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Programacéao

Dia: 06/11/14

08h:00 — 8h:30: Credenciamento

09h:00 — 10h:00: Palestra de abertura: Planejamento e desenvolvimento de novos farmacos: os primeiros
passos do Brasil - Palestrante: Prof. Dr. Eliezer Jesus de Lacerda Barreiro (UFRJ)

Resumo da palestra: Nesta palestra trataremos de aspectos do planejamento racional de novos farmacos
como vocacao principal da Quimica Medicinal, caracterizando sua natureza interdisciplinar. A etapa de
desenvolvimento de novos farmacos serd, em seguida abordada, com exemplo ilustrativo de sua
importancia para capacitacédo cientifica-tecnoldgica do Pais no setor, estratégico no complexo industrial da
Saude. Concluiremos com uma viséo retrospectiva das contribuicdes do Laboratério de Avaliacdo e Sintese
de Substancias Bioativas (LASSBIo; http://www.farmacia.ufrj.br/lassbio) da UFRJ, Sede do INCT-INOFAR
(http://lwww.inct-inofar.ccs.ufrj.br) nos seus 20 anos de existéncia, comemorados este ano de 2014.



10h:00 — 11h:00: Biological Barriers: Challenges for a successful Development of Drug Delivery Systems-
Palestrante: Prof. Dr. Arnébio Antdnio da Silva Junior (UFRN) - Local: Auditério do Curso de Graduacgédo em
Farmécia

Resumo da palestra: O tratamento eficiente das doencas depende da interacéo efetiva das moléculas nos
sitios de acdo, de modo a inibir ou impedir a evolucdo da patogenia. O desenvolvimento de novas
moléculas tem sido fundamental para a inovacdo em salde ha tempos, mas um novo olhar sobre os
farmacos ja conhecidos e sobre os mecanismos das patologias € desejavel no sentido de estabelecer novas
rotas para superar as eficientes barreiras biologicas. Este olhar sobre a morfologia e biologia molecular dos
tecidos alvos é fundamental na aplicagdo de novos medicamentos mais eficientes. Neste sentido varios
materiais naturais, semi-sintéticos e sintéticos tem sido aplicados nas areas médica e farmacéutica em
importantes contribuicdes para melhorar a saide humana. O sucesso na aplicacdo de varios sistemas de
liberacao de farmacos (SLFs) tem sido descrito, principalmente aqueles constituidos a base de carboidratos,
lipidios, polimeros, minerais e tensoativos. Uma avaliagdo criteriosa na escolha destes materiais para
aplicacbes terapéuticas e o estudo de suas propriedades fisico-quimicas permitem entender a interagdo
destes sistemas com os sitios biolégicos e permitir uma melhor resposta terapéutica. Nesta apresentagdo
oral serd realizada uma discussdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas e biolégicas de eficientes
barreiras biol6gicas e como estas informacdes podem auxiliar no delineamento de SLFs.

11h:00 — 12h:00: Biocelulose um material multifuncional aplicado a Medicina - Palestrante: Prof. Dr.
Hernane da Silva Barud (PUC-RS) - Local: Auditério do Curso de Graduacdo em Farmacia

Resumo da palestra: O objetivo principal dessa palestra é apresentar a biosintese, principais propriedades e
aplicagbes da celulose bacteriana (CB). A CB é produzida em meio de cultura estatico por bactérias do
génereo Acetobacter, sendo obtida pura quimicamente (livre de lignina e hemiceluloses) como um hidrogel
altamente hidratado (99% agua). A CB possui massa molecular e cristalinidade superiores quando
comparada a celulose vegetal. Essas propriedades aliadas a sua estrutura tridimensional nanométrica
(“nanoceluloses”) conferem inimeras aplicagdes que vao desde a Industria Alimenticia (fibra dietética, “Nata
de Coco”), passando pela Medicina (pele artificial) até a Industria Eletrénica (papel eletrénico, OLEDSs).
Nesse seminario sera dada maior énfase nas aplicacdes biomédicas de biocelulose, a saber, substituto
temporério de pele e sistema de liberagédo controlada de farmacos.

14h:00 — 16h:00: Sesséao oral — Sessdes Ciéncias da Vida, da Salude e da Natureza

14h:00 - 16h:00: Avaliagdo das propriedades farmacoldgicas do ferulato de isopentila - Pés-graduanda:
Keylla da Concei¢cao Machado - Local: Auditério do curso de Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
(NPPM)

Banca avaliadora:

Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas (Orientador/Presidente);

Profa Dra. Rita de Céssia Meneses Oliveira (Examinador interno/UFPI);
Prof. Dr. Waldecy de Lucca Junior (Examinador externo/UFS);

Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante (Suplente/UFPI)

04h:00 - 16h:00: Obtencédo e caracterizacdo de extrato fluido e extrato seco por asperséo (spray drying) -
P6s-graduando: Sean Teles Pereira - Local: Auditério do curso de Farmacia

Banca avaliadora:

Prof. Dr. Livio Cesar Cunha Nunes (Orientador/Presidente)

Profa. Dra. Antonia Maria das Gracas Lopes Cito (Examinador Interno/UFPI)
Prof. Dr. Arnébio Antonio da Silva Junior (Examinador Externo/UFRN)

16h:00 — 18h:00: Sessao painel — Sessdes Ciéncias da Vida, da Saude e da Natureza
Ciéncias da Vida (CV01 a CV011)
Ciéncias da Salde (CS01 a CS020)



Ciéncias da Natureza (CNO1 a CNO3)

07/11/14

08h:00 — 10h:00: Sessao painel — Sessdes Ciéncias da Vida, da Saude e da Natureza

Ciéncias da Vida (CV012 a CV022)
Ciéncias da Saude (CS021 a CS042)
Ciéncias da Natureza (CN04 a CNO7)

10h:00 — 12h:00: Sessdo oral — Sessdes Ciéncias da Vida, da Saude e da Naturez

Potencial farmacéutico anticancer de extratos e da molécula marinobufagina obtidos a partir de venenos de
Rhinella marina e Rhaebo guttatus da regido Amazodnica - P6s-graduanda; Katia da Conceicdo Machado -
Local: Auditério do curso de Farmacia

Banca avaliadora:

Prof. Dr. Paulo Michel Pinheiro Ferreira (Orientador/Presidente)

Profa. Dra. Aldeidia Pereira de Oliveira (Examinador Externo/UFPI)

Prof. Dr. Arnébio Antonio da Silva Junior (Examinador Externo/UFRN)

Profa. Dra. Ana Amélia de Carvalho Melo Cavalcante (Examinador Interno/UFPI)
Profa. Dra. Chistiane Mendes Feitosa (Suplente)

14h:30 — 17h:00: Sessao oral — Sessoes Ciéncias da Vida, da Salde e da Natureza

Ensaios pré-clinicos com o aceturato de diminazeno: uma abordagem contra o0 agente infeccioso
Schistosoma mansoni Sambon - Pdés-graduando: George Laylson da Silva Oliveira - Local: Auditério do
Curso de Farmacia

Banca avaliadora:

Prof. Dr. Rivelilson Mendes de Freitas (Orientador/Presidente)

Prof. Dr. Gilberto Santos Cerqueira (Examinador Interno/UFPI)

Prof. Dr. Arnébio Antonio da Silva Junior (Examinador Externo/UFRN)
Profa. Dra. Aldeidia Pereira de Oliveira (Suplente/UFPI)

Avaliacdo do potencial antioxidante e mecanismo de acao ansiolitico de um lipossoma contendo nimodipina:
envolvimento dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico - Pés-graduando: Hellen Kelen Maria Medeiros
Coimbra Viana - Local: Auditério do curso de Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM)

Banca avaliadora:

Profa. Dra. Hercilia Maria Lins Rolim (Orientador/Presidente)
Profa. Dra. Aldeidia Pereira de Oliveira(Examinador Interno/UFPI)
Prof. Dr. Waldecy de Lucca Junior (Examinador Externo/UFS)
Profa. Dra. Hilris Rocha e Silva (Suplente/UFPI)

17h:00 — 18h:00: Desafios e perspectivas no uso de técnicas de biologia molecular para o desenvolvimento
de novos farmacos - Palestrante: Prof. Dr. Waldecy de Lucca Junior (UFS) - Local: Auditério do Curso de
Farmacia

Resumo da palestra: As técnicas de biologia molecular podem ajudar a compreender melhor os efeitos
biologicos de farmacos em desenvolvimento, revelando seus diversos potenciais terapéuticos. A
imunofluorescéncia pode revelar os tecidos alvos da acdo dos farmacos. No sistema nervoso central, essa
técnica pode revelar a acdo de um farmaco sobre a ativagdo ou inibigdo de circuitos neurais, sobre a



neurogénese, a morte celular programada, a acdo antioxidante, processos inflamatérios e a atividade de
células gliais modulando sinapses e processos de degeneracao ou lesdo neuronal. O gPCR pode mostrar a
producdo de RNA corroborando para a elucidacdo do mecanismo de acdo biomolecular do farmaco. O
western Blot pode mostrar a producdo de uma proteina marcada na imunofluorescéncia e sintetizada a
partir do RNA quantificado pelo gPCR. Todas essas técnicas de biologia molecular juntas garantem uma
confiavel elucidacdo de mecanismos de acdo de farmacos, revelando seus potencias terapéuticos. Essses
métodos podem ainda ser usadas em conjuntos com os estudos comportamentais para melhor demonstrar
as acdes descritas para os farmacos em estudo.

18h:00: Entrega das Meng¢Bes Honrosas e Premiacdes.
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CS11 - Avaliacao esquistossomicida, citotoxica e genotoxica
de compostos isolados do Anacarduim occidentale L.

Charles Bruno Moura Silva (IC)**; Nara Raquel Goncalves Monteiro (IC)*, Lais lasmim Soares da
Silva (IC)%; Antonio Luiz Gomes Junior (IC)% Adailson Almeida Araruna Janior (IC)*; Marcia
Fernanda Correia Jardim Paz (IC)* Rivelilson Mendes de Freitas (PQ)% Ana Amélia de Carvalho
Melo-Cavalcante (PQ)*

1. Universidade Federal do Piaui — PIBIC/CNPq.

2. Universidade Federal do Piaui — PIBITI/CNPq.

3. Universidade Federal do Piaui — Laboratério de Pesquisa em Neuroquimica Experimental - Programa de
Pés-graduacéo em Biotecnologia (RENORBIO).

4. Universidade Federal do Piaui — Laboratério de Toxicidade Genética (LAPGENIC).

*cbmsilva@ymail.com

Palavras-chave: Doencas Negligenciadas. Composto Natural. Citotoxicidade. Genotoxicidade.

A esquistossomose estad presente em 76 paises pertencentes aos continentes africano, asiatico e
americano atingindo cerca de 200 milhdes de pessoas. Ja no Brasil, atinge em 19 das 27 unidades
federativas sendo o Nordeste a regido com maior indice de prevaléncia. A esquistossomose €
principalmente causada pelo Schistosoma mansoni (S. mansoni) que parasita hospedeiros diversificados. A
esquistossomose € uma doenca de mdltiplos mecanismos em que ha predomindncia de
hepatoesplenomegalia e fibrose periportal em suas formas mais graves. A necessidade de desenvolver
novas alternativas terapéuticas aplicadas a doencas negligenciadas é clara uma vez que, estas patologias
afetam milhGes de pessoas em diferentes areas geograficas. Este projeto tem por finalidade desenvolver
estudos que possam aplicar os compostos presentes na Anaccardium occidentale em produtos
farmacéuticos para o tratamento de esquistossomose. O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal do Piaui sob o n® 032/13. Os protocolos seréo realizados de acordo com
0 Guia de Ensaios nao clinicos da ANVISA e em conformidade com Lei federal n°® 11.794, de 2008, que
estabelece os procedimentos para o uso cientifico de animais. Com a realizagdo da pesquisa, sera
analisada a atividade esquistossomicida in vitro do &cido anacérdico, catequina e epicatequina. O projeto
tem como resultados esperados a producdo do conhecimento de forma aplicada a avaliacdo de novos
compostos para um possivel tratamento da esquistossomose.

A esquistossomose esta presente em 76 paises pertencentes aos continentes africano, asiatico e
americano atingindo cerca de 200 milhdes de pessoas. Ja no Brasil, atinge em 19 das 27 unidades
federativas sendo o Nordeste a regido com maior indice de prevaléncia. A esquistossomose é causada pelo
Schistosoma sp. que parasita hospedeiros diversificados. Os seus aspectos patolégicos dependem da
interacdo parasito-hospedeiro nas fases evolutivas e migratérias do verme. Os ovos e a reacao
granulomatosa s&o os principais fatores causadores da morbidade. A esquistossomose costuma ser
oligossintomatica com predominancia intestinal e prognostico incerto. A esquistossomose € uma doenca de
multiplos mecanismos em que ha predominancia de hepatoesplenomegalia e fibrose periportal em suas
formas mais graves (WILSON et al., 2007; CUNHA E GUEDES, 2012).

A necessidade de desenvolver novas alternativas terapéuticas aplicadas a doencgas negligenciadas é
clara uma vez que, estas patologias afetam milhdes de pessoas em diferentes areas geograficas. A maioria
das mortes pode ser devido a essas patologias ocorrem em regides situadas abaixo da linha do Equador.
Nesse contexto, alternativas que contemplem inovacédo farmacéutica baseada em produtos naturais deve
ser destacada ja que apenas 1% dos novos farmacos registrados entre 1975 e 2004 eram direcionados a
doencas negligenciadas reforcando a importancia da execucédo da proposta (SANTOS et al., 2012).



Nesse contexto pode ser destacado o caju (Anacardium occidentale L.), um fruto tipico do nordeste
brasileiro com cultivo de relevancia socioeconémica para a regido (CARDOSO et al., 1999). Estudos prévios
indicaram atividade antimicrobiana e antifingica significativas, forte potencial antioxidante e antitumoral para
constituintes isolados do A. occidentale (HIMEJIMA; KUBO, 1991; MAIA et al., 2000; AKINPELU, 2001).
Além disso, alguns estudos relataram atividade esquistossomicida e moluscicida para esta espécie (SOUZA
et al., 1992; LAURENS et al., 1997). No entanto, o modo de a¢do que causa dano ao parasita foi pouco
investigado e sdo necessarios, mais estudos para confirmar seu valor terapéutico (MBLGAARD et al.,
2001).

Assim, este projeto tem por finalidade desenvolver estudos para a descoberta de novas substancias
naturais com atividade esquistossomicida, que possam vir a ser aplicados no desenvolvimentos de produtos
farmacéuticos para o tratamento da esquistossomose, bem como, avaliar os efeitos citotoxico e genotoxicos
destes compostos naturais isolados do A. occidentale.

O trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Piaui sob o n°
032/13. Os protocolos seréo realizados de acordo com o Guia de Ensaios ndo clinicos da ANVISA e em
conformidade com Lei federal n® 11.794, de 2008, que estabelece os procedimentos para o uso cientifico de
animais. Serdo utilizados 110 camundongos albinos machos e fémeas, adultos, da linhagem Swiss (Mus
musculus), com 2 meses de idade, pesando aproximadamente 25 a 30 g, provenientes do Biotério Central
do Centro de Ciéncias Agrérias da UFPI, para a realizagédo do teste cometa e avaliacdo da genotoxicidade.
Os animais serdo mantidos sob condi¢cdes monitoradas de temperatura equivalente a 26 =+ 1 °C, com livre
acesso a racéo tipo pellets (Purina®) e agua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a fase
clara de 6h:00 as 18h:00.

Com a realizacdo da pesquisa, sera analisada a atividade esquistossomicida in vitro do &cido
anacardico, catequina e epicatequina, na qual sera realizada segundo a metodologia descrita por Pellegrino
e Siqueira (1956).

Para a realizagdo do teste cometa em Allium cepa, a genotoxicidade dos isolados serd avaliada
conforme metodologia descrita Radi¢ et al, (2010) com adaptacdes. No teste serdo utilizados 55 espécimes
de Allium cepa para a realizacao dos testes. Os espécimes serdo distribuidos em 5 exemplares para cada
concentracdo utilizando 3 concentracdes diferentes tanto para a catequina como para a epicatequina e
acido anacardico (125, 250 e 500 pg/mL), além do controle negativo (CN) com agua destilada e o controle
positivo (CP) com 0,0006 mg/mL de sulfato de cobre. Apds 72 horas serdo coletadas as amostras de
meristemas as quais serdo submetidas ao teste cometa alcalino.

A pesquisa avaliara a citotoxicidade em células tumorais, na qual sera seguida a metodologia do
ensaio do MTT de Mosmann (1983), a citotoxicidade sera investigada contra células tumorais de HL-60, SF-
295, HCT-116 e OVCAR-8, que determina a habilidade das células vivas em reduzir o corante amarelo
brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazdlio (MTT) a um produto violeta, formazan.

Com o ensaio cometa em células sanguineas, hepaticas e medula 6ssea, dos animais (n=10 por
grupo) seré avaliada a atividade genotdxica no organismo dos camundongos tratados com 0s compostos:
acido anacardico, catequina e epicatequina, nas concentragdes de 12,5 mg/kg, 25 mg/Kg e 50 mg/Kg e com
ciclofosfamida, 50 mg/Kg (Controle positivo) e com solu¢éo salina, 1 mL/100g do animal (Controle negativo)
e sera realizado segundo a metodologia de Singh et al, (1988).

Os dados paramétricos serdo analisados por Andlise Variancia (ANOVA), seguido pelo teste de t-
Student-Newman-Keulscomo post hoc teste. Por sua vez os dados ndo paramétricos serao analisados pelo
teste do qui-quadrado (GraphPadPrism® 5.00). As diferencas serdo consideradas significativas quando
p<0,05. Os resultados serao expressos como a média e erro padrao da média.

