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Programacao

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 capacitacéo cientifica-tecnoldgica do Pais no setor, estratégico no complexo industrial da
Saude. Concluiremos com uma viséo retrospectiva das contribuicbes do Laboratério de Avaliagcao 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 Graduagdo 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 é 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 avaliacdo criteriosa na escolha destes materiais para
aplicacdes terapéuticas e o estudo de suas propriedades fisico-quimicas permitem entender a interacéo
destes sistemas com os sitios biolégicos e permitir uma melhor resposta terapéutica. Nesta apresentacao
oral sera realizada uma discussdo sobre as caracteristicas fisico-quimicas e biologicas 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, OLEDs).
Nesse seminario sera dada maior énfase nas aplicacdes biomédicas de biocelulose, a saber, substituto
temporério de pele e sistema de liberagéo 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¢cdo Machado - Local: Auditdrio 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: Obtencéo e caracterizacdo de extrato fluido e extrato seco por aspersédo (spray drying) -
Pés-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 Gragas 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 Saude (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 (CN0O4 a CNO07)

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 - Pds-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 — Sessdes Ciéncias da Vida, da Salde e da Natureza

Ensaios pré-clinicos com o aceturato de diminazeno: uma abordagem contra o 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
Farmécia

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 agao dos farmacos. No sistema nervoso central, essa
técnica pode revelar a acao de um farmaco sobre a ativagdo ou inibigdo de circuitos neurais, sobre a



neurogénese, a morte celular programada, a acdo antioxidante, processos inflamatorios e a atividade de
células gliais modulando sinapses e processos de degeneracéo ou lesdo neuronal. O qPCR 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 Men¢8es Honrosas e Premiacdes.
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CS24 - Desenvolvimento de lipossomas com y-terpineno e
acao cardiovascular em Rattus norvegicus

Kéassia Karoline Leal Barros Gomes (PG)**; Aldeidia Pereira De Oliveira (PQ)? Hercilia Maria Lins
Rolim (PQ)°

1. Universidade Federal do Piaui — Programa de Pds-Graduacédo em Ciéncias Farmacéuticas
2. Universidade Federal do Piaui — Prof. Dra Nicleo em Pesquisa de Plantas Medicinais
3. Universidade Federal do Piaui — Prof. Dra do Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas.

Palavras-chave: Lipossomas. y-terpineno. Anti-hipertensivo.

Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios volateis e caracterizam por serem misturas complexas de
compostos organicos, sdo cada vez mais estudados pelas diversas variedade de propriedades encontradas.
Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas, na sua maioria odoriferas e
liguidas e possuem uma variedade de propriedades biolégicas como: analgésicas, anticonvulsivantes, anti-
inflamatdrias e cardiovasculares. Por ser um composto de baixa solubilidade em agua e tendo assim sua
absorcao dificultada, propde-se o uso de carreadores para contornar essa dificuldade. Os carreadores de
escala manométrica tém mostrado bons resultados. Sédo aplicados para melhorar o perfil farmacocinético
dos farmacos que tém limitada aplicabilidade farmacéutica, em particular apresentam tempo elevado no
sangue facilitando a entrega da droga, de forma eficiente, para o seu sitio alvo-especifico. O projeto visa
encapsular em lipossomas o y-terpineno, nos quais serdo caracterizados quanto as suas propriedades
fisico-quimicas, estabilidade e eficAcia na encapsulacdo do farmaco. As melhores preparacdes
caracterizadas seréo testadas em modelos animais. Como ndo existem estudos que relatem as atividades
do y-terpineno isolado sobre o sistema cardiovascular, propomos avaliar a influéncia dessa biomolécula
sobre o sistema cardiovascular de ratos e, posterior incorporagdo em nanossistemas carreadores como
forma de reduzir a baixa solubilidade e aumentar a biodisponibilidade. Desta forma serdo estudados os
efeitos da administragéo endovenosa da formulacgdo lipossoma-y-terpineno em modelos animais e avaliados
0s parametros biogquimicos.

Os oleos essenciais, metabdlitos secundarios volateis que se caracterizam por serem misturas
complexas de compostos organicos, sdo cada vez mais estudados pelas diversas atividades identificadas.
O y-terpineno € um hidrocarboneto terpénico amplamente distribuido como um constituinte de 6leos
essenciais isolados a partir de uma variedade de fontes vegetais (ROMERO, 2011). Os 6leos essenciais
sdo misturas complexas de substancias volateis lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Séo
produtos naturais que possuem uma variedade de propriedades biolégicas como: analgésicas (ALMEIDA et
al., 2003), anticonvulsivantes, (DE SOUSA et al. 2006) anti-inflamatérias (JUERGENS et al., 2003) e
cardiovasculares (GUEDES et. al, 2002; BASTOS et al. 2009).

Os niveis de y-terpineno encontrados em 6leos essenciais citricos é de 21,3% (SAWAMURA et al,
2000). Tém sido relatados como fungdes fisioldgicas do y-terpineno, atividade sequestradora de radicais in
vitro (CHOI et al, 2000) e efeito antioxidante sobre o LDL in vitro (GRASSMANN et al, 2001). O y-terpineno
apresenta uma poderosa acéo antioxidante capaz de inibir a oxidacdo do LDL (mau colesterol), impedindo
assim que assim cause a arteriosclerose e complicagdes cardiacas posteriores. y-terpineno (presente no
6leo do lim&o), oxida a p-cimeno (ROMERO, 2011).

O estresse oxidativo produzido por radicais livres tem sido implicado na patogénese e progressao de
uma ampla variedade de doencas clinicas como cancer, doencas cardiovasculares, inflamacao, epilepsia,
diabetes e doenca de Alzheimer. O y-terpineno possui uma potente atividade antioxidante quando
comparado ao a-tocoferol (um potente antioxidante natural) e a outros fenodis. Esse comportamento foi
atribuido a presengca de grupos metilenos fortemente ativos na molécula, o que também reflete na
lipofilicidade (ROMERO, 2011).



Os carreadores de escala nanométrica tém mostrado bons resultados e podem ser Uteis para
ultrapassar dificuldades na encapsulacdo de farmacos insolGveis, fotossensiveis e citotéxicos. Sao
aplicados para melhorar o perfil farmacocinético dos medicamentos que tém limitada aplicabilidade
farmacéutica, em particular apresentam tempo elevado no sangue facilitando a entrega da droga, de forma
eficiente, para o seu sitio alvo-especifico (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014). Os
lipossomas sdo vesiculas em que o ndcleo hidréfilo interior é fechado por da bicamada fosfolipidica
relativamente impermeavel. Eles tém recebido atengdo generalizada como um sistema de suporte para
compostos terapeuticamente ativos, devido as suas caracteristicas Unicas, como a capacidade de
incorporar medicamentos hidrofilicos e hidrofébicos, boa compatibilidade, baixa toxicidade, falta de ativacéo
do sistema imune e entrega prevista para compostos bioativos para o local de acdo (MOREIRA, 2013).

Farmacos lipofilicos sdo geralmente quase completamente retidos nas bicamadas lipidicas dos
lipossomas, e, uma vez que sao fracamente sollveis em agua, problemas como perda da droga
encapsulada é raramente encontrados. Drogas hidrofilicas podem tanto serem aprisionadas no interior dos
nacleos aquosos de lipossomas como estarem localizados na fase lipofilica externa, dependendo da
composicao e da técnica de obtencao utilizada. A aplicacdo dos lipossomas por via endovenosa promove
um prolongado tempo de circulacdo no sangue, resultando em acumulo do farmaco nos sitios-alvo de agéo
e aumento da eficacia terapéutica (SPUCH E NAVARRO, 2011).

O projeto visa encapsular em lipossomas o y-terpineno, nos quais serdo caracterizados quanto as
suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e eficacia na encapsulagédo do farmaco. Como ndo existem
estudos que relatem as atividades do y-terpineno isolado sobre o sistema cardiovascular, propomos avaliar
a influéncia dessa biomolécula sobre o sistema cardiovascular de ratos normotensos e posterior
incorporagdo desta molécula sistemas lipossomais. Desta forma serdo avaliados os efeitos da
administracdo endovenosa do y-terpineno livre e na forma formulacdo nanocarreada que apresentar as
melhores caracteristicas fisico-quimicas na fase farmacotécnica e posterior testes dos parametros
bioquimicos.

Material e Métodos

O método escolhido para obten¢do das formulagdes lipossomais contendo y-terpineno € o método da
hidratagdo do filme lipidico (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014). Em resumo, serio
produzidos lipossomas contendo o farmaco teste e fosfatidilcolina de soja, colesterol e/ou fosfolipideos
carregados positivos ou negativamente.

Para avaliacdo da estabilidade acelerada e em longo prazo das formulacdes serdo utilizados testes
gue avaliardo as condi¢des de estresse a que as formulagBes serdo submetidas quando da sua fabricacéo,
transporte e armazenamento. Os parametros avaliados serdo: aspecto macroscopico, a variagdo do pH,
tamanho das particulas e indice de polidispersdo (PDI) (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al.,
2014; LIRA et al., 2009).

O contetdo do principio ativo na formulacdo serd determinado usando cromatografia de alta
eficiéncia (HPLC), onde os nanossistemas serdo diluidos em uma mistura de seus solventes de origem e
submetidos ao processo de sonicacao para dissolu¢do dos lipossomas. (LIRA et al., 2009). A eficiéncia de
encapsulacao sera determinada apés a aplicacdo da técnica ultrafiltracdo. A concentragcéo de principio ativo
encapsulado serd determinado usando HPLC, onde a taxa de encapsulacdo sera calculada em relacao ao
conteudo inicial dosado nas formulagfes, segundo descrito em LIRA et al., (2009).

Para os testes clinicos serdo utilizados em todos os experimentos ratos Wistar fémeas (Rattus
norvegicus) com peso entre 230 a 250 gramas, provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas em
Plantas Medicinais da Universidade Federal do Piaui (UFPI) Todos os experimentos desenvolvidos neste
estudo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da UFPI (CEEA/UFPI n°
008/12). Os procedimentos referentes a eutanasia dos animais serdo em conformidade com a Resolugéo N°
1000, de 2012 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria — CFMV, sob a responsabilidade do Prof. Dr.
Rozeverter Moreno Fernandes (CFMV-PI NO 0290).

O teste de toxicidade aguda sera realizado segundo protocolo experimental Guideline 423 (OECD,
2001) e desenvolvido seguindo normas de cuidados com animais de laboratério e de bem estar animal e
aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA 008/12) da Universidade Federal do
Piaui.
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Os testes bioguimicos serdo realizados segundo Cartdgenes (2009) com modificagcdes. Os
parametros bioquimicos serdo determinados no analisador Biopluss 2000® para os testes: glicose, AST
(Aspartato amino-transferase), ALT (Alanina amino-transferase), colesterol, triglicérides, GSH (L-g-glutamil-
L-cistenilglicina). Os testes bioquimicos de sédio e potassio serdo determinados no analisador de ion
seletivo Easylite®, segundo Cartadgenes (2009) modificado. Os parametros serdo avaliados por trés
métodos diferentes utilizando kits comerciais. Por métodos enzimaticos serdo determinados: glicose, uréia,
creatinina, colesterol, triglicérides. Por métodos cinéticos para uréia, creatinina, AST, ALT, catalase e GSH.
Por método de ion seletivo verificam-se os valores de sédio e potassio. Apds esse procedimento os 6rgaos
(coracao, pulmao, figado e rins) serdo removidos, pesados e analisados morfoldgica e macroscopicamente.

Serdo realizados experimentos in vivo para avaliacdo da atividade cardiovascular através de uma
cirurgia para introdugdo da canula arterial e venosa. Serad realizada apoés aplicacdo de associagao
anestésica de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (14 mg/kg). As ratas terao os membros fixados e a area
inguinal da perna esquerda tricotomizada, desinfectada com 70% de etanol e exposta para a realizacdo da
incisdo na pele de 3 a 4 mm paralelo ao ligamento inguinal. ApGs essa abertura sera possivel visualizar a
artéria femoral, veia e nervo. Uma vez identificadas, essas estruturas serdo separadas dos tecidos
conectivos por uma fita colocada por sob o vaso. O pequeno orificio sera feito no vaso e com o auxilio de
uma pinga sera possivel a introducdo da canula. Os cateteres de polietileno (PE), um segmento de PE-10
(didmetro interno e externo de 0,28 e 0,61 mm, respectivamente), soldado a um segmento de PE-50
(didmetro interno e externo de 0,58 e 0,96 mm, respectivamente), serdo implantados na aorta abdominal e
na veia cava inferior, via artéria e veia femoral esquerda, respectivamente. Apds a insercao e fixacédo, os
cateteres serdo tunelizados subcutaneamente e exteriorizados através de uma incisdo na regido cervical
posterior do animal (scapulae). (BERNDT et al., 2012).

Para Avaliar o efeito da formulagdo sobre a pressédo arterial e frequéncia Cardiaca em ratos as
medidas de PA e FC sera realizada 24 h apés o procedimento cirtrgico pela conexdo do cateter arterial a
um transdutor de pressao pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA) acoplado a um
amplificador (Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota, FL, EUA) e conectado a um micro-computador equipado com
placa conversora analdgico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, Inc., Mansfield, MA, EUA) e com o
programa AQCAD verséo 2.3.9 (AVS-PROJETOS-SP). A frequéncia escolhida para amostragem dos dados
sera de 500 Hz. Para cada ciclo cardiaco, o computador calcula os valores de presséo arterial sistolica
(PAS), diastdlica (PAD) e média (PAM), e o intervalo de pulso (referido como frequéncia cardiaca). (SABINO
et al., 2013). O cateter venoso serd implantado para a administracdo das doses do lipossoma contendo y-
terpineno. As medidas de PA e FC serdo realizadas 24 h apés o procedimento cirdrgico pela conexao do
cateter arterial a um transdutor de pressdo pré-calibrado (Statham P23 ID; Gould, Cleveland, OH, EUA)
acoplado a um amplificador (Modelo TBM-4M, WPI, Sarasota, FL, EUA) e conectado a um micro-
computador equipado com placa conversora analdgico-digital (CIO-DAS16/JR, Computer Boards, Inc.,
Mansfield, MA, EUA) e com o programa AQCAD versao 2.3.9 (AVS-PROJETOS-SP).

Na andlise estatistica 0s valores serdo expressos como média * erro padrdo da média (E.P.M.) dos
dados. As diferencas entre os grupos serdo determinadas através da Andlise de Variancia (ANOVA),
seguida, quando detectada diferenca, pelo teste t-Student-Newman-Keuls com post hoc teste. O nivel de
significAncia para rejei¢céo da hipotese de nulidade serd sempre > a 5 %. Toda a analise sera realizada no
Programa estatistico GraphPadPrism 5.03.

O presente projeto de mestrado ir4 aplicar a tecnologia de incorporagées em nanocarreadores
utilizando lipossomas. E esperado a obtencdo de uma formulag&o lipossomal estavel de boa eficiéncia de
encapsulacdo com a perspectiva de melhorar a estabilidade da molécula do y-terpineno e aumentar a sua
solubilidade em meio aquoso que visa amplificar a sua absorcdo e biodisponibilidade, provavelmente
reduzindo a dose necessdria para veiculagdo, diminuindo possivelmente os efeitos de toxicidade. Os
estudos de DLs, e parametros bioquimicos e hematoldgicos e estudos de atividade cardiovascular do
lipossoma de y-terpineno em modelos de camundongos serdo importantes para o futuro delineamento de
novos farmacos e espera-se verificar a atividade cadioprotetora dessa formulagéo.
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A introducdo de novos farmacos na terapéutica € necessaria para o aperfeicoamento do tratamento de
doencas. O acido ferulico € um acido presente na maioria dos graos, vegetais e frutos, com funcéo
antioxidante (inducéo de enzimas de defesa), associado a reducao do risco de doengas. Um novo derivado
ferulato sintetizado foi avaliado quanto ao seu potencial toxicolégico e genotdxico, e sua atividade
antioxidante. O ferulato de isopentila apresentou atividade de defesa antioxidante celular, demonstrou ser
bem tolerado no teste de toxicidade aguda e mostrou-se genotéxico por meio do ensaio cometa. Assim,
posteriores investigacdes sdo necessarias para a determinacdo da sua seguranca, como também a
aplicagdo de novos testes para confirmar a atividade antioxidante, como um composto com capacidade
farmacolégica.

A introducdo de novos farmacos na terapéutica € necesséria para o aperfeicoamento do tratamento
de doencas ja existentes ou recém-identificadas ou, ainda, para a implementacdo de tratamentos mais
seguros e eficazes (OLIVEIRA et al.,, 2008). O desenvolvimento de um farmaco pode surgir através de
experimentos com produtos naturais ou sintéticos, que tenham similaridade com compostos, com
reconhecida atividade para outras doengas ou através de alvos metabdlicos especificos para uma
determinada célula ou érgao (FIOCRUZ, 2009).

De acordo com um montante continuamente crescente de provas, os efeitos benéficos a salde, da
fitoterapia e dos produtos modernos derivados de plantas medicinais sdo atribuidos aos metabdlitos
secundérios (KORKINA et al., 2011). O &cido ferulico (AF) é um fenilpropandide (exemplo de metabdlito
secundéario) amplamente distribuido entre as plantas. E classificado por um grupo hidroxila aromatico e é
um representante do grupo dos acidos hidroxinamicos. Possui efeitos antioxidantes conhecidos (HYOGO et
al., 2010).

Nos estagios iniciais de desenvolvimento de novos farmacos tem sido dada grande énfase aos
estudos de genotoxicidade, uma vez que, dentre as varias reacdes adversas que um medicamento pode
causar, a ocorréncia de efeitos genotdxicos e carcinogénicos ndo pode ser excluida (BRAMBILLA;
MARTELLI, 2009).

Agentes genotoxicos interagem quimicamente com o material genético, formando adutos, alteracdo
oxidativa ou mesmo quebras na molécula de DNA. Quando a lesdo é fixada, provocando alteracdes
hereditarias (mutagbes), que podem se perpetuar nas células filhas durante o processo de replicagédo, o
agente € denominado mutagénico (REKHA et al., 2006; ABHILASH et al., 2009). As muta¢cdes podem
alterar um Unico gene, bloguear os genes e perder os cromossomos. Mutagbes de pontos alteram a
sequéncia do gene e séo as alteracdes mais frequentes ao DNA e podem ser divididas em substituicdes de
pares de bases, delecdes e insercdes (SLOCZYNSKA et al., 2014).

Um método para a medicdo de danos no DNA é a eletroforese em gel, conhecido como teste do
cometa. Esta técnica € amplamente difundida como uma simples, sensivel e ripida ferramenta para a
avaliacao de danos de DNA e seu reparo em células individuais. O Cometa é uma boa medida do potencial
genotoxico mesmo em estégios iniciais de exposicao (WIDZIEWICZ et al., 2012).



O estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos toxicolégicos e genotdxicos em camundongos, € 0
potencial antioxidante in vivo, de um composto sintético derivado do acido ferulico.

Material e Métodos
CAPACIDADE ANTIOXIDANTE EM LINHAGENS DE Saccharomyces cerevisiae

Para avaliac@o da capacidade antioxidante in vivo do composto derivado ferulato frente aos danos
oxidativos induzidos pelo per6xido de hidrogénio, foram utilizadas linhagens de S. cerevisiae proficiente e
deficientes em sistema de defesa antioxidante. A metodologia utilizada foi do disco central, segundo
Fragoso e colaboradores (2008), com modificac6es. Neste estudo, trés tipos de tratamento antioxidante
foram realizados utilizando as linhagens em fase estacionaria (2x10® células/mL) de S. cerevisiae: pré-
tratamento, co-tratamento e poés-tratamento. Apés 48 horas de incubacdo em estufa a 30°C, foi medido o
halo de inibicdo do crescimento em milimetros (mm) desde a margem do disco de papel-filtro para o inicio
do crescimento celular.

