sistema integrado de analise
de imagens EVOS® FL que utiliza software e camera monocromatica sensivel Sony ICX445
(resolucdo de 1280 x 960 pixels) disponivel no Laboratério de Imunomodulagdo e Novas Abordagens
Terapéuticas- LINAT. A analise semi-qualitativa das células marcadas sera feita analisando dez
campos aleatérios em cada caso. Devido ao pequeno nimero amostral, ndo foi possivel realizar
andlise estatistica.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A expressdo positiva para a ppGalNAc-T14 representou um prognostico inicial menos
favoravel que os pacientes com expressao negativa, visto que, eles apresentaram as seguintes
caracteristicas em comparacgdo ao grupo negativo: uma média de idade menor, um numero maior de
linfonodos retirados em cirurgias, um namero maior de casos de reicidiva, um nimero maior de
invasdo angiolinfatica, Os resultados encontrados estdo de acordo com o estudo de Dong Hua
(2012), onde uma analoga da sua mesma familia ppGalNAc-T2 regula o comportamento associado a
metéstase celular no cancer gastrico.

Tabela 1 - Dados clinicos dos pacientes.

Tabela 1 Positivo Negativo
N° Amostral 13 4
Sexo 9H / 4M 2H/2M
Estadiamento | - 23,08% 111 -100%
Il -7.69%
111 - 69.23%
Média das Idades 60 62
Média dos 21 14.75
Linfonodos Retirados
Média dos 2.23 2.25
Linfonodos Positivos
Casos de Reicidiva 2 1
Pacientes em 53,85% 100%
Quimioterapia
Pacientes em Radioterap 5 46,15% 25%
(b) Amostra positiva de tumor primario | 238
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Classificagdo de Lauren| I - 15,38% 111 -1009
Il-23,08%
11— 61.54%

Invasdo Angiolinfatica 2 0

4. CONCLUSAO

Os resultados mostraram que ha possibilidades de ppGalNAcT-14 representar
um fator de prognostico eficaz para o cancer gastrico, contudo sdo necessarios mais
estudos.
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RESUMO - Psidium guajava L., popularmente conhecida no Brasil como goiabeira, é
uma arvore frutifera de até 7 m de altura, originaria da América Central e do Sul, mas
com ocorréncia em todo o mundo. Seu uso medicinal popular mais citado na literatura é
para o tratamento da diarreia. E uma das espécies presentes na Relacdo Nacional de
Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Saude. O objetivo do trabalho foi
realizar testes histoquimicos na lamina foliar de P. guajava. Sec¢des transversais de
laminas foliares frescas foram submetidas a diferentes reagentes. Foram identificados
compostos fendlicos, taninos, compostos lipofilicos, 6leos essenciais, triterpenos e
esteroides, lignina e foi demonstrado que os cristais sdo de oxalato de célcio. O estudo
revelou os locais de acimulo e/ou sintese dos compostos quimicos da espécie e auxilia na
sua padronizacgédo farmacobotanica.

Palavas-chave: Farmacobotanica. Goiabeira. Padronizacao.

ABSTRACT - Psidium guajava L., popularly known in Brazil as “goiabeira”, is a fruit
tree of up to 7 m in height, originating in Central and South America, but occurring
worldwide. His popular medicinal use most often cited in the literature is for the
treatment of diarrhea. It is one of the species in the National Relation Medicinal Plants of
Interest to Unified Health System. The study aimed to perform histochemical tests on the
leaf blade of P. guajava. Cross-sections of fresh leaf blades were subjected to different
reagents. They were identified phenolic compounds, tannins, lipophilic compounds,
essential oils, triterpenes and steroids, lignin and it was demonstrated that the crystals
are of calcium oxalate. The study revealed the local of accumulation and/or synthesis of
chemical compounds of the species and assists in their pharmacobotanical
standardization.

Keywords: Goiabeira. Pharmacobotany. Standardization.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, a familia Myrtaceae aparece entre as familias mais comuns na maioria das formacdes
vegetais (Souza; Lorenzi; 2005). O género Psidium é representado por 61 espécies (Sobral et al.,
2016). Dentre elas, destaca-se Psidium guajava L., que é conhecida popularmente no Brasil como
goiabeira. E uma arvore frutifera de até 7 m de altura, originaria da América Central e do Sul, mas
com ocorréncia em todo o mundo (Joly, 1985; Lorenzi; Matos, 2002). Seus frutos, mais conhecidos
como goiaba, guaiaba, guava e araga-goiaba, podem apresentar polpa de coloragdo branca, rosa ou
quase vermelha e s@o muito apreciados pelo sabor agradavel (Sousa et al., 2004; Lorenzi; Lacerda;
Bacher, 2015).

Seu uso medicinal popular mais citado na literatura é para o tratamento da diarreia. As folhas
séo a parte da planta mais indicadas para esse fim, sendo preparadas na forma de infusdo ou decocgao
(Ribeiro et al., 2014). A indicacdo é tomar o cha duas a trés vezes ao dia (Tolke, 2014). Ha varios
estudos cientificos que justificam esse uso popular das folhas da espécie como antidiarreica (Almeida
et al., 1995; Salgado et al., 2006; Birdi et al., 2010; Gupta; Birdi, 2015; Mazumdar et al., 2015).

Outros usos medicinais mencionados para as folhas da espécie sdo para o tratamento de diabetes
(Sousa et al., 2004); disenteria, vomitos, problemas digestivos e dor de estdbmago, dor de cabeca, dor
e afeccOes da garganta (Albuquerque et al., 2007; Messias et al., 2015); gripe (Coutinho et al., 2002);
inflamacGes num geral, gengivite e alivio do incémodo do nascimento dos dentes em criancas
(Baptistel et al., 2004; Albuquerque et al., 2007; Messias et al., 2015).

A planta esta presente na Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema
Unico de Satde (RENISUS) (Brasil, 2009). No intuito de ampliar as informagdes cientificas sobre a
espécie, o trabalho teve como objetivo realizar a caracterizacdo histoquimica da lamina foliar de P.
guajava através de microscopia Optica de luz.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado em dezembro de 2015, no bairro de Aldeia, em Camaragibe-PE,
Brasil e uma exsicata foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, no Instituto Agronémico
de Pernambuco (IPA), sob nimero de tombamento 88150.

2.2 HISTOQUIMICA

Testes histoquimicos foram realizados em seccOes transversais de vérias laminas foliares
frescas, obtidas & mao livre, usando laminas de aco e medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.)
como material de suporte. Os reagentes relacionados a seguir foram utilizados para indicar a presenca
das substéncias: dicromato de potéssio (10%) para compostos fenolicos (Johansen, 1940); vanilina
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cloridrica para taninos (Mace; Howell, 1974); Sudan 11l para compostos lipofilicos (Sass, 1951); Nadi
para Oleos essenciais (David; Carde, 1964); tricloreto de antimbnio para triterpenos e esteroides
(Mace et al., 1974); Dragendorff para alcaloides (Brasil, 2010); Lugol para amido (Johansen, 1940);
floroglucinol para lignina (Johansen, 1940) e &cido cloridrico (10%) para estabelecer a natureza dos
cristais (Jensen, 1962).

Controles foram realizados em paralelo aos testes histoquimicos e laminas semipermanentes
foram preparadas contendo as secgdes transversais (Johansen, 1940; Sass, 1951). A analise das
laminas histoldgicas foram conduzidas em imagens em software (Toup View Image), obtidas por uma
camera digital acoplada a um microscopio optico de luz (Alltion).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os compostos fendlicos foram evidenciados ap6s a utilizacdo do dicromato de potéssio (10%)
nas células parenquimaticas da nervura e nas camadas parenquimaticas sub-epidérmicas. Os taninos
foram encontrados no mesofilo, nas células que circundam as cavidades secretoras, além de estarem
presentes também no parénquima e colénquima da nervura e nas células epidérmicas.

O Sudan Il demonstrou a presenca de compostos lipofilicos na cuticula e nas cavidades
secretoras. Nessas estruturas também ficou evidente a presenca de 6leos essenciais, com o0 uso do
Nadi. Triterpenos e esteroides foram visualizados no parénquima e colénquima da nervura central.

A lignina presente no xilema foi evidenciada com o uso do floroglucinol. O &cido cloridrico
(10%) confirmou que os cristais sdo de oxalato de célcio, ap6s a dissolucdo dos mesmos. Os testes
para alcaloides e amido foram negativos.

Os constituintes quimicos das folhas de P. guajava reportados na literatura sdo fenois,
flavonoides, taninos e terpenos (Sohafy et al., 2009; Alencar et al., 2010; Okamoto; 2010; Park et al.,
2011; Park et al., 2012; Diaz-de-Cerio et al., 2016). Encontra-se na literatura ainda uma grande
quantidade de estudos que relatam o isolamento desses compostos, principalmente dos flavonoides e
dos terpenos (Seo et al., 2014; Begum et al., 2015; Jian et al., 2015; Li et al., 2016; Liu et al., 2016;
Ouyang et al., 2016).

Os compostos fenolicos sdo indicados como 0s responsaveis pela atividade antidiabética da
planta (Liu et al., 2014; Liu et al., 2015). O 6leo essencial das folhas de P. guajava tem sido estudado
com relacdo a sua composicdo, a qual demonstra uma variabilidade de acordo com o local de coleta
da planta, e também acerca de suas atividades biologicas (Ogunwande et al., 2003; Khadhri et al.,
2014; Satyal et al., 2015).

Os oxalatos podem ser encontrados em quantidades que variam de 3 a 80% do peso seco das
plantas (Nguyen; Savage, 2013). O oxalato de calcio é frequentemente encontrado em diferentes
tecidos vegetais, a exemplo do espinafre, ruibarbo, acelga, beterraba, tomate, nozes e cacau (Krause;
Mahan, 1991; Massey et al., 1993).
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4. CONCLUSAO

O trabalho forneceu informagGes sobre a histolocalizagdo dos componentes quimicos da Iamina
foliar de P. guajava, confirmando a presenca de metabolitos descritos na literatura e contribuindo
com a padronizagdo farmacobotanica da espécie.
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RESUMO - Spondias mombin Jacqg., conhecida popularmente como cajazeira, € uma
arvore frutifera de grande porte utilizada tradicionalmente e que apresenta polifenois
relatados na sua composicdo. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi padronizar
solugdes extrativas das folhas de Spondias mombin Jacq., através de planejamento
fatorial, a fim de determinar as melhores condi¢cdes para o maior rendimento em teor
polifenois totais (TPT). Os experimentos foram realizados de acordo com um desenho
fatorial 2°, empregando com os fatores a quantidade de droga (10, 15 e 20 g) e
proporcao de etanol (40, 60 e 80%, v/v). O TPT foi determinado conforme a Farmacopeia
Brasileira 5 ed., e os resultados avaliados com auxilio do programa Statistica 6.0. Os
dados foram usados para gerar superficies de respostas e graficos de paretos. De acordo
com a analise estatistica, a propor¢do de EtOH foi fator que mais influenciou o TPT. Na
sequencia, o termo quadratico da quantidade de droga teve papel importante na resposta
do TPT. Desta forma, o fator EtOH no nivel maximo (80%, v/v) e o nivel intermediério
para quantidade de droga (15g) foram as condi¢cGes mais favoraveis para a maximizacao
do teor de polifendis.

Palavras-chaves: Caja; Padronizacéo; Planejamento fatorial.

ABSTRACT - Spondias mombin Jacg., commonly known as cajazeira, is a large fruit
tree traditionally used and has polyphenois reported in its composition. In this way, the
aim of this study was to standardize extractive solutions from the leaves of Spondias
mombin Jacq., by using factorial design in order to optimize the extractive conditions for
the highest yield in total polyphenols content (TPC). The experiments were performed
according to a factorial design 2° using as factors the amount of herbal drug (10, 15 and
20 g) and ethanol ratio (40, 60 and 80% v / v). The TPC was determined according to the
Brazilian Pharmacopoeia 5th ed., and the results were evaluated using the software
Statistica 6.0. The data were used to generate the response surface and Pareto chart.
According to the statistical analysis, the proportion of EtOH was the major factor that
influenced the response. After that, the quadratic term of the quantity of drugs had an
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important role in TPT response. Thus, the maximum factor in EtOH (80%, v/v) and the
intermediate level to amount of drug (15g) were the most favorable conditions for
maximizing the TPC.

Keywords: Caj4; Standardization; Factorial design.

1. INTRODUCAO

Spondias mombin Jacg., conhecida popularmente como cajazeira, € uma arvore frutifera de
grande porte utilizada tradicionalmente como diurético, febrifugo, emético, antidiarreico, descrito na
literatura por apresentar propriedades antibacteriana e antiviral (Rodrigues; Hesse, 2000; Ayoka et
al., 2008). Quanto a composicao fitoquimica, grande quantidade de compostos fendlicos e derivados
de flavonoidicos foram descritos e em analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia indicou a
ocorréncia de acido clorogénico, acido elagico e isoquercetina (Cabral, et al., 2016). A presenca de
saponinas, esterois e triterpenos, flavonoides e alcaloides também foram descritos na literatura
(Matos, 2002; Njoku; Akumefala, 2007).

Considerando o desenvolvimento tecnoldgico de fitoterapicos, a padronizacdo da solucdo
extrativa é fundamental para assegurar a qualidade e reprodutibilidade das caracteristicas de
preparacdes vegetais. Assim, a investigacdo e quantificacdo de efeitos dos fatores que possam atuar
sobre os parametros extrativos permitem maximizar a qualidade e minimizar a variabilidade. Com
isto, os planejamentos fatoriais geram subsidios para detectar e estudar o efeito destes fatores,
empregando modelos estatisticos que permitam assegurar um resultado com menos erros aleatérios
(Cunhaet al., 2009; Lima et al., 2015).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi padronizar solucdes extrativas das folhas de Spondias
mombin Jacq. empregando planejamento experimental para quantificacdo do fatores envolvidos no
rendimento da extracdo de polifenois totais.

2. MATERIAIS E METODOS

A extracdo foi realizada por turbdlise empregado as folhas secas e moida de Spondias
mombin, empregando 4 ciclos de 1 minuto com intervalos de 5 minutos. As influéncias da quantidade
de droga vegetal (10, 15 e 20 g) e da proporcdo de etanol (40, 60 e 80%, v/v) sobre o teor de
polifendis totais (TPT) foram avaliadas através de um planejamento fatorial do tipo 2°. O TPT foi
determinado por espectrofotometria UV-Vis utilizando metodologia de Folin-ciocalteu conforme a
Farmacopeia Brasileira (FB5, 2010). Os dados do desenho experimental foram analisados com o
auxilio do programa Statistica® 6.0 (StatSoft, USA) e usados para gerar grafico de Paretos e superficie
de respostas.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A superficie de resposta e o grafico de Paretos obtidos a partir do desenho fatorial estéo
apresentados na figura 1.
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De acordo com o grafico de Paretos (figura 1A), a extracdo de polifenois é orientada
principalmente pela concentragdo do liquido extrator. A influéncia positiva do fator indica que a
respostas experimental (TPT) acompanha a concentracdo EtOH. Por outro lado, o termo quadréatico
negativo significativo observado para o solvente, indica a presenga de curvatura com valores minimos.
Na sequencia, a importancia significativa para o termo quadratico positivo do fator droga, confere a
variavel curvatura com ocorréncia de méximo. Os dados significativos observados no gréafico de
Paretos ficam mais nitidos quando observamos a superficie de resposta (figura 1B). A nitida influéncia
do termo linear para o solvente denota as respostas maximas em solugdes extrativas preparadas com
EtOH 80%. Por outro lado, a reducdo na resposta segue a influéncia do termo quadratico com queda
acentuada até a concentracdo de EtOH 60% e sofre menor decaimento até o EtOH 40%.

A influéncia da proporcdo de droga vegetal € menos importante que o EtOH, mas as
contribuicGes significas para o termo quadratico para este fator e a termo referente a interagcdo dos
fatores (figura 1A), revelam que a curvatura detectada para a proporcao de droga vegetal apresenta
maximos importantes e ndo deve ser desconsiderada.

(2)SOLVENTE (%)(L)  |45454
SOLVENTE (%)(Q) -88,0626

‘ 3

DROGA (g)(Q) 87,32539 A

' &

2

1Lby2L . 5491195
(1)DROGA (g)(L) 15,107211
p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) A B

Figura 1 — Grafico de Paretos (A) e superficie de resposta (B) para os dados do fatorial.

Por fim, a combinacdo das condi¢des mais favordveis para maximizacdo da extracdo de
polifendis totais a partir das folhas de S. mombin incluem o emprego de 15 g da droga vegetal e etanol
80% (v/v) como solvente extrator. Nestas condicdes, o teor de polifendis totais foi de 22,68%.

4. CONCLUSAO

O emprego de desenho experimental seguido de superficie de resposta para avaliar as
influéncias da propor¢édo de droga vegetal e da concentracdo de etanol sobre o teor de polifenois totais
de extratos das folhas de S. mombin; permitiram identificar as condi¢bes mais propicias dentro do
campo experimental estudado, para maximizar a extracdo destes compostos. Os dados revelaram a
importancia do solvente sobre a extragdo com contribui¢cdo proporcional a sua concentracdo. A
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proporcao de droga apresentou menor influéncia sobre a variavel de resposta (TPT), entretanto como
é possivel observar a tendéncia a maiores respostas na proporcéo intermedidria. Em conclusdo, a
condicdo Otima para preparacdo de extratos das folhas de S. mombin com maior contetdo dos
polifendis foi ajustada em 15 g de droga vegetal extraidas com etanol 80% (v/v), cujo rendimento em
polifendis foi de 22,68 %.
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RESUMO — Morus nigra L., conhecida popularmente com “amora-mivra”, é uma
espécie utilizada na medicina tradicional para diferentes tipos de doencas. Este
trabalho objetivou a otimizagéo do processo extrativo da M. nigra (EEB Mn) a partir
do planejamento fatorial (PF) 22 Utilizou-se a técnica de Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a arranjo de diodo (CLAE-DAD), com qual foi feita a analise
quali-quantitativa da concentracdo de rutina (RUT) e isoquercetina (ISO), tanto do
extrato obtido por maceracdo quanto pelos extratos desenvolvidos no desenho
experimental. O PF utilizado foi de 2° para o EEB Mn e escolha do extrato padréo, o
comparando-se estes dados com os obtidos, a partir da quantificacdo de RUT e ISO. A
partir da analise por CLAE-DAD do EEB Mn obtido por maceracdo obteve-se para
RUT de 0,86 + 0,09 pg/mg e para ISO de 2,78 + 0,13 pg/mg. A andlise dos EEB Mn do
desenho experimental, demonstrou que o fator aquecimento influencia positivamente
4,64 vezes e a agitacao 2,55, ambos frente ao teor de RUT. Para ISO, 0 aquecimento
influencia positivamente 2,51 assim como, a agitacéo 2,04. A partir desses dados pode-
se determinar que as melhores condi¢des extrativas para uma maior extracio de RUT e
ISO foi a influéncia do aquecimento e agitacdo, obtendo-se respectivamente as
concentracfes de > 12 pg/mg e > 30 pg/mg. Os resultados do desenho experimental
fornecem informacdes importantes da otimizagéo da obtencédo do EEB de M. nigra L.
Palavras chave: Rutina, Isoquercetina, Desenho experimental.