O projeto tem como resultados esperados a producdo do conhecimento de forma aplicada a
avaliacdo de novos compostos pata tratamento da esquistossomose. Fortalecimento da instituicdo onde o
projeto sera desenvolvido e também na difusdo do conhecimento. Este projeto busca avaliar a agao
esquistossomicida in vitro de compostos isolados do A. occidentale e avaliar a seguranca destes compostos
guanto a acdo genotdxica e citotéxica. Com o desenvolvimento deste projeto os dados serdo apresentados
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em congressos nacionais e internacionais. Através do avango desta pesquisa sera possivel descobrir,
avaliar a capacidade terapéutica de novas substancias para o tratamento da esquistossomose.
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Este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos do gel pilocarpina tépico em epitélio vaginal de ratas
castradas. Para tanto, foi desenvolvida uma formulacdo em gel de pilocarpina e sua caracterizagédo
organoléptica e fisico-quimica. O estudo foi realizado em 40 ratas Wistar possuindo 90 dias de vida e 200 g
de peso. Foram divididas aleatoriamente em quatro grupos: | (estro permanente, controle positivo), Il (ratas
castradas, controle negativo), grupos lll e IV (ratas castradas, experimentais) com 10 animais por grupo. Os
dados foram analisados pelo o teste ndo paramétrico de modelo de regressdo linear, com nivel de
seguranca estabelecido em p<0,05. Os parametros organolépticos (aspecto, cor e odor) e fisico-quimicos
(pH e viscosidade) do gel foram satisfatérios de acordo com a Farmacopeia Brasileira. A espessura epitelial
média e desvio padréo da vagina dos animais nos grupos |, Il, lll e IV foi 195.10+12.23, 30.90+1.14,
28.16+2.98 e 29.84+2.30, respectivamente. A espessura do epitélio vaginal das ratas do grupo | foi
significantemente maior que a dos animais dos grupos I, lll e IV (p<0,0001), enquanto a compara¢ao entre
a das ratas dos grupos I, Ill e IV ndo mostrou diferenca (p=0,0809). Os resultados do presente estudo
mostraram que a pilocarpina sob a forma de gel ndo alterou a espessura do epitélio vaginal de ratas
castradas.

As mulheres na pés-menopausa frequentemente procuram ajuda médica em consequéncia dos
sintomas climatéricos, causados pela faléncia ovariana, tais como ondas de calor, perda de massa 6ssea,
gueixas urinarias e, principalmente, secura vaginal e dispareunia, decorrentes da atrofia vaginal
(ORTMANN; LATTRICH, 2012). A atrofia vaginal decorrentes do hipoestrogenismo s&o tratados,
principalmente, por meio do uso de estrogénios, contudo existem tratamentos alternativos, como hidratantes
para os sintomas e usa lubrificantes para a dispareunia (MAC BRIDE et al., 2010). O uso de estrogénios
por mulheres na pds-menopausa, portadoras de canceres horménio dependentes e atrofia vaginal é
contraindicado, dai a busca de terapéuticas alternativas.

A propdsito, uma substancia ndo hormonal, cuja pesquisa vem despertando interesse é o cloridrato
de pilorcapina por ser um agonista parassimpaticomimético colinérgico com amplo efeito farmacologico,
com predominante atividade muscarinica que atua principalmente em receptores Ms (WIINN, 1996). Alguns
autores tém demostrado um efeito da pilocarpina sobre a secura ocular e oral de pacientes portadores de
Sindrome de Sjogren, sendo também observada uma melhora significativa da secura vaginal decorrente da
atrofia (VIVINO et al., 1999). Outros autores postularam que a melhora da secura vaginal poderia ser devido
a producao de muco pelas glandulas de Bartholin, todavia ndo comprovaram esta melhora da secura
vaginal em humanos, empregando pilocarpina na concentracdo de 5 mg por via oral no total de 201
pacientes (LOPRINZI et. al., 2011).

Assim, devido a necessidade de melhor estudar terapéuticas alternativas aos estrogénios,
particularmente em mulheres na pés-menopausa com atrofia vaginal, na qual foi investigada, ndo foi
encontrado qualquer estudo em modelos animais de ratas castradas que analisasse o efeito direto da
pilocarpina sobre tecido vaginal, € que concebemos o presente estudo.
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Manipulacao do Gel

A base gel foi manipulada com Carbopol 940° disperso em solucdo de agua destilada com pilocarpina
a 5% e 15%. A formulacéo foi mantida sob agitacdo em temperatura ambiente acrescentando conservante
nipagim (0,1%) e NaOH para gelificacéo.

Avaliagdo da estabilidade preliminar

Verificou o comportamento da formulacdo mediante variacdes extremas de temperatura, com o
objetivo de acelerar possiveis reactes de incompatibilidade entre seus componentes. Para isto, as mostras
dos géis foram submetidas a seis ciclos alternados de 24 h a 45 + 2 °C em estufa (Quimis, modelo —
Q316M2) e 24 h a - 5 £ 2 °C em refrigerador (Eletrolux — DC35A) durante 12 dias e outras trés amostras
permaneceram em temperatura ambiente (entre 20° C e 35°C). Analisou-se 0s parametros organolépticos
(aspecto, cor e odor), valor de pH e viscosidade antes e apds os ciclos. Depois deste periodo, as amostras
foram submetidas também ao teste de centrifugacdo (Centrifuga — Centribio® - 3.000 rpm/30 min),
utilizando-se 5 g de amostra. Mediante a qualquer sinal de instabilidade, os géis seriam submetidos a uma
reformulacéo.

Parametros organolépticos

Observou as caracteristicas organolépticas de cada amostra (aspecto, cor e odor) verificando a
ocorréncia de modifica¢des. O teste foi realizado por meio da inspecéo visual.

Determinacéo de pH

A analise de pH dos géis foi realizada em pHmetro digital ( PHTeK® ), previamente calibrado com
solugbes tampdo de pH 4,0 e 7,0, determinadas pelo préprio equipamento. O eletrodo foi inserido
diretamente na amostra a temperatura ambiente para verificacdo do potencial hidrogenidnico das
formulacBes. As leituras foram feitas em triplicata para cada amostra correspondendo o resultado a média
dos valores.

Viscosidade

Para avaliacdo da viscosidade foi empregado o viscosimetro rotativo micro processado (Quimis,
modelo Q-860M21) que consiste, basicamente, na medi¢do do requerido para rodar um fuso imerso no gel.
Utilizou-se aproximadamente 50 g de amostra, suficiente para manter a arte do sistema imerso na amostra
e padronizou o “spindle 2”, em quatro velocidades (6, 12, 30 e 60 rpm) o que permite medir eletronicamente
a forca de tor¢&o j& convertida em viscosidade. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e obtido a
média.

Animais

Trinta e uma ratas foram divididas aleatériamente em quarto grupos: groupo | (n=7, estrus
persistente, controle positive), Il (n=7, ratas castratas, controle negativo), Ill (n=8) e IV (n=9), experimentais.
O estro persistente foi conseguido por meio da administracdo subcuténea (s.c.) de propionato de
testosterona no segundo dia de vida. As ratas dos grupos I, lll e IV, aos 90 dias de vida, foram castradas e
receberam por via vaginal gel de veiculo (carbopol), pilocarpina a 5% e pilocarpina a 15%, respectivamente,
durante 14 dias. A seguir, todos os animais foram eutanasiados para remocéo da vagina que foi fixada em
formol 10% para confeccdo de blocos de parafina para estudo histologico. Foi utilizado o teste néo
paramétrico de modelo linear de regressao robusta para analise dos dados (p<0,05).
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O estudo de estabilidade preliminar estdo fundamentados na realizacdo do teste na fase inicial da
evolucéo do produto, que utiliza condicdes extremas de temperatura com a finalidade de acelerar possiveis
reacBes entre seus constituintes e 0 aparecimento de sinais de instabilidade que devem ser observados e
analisados conforme as caracteristicas especificas de cada tipo de produto (ANVISA, 2014).

Tabela 1. Resultados da avaliacdo da estabilidade preliminar do gel de Carbopol® 940 e dos géis de
Carbopol® com pilocarpina nas concentracdes 5% e 15%.

Amostra/Tempo Aspecto pH Viscosidade Centrifugagéo
« Nao houve
Homogéneo, nenhuma
GC(tempo zero) translucido, 5,45 2.114 . o
. instabilidade
incolor P
perceptivel
Conservou as Manteve as
GC(final 6 ciclos) caracteristicas 5,43 2.111 caracteristicas
iniciais iniciais
A Nao houve
Homogéneo, nenhuma
GCP5(tempo zero) translucido, 4,65 2111 . .
. instabilidade
incolor p
perceptivel
Conservou as Manteve as
GCP5(final 6 ciclos) caracteristicas 4,54 2111 caracteristicas
iniciais iniciais
A Nao houve
Homogéneo, nenhuma
GCP15(tempo zero) translucido, 4,57 2.111 . b
. instabilidade
incolor p
perceptivel
Conservou as Manteve as
GCP15 (final 6 ciclos) caracteristicas 4,53 2.119 caracteristicas
iniciais iniciais

GC = gel de carbopol; GCP5 = gel de carbopol com pilocarpina a 5%;
GCP15 = gel de carbopol com pilocarpina a 15%.

Durante o estudo de estabilidade na avaliacdo preliminar, os resultados foram considerados
satisfatorios, pois 0os géis permaneceram estaveis durante os 12 dias de observacdo. Nao foi observados
sinais de instabilidades como sinerese (separacao espontanea homogéneo em duas fases: gel e liquido)
alteracdo da cor, do odor, da aparéncia e da homogeneidade. Segundo Singh e colaboradores (2008), as
caracteristicas organolépticas guardam relacdo com a integridade e a qualidade das amostras e por serem
teste visuais devem ser associados a outros métodos que aumente garantia do produto. A composicao do
gel foi considerada adequada para experiéncia descartando a possibilidade de reformulagéo. A tabela 2
descreve os perfis dos géis, por meio da andlise das caracteristicas citados no ty e ti5.

Para a avaliagdo do parametro de pH foi observado pouca variacdo durante o periodo de estudo de
estabilidade entre os géis. No entanto, h4 uma diferenca do pH do géis com ativo em relagdo gel veiculo
(Tabela 2). ZOPPI e colaboradores (2012), confirmamam em seus experimentos que existe interacdo entre
pilocarpina e o Carbopol, em solu¢éo e no estado sélido, esta relacéo é favorecida pela ligagéo eletrostatica
entre o grupo amino do farmaco e o grupo acido carboxilico do Carbopol. Este fendmeno pode esta
relacionado com a reducado do pH do gel com pilocarpina.

O controle da viscosidade dos géis no estudo da estabilidade é (til, também, para monitorar
indiretamente a degradacdo quimica e estabilidade fisica, pois as alterag6es a nivel molecular podem
produzir mudancgas na viscosidade, além das condi¢des de temperatura (CARVALHO, 2010).
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Tabela 2. Espessura do epitelial vaginal de ratas em estro permanente tratadas com veiculo, grupo |
controle positivo, e ratas castradas I, Ill e IV com tratamento de gel veiculo e de pilocarpina (Média *
Desvio Padrao).

GRUPOS

I Il 1] v

MEDIA +DP 195.10+12.23 30.90+1.14 28.16+2.98 29.84+2.30

Modelo linear de regressao robusta | > II, lll e IV (p<0,0001) Il x Il x IV (p=0,0809).

Figura 1. Fotomicrografias de corte histologico da vagina mostrando o epitélio vaginal (E) de rata em estro
permanente e ratas castradas expostas ao gel veiculo e ao gel com pilocarpina. A figura [A] grupo |, estro
permanente (controle positivo); [B] Grupo Il , gel de carbopol veiculo (controle negativo), [C] Grupo Ill, gel
de carbopol com pilocarpina a 5%( experimental), [D] Grupo IV, gel de carbopol com pilocarpina a 15%
(experimental).

Os resultados morfométricos (Tabela 2) avaliaram o efeito da pilocarpina no tecido epitelial da vagina
porgue constitui um método simples e pratico. O presente estudo mostrou um aumento significante da
espessura do epitélio vaginal de ratas em estro permanente em comparacdo a dos grupos de ratas
castradas tratadas com gel de carbopol e pilopcarpina por via vaginal, ndo havendo diferenca entre as ratas
castradas que usaram apenas veiculo (carbopol) em comparacdo com as que usaram pilorcapina em
diferentes concentrac6es (Figura 2).

Com base nos resultados deste estudo, pode ser sugerido que a formulagdo do gel apresentada é
estavel e, ndo houve alteragdo na morfologia e espessura do epitélio vaginal das ratas castradas.
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A mucosite oral e intestinal € um dos principais efeitos colaterais do 5-fluouracil (5-FU), cisplatina e
irinotecano, antimetabdlitos utilizado na quimioterapia do cancer. A (MOI) afeta mais de 30% dos pacientes
em uso de agentes quimioterapicos, além de ser comum em pacientes submetidos a radioterapia. Diversos
estudos demonstram a atividade biolégica de produtos naturais em modelos experimentais de (MOI). O a-
bisabolol € um sesquiterpeno monociclico isolado de uma variedade de plantas, entre elas a M. recutita.
Esse composto demonstrou diversas atividades bioldgicas entre elas gastroprotetora, antioxidante,
antiinflamatéria, cicatrizante e antimicrobiana. Assim objetivamos investigar o efeito do alfabisabolol sobre a
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MO experimental induzida por 5-FU. Hamsters Sirius machos serdo submetidos a MOI induzida por 5-FU
por duas administracdes intraperitoneal (i.p) de 5-fluorouracil (5-FU) no 1° e 2° dias nas doses de 100 e 200
mg /kg, respectivamente em hamsters (n = 7). O alfabisabolol (100 e 200 mg / kg) sera injetado i.p. 24h
antes e 24h apés o trauma mecéanico da mucosa jugal. O grupo controle recebera apenas solucéo
salina. No 10° dia, os animais serdo sacrificados e os tecidos da mucosa jugal e jejuno serdo colhidos. As
analises macroscopicas e histopatoldgicas (infiltracdo de células inflamatérias, edema, hemorragia e a
formacédo de ulceracfes e abscessos), bem como a analise imunohistoquimica para TNF-a, IL-18, NOSi e
COX-2 sera realizada no tecido mucosa jugal e jejuno. Serdo usados Kruskal Wallis / Dunn como testes
estatisticos sendo considerado p <0,05. O estudo foi submetido ao Comité de Etica em pesquisa animal.

Introducéo

A mucosite € um dos efeitos adversos mais freqlientes e limitantes observados durante a
administragcdo de alguns quimioterapicos, como 5-fluorouracil (5-FU), metotrexato, doxorubicina, bem como
nos regimes de quimioradioterapia concomitante (CHAVES et al., 2007; SOARES et al., 2001).

Pacientes tratados com combinacdes especificas de certas drogas sdo ainda mais susceptiveis ao
desenvolvimento da mucosa, causando sua inflamacéo e ulceracéo. Isso pode originar o desenvolvimento
de infeccdo secundéaria em uma grande proporcdo de pacientes (FELD, 1997). De acordo com o "Common
Toxicity Criteria" (CTC), a mucosite pode ser classificada de acordo com a superficie mucosa acometida
(faringite, estomatite, colite, esofagite, gastrite, vaginite, proctite) (CTCMV, 1999).

Os medicamentos quimioterapicos, incluindo 5-Fluorouracil (5-FU), danificam as células cancerosas,
mas também causa injdria as células da mucosa intestinal, causando mucosite intestinal (TOOLEY et al.,
2006).

Os sintomas iniciais mais frequentes descritos pelos pacientes com mucosite sdo diarreia, dor
abdominal, nduseas, vomitos, sensa¢do de queimag¢do da mucosa oral, eritema, erosdo e ulceragcdo da
mucosa e, embora casos graves possam ser associados com febre, neutropenia, sepse, e até mesmo a
morte (BLIJLEVENS; SONIS, 2007). A incidéncia, gravidade, localizacdo da mucosite séo estritamente
dependentes do protocolo quimioterapico e pode variar a depender do paciente esta utilizando uma ou
multiplas drogas, bem como o regime de dosagem aprovado (KEEFE, 2007; LEMBERSKY; POSNER, 1996;
LIMA-JUNIOR et al., 2012).

Duncan e Grant (2003) propuseram gue a mucosite intestinal se desenvolve através de trés fases
interligadas a disfungéo epitelial: a fase inflamatéria inicial, a fase de degradagdo epitelial, e a
ulceracao/fase bacteriana. Recentemente, Miyazono et al. (2004) demonstraram que a infiltracdo de
neutrofilos e o stress oxidativo foram envolvidos em mucosite intestinal induzida por quimioterapicos
(SOARES et al., 2011).

As manifestagfes intestinais da mucosite incluem uma série de sintomas gastrointestinais e esses
efeitos podem prejudicar significativamente a adesdo do paciente ao tratamento (DUNCAN; GRANT, 2003;
SONIS et al., 2004; XIADONG et al., 2011; LEITAO et al., 2011). Portanto, a mucosite intestinal tornou-se
um dos fatores limitantes do tratamento intensivo do cancer, e hd uma necessidade clinica urgente para a
prevencdo e tratamento da mucosite intestinal induzida por quimioterapia (XIADONG et al., 2011). No
entanto, ndo existe atualmente nenhum produto natural disponivel para o tratamento direto das lesdes da
mucosa intestinal.

O (-) alfabisabolol é um alcool sesquiterpeno natural monociclico encontrado nos 6leos esséncias de
camomila (Matricaria chamomilla), Vanillosmopsis erythropappa e outras plantas. Esse composto tem sido
usado por centenas de anos em cosméticos devido as suas propriedades de cura percebidos na pele
(ROCHA et al.,, 2011; OLIVEIRA, 2011). Diversos estudos demonstram que (-)-a-bisabolol possui uma
variedade de atividades biologicas, tais como despigmentadora (KIM et al, 2008.), atividade anti-fungica
(VILA et al., 2010.), antinociceptiva (LEITE et al., 2011; ROCHA et al., 2011), atividade anti-tumoral
(CAVALIERI et al., 2004; CHEN et al., 2010; DA SILVA et al., 2010; PIOCHON et al., 2009); e atividade
gastroprotetora (BEZERRA et al., 2009).