TESTES DE TOXICIDADE E GENOTOXICIDADE
Animais e droga

Foram utilizados camundongos machos e fémeas albinos (Mus musculus) variedade Swiss, adultos
com 2 meses de idade, com peso variando de 25-30 gramas, provenientes do Biotério Central do
Departamento de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Durante todos os experimentos, 0s
animais foram aclimatados a 25 + 2 °C e mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 cm? com ciclo
claro/escuro alternado de 12 horas, receberam ragéo padréo tipo Purina e agua ad libitum. Os experimentos
foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da UFPI sob o ndmero
030/13. O ferulato de isopentila (FI) foi previamente emulsionado em Tween 80 0,05% (Sigma Chem. Co.,
St. Louis, MO, EUA) dissolvido em solucéo salina 0,9%, e administrado por via oral, nas doses 1000, 2000
e 3000 mg/Kg e via intraperitoneal, nas doses 1000, 1500 e 2000 mg/Kg. Os controles receberam veiculo
com o0 mesmo volume e através da mesma via que 0s outros grupos tratados.

Estudo da toxicidade aguda em camundongos

Neste estudo os animais foram divididos em trés grupos de 20 camundongos. Cada grupo foi dividido
em quatro subgrupos com cinco animais (de acordo com 0 sexo e a via de administrag&o). Apos jejum de 12
horas, receberam, por via oral (canula orogastrica) doses do derivado ferulato de 1000, 2000 e 3000 mg/kg,
e por via intraperitoneal doses do ferulato de 1000, 1500 e 2000 mg/kg. Em seguida, os animais foram
colocados em gaiolas com racdo e agua ad libitum e o comportamento geral foi monitorizado com 30
minutos, 1 hora, 2 horas 3 horas, 4 horas e 24 horas, e, em seguida, de 48 em 48 horas, para um total de
14 dias. Os parametros comportamentais foram observados segundo teste hipocratico descrito por Malone
e Robichaud (1962). Os sinais de toxicidade ou morte foram monitorizados. Para a via intraperitoneal, a
DLs, foi determinada.

Anédlise dos pardmetros bioquimicos e hematoldgicos

Para esta analise foram utilizados quatro grupos por via oral: CN (controle negativo, solugdo salina),
Fl; (1000 mg/kg), Fl, (2000 mg/kg), Fl; (3000 mg/kg); e com quatro grupos por via intraperitoneal: CN
(controle negativo, solugéo salina), FI; (1000 mg/Kg), Fl, (1500 mg/kg), Fl; (2000 mg/kg). Cada grupo foi
composto por 05 camundongos machos. Apés 24 horas da administracdo, os animais foram anestesiados
com pentobarbital sédico (40 mg/kg de peso, i.p.) e a coleta do sangue foi realizada por puncéo cardiaca
ventricular. O sangue foi acondicionado em dois tipos de tubo: um com anticoagulante EDTA (Laborlab®)
para determinacdo dos parametros hematoldgicos, e o outro, sem anticoagulante, para obtencdo do soro
para avaliacdo dos pardmetros bioquimicos.

Para analise bioquimica, o material foi centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e, em seguida,
determinados o0s parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST), alanina
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aminotransferase (ALT), colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina e acido Urico. Os ensaios foram
realizados em aparelho automatico Labmax 240 com sistemas comerciais da Labtest®.

Os valores para eritrocitos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina, hematécrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracdo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) foram determinados imediatamente ap0s a coleta através do
analisador automatico de células hematolégicas Advia 120/Hematology Siemens. A contagem diferencial de
leucécitos foi realizada em extensdes coradas com May-Griinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células
foram analisadas e contadas (MALONE, 1977; AL-HABORI et al., 2002).

Atividade locomotora

Este experimento foi realizado com os mesmos grupos de camundongos realizados no teste de
toxicidade aguda, e tratados conforme os protocolos experimentais. A atividade motora dos animais foi
verificada por meio de um campo aberto feito de acrilico (paredes transparentes e piso preto, 30 x 30 x 15
cm) e dividido em 9 quadrantes iguais (ARCHER, 1973). Ap0s sete dias do tratamento, os animais, um por
vez, foram colocados no centro do campo aberto onde o niumero de cruzamentos com as quatro patas
(atividade locomotora espontanea; ALE), nimero de comportamento de autolimpeza (grooming) e o niimero
de levantamentos (rearing), sem encostar-se a parede, foram observados durante o tempo de 5 minutos.
Esses parametros avaliam o grau de sedacdo ou medo (ansiedade) e pode ser alterado pelo uso de drogas
com atividade ansiolitica ou ansiogénica (MARQUES et al., 2013).

Teste cometa do sangue periférico e medula éssea

O teste cometa foi realizado com trés grupos por via oral: CN (controle negativo, solugdo salina), Fl
(3000 mg/mL) e CP (controle positivo, ciclofosfamida); e com trés grupos por via intraperitoneal: CN
(controle negativo, solugéo salina), FI (1500 mg/mL), CP (controle positivo, ciclofosfamida). Cada grupo foi
composto por trés camundongos. Apés 24 horas da administracdo, foram realizados os testes
experimentais. O ensaio cometa foi realizado em condi¢bes alcalinas, pH>13, de acordo com Tice e
colaboradores (2000), modificado por Da Silva e colaboradores (2000).

O sangue foi obtido por puncéo capilar da calda e da medula 6ssea (extraida do fémur do animal).
Apbs coleta foram transferidos 5 uL do sangue e misturados com 95 pL de 0,75% de agarose “lowmellting”
e colocadas em forma de gotas sobre as laminas com pré-cobertura de agarose padrdo e cobertas com
laminulas adequadas. Duas laminas foram preparadas para cada animal de cada grupo. Apods isso, o gel foi
deixado solidificar em temperatura ambiente, mantendo as l&minas na posicdo horizontal, em seguida as
laminulas foram cuidadosamente retiradas. Estas foram postas em cubetas com solugéo de lise gelada e
protegida da luz, por pelo menos 48 horas ou no maximo uma semana, em geladeira. Apds a lise, as
laminas foram acondicionadas em cubeta horizontal com tampéao de eletroforese, ficando em repouso por
20 minutos. Depois, foram submetidas a eletroforese a 25 V e 300 mA por 15 minutos. Apés o término, as
laminas foram retiradas cuidadosamente da cuba eletroforética.

A observacdo foi realizada em microscépio 6ptico no aumento de 100 x com 6leo de imersdo. Foram
analisadas 100 células por animal para determinacao da frequéncia e indice de dano.

Resultados e Discussao

Foram verificados sintomas de toxicidade para todas as doses testadas, tanto por via oral, como
intraperitoneal de ferulato de isopentila, apds doses Unicas no teste de toxicidade aguda. A manifestacao
comum a todos os grupos foi diminuicdo da atividade geral. A mortalidade sé foi evidenciada apoés
administragéo intraperitoneal, que se mostrou crescente com o aumento da dose. A dose letal 50% (DLsg)
calculada da administracdo intraperitoneal foi 1494,54 mg/kg. N&o houve a determinagdo da DLs, por via
oral, pois a dose maxima permitida foi testada e ndo causou mortalidade.

O sangue é um indice importante da condicéo fisiolégica e patolégica em seres humanos e animais e
a parametros medidos sdo geralmente as contagens totais de globulos vermelhos e seus indices,
hemoglobina, hematdcrito, o total de contagem de células brancas do sangue e suas contagens diferenciais,
contagem de plaquetas e parametros bioquimicos, como testes de funcdo hepética e renal (ADENEYE et
al.,, 2010; ODUOLA et al., 2007). No presente estudo, os resultados mostraram que ndo houve diferenca
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significativa dos parametros bioquimicos e hematoldgicos entre os grupos tratados com ferulato de
isopentila e o veiculo, apds 24 horas em camundongos machos. Quando observadas diferencas
significativas, ndo houve associacdo com condicao patoldgica, visto que houve reducdo dos parédmetros
bioquimicos em relacdo ao controle.

Nenhum dos trés parametros no teste de campo aberto foi alterado significativamente quando
comparado com o controle, sugerindo uma auséncia de interferéncia na atividade psicomotora do ferulato
de isopentila.

No ensaio cometa, as doses testadas do ferulato de isopentila causaram genotoxicidade nas células
do sangue e medula éssea, evidenciada tanto pelo indice de dano, como pela frequéncia de dano, quando
comparados ao controle negativo.

O ferulato de isopentila demonstrou atividade antioxidante no teste in vivo em Saccharomyces
cerevisiae, mas € preciso a aplicagdo de novos testes para confirmar a sua capacidade farmacologica. O
estudo de toxicidade aguda em camundongos demonstrou que o ferulato de isopentila pode ser tolerado,
porém, no estudo de genotoxicidade apresentou efeitos genotéxicos em células do sangue e medula éssea.
Assim, posteriores investigacfes sdo necessarias para a determinacédo da sua seguranca.
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Resumo

A dieta e antioxidantes enddgenos previnem danos celulares pela reacdo com radicais livres oxidantes. Por
outro lado, no tratamento do céancer, algumas estratégias adotadas para determinados agentes
qguimioterapéuticos envolvem a geracdo de radicais livres com o objetivo de produzir danos ao material
genético e necrose de células malignas. Sendo assim, uma clara preocupagédo se desenvolve no tocante ao
uso de antioxidantes exdgenos concomitantes ao tratamento quimioterdpico. Neste sentido, o presente
estudo objetiva investigar os efeitos de vitaminas antioxidantes nos danos induzidos ao DNA pelos
antineoplasicos Ciclofosfamida e Doxorrubicina em estudos ndo clinicos com roedores e em
Saccharomyces cerevisiae. Para tanto, serdo investigados os efeitos modulatérios do estresse oxidativo por
meio do Teste do Disco Central utilizando linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e deficientes
em defesas antioxidantes enzimaticas expostas concomitantemente aos antineoplasicos Ciclofosfamida 20
mg/mL e Doxorrubicina 2 mg/mL e vitaminas antioxidantes (A, C e E) 50 mM. Além disso, seréo avaliados
os efeitos genotoxicos por meio do Teste Cometa, bem como mutagénicos, apoptéticos e necréticos por
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meio do Teste de Micronucleos com Bloqueio de Citocinese em linhagens celulares de Sarcoma 180 (S-
180) ATCC cultivadas em meio RPMI 1640. Os resultados esperados neste estudo consistem em
demonstrar os efeitos modulatérios de vitaminas antioxidantes nos danos genotéxicos, mutagénicos e
oxidativos produzidos pelos antineoplasicos, bem como a necessidade de desenvolver novas estratégias
terapéuticas com maior eficiéncia no combate ao cancer.

A perda da capacidade de reparar uma lesdo, seja por reducdo da deteccdo do dano ou por
deficiéncia em algum processo enzimatico de reparacdo, é observada em diversas patologias genéticas
humanas (YAP et al.,, 2014). Por estes motivos, dois sistemas sdo fundamentais para manuten¢éo da
integridade do genoma em humanos, a reparacdo de DNA e a apoptose. As células defectivas em apoptose
sobrevivem com danos excessivos ao DNA, permitindo que o mecanismo de replicacdo perpetue o dano e
origine mutacdes que resultam no desenvolvimento de cancer (BUCHYNSKA et al., 2014).

Em relacdo ao tratamento do cancer, sdo varios os tipos de terapias empregadas, dentre elas a
guimioterapia (MARSH; LIU, 2009). Nesta modalidade de tratamento, os farmacos sao empregados em
associacéo, visando a utilizacdo de menores doses e buscando o sinergismo entre eles em prol da melhora
do paciente (YABRO, 2003). A Doxorrubicina (DOX), uma as primeiras antraciclinas isoladas em 1960, de
Streptomyces peucetius € um antibiético antitumoral que age formando um complexo ternario com o DNA e
a topoisomerase Il, ocasionando a morte celular por apoptose. Também comum aos protocolos
quimiotergpicos, a Ciclofosfamida (CPA) € um agente alquilante que interfere no funcionamento normal do
DNA por meio de alquilagbes, além de provocar ligacdo cruzada dos seus filamentos originando mutagdes
genéticas e aberracdes cromossdmicas (SANCHES-SUAREZ et al, 2008). Esta substancia sofre uma
biotransformacdo enzimética e se torna ativa. Nessa forma, se liga ao DNA podendo causar lesdes
irreversiveis (WIWANITKIT; CHAIYASIT, 2012).

Em contra partida, pacientes oncoldgicos, com frequéncia, apresentam déficits nutricionais que
interferem na tolerancia a terapia empregada e isto se revela através de danos organicos, como anorexia,
nauseas, vomitos, estomatite, diarreia e necrose da mucosa do célon. A reduzida tolerancia limita a dose e
a eficicia do tratamento oncoldgico e resulta em toxicidade severa e diminuicdo dos efeitos desejados,
podendo levar & morte (TORRES et al, 2008). Todavia, em muitos casos, durante o tratamento, apesar de
serem repassadas recomendagfes nutricionais, estas carecem de monitoramento, 0 que pode levar a
efeitos danosos (FARSHID et al., 2013; INCA, 2013; SAEIDNIA; ABDOLLAHI, 2013).

Os antioxidantes, entre eles as vitaminas C (acido ascoérbico), carotenoides (vitamina A) e vitamina E
(tocoferol), sdo, segundo o Consenso Nacional de NutricAo ao paciente oncolégico, recomendados
seguindo doses preconizadas pelo “Dietary Reference Intake” (DRI). Isso porque, sdo capazes de atrasar
ou inibir a oxidacdo, diminuindo a concentracdo de radicais livres no organismo e, assim, atuam na
prevencdo do cancer. Por outro lado, estas substancias também possuem a capacidade de se
transformarem em pro-oxidantes, favorecendo o estresse oxidativo e promovendo até mesmo a
carcinogénese (HARRIS; ORSINI; WOLK, 2014).

O limiar entre o efeito benéfico ou prejudicial das vitaminas ainda ndo estd bem esclarecido na
literatura, sendo necessario portanto a realizacdo de estudos que demonstrem a sua atuacao em pacientes
oncolégicos durante a terapéutica com antineoplasicos.

Avaliacdo mutagénica

O Teste de Microndcleos com Bloqueio de Citocinese (CBMN) sera realizado de acordo com Fenech
(2007), com adaptacdes. Linhagens celulares de Sarcoma 180 (S-180) ATCC serdo cultivadas em meio
RPMI-1640 suplementados com soro bovino fetal e antibiéticos (Sigma, St. Louis, MO). As células serao
estimuladas com fitohemaglutinina (Gibco, Grand Island, NY) e incubados na presenca de Ciclofosfamida
20 mg/mL e Doxorrubicina 2 mg/mL como também na presenca e auséncia de vitaminas antioxidantes (A, C
e E) 50 mM por 72h a 37° + 1°C. Apés 44h serd adicionada as culturas 30 pg de Citocalasina B (Sigma, St.
Louis, MO). Apos incubagéo os meios serdo centrifugados e lavados por 2 vezes com salina 0,9%, sendo
subsequentemente tratados com solugdo hipotbnica gelada (KCl 0,075M). Apés centrifugacdo, as
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preparacdes serdo gotejadas (2 a 4 gotas) em laminas, as quais serdo fixadas em solugcdo de Metanol/Acido
acético gelado (3:1) e coradas com Giemsa 5% por 7 minutos. Para cada cultura, um total de 1000 células
binucleadas serdo avaliadas quanto a frequéncia de micronicleos de acordo com critério do IAEA. O indice
de divisdo nuclear (NDI) sera calculado de acordo com a férmula: NDI = (M1 + 2(M2) + 3(M3) + 4(M4)]/NT,
onde M1 a M4 consiste no nimero de células com 1, 2, 3 e 4 nlcleos, respectivamente e NT representa o
namero total de células viaveis. Além disso, serdo mensurados os percentuais de apoptose e necrose.

Avaliacdo Genotoxica

O Teste Cometa sera realizado conforme descrito por Tice e colaboradores (2000). Aliquotas de 10 pl
das suspensdes celulares de Sarcoma 180 (S-180) ATCC previamente tratadas em culturas RPMI com
antineoplasicos e vitaminas antioxidantes serao misturados com uma fina camada de agarose “low melting”
0,75% (95 pl) e colocadas sobre laminas pré cobertas com agarose normal a 1,5%; estas laminas seréo
mergulhadas em uma solucéo de lise (2,5 M Nacl, 100 mM EDTA e 10 mM Tris, pH 10 com adi¢do de 1%
Triton X-100 e 10% DMSO na hora do uso), por no minimo 1 hora até no maximo 72 horas a 4°C, para o
rompimento das membranas celulares. A lise celular permitira a migracéo dos fragmentos de DNA que sera
realizada apds a incubagdo das laminas em tampao alcalino (300 MM NaOH e 1 mM EDTA, pH > 13) por 20
minutos e subsequente aplicagdo de uma corrente elétrica de 300 mA e 25 V (0,90 V/cm) por 15 minutos
nas células lisadas sobre as lAminas para microscopia em uma cuba de eletroforese de DNA. As laminas
serdo neutralizadas logo apés a eletroforese com tampéo Tris 0,4 M, pH 7,5 e coradas com solucdo de
prata como descrito por Nadin e colaboradores (2001). Os resultados serdo expressos em indice de danos
(ID) e frequéncia de danos (FD). O ID ser& obtido pela avaliagdo visual das classes de dano (de 0 a 4),
extraindo-se um indice que expressa o dano geral sofrido por uma populagdo de células (50 células por
lamina em duplicata), os nudcleos intactos aparecem redondos (classe 0 — sem danos), ja nas células
lesadas, o DNA migra do nucleo em dire¢do ao anodo, durante a eletroforese, mostrando uma “cauda” de
fragmentos sedimentados, semelhante a um cometa e séo classificados entre classes um (dano minimo) a
guatro (dano maximo). A FD ser& calculada baseada no niumero de células sem cauda (dano 0) menos 100.

Avaliacéo dos efeitos oxidativos

Linhagens de Saccharomyces cerevisiae proficiente e deficientes em defesas antioxidantes
enzimaticas serdo cultivadas em meio YEL (extrato de levedura 0,5%, 2% de bacto-peptona, 2% de
glucose) a 28°C em um agitador orbital até atingirem a fase de crescimento estaciondria, de acordo com
Oliveira e colaboradores (2014) Células em suspensdo serdo semeadas com swab estéril por todas as
direcbes em placa de petri com meio YEPD (extrato de levedura 0,5%, 2% de bacto-peptona, 2% de
glucose e 2% de agar bacteriolégico) contendo no centro um disco de papel filtro estéril, no qual sera
adicionado 100 pL dos antineoplasicos Ciclofosfamida 20 mg/mL e Doxorrubicina 2 mg/mL isolados e em
associagdo com vitaminas antioxidantes (A, C e E) 50 mM e 5 yL de H,O, 10M e 10 pL de solugéo salina
0,9% (co-tratamento) serdo utilizados como controle positivo e negativo para estresse oxidativo,
respectivamente. Apds 48hs de incubac¢@o em estufa a 30°C, serd mensurado em milimetros o halo de
inibicAo do crescimento das leveduras a partir do disco central de papel filtro, sendo estes resultados
tabelados e submetidos a tratamento estatistico.