ABSTRACT — Morus nigra L., popularly known to "amora-midra” is a species used in
traditional medicine in the treatment of different types of diseases. This study aimed to
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optimize the extraction process of M. nigra (Mn CEE) from the factorial design (PF) 22
We used the technique Liquid Chromatography High Performance coupled diode array
(HPLC-DAD), with which it was made qualitative and quantitative analysis of
concentration of rutin (RUT) and isoquercetin (ISO) both of the extract obtained by
maceration as extracts developed by the experimental design. PF used was 2% for Mn
CEE and choice of standard extract, by comparing these data with those obtained from
the RUT and ISO quantification. From the analysis by HPLC-DAD Mn CEE obtained
by maceration was obtained for RUT 0.86 + 0.09 pg/mg and 1SO of 2.78 + 0.13 pg/mg.
The analysis of Mn CEE experimental design, showed that positively influences the
heating factor and stirring 4.64 times 2.55, both compared to the RUT content. 1SO,
heating positively influences 2.51 as well as the agitation 2.04. From this data we can
determine the best extraction conditions for greater extraction RUT and ISO was the
influence of heating and stirring, yielding respectively the concentrations of > 12 pg/mg
and > 30 pg/mg. The results of the experimental design provide important information
of optimizing the achievement of CEE M. nigra L.

Keywords: Rutin, Isoquercetin, Experimental design.

1.INTRODUCAO

A espécie Morus nigra L. é conhecida pela populacdo na regido do Vale do Sdo Francisco
como ‘“‘amora-mitra”, esta apresenta utilizagdo muito difundida na forma de cha (decocto),
principalmente para o tratamento de diabetes, colesterol, problemas cardiovasculares, obesidade e gota
(Oliveira et al., 2013). Oliveira e colaboradores (2013) avaliou a toxidade pré-clinica do decocto e
observou que apresenta baixa toxicidade.

Existe varios compostos vegetais que podem influenciar o aumento da regulacéo sobre o perfil
antioxidante, como o acido betulinico, ja identificado em extratos de folhas de Morus nigra L. (Padilha
et al., 2010). A padronizacéo e controle desses fatores na producédo das drogas e derivados vegetais sao
imprescindiveis para a qualidade do produto fitoterapico (Fonseca, 2009).

Diante das atividades farmacoldgicas comprovadas em estudos anteriores da espécie M. nigra L.
e a importancia da padronizacdo da droga vegetal. Neste trabalho, os objetivos alcancados neste
trabalho foram a padronizacdo do extrato etandlico bruto (EEB) de M. nigra L., utilizando-se o
planejamento para controle de variaveis independentes assim como, a identificacdo e quantificacdo de
flavonoides por CLAE-DAD.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Otimizacdo do EEB Mn utilizando-se planejamento fatorial

Primeiramente foi obtido o EEB Mn por maceragdo exaustiva a partir de folhas pulverizadas.
Para otimizacdo do EEB Mn foi realizado um PF 22. Esses niveis sdo chamados de baixo e alto, sendo
representados por convencdo, (-1) e (+1), respectivamente. Neste caso, utilizou-se como fatores
independentes: a agitacdo (200 RPM) e aquecimento (40 °C);e dois niveis: presenca (+1) e auséncia (-
1), fixando-se 120 minutos como tempo para cada condi¢do Tanto os extratos quanto as analises foram
feitas em triplicata.
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2.2 Determinacdo quali-quantitaviva de flavonoides por CLAE-DAD

As analises foram realizadas utilizando um cromatégrafo liquido Shimadzu® (LC-20 AT). As
solucBes extrativas de estudo (EEB Mn) foram submetida individualmente & analise (triplicata) na
concentracdo de 1mg/mL nas seguintes condi¢des cromatograficas: como fase estacionaria foi utilizada
uma coluna C18 (Thermo Scientific® Hypersil), como fase mével: solucdo A - agua + 0,01% (v/v) de
acido trifluoracético (TFA) e solucdo B: acetonitrila (ACN), com fluxo de 0,8 mL/min e volume de
injecdo de 5 pL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Perfil cromatogréafico do EEB Mn

A andlise por CLAE-DAD dos EEB Mn permitiu determinar o perfil cromatografico deste
extrato e com isso quantificar os marcadores analiticos (Figura 1). A partir da anélise por CLAE-DAD
do extrato obtido por maceracdo obteve-se como resultado para RUT (B) de 0,86 + 0,09 pg/mg e para
ISO (C) de 2,78 + 0,13 pg/mg.
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Figura 1- Perfil cromatogréfico do EEB Mn

3.2 Otimizacéo do processo extrativo do EEB Mn

De acordo, com as barras horizontais de cima para baixo, o resultado demonstra que o fator
aquecimento apresenta valor positivo de 4,64 vezes e a agitacdo influenciou 2,55 vezes frente ao teor
de RUT (Figura 2). Na figura 3 observa-se que a regido de maxima extragdo de RUT encontra-se nos
niveis + 1, tanto para aquecimento quanto para agitacao, obtendo-se o maximo de extracdo de RUT (>
12 pg/mg). Na andlise dos resultados para ISO observa-se que o fator aquecimento apresenta valor
positivo de 2,51 vezes e a agitacdo influenciou 2,04 vezes frente ao teor de 1ISO (Figura 4). Na figura
5, observa-se que a regido de méaxima extracdo de ISO encontra-se nos niveis + 1, tanto para
aquecimento quanto para agitacdo, obtendo-se 0 maximo de extragdo de RUT (> 30 pg/mg).
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Figura 4 — Grafico de Pareto do EEB Mn para 1SO. resposta

4. CONCLUSAO

A padronizacdo do processo extrativo utilizando-se o desenho experimental avaliada
analiticamente quanto ao teor de rutina e isoquercetina nos extratos. Evidenciou que os melhores
parametros de extracdo para 0 EEB Mn é a presencga de aquecimento e agitacdo. Os resultados deste
estudo fornecem informagdes importantes quanto a padronizacdo desta droga vegetal e com isso a
utilizacdo destes dados no futuro desenvolvimento de um produto fitoterdpico a base de Morus nigra

L. Esses dados servirdo ainda como base para futuros estudos farmacoldgicos que poderéo evidenciar a
atividade antinociceptiva dessa espécie vegetal.
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RESUMO - Petroselinum crispum (Mill.) Fuss. é uma erva aromatica pertencente a
familia Apiceae, sendo atualmente cultivada em todo o mundo. E conhecida como salsa,
salsinha ou cheiro verde e é muito utilizada como condimento alimentar,
principalmente pelo seu efeito aromatizante. O 6leo essencial é um dos metabdlitos
mais estudados da planta, tendo sua composicdo determinada. Os demais metabdlitos
ainda sdo pouco conhecidos. Por isso, o trabalho teve como objetivo realizar uma
prospeccao fitoquimica das folhas de P. crispum. Os principais grupos de metabdlitos
foram caracterizados por Cromatografia em Camada Delgada, utilizando extrato
metandlico obtido por infusdo. Na prospeccdo fitoquimica foram identificados:
monoterpenos, sesquiterpenos, triterpenos, esteroides, saponinas, flavonoides,
derivados cinamicos, taninos hidrolisdveis e acucares redutores. Os testes para
alcaloides, cumarinas e taninos condensados foram negativos. Os resultados
apresentados contribuem para o conhecimento da composi¢ao quimica da espécie.
Palavas-chave: Salsa, Cromatografia em Camada Delgada, Padronizacéo.

ABSTRACT - Petroselinum crispum (Mill.) Fuss. is an aromatic herb belonging to the
family Apiaceae, currently being grown worldwide. /¢ is known as “salsa”, “salsinha”
or “cheiro verde” and it is widely used as a food flavoring, mainly for their flavoring
effect. The essential oil is one of the most studied plant metabolites, having its
composition determined. The other metabolites are still poorly known. Therefore, the
study aimed to conduct a phytochemical screening of the leaves of P. crispum. The main
groups of metabolites were characterized by Thin Layer Chromatography, using
methanolic extract obtained from infusion. In the phytochemical screening were
identified: monoterpenes, sesquiterpenes, triterpenes, steroids, saponins, flavonoids,
cinnamic derivatives, hydrolysable tannins and reducing sugars. The test for alkaloids,
coumarins and condensed tannins were negative. The presented results contribute to the
knowledge of the chemical composition of the species.

Keywords: Sals, Standardization, Thin layer chromatography.
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1. INTRODUCAO

A espécie Petroselinum crispum (Mill.) Fuss. é conhecida popularmente como salsa, salsinha ou
cheiro-verde. Tem sua origem na regido do Mediterraneo, no sul da Europa e atualmente é cultivada
em todo o mundo. Pertence a familia Apiaceae, sendo uma erva fortemente aromatica, anual ou
bianual (Lorenzi; Matos, 2002).

A especie fresca ou seca € bastante utilizada como condimento alimentar, principalmente por
seu efeito aromatizante, podendo também ser escolhida para fazer parte de ornamentagdes (Alves,
2007). Seu 6leo essencial pode ser extraido a partir das sementes e folhas, a partir da planta colhida na
formagc&o de sementes, antes da maturacgéo. E utilizado como um agente aromatizante ou fragrancia
em perfumes e cremes (Farzaei et al., 2013).

Alguns estudos relatam que o dleo essencial obtido das folhas possui componentes como: a-
pineno, B-pineno, sabineno, p-cimeno, limoneno, a-felandreno, B-felandreno, a-terpineno, hexanal,
carotol, o-terpineno, cariofileno, fenilacetaldeido, terpineol, thujeno, canfeno, 3-careno, tolueno,
campeno, a-terpinoleno, eugenol, p-1,3,8-menthatrieno, cis-hex-3-en-1-ol, propanodiol, além de
miristicina e o apiol. Esses dois Ultimos compostos séo os responsaveis pela atividade antioxidante do
Oleo (Zhang et al., 2006; Azees et al., 2008).

De acordo com Zengh et al. (1992), a miristicina que pode ser um agente quimiopreventivo do
cancer eficaz. Muitos relatos mencionam as folhas dessa planta devido as suas atividades
farmacoldgicas, como imunomoduladora, antioxidante, antidiabética, antiflngica, entre outras
(Delespaul et al., 2000; Ozsoy-Sacan et al., 2006; Farzaei et al., 2013).

Entretanto, sdo poucos os estudos sobre os demais metabdlitos secundarios presentes nas folhas
da espécie. Por isso, 0 objetivo do trabalho foi realizar uma prospeccéo fitoquimica das folhas de P.
crispum.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 PROSPECCAO FITOQUIMICA

As folhas frescas de P. crispum foram coletadas no Sitio Canha em Vitoria de Santo Antdo-PE,
Brasil e foram submetidas a infusdo metanolica a 10% (v/v), sob agitacdo durante 30 minutos. Apos o
extrato obtido, foi realizada uma triagem fitoquimica através de Cromatografia em Camada Delgada
(CCD) para analisar qualitativamente os diversos grupos de metabolitos presentes na espécie. As
analises foram efetuadas empregando-se como fase estacionaria placas prontas de gel de silica
(Macherey—Nagel), fases moveis variadas e reveladores adequados, obedecendo a um protocolo
desenvolvido no Laboratorio de Farmacognosia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal de Pernambuco, apoiado em estudos de Harborne (1998) e Wagner e Bladt
(2001), com modificagdes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro 1 mostra os resultados obtidos ap6s a prospecgdo fitoquimica das folhas de P.
crispum, utilizando extrato metandlico.

Quadro 1 - Resultados da prospeccéo fitoquimica das folhas de Petroselinum crispum

METABOLITOS FOLHA
Alcaloides -
Mono e sesquiterpenos +++
Triterpenos e esteroides ++
Saponinas +++
Flavonoides +
Derivados cinamicos ++
Cumarinas -
Taninos condensados -
Taninos hidrolisaveis +
AcuUcares redutores +

-: auséncia de bandas; +: até duas bandas evidenciadas; ++: duas a cinco bandas evidenciadas; +++: acima de
cinco bandas evidenciadas.

De acordo com Papay et al. (2012) a apigenina e seus glicosideos sdo os principais flavonoides
encontrados nas folhas de P. crispum. Segundo Patel et al. (2007), a apigenina € um agente
quimiopreventivo promissor na prevencdo e tratamento do cancer. Ja a apiina confere acdo diurética
para a planta (Mohammad, 2010).

A presenca de mono e sesquiterpenos encontra-se de acordo com a literatura, sendo estes
compostos normalmente presentes nos 6leos essenciais (Farzaei et al., 2013). Gongalves et al. (2015)
identificaram terpenos e saponinas em extratos aquosos e alcodlicos da planta. Entretanto, estes
autores ndo identificaram taninos e esteroides, o que diverge do resultado encontrado neste trabalho.
Porém, Gongalves et al. (2015) realizaram sua triagem fitoquimica utilizando a planta desidratada.

Encontra-se na literatura estudos que afirmam a presenga de cumarinas, o que néo foi verificado
neste trabalho (Reyes-Munguia et al., 2012; Farzaei et al., 2013).

O tipo de acucar apiose, pode ser encontrado em sementes, caule e folhas de Petroselinum
crispum (Hudson, 1949).

4. CONCLUSAO

A identificacdo de metabolitos nas folhas de P. crispum é relevante, visto que essa espécie
possui importancia tanto no segmento industrial, como também na terapéutica, o que pode contribuir
na literatura e ainda em estudos que podem estar associadas a esses compostos. Além disso,
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informacdes obtidas nesse trabalho contribuem para a padronizacdo farmacognostica da espécie.
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RESUMO - A Bromelia laciniosa é uma espécie encontrada na caatinga cujo decocto
das raizes é utilizado pela populagdo para o tratamento de hepatite, ictericia, diarreia e
outros disturbios. A fim de se estudar a forma mais eficaz de preparar o decocto foi
aplicado o planejamento fatorial 3% avaliando o tempo de fervura e proporcéo
droga:solvente mais adequados de serem utilizados bem como qual a influencia dessas
varidveis na extracdo dos compostos majoritarios do decocto. Os resultados
demonstraram que a proporgéo droga solvente influencia negativamente a extragdo dos
componentes majoritarios, sendo a menor proporcao indicada como a mais adequada.
O tempo de fervura ndo mostrou influéncia significativa na eficiéncia de extracdo do
decocto, mas o tempo de 30 minutos demonstrou ser o mais adequado. Para analise dos
compostos majoritarios foi utilizada a técnica de HPLC-DAD. Foi demonstrado que o
decocto que extrai de forma mais eficaz os compostos majoritarios foi o decocto 2
preparados na propor¢ao 15:1 droga:solvente e com tempo de fervura de 30 minutos.
Palavras chave: Macambira de porco, CLAE-DAD, Planejamento fatorial

ABSTRACT- The Bromelia laciniosa is a species found in Caatinga whose decoction of
the roots is used by the population for the treatment of hepatitis, jaundice, diarrhea and
other disorders. In order to study the most effective way to prepare the decoction was
applied factorial design 32 to determine what the boiling time and ratio drug: solvent
more suitable to be used and what the influence of these variables on the extraction of
the major compounds of decoction. The results showed that the drug solvent ratio
negatively influences the extraction of the majority of the extract components being the
most appropriate proportion. The boiling time showed no significant influence on the
decoction of the extraction efficiency, but the time of 30 minutes proved to be the most
appropriate. For the analysis of major compounds was used HPLC-DAD technique. It
has been shown that the decoction extracting more effectively the major compounds was
prepared in the ratio 15: 1 drug: solvent and 30 minutes boiling time.

niosa
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1. INTRODUCAO

A Bromelia laciniosa pertencente a familia Bromeliaceae é uma espécie nativa da Caatinga
conhecida popularmente como macambira de porco. Estudos etnofarmacoldgicos relatam a indicacao
do decocto desta espécie para tratar hepatite (Agra et al., 2007), célica infantil, diarreia, febre,
ictericia e caspa (Albuquerque et al., 2007). E uma planta ainda pouco estudada, com poucos relatos
cientificos a respeito das suas propriedades quimicas e farmacoldgicas incluindo sobre o decocto é
utilizado pela populacdo. A fim de definir qual a melhor forma de preparo do decocto das raizes
dessa espécie, realizou-se um estudo avaliando a proporcdo de material vegetal e tempo de fervura
que leva a uma maior extragdo dos componentes majoritarios desta preparacao.

2. MATERIAIS E METODOS

Os decoctos foram preparados a partir das raizes da B. laciniosa utilizando uma matriz de
planejamento fatorial 3% onde foram avaliadas duas variaveis em trés niveis distintos: proporcio
droga:solvente nos niveis: 15:1, 30:1 e 45:1 e o tempo de fervura nos niveis de 15, 30 e 45 min,
resultando em nove decoctos diferentes que foram analisados em triplicata.

Os decoctos foram analisados por CLAE-DAD utilizando como parametros cromatogréaficos:
fase mdvel composta de solvente A — 0,1% de ATA diluido em &gua ultrapurificada e solvente B
100% acetonitrila, com fluxo de 0,6 mL/min., comecando o gradiente com 80% de A e 20% de B, aos
40 min. esse gradiente atingiu 60% de A e 40% de B, permanecendo isocratico por 10 min. A fase
estacionaria foi uma coluna Agilent ® (250x4,6 mm, 5um C18) mantida a 30°C.