A atividade anti-inflamatéria do alfabisabolol j& vem sendo estudada por alguns autores em modelos
experimentais. Dessa forma foi demonstrado que o alfabisabolol possui atividade anti-inflamatéria em um
modelo de peritonite, onde inibiu a adesédo e rolamento de leucécitos por um mecanismo dependente de
oxido nitrico, bem como inibiu a expressao do TNF-a (ROCHA et al., 2010). O mesmo alfabisabolol também
mostrou um efeito gastroprotetor em modelos de Ulcera gastrica induzida por etanol, indometacina ou por
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acido acético, e foi capaz de reduzir a hemorragia géastrica além de manter a integridade da mucosa e
diminuicao do estresse oxidativo (BEZERRA et al., 2009; ROCHA et al., 2010; OLIVEIRA, 2011).

Em um estudo realizado por Oliveira e colaboradores em (2011), foi avaliada a atividade antioxidante
do (-) alfabisabolol, verificando que esse composto mostrou grande capacidade antioxidativa, relacionada
principalmente a inibicdo da geracdo de superéxidos, e diminuindo a atividade da catalase. Mostrou-se
também capaz de reduzir as lesGes gastricas associadas a administracdes de etanol, provavelmente pela
reducéo do estresse oxidativo e da atividade da mieloperoxidase no estdmago (OLIVEIRA, 2011). Siqueira
et al (2012) demonstrou propriedades relaxantes sobre a musculatura lisa traqueal de ratos através da
inibicdo dos canais de célcio voltagem-dependentes. Estudos clinicos em um paciente com mucosite oral
induzida por metotrexato devido ao tratamento de artrite reumatoide, a paciente foi tratada com sucesso
através de bochechos de infuso de “camomila” (Matricaria recuttia) que contem o alfabisabolol
(MAZOKOPAKIS et al., 2003).

Atualmente, o tratamento da mucosite intestinal consiste apenas em uma abordagem essencialmente
paliativa, ndo existindo um protocolo de atendimento preventivo e eficaz, provavelmente, devido a
deficiéncia da compreensédo precisa dos mecanismos e mediadores envolvidos nesse processo. Todavia,
estudos mais bem desenhados tornam-se necessarios para confirmar a eficacia clinica do (-) alfabisabolol
na mucosite intestinal experimetal induzida por quimioterapicos. Entretanto, sabe-se que determinados
mediadores inflamatérios, como as citocinas TNF-a e IL-1, sdo importantes na sua patogenia (LIMA et al.,
2005; LEITAO, 2007). Esta também definido a ocorréncia de estresse oxidativo no desenvolvimento dessas
condi¢cdes inflamatorias (SONIS et al, 2004).

Entretanto, existem poucos dados da literatura demonstrando o efeito de produtos naturais sobre a
mucosite intestinal. Todavia, nosso grupo de pesquisa vem ha alguns anos se dedicando ao estudo da
patogénese das doencas inflamatérias do trato gastrintestinal, bem como sua possivel modulagéo
farmacoldgica, tendo publicado alguns trabalhos nesta area (SILVA et al., 200; ROCHA et al.,, 2010;
CERQUEIRA et al., 2012).

Assim, baseado no fato que o alfabisabolol é reconhecido por sua atividade anti-inflamatdria, e que os
produtos naturais sdo uma alternativa terapéutica relativamente barata e utilizada ha milhares de anos pela
populacdo, o objetivo do nosso trabalho serd investigar o efeito do alfabisabolol sobre a prevencdo e
tratamento da mucosite oral e intestinal experimental induzida por 5-Fluorouracil em ratos, através do
estudo de vérios parametros inflamatorios.

A mucosite oral serd induzida por duas administragdes intraperitoneal (i.p) de 5-fluorouracil (5-FU) no
1 °e 2° dias nas doses de 60 e 40 mg / kg, respectivamente em hamsters (n = 5). O alfabisabolol (100 e 200
mg / kg) serd injetado i.p. 24h antes e 24h apds o trauma mecanico da mucosa jugal e intestinal. O grupo
controle recebera apenas solugdo salina. No 10° dia, os animais serdo sacrificados e os tecidos da mucosa
jugal e jejuno serdo colhidos. As analises macroscopicas e histopatolégicas (infiltracdo de células
inflamatdrias, edema, hemorragia e a formacdo de ulceracBes e abscessos), bem como a analise
imunohistoquimica para TNF-a, IL-1B, sera realizada no tecido mucosa jugal e jejuno. Serdo usados Kruskal
Walllis / Dunn como testes estatisticos sendo considerado p <0,05. O estudo sera submetido ao Comité de
Etica em pesquisa animal.

Dessa forma avaliando o papel do alfabisabolol na mucosite, espera-se fornecer informacfes
cientificas que assegurem seu uso pela populacao, indicando o grau de confianca a ser depositado em uma
determinada espécie vegetal.

Assim, espera-se que o alfa bisabolol demonstre atividade antiinflamatéria no modelo de mucosite
oral e intestinal induzida pelos 5-FU. Uma vez que o alfa bisabolol possui caracteristicas antiinflamatorias.
Além disso, esperamos que o alfabisabolol seja capaz de inibir a expressao de citocina inflamatérias como
TNF, IL1 e NFKB e atividade de MPO.
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A isquemia é a situacdo patolégica em que as células tém seu suprimento de oxigénio impedido ou
reduzido, com graves consequéncias. Em cardiomiécitos esse processo pode ocorrer através da interrupcao
(total ou parcial) de artérias que irrigam o miocardio, o que prejudica sua intensa atividade metabdlica e
possibilita a liberagdo de substancias quimicas especificas. Desta forma, os danos s&do bastantes
significativos para 0 organismo, o que ocasiona grande risco de morte. Esse trabalho objetivou elaborar um
resumo atual através de uma revisao sistematica de literatura. Como fontes de pesquisa foram utilizados 9
artigos de periddicos em lingua inglesa, a partir do banco de dados PubMed, e livros. Os descritores
utilizados foram: isquemia do miocérdio, isquemia, reperfusdo. Por meio da revisdo, foi possivel chegar a
identificacdo das caracteristicas histolégicas e bioquimicas advindas da isquemia — que geralmente
proporciona o infarto agudo do miocardio. Além disso, a andlise dos artigos mostrou que a maioria dos
trabalhos sdo pesquisas qualitativas, que se utilizam da descricdo dos mecanismos fisiopatolégicos e da
identificacdo destes por meio de marcadores bioquimicos emitidos por células miocardicas em isquemia
como embasamento de pesquisa. Os estudos abordados foram satisfatérios como fontes de pesquisa e
serviram de subsidio, com relevantes informag¢des em ndmero e especificidade. A analise feita pelo estudo
centrou-se nas alteragbes em células isquémicas para melhor compreenséo, formas de diagnéstico e
tratamento do infarto agudo do miocardio, além de procurar auxiliar o entendimento dos processos que
causam a isquemia e que, consequentemente, levam a morte de cardiomidcitos.

O coracgdo, segundo Rubin et al., (2010) é uma bomba muscular que trabalha incessantemente por
toda a vida humana impulsionando sangue para todo o organismo, que fornece suprimento constante de
nutrientes e facilita a excrecdo de metabdlitos residuais. Seu desenvolvimento embriolégico se inicia, de
acordo com Moore e Persaud (2012), no final da terceira semana quando as células do mesoderma
primitivo migram cefalicamente de cada lado do processo notocordal e em torno da placa precordal, o que
origina o0 mesoderma cardiogénico da area cardiogénica, esse passa a apresentar fungdo pulsatil a partir do
212 dia do desenvolvimento embrionario. E formado por tecido miocardio atrial, ventricular e fibras
modificadas especializadas na formacdo e conducdo do impulso nervoso, que gera um potencial de acao
capaz de contrair ritmicamente o musculo cardiaco — chamado miocardio (GUYTON; HALL, 2011).

Esse musculo é composto por células conhecidas como cardiomidcitos que realizam, principalmente,
a fosforilacdo oxidativa para suprir suas necessidades energéticas. Assim, apresentam grande quantidade
de mitocdndrias, que necessitam de oxigénio para realizar tal processo. Diante disso, os cardiomidcitos sdo
mais vulneraveis a isquemia do que outras células, pois 0 processo anaerdébio de obtencdo de energia
(glicdlise) ndo é suficientemente favoravel as necessidades metabdlicas daquelas células (ROBBINS;
COTRAN, 2010).

A doenca caracteriza-se pela interrupgdo do fornecimento de sangue para o tecido especifico, com
privacdo de oxigénio, configurando-se em uma emergéncia clinica determinada principalmente pela
magnitude e duragdo da interrupgdo do suprimento sanguineo. Ocorre rapida lesédo dos tecidos, devido ao
comprometimento do transporte de substrato para glicélise uma vez que, no processo anaerobio, a geracao
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de energia € interrompida apés o esgotamento do fornecimento de substratos, implicando perda da funcéo
glicolitica (reducédo dos niveis de ATP) e acumulo de lactato (ROBBINS; COTRAN, 2010). Assim, dentre os
principais distlrbios isquémicos responsaveis por morte subita, encontramos o infarto agudo do miocardio
como mais preponderante (KALOGERIS et al., 2012).

Devido ao processo inflamatério, desencadeado pela necrose, hipdxia e isquemia no infarto agudo do
miocardio, alteracbes macroscopicas e microscopicas sdo observadas nas primeiras 24 horas, como
infiltracdo de leucdcitos, desenvolvimento de cicatriz fibrosa e infamagéo aguda. Ocorre evolugdo dos danos
anatémicos e funcionais progressivos de acordo com a intensidade da lesdo. Este trabalho apresenta como
objetivo um resumo atual através de uma revisdo sistematica da literatura, de modo a agregar os
conhecimentos bioquimicos, histologicos e anatdmicos na andlise das alteracdes celulares encontradas no
miocardio apds lesdo isquémica, abrangendo uma compreensdo multifatorial dos mecanismos
consequentes da isquemia.

Esse estudo corresponde a uma revisado bibliografica, de carater descritivo exploratério, que se deu
por meio do levantamento das produgbes cientificas sobre fatores condicionantes das alteracdes
isquémicas em células cardiacas, que utilizou como base de dados, livros e artigos cientificos publicados
em revistas e periodicos especializados.

As bases de dados utilizadas para a coleta foram a Pubmed que fornece acesso aos trabalhos
publicados ao longo dos anos e a BVS (Biblioteca Virtual em Saude) que ofereceu acesso ao banco de
dados do Lilacs e MedLine. Os descritores utilizados foram: isquemia do miocardio, isquemia, reperfusdo. O
processo de busca foi realizado com utiliza¢do dos descritores, leitura do titulo e resumo, leitura flutuante do
artigo na integra, leitura aprofundada e respectiva analise. Para a organizacéo das informagfes contidas
inicialmente em 20 trabalhos cientificos, tiveram-se como critérios de inclusdo os textos completos, idioma
inglés, publicados no periodo de 2008 a 2014. Com isso, foram selecionados 9 artigos, dos quais foram
extraidos os conceitos basicos para identificagdo dos processos fisiopatologicos e diagndstico das
alteracbes em células isquémicas do miocéardio. Assim, foi possivel chegar na identificagdo das
caracteristicas anatdémicas, histolégicas e bioquimicas do infarto agudo do miocardio.

Dos 9 trabalhos cientificos trabalhados, a maioria abordou complicagdes (5 dos artigos pesquisados)
e outros, tratamentos (3 dos artigos analisados), com base em novos métodos diagndsticos e efeitos
desempenhados por metabdlitos (1 artigo encontrado). A analise dos artigos mostrou que a maioria dos
trabalhos sé@o pesquisas qualitativas que utilizam descricdo dos mecanismos fisiopatolégicos e identificagéo
por meio de marcadores bioquimicos de células isquémicas do miocéardio. Através da analise dos 9 artigos
selecionados podemos perceber que de 2008 a 2014 houve uma consideravel producdo de trabalhos sobre
o tema. Podemos observar também que os estudos sobre a tematica direcionaram-se a elucidagcao dos
processos e mecanismos isquémicos, bem como possiveis novas formas de tratamento e identificacéo.

De acordo com os trabalhos pesquisados pdde-se perceber que a isquemia miocardica é fator de
risco altissimo para morte. A isquemia, descrita por Kalogeris e colaboradores (2014), resulta da diminui¢ao
do fluxo sanguineo para determinado 6rgdo e sua gravidade esta relacionada ao tempo de duragdo e
magnitude da lesdo, de modo que os niveis de ATP e a reducéo do pH intracelular resultam do metabolismo
anaerodbio. Para Rubin e colaboradores (2010), a cardiopatia isquémica deriva de uma prévia aterosclerose
coronaria, que torna insuficiente o fluxo arterial cardiaco. Fu e colaboradores (2010), em trabalho
experimental, atestou que o estado isquémico estimula as fibras cardiacas aferentes simpaticas, e isso gera
angina de peito e respostas cardiovasculares.

Segundo Robbins e Cotran (2010), alguns fatores causadores da isquemia, enfatizando a obstrucao
coronaria, por meio de ateromatose ou tromembolia, como principais eventos promotores dessa patologia.
As placas de ateroma sdo formadas a partir de um processo inflamatério das células endoteliais,
determinado pela deposicdo de cristais de colesterol — por meio de lipoproteinas de baixa densidade, as
LDL — com proliferacdo de mondcitos, que irdo se diferenciar em macréfagos. Esses componentes
coalescem e bloqueiam a passagem sanguinea pelo limen vascular formando, ao final, uma placa de
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ateroma fibrosa — devido a proliferacéo de fibras conjuntivas, que formam uma capa — com centro necrotico
e actimulo lipidico extracelular e de cristais de colesterol (SOLOPERTO; CASCIARO, 2012).

Devido a interrupcdo do fluxo sanguineo, ocorre a instalacdo do processo isquémico, implicando em
necrose tecidual devido ao esgotamento das reservas de ATP celular, fato que inativa as ATPases
dependente de calcio (Ca®*), responsaveis por limitar a reabsorcdo do fon calcio pelo reticulo
endoplasmatico, e desencadeia seu acumulo na célula. A consequéncia disso é o aumento da
permeabilidade mitocondrial, que reduz a producdo do ATP e ativa proteases intracelulares, as quais
causam rompimento da membrana plasmatica da célula, com posterior migracdo de neutrofilos, capilares,
fibroblastos e macréfagos para a area necrosada (KALOGERIS et al., 2012).

Com o processo necrotico se instalando, alguns marcadores podem ser identificados, de acordo com
Kierszenbaum (2008) a troponina | especifica dos cardiomidcitos, creatinoquinase e isoenzima MB s&o
marcadores bioquimicos convencionais de necrose no miocardio. Para Miranda e Lima (2011) os
biomarcadores mais utilizados para auxiliar no diagnéstico de isquemia miocardica, por lesdo muscular sédo
a troponina (polipeptidios TnT e Tnl), creatinoquinase fracdo MB (CK-MB), mioglobina e o indicador de
inflamacg&o e homeostase a endotelina-1.

Murphy e Steenbergen (2008) afirmam que muitos mecanismos cardioprotetores mediam um
processo de sinalizagdo celular na mitocondria com o objetivo de reduzir a morte celular ao diminuir a
sobrecarga de ca’ e de espécies reativas de oxigénio, tendo efeito geral na reducdo da lesdo isquémica.
Em meio a reperfusdo, um tratamento comum utilizado apds os infartos, a mitocondria perde a seletividade
de sua membrana, por sobrecarga oxidativa, fazendo abrir o poro de transicdo de permeabilidade
mitocondrial, o que leva a sobrecarga de ca’ e perda do citocromo C (que realiza a retirada de agentes
oxidativos em excesso), piorando a situagao pos-isquemia (PASDOIS et al., 2011).

Ocorrido o infarto, a isquemia que o predisp8e lesa gravemente as células — que néo se regeneram —
e geralmente causam insuficiéncia cardiaca, além de emitirem sinalizadores pré-inflamatérios, como o TNF-
alfa (fator de necrose tumoral alfa), proteina C reativa, interleucina 6 (IL-6), quimiocinas e metaloproteinases
(MONTECUCCO et al.,, 2012). A partir dai, se d& o processo inflamatério, seguido de necrose, com
infiltracdo de macréfagos e leucdcitos ndo induzida por microorganismos, mas com sinaliza¢do também por
citocinas e quimiocinas — e, por isso, chamada inflamacéo estéril — que lesa o parénquima do érgao
justamente devido a infiltracdo de neutréfilos, que dirigem seus agentes citotoxicos, fato que é estimulado
por enzimas como a NADPH-oxidase, que induz a ades&o entre leucécitos e endotélio, e estimula também a
nao liberacdo de 6xido nitrico (NO), reduzindo a distendibilidade coronaria (KALOGERIS et al., 2012).

Dentre os varios biomarcadores detectados quando ocorre a isquemia miocardica, Miranda e Lima
(2011) relatam que na sua investigacdo-diagnéstico devem ser utilizados, no minimo, dois desses
biomarcadores: um precoce, representado pela mioglobina e CK-MB, e um definitivo, representado pela a
troponina e CK-MB. No entanto, para Fu e colaboradores (2010), a endotelina endégena (ET-1) — potente
vasoconstritor — pode apresentar-se como importante sinalizador da isquemia, sendo detectado o aumento
nos niveis séricos desse peptideo no plasma apds tal leséo, uma vez que receptores de endotelina A (ETA)
contribuem na estimulacdo das fibras cardiacas aferentes simpéaticas em resposta a isquemia. Ja Teixeira e
colaboradores (2009) dizem que, devido a inflamacdo em resposta a lesdo isquémica, é liberada a proteina
C-reativa (PCR), uma proteina de fase aguda, que é considerada marcador padrdo-ouro para esse tipo de
inflamacéo.