Analise Estatistica

Os dados expressos como média = E.P.M. (Erro Padrao da Média) serdo comparados por andlise de
variancia (ANOVA) seguida por Student Newman-Keuls test, usando o programa Prisma 5.0 (GraphPad,
Intuitive Software for Science, San Diego, CA) com nivel de significancia de 5% (p<0,05).

Resultados Esperados

Os resultados esperados neste estudo consistem em evidenciar os efeitos modulatérios de vitaminas
antioxidantes nos danos genotdxicos, mutagénicos e oxidativos produzidos pelos antineoplasicos
Ciclofosfamida e Doxorrubicina, empregados na quimioterapia.
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E esperado que esse trabalho contribua de forma significativa para a pesquisa e desenvolvimento de
novas estratégias terapéuticas no combate ao cancer, além de originar trabalhos a serem apresentados em
congressos nacionais e internacionais e também artigos cientificos a serem publicados em periédicos
indexados. Com bases nos achados e como uma das perspectivas de contribuicdo cientifica do projeto sera
elaborada uma Dissertacdo de Mestrado.
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No presente estudo foi feita a sintese, a purificagdo e a determinacédo estrutural de nove derivados de
hidroquinazolinonas denominadas de WPs. Além disto, foi feita a avaliacdo da atividade citotoxica frente a
trés linhagens de células tumorais de diferentes tipos de carcinomas, a atividade antimicrobiana, a
citotoxicidade frente a Artemia salina e a avaliagcdo da atividade antioxidante IN VITRO. A sintese foi obtida
por meio de pirdlise a vacuo obtendo cis/trans-2-thioxoquinazolin-4-ones e os seus analogos 2,4-diona. Os
isbmeros trans obtidos na sintese sdo mais estaveis do que os cis e tém entropias positivas ligeiras de
ativacdo, enquanto que os isébmeros cis tém fortes valores negativos, que foram atribuidos a um efeito
conformacional. A analise dos resultados demonstrou que as substancias em estudo possuem atividade de
inibicdo nos trés tipos de células tumorais analisadas, atividade antimicrobiana, tendo como destaque a
substancia WP2331. Desta forma, pode ser sugerido que as WPs possui atividade antitumoral in vitro entre
as referidas linhagem tumorais analisadas e citotoxica frente a Artemia salina, atividade antimicrobiana e
atividade antioxidante, sendo necesséario uma melhor investigacio dessa propriedade farmacolégica.

A importancia dos compostos heterociclicos é incontestavel, particularmente no que se refere ao fato
de inimeros usos como medicamentos. Muitos destes compostos heterociclicos sdo farmacos
mundialmente consumidos que apresentam atividades farmacoldgicas diversificadas, tais como anti-
hipertensiva (losartan); antiviral (ribavirina); antitumoral (carbamato de fluorouracila); antifingica
(fluconazol); anti-inflamatéria e analgésica (dipirona); antiprotozoaria (metronidazol) inibidora da da -
lactamase (tazobactama sddica) e antimicrobiana (benzilpenicilina) (MELO et al., 2006). Em comparagao
com processos biossintéticos da natureza que evoluiram ao longo de bilhdes de anos, a sintese organica
ainda esta em sua infancia tendo comecado no inicio de 1800. Antes dessa data, a natureza era a Unica
fonte de produtos quimicos organicos. Arquiteturas estruturais heterociclicos ocorre em muitos produtos
naturais e farmacos sintéticos bioativos, e estas unidades estruturais servem como intermediarios
importantes na sintese organica (LIANG-QIU et al., 2012).



Material e Métodos

Anédlise Térmica por Espectrofotometria na regido do infravermelho (1V):

Os espectros de infravermelho foram obtidos em fase sélida, pesando aproximadamente 1,5 mg de
amostra juntamente com 150 mg de brometo de potassio previamente dessecado. Em seguida, esta mistura
foi triturada e posteriormente submetida a compressdo em prensa hidraulica, obtendo-se dessa forma as
pastilhas para andlise. Os espectros da matéria-prima (em p6, previamente dessecada) na regido do
infravermelho (refletdncia) serdo tragados na faixa entre 4000 cm™e 650 cm™ (MORAES, 2007).

Método DPPH-

Método baseado na eliminacdo do radical livre estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH¢+). A molécula
de DPPH- é bastante conhecida por caracteriza-se como um radical orgénico livre estavel e tem muitas
vantagens, tais como uma boa estabilidade na auséncia da luz, aplicabilidade, simplicidade e viabilidade
(DENG; CHENG; YANG, 2011). As concentragbes de 0,9, 1,8, 3,6, 5,4, 7,2 pug/mL foram utilizadas na
avaliacdo antioxidante e serdo preparadas por diluicdo a partir da maior concentracao.

Avaliagdo do potencial antioxidante contra a producdo de espécies reativas com o 4cido
tiobarbitarico (TBARS)

A determinacdo do contetdo de espécies reativas com o &cido tiobarbitdrico (TBARS) foi realizada
para quantificar o nivel de peroxidacao lipidica (ESTERBAUER & CHEESEMAN, 1990). Esse método sera
utilizado para determinar a capacidade antioxidante IN VITRO das hexahidroquinazolinonas e seus
derivados usando gema de ovo homogeneizado como substrato rico em lipidio (GUIMARAES et al., 2010).
A peroxidagdo lipidica sera induzida pela adicdo de 0,1 mL de solugdo AAPH (2,2’- azobis-2-
amidinopropano 0,12M). Os resultados sdo expresso em porcentagem de TBARS formados por APPH
(controle induzido).

Avaliacédo do potencial antioxidante IN VITRO dos derivados das hexahidroquinazolinonas contra a
producdo de radical nitrito (NO’,)

O d&xido nitrico (NO) é gerado a partir da decomposicdo espontanea do nitroprussiato de sédio (NPS)
em tampao fosfato 20 mM (pH 7,4). Uma vez gerado NO, ele interage com o oxigénio para produzir ions
nitrito (2NO+0O, = NO, ) que foram medidos pela reacdo de Griess (FERREIA et al. 2008). A porcentagem
de inibicdo do Oxido nitrico gerado € medida por meio da comparacdo dos valores de absorbancia dos
controles negativos (apenas 10 nM de nitroprussiato de sodio e veiculo) e das preparacdes para ensaio. Os
resultados sdo expressos em porcentagem de nitrito formando por NPS.

Citotoxicidade frente a Artemia salina

Os ovos de Artemia salina sao eclodidos em agua de salinidade a 12 ppm e apds 48 horas, as larvas
foram coletadas para os bioensaios. As diluicbes das amostras e do teste em branco foram realizadas em
agua do mar e 0.5 mL de dimetil sulféxido concentrado. Foram preparadas soluges em triplicata das
amostras a serem testadas nas concentra¢des 1000, 100, 10 e 1 ppm, e adicionadas 10 artemias em cada
frasco, sendo a contagem das sobreviventes realizada apés 24 e 48 horas. ApGs a analise dos resultados, o
procedimento é repetido em concentragdes intermediarias na tentativa de encontrar a concentracao que
mata 50% dos microcrustaceos.

Avaliacéo da atividade antitumoral
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A avaliacdo da atividade citotdxica frente a trés linhagens de células tumorais de diferentes tipos de
carcinomas, a HEP-2 (linhagem de células de carcinoma da laringe), NCI-H (linhagem de células de
carcinoma de pulméo) e MCF-7 (linhagem de células de cancer de mama). O padrdo utilizado para a
determinacéo da atividade citotéxica foram a inibicdo da concentracdo de 50% do crescimento celular (ICsg)
das amostras e do controle positivo (doxorrubicina 2 mg/mL) nas trés linhagens de células tumorais.

Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Os microrganismos utilizados para o referido foram cepas ATCC Bacillus cereus, Enterococcus
faecalis, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Salmone laenterica, Serratia marcescens, S. flexneri e
Staphylococcus aureus obtidos a partir do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saulde
(INCQS/FIOCRUZ, Brasil). O efeito antibacteriano foi avaliado por meio do método de microdiluicdo (oito
diluicbes em série resultando em concentracdes entre 500 e 3,91 ug/mL).

Andlises Estatisticas

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica serdo analisados pela Analise de
Variancia (ANOVA) e pelo teste de Newman-Keuls como post hoc teste por meio do programa Graph Pad
Prism versdo 5.00 para Windows. Os dados ndo paramétricos serdo analisados pelo mesmo programa
utilizando o teste do qui-quadrado. O mesmo programa (GraphPad Prism®©) serd utilizado para confecgéo
dos gréficos dos resultados obtidos neste trabalho. As diferencas serdo consideradas estatisticamente
significativas a partir de p<0,05.

Com os referidos testes pode-se caracterizar as referidas substancias em estudo e verificar a
atividade dessas substancias pelos teste da atividade antitumoral, antimicrobiana, citotoxicidade frente a
Artemia salina e atividade antioxidante dando destaque a substancia WP 2331. Todas as substancias
analisadas possuem alguma atividade antioxidante. A andlise dos resultados demonstrou que as
substancias em estudo possuem atividade de inibicdo nos trés tipos de células tumorais analisadas,
atividade antimicrobiana, tendo como destaque a substancia WP2331. Desta forma, pode ser sugerido que
as WPs possuem atividade antitumoral in vitro entre as referidas linhagens tumorais analisadas e citotoxica
frente a Artemia salina, atividade antimicrobiana e atividade antioxidante, sendo necessario uma melhor
investigacao dessa propriedade farmacoldgica.
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O formaldeido e outros solventes organicos utilizados em ciéncias morfolégicas sdo produtos quimicos
bastante empregados na industria, principalmente como germicida, na fabricacdo de pesticidas,
conservagédo de tecidos biolégicos e componentes de produtos cosméticos, como por exemplo, os alisantes
capilares. Apesar de alguns compostos serem produzidos normalmente pelo organismo humano como o
formaldeido, o mesmo ndo é bem absorvido pela via dérmica e, quando utilizado em doses acima do
recomendado pela vigilancia sanitaria pode causar varios graus de toxicidade que geram alteracbes
celulares e até mesmo, cancer. Assim, o objetivo desse trabalho ser& investigar a exposigdo ocupacional
dos trabalhadores dos laboratérios de ciéncias morfolégicas ao formaldeido na Universidade Federal do
Piaui. Seré realizado um estudo exploratério descritivo com abordagem quantitativa com uma amostra de
200 trabalhadores e estudantes da Universidade Federal do Piaui, utilizando-se de um questionéario
semiestruturado. Além da realizacdo do teste do micronucleo nas células bucais esfoliadas dos voluntarios.
Para analises dos dados serd utilizado frequéncia relativa e o teste do quadrado com auxilio do programa
Graph Pad Prisma versdo 5.0, sendo considerados significativos os dados que apresentarem o valor de
p<0,05.

O formaldeido é um gas miscivel com agua cuja solucdo resultante é denominada formol ou
formalina, sendo esta utilizada em diversas concentracdes para variados fins. Apesar de o formol ser um
metabdlito intermedidrio normal celular na biossintese de purinas, timina e de outros aminoacidos, € uma
molécula muito reativa que pode ser diretamente irritante a tecidos com o0s quais entra em contato. Aldeidos
sdo associados com sintomas como dores de cabeca, irritacdo ocular e respiratéria, distdrbio do sono e
aumento da sede em trabalhadores com exposi¢do ocupacional assim como em pessoas como certo
consumo de produtos com baixa exposi¢édo (SILVA et al., 2013).

A mesma autora relata ainda, que muitas profissdes expdem o trabalhador a diversos niveis de
concentracdo de formol. Na &rea Biomédica, por exemplo, os profissionais mais expostos aos efeitos do
formol sdo os anatomistas, técnicos de embalsamamento e de laboratério de Anatomia e os estudantes
durante suas praticas de dissecacéo.

Varios individuos apresentam sensibilidade genética a agentes genotdxicos tais como: ambientais,
radiacdes, drogas e virus. Durante o processo mitético existem dois agentes que agem no reparo celular,
denominados clastogénicos, 0s quais permitem a quebra cromossdmica, e 0s aneugénicos, onde possuem
a capacidade de interferir no fuso mitético. A atuacdo de forma anormal destes processos, associada a
agente genotoéxicos, dao origem as alteracdes cromossdmicas, denominados micronucleos. Sendo assim, o
teste do micronlcleo é considerado um bioindicador da presenca de células que sofreram exposicdo a
carcinégenos (CARRARD et al, 2007).

Os primeiros indicios da carcinogenicidade do formaldeido foram demonstrados pelo Chemical
Industry Institute of Toxicology (CIIT) dos Estados Unidos em 1978, relatando o desenvolvimento de cancro
nasal em ratos laboratorialmente expostos a esta substéncia (IARC, 2005). A primeira avaliacdo efetuada
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pela International Agency for Research on Cancer (IARC) data de 1981, atualizada em 1982, 1987, 1995 e
2004, considerando-o como um agente cancerigeno do grupo 2A (provavelmente carcinogénico).

No entanto, Viegas; Prista (2008), referem que a mais recente avaliacdo da IARC considera o
formaldeido no Grupo 01 (agente carcinégeno) com base na evidéncia de que a exposicdo a essa
substancia é susceptivel de causar cancer, tumorigénico e teratogénico, por produzir efeitos na reproducao
humana.

Como o formol pode ser utilizado de varias formas e possui inUmeras fungdes, isso acarreta uma
maior quantidade de pessoas propicias a exposi¢ao dessa substancia, como pode ser observado na citacéo
de Perrault et al. (2010) que nos diz que a variedade de processos e operagées em que o formaldeido
intervém potencia a exposicao de uma ampla e diversificada populagao trabalhadora.

Essa exposicdo pode ocorrer de diversas maneiras, entre as quais as mais comuns citadas por
Veronez; Farias et al. (2006) s&o: inalacao do gas ou vapor liberado e contato acidental do formaldeido com
a pele. Segundo Horvath et al. (1998) o formaldeido € irritante a mucosa ocular, provocando irritacdo as
mucosas do nariz, cavidade nasal, faringe e laringe e traz consequéncias mais graves em elevadas
concentracdes a traqueia, brénquios e pulmdes.

Em virtude da toxicidade e da quantidade de pessoas expostas, e auséncia de politicas publicas para
diminuicdo dessa exposicdo, bem como pelo risco de carcinogenicidade dessa substancia, este trabalho
objetiva avaliar os efeitos téxicos da exposicdo aos solventes organicos no laboratério de Anatomia da
Universidade Federal do Piaui, assim como, coletar dados sobre sinais e sintomas dermatol6gicos,
respiratorios e neurolégicos de discentes e relaciona-los com o uso de equipamento de protecao individual.

O presente estudo se caracteriza como um levantamento exploratério descritivo com abordagem
guantitativa, que serd realizado no laboratério de anatomia da Universidade Federal do Piaui, por meio da
coleta das células bucais esfoliadas para a realizagdo do teste do micronicleo e da aplicacdo de um
guestionario semiestruturado.

A populacao sera constituida por 200 pessoas entre docentes e alunos, sendo 50% constituida por
agueles que desenvolvem alguma atividade no laboratério e os outros 50% a amostra controle.

Para a concretizagdo desta pesquisa sera levada em consideragdo a prética preconizada no Brasil
em 1996, através da Resolucdo 196/96, que trata de pesquisas envolvendo seres humanos, a qual atende
ao principio ético de autonomia, principalmente no que se refere ao consentimento e esclarecimento aos
participantes da pesquisa (BRASIL, 1996).

Em conformidade com a resolugcdo supracitada, ressaltado que em hip6tese alguma seré divulgado
nesta pesquisa o nome das pessoas envolvidas. Os dados somente serdo coletados apés a assinatura do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — TCLE.

E necessario ressaltar que a pesquisa em questdo foi aprovada pelo comité de ética CAAE:
17931113.0.0000.5054.

Nés acreditamos que os individuos expostos ao formaldeido tenham maior grau de lesdes celulares,
ocasionando assim a presenca de grandes quantidades de microndcleos, os quais serao observados nas
células bucais esfoliadas, bem como, maior mutagenicidade quando comparada com individuos do grupo
controle, 0s quais ndo estao expostos.

Espera-se ainda, que o tempo de exposi¢do desses individuos ao formol seja em média duas horas,
uma vez que as aulas praticas no laboratério de anatomia duram aproximadamente esse tempo. Além
disso, espera-se um baixo indice de uso de equipamentos de protecdo individual, jA que os alunos nédo
dispbem de equipamentos adequados, uma vez que a Universidade ndo oferece, podendo citar como
exemplo as mascaras ofertadas, as quais sao inadequadas para a protecdo ao formaldeido.

BRASIL, Ministério da Saude. Conselho Nacional de Saude. Comissdo Nacional de Etica em pesquisa.
Normas para pesquisa envolvendo seres humanos: (Res. CNS 196/96 e outros). Brasilia (DF), 1996.
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Em grande percentual dos mamiferos a atividade da enzima lactase reduz na parede intestinal apds o
desmame, caracterizando a hipolactasia primaria que provoca sintomas de intolerancia a lactose (IL). A
intensidade dos sintomas de distensdo, flatuléncia, dor abdominal e diarreia variam, dependendo da
guantidade de lactose ingerida, e aumentam com o passar dos anos. Apesar da producdo da enzima
Lactase comecar a diminuir por volta dos 2 anos de idade, a IL é rara em pacientes com menos de 6 anos.
A hipolactasia é determinada geneticamente, porém uma mutagdo ocorreu para que fizesse parte da
humanidade tolerar o leite na idade adulta. No Brasil, 43% dos brancos e dos mulatos tém alelo de
persisténcia da lactase, sendo a hipolactasia mais frequente entre 0os negros e japoneses. Porém, na
grande maioria dos casos clinicos, os individuos com hipolactasia podem ser orientados a consumir alguns
derivados do leite e alimentos contendo lactose sem apresentar sintomas de intolerdncia, enquanto que
outros terdo que fazer restricdo de lactose na dieta. O presente trabalho teve como objetivo desenvolver
uma pesquisa bibliografica destacando as principais caracteristicas relacionadas a Intolerancia a lactose.
Com artigos selecionados na base de dados do google académico e na biblioteca virtual LILACS, a
pesquisa teve um carater qualitativo. Foi conclusivo que a que a taxa de intolerancia a lactose é crescente
até a faixa etéria de 31 anos.
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A Lactose, um dissacarideo caracteristico do leite dos mamiferos, é utilizado pelo organismo para
intensificar a absorcao de varios sais minerais, incluindo calcio, magnésio e zinco. Ela também promove o
crescimento de bactérias intestinais e € uma das principais fontes de galactose, um nutriente essencial para
a formacédo dos galactolipidios cerebrais (BIBLIOMED, 2014).

A deficiéncia congénita de Lactase (enzima responsavel pelo metabolismo da Lactose) é
extremamente rara. Contudo, o desenvolvimento de deficiéncia de lactase durante a infancia ou a idade
adulta é bastante comum e pode ser herdada como um trago autossdémico recessivo (BIBLIOMED, 2014).

Mé absorcao ou ma digestao de lactose é a diminuicdo na capacidade de hidrolisar a lactose, que é
resultante da hipolactasia. A hipolactasia significa diminuicdo da atividade de enzima lactase na mucosa do
intestino delgado, também denominada recentemente de “lactase nado persistente” (MATTAR; MAZO, 2010).

O aparecimento de sintomas abdominais por ma absorcdo de lactose caracteriza a intolerancia a
lactose. A ma absorcdo de lactose nem sempre provoca sintomas de intolerancia a lactose. Apds o
desmame, ocorre uma reducdo geneticamente programada e irreversivel da atividade da lactase na maioria
das populacdes do mundo, cujo mecanismo é desconhecido, resultando em ma absorcdo primaria de
lactose (MATTAR; MAZO, 2010).