Para avaliar qual extrato por decoccdo foi mais eficaz somou-se as areas dos dois picos
majoritarios do cromatograma utilizando esse valor das Areas (A) como variavel dependente frente as
varidveis independentes analisadas. Utilizando-se do software STATISTICA StatSoft 8, avaliou-se a
influencia das variaveis independentes no incremento das areas dos picos majoritarios, definindo os
melhores parametros a serem utilizados na preparacdo do decocto.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
Na Quadro 1 pode-se observar o valor de area calculada dos dois picos majoritarios para os 9
decoctos produzidos:

Quadro 1- Decoctos produzidos de acordo com a matriz do planejamento fatorial 3

Decocto Temperatura (°C) Proporcdo droga:solvente (%) A
1 15 15:1 201389,3333
2 30 15:1 404913
3 45 15:1 282583,5
4 15 30:1 122775
5 30 30:1 119663
6 45 30:1 163005,3333
7 15 45:1 27063,33333
8 30 45:1 86676,66667
9 45 45:1 90437,33333

Foi possivel observar que o decocto que extraiu com mais eficiéncia 0s compostos
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majoritarios foi o decocto 2 preparado na proporcdo de 15:1 da droga:solvente e que permaneceu em
fervura por 30 minutos. Este resultado pode ser melhor visualizado na Figura 1 onde percebe-se que o
ponto alto do grafico, referente a maior area desses compostos € justamente o ponto que combina
essas condigdes de tempo e proporcéo droga:solvente

= 4E5
< 4E5
< 3E5
< 2E5
<1E5
Bl <0

|

Figura 1- Gréfico de superficie resposta demonstrando o incremento de A de acordo com as
variaveis de Tempo de Fervura e Proporcao droga:solvente.

Conforme pode ser observado no grafico de Pareto (Figura 2) a variavel propor¢éo é aquela
que influencia significativamente no processo extrativo, essa influéncia se da de maneira negativa (-
4,30053) ou seja a medida que eu aumento a proporcao droga:solvente ha uma queda no valor de A.
Né&o foi possivel observar uma influéncia significante do tempo de fervura no processo extrativo,
entretanto a Figura 3 demonstra que o tempo de 30 min. contribui para uma melhor extracéo dos
componentes majoritarios:

SSSSSS

nnnnn
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Figura 2- Grafico de Pareto demonstrando a * 22" Figura 3- Influéncia do tempo de fervura
influéncia das variaveis analisadas. como @ no incremento de A. !
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da B. laciniosa. Na figura 4 é possivel visualizar o cromatograma deste decocto contendo os dois
picos majoritarios utilizados na escolha do melhor decocto:

Decocoto de Bromelia laciniosa (270 nm)
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Figura 4- Cromatograma do decocto 2 da B. laciniosa.

4. CONCLUSAO

Com base nos experimentos realizados é possivel concluir que para a preparacao do decocto
a partir das raizes de B. laciniosa com maior eficiéncia extrativa dos componentes majoritarios é
aquela realizada com a proporc¢éo de 15:1 droga:solvente em um tempo de fervura de 30 minutos.
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RESUMO - Os objetivos deste trabalho foram a caracterizacdo farmacogndstica da
matéria prima a base da espécie vegetal Alternanthera brasiliana, e o desenvolvimento
de uma metodologia analitica por CLAE-DAD para fingerprint dos compostos fendlicos
do extrato etandlico bruto. Os testes para caracterizacdo foram realizados conforme
preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5* Edicdo. O método analitico foi
desenvolvido utilizando a ferramenta de planejamento fatorial 3% Para a
caracterizacdo, os parametros estavam dentro do preconizado. Em rela¢do ao método
analitico, a fase mével utilizada em gradiente era composta por adgua ultrapurificada
acidificada com &cido trifluoroacético 0,01% e acetonitrila (TFA:ACN) de 90:10 de 0 a
30 min; TFA:ACN 60:40 isocrético de 30 a 40 min, TFA:ACN 90:10 de 40 a 50 min,
com tempo de corrida total de 60 min, volume de injecdo de 20 pL e fluxo de 0,8
mL/min. A partir dos resultados, obtiveram-se parametros fisico-quimico para
padronizagdo da droga vegetal, assim como um método analitico para realizacdo de
fingerprint do extrato etanolico.

Palavras chave: Caracterizagdo farmacognéstica, Desenho  experimental,
Desenvolvimento de metodologia analitica, HPLC-DAD.

ABSTRACT — The aim of this study were the pharmacognostic characterization of the
raw material base of the plant species Alternanthera brasiliana, and the development of
an analytical methodology by HPLC-DAD for fingerprint of phenolic compounds from
ethanol extract. Tests for characterization were performed as recommended by the
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Brazilian Pharmacopoeia 5th Edition. The analytical method was developed using
experimental design tool 3°. For the characterization the parameters were within the
recommended. Regarding the analytical method used in the mobile phase gradient was
composed of ultrapure water acidified with 0.01% trifluoroacetic acid and acetonitrile
(TFA:ACN) 90:10 from 0 to 30 min; TFA:ACN 60:40 isocratic 30 to 40 minutes, TFA:
ACN 90:10 40 to 50 min with a total run time of 60 min, injection volume of 20 pL, and
flow of 0.8 ml/min. From the results, were obtained physicochemical parameters for
standardization of plant drug, as well as an analytical method to conduct fingerprint of
the plant extract.

Keywords: Pharmacognostic characterization, Experimental design, Development of
analytical methodology, HPLC-DAD.

1. INTRODUCAO

Alternanthera brasiliana (L.) KUNTZE (Amaranthaceae), popularmente conhecida no Brasil
como “Penicilina”, “Benzetacil” ou “Terramicina”, ¢ um arbusto que chega até 1,5 m de altura, e ¢
usada na medicina popular como anti-inflamatoria, cicatrizante e antidiarreica (Barua et al., 2013).

A atividade cicatrizante de feridas do extrato metandlico das folhas de A. brasiliana foi
reportada em diversos modelos experimentais (Barua et al., 2013; Barua et al., 2012).

Silva et al. (2014) comprovaram a atividade antioxidante pelo método do sequestro do radical
DPPH da fase acetato de etila obtida por particdo liquido-liquido do extrato etandlico das partes
aéreas de A. brasiliana, com CEs, de 28,9+1,08 pg/mL.

Os objetivos alcancados neste trabalho foram a caracterizacdo farmacogndstica fisico-quimica
da matéria prima a base da espécie vegetal A. brasiliana, visto que esta espécie € um potencial
fitoterapico, assim como o desenvolvimento de uma metodologia analitica por Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia acoplada a um detector de arranjo de diodo (CLAE-DAD) para fingerprint dos
compostos fenolicos do extrato etanolico bruto (EEB) das partes aéreas da espécie supracitada.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Caracterizacdo farmacogndstica fisico-quimica da droga vegetal

Foram realizados os ensaios de determinacdo da granulometria dos p6s, perda por dessecacdo
(método gravimétrico), cinzas totais, cinzas insolUveis em &cido, cinzas sulfatadas, indice de espuma
e substancias extraiveis por alcool (método c: extracdo a frio). Os testes foram realizados conforme
preconizado pela Farmacopeia Brasileira 5% Edi¢do (Brasil, 2010), em triplicata. Os resultados sdo
expressos em média + desvio padrao.

2.2 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

Foi realizado através da utilizacdo de um planejamento fatorial (PF) 3° utilizando como
fatores dependentes as condicdes de gradientes inicial, intermediario e o fluxo da fase movel, em trés
niveis, resultando em 27 corridas cromatograficas. Para o calculo do fator hierarquico de resposta
cromatografica (HCRF) foi levado em consideracdo o nimero de picos no cromatograma e a
resolucdo do pico majoritario, analisados em triplicata, a partir da seguinte equacéao:

HCRF = (10*a) + (100*b), onde a é o numero de picos no cromatograma e b é a resolucéo do
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pico majoritario.
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizacdo farmacognostica fisico-quimica da droga vegetal
A tabela 1 mostra os pardmetros fisico-quimicos analisados na caracterizagdo
farmacognostica. O teor de umidade de um material vegetal € um importante dado, pois sugere muito

Parametros (média + DP; n = 3)

Perda por Granulometria  Substéncias Cinzas totais Cinzas insoltveis  Cinzas sulfatadas
dessecacédo média extraiveis por em acido

alcool
3,41+£0,16% 373,51 um 475+0,07% 9,93+ 0,44% 10,02 £ 0,22% 12,77 £ 0,01%

acerca de sua qualidade. A granulometria do pé tem influéncia direta no resultado de substancias
extraiveis por alcool, uma vez que quanto menor as particulas da droga vegetal, maior a superficie de
contato do p6 com o solvente, logo mais eficiente se torna o processo de extracdo. A Farmacopeia
Brasileira (2010) ndo estabelece valores-limite para cinzas, deve-se verificar a existéncia de
monografia especifica para espécie e comparar os resultados. A determinacdo do teor de cinzas visa
verificar o teor de impurezas inorganicas ndo volateis que podem estar presentes como contaminantes.
A determinacdo de cinzas insoluveis em &cido refere-se a quantificacdo de silica e constituintes
silicosos na droga vegetal. O teste de determinacao do indice de espuma foi negativo.

Tabela 1 — Parametros analisados na caracterizagcdo farmacogndstica fisico-quimica de A. brasiliana.

3.2 Desenvolvimento do método analitico por CLAE-DAD

O Gréfico de Pareto (figura 1) mostra que as condi¢des que influenciaram positivamente no
desenvolvimento do método foram o fluxo (Q) e o gradiente de TFA intermediario (L). O gréfico de
superficie-resposta (figura 2) mostra nas areas mais escuras 0s pontos em que as condicdes obtiveram
melhores valores de HCRF para o método. Como resultado do célculo do HCRF para o método
selecionado, obteve-se o valor de 426,2.
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composta por agua ultrapurificada acidificada com éacido trifluoroacético 0,01% e acetonitrila
(TFA:ACN) de 90:10 a 60:40 de 0 a 30 min; TFA:ACN 60:40 isocratico de 30 a 40 min, TFA:ACN
de 60:40 a 90:10 de 40 a 50 min, com tempo de corrida total de 60 min; o volume de injecéao foi de 20
pL e fluxo de 0,8 mL/min.

No cromatograma (figura 3) foram observados 32 picos. A resolucdo do pico majoritario foi
de 1,196 e sua pureza esteve acima de 0,99, o que demonstra que ndo houve co-eluicdo com nenhum
outro composto do extrato. O comprimento de onda escolhido para analises dos cromatogramas foi de
340 nm, pois é um comprimento de onda especifico para visualizar absor¢do de flavonoides, que sao
0s marcadores quimicos da espécie em estudo.
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Figura 3 — Perfil cromatogréfico de Alternanthera brasiliana

4. CONCLUSAO

Até entdo ndo existia nenhum pardmetro fisico-quimico para controle de qualidade da
droga vegetal a base de A. brasiliana, de forma que os resultados obtidos fornecem informacdes
importantes para a qualidade da droga. A condigdo cromatogréfica de nimero 13 foi a melhor
para realizacdo de fingerprint do extrato etandlico bruto de A. brasiliana. Como perspectiva, esse
método podera ser utilizado para determinagdo quali-quantitativa dos seus marcadores quimicos.
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RESUMO - Eclipta alba L. é uma erva que ocorre em todo o Brasil e em outras
regides tropicais e subtropicais. E conhecida como erva-botdo ou agrifo-do-brejo e é
empregada na medicina caseira no Brasil para a asma, Ulceras de pele, hepatite e
doencas do figado. Vérias atividades bioldgicas ja foram comprovadas para a espécie,
sendo associadas a presenca de diversos metabolitos secundarios. O trabalho teve
como objetivo realizar uma prospeccao fitoquimica das folhas de E. alba. Os principais
grupos de metabdlitos foram caracterizados por Cromatografia em Camada Delgada,
utilizando extrato metandlico obtido por decoc¢do. Na prospecc¢do fitoquimica foram
identificados: flavonoides, derivados cindmicos, taninos condensados, monoterpenos e
sesquiterpenos, lactonas sesquiterpénicas, triterpenos e esteroides, saponinas e
acucares redutores. Os testes para alcaloides, cumarinas, taninos hidrolisaveis e
antraquinonas foram negativos. Os resultados apresentados contribuem para o
conhecimento da composi¢cao quimica da espécie e sua padronizacdo farmacogndstica.
Palavas-chave: Agrido-do-brejo. Cromatografia em camada delgada. Padronizacéo.

ABSTRACT - Eclipta alba L. is an herb that occurs in Brazil and in other tropical and
subtropical regions. It is known as “erva-botdo” or “agrido-do-brejo” and is used in
folk medicine in Brazil for asthma, skin ulcers, hepatitis and liver diseases. Several
biological activities have been proven for the species, being associated with the
presence of several secondary metabolites. The study aimed to conduct a phytochemical
screening of the leaves of E. alba. The main groups of metabolites were characterized
by Thin Layer Chromatography, using methanolic extract obtained from decoction. In
the phytochemical screening were identified: flavonoids, cinnamic derivatives,
condensed tannins, monoterpenes and sesquiterpenes, sesquiterpene lactones,
triterpenes and steroids, saponins and reducing sugars. The test for alkaloids,
coumarins, anthraquinones and hydrolysable tannins were negative. The presented

Eclipta alba (L.) Hassk. (ASTERACEAE): DETERMINACAO DO
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! Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Ciéncias da Salde, Departamento de Ciéncias
Farmacéuticas, Laboratério de Farmacognosia.
2 Universidade Federal de Pernambuco, Centro de Biociéncias, Programa de Pés-graduacdo em
Inovacao Terapéutica.

% Faculdade Pernambucana de Satde, Laboratério de Farmacobotanica.

266



o A #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

results contribute to the knowledge of the chemical composition of the species and its
pharmacognostic standardization.
Keywords: Agrid- do-brejo, Standardization, Thin layer chromatography.

1. INTRODUCAO

A espécie Eclipta alba (L.) Hassk. (sinonimia Eclipta prostrata (L.) L.), pertencente a familia
Asteraceae e conhecida popularmente como erva-botdo e agrido-do-brejo, é originaria da Asia, mas
ocorre no Brasil e em outras regides tropicais e subtropicais (Mondin, 2016). E uma erva anual, ereta,
de ramos finos e lenhosos. Geralmente habita terrenos imidos e sombreados, sendo considerada como
planta daninha no Brasil (Lorenzi, 2008).

Na medicina popular brasileira seu uso € indicado para a asma, Ulceras de pele, hepatite e
doencas do figado (Albuquerque et al., 2007; Agra et al., 2008). E uma das principais plantas da
medicina indiana Ayurvedica, sendo utilizada como imunoestimulante e hepatocitoprotetora, sendo
também consumida na alimentacéo (Matos, 2007).

Vérias atividades bioldgicas para a espécie sao reportadas na literatura, como antitumoral (Liu
et al., 2012), antidiabética (Jaiswal et al., 2012), anticonvulsivante (Shaik et al., 2013), antibacteriana
(Ray et al., 2013), antinociceptiva, anti-inflamatoria e broncodilatadora (Leal et al., 2000), diurética,
hipotensiva e hipocolesterolémica (Rangineni et al., 2007), promotora de crescimento de cabelo
(Datta et al., 2009), cerebroprotetora (Mansoorali et al., 2012) e nefroprotetora (Dungca, 2016).

Por se tratar de uma espécie de amplo interesse medicinal e sabendo que estudos comprovam
importantes atividades farmacoldgicas, faz-se necessario também conhecer os principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes na mesma. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi realizar uma
prospeccao fitoquimica das folhas de E. alba.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na Cidade Universitaria em Recife, Pernambuco, Brasil e uma
exsicata foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, no Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), sob nimero de tombamento 89342.

2.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Apos efetuar uma decoccdo metanolica 10% (p/v) das folhas frescas de E. alba, foi realizada
uma triagem fitoquimica através de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) para analisar
qualitativamente os diversos grupos de metabolitos presentes na espécie. As analises foram efetuadas
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empregando-se como fase estacionaria placas prontas de gel de silica (Macherey-Nagel), fases moveis
variadas e reveladores adequados, obedecendo a um protocolo desenvolvido no Laboratério de
Farmacognosia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco,
apoiado em estudos de Harborne (1998) e Wagner e Bladt (2001), com modificacdes.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O quadro 1 mostra os resultados obtidos apds a prospeccédo fitoquimica das folhas de E. alba
utilizando extrato metanolico. Foi identificada a presenca de lactonas sesquiterpénicas, monoterpenos,
sesquiterpenos, triterpenos, esteroides, flavonoides, derivados cinamicos, taninos condensados,
saponinas e acgucares redutores. Os testes para taninos hidrolisaveis, cumarinas, antraquinonas e
alcaloides foram negativos.

Quadro 1 - Resultados da prospeccdo fitoquimica das folhas de Eclipta alba

METABOLITOS FOLHA
Lactonas sesquiterpénicas +++
Mono e sesquiterpenos +++
Triterpenos e esteroides ++
Flavonoides ++
Derivados cindmicos ++
Taninos condensados +
Saponinas +
Acucares redutores +
Taninos hidrolisaveis -
Cumarinas -
Antraguinonas -
Alcaloides -

-: auséncia de bandas; +: até duas bandas evidenciadas; ++: duas a cinco bandas evidenciadas; +++: acima de
cinco bandas evidenciadas.

Vérios compostos tem sido isolados da planta toda, como flavonoides, cumestanos, saponinas,
triterpenos, esteroides e alcaloides (Wagner et al., 1986; Upadhyay et al., 2001; Sureshkumar et al.,
2005; Liu et al., 2012; Ray et al., 2013). Alguns desses compostos demonstraram atividades
farmacoldgicas, como a eclalbasaponina I, que apresentou uma atividade antitumoral (Liu et al.,
2012) e antibacteriana (Ray et al., 2013).

Das partes aéreas foram isolados e identificados flavonoides, saponinas, triterpenos e alcaloides
(Kumari et al., 2006; Han et al., 2013; Han et al., 2015; Tabata et al., 2015).

Através de CCD, Leal et al. (2010) identificaram nas folhas de E. alba flavonoides, saponinas,
taninos e cumarinas. Com relacdo a presenca de cumarinas, percebe-se entdo que houve uma
divergéncia com o resultado obtido neste estudo. Porém, no trabalho de Leal et al. (2010) a
prospeccdo fitoquimica foi realizada com o extrato hidroalcoolico. Entretanto, h4 concordancia de
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dados com os mesmos autores citados anteriormente a respeito da auséncia de antraquinonas e
alcaloides. Dalal et al. (2010) relatam a presenca de agUcares redutores nas partes aéreas da espécie.