Diante desses eventos Faghihi e colaboradores (2008) propSem a hipétese de que o ion magnésio
(Mgz+) — aplicado extracelularmente — pode proteger os cardiomiécitos contra a isquemia, devido ao
aumento da resisténcia celular aos efeitos da despolarizacdo da membrana mitocondrial no citosol,
resguardando as células cardiacas contra o estresse metabdlico, pela ativacdo de canais de Karp sensivel
no sarcolema. Quian e colaboradores (2009) relatam que o estimulo da expressdo da proteina térmica 20
(Hsp20) protege o miocéardio do insulto isquémico, por meio do aumento da capacidade de fosforilagéo
dessa proteina, que gera efeito cardioprotetor. Eltzschig e colaboradores (2013) também levantam uma
importante acdo cardioprotetora: a da adenosina. Ela seria usada tanto nos casos de lesdes por reperfusao
como nos de lesdes isquémicas, tornando 0 miocardio mais resistente — ja que a adenosina é uma molécula
gue serve como base para a sintese do ATP — por ndo exigir mais esforco do que ele é capaz apés o
infarto.

Outra possivel estratégia terapéutica para proteger érgédos da isquemia seria a indugéo de episddios
curtos de isquemia e reperfusédo do tecido, de modo que estes adquiram resisténcia ao episédio isquémico
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de longa duragéo, uma vez que a reperfusdo nos primeiros vinte minutos causam menores danos aos
cardiomiécitos devido a menor producdo de espécies de oxigénio reativas (LIM; HAUSENLQOY, 2012).
Dessa forma, percebe-se que estudos tém sido direcionados para descoberta de novas formas de
intervencao e prevencédo contra a isquemia do miocardio.

As alteracdes patoldgicas em células isquémicas do miocardio, de forma resumida, devem ser
entendidas como um conjunto de fatores desencadeados pela falta de suprimentos metabdlicos devido a
interrupcgédo do fluxo sanguineo que, dependendo da duracdo da interrupgédo, leva a uma cascata de reacdes
inflamatérias precedidas de necrose, apoptose e autofagia celular, com respectiva deposicao de tecido
fibroso, leucocitos e macrofagos, além de desencadear a formagédo de radicais livres, como as espécies
reativas de oxigénio, e danos a mitocondria e sua permeabilidade, que podem ser percebidas a nivel
macroscopico com altera¢des funcionais e histologicas.

Os estudos abordados foram satisfatérios como base de pesquisa, servindo de subsidios informativos
importantes, apresentando-se em grande quantidade e especificidade. Este estudo utiliza a compreensao
das alteragcbes patoldgicas em células isquémicas como ferramenta para melhor compreenséo do infarto
agudo do miocardio, e visa a auxiliar o entendimento dos processos multifatoriais causadores da lesao
miocardica, bem como do conhecimento prévio dos fatores desencadeantes da morte dos cardiomidcitos e
possiveis formas de diagndstico e tratamento, como observados em alguns trabalhos abordados.
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As plantas tém sido utilizadas com fins medicinais desde o inicio da civilizacdo humana com a finalidade de
prevencdo, tratamento e cura de diversas doencas. Nas praticas tradicionais da medicina chinesa, diversas
plantas tém sido usadas para tratar distlrbios cognitivos, incluindo doencas neurodegenerativas como a
doenca de Alzheimer (DA). O presente estudo teve por objetivo identificar compostos com potencial inibicdo
da enzima acetilcolinesterase in vitro e in vivo, bem como realizar uma avaliacdo qualitativa e quantitativa
da atividade desses compostos para verificar suas propriedades farmacoldgicas enfatizando na prevencao
e/ou tratamento da DA. O composto analisado foi o Nerolidol, um sesquiterpeno observado em diferentes
Oleos essenciais de plantas medicinais.

A doenga de Alzheimer afeta aproximadamente 10% dos individuos com idade superior a 65 anos e
40% acima de 80 anos. Estima-se que, em 2050, mais de 25% da populagdo mundial sera idosa,
aumentando, assim, a prevaléncia da doenca. As areas cerebrais patologicamente mais afetadas na DA é o
hipocampo e o0 neocértex. Estas areas estdo associadas as fungdes mentais de forma mais predominante.
Um promissor tratamento para doenca é o aumento do nivel de acetilcolina no cérebro usando inibidores da
acetilcolinesterase (AChE), justificando as pesquisas por novos agentes mais eficazes e com menor custo
para a salde humana (FEITOSA, 2011; CARVALHO et al., 2013).

O tratamento para a DA € sintomatico e consiste na tentativa de restauragdo da funcao colinérgica; a
elevacao do nivel da acetilcolina pode se mostrar Util na melhora da deficiéncia da aprendizagem, um dos
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sinais da doenca. Inibidores da acetilcolinesterase (AChE) sdo amplamente usados baseados na hipétese
colinérgica. Inibidores como: tacrina, rivastigmina, donepezil e galantamina, alteram a funcdo colinérgica
central ao inibir as enzimas que degradam a acetilcolina (enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase),
aumentando, assim, a capacidade da acetilcolina de estimular os receptores nicotinicos e muscarinicos
cerebrais (FEITOSA et al., 2007; SERENIKI et al., 2008).

A busca de novos inibidores da AChE de origem vegetal através do método de Ellman constitue em
uma alternativa interessante e viavel (CARVALHO et al. 2013). Dentre os compostos de origem natural os
sesquiterpenos tém revelado uma variedade de atividades bioldgicas como inseticida, anorexigena,
antineoplasica e antimicrobiana (PORTO et al., 2013; GORETTI et al., 2013; ROMERO et al., 2013).

Véarios compostos de origem vegetal encontrados em abundancia na natureza tém sido estudados,
dentre eles o nerolidol, um sesquiterpeno observado em diversos 6leos essenciais de plantas medicinais
como nerol (Citrus aurantium var. Sinensis), gengibre (Zingiber officinale Roscoe), lavanda (Lavandula
angustifélia Miller) e capim lim&o (Cymbopogon citratus (DC.) Stapf) (NETO; SOUSA; FREITAS, 2013).

Dentro da classe dos sesquiterpenos, o nerolidol (3,7,11-trimethyl-1,6,10-dodecatrien-3-ol), € um dos
mais encontrados na natureza e de grande importancia econémica. (QUEIROGA apud GELISNKI; ROSA;
DUQUESNE, 2007). O nerolidol é usado como agente aromatizante pelas indUstrias alimenticias e
apresenta um grande interesse para a industria de cosméticos em virtude de ser um fixador natural (FRIZZO
apud NETO; SOUSA; FREITAS, 2013). O nerolidol € um ingrediente usado na perfumaria como fragrancias
em muitos produtos. Podendo ser encontrado em fragrancias utilizadas em artigos de higiene de pessoal
como cosmeéticos, perfumes, xampus, sabonetes, bem como em produtos de limpeza (IFRA apud NETO;
ALMEIDA; SILVA, 2012).

Nessa perspectiva, o presente estudo pretende identificar compostos com potencial inibicdo da
enzima acetilcolinesterase in vitro e in vivo, bem como realizar uma avaliagdo qualitativa e quantitativa da
atividade desses compostos para verificar suas propriedades farmacolégicas enfatizando na prevencéo e/ou
tratamento da DA.

Material e Métodos

Preparac&o do sesquiterpeno hidroxilado

Para obtencdo do produto, o precursor do sesquiterpeno sera submetida a reacdo em piridina seca
juntamente com anidrido acético sob refluxo. Apés formacéo dos produtos, a mistura serd cromatografada
para isolamento. O produto serd sintetizado e fornecido pelo Prof. Dr. Damido Pergentino de Sousa da
Universidade Federal da Paraiba.

Teste de toxidade frente a Artemia salina L.

Este experimento serd executado conforme a metodologia descrita por Meyer e colaboradores
(1982), com algumas modificagdes.

Para o experimento, serd utilizada uma camara de claro-escuro a qual se adicionard agua do mar e
cerca de 300 ovos de Artemia salina para eclodirem. Em seguida, sera preparada a solugdo-mée na
concentracao de 10000 pug/mL. Para isso, deve-se pesar 0,02 g do 6leo Nerolidol e misturar com 2 mL de
Diclorometano (CH,Cl,). Para a obtencéo de solucBes em diferentes concentragdes, ira se diluir a solugéo-
mae, todas em triplicata. Apds 24 h, a cada tubo contendo as solugbes, sera adicionado uma gota de
Dimetilsulfoxido (DMSO), um pouco de agua do mar e 10 espécimes de A. salina, completando em seguida
o volume de 5 mL com agua do mar em cada tubo. O controle sera feito com agua do mar, DMSO mais
agua do mar e CH,Cl, mais agua do mar, todos em triplicata. A contagem dos sobreviventes e mortos sera
feita apds 24 h.

Avaliacéo da atividade de acetilcolinesterase
a) Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD) - Atividade de inibicdo qualitativa
A substéncia sera dissolvida em metanol para uma concentracdo de 1 mg/mL. A amostra sera

aplicada em CCD, DC Alufolien, Silicagel 60 F,s4, 0,2 mm (Merck), e eluida em cloroférmio: metanol 9:1.
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ApOs a placa ser desenvolvida, a atividade inibitéria sera detectada utilizando revelador baseado no método
de Ellman® adaptado por Rhee e colaboradores (2001). A placa foi pulverizada com DTNB (acido 5,5'-
ditiobis-[2-nitrobenzoico)/ATCI (lodeto de acetiltiocolina) (1 mM DTNB e 1 mM ATCI em tampéao A). Depois
de seca por 3-5 minutos pulverizou-se com 3 units/mL da enzima acetilcolinesterase, tipo VI-s, liofilizada,
292 U/mg sodlida, 394 U/mg proteina (Sigma Chemical Co.) e, em 10 min, foi observado a coloracéo
amarela. Onde houver inibicdo da enzima, serd observado o aparecimento de halos brancos. A coloragéo
desaparece em cerca de cerca de 20 a 30 min. A cafeina é utilizada como substancia padréo.

b) Ensaio em cromatografia de camada delgada (CCD) - Atividade de inibicdo quantitativa

O efeito inibitério da substéncia isolada sobre atividade da enzima acetilcolinesterase in vitro é
avaliada por uma adaptacdo do método espectrofotométrico de Ellman e colabordores (1961) e os
procedimentos para o ensaio estdo detalhados em publicacdes recentes. Para a atividade de inibicao
quantitativa, sera utilizado um espectrémetro Varian Cary NMR. Inicialmente, 100 pyL da amostra
(concentragbes de 1 mg/mL, 0,5 mg/mL; 0,025 mg/mL; 0,0125 mg/mL e 0,00625 mg/mL em solucdo tampé&o
50 mM Tris-HCI, pH 8, e 10% de metanol) sera misturado com 100 pL de AChE (0,22 U/mL em 50 mMol/L
Tris-HCI, tampéao pH 8 , 0,1% BSA) e 200 uL de tampao (50 mMol/L Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA). A mistura
serd incubada por 5 min a 30°C. Posteriormente, 500 pL de acido ditiobisnitrobenzéico (DTNB) (3 mMol/L
em Tris-HCI, pH 8, 0,1 mol/L de NaCl, 0,02 mol/L MgCl) e 100 uL de iodeto de acetiotiocolina (ATCI) (4
mMol/L em &gua) serdo adicionados. Um branco também serd preparado substituindo a enzima AChE com
100 pL de tampéo (50 mMol/L Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA). A reacéo foi monitorada por 5 min em 412 nm e
velocidade inicial (V) gravada. Como controle negativo sera utilizado o Tampéao (0,1% de metanol em 50
mMol/L Tris-HCIl, pH 8, 10%) e o medicamento neostigmina foi usado como padrdo. A atividade
anticolinesterasica (% |) sera calculada de acordo com a seguinte equagéo:

| (%) =1— (Voamostra)x 100

Vo branco

V, amostra e V, branco representam as velocidades iniciais de amostras e branco. Os valores da
concentracao inibitéria de 50% (Clsg) foram obtidos por intermédio de plotagem Log-Probit.

¢) Atividade da enzima Acetilcolinesterase in vivo

Nesse estudo serdo utilizados 50 camundongos Swiss albinos (Mus musculus) adultos com dois
meses de idade com peso variando entre 25 e 30 gramas. Os animais seréo divididos em seis grupos (n=5)
para a avaliacdo do efeito inibitério do composto na atividade da enzima acetilcolinesterase. O primeiro
grupo serd tratado com Tween 80 0,05% dissolvido em solugdo salina 0,9% por via oral (v.0.) (controle
negativo), o grupo controle positivo sera tratado com neostigmina (25, 50 e 75 mg/kg; i.p.), trés outros
grupos serdo tratados com o sesquiterpeno nas doses de 25, 50 e 75 mg/kg (v.0.; n = 5) e 0s outros trés
grupo seréo tratados com Cl nas mesmas doses usadas para o sesquiterpeno.

Apbs os tratamentos, 0s animais serdo colocados em gaiolas de acrilico (30 x 30 cm?) com agua e
racdo ad libitum e observados durante 24 horas para verificacdo dos parametros comportamentais. Durante
esse periodo sera registrado o niamero de morte entre os animais de cada grupo, 0S animais que
sobreviveram ao periodo de observacdo serdo anestesiados pela administracdo de pentobarbital sodico
(10-15 mg/100 g de peso, i.p.) € em seguida, eutanasiados por decapitacéo para a remoc¢éo do encéfalo e
dissecacgédo da area cerebral (hipocampo) em ambos os lados dos cérebros em estudo.

A atividade enzimatica de acetilcolinesterase no hipocampo de camundongos serd medida por meio
de métodos espectrofotométricos e os resultados comparados aos valores obtidos dos grupos tratados com
o veiculo e com neostigmina.

O experimento sera realizado de acordo com o guia de cuidados e usos de animais de laboratério do
Departamento de Saude e Servicos Humanos dos Estados Unidos da América (EUA). Os procedimentos
referentes a eutanasia dos animais estardo em conformidade com o Paragrafo Unico do Artigo 2° da
Resolugdo N° 714, de 20 de Junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV. O
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projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo com Animais da Universidade Federal do
Piaui (003/2011).

Andlises Estatisticas

Os resultados obtidos foram expressos como média + erro padrdo a média (E.P.M). Para avaliar a
significancia das diferencas entre as médias, utilizou-se Analise de Variancia (ANOVA One-way) seguido do
t-Student-Neuman-Keuls como post hoc teste. As diferencas entre as médias foram consideradas

significativas quando o valor obtido para “p” foi menor que 0,05 (p<0,05). A andlise estatistica foi realizada
utilizando o programa estatistico Graph-PadPrism® 5.01 (GraphPadSoftware, San Diego, CA, E.U.A)).

Espera-se que o composto em estudo, nerolidol, depois de realizado todos os testes, apresente um
potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase in vitro e in vivo, e atividades farmacolégicas que permita
Seu uso na prevencao e/ou tratamento da DA.

Com esse composto, por ser de origem vegetal, esperamos também uma diminuicdo no custo
envolvendo farmacos industrializados convencionais no tratamento dos problemas disturbios cognitivos, em
especial, a doenca de Alzheimer e com isso facilitar o acesso da populacdo menos favorecida aos
medicamentos originados dos estudos realizados, oferecendo menor preco em relacdo aos medicamentos
convencionais disponiveis no mercado farmacéutico.
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A doenga de Crohn (DC) é definida como um processo inflamatorio crénico, ndo curavel por tratamento
clinico ou cirdrgico e que acomete o trato gastrointestinal de forma uni ou multifocal, de intensidade variavel
e comprometendo a estrutura da parede do 6rgao afetado. A DC afeta individuos de todas as faixas etarias,
com maior frequéncia em adultos jovens. A terapéutica da DC engloba o tratamento farmacoldgico,
nutricional e cirdrgico, tendo como objetivo controlar a atividade da doenca, bem como a prevencao das
recidivas. Para atingir esses objetivos séo utilizados farmacos de diversas classes farmacolégicas
(aminossalicilatos, corticoides, imunossupressores, antibidticos e agentes biolégicos). Pode ser estimado
gue o uso destes farmacos pode ser inapropriado em varios casos. Estudos relatam que este grupo de
medicamentos pode ter uma alta incidéncia de efeitos colaterais e reacfes adversas. Nesse sentido, o
presente projeto visa acompanhar a utlizacdo do tratamento farmacoldgico convencional e/ou com
imunobioldgicos em portadores da DC no Hospital Universitario (HU) da Universidade Federal do Piauli,
tendo em vista a necessidade da seguranca e eficacia de seu uso, bem como uma melhor qualidade de vida
destes usuarios. Durante o estudo serdo aplicados instrumentos de coleta de dados (Ficha de Notificagédo
de suspeita de Reacdo Adversa a Medicamentos), nos quais deverdo constar informacdes pertinentes a
histéria clinica, hipétese diagnéstica, anamnese farmacoldgica e outros dados de importancia para o projeto
através da coleta sistematica de dados do prontuario. E esperado que com o acompanhamento
farmacoterapéutico dos portadores da DC que seja possivel delinear o perfil das RAMs (Reacdo Adversa a
medicamentos) e levantar os possiveis fatores de risco relacionados a sua ocorréncia, contribuindo para a
literatura especifica em relacdo ao uso racional de medicamentos para a DC no contexto hospitalar.
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Introducéo

A doenga de Cronh(DC) é uma doenca inflamatéria intestinal(DIl) crbnica, recidivante ao longo da
vida e que afeta qualquer porgéo do trato gastrointestinal(TGI), da boca ao &nus. Semelhante a colite
ulcerativa(UC), a outra principal DIl. A DC se manifesta, na maioria das vezes, na segunda e terceira
década de vida, mas os primeiros sintomas da doenca podem ocorrer em qualquer idade. Embora a
etiopatogenia precisa da DC seja desconhecida, varios fatores imunolégicos, genéticos e ambientais que
contribuem para a doenca foram identificados. E referido um desequilibrio entre a tolerancia & microbiota
comensal ou antigenos derivados de alimentos e respostas imune a patégenos. Assim, a inflamacao da
mucosa observada na DC é desencadeada em individuos geneticamente predispostos pelas respostas
imune inata e adaptativa desreguladas (LAASS et al, 2014).