Porém, a hipolactasia também pode ser secundaria a doencas que causem dano na borda em escova
da mucosa do intestino delgado ou que aumentem significativamente o tempo de transito intestinal, como
nas enterites infecciosas, giardiase, doenga celiaca, doenca inflamatéria intestinal (especialmente doenca
de Crohn), enterites induzidas por drogas ou radiacdo, doenca diverticular do célon e anemia (estudo em
ratos, mostrando diminui¢cdo na expresséo génica) (MATTAR; MAZO, 2010).

Diferentemente da hipolactasia primaria do adulto, a hipolactasia secundéria € transitéria e reversivel
(MATTAR; MAZO, 2010).

A intolerancia a lactose € muito prevalente na popula¢cdo mundial, especialmente entre negros (70%
dos adultos), asiéticos e sul americanos. Na raca branca chega a atingir 20% dos adultos (STEIN, 2011).

Pesquisa realizada por meio de levantamento bibliografico, de carater qualitativo. Gerhardt (2009)
afirma que, uma pesquisa qualitativa é aquela a qual ndo se preocupa com representatividade numérica,
mas, sim com o aprofundamento da compreensdo de um grupo social, de uma organizacéo, etc.

Os artigos foram selecionados mediante relevancia com o tema, priorizando os relacionados &s
manifestagdes clinicas e tratamento. Foram obtidos através da base de dados de literatura cientifica na
internet e também por meio de material disponivel na biblioteca virtual LILACS.

Foi pesquisado nas bases de dados, com as palavras chaves “intolerdncia” e “lactose’, onde
obtivemos um resultado de 3000 mil artigos. Estes foram filtrados por ano de publica¢é@o e idioma, obtendo
assim um resultado de dez artigos que foram lidos e selecionados 8 destes artigos.

Segundo Stein (2011) trés tipos de intolerancia a lactose que sdo decorrentes de diferentes
processos:

Deficiéncia congénita de enzima: patologia rara, no qual ndo existe a lactase, com vilosidades intestinais
normais, causando diarreia desde o nascimento,

Diminuicdo enziméatica secundéaria a doencas intestinais: a incidéncia € maior em criancas e ¢é
ocasionada pela agressao da mucosa intestinal por gastroenterite infecciosa, desnutricdo, giardiase, fibrose
cistica, doenca celiaca, imunodeficiéncia ou drogas (canamicina, neomicina, colchicina, metrotexate). Esta
reducdo enzimdtica € transitéria até que ocorra recuperacdo da mucosa intestinal, ou persistente, se a
enfermidade primaria for cronica.

Deficiéncia ontogenética ou tipo adulto: a intoler&dncia ocorre em criangas na fase pré-escolar e em
adultos, pela diminuicao fisioldgica da produgéo de lactase.
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A intoler&ncia congénita a lactose e rara. Bebes com este distlrbio apresentam deficiéncia na lactase
jejunal e tem diarreia quando sdo amamentados ou ingerem alimentos a base de lactose. A desidratacéo e
o desequilibrio eletrolitico resultantes sdo potencialmente letais, por isso, estes bebes devem ser
alimentados por uma formula que contenha sacarose ou frutose em vez de lactose (BARBOSA, 2010).

A deficiéncia de lactase primaria e a auséncia de lactase, parcial ou total, que se desenvolve na
infancia, em diferentes idades e em diferentes grupos raciais sendo a causa mais comum de ma absorcao
de lactose e intolerancia. A deficiéncia secundaria de lactase e resultado de lesdes no intestino delgado ou
por alguma patologia, por exemplo, o espru tropical e ndo tropical, enterite regional, colite ulcerativa,
desnutricdo, entre outras (BARBOSA, 2010).

EPIDEMIOLOGIA

De acordo com Missio (2011), a deficiéncia de lactase ocorre normalmente em aproximadamente
75% dos individuos adultos em todos os grupos étnicos estudados, exceto nos de origem do noroeste da
Europa, onde a incidéncia nos adultos € menor que 20%.

Todos os mamiferos tém um decréscimo dramatico na lactase ap6s o desmame. No mundo todo, os
humanos perdem de 90% a 95% dos niveis de lactase ao nascimento no inicio da infancia e existe um
continuo declinio na lactase durante a vida. Entretanto, a prevaléncia de hipolactasia varia amplamente
entre os diferentes grupos étnicos. Estimativas variam de 2% em pessoas no Norte da Europa até quase
100% em adultos da Asia e americanos indianos. Os negros tém prevaléncias de 60% a 80% e os latinos,
de 50% a 80% (SATIN, 2005).

Grafico 1 — Prevaléncia da Hipolactasia em %
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No Brasil, estima-se que cerca de 35 a 40 milhdes de adultos tenham perturbacdes digestivas apos a
ingestdo de um copo de leite de vaca, tais como, digestdo lenta, distensdo abdominal, empachamento,
meteorismo, aumento do ndmero diario das evacuacdes, fezes pastosas e fétidas (MISSIO, 2011).

MANIFESTACOES CLINICAS

Os sintomas podem variar de acordo com o tipo de intolerancia a lactose. Na secundaria geralmente
€ observado diarreia, dermatite perineal, flatuléncia, dor abdominal e distensdo abdominal. Na deficiéncia
ontogenética, pode ocorrer dor ou distensdo abdominal, aftas, flatuléncia, nauseas, vomitos ou déficit de
crescimento. A intensidade dos sintomas depende da quantidade de lactose que cada pessoa pode tolerar.
O tempo de esvaziamento gastrico, que € individual, pode influenciar o tempo para o aparecimento dos
sintomas e sua intensidade (STEIN, 2010).

A crianga que ndo metaboliza a lactose tera diarreia e podera ndo ganhar peso. O adulto apresentara
borborigmo, distensao abdominal, flatuléncia, nduseas, diarreia e colicas abdominais (QUILICI, 2010).

Mesmo quando somente a absorcao de lactose esta diretamente prejudicada pela deficiéncia da
lactase, a diarreia resultante pode ser intensa, o suficiente para eliminar os outros nutrientes antes que eles
possam ser absorvidos, podendo provocar a desnutricdo (QUILICI, 2010).
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DIAGNOSTICO

A suspeita diagnéstica pode ser feita pela eliminacdo de fezes liquidas ou semiliquidas, com pH acido
(menor de 6) ou quando apés tomar um copo de leite, 0 paciente desenvolve distensdo abdominal e diarreia
aquosa em 20 a 30 minutos. Assim, a horizontalizacdo do teste de tolerancia oral a lactose faz a suspeita
clinica da intolerancia a lactose e seu diagnéstico pode ser confirmado pelo achado de baixa atividade da
lactase na biépsia da mucosa jejunal. A ma absorcéo de glicose e galactose é também diagnosticada pela
demonstragdo do achatamento do teste de tolerancia oral quando a lactose é ingerida (BARRINUEVO,
2014).

TRATAMENTO

Nos pacientes com lactase ndo persistente, o tratamento é considerado exclusivamente naqueles
com sintomas de intolerancia a lactose. Inicialmente se recomenda evitar temporariamente leite e produtos
lacteos da dieta para se obter remissdo dos sintomas. Tal tarefa pode ser dificultada pela presenca de
alimentos com lactose néo identificada na sua composi¢cdo (MATTAR; MAZO, 2010)

E importante lembrar, em particular, que nos pacientes com diarreia infecciosa aguda, ndo se deve
administrar lactose, por causa da deficiéncia transitoria de lactase que eles apresentam e a consequente
diarreia osmatica que agora podera ocorrer, mesmo nos dias que se seguem a sua resolucdo. A reposicao
hidrica e eletrolitica & importante nestes casos, porém, o “soro caseiro” ndo podera conter a lactose na sua
composicao pois, podera acarretar o agravamento dos sintomas (diarreia) (MISSIO, 2011).

A exclusdo total e definitiva da lactose da dieta deve ser evitada, pois pode acarretar prejuizo
nutricional de calcio, fésforo e vitaminas, podendo estar associada com diminuicdo da densidade mineral
Ossea e fraturas. Além disto, a maioria das pessoas intolerantes a lactose pode ingerir 12 g/dia de lactose
(equivalente a um copo de leite) sem apresentar sintomas adversos (MATTAR; MAZZO, 2010).

Apesar da Intolerancia a Lactose ser bastante comum, ndo é considerada um problema grave de
saude. O diagnéstico é simples e pouco invasivo. O tratamento deve ser direcionado para um
gerenciamento no longo prazo. Existem varios produtos capazes de auxiliar a digestdo da lactose,
diminuindo a irritag&o gastrintestinal e permitindo uma escolha mais ampla dos alimentos. E importante que
0 paciente aumente a ingestdo de outras fontes de calcio, além do leite, para manter sua salde 6ssea e
muscular.

Estudos apontaram que a incidéncia de intolerancia a lactose mostra-se crescente até a faixa etaria
de 31 a 40 anos, ocorrendo uma diminuicdo gradativa dessa incidéncia a partir da idade de 40 anos,
também apontaram que ndo ha diferenca significativa na incidéncia de IL entre individuos do sexo
masculino e feminino.

Assim, o presente trabalho visou expor 0s principais aspectos relacionados ao quadro de intolerancia
a lactose, contribuindo positivamente para o enriquecimento cientifico da classe académica do segmento de
saude.

BARBOSA, C. R. Intolerancia a lactose e suas consequéncias no metabolismo do célcio. V Mostra Interna
de Trabalhos de Iniciacdo Cientifica, 2010.

MATTAR, R; MAZO, D.F.C. Intolerancia a lactose: mudanca de paradigmas com a biologia molecular.
Revista da Associacdo Medica Brasileira, v. 56, n.2, p. 230-6, 2010.

MISSIO, A. Nutricionista do HMCP da PUC Campinas. Intolerancia a lactose, 2011.
QUILICI, F.A. Intolerancia a lactose, 2011.

STEIN, C.L.S. Diretriz intoleréncia a lactose. Dietary reference intakes, 2011.

30



SATIN, J. Intolerancia a lactose: parte 1 - etiologia, epidemiologia e prevaléncia. Disponivel em:
http://www.milkpoint.com.br/cadeia-do-leite/leite-saude/intolerancia-a-lactose-parte-1-etiologia-
epidemiologia-e-prevalencia-25559n.aspx Acesso em: 10 Set 2014.

BARRINUEVO, G. Nutricionista. Intolerancia a lactose. Ago 2014. Nutricdo e assuntos diversos.

BIBLIOMED, Equipe Editorial. Intolerancia a lactose. Disponivel em:
http://www.bibliomed.com.br/lib/showdoc.cfm?LibDocID=15797 Acesso em: 10 set 2014.

CS30 - Avaliacao do efeito cardioprotetor de uma saponina
esteroidal

Michely Laiany Vieira Moura (PG)"*; Hercilia Maria Lins Rolim (PQ)*; Aldeidia Pereira de Oliveira
(PQ)?

1. Universidade Federal do Piaui — Programa de Pds-graduagdo em Ciéncias Farmacéuticas
2. Universidade Federal do Piaui — Nucleo de Pesquisa em Plantas Medicinais

*michelyl221lai@hotmail.com

Palavras-chave: Saponina Esteroidal. Lipossomas. Nanotecnologia. Fun¢do Cardioprotetora.

A diosgenina é uma saponina esterdide que pode ser encontrada em diversas plantas do género Dioscorea
villosa, Costus speciosus e Trigonella foenum greaecum, apresentando-se com um dos principais
constituintes bioativos regulando as funcdes fisiolégicas. Com uma diversidade de aplicagdes como acao
antiinflamatoria, regulacdo metabolica, hormonio esteroidal, antifingica e antitumoral, além de apresentar
acdo positiva na musculatura vascular. No presente estudo a diosgenina serd encapsulada em
nanossistemas lipossomais (LD), os quais serdo caracterizados quanto as suas propriedades fisico-
guimicas, estabilidade e eficacia na encapsulacdo do farmaco. Desta forma serdo avaliados os efeitos da
administracdo endovenosa da formulacdo lipossoma-diosgenina que apresentar caracteristicas
fisicogquimicas satisfatéria para uso in vivo onde serdo avaliados os parametros bioquimicos e a funcao
cardioprotetora em modelos animais.

A diosgenina tem sido indicada como tendo potencialmente vérias aplicagdes préaticas, uma vez que
apresenta um impressionante perfil farmacolégico, podendo ser utilizada no tratamento de diferentes
patologias como hiperglicemia e hiperlipidemia (OKAWARA et al., 2013). Na industria farmacéutica tém-se
estabelecido como material fonte para a producdo de horménios esteréides e utilizada na terapéutica de
reposicdo hormonal em mulheres na menopausa por apresentar-se estruturalmente semelhante a
progesterona e o estrogénio (OKAWARA et al., 2014; DIAS et al, 2007).

A administracéo oral da diosgenina € limitada devido & baixa solubilidade aquosa da molécula (0,7
ng/mL) e limitada pela biodisponibilidade oral absoluta. Administragcdo oral de drogas com baixa solubilidade
aquosa e baixo perfil de dissolucéo resulta em incompleta absorcdo do farmaco (OKAWARA et al., 2014).
Segundo Chen et al., 2012, a solubilidade da diosgenina diminui com o aumento da polaridade dos
solventes alcodlicos. Uma opcédo adicional a administracdo oral seria a aplicagdo endovenosa de
diosgenina, no entanto como o farmaco é pouco solivel em agua, ele deveria ser solubilizado em etanol e
injecdes de alcool provocam irritagdes nos vasos sanguineos, inviabilizando a técnica (CHEN et al., 2014).

Uma alternativa para transpor esta limitacdo seria a encapsulacdo da diosgenina em lipossomas.
Lipossomas séo vesiculas formadas por membranas concéntricas de fosfolipideos com centro aquoso
representam uma excelente forma de liberag&o controlada de farmacos, devido sua flexibilidade estrutural
variando suas caracteristicas fisico-quimicas como o tamanho, composicéo e fluidez da bicamada lipidica.
Devido sua biocompatibilidade s&o utilizados como ferramentas para liberacdo controlada de farmacos no
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sitio-alvo especifico melhorando a farmacocinética e farmacodinamica da molécula encapsulada (GUPTA et
al., 2012).

No presente estudo a diosgenina sera encapsulada em lipossomas convencionais, 0s quais serao
caracterizados quanto as suas propriedades fisico-quimicas, estabilidade e eficacia na encapsulacdo do
farmaco. Contudo, para que sua aplicabilidade terapéutica seja aceita serd necessaria uma investigacdo da
sua seguranca através de estudos de toxicidade. Desta forma, serdo avaliados os efeitos da administracao
endovenosa da formulagéo lipossoma-diosgenina que apresentar as melhores caracteristicas fisioquimicas
para os parametros bioquimicos e avaliagdo da funcao cardiaca.

Os lipossomas contendo diosgenina (LD) serdo preparados usando o método da hidratagao do filme
lipidico (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014). Em geral, serdo produzidos lipossomas
contendo fosfatidilcolina de soja, colesterol e/ou fosfolipideos carregados positivos ou negativamente, mais
o farmaco teste. Apdés sua producdo, as formulacdes lipossomais contendo diosgenina seréo
caracterizadas. Os parametros avaliados serdo: aspecto macroscépico, pH, tamanho das particulas (TP),
indice de polidisperséo (PDI) e potencial zeta (PZ).

Os testes de estabilidade acelerada avaliardo as condicdes de estresse a que as formulacdes serdo
submetidas quando da sua fabricagéo, transporte e armazenamento. Para monitoramento das formulacdes
ao longo do tempo, a estabilidade em longo prazo sera iniciada logo apés as formulacdes forem preparadas
e ao longo dos dias. Os pardmetros avaliados serdo: aspecto macroscopico, a variagdo do pH, tamanho das
particulas e indice de polidispersdo (PDI) (ANCHIETA-JUNIOR et al., 2014; MORENO et al., 2014; LIRA et
al., 2009).

O contetdo do principio ativo na formulagdo serd determinado usando cromatografia de alta
eficiéncia (HPLC), onde os nanossistemas serdo diluidos em uma mistura de seus solventes de origem para
dissolucdo dos LD, como descrito em LIRA et al., 2009.

Serdo utilizados em todos os experimentos ratos Wistar fémeas (Rattus norvegicus) com peso entre
230 a 250 gramas, provenientes do Biotério do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais da
Universidade Federal do Piaui (UFPI), os animais serdo mantidos em condi¢8es controladas de temperatura
(21 £ 2°C) e fotoperiodo de 12 horas, tendo livre acesso a alimentacéo e agua.

O teste de toxicidade aguda sera realizado segundo protocolo experimental Guideline 423 (OECD,
2001) e desenvolvido seguindo normas de cuidados com animais de laboratério e de bem estar animal
segundo aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CEEA 008/12) da Universidade
Federal do Piaui. Os camundongos seréo divididos de forma aleatéria, em grupo de trés animais por caixa,
a dose administrada uma Unica vez sera de 2000 mg/kg da diosgenina livre (D) ou lipossoma sem o
farmaco (L) ou lipossoma contendo diosgenina (LD). Os animais do grupo controle receberam doses
isovolumétricas de salina (NaCl 0,9%) por via oral (v.0). As observagfes ocorrerdo 30 minutos e até 240
minutos ap6s a administracdo seguindo-se por 24 e 72 horas e até um periodo de 14 dias, as acfes
comportamentais sistematicas serdo realizadas de acordo com o screening hipocréatico: a) Estado de
consciéncia e disposicéo (aparéncia geral, frénito vocal e irritabilidade); b) Coordenacdo motora (atividade
geral, resposta ao toque, resposta ao aperto de cauda, contorcdo abdominal, marcha e reflexo de
endireitamento); c¢) Ténus muscular (tbnus das patas, ténus do corpo, forca para agarrar e ataxia); d)
Reflexos (auricular e corneal); e) Atividade do sistema nervoso central (tremores, convulsfes, estimulagdes,
fenbmeno de “Straub”, sedacdo, hipnose e anestesia); f) Atividade do sistema nervoso auténomo
(lacrimacéo, ptosis, miccdo, defecacdo, piloerecdo, hipotermia e respiracdo). (MALONE; ROBICHAUD,
1962; GAZDA et al, 2006).

A avaliacdo da atividade cardiovascular ocorrera pelos métodos de canulacéo arterial e venosa para
registro da presséo arterial e da frequéncia cardiaca e avaliagédo do efeito dos LD sobre a Pressado Arterial e
Frequéncia Cardiaca em ratos (BERNDT et al., 2012).

O encapsulamento da diosgenina em lipossomas proporcionara um melhor perfil farmacocinético e
farmacodinamico da diosgenina, de modo a aperfei¢oar sua aplicacdo farmacologica. Segundo Magalhédes e
Mosqueira (2010) o encapsulamento de farmacos em lipossomas proporciona liberagdo controlada do
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farmaco, uma vez que esta aumenta a sua biodisponibilidade e seu tempo de permanéncia na circulagao
por manter os niveis séricos do farmaco constante, além disso, favorece maior protecdo ao medicamento
contra a degradacéo extracelular, reduz a frequéncia de administracéo e a duracdo do tratamento, além de
melhorar a seletividade em relacéo ao alvo.