4. CONCLUSAO

A identificacdo de metabolitos nas folhas de E. alba sdo relevantes, visto que a espécie tem
diversas atividades comprovadas na literatura e outras ainda em estudo que podem estar associadas a
esses compostos. As informacbes obtidas nesse trabalho contribuem ainda para a padronizagao
farmacogndstica da espécie.
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RESUMO - O presente estudo objetivou investigar o potencial antiproliferativo do
extrato etanolico e fracdes obtidas das folhas de Cnidoscolus quercifolius. Além disso,
o perfil quimico das amostras bioativas foi analisado por CLAE-DAD. O efeito
antiproliferativo foi avaliado pelo método do MTT e demonstrou que o extrato
etandlico e a fracdo acetato de etila apresentam um melhor perfil de atividade, com
valores de Clsoem torno de 59,29 e 16,07 pg/mL, respectivamente. Esse resultado pode
ser justificado, pelo menos em parte, pela presenca do flavonoide rutina e de picos com
parédmetros cromatograficos caracteristicos de compostos fendlicos, conforme
demonstrado pelas analises por CLAE-DAD. Contudo, outros estudos deverdo ser
realizados no intuito de isolar e avaliar a atividade antiproliferativa desses
componentes.

Palavras-chaves: Cancer, Plantas medicinais, Caatinga, Flavonoides, Compostos
fendlicos.

ABSTRACT - This study aimed to investigate the antiproliferative potential of ethanol
extract and fractions obtained from the leaves of Cnidoscolus quercifolius. In addition,
the chemical profile of bioactive samples was analyzed by HPLC-DAD. The
antiproliferative effect was evaluated by the MTT assay, and showed that the ethanol
extract and ethyl acetate fraction exhibit high activity (ICso of 59.29 and 16.07 pg/ml,
respectively). This result can be explained, at least in part, by the presence of the
flavonoid rutin and peaks with characteristic chromatographic parameters of phenolic

AREA DE SUBMISSAO: PRODUTOS NATURAIS E QUIMICA MEDICINAL — PNQM 12

ANALISE POR CLAE-DAD E AVALIACAO DO EFEITO
ANTIPROLIFERATIVO DE  Cnidoscolus  quercifolius  POHL
(EUPHORBIACEAE) EM CELULAS DE MELANOMA HUMANO

R. G. de OLIVEIRA-JUNIOR! C. A. A. FERRAZ}, A. P. de OLIVEIRA! P. A. SAMPAIO! E. C.
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compounds, as demonstrated by HPLC-DAD analysis. However, other studies should be
performed in order to isolate and evaluate the antiproliferative activity of these
components.

Keywords: Cancer, Medicinal plants, Caatinga, Flavonoids, Phenolic compounds.

1. INTRODUCAO

O melanoma é um dos tipos de tumores mais agressivos, cuja progressdo celular evolui
rapidamente, uma vez que as células cancerosas apresentam uma alta capacidade metastatica e
costumam ser resistentes aos quimioterapicos convencionais. Nesse sentido, os produtos naturais tém
contribuido significativamente no fornecimento de novos agentes anticancer, com mecanismos de
acao diversificados, inclusive para o tratamento do melanoma (Costa-Lotufo et al., 2010).

C. quercifolius (Euphorbiaceae) € uma planta medicinal amplamente distribuida no bioma
Caatinga, sendo conhecida popularmente como “favela” ou “faveleira”. Em estudos farmacoldgicos
realizados anteriormente, foi verificado o potencial antinociceptivo, anti-inflamatorio e
antiproliferativo da espécie. Entretanto, ndo existem relatos do efeito antiproliferativo da planta em
células de melanoma humano, considerado um dos tipos de cancer mais incidentes na regido Nordeste
do pais em virtude da frequente exposicéo solar (Sobrinho et al., 2012; Paula et al., 2016). Desse
modo, esse trabalho objetivou avaliar o efeito antiproliferativo de extrato e fragdes obtidos das folhas
de C. quercifolius frente a linhagem de células de melanoma humano, além de determinar o perfil
fitoquimico cromatografico das amostras testadas através de analises por Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia acoplada a Detector de Arranjos de Diodo (CLAE-DAD).

2. MATERIAIS E METODOS

As folhas de C. quercifolius foram coletadas, secas em estufa com circulacdo de ar (45-50 °C,
durante 07 dias) e pulverizadas em moinho mecéanico. O material vegetal seco e pulverizado foi
submetido a maceracdo em etanol absoluto, resultando em 63 g de extrato etandlico bruto (Cq-EEB).
Uma parte do extrato (15 g) foi submetida a Cromatografia Liquida sob Vacuo (CLV), utilizando
silica gel 60 e os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, em ordem crescente de
polaridade. Apos evaporagéo do solvente, foram obtidas as respectivas fragdes: Cg-Hex (0,16 g), Cg-
CHClI3 (2,0 g), Cg-AcOEt (2,0 g) e Cg-MeOH (10 g).

A atividade antiproliferativa do extrato e fragdes foi avaliada pelo ensaio do MTT, conforme
descrito por Mossman (1983). Para isso, foi utilizada a linhagem A2058 (ATCC® CRL-11147) de
células de melanoma humano. As células (4 x 10* céls/mL) foram cultivadas em meio DMEM,
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa (37 °C, com
atmosfera contendo 5% de CO,), durante 72 horas de tratamento com o extrato e fragdes de C.
quercifolius (12,5 a 200 pg/mL). Os resultados foram convertidos em concentracdo de inibigdo de
50% do crescimento celular (Clsp) por meio de analise de regresséo néo-linear, realizada com auxilio
do software GraphPad Prism® 6.0. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e os resultados
foram expressos como media + e.p.m (erro padrao da média).
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Apbs a realizacdo dos testes farmacologicos, Cq-EEB e Cg-AcOEt foram analisados por
CLAE-DAD, em cromatdgrafo liquido Shimadzu® (LC-20 AT) equipado com um detector de arranjo
de diodos (SPD-M20A). Foi utilizada uma coluna Agilent® C-18, com pré-coluna Zorbax. Os

extratos (10 mg/mL) foram analisados & temperatura de 37 °C, com fluxo de injecdo de 1 mL.min™ e
volume de injecdo de 50 pL, sendo o tempo de analise de 70 min e a fase mdvel constituida de dois
solventes:acido férmico 0,1% e acetonitrila, em eluicdo gradiente. A identificacdo dos compostos foi

realizada com base na comparacdo do de tempo de retencdo e comprimentos de onda de absorcéo

méaxima de padrdes analiticos disponiveis no laboratério. As anélises foram realizadas em triplicata.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre as amostras avaliadas no ensaio do MTT, Cg-EEB e a fracdo Cq-AcOEt
apresentaram o melhor perfil de atividade antiproliferativa, com valores de Clso de 59,29 e 16,07
pg/mL, respectivamente, conforme demonstrado na quadro 1. Esses resultados corroboram com o
estudo que foi desenvolvido por Paula et al. (2016), no qual foi observado que extratos brutos
obtidos das cascas da mesma espécie apresentaram atividade citotoxica frente as linhagens
tumorais HL-60 (leucemia) e MCF-7 (cancer de mama), assim como seus constituintes isolados,
sugerindo que C. quercifolius possa ser considerada uma promissora fonte de moléculas
anticancer.

Quadro 1 - Atividade antiproliferativa de extratos e fragdes obtidos das folhas de C. quercifolius frente a
linhagem de células de melanoma humano (A2058). Os resultados sdo expressos como média da
concentragdo inibitoria de 50% do crescimento celular (Clso) £ e.p.m. (n=3).
Amostra Cg-EEB Cg-Hex Cqg-CHCl; Cg-AcOEt Cg-MeOH
Clso (Mg/mL) | 59,29 + 8,27 >200 159,25+ 13,86 | 16,07+2,18 | 120,37 + 25,09

Por apresentarem uma melhor atividade antiproliferativa, Cq-EEB e Cg-AcOEt foram
escolhidos para serem analisados por CLAE-DAD. As analises revelaram a presenca de quatro
componentes majoritarios em Cqg-EEB, dos quais foi possivel identificar o flavonoide rutina. Para
Cg-AcOEt, os cromatogramas obtidos demonstraram um perfil quimico diferente do que foi
observado para Cg-EEB, o que pode ter influenciado no efeito antiproliferativo apresentado pela
fracdo. Apesar de nenhum composto ter sido identificado em Cg-AcOEt, a maioria das
substancias apresentaram um perfil de absorcdo na regido UV caracteristico de compostos
fenolicos. Os cromatogramas obtidos para Cqg-EEB e Cg-AcOEt sdo apresentados na figura 1.
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Figura 1 — Cromatogramas obtidos para Cq-EEB e Cg-AcOEt ap6s analise por CLAE-DAD.

4. CONCLUSAO

Em resumo, Cg-EEB e Cg-AcOEt apresentaram melhor atividade antiproliferativa. As
analises por CLAE-DAD demonstraram a presenca de rutina em Cg-EEB e de picos
caracteristicos de compostos fenolicos em Cg-AcOEt. Dessa forma, o efeito antiproliferativo
observado pode ser atribuido, pelo menos em parte, a presenca desses constituintes.
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RESUMO - Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., vulgarmente conhecida como
colonia, é uma erva aromatica e rizomatosa, nativa da Asia Ocidental e cultivada no
Brasil com finalidades medicinais e ornamentais. O estudo teve como objetivo realizar a
caracterizacdo anatomica de folhas e do p6 das folhas de A. zerumbet. Foram
confeccionadas e analisadas, em microscopico de luz, laminas semipermanentes contendo
seccOes transversais de peciolo e lamina foliar, além de sec¢des paradérmicas de lamina
foliar. Caracterizou-se também o p6 das folhas. A andlise microscépica permitiu a
identificacdo de estruturas importantes na diagnose da espécie, como peciolo plano-
convexo, lamina foliar com estdbmatos tetraciticos, corpusculos silicosos, cristais
prisméticos e mesofilo dorsiventral. O p6 atende a todas as caracteristicas estabelecidas
para espécie. O estudo contribuiu com a padronizacédo farmacoboténica da espécie.
Palavas-chave: Col6nia. Farmacoboténica. Padronizagéo.

ABSTRACT - Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., commonly known as
“colonia”, it Is an aromatic and rhizomatous herb, native to Western Asia and cultivated
in Brazil for medicinal and ornamental purposes. The study aimed to perform the
anatomical characterization of leaves and leaves powder of A. zerumbet. Were prepared
and analyzed, in light microscope, semipermanent slides containing cross-sections of
petiole and leaf blade, besides paradermic sections of leaf blade. It is also characterized
the leaves powder. The microscopic analysis allowed the identification of important
elements in the diagnosis of the species, such as plan-convex petiole, leaf blade with
tetracytic stomata, silica corpuscles, prismatic crystals and dorsiventral mesophyll. The
powder complies with all the characteristics set for the species. The study contributes to
the pharmacobotanical standardization of the species.

Keywords: Colonia. Pharmacobotany. Standardization.
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1. INTRODUCAO

A familia Zingiberaceae possui cerca de 50 géneros e 1100 espécies nativas de regides tropicais.
Vérias espécies sdo cultivadas para ornamentacdo, como as alpinias (Alpinia spp.), o falso-acafrdo
(Curcuma zedoaria) e o lirio-do-brejo (Hedychium coronarium) (Souza; Lorenzi, 2005).

A espécie Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., vulgarmente conhecida como
colonia, é uma erva aromatica e rizomatosa, nativa da Asia Ocidental. Foi introduzida no Brasil no
tempo do Brasil Colonial, o que resultou no seu nome vulgar. Seu cultivo estd presente em todos 0s
estados brasileiros com finalidades medicinais e ornamentais (Matos, 2007).

A espécie é muito estudada em relagdo as suas propriedades farmacoldgicas. Estudos realizados
com o Oleo essencial de A. zerumbet confirmam a acdo hipotensora, sendo o terpinen-4-ol o principal
constituinte responséavel por essa acdo. O efeito anti-hipertensivo crénico foi demonstrado através do
extrato hidroalcoolico da planta (Lahlou et al., 2003; Moura et al., 2005).

Tendo em vista a contribuicdo para o conhecimento e padronizacdo farmacobotanica da espécie
e taxonomia da familia Zingiberaceae, o estudo teve como objetivo realizar a caracterizacdo
anatémica de folhas e do pé das folhas de A. zerumbet.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na horta do Laboratério de Farmacognosia, do Departamento de
Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal de Pernambuco e uma exsicata foi depositada no
Herbéario Dardano de Andrade Lima, no Instituto Agronémico de Pernambuco (IPA), sob nimero de
tombamento 89335.

2.2 CARACTERIZACAO ANATOMICA

Seccdes transversais de laminas foliares e peciolos frescos foram obtidas a méo livre, usando
laminas de aco e medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.) como material de suporte. Para as
laminas foliares também foram realizadas sec¢des paradérmicas nas faces adaxial e abaxial. Em
seguida, as sec¢des foram submetidas a uma solucdo de hipoclorito de sédio (50%) para processo de
descoloracdo (Kraus; Arduin, 1997). Apos lavagem em &gua destilada, as secgdes transversais foram
coradas segundo técnica descrita por Bukatsch (1972), com safranina e azul de Astra; as seccOes
paradérmicas foram coradas com azul de metileno (Krauter, 1985). Posteriormente, todas as sec¢oes
foram montadas em laminas semipermanentes, seguindo procedimentos usuais em anatomia vegetal
(Johansen, 1940; Sass, 1951).

Realizou-se também a caracterizacdo do p6 das folhas. A andlise das laminas histologicas
preparadas para a caracterizacdo anatbmica e a descri¢cdo do p6 foram conduzidas em imagens em
software (Toup View Image), obtidas por uma camera digital acoplada a um microscopio 6ptico de luz
(Alltion).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O peciolo, em seccdo transversal, apresenta formato plano-convexo com projecdo nas duas
extremidades. A epiderme é unisseriada recoberta por uma cuticula delgada. Os feixes vasculares
colaterais estdo espalhados por todo o peciolo, na regido do bordo e na regido central, acompanhados
de bainha esclerenquimética ndo continua nos polos do feixe. Hussin et al. (2000) observaram que em
algumas espécies de Alpinia, como A. galanga, A. aquatica e A. conchigera a bainha
esclerenquimaética encontra com a epiderme abaxial, continuando com uma Unica camada abaixo dela.
Um parénguima fundamental preenche o peciolo. Em algumas células encontram-se cristais
prismaticos.

A lamina foliar € anfihipoestomatica, com estdmatos tetraciticos. Este resultado esta de acordo
com os dados de Hussin et al. (2000) e Albuquerque e Neves (2004), porém, Roman Junior (2013)
citam a presenca de estbmatos tetraciticos e paraciticos. Em seccdo paradérmica na lamina a face
adaxial da epiderme mostra células de formato poligonal, contorno liso e poucos estdmatos no mesmo
nivel das células epidérmicas; a face abaxial mostra células de epiderme de formato poligonal,
contorno liso, numerosos estdmatos e células sobre a nervura contendo corpusculos silicosos. De
acordo com Metcalfe e Chalk (1950) a presenca desses corpusculos silicosos é uma caracteristica
marcante na espécie estudada.

Em seccdo transversal, a epiderme € unisseriada e recoberta por cuticula delgada. Séo
observadas uma a duas camadas de hipoderme logo abaixo da epiderme. O mesofilo é dorsiventral,
formado por uma camada de parénquima palicadico e duas a trés camadas de parénquima espon;joso.
A organizacdo histoldgica tipica do mesofilo de monocotiledéneas € a homogénea, entretanto, a
espécie possui organizacao dorsiventral. Este fato é explicado por Albuquerque e Neves (2004) como
sendo devido ao posicionamento das folhas, visto que se apresentam patentes, 0 que propicia a
especializacdo em parénguima palicadico e esponjoso. Feixes vasculares sdo envoltos por bainha
esclerenquimatica e estdo espalhados ao longo do mesofilo.

Na regido da nervura central, logo abaixo da epiderme, é possivel observar duas camadas de
hipoderme, duas camadas de células de parénquima, e espacos intercelulares. Hussim et al. (2000)
demonstraram que a presenca da hipoderme e a quantidade de camadas que a compdem séo caracteres
que auxiliam na diferenciacdo de espécies de Alpinia. Os feixes vasculares sdo do tipo colateral e
circundado por polos de esclerénguima. Observa-se idioblastos com cristais prisméaticos no
parénquima.

O po apresenta como caracteristicas: elementos de vaso do tipo escalariforme, fragmentos de
epiderme mostrando estdmatos tetraciticos e fragmentos de paréngquima espon;joso.

4. CONCLUSAO

As caracteristicas anatdmicas descritas favorecem uma identificacdo confiavel da planta,
ampliando o conhecimento boténico acerca da espécie e de seu género.
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RESUMO - Este trabalho objetivou investigar a atividade citotdxica do alcaloide
harmana isolado do extrato metandlico bruto (EMB) das cascas de Simira gardneriana,
uma Rubiaceae nativa do bioma Caatinga. Apds sua obtencédo, EMB foi submetido ao
fracionamento por cromatografia em coluna de silica gel, utilizando solventes
organicos em polaridade crescente. Uma das subfragdes obtidas apresentou a
formacdo de cristais amarelos que, ap6s purificacdo por recristalizacdo em
cloroférmio, resultou no isolamento do alcaloide harmana, cuja estrutura foi
caracterizada por técnicas de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). O efeito
citotoxico foi avaliado pelo ensaio do MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil
brometo de tetrazolina) frente a linhagens celulares tumorais - HCT-116 (colorretal),
SF295 (glioblastoma) e HL-60 (leucémica) - e ndo tumorais (L929). O alcaloide
apresentou moderada atividade citotdxica, sobretudo frente a linhagem HCT-116, com
percentual de inibicdo de crescimento de 56,84%. Contudo, também foi observado um
percentual de inibicdo celular significativo para a linhagem n&o tumoral (30,50%),
sugerindo baixa seletividade do composto pelas linhagens tumorais.

Palavras-chaves: Cancer, Produtos Naturais, Seletividade.