Os sintomas mais comuns da DC séo a diarreia, dor abdominal (célicas), febre, perda de apetite,
anorexia, perda de peso e emagrecimento. Nas Ultimas décadas, a incidéncia da DC aumentou tanto nos
paises ocidentais como nos paises em vias de desenvolvimento. Esta doenga ocorre aproximadamente em
igual proporcéo nos dois sexos (Magro et al, 2012). Manifesta¢cfes extra-intestinais associadas ou isoladas
podem ocorrer e atingem mais frequentemente pele, articulagdes, olhos, figado e trato urinario (HABR-
GAMA et al, 2011).

O diagnéstico da DC resulta da analise de dados clinicos (de anamnese, exame fisico e proctol6gico
completo), endoscopicos, radiolégicos, laboratoriais e histoldgicos. As manifestacdes clinicas sdo mais
frequentemente de natureza inflamatodria, obstrutiva e/ou fistulizante, as quais tm maior ou menor valor
prognéstico. A afericdo da atividade da doenga de Crohn pode ser de dificil realizagdo em decorréncia de
diferentes padrdes de localizacdo da doenga, bem como a presenc¢a de complica¢cdes. A diferenciacdo entre
doenca em atividade e em remissdo pode ser feita por meio do indice de Atividade da Doenca de Crohn
(CDAI, do inglés Crohn’s Disease Activity Index). A doenga é considerada em remissdo quando o CDAI &
inferior a 150; leve a moderada quando o CDAI oscila entre 150 e 219; moderada a grave entre 220 e 450; e
grave ou fulminante quando os valores sdo superiores a 450 (HABR-GAMA et al, 2011).

Devido a etiologia desconhecida e a falta de uma cura, o tratamento da DC é, em grande parte,
empirico, visando reducdo da inflamacéo. A terapéutica convencional consiste, em primeira linha, no &cido
5- aminossalicilico, antibiéticos e corticosteroides. Estes farmacos, especialmente os Ultimos citados,
promovem a melhoria dos sintomas sem modificar o curso da doenca em longo prazo. A utilizagdo
prolongada dos corticoides, primeiros medicamentos utilizados para o tratamento, é associada a efeitos
adversos graves, por vezes irreversiveis. Quanto a antibioticoterapia, o0 metronidazol € eficaz no tratamento
da doenca perianal, e a sua eficacia é tao efetiva quanto a sulfassalazina. A manutencao do tratamento em
longo prazo tende a ser necesséria, pela frequente recidiva apds sua interrupcdo. Entretanto, o uso
prolongado desses farmacos esta relacionado a riscos de neuropatia periférica (LEITE; MATHEUS, 2012).

Nos doentes refratarios os quais as terapias de primeira linha falharam, é feita a imunossupressao
com azatioprina (AZA), 6-mercaptopurina (MP) ou metotrexato(MT), com uso limitado por possuir eficacia
moderada, lento inicio de acéo e efeitos secundarios, portanto, tratamentos alternativos sao cruciais a fim
de permitirem a reducdo de complicagfes, cirurgias e mortalidade. Com os insucessos dos farmacos
anteriormente utilizados, foi verificada a necessidade de outros esfor¢cos para a restauracdo da funcéo
normal do intestino, a partir da supresséo da inflamacgéo e na indugéo da cicatrizacdo da mucosa, que esta
associada com a reducdo de complicacbes graves (hospitalizagcdo e cirurgia), fazendo um diferencial para
um tratamento adequado (LEITE; MATHEUS, 2012).

O Fator de Necrose Tumoral ou FNT (do inglés Tumoral Necrosis Fator ou TNF) é um mensageiro
qguimico(citocina) importante para varias vias pro-inflamatérias e proliferativas da doenca inflamatoria
intestinal, que esta presente em concentragdes elevadas no sangue, mucosa e fezes dos doentes. Ele é
uma das principais citocinas encarregadas de mediar a resposta imune, caracteristica da DC (Leite;
Matheus, 2012). A insuficiéncia cardiaca moderada a grave (grau Ill/IV na classificacdo da New York Heart
Association) € contra- indicacéo absoluta para o uso de agentes anti-TNF (APARICIO; SOUSA, 2013).

Estdo atualmente disponiveis no mercado os anticorpos monoclonais anti-TNF infliximab (IFX),
adalimumab (ADA), certolizumab pegol (CZP) e o natalizumab. O mercado brasileiro s6 dispde dos dois
primeiros. O IFX, sendo o primeiro e 0 mais estudado de todos os anticorpos anti-TNF, é considerado hoje
como sendo especialmente benéfico nos pacientes com DC moderada a severa. Devido ao risco de reacfes
anafilaticas de infusdo, a sua administracdo deve ocorrer em ambiente controlado e com presenca de
resposta médica urgente caso seja necessario. O uso de IFX esta também associado a um risco aumentado
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de desenvolver infeccdes oportunistas, nomeadamente tuberculose, listeriose e histoplasmose, as quais
podem ser fatais quando nao tratadas de forma adequada. Histéria pessoal de patologia do foro neurolégico
deve ser considerada alerta clinico, uma vez que existe relacdo, ainda que ténue, entre o uso do IFX e o
desenvolvimento de doencas desmielinizantes. H4 também que prestar atencdo aos pacientes com
antecedentes pessoais de doenca do foro neoplasico, os quais tém risco aumentado para o
desenvolvimento de linfoma e outras doencas mieloproliferativas (APARICIO; SOUSA, 2013).

De acordo a evidéncia cientifica atual, a melhor alternativa terapéutica de momento é um tratamento
hibrido, definido como uma abordagem “step up” mais agressiva: o clinico deve preservar a associacdo
diretamente proporcional entre o grau de severidade da doenga e a poténcia do tratamento, tendo sempre a
lembranga que quanto mais precocemente forem introduzidos 0s imunossupressores ou 0s agentes
biologicos, melhor sera a evolugdo clinica a longo prazo. No entanto, € necessario contrabalancar estes
efeitos benéficos com o risco de toxicidade destes farmacos, cujos efeitos secundarios adversos a longo
prazo incluem infeccdes oportunistas e doencas de foro mieloproliferativo (APARICIO; SOUSA, 2013).

Baseado nesses dados, propomos constituir um projeto de pesquisa em Farmacovigilancia para
detectar, registrar e analisar reacfes adversas a medicamentos no tratamento convencional e/ou com
imunobioldgicos na Doenga de Crohn dos pacientes com tal moléstia atendidos pelo Hospital Universitario
do Piaui (HU-PI), tendo em vista a necessidade da seguranca e eficacia de seu uso, bem como uma melhor
gualidade de vida destes usuérios.

O projeto foi submetido ao parecer da Comisséo de Etica da UFPI e Hospital Universitario (HU), como
também serdo respeitados todos os direitos dos portadores da DC ao anonimato e a autonomia. Seré
utilizado um termo de consentimento livre esclarecido, no qual o responsavel pelo paciente autorizara ou
nao a sua participacdo no projeto.

O projeto baseado no estudo da Farmacovigilancia do tratamento farmacolégico convencional e/ou
com imunobiolégicos em portadores da DC que sera desenvolvido no Hospital Universitario (HU) da
Universidade Federal do Piaui no municipio de Teresina, Piaui. O HU é um hospital geral com nivel de
atencéo terciario e com esfera administrativa federal mantida pelo SUS. O HU possui 100 leitos ativos e
atende todo o estado do Piaui e estados vizinhos. O HU conta com o servico de acompanhamento clinico
de portadores da Doenca Crohn que atualmente € desenvolvido pelos profissionais de salde das areas de
medicina, enfermagem, farmécia e nutrig&o.

Durante o estudo ser& aplicado um termo de consentimento livre e esclarecido e os instrumentos de
coleta de dados (Ficha de Notificacdo de Rea¢do Adversa a Medicamentos), nos quais deverdo constar as
informacdes pertinentes a histdria clinica, hipotese diagnosticas, anamnese farmacoldgica e outros dados
de importancia para o projeto. Sera iniciada a coleta de dados: realizando o levantamento dos portadores
da Doenca de Crohn que estavam iniciando o tratamento com o acompanhamento desses portadores
através da realizagdo de visitas e coleta sistematica dos dados do prontuario.

Serdo notificadas as suspeitas de RAMs, através do preenchimento da Ficha de Notificagdo de
Suspeita de RAMs e procedera ao preenchimento do formulario para o sistema NOTIVISA da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria; Serdo realizados os estudos dos casos de suspeita de RAM e sua
classificacdo (COELHO et al., 1999).

Na ultima fase do projeto sera criado e introduzido os dados coletados em um banco de dados,
utilizando-se o programa estatistico Epi-info versé@o 6.0; Ser4 feita também a determinacgédo da incidéncia de
RAMs ao tratamento farmacolégico convencional e com imunobioldgicos e os testes de hipotese, bem como
a determinacgédo dos fatores de risco que predispdem o aparecimento de RAMs ao tratamento farmacoldgico
convencional e com imunobioldgicos. Em suma, sera elaborado um relatério técnico e artigos para
publicacdo em revistas cientificas indexadas. Para as analises Estatisticas dos dados serdo usados o0s
testes estatisticos (ANOVA e KrusKal Wallis) para testar a influéncia das variaveis estudadas na ocorréncia
de RAM. Os dados serdo considerados significativos quando p<0.05.

As suspeitas de RAM serdo notificadas na Ficha de Notificacdo de Suspeita de Reacdo Adversa a
Medicamento e encaminhadas ao ANVISA, também seréo classificadas segundo a relacdo de causalidade
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reagao/uso do tratamento farmacoldgico convencional e/ou com imunobiolégicos e segundo a gravidade, de
acordo com a metodologia preconizada pela Organizacdo Mundial de Salde/OMS. Os programas
estatisticos determinardo se ha relacdes de coexisténcia entre as reacdes adversas e o0 tratamento
farmacoldgico convencional e/ou com imunobioldgicos nesse estudo.

APARICIO, A.S.; SOUSA, R. C. Doenca Inflamatéria Intestinal: Manutencdo Clinica e Novos
tratamentos. Dissertacdo (Mestrado em Medicina)- Universidade da Beira Interior, Covilhd, 2013.

COELHO, H.L.; ARRAIS, P.S.D.; GOMES, A.P.; Sistema de farmacovigilancia do Ceard: um ano de
experiéncia. Cadernos de Saude Publica, v.15, n.3, p.631-640, 1999.

HABR-GAMA, A.; CERSKI, C.T. S.; MOREIRA, J.P.T. CASERTA, N.M.G.; OLIVEIRA JUNIOR, O
ARAUJO, S.E.A. Doenca de Crohn intestinal: manejo. Revista da Associacdo Médica Brasileira; v. 57,
n.1, p. 10-13, 2011.

LAASS, M. W.; ROGGENBUCK, D.; CONRAD, K. Diagnosis and classification of Crohn’s disease.
Autoimmunity Reviews, v. 13, p. 467-471, 2014.

LEITE, T. O. C.; MATHEUS, M.E. Infliximab para tratamento da Doenga de Crohn: da descoberta aos
tempos atuais. Revista Brasileira de Farmacia(RBF), v.93, n. 3, p. 298-303,2012.

CS17 - Atividade antioxidante de uma molécula de
Peltophorum dubium (Spreng): poder redutor de ions ferro

Guilherme Antdnio Lopes de Oliveira (PG)**; Sabryna Brena Cunha Fontele (IC)*; Thalys Ribeiro de
Souza Leite (IC)*; Jorge Mauricio David (PQ)?; Rivelilson Mendes de Freitas (PQ)*

1. Laboratério de Pesquisa em Neuroquimica Experimental, UFPI
2. Instituto de Quimica, UFBA

*guilhermelopes@live.com
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O #GB12 pode ser um potencial precursor de novas terapias para uso na medicina e ainda existem poucos
estudos sobre suas caracteristicas fisicoquimicas e seu potencial antioxidante, diante disto, € importante
avaliar suas caracteristicas para ser usada em formula¢des farmacéuticas, dessa forma o presente trabalho
mostra resultados do teste antioxidante que mede a capacidade que uma molécula tem de transformar o ion
Fe3+ em Fe2+. O #GB12 apresentou forte capacidade de reduzir os ions ferro em dose dependente. Por
isto, serdo avaliados outros mecanismos antioxidantes para ajudar nos estudos de delineamento de
uma

formulacdo farmacéutica contendo o #GB12.

A fonte mais rica de diversidade quimica disponivel com aplicabilidade na industria farmacéutica sao
0s produtos naturais oriundos de plantas, animais e microorganismos (OGBOURNE; PARSONS, 2014;
FONSECA, 2014). Cerca de metade de todos os medicamentos usados pela populagdo sdo provenientes
de produtos naturais ou de seus analogos (KOEHN; CARTER, 2009). Com base nas observacdes empiricas
e na medicina popular, o extrato de plantas foi a primeira forma de tratamento medicamentoso usado pela
humanidade e por muito tempo a Unica forma de terapia disponivel (GANESAN, 2008).
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Neste campo de descoberta de novas drogas para fins terapéuticos existem obstaculos muitas vezes
complexos que comecam nha triagem de moléculas e sdo estendidos para os ensaios farmacolégicos,
separacdo quimica e na determinacdo estrutural, mas com os avancos da biotecnologia aliados com a
bioinformatica e a gendmica esses passos podem ser reduzidos e mostram um impacto na elaboracéo de
novas drogas (CRAGG; NEWMAN, 2013).

Na pesquisa para elaboracdo de novas drogas a maior fonte sdo as plantas, pelo fato da grande
diversidade nacional e a vasta gama de moléculas ativas. Uma das familias de plantas mais estudas pela
indastria farmacéutica, de cosméticos e alimenticia € a Fabaceae, com ampla distribuicdo geografica,
possui 745 géneros e mais de 19.500 espécies de leguminosas, sendo a terceira maior familia de plantas
(LEWIS, 2014; WINK, 2013). A molécula de nosso trabalho #GB12 é isolada a partir das raizes da espécie
Peltophorum dubium (Spreng), mais conhecida popularmente no Brasil como Cana-fistula, pertencente a
esta familia, algumas atividades biologicas dessa molécula ja estdo descritas na literatura, como atividade
tripanomicida, antiinflamatéria e efeito hepatoprotetor. A #GB12 pode ser um potencial precursor de novas
terapias para uso na medicina e ainda existem poucos estudos sobre suas caracteristicas fisico-quimicas e
seu potencial farmacoldgico, diante disto, é importante avaliar suas caracteristicas para ser usada em
formulag8es farmacéuticas, dessa forma o presente trabalho mostra resultados do teste antioxidante que
mede a capacidade que uma molécula tem de transformar o ion Fe3+ em Fe2+.

Os antioxidantes naturais possuem potencial efeito na prevencdo de doengas cronicas, pois protegem
0 organismo contra a acdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que sdo os maiores causadores
de danos oxidativos aos lipideos, proteinas e &cidos nucléicos. Diante disto, o objetivo do estudo foi avaliar
o potencial antioxidante do #GB12 através do teste “poder redutor de ions ferro”.

Para este estudo foi utilizada a metodologia descrita por Singhal e colaboradores (2011), com
modificacdes. A mistura reacional foi preparada com #GB12 em diferentes concentracdes (0,1; 0,3; 0,7; 1,5
e 3,0 mM), com 0,5 mL de ferricianeto de potassio 1% e 0,5 mL de tampé&o fosfato de sédio (0,2 M, pH 6.6).
Foi feito incubacao a 50 °C por 20 minutos, depois foi adicionado 0,5 mL de acido tricloroacético 10%, 0,5
mL de agua destilada e 0,150 mL de cloreto férrico (FeClI3) 0,1%. Da mesma forma foi utilizado também o
Trolox como controle nas mesmas concentracfes do #GB12 em molaridade. A absorbéncia da mistura
reacional foi medida em espectrofotdbmetro a 700 nm, o equipamento foi zerado apenas com tampéo fosfato
de sddio.

Os resultados obtidos no presente estudo mostram que o composto #GB12 apresenta
capacidade antioxidante. O poder redutor foi avaliado pela transformacdo do Fe3+ em Fe2+, a reagéo
passa de amarelo para verde, pela capacidade de reduzir os elétrons. Foi observado que aumento dos
valores da absorbancia mostra o quanto a substancia é capaz de reduzir os ions em relagdo ao controle. O
#GB apresentou as seguintes médias e desvio padrao (p>0,05): 0,202 + 0,0 (0,1 mM), 0,348 + 0,0 (0,3 mM),
0,529 + 0,0 (0,7 mM), 0,876 + 0,002 (1,5 mM), 1,326 + 0,01 (3,0 mM). Ja o Trolox, substancia usada como
controle por ser conhecida como potente antioxidante, tendo capacidade de reduzir os ions ferro apresentou
0s seguintes valores: 0,133 = 0,04 (0,1 mM), 0,612 + 0,0 (0,3 mM), 1,253 + 0,01 (0,7 mM), 2,144 + 0,02 (1,5
mM), 2,464 + 0,03 (3,0 mM). De acordo com os resultados observados, os valores do #GB12 e do Trolox
aumentam quando a concentracdo aumenta (dose dependente). Quando o #GB12 é comparado ao Trolox
nas mesmas concentracdes calculadas em molaridade, portanto equivalentes, é observado a molécula
#GB12 (isolada de produto natural) tem grande capacidade de reduzir os ions ferro, mesmo os valores
sendo menores que o controle Trolox (produto sintético).