A partir disso, surge a importancia de se realizar o presente estudo no intuito de avaliar a acéo
cardioprotetora de lipossomas contendo diosgenina e seu potencial para prevenir e tratar doencas que
acometem o sistema cardiovascular, visto que estudos demonstram promissores resultados referentes as
caracteristicas fisico-quimicas e ao bom direcionamento desses carreadores.
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O (-)-mirtenol € um monoterpeno com viabilidade farmacoldgica comprovada, desenvolvendo acdo no
sistema nervoso central, atividades anti-inflamatérias e antinoceptiva, representa fonte promissora para o
desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas. O presente estudo tem como objetivo avaliar a
toxicidade aguda do mirtenol em ratos adultos apds tratamento com a dose Unica de 2 g kg™. Foram
utilizados ratos Wistar albinos, pesando entre 250 a 300 g divididos em grupos de machos e fémeas, com
trés animais por grupo. Os animais foram tratados por via intraperitoneal e oral, com (-)-mirtenol em Unica
dose de 2 g kg™ seguindo as recomendacdes da Agéncia Reguladora Nacional do ano de 2013. Para a
avaliacdo da toxidade observou-se as respostas comportamentais, bem como a taxa de mortalidade, peso
corpodreo, consumo de agua e racao, producao de excretas durante 14 dias. Apés o periodo de observacéao,
os animais foram sacrificados e realizado a analise morfolégica e macroscépica dos principais 6rgaos. No
Screening hipocratico foi verificado a auséncia de mortalidade e os sinais clinicos foram discretos. Como
estudo preliminar de toxicidade, ndo foi observado toxicidade aguda do (-)-mirtenol, tendo assim, um nivel
de seguranca aceitavel, possibilitando a viabilidade para o desenvolvimento de novas pesquisas e futuros
fitofarmacos.

De acordo com a Organizacdo Mundial de Salde, 80% da populacao dos paises em desenvolvimento
utilizam-se de plantas medicinais por falta de acesso a outros tratamentos (SANTOS et al., 2013), porém
muitas delas apresentam toxicidade relacionadas a constituintes presentes em sua composi¢cdo (COAN;
MATIAS, 2014) desta forma é de fundamental importancia estudos toxicolégicos da planta e de seus
constituintes ativos, para garantir a qualidade, eficacia, seguranca e conhecimento de seus efeitos adversos
(SACHETTI et al., 2009). Dentre as planta medicinais podemos destacar as aromaticas, ricas em 6leos
essenciais, evocadas como fontes relevantes de produtos naturais (JUNIOR,GRACA; SCHEFFER, 2004).

Nas flores e folhas das plantas aromaticas podemos encontrar os monoterpenos, que sao metabolitos
secundarios constituintes dos 6leos esséncias de varias destas espécies (CHAUDHARY et al., 2013). A
utilizacdo de modelos animais para experimentacdo € de suma importancia na pesquisa cientifica,
principalmente para o desenvolvimento de novos medicamentos. Dentre todas as espécies utilizadas
durante os Ultimos anos, os roedores sao as de maior destaque por possuirem caracteristicas favoraveis
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para a pratica cientifica como tamanho reduzido, ciclo reprodutivo curto, prole numerosa, precocidade,
nutricdo variada, facil domesticacdo, adaptacdo a ambientes variados e sociabilidade (LIMA et al., 2014).

Os roedores sdo as espécies mais comumente utilizada na avaliacéo da toxicidade aguda de extratos
ou isolados (PAUMGARTTEN et al., 1989; DE ALMEIDA et al., 2012; KOUADIO et al., 2014; XU et al.,
2014), possibilitando a verificacdo do potencial de novas substancias e produtos que causam danos a
saude humana, bem como classificar essas substéncias de acordo com seu grau de letalidade ou
toxicidade (VALADARES, 2007).

Material e Métodos

Foram utilizados 18 ratos Wistar 9 machos e 9 fémeas albinos, divididos em 6 grupos com 3 animais
por cada grupo, pesando entre 250 a 300 g, todos com aproximadamente 3 meses de idade, provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias - CCA da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Os
animais foram mantidos sob condicdes monitoradas de temperatura equivalente a 25 + 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 6h00 as 18h00. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal da UFPI - CEEA/UFPI sob protocolo nimero 013/11. Para realizacdo dos testes o monoterpeno
utilizado foi adquirido da Sigma Aldrich ® com grau de pureza de 99%, e emulsionado em Tween 80 0,05%
dissolvido em solugéo salina 0,9% (veiculo).

Os animais foram tratados por via intraperitoneal e oral, com solugdo de mirtenol em Unica dose de 2
g kg™ de acordo com a resolucéo da ANVISA de 31 de Janeiro de 2013. Para estudo de toxicidade aguda
em dose Unica, o grupo controle foi tratado com Tween 80 (0,05%) dissolvido em solugéo salina 0,9%
(veiculo). Apos trinta minutos da administracdo os animais foram colocados em gaiolas de polipropileno,
divididos em grupo de trés animais por gaiola e observados durante quatro horas continuamente a fim de
avaliar possiveis alteragbes comportamentais, e apos 24 horas, foram observados uma vez ao dia durante
os 14 dias, a fim de registra possivel mortalidade causada pelo (-)-mirtenol.

Os animais foram avaliados e observados por meio de estudos comportamentais, bem como o peso
corpéreo, consumo de agua e ragdo e producdo de excretas durante os 14 dias de observacdo. Apos esse
periodo, foram sacrificados para analise morfolégica macroscopica dos principais 6rgaos.

Screening hipocrético

ApOs a administragdo do mirtenol nos grupos experimentais, foram observados 0s seguintes
pardmetros: atividade geral, anestesia, ataxia, cianose, contor¢éo, crise epiléticas, calda em straub, frémito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, reflexo de endireitamento, tbnus muscular, forca para agarrar, reflexo
auricular, reflexo corneal, tremores, hipnose, lacrimacédo, ptose palpebral, miccdo, defecacéo, piloerecéo,
hipotermia, respiracdo , hiperemia, morte (SANTANA et al., 2013).

Teste de campo aberto

O campo aberto é uma caixa de acrilico com paredes transparentes e piso preto, dividido em nove
guadrados de area igual. Este teste é utilizado para avaliar a atividade exploratdria do animal como niimero
de cruzamentos de quadrantes e nimeros de comportamentos de autolimpeza (grooming) e numero de
levantamentos sem encostar-se nas paredes (rearing) (ARCHER, 1973; SOUSA et al., 2007).

Teste da barra giratoria

O teste da barra giratéria consiste em colocar o animal com as quatro patas em uma barra giratéria a
uma velocidade constante de 12 rpm, para avaliar uma possivel acdo relaxamento muscular ocasionado
pela administracdo da substancia testada. Os parametros observados sdo o niumero de quedas (até trés
quedas) e o tempo de permanéncia na barra durante 1 min (DUNHAM; MIYA, 1957; GUIMARAES et al.,
2010; BARTH; MODY, 2014).
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Screening hipocratico

Apés avaliacdo do Screening hipocratico todos os animais dos diferentes sexos (macho e fémea) e
diferentes vias (oral e intraperitoneal), que receberam a dose Unica de 2 g kg™ de mirtenol n&o foi observada
nenhuma morte, na via intraperitoneal foram observados alteracdo na respiracao dita ofegante, sinais de
anestesia e diminuicdo do reflexo corneal, enquanto que via oral ndo apresentou nenhuma alteracdo. Este
tipo de avaliagdo fornece uma estimativa geral de natureza farmacoldgica e toxicolégica de uma substancia
desconhecida, principalmente sua influéncia no estado de consciéncia e disposicdo, coordenagdo motora,
reflexos, atividade sobre o sistema nervoso central e sistema neurovegetativo dos animais testados (SILVA
et al., 2007).

Teste da barra giratoria

No teste da barra giratéria, foi observada uma reducédo significativa no tempo de permanéncia na
barra de 31,65; 41,1; 28,8 e 43,8 %, nos grupos tratados com (-)-mirtenol respectivamente MIR FeV.O
(mirtenol 2 g kg-1, fémeas via oral; 120,7 + 5,8), MIR MaV.O (mirtenol: 2 g kg'l, machos via oral; 104,0
5,0), MIR FeV.I.P (mirtenol 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal; 125,7 + 4,1) e MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg™,
machos via intraperitoneal; 99,2 + 3,5) quando comparados com o com o veiculo (controle negativo; 170,6 £
0,949; p<0,05;) consequentemente houve o aumento do nimero de quedas em 43,76; 56,24; 56,24 e
56,24 %, nos grupos tratados com (-)-mirtenol respectivamente MIR FeV.O (mirtenol 2 g kg-1, fémeas via
oral; 2,56 + 0,22), MIR MaV.O (mirtenol: 2 g kg'l, machos via oral; 2,78 £ 0,11), MIR FeV.I.P (mirtenol 2 g kg’
! fémeas via intraperitoneal; 2,78 £ 0,11) e MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg'l, machos via intraperitoneal; 2,78 £
0,11) quando comparados com o com o veiculo (controle negativo; 1,78 + 022; p<0,05;) sugerindo um
possivel efeito sedativo.

Teste do campo aberto

Na avaliagdo da atividade locomotora espontdnea néo foi evidenciada diferenca significativa no
namero de cruzamentos, nUmero de groomings e numero rearings (p<0,05) em relacdo ao grupo controle,
apesar das oscilagcbes decorridas durante todo o tratamento.

Na avaliacdo da atividade locomotora espontanea, foi observada um aumento significativa no nimero
de cruzamentos de 79,70; 4166,0; 62,75 e 171,20 %, nos grupos tratados com (-)-mirtenol
respectivamente MIR FeV.O (mirtenol 2 g kg"l, fémeas via oral; 11,78 + 0,78), MIR MaV.O (mirtenol: 2 g kg
! 'machos via oral; 17,44 + 2,89), MIR FeV.I.P (mirtenol 2 g kg'l, fémeas via intraperitoneal; 10,7 + 10,67) e
MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg'l, machos via intraperitoneal; 17,78 + 1,97) quando comparados com 0 com 0
veiculo (controle negativo; 6,56 * 0,40; p<0,05;).

Observado uma diminuicdo no numeros de levantamento apoiado apenas nas patas traseiras
(rearing) de 66,67; 41,75; 63,9 e 66,67 %, nos grupos tratados com (-)-mirtenol respectivamente MIR FeV.O
(mirtenol 2 g kg™, fémeas via oral; 1,33 + 0,0), MIR MaV.O (mirtenol: 2 g kg™, machos via oral; 2,33 + 0,33),
MIR FeV.I.P (mirtenol 2 g kg™, fémeas via intraperitoneal; 1,44 + 0,11) e MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg™,
machos via intraperitoneal; 1,33 + 0,19) em relacdo ao veiculo (controle negativo; 4,00 + 0,19; p<0,05;).

Em relagdo ao ndmero de movimento de autolimpeza do animais tratados com(-)-mirtenol foi
observado um aumento significativo de 33,35; 30,55; 13,9 e 25,00 %, nos respectivos grupos MIR FeV.O
(mirtenol 2 g kg'l, fémeas via oral; 5,33 £ 1,9), MIR MaV.O (mirtenol: 2 g kg"l, machos via oral; 5,22 + 0,22),
MIR FeV.l.P (mirtenol 2 g kg-1, fémeas via intraperitoneal; 4,56 + 0,29) e MIR MaV.O (mirtenol 2 g kg'l,
machos via intraperitoneal; 5,00 = 0,57) em relagdo ao veiculo (controle negativo; 4,00 + 0,00; p<0,05;).
Numero de movimento de autolimpeza.

Os resultados obtidos com o presente estudo indicam que o (-)-mirtenol ndo causou mortalidade dos
animais até 14 dias apos administracéo da dose testada, sugerindo uma baixa toxicidade para o (-)-mirtenol.
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De acordo com os resultados encontrados, o (-)-mirtenol ndo apresentou toxicidade na dose Unica de
29 kg'l em ratos Wistar albinos de ambos 0s sexos, por via oral e intraperitoneal, viabilizando um certo grau
de seguranca para a sua utilizacdo em estudos futuros de viabilizagcao de futuro fitofarmacos.
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Palavras-chave: Noni. Fitoterapicos. Beneficios do Noni. Efeitos do Noni.

A Morinda citrifoliam normalmente conhecida por noni, € uma pequena arvore da familia das Rubiaceae,
originaria do sudoeste da Asia. O emprego tradicional do noni pelos polinésios esta atribuido aos efeitos
relacionados com atividade antibacteriana, antiviral, antifingica, antitumoral, anti-helmintica, analgésica,
anti-inflamatéria, hipotensora e imunoestimulante. O presente trabalho teve como objetivo identificar e
aprimorar através da literatura cientifica conhecimentos referentes ao fruto noni, evidenciando seus
beneficios para a salde e os casos em que pode causar efeitos adversos. Este estudo consiste em revisdo
de bibliografia, com natureza qualitativa, baseado em materiais ja elaborados, retirados de artigos
cientificos, periédicos e dissertacdes com a finalidade de aprimorar os conhecimentos sobre a Morinda
citrifoliam. As principais vitaminas presentes sédo a vitamina A e a vitamina C em grande quantidade o que
justifica seu potencial antioxidante. Durante a busca de materiais utilizando as palavras chave para
realizagd@o da revisdo de literatura foram encontrados nas bases de dados Scielo, Lilacs e Bireme o total de
1272 artigos, evidenciando que o fruto Morinda Citrifoliam é de bastante interesse para a populagéo no que
diz respeito aos seus verdadeiro beneficios ao organismo humano. Como qualquer composto xenobiotico
seu uso de forma exagerada e inadequada pode trazer sérios efeitos colaterais. Entende-se que a
administragdo do suco do noni de maneira adequada pode ser um importante agente na busca pela saude.

A Morinda citrifoliam normalmente conhecida por noni, € uma pequena arvore da familia das
Rubiaceae, originaria do sudoeste da Asia, tendo sido difundida pelo homem por meio da india, e do
Oceano Pacifico até as ilhas da Polinésia Francesa, onde se situa o Taiti. O emprego tradicional do noni
pelos polinésios esta atribuido aos efeitos relacionados com atividade antibacteriana, antiviral, antifingica,
antitumoral, anti-helmintica, analgésica, anti-inflamatoria, hipotensora e imunoestimulante, usado ha mais
de 2000 anos (WANG et al., 2002).

Fitoterapicos sdo medicamentos obtidos sendo empregado, como principio-ativo, exclusivamente
derivados de drogas vegetais. Sao caracterizados pelo conhecimento da eficicia e dos riscos de seu uso,
como também pela constancia de sua qualidade. Fitoterapicos sao regulamentados no Brasil como
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medicamentos convencionais e tém que apresentar critérios similares de qualidade, seguranca e eficacia
requeridos pela ANVISA para todos os medicamentos (ANVISA, 2004).

Segundo Rosa e colaboradores, nas Ultimas décadas o interesse pela fitoterapia teve um aumento
consideravel entre usuarios, pesquisadores e servicos de salde. Na Declaracdo de Alma-Ata, em 1978, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece que 80% da populacédo dos paises em desenvolvimento
utilizam praticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% usam plantas ou preparacdes
destas. Desde entdo, a OMS tem expressado a sua posi¢do a respeito da necessidade de valorizar a
utilizacéo de plantas medicinais no Ambito sanitario e na atencéo basica a saude.

De acordo com a Associacdo Brasileira de Empresas de Vendas Diretas (ABEVD) existe mais de
18.000 distribuidores dos produtos derivados do noni cadastrados no pais, sendo o Brasil o quinto mercado
de TAHITIAN NONI® no mundo. Além da comercializacéo do suco de noni também estdo & venda capsulas
de extrato seco e capsulas do pé da planta através das farmacias de manipulacéo e ha divulgacao de suas
propriedades medicinais e curativas através dos meios de comunicacao (MULLER, 2007).

O trabalho tem importancia devido ao misticismo que se formou referentes as curas que este fruto
propicia. Visto isto entende-se que precisam ser feitos estudos para elucidar as verdades sobre o noni,
mostrando seus efeitos para a satde humana.

O presente trabalho teve como objetivo identificar e aprimorar por meio da literatura cientifica
conhecimentos referentes ao fruto noni, evidenciando seus beneficios para a salude e os casos em que
pode causar efeitos adversos.

Materiais e Métodos

Este estudo consistem em uma revisdo de bibliografia, com natureza qualitativa e quantitativa,
baseado em materiais ja elaborados, retirados de artigos cientificos, periédicos e dissertacfes com a
finalidade de aprimorar os conhecimentos sobre a Morinda citrifoliam. Foi utilizado como metodologia a
selecdo de artigos cientificos e periddicos coletados e triados de acordo com o interesse e relevancia,
excluindo artigos publicados antes de 2002 e que ndo se adequavam aos objetivos propostos para o
trabalho. Material foi coletado nas plataformas: Scielo, Lilacs e Bireme, com documentos em portugués,
inglés e espanhol entre os anos 2002 a 2014.

Informacgdes referentes a regulamentagé@o e comercializagdo do noni foram retirados de documentos
e informativos disponibilizados no site da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que é o érgao
responsavel por estas atribuicdes. A busca por material ocorreu durante os meses de setembro e outro de
2014.

Resultados e Discussao

Durante a busca por materiais utilizando as palavras chave para a realizacdo da revisdo cientifica
foram encontrados nas bases de dados Scielo, Lilacs e Bireme o total de 1272 artigos, evidenciando que o
fruto Morinda citrifoliam é de bastante interesse para a populacdo no que diz respeito aos seus verdadeiros
beneficios ao organismo humano (Quadro 1).

Quadro 1. Quantidade de artigos encontrados de acordo com as palavras chave.

Palavras Chave Bases de dados pesquisadas

Scielo Lilacs Bireme
Noni 16 25 395
Fitoterapicos 157 255 330
Beneficios do noni 0 2 2
Efeitos do noni 0 5 89

O noni, fruto nativo do sudeste da Asia (Indonésia) e da Australia, € conhecido, entre outros nomes

vulgares, como Ba Ji Tian, Nonu, Indian Mulberry, Canary wood e Cheese fruit. Os cultivos comerciais de
noni podem ser encontrados no Taiti, Havai e outros paises da Polinésia, onde se fabricam a maioria dos
sucos comercializados no mundo. Como néo existe cultivares selecionados, a exploracdo comercial de noni

39



da-se a partir de plantas originadas de sementes. A denominacgéo botanica do género é devida a unido das
palavras latinas morus (amora) e indicus (india), justificada pela semelhanca ao fruto de Morus alba L. O
nome da espécie indica que a folhagem da planta é similar a alguns tipos de citros. Pertence a familia
Rubiaceae, mesma do cafeeiro, essa frutifera possui arquitetura de copa similar ao sistema radicular, sendo
gue a planta adulta atinge de 3 a 10 m de altura e permanece enfolhada o ano todo. Dependendo da origem
do material ou do local de cultivo, as plantas podem ndo desenvolver uma copa tipica e permanecem com
aspecto arbustivo (TOMBOLATO et al., 2005).

Atualmente, um ndmero expressivo de plantas nativas e exéticas, com potencial socioecondmico para
a regido Nordeste do Brasil, esta sendo cultivado de maneira empirica. Entre essas espécies, merece
atencao especial a Morinda citrifolia L, pertencente a familia Rubiaceae e popularmente conhecida por noni,
pelo seu elevado valor de mercado e adaptabilidade as condi¢Ges e dafoclimaticas do Nordeste brasileiro
(SOUSA, 2010).