ABSTRACT - This study aimed to investigate the cytotoxic activity of harmana
isolated from crude methanol extract (EMB) of Simira gardneriana, a native Rubiaceae
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from Caatinga biome. After obtaining, EMB was subjected to fractionation by column
chromatography on silica gel using increasingly polar organic solvents. One of the
subfractions obtained showed the formation of yellow crystals, and after purification by
recrystallization with chloroform resulted in the isolation of alkaloid harmana, whose
structure was characterized by Nucleae Magnetic Resonance (NMR) techniques. The
cytotoxic effect was measured by the MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
Diphenyltetrazolium Bromide) assay against tumor - HCT-116 (colorectal),
SF295(glioblastoma) and HL-60 (leukemic) - and non-tumor (L929) cell lines. The
alkaloid presented moderate cytotoxic activity, particularly against the HCT-116 cell
line, with 56.84% growth inhibition. However, it was also observed a significant
inhibition on the non-tumor cell line (30,50%), indicating weak selectivity of the
compound for tumor cell lines.

Keywords: Cancer, Natural Products, Selectivity.

1. INTRODUCAO

Os produtos naturais tém sido fonte de varias drogas modernas, incluindo aqueles para a terapia
anticancer. Estes compostos naturais podem agir como agentes preventivos, combativos e como
fatores que aumentam a eficacia terapéutica dos medicamentos existentes, superando assim a
resisténcia aos medicamentos de células cancerosas que é o principal fator determinante da falha na
quimioterapia convencional (Catalani et al, 2016).

Para isso, tém feito uma busca por moléculas promissoras em diversas fontes naturais como a
espécie Simira gardneriana que apos estudos preliminares apresentou potencial quimico e biol6gico
(Menezes, 2014; Ferraz, 2016).

2. MATERIAIS E METODOS

As cascas de Simira gardneriana foram coletadas no municipio de Afranio-PE (ano de 2015).
Posteriormente, foram secas em estufa de ar circulante e trituradas em moinho mecénico de facas. O
po6 obtido passou por uma maceragdo inicial com hexano. Apos isso, foi realizada nova maceracao
com metanol, com troca de solvente a cada 72 horas. O macerado obtido foi concentrado em
evaporador rotativo, obtendo-se assim o Extrato Metandlico Bruto das cascas (EMB). Este (30 g) foi
selecionado para etapa de fracionamento por cromatografia em coluna de silica gel 60, utilizando
hexano, CHCI3;, AcOEt e MeOH, em ordem crescente de polaridade, sozinhos ou combinados em
misturas binarias. A subfracdo 14 obtida apresentou a formacdo de cristais amarelos em forma de
agulha, que foram submetidos ao processo de purificacdo por recristalizagdo em CHCls, resultando no
isolamento do alcaloide harmana (12,3 mg), soluvel em metanol, e identificado atraves de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C. As analises por RMN foram realizadas com o
ﬂJarelho Bruker AscendTM 400, operando a 400 MHz para RMN de *H e 100 MHz para RMN de

C.
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A andlise da citotoxicidade do EMB e da harmana foi realizada pelo método do MTT, conforme
descrito inicialmente por Mossman (1983). Foram utilizadas as linhagens tumorais HCT-116 (c6lon
humano), SF295 (glioblastoma) e HL-60 (leucémica) cedidas pelo Instituto Nacional do Cancer
(EUA). A linhagem nédo tumoral L929 (fibroblasto murino) foi utilizada para avaliar o indice de
seletividade da harmana, sendo este calculado dividindo-se o percentual de inibicdo promovido pela
substancia contra a linhagem tumoral pelo percentual de inibicdo observado para a linhagem né&o
tumoral. As células foram cultivadas em meio RPMI 1640, suplementados com 10% de soro fetal
bovino e 1% de antibidticos, mantidas em estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5 % de CO,. As
amostras foram solubilizadas em DMSO puro estéril para concentracbes estoque de 10 mg/mL
(extratos e fracbes) e 1 mg/mL (compostos isolados), que posteriormente foram diluidas para serem
testadas em concentracdo Unica de 50 pg/mL e 5 pg/mL, respectivamente. Os experimentos foram
realizados em triplicata e os resultados obtidos foram expressos em percentual de inibicdo de
crescimento celular (1C%), como média + desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O espectro de RMN *H obtido para a substancia isolada apresentou seis sinais de hidrogénios
aromaticos, sendo dois dubletos com constante de acoplamento compativel com um sistema AB de
um anel heterociclico, 64 8,01 (d, J = 5,6 Hz, 1H) e 7,69 (d, J = 5,6 Hz, 1H), quatro sinais
representando quatro hidrogénios vizinhos em um anel aromatico dissubstituido, 4 7,95 (d, J = 8,0
Hz, 1H), 7,47 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 7,43 (t, J = 8,0 Hz, 1H) e 7,14 (m, 1H), e um singleto em dy 2,68
(3H) correspondente a um sinal de grupo metila ligado em um anel aromatico. A analise conjunta dos
espectros de RMN *3C e DEPT-135 revelaram a presenca de doze sinais: um metilico (C-14); seis
metinicos (C-3; C-4; C-5; C-6; C-7 e C-8) e cinco carbonos ndo hidrogenados (C-1; C-10; C-11; C-12
e C-13), todos na regido de carbonos aromaticos, exceto C-14. A posi¢do da metila na molécula foi
definida com base nas correlagbes observadas nos espectros do tipo HMBC, especificamente a
correlagdo entre os sinais H-14 e C-1. Estes dados espectrais, 0 teste positivo com reagente de
Dragendorff e a comparagdo com os valores registrados na literatura (ALVES et al., 2001) permitiu
identificar a substancia como sendo o alcaloide B-carbolinico harmana.

Quanto a avaliacdo do efeito citotoxico, EMB apresentou baixa atividade frente a todas as
linhagens tumorais testadas. Entretanto, o alcaloide harmana demonstrou melhor perfil de atividade
citotoxica, sobretudo frente a linhagem HCT-116, promovendo cerca de 56% de inibicdo do
crescimento celular (Tabela 1). E importante ressaltar que frente & linhagem n&o tumoral (L929), o
alcaloide apresentou cerca de 30% de inibig&o do crescimento, conferindo um indice de seletividade
para a linhagem HCT-116 (1,86), SF295 (1,57) e, seletividade mais baixa para HL-60 (0,34). Nesse
contexto, estudos posteriores deverao ser realizados no sentido de desenvolver sistemas farmacéuticos
gue possam diminuir a toxicidade do alcaloide em linhagens celulares ndo tumorais, aumentando o
seu perfil de seletividade.

Tabela 1. Efeito citotoxico do alcaloide harmana e do extrato metandlico bruto (EMB) obtido das
cascas de S. gardneriana, no ensaio do MTT, frente as linhagens tumorais de colon humano (HCT-
116), glioblastoma (SF295) e leucemia (HL-60), e a linhagem ndo tumoral de fibroblasto murino
(L929). Os resultados sdo expressos em percentual de inibicdo celular (%IC), como média + desvio
padrdo (n=3).
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Amostra Linhagem celular (%I1C)
HCT-116 SF295 HL-60 L929
EMB 12,89 + 9,46 10,31 + 6,88 19,86 + 2,62 -
Harmana 56,84 + 1,37 47,95+ 1,06 10,39 + 3,75 30,50 £ 6,20

4. CONCLUSAO

Esse estudo conduziu ao isolamento do alcaloide harmana a partir do extrato metandlico das
cascas de S. gardneriana, uma espécie vegetal nativa do bioma Caatinga. O alcaloide apresentou
moderada atividade citotoxica frente a linhagens de células tumorais, porém foi observado um
percentual de inibicdo celular significativo também para linhagem nao tumoral.
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RESUMO - O presente trabalho busca identificar possiveis mecanismos de acdo
(potencial de inibicdo do IkB kinase - IKK) para moléculas isoladas da propolis
organica brasileira, com atividades anti-inflamatérias e anti-proliferativas, usando-se
métodos in silico de docking molecular. Sete moléculas foram avaliadas, sendo o
melhor resultado a Secoisolariciresinol, que possui uma estrutura grande,
proporcionando maior numero de interacdes com o alvo e assim uma maior
estabilidade.

Palavras-chave: IKK, Docking molecular, Anti-inflamatéria, Anti-proliferativa,
Propolis

ABSTRACT — This study focused at the in silico characterization of isolated molecules
from Brazilian organic propolis, with potential inhibition of 1xB kinase (IKK), by using
molecular docking approaches. This molecules presented anti-inflammatory and anti-
proliferative activities. Seven molecules were calculated, and the best result was
Secoisolariciresinol, which has a large structure, providing greater number of
interactions with the target and thus greater stability for the interaction with it.

Keywords: IKK, Docking, Anti-inflammatory, Anti-proliferative, Propolis
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1. INTRODUCAO

Propolis é uma resina coletada por abelhas a partir de brotos e exudatos de plantas, e a
prépolis orgénica, que vem sendo estudada em colaboracdo com grupos de pesquisa
experimentais, é a Unica variedade do mundo produzida de forma orgéanica na mata atlantica, com
uma rica diversidade quimica e atividade inibidora sobre a ativacdo do NF-xB e produgdo de
citocina TNF-o. Ha muitos estudos de isolamento ¢ identificagdo dos compostos bioativos de
prépolis com o potencial de serem aplicados como novos agentes terapéuticos (da Cunha et al.,
2013; Ribeiro-Junior et al., 2015). Segundo Ozes et al (1999) o NF-«p regula a expressao do
gene na imunidade, respostas a estresse, inflamacdo e a inibicdo da apoptose. Normalmente, o
NF-xp encontra-se em seu estado inativo, por estar em complexo com o seu inibidor, a IxB
kinase (IKK), porém, através de estimulos extracelulares ocorre a fosforilagdo do IkB, levando a
dissociagdo do complexo IkB/ NF-kp, liberando o NF-xp que é translocado para o nucleo, onde
da inicio o processo de transcricdo de genes, genes esses que sdo responsaveis pela expressao de
genes pro-inflamatorios, responsaveis por todos os sintomas caracteristicos da inflamacéo
(Palermo, 2011). A IkB, portanto, se torna um alvo farmacologico de grande importancia devido
ao seu papel fundamental para a ativacdo do NF-kB, e consequentemente todo 0O processo
inflamatorio. Desta forma, o objetivo desse trabalho € o de identificar moléculas isoladas da
propolis organica com potencial de inibicdo do IkB kinase (IKK), determinando seu possivel
mecanismo de acdo para as atividades anti-inflamatorias e anti-proliferativas, por meio da
utilizacdo de métodos in silico de docking molecular.

2. MATERIAIS E METODOS

As estruturas e propriedades eletrénicas das moléculas da prépolis organica brasileira
(coletadas entre 0 sul do Parana e norte de Santa Catarina) foram obtidas por meio de célculos
de quimica quéntica, a partir dos algoritmos implementados e disponiveis no programa
SPARTAN 08, usando-se critérios padrfes de convergéncia. Os calculos de docking molecular
foram realizados utilizando-se como alvo a estrutura da IkB Kinase B humana - IKK (cddigo
PDB: 4KIK), que é composta de um complexo co-cristalizado com um inibidor conhecido como
“K252A” (Liu et al, 2013) . O sitio ativo sera definido pela regido de contato com ligante co-
cristalizado. Os residuos LEU21, LYS44, MET96, GLU 97, TYR98, CYS99, ASP103, GLU149,
ILE165, ASP166 foram tratados como flexiveis durante os calculos, em busca do ajuste induzido.
O programa GOLD 5.1 foi utilizado para célculos de docking, seguido do programa BINANA
(J.D. Durrant, J.A. McCammon, 2011) que foi utilizado para analise das interagbes moleculares
presentes nos resultados de docking, utilizando a configuracéo padréo, exceto para a distancia de
ligagdo de hidrogénio, que foi alterado para o maximo de 3.5A. As figuras foram geradas com o
software PyMOL.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados foram gerados de acordo com a funcdo de pontuacdo CHEMPLP (Korb et al,
2009). A tabela 1 mostra as diferencas entre os modos de ligacdo de todas as moléculas calculadas. E
possivel identificar os extremos na pontuacao do docking, enquanto o Secoisolariciresinol apresenta a
mais alta pontuacdo (96,36) o Trans-coniferilalcool apresenta a mais baixa pontuacio (56,36). E
possivel observar um maior nimero de interac6es intermoleculares (contatos hidrofébicos e ligacdes
de hidrogénio) do alvo IKK com o Secoisolariciresinol, em comparagdo com o Trans-coniferilalcool.
Como pode ser observado na tabela 1, os residuos CYS99 e ASP103 apresentam a capacidade de
ligagdo de hidrogénio com os dois ligantes, contudo com distancias diferentes e, portanto,
estabilidades diferentes (1.4A versus 1.9A). Além disso, existem mais duas ligacdes de hidrogénio
existentes ente os residuos ASP166 e GLU149 e apenas o Secoisolariciresinol (2.1A e 2.0A,
respectivamente). Estes achados mostram evidéncias quantitativas para a maior estabilidade do
complexo formado entre o Secoisolariciresinol e o IKK, explicando assim seu Score mais alto.

Figura 1. (A) Superposicao das solucdes de docking (em azul), além do ligante co-cristalizado “K252A” (em
vermelho). (B) Residuos envolvidos em contatos hidrofébicos (em verde) e Ligacdo de Hidrogénio com a
molécula Secoisolariciresinol.

Tabela 1. Interagdes intermoleculares entre os ligantes e o alvo IKK. CH significa “Contato
Hidrofobico” e os nimeros sio as distancias (em A) de Ligacio de Hidrogénio.

Residuos  Balajaponina Lariciresinol ~ Matairesinol ~ Pinoresinol  Secoisolariciresinol ~ Trans- Trans-

D Coniferaldeido  Coniferilalcool
LYS44 1,8 CH 2,0 CH
THR23 2,1 2,1
CYS99 2,0 17 14 21 19
TYR98 CH CH CH CH
VAL152 CH CH CH CH CH CH CH
ASP103 1,7 21 2,1
ILE165 CH CH CH CH CH CH CH
ASP166 2,1 2,0 2,0 2,1 21
LEU21 CH CH CH CH CH CH CH
MET96 CH CH CH CH CH
VAL29 CH CH CH CH CH CH
GLY22 CH CH CH
LEU68
GLU149 CH CH CH 2,0
VAL74 CH CH
ALA42 CH CH
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| GLU97 18 1,7
| Score 87,95 83,48 77,66 82,60 96,36 56,81 56,36 |

4. CONCLUSAO

O resultado deste trabalho indica que das moléculas isoladas da propolis orgénica brasileira,
a Secoisolariciresinol, é a que apresenta a maior capacidade de ligacdo com a IKK, conforme
visto nos modelos in silico. Como perspectivas, estamos concluindo ensaios bioldgicos in vitro,
para realizar a comparacao e validacao dos resultados in silico versus in vitro.
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RESUMO - Cinnamomum zeylanicum, popularmente conhecida como canela-da-india
ou canela-do-ceildo, apresenta valor medicinal por desempenhar atividades
antiinflamatdria, antimicrobiana e contribuir para a reducdo das doencas
cardiovasculares. Essas atividades se devem a presenca de metabdlitos secundarios e
uma correta avaliacdo desses compostos € de suma importancia para garantir
seguranca e eficicia na identificacdo da espécie. Assim, o objetivo deste estudo foi
realizar a prospeccao fitoquimica por cromatografia em camada delgada das folhas da
espécie. Os cromatogramas foram obtidos utilizando a metodologia proposta por
Wagner e Bladt (2001). Os resultados evidenciaram a presenca de aclcares redutores,
alcaloides, derivados cinamicos, flavonoides, taninos condensados, taninos
hidrolisaveis, terpenos e esteroides.

Palavras-chave: Canela; Fitoquimica; CCD.

ABSTRACT - Cinnamomum zeylanicum, popularly known as canela-da-india or
canela-do-ceildo, is a species of medicinal value for anti-inflammatory, antimicrobial
activities and contributes to the reduction of cardiovascular diseases. These activities
are due to the presence of secondary metabolites and a correct evaluation of the
compounds is of great importance in ensure safety and effectiveness in the identification
of the species. Thus, it is necessary to perform phytochemical screening of the species
by thin-layer chromatograph. The chromatograms were obtained using the
methodology proposed by Wagner and Bladt (2001). The results obtained showed the
presence of reducing sugars, alkaloids, cinnamic derivatives, flavonoids, hydrolysable
tannins, condensate tannins, terpenes and steroids.

Key words: Cinnamon; Phytochemistry; CCD.
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ANALISE FITOQUIMICA DAS FOLHAS DE Cinnamomum zeylanium
BLUME (LAURACEAE) POR CROMATOGRAFIA EM CAMADA
DELGADA
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1. INTRODUCAO

Cinnamomum zeylanicum Blume é popularmente conhecida no Brasil como canela-da-india ou
canela-do-ceildo, e destaca-se por apresentar uso na medicina e culinaria (Lima et al., 2005). Estudos
realizados por Ranasinghe e colaboradores (2013) apontam que extratos das folhas de canela
desempenham atividades antiinflamatoria, antimicrobiana e contribuem para a redugdo das doencas
cardiovasculares. As atividades relatadas estdo associadas a estruturas quimicas provenientes do
metabolismo secundario, e a correta avaliacdo de seus compostos é de suma importancia para garantir
seguranca e eficacia atribuidas a espécie.

Entre as metodologias que podem ser empregadas para este fim, destaca-se a cromatografia em
camada delgada (CCD). A andlise por CCD além da reconhecida reprodutibilidade, apresenta
simplicidade, rapidez e baixo custo de execucdo. Adicionalmente, os resultados obtidos sdo de facil
interpretacdo (Vermaak et al., 2010). Considerando a importancia econémica e terapéutica de C.
zeylanicum, a investigacdo da composicdo quimica podera esclarecer atividades atribuidas a espécie,
além de orientar a realizacdo de estudos biomonitorados para identificacdo de novas aplicacGes
bioldgica e farmacoldgicas para o téxon. Portanto, o objetivo desse trabalho foi avaliar
qualitativamente por CCD os principais constituintes do metabolismo secundario das folhas de C.
zeylanicum.

2. MATERIAIS E METODOS

As folhas de C. zeylanicum foram coletadas no campus da Universidade Federal de Pernambuco
(Recife-PE). Em seguida, o material vegetal foi seco em estufa por um periodo de 7 dias sob
temperatura de 40 °C e triturado em moinho de facas. Cerca de 1 g da droga vegetal seca e moida foi
transferido para baldo de fundo redondo e adicionados 10 mL de metanol. A solucdo foi mantida sob
refluxo por 15 minutos sob 85 °C e, por fim, resfriada e filtrada. Do filtrado, aliquotas de 10 pL foram
retiradas e aplicadas em placas de gel de silica (Art. 1.05554.0001, Merck).