Portanto a avaliacdo da capacidade que a molécula #GB12 tem de reduzir os ions ferro mostrou que
essa molécula tem a capacidade de transformar Fe®* em Fe®* em dose dependente. Sendo um importante
mecanismo antioxidante, desta forma outros estudos para avaliar outros meios de atividade antioxidante
serdo investigados para subsidiar os estudos de formulag&o farmacéutica a partir da #GB12.
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Os oleos volateis sdo produtos obtidos de plantas mediante destilagdo por arraste com vapor d’agua. As
substancias repelentes ou atraentes das plantas sdo principalmente de natureza terpénica e se apresentam
como moléculas de baixo peso molecular e volatil. Os principais constituintes desses 6leos sdo os
monoterpenos, seguidos pelos sesquiterpenos, e pelos compostos aromaticos de baixo peso molecular. O
Nerol, um alcool primério aciclico, € um monoterpeno utilizado como composto de fragrancia em perfumaria.
Essa substancia pode apresentar atividade atraente, repelente, e até toxica a insetos e microorganismos, e
apresenta efeitos antiespasmaodico. A vetorizacdo de um farmaco é uma operacdo que visa modular e, se
possivel, direcionar totalmente a distribuicdo de uma substancia, associando a um sistema apropriado,
denominado vetor. O nerol apresenta baixa solubilidade aquosa e o delineamento de formas de vetorizacao
deste farmaco, através da complexagdo do mesmo com [-ciclodextrina é uma ferramenta promissora para
solubilizacdo e biodisponobilidade desta substancia, que em estudos recentes demonstrou potencial
atividade esquistossomicida.
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Planta medicinal é todo e qualquer vegetal que contém, em um ou varios de seus 6rgdos, substancias
gue podem ser empregadas para fins terapéuticos ou precursores de substancias utilizadas para tais fins,
sendo amplamente utilizadas pela medicina alternativa (RODRIGUES, 2013).

Os 6leos volateis sdo produtos obtidos de plantas obtidos mediante destilagdo por arraste com vapor
d’agua. Os principais constituintes desses 6leos sdo os monoterpenos, seguidos pelos sesquiterpenos, e
pelos compostos aromaticos de baixo peso molecular (KNAAK, 2010).

Substancias como essas sdo pouco solUveis em agua e apresentam, em geral, problemas de
biodisponibilidade, sendo a dissolucdo o fator limitante para a absorcdo dos mesmos. A solubilidade e a
ionizacdo de farmacos na agua, juntamente com o coeficiente de particdo dos farmacos entre a agua e
lipidios, influenciam a facilidade de passagem através de uma membrana celular, assim como transporte um
farmaco desde sua via de administragdo até o seu sitio de acdo. (KNAAK, 2010).

Diante disto a complexag¢édo de farmacos com ciclodextrinas faz com que as propriedades fisico-
guimicas destes mudem, podendo aumentar a solubilidade em agua, estabilidade quimica e a sua
biodisponibilidade (MELO et al., 2007).

Com isso, este trabalho pretende revisar a literatura cientifica e delinear racionalmente o complexo de
inclusdo nerol com a B-ciclodextrina. Além disso, propde-se a caracterizar fisico-quimicamente o complexo
de inclusdo obtido bem como a mistura fisica.

Materiais

Nerol cedido pelo (SIGMA), Polivinilpirrolidona (PVP K 30), ciclodextrina § (CD). As solucbes serdo
preparadas utilizando reagentes de grau analitico, 4gua destilada e membranas filtrantes de porosidade 28
pm.

Métodos
DIAGRAMA DE SOLUBILIDADE DAS CICLODEXTRINAS

O estudo de solubilidade sera realizado conforme o método descrito por Higuchi e Connors (1965),
em triplicata, adicionando-se excesso de nerol a tubos de ensaio contendo solugBes aquosas da
ciclodextrinas natural, B-CD, em concentracao de (0 — 10 mmolL™). As amostras serdo mantidas em banho-
maria a 37 °C, sob agitagéo, por 2 dias, até obter-se o equilibrio. Aliquotas vao ser retiradas, filtradas em
papel filtro e adequadamente diluidas em agua destilada. O conteddo ser4d determinado em
espectrofotbmetro UV-Vis (Varian modelo AA 50) no LIMAV, no comprimento de onda de 475 nm, a partir
da equacéo da reta y = 0,0198x + 0,0185 (R2 =0,9999) (MEIRELLES, 2012).

PREPARO DOS COMPLEXOS DE INCLUSAO

O complexao de inclusédo do nerol foi preparado empregando a ciclodextrina natural do tipo B-CD pelo
método de malaxagem, na razdo molar 1:1. O método de malaxagem consiste em triturar a massa do
sistema binario nerol: B-CD em gral de porcelana, com auxilio de pistilo, adicionando uma pequena
guantidade de agua destilada, suficiente para obter uma pasta. Em seguida, o gral contendo a mistura vai
ser mantido em banho-maria, sob 37 °C, até secagem completa, protegido da luz. O material resultante sera
triturado, dessecado, e acondicionado em frasco-ampola de vidro hermeticamente fechado, sendo
armazenado em dessecador. Empregado também para obtencdo da dispersdo solida nerol: B-CD, na
proporcéo de 1:1 (p/p)

PREPARO DAS MISTURAS FISICAS
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As misturas fisicas do nerol e ciclodextrina (MF NRL:CD) serdo preparadas mediante pesagem de
guantidade equimolar (1:1) (p/p). A massa de cada sistema binario foi triturada em gral de porcelana, com
auxilio de pistilo, até homogeneizacdo. O material resultante foi acondicionado em frasco-ampola
hermeticamente fechado e armazenado em dessecador de vidro preparadas mediante pesagem de
guantidade equimolar (1:1) e a mistura fisica do nerol e PVP (MF NRL:CD) sera pesada na propor¢céao de
1:1 (p/p). A massa de cada sistema binario sera triturada em gral de porcelana, com auxilio de pistilo, até
homogeneizagdo. O material resultante foi acondicionado em frasco-ampola hermeticamente fechado e
armazenado em dessecador de vidro.

CALORIMETRIA EXPLORATORIA DIFERENCIAL (DSC)

A andlise térmica através de DSC (2920 TA Instruments), sera realizada no Laboratério de Analise de
Combustiveis (LAPETRO) da UFPI, em atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mLmin-1), empregando uma
massa de aproximadamente 5,5 mg, acondicionada em porta-amostra de aluminio, hermeticamente
fechado. Sera realizada a andlise do farmaco puro, a ciclodextrina (B-CD), e as misturas fisicas, os
complexos de inclusdo obtidos por malaxagem e a dispersdo soélida, na faixa de agquecimento de 30 — 350
°C, sob um razéo de aquecimento de 10 °C min™, usando N2 como gas de purga.

ESPECTROSCOPIA NO INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Os espectros de absorcdo no infravermelho por transformada de Fourier serdo obtidos pelo método
de refletancia total atenuada (ATR). As amostras de nerol puro, das misturas suas fisicas e dos complexos
de inclusdo e da dispersédo sélida serao obtidos em Espectrobmetro FTIR (Bruker modelo Vertex 70).
Empregou-se resolucéo de 4 cm™, na faixa de 4000 — 400 cm™, com 32 scans.

DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

A andlises de raios X do nerol puro, das misturas fisicas nerol:CD (MF Nerol:CD) e CD, dos
complexos de incluséo) obtidos por malaxagem, e da dispersé@o sélida serdo realizados, em difratbmetro
(Shimadzu modelo XRD-6000), operando a 40 KV, 30 mA, com varredura angular 26 de 2° min™, variando
de 2 - 40°, utilizando radiacao de cobre.

Delinear e obter complexo de inclusdo do nerol com a B-ciclodextrina, avaliar as caracteristicas fisico-
guimicas dos complexos de inclusdo e mistura fisica obtidos. Com isso, pretende-se um incremento na
solubilidade do nerol, um monoterpeno com atividades farmacoldgicas promissoras, principalmente para ser
empregado como agente anti-helmintico.
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Como caracteristica particular do processo carcinogénico, temos um somatério de fatores que influenciam
diretamente nas etapas da transformacdo celular, sendo que nesta O6tica 0 stress oxidativo esta
intrinsecamente relacionado com a promocao do processo tumoral, desta forma, utilizar substancias com
poder antioxidante € uma premissa valida quando se objetiva regressdo do processo carcinogénico. A
Mimosa caesalpiniifolia Benth é citada em diversos estudos pelo seu potencial antioxidante, sua utilizagdo
como quimiopreventivo neste modelo de carcinogénese in vivo pode gerar resultados para preceder novas
possibilidades de estudo com protétipos de antioxidantes naturais na quimioprofilaxia tumoral, visto que
além da eficacia antioxidante comprovada do estrato, o modelo de carcinogénese vesical € muito apontado
pela literatura como promissor, pois ha grande semelhanca tecidual entre a bexiga animal quando
comparado com a humana. Nesse processo de carcinogénese, pretende-se utilizar o carcinogénio “BBN”,
N-butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina na dieta dos ratos em proporcdo de 0,05%, o esquema de
administracdo sera feito por meio de grupos de controle e avaliagao profilatica, para posteriormente ser
realizado um monitoramento bioquimico, histopatol6gico, imunohistoquimico e hematologico, que objetiva
relatar tracos de alteracfes sistémicas e teciduais provocadas pelo uso da nitrosamina carcinogénica, bem
como os possiveis efeitos preventivos da administracdo da fragcdo de M. caesalpiniifolia Benth concomitante
com o esquema carcinogénico, avaliando o efeito do extrato como antagonista do processo carcinogénico.

De acordo com Grasso, (2008) o carcinoma de bexiga € a quarta causa mais comum de neoplasia
nos homens e a oitava nas mulheres, especificamente no homem tem incidéncia que pode variar de 5 a
10% de todas as neoplasias do sexo masculino. Eufrasio (2011) relata que esse tipo de tumores tem alta
recidiva e baixa prognostica quando o processo de tumoragdo esta avangado, desta forma a
qguimioprofilaxia € comprovadamente uma alternativa consideravel.

Dentro desta 6Gtica e ainda de acordo com Eufrasio, (2011), as vias de inflamacédo e stress oxidativo
estdo diretamente ligadas no processo carcinogénico, portanto, diminuir essa condigdo de desequilibrio é
uma medida que pode apresentar eficacia real. Dessa forma, é relevante o papel das espécies de oxigénio
reativo, como moléculas capazes de promover danos diretos na molécula de DNA, e que de forma indireta,
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sdo também capazes de condicionar dano no DNA através da peroxidacdo lipidica, da oxidacdo de
proteinas e de alteracdes na expressao genética (COUSSENS, 2002).

Apesar de permanentemente sujeitas a stress oxidativo resultante do metabolismo, as células e os
tecidos mantém um equilibrio dindmico entre radicais livres e mecanismos antioxidantes. Como
mecanismos protetores, as células utilizam sequestradores de radicais livres como a glutationa, vitaminas
(C e E), enzimas antioxidantes como catalases, peroxidases e a superoxido dismutase que desempenham
igualmente um papel importante os sofisticados mecanismos de reparagdo do DNA (TEIXEIRA, 2013).

Todavia normalmente o corpo humano é submetido a diversos niveis de stress, e o equilibrio pode
ser rompido por quadros de deficiéncias alimentares, insalubridade ocupacional e/ou exposi¢cdo a agentes
exogenos, deslocando o equilibrio em favor do acimulo de substancias oxidantes e configurando o stress
oxidativo. O dano oxidativo, resultante das espécies de oxigénio reativo livres, pode levar a mutacao de
moléculas de DNA. Dentre varias, existe uma que se destaca pela facilidade da sua medi¢do, comportando-
se como biomarcador de dano oxidativo. Trata-se da 8-hidroxideoxiguanosina 8-OHdG (TEIXEIRA,2013).

Esta molécula de nucleotideo defeituosa é apontada por varias literaturas como mutagénica, que
segundo Roessner (2008), tem a capacidade de emparelhar com residuos de adenina, aumentando a
frequéncia de translocacdes espontineas g:C—T:A. A 8-OHdG pode ser expulsa pelos mecanismos de
reparacdo do DNA e, desta forma, costuma aparecer no plasma.

Nesta Otica, esclarecido da participagédo do stress oxidativo na promocao da transformacao tumoral,
um estudo utilizando um modelo que possa simular uma condi¢do fisiolégica o mais proxima do ser
humano € muito satisfatério, desta maneira Campos,(2013) define o modelo experimental de
carcinogénese vesical induzido pela nitrosamina BBN ( N-butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina em ratos um
modelo ideal para protocolos in vivo, visto que ha notdria semelhan¢a bioquimica e histolégica entre os
ratos e humanos, principalmente no que se refere ao tecido da bexiga. Portanto, o objetivo desse estudo
sera avaliar o potencial de quimioprevenc¢do carcinogénica da fragdo diclorometdmica do caule (FDC) de
Mimosa caesalpiniifolia Benth.

Serdo utilizados quarenta e quatro ratos da espécie Rattus norvegicus de linhagem albina (n=40),
entre 8 e 10 semanas de idade e a selecdo dos ratos pretendera evitar desvios padrdo de peso dos
animais. Estes animais irdo dispor de agua e comida a vontade e serdo submetidos ao regime padrao de
luminosidade (12 h claro e 12 h escuro).

Os animais serdo divididos e organizados em grupos: sendo que o grupo |, recebera na sua dieta
apenas agua com suco de laranja (n=10, controle negativo), o grupo Il, recebera na sua dieta 0,05% de N-
butil-N-(4-hidroxibutil) nitrosamina (BBN) adicionado a agua com suco de laranja (n=10, controle positivo). O
grupo lll receberd na sua dieta a FDC na dose de 50 mg/kg (n=10, avaliacdo fisiolégica). O grupo IV
receberd, além da mesma concentracdo de BBN adicionado a sua bebida, a dose padrdo de 50 mg/kg da
FDC (n=10, avaliacdo quimioprofilatica). Com base no experimento realizado por Teixeira, (2013), o
procedimento tera duracdo de 20 semanas, sendo 08 semanas para a iniciagao, onde os animais receberao
0s carcinogénicos e controles em sua alimentacgéo, e depois, 12 semanas de tratamento completo.

ApoOs o tempo de experimento total, os ratos serdo sedados por uma injecao intraperitoneal de
tiopental 3 mg/kg e as amostras de sangue para os exames bioquimicos serdo colhidos por pungdo na
jugular. Em seguida, os 6rgdos do sistema digestério serdo retirados e pesados, e a bexiga sera pré-
processada por uma injecdo de formaldeido a 4% para possibilitar uma pré-fixacdo para andlise
macroscopica e procedimentos padrdo de histopatologia (coloracdo por hematoxilina/eosina) e
imunohistoquimica (marcacédo de proliferacao celular para Ki-67 e PCNA) e 0 sangue sera processado para
obtencao dos parametros bioquimicos (TGF-beta, TNF-alfa, IL-2, MDA, 8-OHdG e TSA).

Os testes histopatologicos serdo realizados pelo mesmo patologista para evitar discrepancias na
quantificacéo dos resultados. Os marcadores imunohistoquimicos serdo examinados por meio de protocolo
padrao (Biogen®) e as analises bioquimicas e hematoldgicas por equipamentos automatizados (Biogen®).
Todos os testes serdo submetidos a aprovacdo do CEP antes de qualquer manipulacdo ou procedimento
experimental.

Espera-se que a incidéncia tumoral seja reduzida pela acdo antitumoral da fracdo diclorometano de
Mimosa caesalpiniifolia Benth, visto sua poténcia antioxidante real que com base na observacéo de Silva et
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al (2012), pode se dizer que representa um terco do equivalente antioxidante em &acido ascérbico. De
acordo com Silva (2014), a fracao diclorometano da casca da espécie M. caesalpiniifolia Benth apresentou
potencial citotoxico promissor com Clsy variando entre 4,7-7,1 ug/mL para as linhagens SF-295
(glioblastoma) o tipo mais comum de tumor cerebral maligno. Desta forma é valida e bem fundamentada a
hipétese da agdo da fragdo diclorometano de M caesalpiniifolia Benth como quimioprofilatico neste modelo
de carcinogénese vesical, sendo que a comprovagéo desta hipdtese postula a viabilidade de isolamento de
substancias desse extrato para experimentos com principios ativos bem definidos.
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A porfiria aguda intermitente (PAI) é uma doenca genética rara, autossdbmica dominante, decorrente de um
disturbio na via hepética da biossintese do heme-porfirina causado pela reducéo dos niveis da enzima
porfobilinogénio desaminase (PBG-D). A falta de reconhecimento do diagndstico clinico e o uso
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desnecessario de recursos adiam o tratamento especifico, o que leva a um aumento da mortalidade. Essa
revisdo bibliografica teve como objetivo: compreender as informacfes obtidas através da pesquisa
bibliografica sobre Porfiria Aguda Intermitente, discutir sobre as causas, etiologia, diagnéstico e sintomas da
PAI. Foi realizado um estudo exploratdrio por meio de uma pesquisa bibliografica que teve como suporte
tedrico artigos cientificos, que tinham como tema a Porfiria Aguda Intermitente. A pesquisa teve carater
gualitativo. Utilizou-se os bancos de dados SciELO, PubMED, Google Académico, SCOPUS, fontes de
pesquisa importantes na area da saude. Teve-se como resultados que a porfiria aguda intermitente é a
principal porfiria que causa sintomas agudos, que podem ser severos e com risco de vida, mas de curta
duracao. Tipicamente, as crises de PAl ocorrem apos a puberdade e sdo mais frequentes em mulheres do
qgue em homens. Apos andlise dos artigos pesquisados, os pacientes apresentados nos casos clinicos
relatados possuiam quadros clinicos semelhantes com fortes dores abdominais associadas a vomitos, e
evoluiram para alucinacdes, quadriplegia e parada respiratoria.

Segundo Lopes (2008), a porfiria aguda intermitente (PAI) € uma doenca genética rara, autossémica
dominante, decorrente de um distlrbio na via hepatica da biossintese do heme-porfirina causado pela
reducdo dos niveis da enzima porfobilinogénio desaminase (PBG-D). E caracterizada por sinais e sintomas,
geralmente intermitentes, que incluem dor abdominal, nauseas, vomitos, constipagdo ou diarreia, distensdo
abdominal, ileo adinamico, retencdo ou incontinéncia urinérias, taquicardia, sudorese, tremores, febre,
neuropatia periférica, distlrbios hidroeletroliticos e psiquiatricos. Entretanto, existem muitos fatores que
podem precipitar uma crise de PAI, entre estes destaca-se a dieta hipocal6rica e pobre em carboidratos.