O fruto do noni é rico em agua (90%) e os principais componentes da matéria seca parecem ser
sélidos sollveis, fibras dietéticas e proteinas. O teor de proteinas chega a 11,3%, os aminoacidos principais
sao o0 acido aspartico, acido glutamico e isoleucina. Os minerais correspondem a 8,4% do peso seco, e sao
principalmente potassio, calcio, enxofre e fésforo (CHAN-BLANCO et al., 2006). Em uma de suas
publicacdes BARROS, 2008 afirma que as principais vitaminas presentes sdo a vitamina A e a vitamina C
em grande quantidade o que justifica seu potencial antioxidante (BARROS, 2008).

Apesar do uso de plantas medicinais para tratamento, cura e prevencdo de determinadas doencas
ser uma das mais antigas formas de préatica medicinal da humanidade e estar apoiada em um conhecimento
consolidado por séculos de observacao, planta medicinal ndo é sindnimo de inocuidade. Ao contrario do
senso comum de que “medicamento natural se ndo fizer bem, mal ndo faz” a planta medicinal € um
xenobiético, ou seja, um produto estranho ao organismo com finalidades terapéuticas, que ao ser
introduzido no organismo humano sofre biotransformacao e pode desta forma, gerar produtos toxicos
(OLIVEIRA, 2014)

Trabalhos cientificos recentes vém comprovando e dando suporte ao senso comum polinesiano, que
defendia o emprego de noni para preven¢do e cura de algumas enfermidades. Consta que o fruto é um
poderoso antioxidante natural e que o seu consumo diario, na forma de suco, auxilia o sistema imunolégico
e aumenta a capacidade das células na absor¢cdo de nutrientes. Um dos principais componentes
encontrados na fruta é a Proxeronina, precursora do alcaloide Xeronina que ativa as enzimas catalisadoras
do metabolismo celular. Além dessa substancia encontrada na fruta, ha muitas outras presentes nas folhas,
flores e raizes, também empregadas terapeuticamente no tratamento e prevencdo de doencas
(TOMBOLATO et al., 2005).

Uma das teorias mais utilizadas para explicar a funcdo do noni esta relacionada com a proxeronina
guando chega a partes especificas das células, como as mitocdndrias, os microssomas, o aparelho de
Golgi, o reticulo endotelial, os sistemas de transporte de elétrons, DNA, RNA e dentro destas estruturas se
combina com outros agentes bioquimicos naturais e blocos construtores (hormonios, proteinas, enzimas,
serotonina, vitaminas, minerais e antioxidantes) onde age, pela corrente sanguinea, nas células do
organismo. Esta combina¢do se converte em xeronina, que ajuda a célula na sua reparacao e regeneracao.
Devido a essas propriedades, a xeronina intervém potencialmente no corpo humano de muitas maneiras,
gue vao desde o aumento da vitalidade de uma pessoa até a reducdo da dependéncia das drogas. Os
transtornos internos e neurogénicos também podem reagir positivamente a xeronina devido a sua
habilidade de normalizar as proteinas encontradas em todos os tecidos vivos essenciais, até do cérebro
(LAVAUT, 2003).

A ANVISA, o6rgao responsavel pela regulamentacdo de fitoterapicos no Brasil alerta em informe de
2007, para o fato de que ndo existem estudos suficientes sobre a eficacia do Noni e que os estudos
existente divergem sobre sua seguranca, por conta de alguns trabalhos cientificos produzidos relacionarem
o consumo do suco de Noni com casos de hepatotoxicidade. Fatos que impedem a sua regulamentacao e
consequentemente sua comercializagao para consumo diario (ANVISA, 2007).

Muitos dos efeitos benéficos ndo sdo comprovados cientificamente, alguns estudos citam que entre
as doencas tratadas com mais efetividade estdo: a alergia, artrites, asma, cancer, depresséao, diabetes,
digestdo, aumento da energia, doencas do coracdo, rins, ciclo menstrual, doencas mentais, musculares,
obesidade, dores de cabeca, apetite sexual, insbnia e stress. Mencionam, também, que alguns sintomas do
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HIV foram diminuidos, assim como da esclerose e da paralise; e eliminaram o habito de fumar em mais de
50 % dos tratados para cada doenca (LAVAUT, 2003).

Embora existam inimeros trabalhos e evidencias positivas sobre a utilizacdo do Noni, deve ser
salientado informacdes sobre efeitos adversos resultantes de sua ingestdo. Segundo CHITARRA, citado por
MATOSO et al., 2013, O noni pode apresentar alguns efeitos colaterais como nauseas, dores epigastricas,
constipacao ou diarreia, inchaco, tosse, dores de cabeca e erup¢ao cutaneas. Estes efeitos sdo geralmente
experimentados quando grande quantidade de noni é consumido. Para evitar o excesso da utilizagdo do
suco de noni e consequentemente seus efeitos colaterais, é recomendavel ingerir 20 — 30 mL de suco.
Deve-se tomar uma vez ao dia em jejum e a duracdo do tratamento ndo deve exceder seis meses.

A partir da analise e estudo dos materiais coletados foi possivel constatar que o fruto da morinda
citrifoliam nos Ultimos anos tornou-se um importante aliado na busca pela salde e bem estar,
principalmente pelo conhecimento empirico que o acompanha como um “cura-tudo”. O confrontamento
entre estudos sobre o presente fruto confirmou que existem inimeras propriedades em sua constituicdo que
contribuem significantemente na salde de seus usuarios, mas como qualquer outro composto xenobiotico
seu uso de forma exagerada e inadequada pode trazer sérios efeitos colaterais. Entende-se que a
administracdo do suco do noni pode ser um importante aliado na busca pela saude.
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O século XX apresentou um avango extraordinario na pesquisa de produtos naturais, especialmente de
plantas e microorganismos, no campo do tratamento oncolégico. A Mimosa caesalpiniifolia Benth € uma
arvore nativa do nordeste brasileiro, perene, utilizada para diversas finalidades e na medicina tradicional.
Este projeto tem como objetivo avaliar a atividade antitumoral in vivo da fragdo diclorometano (FDCM) da
casca do caule da Mimosa caesalpiniifolia Benth contra o tumor experimental Sarcoma 180 e seus efeitos
toxicolégicos em camundongos Swiss apoés 7 dias de tratamento com a FDCM (10 e 25 mg/kg/dia, via oral e
intraperitoneal).

O céncer tem afligido os seres humanos ao longo de sua histéria. Por ter se tornado um estigma de
mortalidade e dor, é uma das doengas que mais causam temor na sociedade (RIOS, 2013).

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de 200 doengas que tém em comum o crescimento
desordenado de células, que invadem tecidos e 6rgdos (INCA, 2014). Dividindo-se rapidamente, estas
células tendem a ser muito agressivas e incontrolaveis, determinando a formacéo de tumores malignos, que
podem espalhar-se para outras regides do corpo. Os tumores malignos séo responsaveis por um numero
expressivo e crescente de pacientes em todo o mundo (COSTA-LOTUFO et al., 2010).

As seis caracteristicas de cancer que a maioria, se ndo, todos os tumores necessitam para a
progressdo do crescimento benigno para maligno séo: auto-suficiéncia em sinais de crescimento,
insensibilidade a sinais anticrescimento, capacidade de evadir a apoptose, potencial replicativo ilimitado,
sustentada angiogénese e invasdo do tecido adjacente (metastase). Recentemente, a sétima marca, cancer
relacionado a inflamacédo (CRI) foi proposta e refere-se a inducao de instabilidade genética por mediadores
inflamatorios, levando & acumulacdo de alteracGes genéticas. CRI é acompanhada de remodelacdo do
tecido e angiogénese (RASANEN; VAHERI, 2010).

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Saude, o cancer esté se tornando a maior causa de morte
no mundo, deixando para tras o coragéo e a doenga vascular. Pesquisa sobre o cancer tem se concentrado
em elucidar mecanismos de progressdo do cancer para um melhor diagnostico e tratamento (RASANEN;
VAHERI, 2010). No Brasil, a estimativa para o ano de 2014, que sera valida também para o ano de 2015,
aponta para a ocorréncia de aproximadamente 576 mil novos casos (INCA, 2014).

Desde os tempos antigos, produtos naturais, ervas e especiarias sdo utilizados para a prevencéo de
diversas doencas, incluindo o céncer (MEHTA et al, 2010). O século XX apresentou um avango
extraordinario na pesquisa de produtos naturais, especialmente de plantas e microorganismos, no campo da
oncologia propiciando a descoberta de diversas substéncias utilizadas atualmente na terapéutica
antineoplasica. A maioria (60%) dos farmacos anticAncer introduzida na terapéutica nas Ultimas décadas
tem sua origem nos produtos naturais (COSTA-LOTUFO et al.,, 2010). Dentre as espécies vegetais, a
Mimosa caesalpiniifolia Benth € uma arvore nativa do nordeste brasileiro, perene, utilizada para diversas
finalidades e na medicina tradicional (SILVA et al., 2014). E amplamente utilizada pela populagdo na forma
de infusBes para o tratamento de feridas, bronquites e como anti-inflamatorio (SILVA et al., 2012).
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Este projeto tem como objetivo avaliar a atividade antitumoral in vivo da fracédo diclorometano (FDCM)
da casca do caule da Mimosa caesalpiniifolia Benth e seus efeitos toxicolégicos em animais portadores do
sarcoma 180.

Materiais e Métodos

Obtencéo da FDCM da casca do caule da planta M. caesalpiniifolia

A fracéo foi obtida a partir do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui através do
procedimento descrito abaixo:

As cascas do caule foram secas a temperatura ambiente e reduzidas a p6 fino em moinho de facas.
O material obtido (883,54 g) foi macerado com 10 x EtOH na proporcdo 1:4 de material vegetal/solvente
(m/v) com sonicagdo em banho de ultrassom 30 minutos a cada dia. A fase orgénica (sobrenadante) foi
submetida a filtragéo simples no intervalo de 3 dias e o extrato etandlico reunido foi concentrado a pressao
reduzida em evaporador rotativo. Ap6s a remocgao do solvente, o extrato foi liofilizado e pesado, obtendo-se
36,63 g de extrato etandlico bruto das cascas do caule (E. EtOH) com rendimento de 4,15%. Parte do
extrato (30 g) foi destinada ao processo de particdo liquido — liquido. Tal processo foi realizado em funil de
separacao de 1 L, onde 30,0 g de E. EtOH foi suspensa em 330 mL MeOH/H,O (2:1/v:v). A fase
hidroalcodlica foi extraida exaustivamente com: 6 x 165 mL de hexano, 7 x 165 mL de diclorometano e 12 x
165 mL de acetato de etila, respectivamente. Ao final da obten¢do de cada fracdo, a fase organica reunida
foi evaporada. A massa adquirida da FDCM foi de 3,94 g (10,75%).

Avaliacéo da atividade antitumoral in vivo — Sarcoma 180
Animais

Serdo utilizados camundongos fémeas albinas (Mus musculus) variedade Swiss, adultas com 2 (dois)
meses de idade, com peso variando de 25-30 gramas, provenientes do Biotério Central do Centro de
Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Durante todos os experimentos, 0s animais serao
aclimatados a 25 + 2 °C e mantidos em gaiolas de acrilico de 30 x 30 cm? com ciclo claro / escuro alternado
de 12 horas, receberdo racdo padrdo tipo Purina e 4gua ad libitum. Os experimentos serdo realizados de
acordo com os principios éticos na experimenta¢do animal do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA). Todos os procedimentos foram previamente aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal da Universidade Federal do Piaui - UFPI, sob o nimero 034/14.

Protocolo de Tratamento

O modelo tumoral — tumor sélido Sarcoma 180 - sera utilizado ap6s 10 dias de implantacao na regiéo
intraperitoneal. O liquido ascitico sera retirado da cavidade abdominal e preparada uma suspensdo de
células com 5,0 mL de Ringer lactato, 100 yL de gentamicina (10 mg/mL) e 0,5 mL do liquido ascitico. Nos
animais receptores, serdo injetadas 2 x 10° células/0,5 mL na regido axilar esquerda dos camundongos.
Apébs 24 horas de inoculagdo, o tratamento sera iniciado e realizado durante 7 (sete) dias consecutivos,
utilizando como controle negativo, o veiculo de diluigdo (DMSO 4 %) e como controle positivo, 0
quimioterapico 5-Fluorouracil (25 mg/kg/dia). Para a FDCM, foram estabelecidas as doses de 10 e 25
mg/kg/dia, ambas administradas via intraperitoneal (i.p.) e via oral (v.0.) por gavagem. O animal doador, ou
da manutencéo, sera eutanasiado por administragdo de pentobarbital sédico (150 mg/kg) via intraperitoneal.

Os animais serdo pesados a cada 2 (dois) dias e observados quanto ao aparecimento de qualquer
sinal de toxicidade, como diarréia, letargia e convulsdes. Os animais serdo anestesiados com pentobarbital
sédico e a coleta do sangue serd realizada por puncao cardiaca ventricular. O sangue sera acondicionado
em dois tipos de tubo: um com anticoagulante, para determinagdo dos parametros hematolégicos, e o outro,
sem anticoagulante, para obtencdo do soro para avaliagdo dos parametros bioquimicos.

No final do experimento, os animais serédo sacrificados por deslocamento cervical, sendo seus 6rgaos
(rins, baco, figado e estbmago) e tumores dissecados para avaliagdo do peso relativo e da atividade
antitumoral, respectivamente.

O percentual de inibi¢cdo do crescimento tumoral (IT) foi calculado pela formula:

IT (%) = [(A-B)/A] x 100
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Onde:
A = média dos pesos dos tumores no grupo controle.
B = média dos pesos dos tumores nos animais tratados.

Analise dos dados

Os resultados (peso relativo dos 6rgaos e peso dos tumores) serdo expressos como média + E.P.M.
A diferenca entre os grupos sera analisada por analise de variancia (ANOVA) seguida de Student Newman
Keuls usando o programa GraphPad Prism® (Intuitive Software for Science, San Diego, CA) e considerada
estatisticamente significante quando p < 0,05.

Analise Toxicologica
Parametros Bioquimicos

Para andlise bioquimica, o material sera centrifugado a 3500 rpm durante 10 minutos e, em seguida,
determinados os parametros glicose, colesterol total, triglicerideos, creatinina, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), fosfatase alcalina (ALP), bilirrubinas total e direta, proteinas totais,
albumina, acido Urico, amilase e isoenzima MB da creatina quinase (CKMB). Os ensaios serdo realizados
em aparelho automético Bio 2000 (Labtest) com sistemas comerciais da Labtest®.

Parametros Hematolégicos

Os valores para eritrocitos, leucécitos, plaquetas, hemoglobina, hematécrito e os indices
hematimétricos volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentracéo
de hemoglobina corpuscular média (CHCM) serdao determinados imediatamente apés a coleta através do
analisador automatico de células hematoldgicas Advia 120/Hematology Siemens. A contagem diferencial de
leucdcitos sera realizada em extens@es coradas com May-Grinwald-Giemsa. Em cada ensaio, 100 células
serdo analisadas e contadas.

Observacgdes Histopatoldgicas

Imediatamente apds a dissecagdo, 0s 6rgdos e os tumores serdo armazenados em formalina
tamponada 10% para posterior analise macroscopica em relagdo a cor, tamanho e presenca de focos
hemorragicos. Em seguida, os tecidos serdo processados, embebidos em parafina e secgbes de 4 a 6 ym
de espessura serdo preparadas em laminas. Depois de fixadas em formalina tamponada 10%,
desparafinizadas em xilol por 15 minutos e desidratadas em alcool em crescentes concentragdes, as
laminas serdo lavadas em agua destilada, coradas com hematoxilina/eosina (H/E) e examinadas em
microscépio éptico (400x).

Avaliacdo da atividade antiproliferativa por imunohistoquimica

A imunohistoquimica (IHQ) é um método capaz de localizar antigenos especificos em tecidos ou
células com base no reconhecimento antigeno-anticorpo, conseguindo explorar também a especificidade
fornecida por esta ligacédo a nivel de microscopia de luz (COSTA, 2011).

Os tumores serdo fixados em solucdo de formalina tamponada 10%, com tempo de fixacdo ideal
entre 18 e 24 horas, e, posteriormente, incluidos em parafina e seccionados em micrétomo, com espessura
variando entre 4 e 6 pm, “pescados” em laminas silanizadas. Apds o corte, as laminas serédo colocadas para
secar em estufa (58 — 60 °C) por, no minimo 2 horas e, maximo overnight (16 — 18 horas). Em seguida,
serdo colocadas em bateria de xilol e &alcoois graduados até a agua destilada para desparafinizacdo e
reidratacdo. Apds, sera realizada a recuperacdo antigénica dos tecidos, com tampé&o de recuperacao citrato
pH 6,0. As laminas serdo colocadas dentro do tampao j& pré-aquecido em banho-maria (95-99 °C), por 30
minutos, e, posteriormente, lavadas em agua corrente e, depois, em agua destilada. Apds a secagem ao
redor dos cortes e demarcagédo com caneta hidrofébica, sera realizado o bloqueio da peroxidase endégena,
através da aplicacéo do perdxido de hidrogénio 3% sobre os cortes de tecido, serdo incubados por 20
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minutos em temperatura ambiente (20 — 25 °C), depois, lavados em agua destilada e um banho de 5
minutos em tampdo de lavagem. Mais uma vez, sera seco ao redor dos cortes, para a aplicacdo dos
anticorpos primarios (CD-31, PCNA, KI-67), que serdo incubados por 60 minutos, em temperatura ambiente
(T.A). Em seguida, as laminas serdo lavadas mais uma vez em tampao de lavagem. Para sistema de
visualizacéo, sera aplicado o polimero/HRP e incubadas por 30 minutos em T.A e posteriormente lavadas
em tampéao de lavagem, para a aplicacdo do substrato cromégeno (DAB), por 5 minutos (T.A), depoais,
lavagem em agua corrente e destilada. A contra-coloracdo sera feita com H/E e passagem em agua
amonical. Por fim, sera realizada a desidratacéo (bateria de alcoois e xilol) e montagem permanente das
l[Aminas.

e Atividade antitumoral significativa

o Efeito antiproliferativo da fracdo diclorometano (FDCM) da casca do caule da M. caesalpiniifolia
confirmado por imunohistoquimica

e Toxicidade reduzida ou toleravel
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A Riparina é extraida da planta Aniba riparia, encontrada na Amazonia e nas Guianas. Do fruto dessa planta
foram isoladas trés alcamidas: Riparina I, Il e lll, a partir das quais foram sintetizadas outras moléculas
semelhantes. As Riparinas, em estudos in vivo, apresentaram atividade antimicrobiana, antifingica,
antiparasitario, citotdxico e antitrombotico. As ciclodextrinas (CD) tém apresentado um papel importante no
desenvolvimento de farmacos pouco sollveis em agua, por aumentar a solubilidade dos mesmos, devido a
sua propriedade de formar complexos de inclusdo, atuando como carreadores hidrofilicos de farmacos. A
aplicagdo farmacéutica mais importante das ciclodextrinas € o aumento da solubilidade, estabilidade,
seguranga e biodisponibilidade de farmacos. No entanto, a B-ciclodextrina, ciclodextrina mais utilizada,
também apresenta uma baixa solubilidade em agua, representando uma importante limitacdo da sua
aplicagdo na é&rea farmacéutica. Assim, objetiva-se nesta pesquisa modificar quimicamente a B-
ciclodextrina com o intuito de aumentar sua solubilidade e melhorar sua aplicabilidade. Além disso, através
do estudo de docagem molecular pretende-se definir qual estrutura molecular da Riparina melhor se
complexa com a nova ciclodextrina desenvolvida. Em seguida, o complexo de inclusdo sera feito e
caracterizado com posterior comprovacgao da eficacia in vitro. Com a metodologia supracitada pretende-se:
desenvolver uma [-ciclodextrina mais sollvel do que as comercializadas atualmente e utiliza-las na
complexacdo de um farmaco pouco solavel, melhorando sua eficacia terapéutica. Visto isso, 0
desenvolvimento de um novo medicamento a partir do complexo riparina: B-ciclodextrina modificada seria
promissor, assim como o desenvolvimento da ciclodextrina modificada com suas potenciais aplica¢ées.