Os cromatogramas foram obtidos utilizando os procedimentos propostos por Wagner e Bladt
(2001), de acordo com os sistemas de eluicdo e os padrdes utilizados para as respectivas classes de
metabdlitos (Quadro 1). Apds eluicdo, as cromatoplacas foram secas em capela e observadas sob luz
branca. Depois, as mesmas foram derivatizadas e observadas sob 0s comprimentos de onda de 254 nm
e 365 nm.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados da analise por CCD indicaram a presenca de diversos grupos de substancias do
metabolismo secundario presentes na matéria prima vegetal. Entre os quais foram observados
acucares redutores, alcaloides, derivados cindmicos, flavonoides, taninos (condensados e
hidrolisaveis), terpenos e esteroides. Por outro lado, néo foi detectada banda de coloracédo fluorescente
indicativa da presenca de cumarinas (Tabela 1).

Os resultados demonstram a presenca de &cido galico e eldgico, quercetina e rutina, catequina,
B-sitosterol na matéria prima, exibindo bandas de mesma coloracdo e Rf (semelhantes) dos padrdes.
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Quanto aos acUcares redutores e alcaloides, o resultado positivo corresponde a presenca de bandas
com coloracéo semelhante as dos padrdes, evidenciadas apds derivatizagao.

Quadro 1 - Sistemas cromatograficos, reveladores e padrdes utilizados para obtencéo do perfil
fitoquimico das folhas de Cinnamomum zeylanicum.

Metabdlitos Sistema de eluicao Reveladores Padroes
. AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 . .
Alcaloides (100:11:11:26) Dragendorff Pilocarpina
Aciicares redutores AcOEt:HCOOH:AcOH:H,0 Timol 0,5% + D- Frutose/
¢ (50:20:10:10) H,SO,+A D- Maltose
. EtOEt: Tolueno:AcOH10% .
Cumarinas (50:50:50) KOH+UV , Cumarina
- veurEe | R
Taninos hidrolisaveis ACOELHCOOH:H,0 (90:5:5) Cloreto Férrico Ac. Gélico
Taninos condensados Vanilina Cloridrica Catequina
Terpenos/ esteroides Tolueno: AcOEt (70:30) Lieberman Buchard B-sitosterol

ACOEt: Acetato de etila; HCOOH: Acido formico, H,0O: Agua, AcOH: Acido acético, EtOEt: Eter etilico; NEU: acido
etilborilaminoéster a 1% em metanol; PEG: Propilenoglicol; UV: Ultravioleta; H,SO,: Acido Sulfurico; KOH: Hidréxido
de Potassio.

Tabela 1 - Resultados da prospeccao fitoquimica das folhas de Cinnamomum zeylanicum Blume.

Classe do metabolismo secundario | Resultados | Rf padrdo | Rfs amostra
0,51
. 0,70 0,56
Acucares redutores + 0.73 0.63
0,92
0,80
Alcaloides + 0,50 0,87
0,97
Cumarinas - - -
0,18
Derivados cinamicos + 0,21 0,21
0,32
0,43
Flavonoides + 0,32 0,51
0,62
0,76
Taninos hidrolisaveis + 0,18 0,81
0,91
Taninos condensados + 0,73 0,73
Terpenos e Esteroides + 0,23 0,23
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4, CONCLUSAO

Os resultados da prospeccao fitoquimica a partir das folhas de C. zeylanicum realizada por
CCD, indicou a presenca de diversos metabolitos importantes tais como: derivados cinamicos,
acucares redutores, flavonoides, taninos condensados e hidrolisaveis, terpenos e esteroides. Deste
modo, os dados deste estudo reiteram a importancia do farmacdogeno investigado como potencial
matéria prima para obtencéo de extratos e fragOes bioativos.
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RESUMO - Eugenia uniflora Linn (Myrtaceae), conhecida como pitanga ou
pitangueira, € uma espécie de importancia medicinal e alimenticia que possui aplicacao
na fitoterapia devido a presenca de diversos fitoconstituintes, dentre eles o0s
flavonoides. Assim, a espécie tem se tornado alvo de diversos estudos para o controle
de qualidade, deteccdo e quantificacdo desses compostos. O objetivo do trabalho foi
otimizar a metodologia analitica para quantificacdo dos flavonoides por CLAE-DAD.
As andlises avaliaram: tamanho de coluna, composicdo de fase modvel, agente
acidificante, fluxo de fase mével e método gradiente. A metodologia apresentou boa
eficiéncia de separacgao e deteccéo dos flavonoides presentes na matriz, possibilitando
sua quantificacdo por padronizacdo interna, obtendo os teores de 0,595% e 0,016%
expressos em vitexina e hiperosideo, respetivamente.

Palavras Chave: CLAE-DAD. Flavonoides. Pitangueira. Quantificacéo.

ABSTRACT - Eugenia uniflora Linn (Myrtaceae), known as pitanga or pitangueira, is
a species of medicinal and food importance with an application in phytotherapy due to
the presence of several phytochemicals, including flavonoids. Thus, the species has
become the subject of different studies for quality control, detection and quantification
of these compounds. The aim of the work was optimize the analytical methodology for
quantification of flavonoids by HPLC-PDA. The analysis evaluated: column size,
mobile phase composition, acidifying agent, mobile phase flow and gradient method.
The methodology showed good efficiency of separation and detection of flavonoids
present in the matrix, allowing its quantification by internal standardization, obtaining
the content of 0.595% and 0.016% expressed in vitexin and hyperoside, respectively.
Keywords: HPLC-PDA. Flavonoids. Pitangueira. Quantification.
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1. INTRODUCAO

Eugenia uniflora Linn (Myrtaceae), popularmente conhecida no Brasil como pitanga ou
pitangueira, € uma espécie bastante difundida na medicina tradicional por apresentar propriedades
farmacoldgicas comumente atribuidas a presenca de compostos fenolicos (Garmus et al., 2014).
Dentre estes compostos, 0s flavonoides recebem destaque, por atuarem no combate aos radicais livres
e como quelantes de metais (Firmo et al., 2015). A espécie tem sido alvo de diferentes estudos, 0s
quais reportaram diversas propriedades, como: antioxidante (Garmus et al., 2014), antipirética, anti-
noceptiva (Amorim et al., 2009), antifangica (Ferreira et al., 2013), antidepressiva (Victoria et al.,
2013). Considerando as propriedades da espécie atribuidas principalmente aos flavonoides, para sua
utilizacdo € necessario realizar estudos de controle de qualidade para quantificacdo desses compostos
gue apresentem alta resolucdo, sensibilidade e detectabilidade. Para tanto, a Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE) acoplada a detector de arranjo de diodos (DAD) permite o registro de dados
de absorbancia do ultravioleta ao visivel, fornecendo o espectro de varredura, possibilitando a
identificacdo e analise dos fitoconstituintes presentes na matriz (Prathap et al., 2013).

Diante do exposto, o proposito desse trabalho foi o desenvolvimento e otimizacdo de método
para analise de flavonoides por CLAE-DAD no extrato bruto das folhas de Eugenia uniflora, para
aplicacdo no controle de qualidade da espécie vegetal com confiabilidade e seguranca.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Obtencédo de Extrato Bruto e Solu¢gdes Amostra e Padréo

O material vegetal coletado foi seco em estufa (Luca 82, Lucadema®) por 7 dias a 40 °C e
posteriormente triturado em moinho de facas (Tipo Willye TE-680, Tecnal®). O extrato bruto (EB) foi
obtido por turbdlise (Liquidificador Industrial, Metvisa®), durante 20 minutos (4 ciclos de 30
segundos em intervalos de 4 minutos), na proporcao 10% (p/v) droga:solvente, utilizando como
liquido extrator acetona:agua 7:3 (v/v). O extrato obtido foi filtrado, concentrado (RV10 Basic,
IKA®), congelado e liofilizado (L101, Liotop®). Foram preparadas solugdes estoque para a amostra
(concentracdo de 2 mg/mL do EB). A partir desta solugdo estoque foram realizadas diluigdes
apropriadas, e as solucdes foram filtradas para vials, através de membrana de PVDF (0,45 pum).

2.2 Desenvolvimento e Avaliacéo das Condigdes Cromatograficas

Para avaliacdo das melhores condices, as anélises foram conduzidas em cromatografo liquido
equipado (Dionex, ThemoScientific®) com detector de arranjo de fotodiodos (DAD), degaseificador e
sistema de injecdo automética. As condi¢des cromatogréaficas foram otimizadas por meio de
modificagdes em alguns parametros: tamanho de coluna (15 ou 25 cm, composicdo de fase movel
(dgua, metanol, acetonitrila), agente acidificante (&cido fosférico, acido acético ou 4cido
trrifluoroacético), fluxo (0,5-1,2 mL/min). O comprimento de onda para deteccdo foi determinado
apos varredura de 190 a 400 nm.

2.3 Avaliacao de substancia padrao
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Para a quantificacdo, foi necessario a avaliacdo de substancias para utilizacdo como padrédo
interno. Para tal, foram realizadas anélises do extrato e do material fortificado com quatro diferentes
substancias padrdo: Quercetina (96%, Sigma®), Rutina (96%, Sigma®), Vitexina (98%, USP®) e
Hiperosideo (92%, Sigma®).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Condic¢des Cromatograficas

O método foi estabelecido apds a separacdo eficiente dos flavonoides presentes na matriz
vegetal, considerando picos resolvidos, simétricos e ausentes de fronting ou tailing. As condicdes
otimizadas estdo apresentadas no quadro 1. Nestas analises, foi possivel identificar através de
espectros de varredura tipicos a presenca de trés flavonoides presentes na matriz, nomeados 1, 2 e 3
de acordo com deteccdo (Figura 1). Porém o flavonoide 1 apresentou concentracfes muito baixas,
dificultando sua deteccdo. Os comprimentos de onda de deteccdo foram definidos atraveés os maximos
de absorcdo para as duas bandas caracteristicas de flavonoides, sendo estabelecidos em 270 nm e 350
nn.

Quadro 1 - Condig¢Bes cromatograficas utilizadas nas analises por CLAE.

Fase estacionaria

250 mm x 4,6 mm (Cqg; 5 um), pré-coluna (Cisg, 3,9 um)

Fase movel H,O (A) e MeOH (B) 0,05% de acido trifluoroacético

Fluxo 0,8 mL/min
Gradiente (0-10 min de 10-25% de Fase B; 10-15 min de 25-40% de

Modo FB; 15-25 min de 40-70% de FB; 25-30 min 75% de FB; 30-31 min
de 75-10% de FB

Volume de injecao 20 pL

Temperatura 21+2°C

Comprimento de onda 270 e 350 nm

. I \ Feo I A
Y T M I U B e NE [

Figura 1 — Cromatograma obtido para o extrato bruto das folhas de E. uniflora. Detec¢do 270 nm, e

espectros de varredura para flavonoides 1, 2 e 3.

As anélises quantitativas de flavonoides foram conduzidas por padronizacgdo interna. Este tipo

de abordagem ¢é realizada quando os compostos ndo sdo totalmente esclarecidos ou ndo ha
disponibilidade das substancias de referéncia. Nesse caso, 0 padrdo interno necessita de caracteristicas
semelhantes aos analitos, como o tempo de retencdo (tg) e espectro de varredura (Collins et al., 2010).
A escolha dos padrdes internos de flavonoides foi realizada com quercetina, rutina, vitexina e
hiperosideo. Em razéo dos tg muito diferentes dos componentes da amostra, os padrdes rutina e
quercetina foram descartados. Por outro lado, os padrfes de vitexina e hiperosideo apresentaram tg de
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22,6 e 24,1 min, respectivamente; proximos dos tg das substancias de interesse presentes nas amostras
(23,3 min para o flavonoide 2 e 24,4 min para o flavonoide 3). Apds a eleicdo dos padrbes internos,
foi realizada quantificacdo das substancias, sendo obtidos os teores 0,595 g% (1,04) e 0,016 g%
(0,79), respectivamente em relagéo aos flavonoides 2 e 3.

4. CONCLUSAO

A metodologia desenvolvida por CLAE-DAD, para o extrato bruto das folhas de Eugenia
uniflora, apresentou boa eficiéncia de separacao e deteccdo dos flavonoides presentes na matriz. Além
disso a padronizacdo interna, ap0s a elei¢do das substancias de referéncia, permitiu a determinacéao de
teores médios de 0,595% do flavonoide 2 e 0,016% de flavonoides 3, expressos em vitexina e
hiperosideo, respectivamente. Porém, a metodologia ainda necessita de validacdo para assegurar a
precisdo e reprodutibilidade das respostas analiticas viabilizando a sua aplicacdo ao controle de
qualidade de folhas de Eugenia uniflora.

5. REFERENCIAS

AMORIM, A. C. L.; LIMA, C. K. F.; HOVELL, A. M. C.; MIRANDA, A. L. P.; REZENDE, C. M. Antinociceptive and
hypothermic evaluation of the leaf essential oil and isolated terpenoids from Eugenia uniflora L. (Brazilian Pitanga).
Phytomedicine, v.16, p. 923-928, 20009.

COLLINS, C. H,; BRAGA, G. L.; BONATO, P. S. Fundamentos de cromatografia. Campinas: Editora da Unicamp,
2005.

FERREIRA, M. R. A.; SANTIAGO, R. R.; LANGASSNER, S. M. Z.; MELLO, J. C. P,; SVIDZINSK, T. I. E;
SOARES, L. A. L. Antifungal activity of medicinal plants from Northeastern Brazil. J Med Plants Res, v. 7, p. 3008-
3013, 2013.

FIRMO, W. D. C. A.; MIRANDA, M. V.; COUTINHO, G. S. L.; BARBOZA, J. R,; ALVES, L. P. L.; OLEA, R. S. G.
Determinagdo de compostos fendlicos e avaliagdo da atividade antioxidante de Lafoensia pacari (LYTHRACEAE). Rev.
Eletronica Farm., v. 12, p. 1-10, 2015.

GARMUS, T. T.; PAVIANI, L. C.; QUEIROGA, C. L.; MAGALHAES, P. M.; CABRAL, F. A. Extraction of phenolic
compounds from pitanga (Eugenia uniflora L.) leaves by sequential extraction in fixed bed extractor using supercritical
CO,, ethanol and water as solvents. J Supercrit Fluids, 86, 4-14, 2014.

PRATHAP, B.; AKALANKA, D.; ARTHANARISWARAN, P. A Review - Importance of RP-HPLC in Analytical
Method Development. IINTPS, v. 3, p. 15-23, 2013.

VICTORIA, F. N.; DE SIQUEIRA BRAHM, A.; SAVEGNAGO, L.; LENARDAO, E. J. Involvement of serotoninergic
and adrenergic systems on the antidepressant-like effect of E. uniflora L. leaves essential oil and further analysis of its
antioxidant activity. Neurosci Lett, v. 544, p. 105-109, 2013.

6. AGRADECIMENTOS

Os integrantes agradecem a FACEPE (IBPG-0864-4.04/13; APQ-0493-4.03/14; BIC-1530-4.03/16) e
ao CNPq (308386/2015-9).

293



o ~ —_— ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: PRODUTOS NATURAIS E QUIMICA MEDICINAL — PNQM 18

OTIMIZACAO ~ DE  METODO ANALITICO PARA
QUANTIFICACAO DE FLAVONOIDES NAS FOLHAS DE
Alpinia zerumbet

W. A. VITURINO!, R. T. M. RAMOS?, I. C. F. BEZERRA?, M. R. A. FERREIRA?, L. A.

L. SOARES?

!Laboratdrio de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, UFPE.
?Programa de Pés-graduacéo em Inovacdo Terapéutica, UFPE

E-mail para contato: wli27@yahoo.com.br

RESUMO - Alpinia zerumbet (Zingiberaceae), conhecida por coldnia, é bastante
utilizada devido suas propriedades medicinais, as quais podem estar relacionadas a
presenca de compostos fendlicos. Considerando este aspecto e a necessidade de
metodologias simples para quantificacdo desses compostos, o propdésito do trabalho foi
otimizar o método para quantificacdo de flavonoides nas folhas de A. zerumbet. As
solugdes extrativas foram obtidas por refluxo empregando etanol como solvente. Para a
otimizacdo foram avaliados os parametros: proporcdo droga:solvente (0,25 - 1,50 g),
proporcao de solvente (etanol 20 - 100%, v/v), cinética reacional (0 — 60min) e
concentracado de cloreto de aluminio (AICl3, 2,5 - 7,5%, p/v). Os espectros de varredura
apresentaram absorvancia maxima em 410 nm. Na influéncia da proporgao
droga:solvente melhores condi¢cdes foram observadas para 0,75 g e maior eficiéncia
extrativa foi observada com EtOH 80% (v/v). O tempo de leitura apresentou menor
variacdo apos 30 minutos da adicdo de AICl; (5,0%). De acordo com os resultados
obtidos, foi possivel evidenciar a performance das respostas e o desempenho
satisfatério do método quanto as exigéncias em vigor.

Palavras-chave: Espectrofotometria; Flavonoides; Otimizag&o.

ABSTRACT - Zerumbet Alpinia (Zingiberaceae), known as colony, is widely used
because of its medicinal properties, which may be related to the presence of phenolic
compounds. Considering this and due to need of simple methods for quantifying these
compounds, the purpose of the study was to optimize the method for quantification of
flavonoids in leaves of A. zerumbet. The extraction solutions were obtained by refluxing
using ethanol as solvent. For the optimization parameters were evaluated: ratio drug:
solvent (0.25 - 1.50 g), ratio of solvent (ethanol 20-100% v/v), reaction kinetic (0 - 60
min) and the concentration of chloride aluminum (AICl; 2,5 - 7,5% w/v). scan spectra
showed maximum absorbance at 410 nm. On the influence of the ratio drug: solvent
best conditions were observed at 0.75 g and higher extractive effectiveness was
observed with 80% EtOH (v/v). The reading time showed less variation after 30 minutes
the addition of AICI3 (5.0%). According to the results, it was possible to demonstrate
the performance of responses and the satisfactory performance of the method as the
requirements in force.

Keywords: Spectrophotometry; Flavonoids; Optimization.
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1. INTRODUCAO

Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm., planta originaria da Asia, pertence a familia
Zingiberaceae (Maas; Maas, 2015). Além de ornamental € muito utilizada na medicina tradicional e
possui efeitos farmacoldgicos ja relatados.