De acordo com Arandia (2012), a porfiria aguda deve ser considerada nas possibilidades de
diagnostico em qualquer doente a consultar para a dor aguda abdominal, distarbios neuropsiquiatricos,
neuropatia motora sensitiva periférica e crises disautondmicas hiponatremia. O diagnéstico pode ser
confirmado rapidamente demonstrando niveis elevados de porfobilinogénio (PBG) na urina, com valores
normais de 20 a 200 mg/L, assim como de acido delta-aminolevulinico (ALA) com 1,5 a 7,5 mg/dL em 24 de
urina 3hrs. Terapia hemina intravenosa iniciada o mais rapido possivel é o tratamento mais eficaz, devem
ser identificados e tratados simultaneamente. O diagnéstico precoce e o tratamento adequado melhora
muito o progndstico e preveni o desenvolvimento de complica¢des neuroldgicas cronicas. Este trabalho teve
como objetivo discutir sobre a etiologia, causas, diagnéstico e sintomas da porfiria aguda intermitente.

Foi realizado um estudo exploratério por meio de uma pesquisa bibliografica que teve como suporte
tedrico artigos cientificos, que tinham como tema a Porfiria Aguda Intermitente. A pesquisa teve carater
qualitativo. Utilizou-se os bancos de dados SciELO, PubMED, Google Académico, SCOPUS, fontes de
pesquisa importantes na area da salde. Foram incluidos artigos que abordam o tema porfiria aguda e
porfiria aguda intermitente, e excluidos aqueles que relatam outros casos de porfiria. Os artigos
compreendem entre os anos de 2008 a 2014, sendo que um faz uma revisdo sistematica de artigos
publicados e o0s outros trés artigos relatam casos clinicos da doenca e foi avaliado a pertinéncia do
contetdo por meio de leitura prévia dos resumos dos trabalhos encontrados.

Foram encontrados 32 artigos que tratam do tema Porfiria, mais apenas 4 se encaixaram no estudo
do assunto abordado nessa revisao bibliografica. Os artigos compreendem entre os anos de 2008 a 2014,
sendo que um faz uma revisdo sisteméatica de artigos publicados e os outros trés artigos relatam casos
clinicos da doenca. Foram incluidos artigos em portugués e dois em espanhol e avaliou-se a pertinéncia do
conteddo por meio de leitura prévia dos resumos dos trabalhos encontrados. Apds analise dos artigos
pesquisados nas bases de dados SciELO, PubMED, Google Académico, SCOPUS, os pacientes
apresentados nos casos clinicos relatados possuiam quadros clinicos semelhantes com fortes dores
abdominais associada a vomitos, e evoluiram para alucinag8es, quadriplegia e parada respiratéria (LOPES
et al., 2008). Cada paciente recebeu um tratamento diferenciado de acordo com a manifestacdo da doenca,
dentre eles, reducdo da dor, nauseas e vOmitos com drogas consideradas seguras e suspender
medicamentos porfirinogénicos. O diagnéstico precoce e o tratamento adequado melhora
consideravelmente o progndstico e previne possiveis complicacées na doenca (ARANDIA et al., 2012).
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A perspectiva dos artigos estudados nos mostrou que a porfiria aguda intermitente (PAIl) é a principal
porfiria que causa sintomas agudos, que podem ser severos e com risco de vida, mas de curta duracao.
Tipicamente, as crises de PAI ocorrem apds a puberdade e sdo mais frequentes em mulheres do que em
homens (LOPES et al., 2008). Apesar da porfiria aguda intermitente ser uma doenca rara, deve ser
considerada em pacientes com dor abdominal grave, que pode ser acompanhada de sintomas neuroldgicos
e psiquiatricos. E 0 mais comum e grave caso em porfirias agudas (ARANDIA et al., 2012).

A partir dos estudos realizados sobre o tema, foi visto que existem quatro subtipos de ataques
agudos que causam porfiria: porfiria aguda intermitente, porfiria variegata e déficit coproporfiria, porfiria
hereditaria associada com dehydratase aminolevulinico acido plumboporfiria. Os ataques dos trés ultimos,
produzem efeitos agudos associados com lesdes de pele, apresentam casos de crise neurovisceral, embora
menos grave e menos comum, ao contrario da porfiria aguda intermitente (TORREGROSSA et al., 2011).

Em condicbes normais, a deficiéncia da enzima ndo é suficiente para iniciar as crises. Sao
necessarios outros fatores para induzir os sintomas. Assim, portadores da deficiéncia enzimatica que nao
apresentam quaisquer sintomas, sdo chamados de individuos com PAI “latente” (LOPES et al., 2008).

Foi visto que com base na pesquisa de dados relatada nos artigos, foi constatado que os sintomas
clinicos da PAIl estdo relacionados ao excesso de producdo de precursores de porfirina e aumento da
atividade da enzima ALA sintetase (ALAS) no figado pela acdo de alguns fatores precipitantes, tais como
hormonios esterdides e drogas porfirinogénicos (SANTOS et al., 2010).

Varios fatores contribuem para o curso da doenca, como: alguns farmacos (barbitdricos,
anticonvulsivantes, bloqueadores dos canais de célcio, alguns sedativos, antibiéticos, antifingicos e
horm&nios), uso exacerbado de bebidas alcodlicas, tabaco ou dietas hipocaléricas e pobre em carboidrato.
Além disso, o estresse como resultado de infecgdo, cirurgia ou distarbios psicoldgicos também pode ser
implicado na génese da crise de porfiria (SANTOS et al., 2010).

O diagnostico de porfiria, mesmo em pacientes com crises severas, € usualmente complicado, sé
deve ser realizado alguns meses apoés o inicio do acompanhamento e de varias crises. Precocemente, é
considerado a hipétese diagnoéstica de PAI quando h& histdrico familiar da doencga ou se houver alto indice
de suspeitas. (ARANDIA et al., 2012).

A prevencdo de novas crises é tdo importante quanto o diagnéstico e tratamento precoce, evitando
complicagbes. Para isso, se faz necessario acompanhamento médico periédico associado a medidas
simples como manter uma dieta adequada, evitar drogas porfirinogénicas, alcool, tabaco, atividade fisica
extenuante e stress. Como o risco de suicidio € alto, é recomendado o tratamento psiquiatrico se houver
sinais de depressdo. Deve-se monitorar adequadamente a pressao arterial, pois a hipertensdo prolongada
acelera e aumenta o risco de doencga renal (LOPES et al, 2008). Em manifesta¢des de laboratério, a anemia
causada por uma reducdo na sintese do heme-porfirina em células precursoras eritrdides da medula 6ssea
conduz a uma geragéo de tipo microciticas e anemia hipocrdomicas (SANTOS et al., 2010).

O tratamento de PAI é baseado em terapias especificas para reduzir os niveis de precursores de
heme e os sintomas da doenca. Nos ataques de porfiria, é feito tratamento com hematina (LOPES, et al,
2010). O tratamento das crises consiste em reduzir a dor, nduseas e vomitos com drogas consideradas
seguras, suspender medicamentos porfirinogénicos (SANTOS et al., 2008).

Dos artigos analisados, os relatos dos autores entram em convergéncia quanto ao tema do acima
referido no que se diz sobre a porfiria aguda intermitente ser uma doenca genética autossdmica rara
decorrente de um distdrbio na via hepética da biossintese do heme-porfirina causado pela reducao dos
niveis da enzima porfobilinogénio desaminase (PBG-D) e que a falta de reconhecimento do diagndstico
clinico e 0 uso desnecessario de recursos adiam o tratamento especifico, 0 que leva a um aumento da
mortalidade.

Concluséao

De acordo com os artigos pesquisados, 0s pacientes apresentados nos casos clinicos relatados
possuiam quadros clinicos semelhantes com fortes dores abdominais associada a vémitos, e evoluiram
para alucinac@es, quadriplegia e parada respiratéria. O diagnéstico de porfiria, mesmo em pacientes com
crises severas, é usualmente complicado. O primeiro passo no diagnéstico da PAI é a dosagem ALA e de
PBG na urina, quando o paciente estiver crise. O diagnéstico definitivo, seja em pacientes com sintomas
caracteristicos ou pela forma latente, é realizado pela pesquisa do gene mutante através de teste genético
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molecular. O tratamento de PAI é baseado em terapias especificas para reduzir os niveis de precursores de
heme e os sintomas da doenca.
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Doenca genética de maior prevaléncia no mundo, a doenca falciforme e considerado um grande problema
de saude publica. O presente estudo tem por finalidade apresentar a prevaléncia da doenca falciforme e da
sua heranga genética em recém-nascidos em maternidade publica de referencia na cidade de Teresina,
Piaui, bem como, demonstrar a usa prevaléncia em relacdo a outras capitais no nordeste do pais. Dessa
forma, pretendemos comparar com os indicadores ja publicados no intuito de fornecer subsidios para a
implantacdo da fase Il do teste do pezinho para a criacdo da Rede Estadual da Doenca Falciforme no
estado do Piaui. Foram analisados no presente estudo 1034 (um mil e trinta e quatro) amostras de sangue
de cordao umbilical, foi abservado que Teresina apresentou 0,5% Hemoglobina Falciforme (Hb FS) e 3,4%
Trago falciforme (Hb FAS). A doenga falciforme foi 100% prevalente em RN’s de mulheres de etnia negra ou
parda, onde apresentaram um elevado indice de desinformacao relativos a heranga genética da doenca.

A primeira observacao cientifica da doenca das células falciformes datam de um pouco mais de um
século. Herrick em 1910 observou a forma anormal dos eritrocitos do sangue periférico de um estudante
negro procedente da Jamaica, o qual era portador de um grave quadro anémico acompanhado de ictericia,
complicacBes pulmonares e ulceras de membros inferiores. Em 1917, Emmel observou a transformacéo da
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hemacia na sua forma original, bicncava, para a forma de foice, in vitro, e em 1922, o termo anemia
falciforme foi utilizado por Manson. Em 1927, Hanh e Gillepsie descobriram que a falcizac&o dos eritrécitos
ocorria como conseqiiéncia da exposicao das células a uma baixa tensédo de O2.

Em 1947, Accioly, no Brasil, pela primeira vez havia sugerido que a falciformacao ocorria como
consequéncia de uma heranca autossémica dominante, mas sé em 1949, através dos trabalhos de Neel e
Beet, e que se definiu a doenca somente em estado de homozigose, sendo 0s heterozigotos portadores
assintomaticos. Em 1949, Linus Pauling e colaboradores demonstraram que havia uma diferente migragéo
eletroforetica da hemoglobina de pacientes com anemia falciforme quando em comparacdo com a
hemoglobina de individuos normais. Posteriormente coube a Ingram (1956) elucidar a natureza bioquimica
desta doenca, quando, através de um processo de fingerprint (eletroforese bidimensional associada com
cromatografia), fracionou a hemoglobina e estudou os seus peptideos. Ficou caracterizado que a anemia
falciforme era ocasionada pela substituicdo do acido glutdmico por valina na cadeia B da hemoglobina
(NETO, 2003).

Hoje se sabe que a causa da substituicdo dos aminoacidos e uma mutag&o de ponto (GAG->GTG) no
gene da globina beta da hemoglobina, originando uma hemoglobina anormal, denominada hemoglobina S
(HbS), ao invés da hemoglobina normal denominada hemoglobina A (Hb A). Este gene, que codificaa Hb S,
pode combinar-se com outras anormalidades hereditarias das hemoglobinas, como hemoglobina C (Hb C),
hemoglobina D (HbD), beta-talassemia, entre outros, gerando combina¢des que também séo sintométicas,
denominadas, respectivamente, hemoglobinopatia SC, hemoblobinopatia SD,S/beta-talassemia. No
conjunto, todas essas formas sintométicas do gene da HbS, em homozigose ou em combinacdo, séo
conhecidas como doencas falciformes. Apesar das particularidades que as distinguem e de graus variados
de gravidade, todas estas doengas tem um espectro epidemiolégico e de manifesta¢des clinicas e
hematolégicas superponiveis (BRASIL, 2010).

A Doengca Falciforme (DF) originou-se na Africa, estendeu-se para a Peninsula Arabica, sul da Itélia,
india e foi trazida as Américas pela imigracéo forcada de cerca de 3-4 milhdes de africanos trazidos como
escravos. Considerada a patologia genética de maior prevaléncia mundial, a anemia falciforme, possui uma
freqUiéncia de 25 a 40% em paises africanos. A populagéo brasileira apresenta uma composi¢do de mistura
de trés grupos genéticos: indios, africanos e europeus, sendo a contribuicdo africana advindas de diversos
grupos étnicos. Este grupo veio para o Brasil como escravos, estabelecendo nas varias regides do pais
comunidades de escravos fugidos denominadas quilombos. No campo da saude publica, a énfase na
anemia falciforme como doenca étnico-racial apGia em trés aspectos relacionados a essa patologia que
caracterizariam uma maior suscetibilidade da populacdo negra e parda: origem geogréfica, etiologia
genética e as estatisticas de prevaléncia (BRASIL, 2004; OLIVEIRA 2003; DI NUZZO, 2004; LAGUARDIA,
2006; CANCADO, 2007)

Diante da grave situagcdo dos pacientes falcémicos e da desassisténcia do Estado quanto a politicas
publicas eficientes, ha mais de trinta anos os segmentos sociais organizados de homens e mulheres negras
no Brasil vem reivindicando o diagnostico precoce e um programa de atencdo integral as pessoas com
doenca falciforme (CANCADO, 2007).

Com a pressao politica exercida por esses movimentos, o Governo Federal enfim reconhecendo a
importancia epidemiolégica da doenca falciforme, conforme cita Rodrigues (2010), estabeleceu duas
politicas importantes: a elaboracdo do "Programa Anemia Falciforme (PAF)", em 1996, e a criacdo do
"Programa Nacional de Triagem Neonatal (PNTN)", em 2001, Portaria GM/MS n°822/01, que estabeleceu a
inclusdo de testes para identificacdo da doenca falciforme nos exames de rotina realizados em todos os
recém-nascidos brasileiros, conhecido como "teste do pezinho". Em 2005 houve a criacdo da Politica
Nacional de Atencéo Integral as Pessoas com DF e outras hemoglobinopatias (MARTINS, 2010).

O Ministério da Saude publicou em 2001 através da portaria GM/MS n° 822 que prevé no Programa
Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) o diagnostico, tratamento e acompanhamento de: fenilcetonuria,
hipotireoidismo congénito, fibrose cistica, DF e outras hemoglobinopatias em todo o territério nacional. Com
base, nos dados do PNTN nascem atualmente no Brasil cerca de 2500 crian¢cas/ano com doenga falciforme
e 180.000 portadores do traco falciforme (RAMALHO, 2003). A sua distribuicdo na populacdo ocorre de
forma heterogénea, com maior prevaléncia nos estados que possuem maior concentracdo de afro
descendente, com recorte social entre os mais pobres (BRASIL, 2008).

O presente estudo tem por finalidade apresentar a prevaléncia da doenca falciforme e da sua heranca
genética em recém-nascidos em maternidade publica de referencia na cidade de Teresina, Piaui, bem
como, demonstrar a usa prevaléncia em relacdo a outras capitais no nordeste do pais. Dessa forma,
pretendemos comparar com os indicadores ja publicados no intuito de fornecer subsidios para a
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implantacdo da fase Il do teste do pezinho para a criagdo da Rede Estadual da Doenca Falciforme no
estado do Piaui.

Esse estudo de carater transversal e quantitativo realizado na Maternidade Dona Evangelina Rosa. A
escolha do cenario deu-se pelo fato de ser um hospital de grande porte e referencia na rede municipal a
assisténcia a gestante de alto risco, mantendo a referencia estadual no atendimento. Realizou-se a coleta
de 1034 (um mil e trinta e quatro amostras) oriundas de gestantes das diversas regifes do estado. Os
dados obtidos foram coletados em entrevista previa por académicos, residentes de medicina e obstetras no
momento do pré- parto, no periodo de outubro de 2008 a abril de 2009. No parto realizou-se aplicacdo do
questionario socioecondémico com as variaveis dados pessoais, estado de origem, no de gestacgdes, etnia,
escolaridade, casamento consangiiineo e conhecimento sobre anemia falciforme (apéndice B). Estas acbes
ocorreram apos efetivacdo da assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE) (apéndice
A) por parte da mée.

No momento do parto foram coletados por parte dos profissionais acima citados 5 ml de sangue do
cordao umbilical de recém-nascidos. Os registros referentes a pesquisa, serdo arquivados por um prazo de
5 anos nas dependéncias do Bloco de farmécia, na Universidade Federal do Piaui, sob responsabilidade do
coordenador da pesquisa, Prof. Dr. Leonardo Ferreira Soares. A pesquisa obedeceu aos aspectos éticos
conforme a resolucao 466/2012 do CNS, sendo aprovada pelo comité de pesquisa da Universidade Federal
do Piaui, sob o humero 0181.0.045.000-08. Foram coletados os dados dos gestantes: idade superior a 18
anos; o acompanhamento pré-natal realizado no Instituto de Perinatologia do Piaui (INPPI); disponibilidade
e aceitacdo de responder o questionario voluntariamente; consentir em participar da pesquisa com o termo
de consentimento livre e Esclarecido (TCLE).

As amostras coletadas eram encaminhadas ao laboratorio de hematologia clinica da UFPI, para
realizagdo do diagnostico, onde as analises realizadas através da técnica da cromatografia liquida de alta
performance (HPLC), procedidas no sistema Variant Il (Bio-Rad), fazendo uso do programa sickle cell. Os
dados foram analisados utilizando o pacote estatistico SPSS 17.0 e posteriormente comparados com 0s
dados obtidos de estudo de outras cidades do nordeste.