Ciclodextrinas (CDs) sdo ferramentas multifuncionais de inigualavel importancia que tem sido
extensamente utilizada pela industria farmacéutica. Classificam-se como oligossacarideos com seis a oito
unidades de glicose unidas por ligagbes a-1,4-glicosidicas. A cavidade interna hidrofébica favorece a
complexacéo de um grande nimero de moléculas (GIDWANI; VYAS, 2014).

As modifica¢des se dao preferencialmente e de forma seletiva nas hidroxilas presentes nos C-2, C-3
e C-6 das unidades de glicose, sendo que a hidroxila da posi¢do 6 situa-se na abertura estreita do cone
enquanto que as hidroxilas 2 e 3 na abertura mais larga. Assim, as CDs possuem trés hidroxilas livres em
cada molécula de glicose mesmo apos a formagdo das ligagdes glicosidicas a-(1-4), conferindo
caracteristicas nuceofilicas a estas moléculas. Isso se deve a pré-disposicdo a formar alcéoxido e pelo
grande nimero de hidroxilas presentes em cada macrociclo (GIAMMONA, et al., 2006).

As Riparinas podem ser usadas como fontes promissoras na Pesquisa & Desenvolvimento de
Medicamentos, uma vez que foram sintetizadas, com grupo farmacoférico inspirado em produto natural
(alcaléides isolados da Aniba riparia), com bioatividade ja cientificamente comprovada em alguns estudos,
especialmente no que se refere a atividades antimicrobianas (CATAO, et al., 2010).
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Do ponto de vista fitoquimico, A. riparia, planta que deu origem as Riparinas, apresenta trés analogos
estruturais: Riparinas I, Il e lll, encontradas na natureza de forma limitada (BARBOSA-FILHO, 1997).

Com a obtencdo da Riparina lll, por meio de uma rota de sintese, com técnicas desenvolvidas e
padronizadas no laboratério de Tecnologia Farmacéutica da UFPB, foram planejados e sintetizados os
analogos das Riparinas (riparinas A, B, C, D, E e F), utilizando uma metodologia simples e de resultados
seguros (GUTIERREZ, 2007).

Essas Riparinas foram avaliadas por Nunes e colaboradores (2014), e mostraram-se ativas em
ensaios de atividade antimicrobiana, antifingica, antiparasitario, citotoxico e antitrombdtico. Acredita-se que
o aumento da solubilidade destas moléculas venha potencializar suas atividades e/ou usos

A docagem molecular (do inglés molecular docking) € uma das principais estratégias de Pesquisa &
Desenvolvimento de Medicamentos, que consiste na predicdo da conformacgdo bioativa de uma pequena
molécula (ligante) no sitio de ligacdo de uma macromolécula (ciclodextrina), seguido da avaliacdo e
classificagdo do modo de ligacdo proposto (ANDRICOPULO et al., 2009).

Visto isso, este projeto tem por objetivo obter e caracterizar complexos de inclusdo entre [-
ciclodextrinas modificadas quimicamente e Riparina, visando o incremento da solubilidade do farmaco.

Inicialmente, serd realizado uma busca nos bancos de dados da PubMed, Web of Science e
ScienceDirect utilizando os descritores: “cyclodextrin modified”, “drug release”, “high solubility”, afim de
desenvolver uma elaborada revis@o da literatura. Serdo considerados apenas artigos em inglés e publicados
no periodo entre 2004 e 2014. Apés a leitura dos titulos e resumos, aqueles que ndo se referirem a
modifica¢cdes realizadas na ciclodextrina com o intuito de otimizar a liberacdo de farmacos serdo
descartados.

A partir das informacdes obtidas na reviséo, realizar-se-4 modificagdo quimica visando o aumento da
solubilidade da B-ciclodextrinas e consequentemente sua otimizagdo como excipiente. A caracteriza¢do do
produto obtido sera feita através de: espectroscopia no Infravermelho; andlises térmicas (DSC/TG);
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN); difratometria de Raios X (DRX).

Em seguida, sera feito o estudo de docagem molecular, onde se visara determinar a estrutura
geométrica otimizada, descrever a natureza das ligagc6es intramoleculares, mudancas conformacionais da
Riparina dentro da cavidade da B-ciclodextrina modificada, estabilidade do complexo bem como a energia
envolvida no processo de formacdo do complexo, incluindo pardmetros termodinamicos.

Uma vez determinada a forma estrutural da Riparina que melhor se encaixa na estrutura da B-
ciclodextrina modificada, realizar-se-a a preparacdo do complexo de inclusdo através dos métodos de
mistura fisica, malaxagem e spray dried, sendo os complexos entdo caracterizados pelas técnicas:
Espectroscopia no Infravermelho; Analises Térmicas (DSC/TG); Ressonancia Magnética Nuclear (RMN);
Difratometria de Raios X (DRX); Microscopia eletrénica de varredura (MEV);

Por fim, avaliar-se-a a capacidade antitrombética, antimicrobiana e antifiingica dos complexos de
inclusdo, assim como comparar os resultados obtidos com aqueles descritos na literatura referentes a
aplicag&o do farmaco de forma isolada.

Para o teste que avalia a capacidade antitrombotica in vitro, parte-se do sangue venoso de 10
voluntarios saudaveis. Apés a formacgdo de coagulo, este é isolado através da retirada do soro, e pesado.

Cada tubo receber4d uma amostra de Riparina complexada, que ap0ds incuba¢do o fluido sera
removido e os tubos novamente pesado para observar a diferenca de peso apés a quebra do coagulo.

As atividades antibacterianas e antiflingicas das Riparinas complexadas serdo avaliados pelo
método de difusdo em disco (BAUER et al.,, 1966) contra quatro bactérias Gram (+) e seis espécies de
bactérias Gram (-), além de sete espécies de fungos patogénicos humanos. Ciprofloxacina e azitromicina
serdo usados como padrfes nos testes de atividade antibacteriana e o fluconazol serd usado como padrao
antifangico.

Inicialmente, com a revisdo da literatura espera-se conhecer as B-ciclodextrina modificadas ja
existentes, assim como suas caracteristicas fisico-quimicas. A partir de entdo, promover-se-4 uma
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modificacdo inovadora, visando o aumento de sua solubilidade com a consequente otimizacdo das
propriedades de vetorizacao.

As caracterizagdes realizadas na B-ciclodextrina modificada deverdo apresentar resultados que
permitam conhecer as estruturas quimicas da macromolécula e confirmar a eficacia do processo de
modificagdo. A partir de entdo, com o estudo de docagem molecular entre a B-ciclodextrina modificada e as
diferentes formas sintéticas da riparina é pretendido prever, através de comprovacdes cientificas, qual ou
quais das moléculas da riparina melhor se complexa com a (3-ciclodextrina modificada.

Uma vez determinado computacionalmente qual a complexacao ideal, proceder-se-a com a efetiva
elaboracdo do complexo de inclusdo. Com os testes analiticos supracitados, pretende-se comprovar a
eficacia do método de elaboragédo do complexo

Por fim, com os resultados dos testes in vitro das atividades antimicrobiana e antifingicas é
pretendido comprovar que a complexacdo foi efetiva e que a modificacdo realizada demonstra ser um
avanco na utilizacédo da ciclodextinas com terapia.
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A esquistossomose é uma doenga parasitaria de grande impacto social, uma vez que é considerada um
problema de salde publica em muitos paises. Assim, € de grande importancia a busca por novas
alternativas terapéuticas para o tratamento dessa patologia. A #GB12, obtida a partir de Peltophorum
dubium, é um composto de significativa importancia médica, pois possui diversas atividades clinicas, como
antiasmatica, anti-inflamatéria e hepatoprotetora. O seguinte projeto objetiva realizar uma avaliacdo preé-
clinica da #GB12, através da analise da toxicidade e dos pardmetros bioguimicos e hematoldgicos, para a
obtencdo de um bioproduto para o tratamento da esquistossomose.

A utilizagéo de plantas medicinais no tratamento e na cura é uma pratica tdo antiga quanto a espécie
humana. E, em regifes mais pobres do pais e até mesmo em grandes centros urbanos brasileiros, plantas
medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados populares e encontradas em quintais
residenciais (MACIEL et al., 2002). De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS),
aproximadamente 40% dos medicamentos atualmente disponiveis foram desenvolvidos direta ou
indiretamente a partir de fontes naturais, subdivididos em: 25% de plantas, 12% de microorganismos e 3%
de animais. Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela OMS, 11% tém origem de plantas e um
namero significativo sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais (SECRETARIA DA
AGRICULTURA FAMILIAR, 2006).

Conhecida como “canafistula”, a espécie Peltophorum dubium, pertencente a familia
Caesalpiniaceae, tem ocorréncia natural no Paraguai, no Uruguai, ha Angentina e no Brasil, tendo ampla
expressdo em diversos estados brasileiros, como Paraiba, Parana, Pernambuco, Goias, Mato Grosso do
Sul, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Sdo Paulo. Apesar de ser encontrada em todo o pais, encontra-se
na lista das espécies ameacadas de extingdo. As suas raizes, folhas, flores e frutos tém propriedades
medicinais, logo € utilizada na medicina popular, como a utlizagdo da casca do caule como
anticoncepcional, por indios de vérias etnias do Parana e de Santa Catarina (CARVALHO, 2002).

Um dos compostos encontrado na Peltophorum dubium é a #GB12, também encontrada em outras
plantas como a Endopleura uchi e Saxifraga stolonifer, porém a #GB12 tém sido mais relatada em géneros
pertencentes a familia Euphorbiaceae, Saxifragaceae e Myrsinaceae A #GB12 é um (4-metoxi-2[tetrahidro-
3,4,5-trihidroxi-6 (hidroximetil) piran-2-il]-aresociclico acido &-lactona, um derivado do &cido gélico
(BORGES et al, 2011).

Experimentos farmacoldgicos tém indicado que a #GB12 possui significativa atividade antiasmatica,
antitussigena, anti-inflamatoria, antifingica, anti-HIV e atividade hepatoprotetora. Também tem sido
utilizada, no Japao, para o tratamento de doengas gastrintestinais, como Ulcera gastrica, diarréia e
constipacdo (FERREIRA et al, 2012)
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Conhecida pelos brasileiros como xistosa, barriga d’agua ou doenga do caramujo, a esquistossomose
mansoni é uma endemia parasitéria tipica da Asia, da Africa e das Américas (KATZ, 2003), constituindo
grande problema de saude publica. No Brasil ha cerca de 2,5 milhdes de pacientes com esquistossomose, a
maioria deles localizados nos estados do Nordeste. Os estados mais atingidos sdo Alagoas, Bahia, Espirito
Santo, Minas Gerais, Paraiba, Pernambuco e Sergipe. (VITORINO et al, 2012)

A esquistossomose mansonica é causada pelo Schistosoma mansoni, que tem como hospedeiro o
caramujo da género Biomphalaria preston. E uma helmintose de transmiss&o hidrica (MOREIRA et al,2008)
e estd intimamente relacionada ao baixo desenvolvimento econdmico e a pobreza, que geram a
necessidade de uso de dguas naturais contaminadas para o exercicio da agricultura, trabalho doméstico e
lazer (KATZ, 2000). Sua patogénese é dependente da interacdo entre o hospedeiro e o helminto, podendo
acometer diferentes 6rgaos e sistemas, salientando as caracteristicas das formas crénicas com sérias
implicac@es para o individuo (VITORINO et al, 2012)

Diante desse contexto, uma avaliacdo toxicoldgica de extratos de #GB12 em conformidade com os
rigorosos critérios da Anvisa, seria de grande interesse cientifico e comercial, ja que os resultados obtidos
poderiam servir tanto ao conhecimento como ao desenvolvimento de um futuro fitoterapico no tratamento da
esquistossomose, uma vez que os estudos toxicoldgicos tém a finalidade de avaliar a ideia errada de que
produtos fitoterapicos, por serem naturais, séo isentos de efeitos tdxicos ou adversos, e que 0 uso popular
de plantas medicinais serve como validacdo da eficacia destes medicamentos (CARVALHO et al., 2008).

Sabendo-se da publicacdo do Guia para a Realizacdo de Estudos de Toxicidade Préclinica de
Fitoterapicos (RE N°90), pela ANVISA, o presente trabalho visa realizar uma avaliagdo pré-clinica da
#GB12, isolada da Pelthorum dubium, para a obtencdo de um bioproduto para o tratamento da
esquistossomose.

Materiais e Métodos

Estudos toxicoldgicos pré-clinicos da #GB12

A metodologia adotada nessa etapa sera realizada segundo 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 ratos da linhagem Wistar (Rattus norvegicus) machos e fémeas,
adultos, com 2 meses de idade, com peso variando de 250-280g provenientes do Biotério Central do CCA
da UFPI. Os animais serdo mantidos sob condicdes monitoradas de temperatura equivalente a 25 + 1 °C,
com livre acesso a racao tipo pellets (Purina®) e agua, mantidos em ciclo claro/escuro de 12 horas, sendo a
fase clara de 6h:00 as 18h:00.

Determinacé&o da dose letal (DLs)

Os animais serdo divididos em 4 grupos de ratos (n = 10). Cada grupo, em jejum de 12 horas,
receberd por via oral (canula oro-géstrica) doses da #GB12, que variardo de 500 a 2000 mg/kg (quatro
doses) (grupos I, 1l e lll) (BRASIL, 2013). Os animais serdo colocados em gaiolas com racdo e agua ad
libitum e observados durante 72 h para observacdo dos parametros comportamentais (MALONE;
ROBICHAUD, 1962). O numero de mortes de cada grupo sera expresso como o percentual do nimero total
de animais que receberam o produto. A determinacdo da DLs, sera feita através da interpolacéo
semilogaritmica.

Avaliacdo da toxicidade aguda com doses repetidas, subcrdnica e crénica

Nesse estudo seréo utilizados ratos albinos, machos e fémeas, divididos em 3 grupos (n = 5)
separados em gaiolas de acordo com o sexo. Os grupos receberdo por via oral, durante 30 dias (doses
repetidas), 60 dias (subcrénico) e 120 dias (crdnico) (VIJAYALAKSHMI et al., 2000), de #GB12. O grupo
controle recebera dgua destilada correspondente a 0,1 mL/100g de peso vivo (grupo I). Os grupos Il e llI
receberdo a dose de 1/10 e 2/10 da DLsq de #GB12. Durante os 30, 60 e 120 dias de experimentos 0s
animais serdo monitorados quanto a eventuais alteracdes comportamentais. Em intervalos de 2 dias os
animais serdo pesados e, diariamente, tanto 4gua quanto a racéo, medidos e pesados, respectivamente. Os
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animais serdo anestesiados com pentobarbital s6dico (40 mg/kg i.p.) e a coleta do sangue sera realizada
por puncao cardiaca em dois tubos para determinar parametros hematoldgicos e bioquimicos.
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Anédlise dos parametros bioquimicos e hematolégicos

Para analise bioquimica, o material sera centrifugado a 3500 rpm durante 10 min e, em seguida,
determinados o0s parametros glicose, uréia, creatinina, aspartato aminotransferase, alanina
aminotransferase, colesterol total, triglicerideos, fosfatase alcalina, bilirrubinas total e direta, proteinas totais
e acido urico. Os ensaios serdo realizados em aparelho automatico LABMAX 240®. Os valores para
eritrécitos, leucocitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcrito e os indices hematimétricos volume corpuscular
média, hemoglobina corpuscular média e concentracdo de hemoglobina corpuscular média serao
determinados imediatamente apds a coleta através do analisador automatico de células hematoldgicas
ADVIA 120/Hematology® SIEMENS®©. A contagem diferencial de leucécitos serd realizada em extensdes
coradas com May-Grinwald-Giemsa.

Estudo da genotoxicidade e citotoxicidade em linhagens tumorais

A genotoxicidade, toxicidade e mutagénicidade sera avaliada segundo os protocolos descritos por
Fiskesjo (1985) com algumas adaptac8es descritas por Mitteregger e colaboradores (2007) para o bioensaio
Allium cepa. O teste de Artemia salina sera executado segundo o protocolo estabelecido por Meyer e
colaboradores (1982) com algumas modificacdes. O ensaio cometa serd realizado segundo os protocolos
ditos por Singh e colaboradores (1988). Ja o teste do micronucleo sera executado conforme o protocolo de
Mavournin e colaboradores (1990). O estudo citotoxico sera feito pelo método do MTT permite definir
facilmente a citotoxicidade (BERRIDGE et al., 1996).

Anélise histopatolégica em estémago e tecido hepético de roedores

Os animais serdo divididos em quatro grupos de ratos (n = 5) e tratados conforme descrito
anteriormente para observagdo dos parametros de toxicidade. ApOs o periodo de observacao de 24 horas,
todos os grupos serdo eutanasiados por anestesia. Seus estbmagos e figados serdo removidos e fixados
em formalina a 10% por 72 h para a realiza¢do das analises histopatolégicas (WHO, 1995).

Andlise Estatistica

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica serdo analisados pela Analise de
Variancia (ANOVA) e pelo teste de t-Student-Newman-Keuls como post hoc por meio do programa
GraphPadPrism® versdo 6.00. Os dados nao paramétricos serdo analisados pelo mesmo programa
utilizando o teste do qui-quadrado. O mesmo programa serd utilizado para confeccdo dos gréficos dos
resultados obtidos neste trabalho. As diferencas serdo consideradas estatisticamente significativas a partir
de p<0,05.

Sdo esperados a obtencdo de dados toxicologicos pré-clinicos da #GB12, bem como da
genotoxicidade, citotoxicidade e analise histopatoldgica em estdbmago e tecido hepatico de roedores.
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A frutose € um importante carboidrato encontrado nas frutas e vegetais, e em produtos industrializados. E
conhecida pelos erros inatos do seu metabolismo, cujas manifestagfes clinicas sdo potencialmente graves,
€ por seu uso como substituta da glicose na dieta de diabéticos. Determinados aglcares de adicdo dos
alimentos industrializados, sdo alvos de estudos que relacionam 0 seu consumo excessivo com 0 aumento
da obesidade e comorbidades associadas como o diabetes, cancer, dislipidemia e aterosclerose. O objetivo
do presente trabalho é discutir por meio uma pesquisa bibliografica os efeitos metabdlicos do consumo
excessivo de frutose. A metodologia do presente trabalho consistiu na analise de 4 artigos cientificos
disponiveis nas bases de dados SCIELO, utilizando o descritor excesso de frutose. Estudos em animais e
em seres humanos demostraram aumento nos triglicerideos apds a ingestdo de dietas contendo frutose
guando comparadas as dietas com carboidratos mais complexos e outros aglcares. Ha aumento da sintese
de gordura em detrimento da gliconeogénese, e esse aumento ocorre pela maior sintese hepética de
glicerol e de acidos graxos, 1,4 a 18,9 vezes, quando comparamos com a glicose. O consumo do aglicar em
pequenas quantidades n&o parece estar relacionado com doengas. No entanto, seu uso abusivo em sucos
de frutas e alimentos, que contenham em sua composi¢cdo o xarope de milho com alta concentracdo de
frutose, esta diretamente associado ao aumento da incidéncia da sindrome metabdlica, a doenga
cardiovascular, o diabete e a obesidade.