Dentre as atividades farmacoldgicas comprovadas para a espécie, destacam-se os efeitos
hipotensores e diurético obtidos através do cha das folhas, que foram confirmados pelos estudos de
Mendonca (1991) e Laranja (1991, 1992). Qutras propriedades medicinais, tais como antihistéricas,
estomaticas e vermifugas relacionadas as folhas, flores e rizoma foram descritas por Almeida (1993).

Quanto a sua composicdo gquimica, alguns flavonoides, tais como cardarmomina e alpinetina,
ja foram identificados em rizomas e sementes da espécie (Krishna, 1973; ltokawa, 1981). Além
disso, rutina, isoquercitrina, catequina, epicatequina, campferol, kaempferol-3-O-glucoronideo e
campferol-3-O-rutinosideo foram isolados por Mplantinos (1998) em extratos das folhas de A.
zerumbet.

Apesar do relato desses compostos, é de suma relevancia o estudo a cerca de metodologias
que quantifiquem os flavonoides, devido ao enriquecimento de atividades bioldgicas atribuidas a essa
classe de metabdlitos secundarios. Para a espécie, ja foi descrita metodologia de quantificacdo dos
flavonoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia (Cardoso et al., 2013), entretanto, 0 emprego
da espectrofotometria UV-Vis para analise de matrizes complexas tem sido bem difundido na
literatura e estd presente em codigos oficiais devido a simplicidade de execucdo da técnica e 0 custo
operacional (Fernandes et al., 2012; Matos et al., 2016).

2. MATERIAIS E METODOS

A droga vegetal foi coletada e identificada no Herbario do Instituto Agrondmico de
Pernambuco (IPA-PE). Em seguida foi seca em estufa de ar circulante por 3 dias a 40 °C e triturada
em moinho de facas. O material foi empregado para a avaliacdo de método analitico para doseamento
de flavonoides.

Para o doseamento de flavonoides totais por Dilui¢do Direta (DD) foi obtida solucéo extrativa
(SE), utilizando 1,0 g de droga e extracdo sob refluxo com solucdo hidroalcodlica (40%; v/v),
baseando-se no método desenvolvido por Petry e colaboradores (2001), avaliado por Fernandes e
colaboradores (2012) e preconizados por compéndios oficiais (Brasil, 2010). Aliquotas da SE foram
transferidas para baldo volumétrico de 25 mL, adicionados 2 mL de solucdo etandlica de cloreto de
aluminio (AICI3; 5,0%, p/v), e o0 volume aferido com mesmo solvente.

As condi¢cbes experimentais do procedimento avaliadas foram: proporcdo droga:solvente
(0,25 — 1,50 g); concentracdo de solvente, etanol 20-100% (v/v); Amax; COncentracdo de cloreto de
aluminio (2,5 - 7,5%, p/v); e, cinética reacional (0-60 minutos).

O teor de flavonoides totais foi expresso em gramas de rutina por 1 g de droga seca. Todas as
analises foram realizadas em triplicata, e os resultados expressos como média * desvio padréo.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A varredura espectrofotométrica da amostra pelo método de diluicdo direta, evidenciou o
comprimento de onda com absorvancia maxima observado no espectro de absorcdo, apds a reacéo de
complexacdo com solucdo de AICl3, em 410 nm.

Na avaliacdo da proporcdo droga:solvente, melhor condi¢do obtida para o método foi
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observada utilizando 0,75 g de droga, com teor de flavonoides totais igual a 1,12% + 0,0240 (2,12).

Quanto & avaliacdo do solvente extrator (Figura 1) utilizando diferentes concentracdes de
solucéo hidroalcoolica (20, 40, 60, 80 e 100%, v/v), foi escolhida a de 80% (v/v), que apresentou teor
de flavonoides totais igual a 0,99% + 0,0139 (1,40), calculados como rutina.

1,20 - 1,40 ~
1,00 I 1,20 -
< 0,80 - < b0
S 0’60 I 20,80 -
= I I I 0,60 -
~ 0,40 - = 0,40 -
0,20 - 020 -
0,00 T T T T 1 0 00 _
20,00 40,00 60,00 80,00 100,00 T 025 050 075 1.00 125 150
Proporcéo de Etanol (%) A Quantidade de Droga (g) B
Figura 1 — Teor de flavonoides totais (%g) frente a diferentes proporcdes de etanol (A) e diferentes

guantidades de droga (B).

Quanto ao parametro tempo de leitura, verificou-se que a absorvancia maxima das amostras
permaneceu com menor variacdo depois de transcorridos 30 minutos da adicdo de AICI3 utilizando a
concentragéo a 5,0 %.

0,300 -
0,250 -
<
S 0,200 -
<
S 0,150 -
S
§ 0,100 - =0=AICI3 2,5%
< AlcCI3 5,0%
0,050 1 —=AICI3 7,5%
0,000 : : : .
0 20 40 60 80

Tempo (min)
Figura 2 — Cinética de reacdo de A. zerumbet em diferentes concentracdes de AIClIs.

4. CONCLUSAO

A andlise da quantidade de droga, proporcdo de etanol, cinética reacional e concentracdo de
AICl; para quantificagdo de flavonoides totais nas folhas de Alpinia zerumbet, mostrou que
guantidade de droga igual a 0,75 g, etanol 80%, AICI; a 5,0% e tempo reacional de 30 minutos
apresentaram as melhores respostas analiticas e foram determinantes para a evolugdo do trabalho,
podendo ser utilizado na rotina laboratorial e controle de qualidade das folhas da espécie.
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RESUMO - Azadirachta indica A. Juss., conhecida popularmente no Brasil como Nim,
é uma espécie da familia Meliaceae de grande importancia econdmica. E uma planta
muito utilizada por apresentar atividade inseticida, além de seu emprego medicinal.
Apresenta diversos metabolitos secundarios, destacando-se os terpenos. O objetivo do
trabalho foi histolocalizar os metabdlitos presentes na lamina foliar de A. indica.
Secces transversais de laminas foliares frescas foram submetidas a diferentes
reagentes. Foram identificados compostos fendlicos, taninos, triterpenos e esteroides,
alcaloides, compostos lipofilicos, lignina, amido e foi demonstrado que os cristais sdo
de oxalato de calcio. O estudo ampliou o conhecimento dos compostos quimicos da
espécie e auxilia na sua padronizacdo farmacobotanica.

Palavas-chave: Farmacobotanica. Nim. Padronizacéo.

ABSTRACT - Azadirachta indica A. Juss., popularly known in Brazil as “Nim”, is a
species of the family Meliaceae of great economic importance. It is a plant widely used
for presenting insecticidal activity, in addition to its medicinal use. It presents several
secondary metabolites, highlighting the terpenes. The study aimed the histolocalization
of the metabolites in the leaf blade of A. indica. Cross-sections of fresh leaf blades were
subjected to different reagents. They were identified phenolic compounds, tannins,
triterpenes and steroids, alkaloids, lipophilic compounds, lignin, starch and it was
demonstrated that the crystals are of calcium oxalate. The study has expanded the
knowledge of the chemical compounds of the species and assists in their
pharmacobotanical standardization.

Keywords: Nim. Pharmacobotany. Standardization.
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1. INTRODUCAO

Azadirachta indica A. Juss., internacionalmente conhecida como Neem, € uma arvore de até 20
m de altura, originéria da India, onde é considerada sagrada. E uma planta de clima tropical e no
Brasil passou a ser chamada de Nim (Matos, 2007).

A espécie é considerada economicamente importante e tem sido utilizada por séculos para
arborizacdo, como material para construcdo, combustivel, lubrificante, adubo e praguicida,
apresentando acao contra mais de 430 espécies de pragas (Martinez, 2002).

E utilizada também como medicinal para o tratamento de gastrite e Ulcera géstrica, reumatismo
articular, gota, diabetes e malaria (Mossini; Kemmelmeier, 2005; Matos, 2007). Nos ultimos anos, foi
descoberto um grande nimero de metabolitos secundarios na planta com atividade bioldgica, dentre
elas anticancer, antidiabética, antioxidante, antimicrobiana, anti-inflamatoria, além de efeitos
neuroprotetor, hepatoprotetor e imunomodulador (Alzohairy, 2016).

Os metabdlitos produzidos pelas plantas medicinais geralmente sdo encontrados nas secre¢des
de estruturas especializadas, que constituem os sitios de producdo e acimulo destas substancias. A
técnica de histoquimica apresenta valor na localizagdo microquimica dos compostos
farmacologicamente ativos e contribui na identificacdo dos vegetais. Além disso, o reconhecimento
da histolocalizacdo nas plantas facilita a investigacdo fitoquimica, fornecendo subsidio ao manejo e
comercializacdo dos seus produtos (Costa; Proenca da Cunha, 2000).

Assim, 0 objetivo do trabalho foi realizar a caracterizagdo histoquimica da lamina foliar de A.
indica através de microscopia Optica de luz.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 MATERIAL VEGETAL

O material vegetal foi coletado na Cidade Universitaria em Recife, Pernambuco, Brasil e uma
exsicata foi depositada no Herbario Dardano de Andrade Lima, no Instituto Agronémico de
Pernambuco (IPA), sob nimero de tombamento 89652.

2.2 HISTOQUIMICA

Testes histoquimicos foram realizados em secgOes transversais de laminas foliares frescas,
obtidas a mdo livre, usando laminas de ago e medula do peciolo de embauba (Cecropia sp.) como
material de suporte. Os seguintes reagentes foram utilizados para indicar a presenga das substancias:
dicromato de potéssio (10%) para compostos fenolicos (Johansen, 1940); vanilina cloridrica para
taninos (Mace; Howell, 1974); Sudan Il para compostos lipofilicos (Sass, 1951); tricloreto de
antimonio para triterpenos e esteroides (Mace et al., 1974); Dragendorff para alcaloides (Brasil,
2010); Lugol para amido (Johansen, 1940); floroglucinol para lignina (Johansen, 1940) e &cido
cloridrico (10%) para estabelecer a natureza dos cristais (Jensen, 1962). Controles foram realizados
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em paralelo aos testes histoquimicos e laminas semipermanentes foram preparadas contendo as
secgOes transversais (Johansen, 1940; Sass, 1951). A andlise das laminas histolégicas foram
conduzidas em imagens em software (Toup View Image), obtidas por uma camera digital acoplada a
um microscopio éptico de luz (Alltion).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a utilizacdo do dicromato de potassio (10%), os compostos fendlicos foram encontrados
no parénquima da nervura central, no mesofilo e nas células epidérmicas. Nesses mesmos locais
também foi evidenciada a presenca de taninos com a vanilina cloridrica, o que indica que esses
metabdlitos sdo a maior parte dos compostos fendlicos presentes na lamina foliar de A. indica.

O Sudan Il demonstrou a presenca de compostos lipofilicos na cuticula e em algumas células
do parénquima esponjoso. Triterpenos e esteroides foram visualizados no parénquima e colénquima
da nervura central e nas células epidérmicas. No parénquima da nervura central também foram
visualizados alcaloides. Grdos de amido foram observados com o uso do Lugol nas células
parenquimaticas proximas ao feixe vascular central. A lignina presente no xilema foi evidenciada com
0 uso do floroglucinol. O éacido cloridrico (10%) confirmou que os cristais sdo de oxalato de caélcio,
apos a dissolucdo dos mesmos.

Estudos fitoquimicos caracterizaram a presenca de alcaloides, compostos fendlicos, taninos,
triterpenos e esteroides nas folhas de A. indica (Biu et al., 2009; Raphael, 2012; Pandey et al., 2014;
Cristo et al., 2016).

Dentre as substancias ja identificadas encontra-se azadiractina, nimbolideo, B-sitosterol, lupeol,
rutina, catequina, quercetina, quercetrina, &acido eldgico, acido galico, &cido feralico, &cido
clorogénico, luteolina, canferol e cumarina (Matos, 2007; Pandey et al., 2014; Cristo et al., 2016;
Wang et al., 2016). Algumas destas substancias estdo relacionadas a atividades bioldgicas, como o
nimbolideo, que possui atividade anticancer (Wang et al., 2016), e a azadiractina, que apresenta
atividade inseticida (Matos, 2007).

Com relacdo aos compostos lipofilicos corados com o Sudan IlI, presentes em células do
parénquima esponjoso, Jafari et al. (2013) afirmam que esses compostos sdo 6leos essenciais ou
resinas. Os autores ainda mostraram que a identificacdo dessas células de conteddo lipofilico serve
para diferenciar A. indica de Melia azedarach L., outra espécie da familia Meliaceae, uma vez que
nesta Ultima espécie ndo se observa a presenca dessas células.

De acordo com Metcalfe e Chalk (1950), a natureza e o formato dos cristais em Meliaceae séo
fatores Uteis para a diagnose das espécies da familia. EI-Hawary et al. (2013) e Jafari et al. (2013)
também demonstraram que os cristais presentes na lamina foliar de A. indica séo de oxalato de célcio.

4. CONCLUSAO

O trabalho forneceu informagdes sobre 0s componentes quimicos da lIamina foliar de A. indica,
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mostrando sua histolocalizacdo e contribuindo com a padronizacéo farmacobotanica da espécie.
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RESUMO - O estudo teve como objetivo avaliar a atividade citotoxica e antitumoral
do extrato metandlico das folhas de A. vepretorum (Av-MeOH). Os testes de
citotoxicidade foram realizados frente as linhagens celulares HCT-116, SF-295, HL-60,
L929 e sarcoma-180, por meio dos ensaios do MTT e MTS. No teste in vivo foi induzido
o tumor soélido do sarcoma-180 nos camundongos e apds 7 dias de tratamento com o
extrato os tumores foram pesados para o célculo da porcentagem de crescimento
tumoral. Os resultados do ensaio in vitro indicam que o Av-MeOH apresenta um
elevado potencial citotdxico frente a trés linhagens tumorais avaliadas. No teste in vivo,
o0 extrato foi capaz de inibir o crescimento tumoral em 27,97%, 2,8% e 31,41% nas
doses de 25, 50 e 100 mg/kg, respectivamente. Conclui-se que o Av-MeOH apresentou
elevado potencial citotoxico in vitro e atividade antitumoral in vivo no modelo do
sarcoma-180.

Palavras chave: Produtos naturais, Cancer, Sarcoma-180

ABSTRACT - The aim of this study was to evaluate the cytotoxic and antitumor activity
of the methanolic extract of A. vepretorum (Av-MeOH) leaves. Cytotoxicity tests were
performed against the cell lines HCT-116, SF-295, HL-60, L929 and sarcoma-180, by
MTT and MTS assays. In the in vivo test the solid tumor of sarcoma-180 was induced in
the mice and after 7 days of treatment with the extract the tumors were weighed for the
calculation of the percentage of tumor growth. In vitro assay results indicate that Av-
MeOH has a high cytotoxic potential against three tumor lines evaluated. In the in vivo
test, the extract was able to inhibit tumor growth in 27.97%, 2.8% and 31.41% at doses
of 25, 50 and 100 mg/kg, respectively. It is concluded that Av-MeOH has a high in vitro
cytotoxic potential and in vivo antitumor activity in the sarcoma-180 model.
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1. INTRODUCAO

O cancer pode ser entendido como um conjunto de mais de cem doengas que possuem em
comum o crescimento autbnomo de células com capacidade de invasdo e metastase (Hanahan;
Weinberg, 2000). O tratamento do cancer baseia-se na ressec¢do cirtrgica do tumor, quimioterapia e
radioterapia (Costa-Lotufo et al., 2010). Entretanto, a maioria dos agentes antineoplasicos apresentam
efeitos toxicos, o que limita a sua utilizacdo (Khazir et al., 2014). Nesse sentido, os produtos naturais
possuem grande importancia, tendo em vista que cerca de 60% dos farmacos utilizados na pratica
clinica como agentes antitumorais foram obtidos a partir de fontes naturais (Cragg; Newman, 2005).
Especial atencdo vem sendo voltada para o estudo de espécies vegetais com uso tradicional na regido
Nordeste do pais, cujo bioma Caatinga € seu principal ecossistema. A espécie Annona vepretorum
Mart., pertencente a familia Annonaceae e ao género Annona, pode ser encontrada no bioma Caatinga
e estudos tém demonstrado a presenca de diversos constituintes quimicos com potencial
farmacologico nessa planta (Almeida et al., 2014). Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi
avaliar a atividade citotoxica e antitumoral do extrato metandlico das folhas de A. vepretorum.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Coleta do material vegetal e obtencdo do extrato

As folhas de A. vepretorum foram coletadas em Petrolina-PE, Brasil. O material vegetal foi seco
em estufa com circulacdo de ar (40 °C) durante 72 horas, pulverizado em moinho de facas e
submetido a maceracdo exaustiva com hexano e em seguida com metanol. As solugfes extrativas
foram filtradas e concentradas em rotaevaporador (40 °C). O extrato metandlico das folhas de A.
vepretorum (Av-MeOH) foi utilizado para os testes farmacoldgicos.

2.2 Ensaio de citotoxicidade

A citotoxicidade do Av-MeOH foi avaliada frente as células tumorais humanas HCT-116
(colorretal) SF-295 (glioblastoma) e HL-60 (leucemia) e na linhagem ndo tumoral L929 (fibroblasto
murino) por meio do ensaio de reducdo do sal tetraz6lio brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT). As células foram plaqueadas em placa de 96 pocos e incubadas com Av-
MeOH (50 pg/mL) durante 72 horas em estufa com 5% de CO, a 37 C°. Apo0s esse tempo, as placas
foram centrifugadas e o sobrenadante removido. Em seguida, adicionou-se 150 puL de MTT e as
placas foram incubadas por 3 horas. Apos a incubacgéo as placas foram centrifugadas, os cristais de
formazan solubilizados em DMSO e a absorbancia detrminada a 595 nm em espectofotdmetro. Para a
avaliacdo da citotoxicidade no sarcoma-180 foi utilizando o ensaio de reducdo do sal 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-fenil carboximetil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazélio (MTS). Células do sarcoma-
180 mantidas in vivo foram coletadas, plaqueadas em placa de 96 pocos e incubadas em estufa a 37
°C durante 4 horas. ApoOs esse tempo, adicionou-se 0 Av-MeOH (50 pg/mL). Apbs 24 horas de
tratamento, 20 pL de MTS foi adicionado nos pog¢os e 3 horas depois a absorbancia foi lida a 492 nm
em espectofotdmetro. Os dados estdo apresentados como média + desvio padrdo da média (SD).
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2.3 Atividade antitumoral in vivo

A suspensdo celular do sarcoma-180 foi aspirada da cavidade peritoneal de camundongo
portador de tumor ascitico e 5x10° células/100 pL foram inoculadas por via subcutanea na regido
dorsal dos camundongos swiss. Sete dias ap0s a inducao turmoral iniciou-se o tratamento com o Av-
MeOH (25, 50 e 100 mg/kg) por via oral (gavagem) e com metotrexato (MTX) (1,5 mg/kg, via
intraperitoneal). O grupo controle negativo recebeu apenas o veiculo (solugdo fisiolégica + Tween 80
1%) por via oral. Apos sete dias de tratamento, os animais foram eutanasiados e os tumores foram
retirados e pesados para calculo da porcentagem de crescimento tumoral. A analise estatistica foi
realizada no GraphPad Prism 6, utilizando-se o teste t de Student e apresentados como média + erro
padrdo da média (e.p.m). Diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando p
<0,05. Todos os protocolos foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA/UNIVASF) sob 0 nimero 0018/140415.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados do ensaio de citotoxicidade demonstraram que 0 Av-MeOH apresenta um elevado
potencial citotoxico frente as linhagens tumorais HCT-116 e HL-60 e sarcoma-180, e atividade
moderada frente as células SF-295, conforme apresentado na Tabela 1. Pode-se perceber também que
Av-MeOH apresentou percentual de 20,58% de inibicdo de crescimento celular ndo tumoral,
mostrando seletividade.