Foram analisadas no presente estudo 1034 (hum mil e trinta e quatro) amostras de sangue de cordao
umbilical, onde se obtiveram informacdes acerca da presenca da doenca falciforme (FS), sua heranca
genética, o traco falciforme (FAS), em recém-nascidos (RN’s) na cidade de Teresina.

Foi observado, que a doenca falciforme apresentou um n® de 5 RN’s (0,5%) e as hemoglobinas
variantes FAS, FAC, FAD, outras hemoglobinas (E/1A2 elevada), apresentaram respectivamente 39 (3,8%);
9 (0,9); 2 (0,2%) e 5 (0,5 %). A doenca falciforme foi 100% prevalente em RN’s de mulheres de etnia negra
ou parda. Observa-se que Teresina apresentou 0,5% Hb FS e 3,4% Hb FAS fato que pode ser analisado
por o Piaui apresentar uma alta densidade de populacéo negra, possuir uma elevada populacdo de redutos
quilombolas espalhados nas diferentes zonas do estado e, além disso, a MDER ser o hospital materno
infantil de referencia na regido Meio-Norte por estar localizada na capital, que regionalmente reconhecida
como polo de saude. Dessa forma, possibilitam-se um elevado n® de atendimentos as parturientes das
diversas regifes do estado e ate mesmo do Maranh&o, Ceara e Tocantins.

As parturientes apresentaram um elevado indice de desinformacgéo relativo a heranca genética da
doenca, quando perguntadas se possuiam conhecimento sobre a anemia falciforme, apenas 8,8% do total
de maes pesquisadas responderam afirmativamente, indice menor apresentaram as maes de RN'’s
diagnosticados com hemoglobinas variantes, apenas 3,9%. Porem existe énfase na idéia de que as
pessoas informadas podem contribuir para aspectos educativos da doenca, mediar essa ténue fronteira
entre prevencado e reconhecimento das liberdades individuais e coletivas, para sé assim poder auxiliar na
superacgdo desse desafio ndo soO para a saude publica, mas também para os meios de comunicagao (DINIZ,
2006). O Piaui aponta indicadores que o colocam entres os estados do nordeste com uma incidéncia de
elevada na populacdo do gene da hemoglobina S de 3,8% (Hb FAS) e de 0,5% (Hb FS) em neonatos
acompanhados em parto de alto risco, ocupando a segunda posi¢cdo nessa regido dos pais, ficando atras
apenas da Bahia (SOARES, 2012).
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Diante do exposto fica evidente que o estado do Piaui precisa garantir ao individuo com DF o amplo
acesso a saude através de uma politica de atencao integral a essas pessoas desde a triagem neonatal ate
medidas preventivas e tratamento das complicacdes agudas e crdnicas.

Apesar da grande necessidade de implantacdo destes programas, foi observado que no Piaui sédo
lentas as acdes no sentido de beneficiar e melhorar o status de salde das pessoas com DF. Pacientes
ainda sédo atendidos por profissionais despreparados que desconhecem as especificidades da doenca e tem
dificuldades de acesso aos servicos especializados, dentre outros empecilhos para obtencdo de uma vida
melhor.

Nesse sentido, a criacdo do Programa Estadual de Atencdo Integral as Pessoas com Doenca
Falciforme e Outras Hemoglobinopatias em consonancia com o Programa Nacional de Atencédo Integral as
Pessoas com Doenca Falciforme e outras Hemoglobinopatias, € urgente no Piaui. A implementacéo da fase
Il do PNTN (“teste do pezinho”), a garantia de atendimento, o apoio diagnostico, o tratamento, com o acesso
aos medicamentos necessarios (especialmente a Hidroxiureia) e estudos sobre a doeng¢a no estado devem
ser politicas tomadas como prioridades pelo estado do Piaui.

Diante dos dados apresentados e da auséncia da triagem neonatal (“teste do pezinho”) pode ser
identificado de forma evidente a falta de um programa de deteccao sistemética da AF. Fato que aponta para
existéncia de um problema grave de salde publica no Piaui, quando se leva em consideracdo a
mortalidade, sua sub- notificacdo e os problemas de salde enfrentados por estes pacientes que, por falta
de um diagnostico claro e precoce, ndo trataram sua enfermidade em tempo habil para obter os beneficios
de um tratamento preventivo. A alta incidéncia da doencga falciforme e sua heranga genética em RN'’s
nascidos na cidade de Teresina (Pl) observada no presente estudo, trds a tona um importante dado para a
criacdo e consolidacdo de politicas publicas voltadas para essa patologia no Piaui. Onde ate entdo, néo
dispunha destes preocupantes indicadores relativos a doenga em nascidos vivos. Estes indices demandam
urgéncia na implantacdo, da fase Il do (PNTN) no estado, constru¢do da rede de assisténcia e atencéo
multiprofissional ao doente falciforme englobando deste o diagnostico pré-natal ate acompanhamento
multidisciplinar e a consolidagdo dos principios igualitarios da sadde publica para esses pacientes. Com
isso, a efetivacdo dessas propostas e o apoio incondicional prestado pelo Ministério da Saude e possivel
tentar reduzir os impactos desta doenca nos pacientes, visto que essas iniciativas tém apresentados
resultados significativos nas mais diferentes regides do pais.
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das politicas. Ao professor Leonardo por ter sido um grande incentivador dessa causa e me sensibilizar
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Os 6leos essenciais ou 6leos volateis estdo presentes nas plantas aroméaticas e podem apresentar atividade
atraente, repelente e até toxica a insetos e microrganismo. Os monoterpenos sdo metabdlitos secundarios
constituintes de 6leos essenciais que apresentam importantes atividades relacionadas e sdo objeto de
estudo quanto a avaliacdo de suas propriedades. Neste sentido, o nerol, um monoterpeno alcodlico utilizado
como composto de fragrancia em perfumaria, apresentou em estudos recentes efeitos antiespasmadico e
anti-helmintico. As microparticulas sao polimeros que estdo sendo cada vez mais investigados por suas
propriedades de liberacdo sustentada e por alcancar sitios especificos de acdo de farmacos, possuem
diametro maior ou igual a 1 pm. De acordo com os dados ja vistos na literatura, o nerol possui uma baixa
solubilidade o que pode repercutir em diminuicdo da sua biodisponibilidade. Tendo em vista essas
caracteristicas, este estudo prop&e vetorizar o nerol em microparticulas, com a finalidade de melhorar as
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propriedades fisico-quimicas deste bioativo, principalmente no que diz respeito ao incremento na
solubilidade.

Desde os primérdios o homem vem buscando alternativas para melhorar suas condigGes de vida.
Inicialmente procurou recursos ha natureza para aumentar suas chances de sobrevivéncia e acabou
encontrando nas plantas fontes de alimento, onde comecou um longo percurso de manuseio, adaptacéo e
modificacdo dos recursos naturais para o seu proprio beneficio (CHAVES, 2008).

Os monoterpenos sdo substancias de odor agradavel encontrado em uma grande variedade de éleos
essenciais, com ampla aplicacao industrial. Deste modo, é usado em indUstrias de produtos de perfumaria
como constituinte de sabonetes e cosmeéticos, em indistrias de produtos de limpeza como repelente de
insetos, desinfetante e aromatizante, em industrias farmacéuticas como antifingico e anti-séptico. Eles sao
considerados como uma das maiores familias de produtos naturais e percussores importantes para a
producdo biotecnoldgica. Os monoterpenos interferem com a integridade e funcionamento da membrana
celular, através da mudanca de potencial da membrana, perda de material citoplasmatico e inibicdo da
cadeia respiratéria (BAPTISTELLA, 2009; PROBST, 2012).

As microparticulas tem conhecida propriedade de melhorar a disponibilidade de compostos ativos e
permitir uma liberagdo modificada destas. S@o sistemas micrométricos que podem ser classificados de
acordo com a sua constituicdo em: microesferas, que sdo sistemas matriciais; e microcapsulas, que sao
sistemas reservatoérios, contendo uma substancia ativa ou nlcleo rodeado por uma membrana ou
revestimento, os quais possibilitam que se possa direcionar o farmaco ao local de acéo, reduzindo os
efeitos adversos e promovendo muitas vezes uma barreira de protecdo ao ativo frente aos diversos
processos de degradacdo (PERREIRA et al., 2006, PONS, 2011).

A busca por drogas mais solUveis e menos tdxicas e que trate ou previna doencas humanas tem sido
objetivo de vérios estudos. Entre as diversas estratégicas utilizadas para a introducdo de novos farmacos na
terapéutica a vetorizacdo de farmacos através de diversos sistemas mostra-se promissoras. Estes
consistem em operagdes que visa modular e, se possivel, direcionar totalmente a distribuicdo de uma
substancia, associando a um sistema apropriado, denominado vetor (SABINO, 2008).

Este trabalho teve como objetivo principal delinear e obter microparticulas a partir do nerol, um
composto bioativo promissor. Além disso, pretende caracterizar por meio de testes fisico-quimicos em
microparticulas contendo o nerol, para subsidiar estudos futuros de avaliagdo de suas propriedades
terapéuticas, como anti-helmintica, atraente, repelente e até toxica a insetos e outros microrganismos.

Materiais e Métodos

Seré realizado as seguintes pesagens: 1. Poli L- acido lactico-co-acido glicolico (PLGA): 0,225 g,
2.Polietilenoglicol (PEG): 0,125 g, 3.Nerol: 0,015 g, onde serd solubilizado o PLGA em 3 mL de
diclorometano e Nerol e 1,5 mL de diclorometano. Apés solubilizacdo do PLGA adicionar Nerol e lavar o
béquer com o volume restante do solvente (1,5 mL). Deixard em agita¢do por 10 min e solubilizar o PEG em
2 mL de agua Milli-Q. Em seguida sera emulsificado o PEG no PLGA por 1 min & 8000 rpm, em banho de
gelo e posteriormente serd emulsificado a emuls&o simples em PVA 1,25% por 30 seg, 8000 rpm em banho
de gelo, logo apoés levara para evaporacdo do solvente. Seguidamente cobrira o equipamento devido a
luminosidade, apés evaporacao do solvente realizara a centrifugacdo para separacao das microparticulas a
10000 rpm, por 10 min e em seguida realizar trés lavagens com agua Milli-Q e agitard em um voértex as
microparticulas cuidadosamente. No outro dia, realizara a centrifugacdo para separagdo das microparticulas
a 10000 rpm por 10 min e logo apo6s realizar duas a lavagens com agua Milli-Q, onde sera ressuspenso em
trealose 1% (5 mL). Separar o volume em dois tubos de penicilina e cobrir com papel aluminio e filme
plastico (fazer os furinhos para liofilizagdo). Apds isso colocar no freezer branco identificado para
liofilizacao.

O nerol, um monoterpeno extraido do Oleo essencial de plantas medicinais, apresenta baixa
solubilidade e diversas atividades farmacoldgicas descrita na literatura. Com isso € pretendido o
melhoramento solubilidade deste composto e realizar vetorizacdo do nerol em microparticulas. Com isso
serdo avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas do produto obtido. Estes estudos subsidiardo estudos
futuros de avaliagdo da atividade antihelmintica desse composto bioativos.
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Na literatura ha diversos estudos que demonstram as acgfes de terpendides sobre o Sistema Nervoso
Central, desse modo, o limoneno e seus derivados podem ser utilizados para diversos fins, principalmente
como acdo antidepressiva. O projeto pretende fornecer subsidios, particularmente na area dos transtornos
depressivos, de maneira aprofundada, para o desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e melhoria da
morbidade e do sofrimento individual e familiar associado a depressdo além de desenvolver uma
formulacdo farmacéutica soélida a partir de um derivado semissintético do limoneno, baseado em estudos
ndo clinicos objetivando investigar uma possivel atividade em nivel do SNC em modelos experimentais de
depressao e verificar a existéncia de uma relacéo estrutura-atividade da substancia estudada em roedores.
Possibilitando a descoberta de novas substancias com capacidade terapéutica baseada nos compostos
estudados. Serao utilizados camundongos (Mus musculos) da linhagem Swiis, albinos, machos e fémeas,
para o teste do nado forcado. Para caracterizacdo das substancias ativas serdo usados os seguintes
métodos: Analise Térmica por Espectroscopia de Infravermelho (1V), Calorimetria Exploratéria Diferencial
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(DSC), Andlise Térmica por Termogravimetria (TGA) e Estudo de Solubilidade. Os resultados serao
expressos como a média e erro padrdo ou percentagem e analisados estatisticamente utilizando o teste de
Andlise de Variancia (ANOVA) com uma classificacdo (one-way), seguido do Teste de Dunnet e teste t-
Student-Newman-Kewls com post-hoc teste.

Introduggdo

O Brasil encontra-se em uma situacdo geografica privilegiada, o que, por si s, ja justifica a pesquisa
de substancias naturais derivadas de plantas no tratamento de varios distirbios (NOGUEIRA et al., 1998).
Como alternativas para produgéo de novos farmacos, modificagfes estruturais podem ser propostas, em um
processo de biotransformacdo de compostos orgénicos para a obtencdo de grande diversidade de
moléculas, havendo, assim, um aumento da perspectiva de novos fitomedicamentos para o tratamento
clinico de diversas doengas que acometem a salde humana e/ou animal (CARVALHO et al., 2003). As
transformacgdes dos terpenos podem ser realizadas por meio de processos cataliticos envolvendo inUmeros
tipos de reagBes como isomerizagdo, hidrogenacéo, carbonilacdo, oxidacdo, metatese, dimerizacdo e
outras. As metodologias citadas sdo utilizadas normalmente para adicionar maior eficacia ou menor
toxicidade aos monoterpenos (COSTA et al., 2011).

Os psicofarmacos representam uma das mais importantes classes de medicamentos e estao
presentes na vida diaria de boa parcela da populagdo mundial. A importancia atribuida a esses agentes
guimicos pode ser creditada ao seu inestiméavel valor terapéutico, o qual resulta em efeitos fisiolégicos e
psicologicos especificos que possibilitam aos seus usuarios terem uma vida relativamente normal
(ALMEIDA, 2006). As hipéteses etiopatoldgicas das doengas mentais sdo originadas a partir de estudos em
animais sobre os efeitos de drogas sobre o Sistema Nervoso Central (SNC). Os experimentos em animais,
embora sofram as restricées inerentes ao fato de que as caracteristicas dos transtornos humanos, nao séo
passiveis de reproducéo fidedigna, sdo responsaveis, em grande parte, pelo que se sabe atualmente sobre
os efeitos dos psicofarmacos em diversas etapas dos processos de transmissdo sinaptica. Os modelos
experimentais de animais tentam estabelecer um paralelo entre os efeitos comportamentais induzidos pelos
psicofarmacos com os sinais clinicos e/ou neurofisioldgicos em humanos, visando contribuir para a
elucidacao das bases etioldgicas das varias doencas mentais (GORENSTEIN; SCAVONE, 1999).

Na literatura ha diversos estudos que demonstram as ac¢des de terpendides sobre o Sistema Nervoso
Central (PASSOS et al., 2009; GONCALVES et al., 2010). Dentre estas moléculas o limoneno € um dos
constituintes de 6leos essenciais presente em mais de 300 espécies de vegetais. Além disto, dois de seus
enantibmeros sdo os mais abundantes monoterpenos na natureza, bem como sua ampla utilizag&o pode ser
justificada pela baixa estabilidade do anel presente na molécula e a facilidade deste em reagir com acidos e
bases, havendo mudancas conformacionais em sua estrutura. O isdbmero R-(+)-limoneno € encontrado em
Oleos essenciais provenientes da casca de frutas citricas, principalmente laranja, em concentragfes
superiores a 90% em relacdo aos demais terpenos. Devido ao fato de ser facilmente disponibilizado como
residuo da industria de sucos citricos e obtido de fonte renovavel, indistrias como a farmacéutica, quimica e
alimenticia tém demonstrado grande interesse pelos derivados oxigenados do limoneno (CASUSCELLI et
al., 2004).

Desenvolver uma formulagdo farmacéutica sélida a partir de um derivado semissintético do limoneno,
bem como estudo n&o clinico para investigar a possivel atividade em nivel do Sistema Nervoso Central em
modelos experimentais de depressdo e verificar a existéncia de uma relacdo estrutura-atividade da
substancia estudada em roedores.

Materiais e Métodos
Animais

Serao utilizados camundongos (Mus musculos) 20-25 g e dois meses de idade da linhagem Swiiss,
albinos, machos e fémeas, provenientes do Biotério Central de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal

do Piaui (UFPI).

Avaliacdo do efeito antidepressivo do epdxilimoneno
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Para a realizagdo do teste comportamental do nado forcado (PORSOLT et al., 1987) sera utilizado
um tanque de 22 cm de diametro e 40 cm de altura contendo agua fresca a 26 + 1 °C até a metade do
tanque. Os camundongos serdo divididos em sete grupos de sete camundongos e tratados conforme os
protocolos experimentais ja citados. Apés 30 minutos dos tratamentos, os animais serdao colocados, um por
vez, no tanque onde o tempo de imobilidade, em segundos, sera registrado durante cinco minutos. O animal
sera considerado imoével quando permanecer flutuando na &agua, fazendo apenas movimentos suaves
necessarios para manter a cabeca acima da agua.

Caracterizagdo a matéria prima

Para caracterizagdo da substancia ativa serdo usados os seguintes métodos: Andlise Térmica por
Espectroscopia de Infravermelho (IV), Calorimetria Exploratéria Diferencial (DSC), Analise Térmica por
Termogravimetria (TGA) e Estudo de Solubilidade (MORAES; RODRIGUES, 2007).

Analises estatisticas

Os resultados serdo expressos como a média e erro padrdo ou percentagem e analisados
estatisticamente utilizando o teste de Andlise de Varidncia (ANOVA) com uma classifica¢gdo (one-way),
seguido do Teste de Dunnet e teste t-Student-Newman-Kewls com post-hoc teste. (REANMONGKOL et al.,
1994).

Obter uma formulagdo farmacéutica solida de administragdo oral, a partir de um derivado
semissintético do limoneno com possiveis efeitos no Sistema Nervoso Central agindo principalmente como
antidepressivo.
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