Tabela 1 — Inibicdo da proliferacdo celular (%) apds o tratamento com o Av-MeOH
Inibicdo da proliferacdo celular (%)

HCT-116 SF-295 HL-60 Sarcoma-180 L929

Av-MeOH 98,16+0,92 6398+340 8223+484 8234+136 20,58+1,35

Extrato

Na atividade antitumoral in vivo do Av-MeOH, observou-se que o extrato foi capaz de
diminuir o crescimento tumoral em relagdo ao controle negativo. Os percentuais de inibicdo do
crescimento tumoral foram de 27,97 %, 2,8 % e 31,41 % nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg,
respectivamente. No controle positivo houve inibicdo estatisticamente significativa do crescimento
tumoral (50,19 %) quando comparado ao controle negativo e ao grupo tratado com a dose de 50
mg/kg do Av-MeOH. Nao houve diferenca estatisticamente significativa entre os grupos tratados com
as doses de 25 e 100 mg/kg e o grupo tratado com MTX, como pode ser observado na Figura 1.
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Figura 1 - Percentual de crescimento tumoral do grupo controle negativo (CN), controle positivo
(MTX) e grupos tratados com Av-MeOH (25, 50 e 100 mg/kg). Os valores estdo expressos como

média + e.p.m (n=6). ®p<0,05 comparado com o CN e °p<0,05 comparado com o MTX

4. CONCLUSAO

Pode-se concluir que o Av-MeOH apresentou elevado potencial citotoxico diante de trés das
linhagens tumorais avaliadas in vitro e atividade antitumoral in vivo no modelo experimental de

tumor solido do sarcoma-180, principalmente na dose de 100 mg/kg de extrato.

5. REFERENCIAS

ALMEIDA, J.R. G. S.; ARAUJO, C. S.; PESSOA, C. O.; COSTA, M. P.; PACHECO, A. G. M.
Atividade antioxidante, citotoxica e antimicrobiana de Annona vepretorum Mart. (Annonaceae).
Rev. Bras. Frut., v. 36, p. 258-264, 2014.

COSTA-LOTUFO, L. V.; MONTENEGRO, R. C.; ALVES, A. P. N. N.; MADEIRA, S.V. F,
PESSOA, C.; MORAES, M. E. A.; MORAES, M. O. A Contribuicdo dos Produtos Naturais
como Fonte de Novos Farmacos Anticancer: Estudos no Laboratorio Nacional de Oncologia
Experimental da Universidade Federal do Ceara. Rev. Virt. Quim., v. 2, n.1, p. 47-58, 2010.
CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Plants as source of anticancer agents. J. Ethnopharmacol., v.
100, p. 72-79, 2005

HANAHAN, D.; WEINBERG, R. A. The Hallmarks of Cancer. Cell, v. 100, p. 57-70, 2000.
KHAZIR, J.; RILEY, D. L.; PILCHER, L. A.; DE-MAAYER, P.; MIR, B. A. Anticancer Agents
from Diverse Natural Sources. Nat. Prod. Comm., v. 9, n. 11, p. 1655-1669, 2014.

6. AGRADECIMENTOS
CNPq, CAPES e UNIVASF.

305



o A #%" . ENCONTRO BRASILEIRO PARA
4° EBIT ~ INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: PRODUTOS NATURAIS E QUIMICA MEDICINAL — PNQM 21

USO, DIVERSIDADE E POSSIVEIS EFEITOS DE EXTRATOS
VEGETAIS COMERCIALIZADOS EM UMA FEIRA LIVRE NA
CIDADE DE SERRA TALHADA - PE: UM ESTUDO DESCRITIVO

J.S.SIQUEIRA!, L. R. D. FERREIRA', J.L.Q. SILVA-FILHO'2 D. C. A. BATISTA"®

! Faculdade de Integragdo do Sertéo,
2 Laboratorio de Imunopatologia Kaizo Asami-LIKA/UFPE
3Centro Universitario Mauricio de Nassau

E-mail para contato: jessica.ssiqueira@hotmail.com

RESUMO: O objetivo do trabalho foi realizar levantamento das plantas medicinais,
bem como o uso terapéutico desses extratos que compBem as garrafadas
comercializadas em uma feira livre na cidade de Serra Talhada-PE. A coleta de dados
foi realizada por meio de uma entrevista, com o a finalidade de conhecer as indicacfes
dessas plantas medicinais frente determinadas patologias, confrontando os dados
colhidos com as possiveis atividades farmacoldgicas, interacdes e toxicidade
encontrada na literatura cientifica especializada. Os raizeiros citaram 32 plantas,
utilizadas pela populacdo como medicinais. As mesmas sdo utilizadas principalmente
para: afec¢des do aparelho urinério e respiratdrio, ansiedade, cefaleia, cicatrizagdo,
diabetes, dores estomacais, hemorroidas, inflamac@es, doencas do figado e cancer. Na
maioria das vezes, as indicagdes foram coincidentes com os registros da literatura,
contudo, Cnidoscolus quercifolius; Baccharis trimera; Luffa operculata; Mentha sp. e
Stryphnodendron adstringens  apresentaram atividades: depressora do sistema
respiratorio; abortiva; citotdxica e teratogénica. Diante disso, sabe-se que o0
conhecimento insuficiente sobre as plantas comercializadas, a falta de controle de
qualidade do material vegetal e 0 uso de misturas de plantas sem considerar as suas
interacOes, sdo fatores que podem representar riscos para os consumidores dessas
preparacoes.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Garrafadas, Toxicidade

ABSTRACT - The objective of this study was to carry out a mapping of medicinal
plants, analysing them like a therapeutic use of these extracts that make up the potions
sold in a street market in the city of Serra Talhada-PE. The data collection was
performed by interviews with the purpose of knowing the signs of these medicinal plants
face certain conditions. Soon, we compared the data collected with the possible
pharmacological activities, interactions and toxicity found in specialized scientific
literature. The herb doctors cited 32 plants used by the population as medicinal. They
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are used mainly for: diseases of the urinary and respiratory system, anxiety, headache,
healing, diabetes, stomach pains, hemorrhoids, inflammation, liver disease and cancer.
Most of the time, the signs coincided with literature records, however, Cnidoscolus
quercifolius; Baccharis trimera; Luffa operculata; Mentha sp. and Stryphnodendron
adstringens presented activities: depressor respiratory system; abortifacient; cytotoxic
and teratogenic; Before that, it is known that insufficient knowledge of the marketed
plants, lack of quality control of plant material and the use of plant mixtures without
considering their interactions, are factors that can pose risks to consumers of these
preparations.

Keywords: Medicinal herbs, Garrafadas, Toxicity

1. INTRODUCAO

Estimativas da Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) relatam que 80% da populacdo dos
paises em desenvolvimento fazem uso de algum tipo de medicina tradicional para cuidados basicos
da saude. Dentre as vérias formas de medicina tradicional, destaca-se o uso de plantas medicinais.
Neste contexto, os raizeiros configuram destaque. Pois sdo responsaveis pela producdo de
“garrafadas”. Pesquisas realizadas com plantas medicinais envolvem investigacdes farmacoldgicas de
extratos, constituintes quimicos isolados e necessitam da medicina tradicional e popular. A
integracdo dessas areas na pesquisa conduz a um caminho promissor para descoberta de novos
farmacos (Maciel et al, 2002). Contudo, é importante ressaltar fatores que podem representar riscos
para os consumidores dessas preparacdes populares: conhecimento insuficiente sobre as plantas
comercializadas; falta de controle de qualidade do material vegetal e 0 uso de misturas de plantas
sem considerar as suas interagdes. Assim o objetivo deste trabalho foi realizar um levantamento das
plantas medicinais, bem como o uso terapéutico desses extratos que compdem as garrafadas
comercializadas em uma feira livre na cidade de Serra Talhada-PE.

2. MATERIAIS E METODOS

Trata-se de um estudo descritivo de carater exploratério do tipo transversal. A coleta de dados
foi realizada por meio de uma entrevista com trés feirantes, com o a finalidade de conhecer as
possiveis indicacdes dessas plantas medicinais frente a determinadas patologias. Posteriormente, foi
realizado um rastreamento na literatura cientifica especializada, confrontando os dados colhidos
referentes as possiveis atividades farmacoldgicas, toxicidade e interagdes desses principios ativos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os raizeiros citaram 32 plantas conhecidas pelos nomes vulgares e utilizadas pela populagéo
como medicinais: alecrim de serrote, ameixa, amora miura, anis estrelado, aroeira, babosa, balsamo,
barbatimdo, batata de purga, cabacinha, caroco de imburana, carqueja, espinheira santa, eucalipto,
favela, folha de abacate, gengibre, girassol, guaxumba, horteld, imbiriba, jatoba, mostarda, mulungu,
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none, N0z moscada, pepaconha, pega pinto, quina, quixabeira, romd, unha de gato e urtiga. Segundo
relatos dos herbolarios essas plantas sdo utilizadas principalmente para tratamento de afec¢Ges do
aparelho urinario e respiratorio, ansiedade, cefaleia, cicatrizacdo, diabetes, dores estomacais,
hemorroidas, inflamaces e doencas hepaticas. Contudo, 6 espécies se destacaram por apresentar
atividade diferente daquelas indicadas pelos raizeiros com relagdo a literatura cientifica
especializada, além de possiveis interagdes e efeitos indesejados. Os resultados podem ser
encontrados na Tabela 1.

O uso das preparacOes reforca a preocupacdo dos efeitos indesejados dos extratos. Nesta perspectiva
¢ importante ressaltar os fatores que possam propiciar riscos aos consumidores como: (1),
conhecimento insuficiente sobre as plantas. Por exemplo: a favela, Cnidoscolus phyllacanthus, é uma
planta cianogénica que causa intoxicacdo ap6s a ingestdo da planta fresca. Os sinais clinicos de
intoxicacdo observados em animais sdo taquicardia, taquipnéia, dispneia, opitéstono, decubito
esterno abdominal seguido de decubito lateral (Oliveira, et al 2008). Segundo Araujo, et al (2016), a
carqueja, Baccharis trimera, assim como a cabacinha, Luffa operculata, apresentam acdo abortiva
devido a suas propriedades uterotdnicas e hemorragicas. A horteld, Mentha, apresenta atividade
teratogénica e citotoxica (Costa et al, 2013). No estudo de Vilar et al (2010), observou-se que o
barbatimdo, Stryphnodendron adstringens, apresentou atividade citotoxica em todos os sistemas
testados, provocando na maioria dos casos dificuldade para respirar e falar. (2), falta de controle de
qualidade do material vegetal. Foi observado que alguns vegetais apresentavam sinais de degradacéo
ou encontravam-se contaminados por fungos e mesmo assim eram comercializados. Sabe-se que a
ingestdo desses materiais contaminados pode ocasionar intoxicaces agudas ou cronicas. (3), 0 uso de
misturas de plantas sem considerar as suas interacdes. O mulungu, Erythrina verna, apresenta
comprovados efeitos sedativos, podendo causar entorpecimento e bradicardia (Gomes et al, 2008).
Esse efeito pode ser potencializado se usado concomitantemente a medicamentos hipotensores. Outro
ponto caracteristico dessas preparacdes foi a utilizacdo de vérias plantas em uma mesma solucéo.
Eldin e Dunford (2001), afirmam que a forma de utilizacdo é importante, ndo somente para garantia
de presenca do principio ativo, mas também para a certificacdo de baixa toxicidade.

Tabela 1. Lista das espécies medicinais encontradas nas feiras livres dos municipios de Serra Talhada — PE,
com respectivos taxons, nome vulgar, uso medicinal, indica¢do popular e parte utilizada.
NOME POPULAR NOME CIENTIFICO INDICACAO POPUL/ INDICACAO PARTE INDICADA REFERENCIAS
CIENTIFICA
Barbatimao Stryphnodendron Antiinflamatdrio, Antimicrobiano Casca, raizes e folhas Queiroz et al., 2002; Cur
adstringens antisséptico 2006
Cabacinha Luffa operculata Sinusite, uretrites, aborti Antimicrobiana, Fruto Brock, Duarte, Nakashir
antineoplasicos. 2003.
Carqueja Krameria tomentosa Esteatose hepéatica Eupéptica, diurética, Casca Lorenzi; Mattos, 2008.
hepatoprotetora
Favela Cnidoscolusquercifolius Intestino e figado InfeccBes (atividade Casca e entre casca Franca et al., 2008.
citotoxica)
Mulungu Erythrina verna Nervos, insonia, depressi Efeito sedativo Folha Gomes et al, 2008
Horteld Mentha Cefaleia, sinusite. Vermifugo (Ascaris) e Folhas Alonso, 2008.

expectorante
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4. CONCLUSAO

Diante do exposto, percebe-se que os riscos relacionados ao uso de plantas medicinais
configuram uma realidade rotineira. Deste modo, sdo necessarios maiores estudos a fim de explorar
0s potenciais terapéuticos, verificar a toxicidade e possiveis riscos relacionados a utilizacdo das
plantas medicinais pela popula¢do, notadamente a utilizacdo de “garrafadas™. Verifica-se também a
necessidade da implantacdo de politicas de fitofarmacovigilancia eficientes, a fim de tornar seu
consumo mais racional e, deste modo, minimizar os riscos a populacéo usuaria.

5. REFERENCIAS

ARAUJO, C.R.F et al. Use of Medicinal Plants with Teratogenic and Abortive Effects by Pregnant
Women in a City in Northeastern Brazil. Revista Brasileira de Ginecologia e Obstetricia/RBGO
Gynecology and Obstetrics, v. 38, p. 127-131, 2016.

BROCK, A.C.K.; DUARTE, M. R.; NAKASHIMA, Tomoe. Estudo morfo-anatbmico e abordagem
fitoquimica de frutos e sementes de Luffa operculata (L.) Cogn., Cucurbitaceae. Visdo Académica, V.
4, 2003.

COSTA, K.C.S et al. Medicinal plants with teratogenic potential: current considerations. Brazilian
Journal of Pharmaceutical Sciences, v. 48, p. 427-433, 2012.

FRANCA, 1.S.X et al. Medicina popular: beneficios e maleficios das plantas medicinais. Revista
brasileira de enfermagem, v. 61, p. 201-208, 2008.

GOMES, E.C et al. Plantas da caatinga de uso terapéutico: levantamento etnobotanico. Engenharia
Ambiental: Pesquisa e Tecnologia, v. 5, 2008.

MACIEL, M.A.M et al. Plantas medicinais: a necessidade de estudos multidisciplinares. Quimica
nova, v. 25, p. 429-438, 2002.

OLIVEIRA, D.M. et al. Intoxicacdo por Cnidoscolus phyllacanthus (Euphorbiaceae) em caprinos.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, v. 28, p. 36-42, 2008.

6. AGRADECIMENTOS

Aos raizeiros da feira livre da cidade de Serra Talhada-PE que contribuiram sobre maneira
com os resultados deste estudo.

309



A P
40 EBIT ENCONTRO BRASILEIRO PARA

g )

INOVAGAO TERAPEUTICA

AREA DE SUBMISSAO: PRODUTOS NATURAIS E QUIMICA MEDICINAL — PNQM 23

OTIMIZACAO DE CONDICOES CROMATOGRAFICAS E
EXTRATIVAS PARA DOSEAMENTO DE CUMARINA EM
Justicia pectoralis Jacq POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE
ALTA EFICIENCIA

|.C.F. BEZERRA?, M.R.A. FERREIRA'?, L.A.L. SOARES!?

! Laboratério de Farmacognosia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Centro de Ciéncias da
Saude, Universidade Federal de Pernambuco
2 Programa de Pés-graduagdo em Inovacdo Terapéutica, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Universidade
Federal de Pernambuco
E-mail para contato: isabelle.ferraz@outlook.com

RESUMO - Justicia pectoralis Jacq. (Achantaceae), conhecida popularmente como
chamba, é uma espécie nativa brasileira com aplicacdo na medicina popular
principalmente no tratamento de doengas respiratorias, como asma e bronquite. Estas
atividades tém sido correlacionadas com a presenca de cumarina, cuja concentracao €
elevada na espécie. Neste contexto, o objetivo do trabalho foi avaliar condigdes
extrativas e cromatograficas para quantificacdo de cumarina por Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE-DAD). O método cromatogréfico desenvolvido
apresentou simplicidade e possibilitou a deteccdo de cumarina apds 17,7 minutos, em
270 nm. As melhores condi¢des extrativas foram solucédo etandlica a 40% e 0,5g de
droga, onde nestas condicGes foram obtidas as melhores respostas analiticas.

Palavras Chave: Chambé. CLAE-DAD. Cumarinas. Quantificaco.

ABSTRACT - Justicia pectoralis Jacq. (Achantaceae), popularly known as Chamb4, is
a Brazilian native specie with application in folk medicine, especially in the treatment of
respiratory diseases, such as asthma and bronchitis. These activities have been
associated with the presence of coumarins, which shows high concentration in the
species. In this context, the objective of this study was to evaluate the chromatogr