A frutose é um monossacarideo naturalmente encontrado nas frutas e no mel, mas as maiores fontes
do seu consumo excessivo sdo através da sacarose (50% de glicose e 50% de frutose) e do xarope de
milho rico em frutose, encontrado em alimentos e bebidas industrializados, como refrigerantes, sucos,
cereais matinais e alimentos pré-preparados (GAINO; SILVA; 2011). Como componente de frutas e outros
vegetais, é ingerida regularmente com a dieta. Também é sintetizada no organismo a partir da glicose, via
sorbitol, e esse processo se relaciona com a manutencdo do equilibrio 6xido-redutivo (BARREIROS;
BOSSOLAN; TRINDADE; 2010).

Determinados acUcares de adicdo dos alimentos industrializados, sdo alvos de estudos que
relacionam o seu consumo excessivo com 0 aumento da obesidade e comorbidades associadas como o
diabetes, cancer, dislipidemia e aterosclerose. Nesta perspectiva, seu CoOnsumo excessivo merece
destaque, por estar negativamente associado a ingestdo de nutrientes essenciais e a qualidade da dieta,
podendo contribuir para o substancial consumo energético e, por consequéncia, para o0 aumento de peso
(BARREIROS; BOSSOLAN; TRINDADE; 2010).

Inicialmente, a frutose foi pensada como adocante potencialmente benéfico para pacientes com
diabetes mellitus, devido ao seu menor indice glicémico em comparacdo com a glicose. No entanto, o
consumo excessivo de frutose exerce efeito lipogénico, ou seja, induz a sintese de lipidios e esta associado
com os componentes da sindrome metabdlica, como resisténcia a insulina, circunferéncia da cintura
elevada, dislipidemia e hipertenséo (GAINO; SILVA; 2011).

Embora caloricamente idéntica a glicose, o metabolismo da frutose (particularmente o metabolismo
hepatico) difere da glicose em varios aspectos importantes. A taxa de absor¢do hepatica da frutose via
circulagdo portal € maior do que a taxa de captagdo de glicose (GAINO; SILVA; 2011).
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O presente artigo visou, por meio de revisdo da literatura, discutir os efeitos metabdlicos do consumo
excessivo de frutose e demostrar os diferentes aspectos do consumo de frutose e glicose.

A metodologia do presente trabalho consistiu na andlise de artigos cientificos disponiveis nas bases
de dados SCIELO e PUBMED, entre os anos de 2009 a 2013, para o descritor excesso de frutose. Dos
artigos encontrados foram selecionados apenas aqueles que abordavam o tema efeitos metabdlicos
causados pelo consumo excessivo de frutose.

Foram encontrados um total de 7 artigos (Scielo : 6 artigos , PubMed: 1 artigo), no entanto, apenas 4
traziam dados completos referentes ao delineamento de pesquisa empregado. Destes 4 artigos, 2 eram
escritos na lingua portuguesa e 2 na lingua inglesa (Tabela 1).

Tabela 1. Publicacdes nas bases de dados Scielo, PubMed, 2009-2013.

Ano/Autor Titulo do artigo Periodicos

GAINO E SILVA, Seguranca

2011 Consumo de frutose e impacto na saude humana Alimentar e

Nutricional

DOUARD ET AL., Dietary fructose inhibits intestinal calcium absorption and J Am Soc
2010 induces vitamin D insufficiency in CKD Nephrol

PEREZ-POZO Excessive fructose intake induces the features of metabolic
ET AL., 2009 syndrome in healthy adult men: role of uric acid in the Int J Obes
hypertensive response

BARREIROS; Frutose em humanos: efeitos metabdlicos, utilizacdo clinica e Revista de

BOSSOLAN,; erros inatos associados Nutricdo

TRINDADE, 2010

Ha uma nitida interrelacdo entre o metabolismo da frutose e o da glicose. A frutose administrada
oralmente ou por via endovenosa é captada pelas células do figado, onde é convertida em glicose e
principalmente em glicogénio. Quanto a producao de lipidios a partir da frutose, estudos em animais e em
seres humanos demostraram aumento nos trigliceridios apés a ingestao de dietas contendo frutose quando
comparadas as dietas com carboidratos mais complexos e outros aglcares. H4 aumento da sintese de
gordura em detrimento da gliconeogénese, e esse aumento ocorre pela maior sintese hepética de glicerol e
de acidos graxos, 1,4 a 18,9 vezes, quando comparamos com a glicose. O aumento da atividade das
enzimas lipogénicas no figado resulta em maior sintese de lipidios, e, como consequéncia, niveis mais
elevados de lipidios totais na circulacao e de lipoproteinas de muito baixa densidade (VLDL) (BARREIROS;
BOSSOLAN; TRINDADE; 2010).

Segundo Perez-Pozo e colaboradores (2011) a frutose pode induzir a sindrome metabdlica, tendo
como base um estudo realizado com 74 homens adultos que consumiram 200g de frutose por dia durante
duas semanas. A ingestdo de frutose resultou em aumento da pressao arterial, triglicérides, insulina de
jejum e todos os testes da fungdo hepatica mostraram alteragdes nos valores. A proporgao de individuos
com sindrome metabdlica aumentou (variagcdo de 25-33%). A excessiva ingestdo de frutose pode ser uma
das causas da atual epidemia de obesidade e diabetes.

Existem muitas evidéncias considerando que a ingestao elevada de frutose pode induzir a alteracbes
do metabolismo. Douard e colaboradores (2010) por meio de estudo experimental, envolvendo ratos, ja
com a funcao renal comprometida, alimentados com uma dieta com 60% de frutose durante seis semanas,
mostraram que a ingestédo de frutose dietética em excesso inibe a absor¢éo intestinal de calcio e induz a
insuficiéncia de vitamina D na doenca renal cronica, além de agravar outros sintomas classicos da mesma.
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O consumo de frutose pode induzir a resisténcia a insulina, tolerdncia a glicose diminuida,
hiperinsulinemia, hipertrigliceridemia e hipertensdo. Apesar de existirem analises mostrando os efeitos
metabdlicos e enddcrinos do crescimento do consumo de frutose e o aumento ponderal, adiposidade
corporal e resisténcia a insulina, € necessario maior numero de investigacdes para esclarecer
completamente o efeito metabdlico da frutose em seres humanos (GAINO; SILVA; 2011).

O uso abusivo em sucos de frutas e alimentos, que contenham em sua composi¢cdo o xarope de
milho com alta concentracdo de frutose, esta diretamente associado ao aumento da incidéncia da sindrome
metabdlica e de suas principais consequéncias, a doenca cardiovascular, o diabete e a obesidade. A
ingestéo de frutose, especialmente nos alimentos industrializados, deve ser feita com cuidado, sempre sob
a supervisdo de um profissional da saude.
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O Mel tem mostrado resultados promissores como elemento terapéutico, devido sua atividade
antibacteriana e facilitador da cicatrizagdo no tratamento de feridas e queimaduras, atuando como
importante barreira viscosa impedindo a entrada de substancias e a perda de fluidos para o meio externo. O
objetivo deste estudo foi realizar uma busca e apresentar uma visdo geral do estudo atual de
desenvolvimento cientifico e tecnoldgico relacionado ao uso do mel de abelha no processo cicatrizante da
pele. Foram feitas buscas de artigos cientificos e de patentes nos bancos de dados SCIELO, PUBMED,
GOOGLE ACADEMICO, INPI e ESPACENET, onde foram encontrados 11 artigos e 4 patentes usando a
associacdo das palavras mel e cicatrizacdo de pele. Diante dos resultados, foi observado que, ha uma
necessidade de incentivos para a criagdo de patentes relacionada o uso topico do mel em feridas para que
haja criacdo de produtos capazes de melhorar o processo de cicatrizagdo.



O mel é um alimento de extraordinario valor energético e medicinal (WOLFF, 2007), apreciado pelo
homem como alimento por ser uma substancia natural, com alto valor nutritivo, possuir sabor caracteristico,
ser uma fonte de energia para o organismo e também por contribuir pra o equilibrio dos processos
biolégicos do corpo humano (OSTERKAMP, 2009).

Aparentemente simples, o mel é um dos produtos biolégicos mais complexos ja estudados, pois tem
sido reportado por conter em torno de 200 substdncias como proteinas, vitaminas, minerais, acidos
orgénicos, flavonoides, acidos fendlicos, enzimas e outros fitoquimicos (PEREIRA, 2010).

A composicao do mel depende de varios fatores, como por exemplo, das fontes vegetais de onde é
derivado, solo, espécie da abelha que o produz, estado fisiologico da sociedade, estado de maturagéo do
mel, condigbes meteoroldgicas, entre outros (ALVES et al., 2005).

A utilizacéo indiscriminada de antibiéticos para tratamento de feridas infectadas tem favorecido ao
aparecimento de linhagens de micro-organismos resistentes, dessa forma, houve a necessidade do
desenvolvimento de novas classes destes medicamentos. Por outro lado, diversas pesquisas tém
contribuido para a utilizacdo de produtos naturais que possam atuar como terapias alternativas, visando
diminuir o uso de antibiéticos. O mel é um suplemento alimentar, que atualmente vem recebendo cada vez
mais importancia no consumo comercial devido as comprovacdes cientificas das suas diversas
propriedades terapéuticas. (GONCALVES et al.,2005).

A acdo antibacteriana do mel est4 associada a varios fatores, destacam-se, a alta concentracdo de
acucares que leva ao aumento da pressdo osmotica do meio; a baixa atividade de agua; o meio &cido; a
presenca de agentes antibacterianos como o peroxido de hidrogénio, lisozima, &cidos fendlicos e
substancias volateis acarretam em condicbes desfavoriveis para o crescimento e desenvolvimento de
microrganismos (BASTOS et al., 2002).

O processo de cicatrizac@o € universal e apos o ferimento ocorre uma sequéncia de reacdes fisicas,
guimicas e bioldgicas cuja finalidade é reconstituir a continuidade tecidual que foi interrompida. Esta
sequéncia de reacdes é idéntica em qualquer tipo de lesdo tissular e pode ser dividida em trés fases, ou
seja, a inflamatoria, a fibroblastica e a maturagcdo, que embora sejam distintas, se sobrepdem de tal
maneira, que numa delas pode-se observar elementos da fase subsequente e vice-versa, num processo de
envolvimento eminente e dindmico (MODOLIN; BEVILACQUA, 1985).

O tratamento de feridas infectadas continua sendo um tema de grande importdncia médica,
particularmente na préatica cirdrgica, numa época em que o uso indiscriminado de antimicrobianos tem
dificultado o tratamento hospitalar dos pacientes, com repercussdo no aparecimento cada vez maior de
micro-organismos resistentes aos antimicrobianos. Diversas terapias alternativas tém sido testadas, dentre
as quais o uso tdpico de substancias com elevada osmolaridade, sendo o agucar e seus derivados citados
como agentes cicatrizantes e antimicrobianos (VERMEULEN, 2005). Nesse sentido, o uso do mel de abelha
como elemento terapéutico tem mostrado resultados promissores. Tem sido demonstrada sua atividade
como antibacteriano e facilitador da cicatrizacdo no tratamento de feridas e queimaduras, atuando como
importante barreira viscosa, impedindo a entrada de substancias e a perda de fluidos para o0 meio externo
(SUBRAHMANYAM, 2001).

Existe, atualmente, em todo mundo, uma grande tendéncia para o aproveitamento de recursos
naturais na medicina, por apresentarem vantagens econdmicas, serem eficientes e apresentarem poucos
efeitos colaterais. Dentre as substancias naturais mais utilizadas para cicatrizacdo de feridas cutaneas,
destacam-se o mel e o agucar mascavo (OLIVEIRA et al., 2000).

A presente prospeccao teve por objetivo realizar uma busca e apresentar uma visdo geral do estudo
atual de desenvolvimento cientifico e tecnolégico relacionado ao uso do mel de abelha no processo
cicatrizante da pele.

A pesquisa quantitativa, foi realizada no periodo de 1° a 15 de outubro de 2014, através de artigos
académicos com sua publicacé@o entre os anos de 2000 a 2012. Nos bancos de dados SCIELO, PUBMED,
GOOGLE ACADEMICO e pesquisa de patentes entre os anos 2000 a 2012, nos bancos de dados INPI,
ESPACENET, usando a associacao das palavras mel e cicatrizacdo de pele.
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Foram encontrados 11 artigos cientificos, destes 2 internacionais, com os critérios de associacdo do
mel ao o processo cicatrizante. Com isso, no INPI foram encontrados 73 patentes com a palavra mel e 15
patentes com a palavra cicatrizacdo de feridas, e entre a associacdo das duas palavras ndo foram
encontradas. No banco de dados espacenet, foram encontrados aproximadamente 4.137 resultados quando
digitado “honey” (mel em inglés) e 3.660 com palavra “wound healing” (cicatrizagao de feridas em inglés), e
entre a associacdo de palavra 4 resultados foram encontrados, como mostram as tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Quantidade de patentes encontradas nas bases tecnologicas com as palavras-claves.

Palavras chaves INPI ESPACENET
Cicatrizagéo de feridas 15 3.660
Mel 73 4.137
Mel e cicatrizacdo de feridas 0 4

Tabela 2. Quantidades de artigos encontrados em bases de dados.

Artigos cientificos e bancos de dados Associacao entre 0 mel e processo cicatrizante

Pubmed, scielo, google académico 11 artigos em comum

Apesar dos recentes avancos em modelo de drogas, a quimica sintética, e a biotecnologia
promoverem o desenvolvimento de drogas novas e potentes, os produtos naturais como plantas e minerais
continuam sendo a maior fonte para obtencdo de medicamento para os mais diversos fins. Alguns agentes
medicinais comumente usados para tratamento de varias patoldgicas, tém sua origem na medicina popular
(NOORMORHAMED et al, 1994). Dentre as substancias naturais mais amplamente utilizadas para
cicatrizagdo de feridas cutaneas, destacam-se o mel (ORYAN; ZAKER, 1998).

Nos ultimos 5 anos houve um aumento no interesse pelo o uso do mel de abelha no tratamento de
feridas, mas ainda a pouca evidéncia cientifica para dar suporte ao uso tépico em feridas e queimaduras.
No presente trabalho foram observados as evidencias de pesquisas com finalidade do uso tépico do mel
para fins terapéuticos. No estudo de Van Der Weyden (2003), em poucos dias de tratamento houve
desbridamento de tecido desvitalizado, diminuicdo do odor, da dor e do exsudato, bem como diminui¢cdo
gradual do tamanho da ferida revitalizan do a pele original. Sare (2008) observou a ac¢do anti-bactericida,
além da eficacia na redugdo do tamanho da lesdo, auséncia de exsudato e presenca de tecido de
granulacéo.

Eddy e Gideonsen (2005) e Lotfy e colaboradores (2006), que utilizaram o mel no pé diabético, com
resultados satisfatérios de auséncia de exsudato e pus e aparecimento de tecido de granulagédo. O uso do
mel associado a outros compostos também tem sido alvo de estudos, como o desenvolvido por Al-Waili
(2005) que utilizou uma solugéo topica de mel, 6leo de oliva e cera de abelha em dermatites de contato em
criancas, apresentando beneficios clinicos e microbioldgicos, diminuindo a dermatite.

Diante da andlise dos dados obtidos, foi possivel observar que ha uma boa quantidade de patentes
sobre cicatrizacdo de feridas e mais ainda quando se pesquisa sobre o mel, porem quando verificamos
esses dois termos em conjunto, nota-se poucas patentes relacionado a esses tema. Contudo, ao verificar os
termos juntos relacionados a artigos cientificos, foi observado uma boa quantidade de pesquisa relacionada
ao uso do mel no processo cicatrizante. O que mostra que existe uma boa quantidade de trabalhos
pesquisa para pouca patentes deste assunto.

Assim, € necessario o incentivo de criagcdo de patentes relacionada ao presente tema, pois sua
legalizacdo, possibilitaria a produgcdo de farmacos a base de mel para o uso topico, ja que, diante dos
resultados dos artigos, foi comprovada a agdo cicatrizante e antibacteriana do mel, além de ser um produto
natural e tem como vantagem ser um 6timo bactericida que pode ser usado com alternativa aos antibiéticos.
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A doenca de Alzheimer é uma das doencas neurodegenerativas que mais atinge a populacdo mundial
atualmente. Sua fisiopatologia esta relacionada com a reducéo de alguns neurotransmissores, dentre esses
a acetilcolina, além da formagao de placas de proteinas chamadas B-amiloides cuja formacéo é devida ao
estresse oxidativo. Um tratamento que vem se mostrando bastante promissor nessa doenca é o uso de
farmacos inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE). Guateriopsiscina é um alcaldide isolado das
folhas ou do caule de Guatteria friesiana, uma arvore popularmente conhecida como “envireira” pertencente
a familia Annonaceae. O objetivo deste estudo foi verificar a atividade inibitéria da guateriopsiscina frente a
enzima AChE em ensaios in vitro, além de realizar uma bioprospeccéo sobre a espécie em questédo. Para
isso foram pesquisadas em bases de dados cientificas e tecnoldgicas patentes e estudos sobre G. friesiana,
também foi realizado ensaio in vitro de acordo com o método proposto por Ellman (1961) e modificado por
Rhee (2001). O alcaloide mostrou potente atividade inibitéria sobre a enzima AChE o que sugere que mais
estudos devem ser feitos para que se possa viabilizar essa substancia como uma alternativa na terapia da
doenca de Alzheimer.

As plantas tém sido utilizadas com fins medicinais desde o inicio da civilizagdo humana com a
finalidade de prevencéo, tratamento e cura de diversas doencas (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

A espécie Guatteria friesiana (W. A. Rodrigues) Erkens & Maas é uma pequena arvore conhecida
como “envireira” e “envira” encontrada na Bacia Amazoénica Brasileira e Colombiana e pertence a familia
Annonaceae. Plantas dessa familia sdo conhecidas pelo seu conteldo rico em alcaloides (COSTA et al.,
2009). Guateriopsiscina (Figura 1), um dos alcaloides de G. friesiana, pode ser isolado das folhas ou do
caule do vegetal.

A atividade anticolinesterasica refere-se a capacidade que uma substancia tem de se ligar ao sitio
ativo da enzima acetilcolinesterase (AChE) impedindo a ligacdo do neurotransmissor acetillcolina (ACh) a
esta enzima, dessa forma a ACh permanecerd em maior quantidade e por mais tempo nas sinapses
colinérgicas uma vez que a AChE é uma enzima que degrada a ACh. Esse mecanismo é importante em
algumas patologias nas quais ha uma reducdo na quantidade de ACh, como é o caso das doencas
neurodegenerativas (BORES et al., 1996).

Uma das abordagens que tém demonstrado maior eficcia clinica na terapia dessas doencgas é 0 uso
de inibidores diretos da enzima AChE (BALLONE, 2001). Diante disso o presente estudo objetivou avaliar a
atividade inibitéria AChE in vitro do alcaloide guateriopsiscina, isolado das folhas da espécie G. friesiana.
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Figura 1. Estrutura quimica do alcaloide guateriopsiscina.
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Prospeccéao

Foi realizada em agosto de 2014, tendo como base os pedidos de patente depositados nos bancos
de dados do European Patent Office (ESPACENET), World Intellectual Property Organization (WIPO),
United States Patent and Trademark Office (USPTO) e Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do
Brasil. O estudo foi feito utilizando as palavras-chave Guatteriopsiscine, Guatteria friesiana e Guatteriopsis
friesiana, efetuando a busca exclusivamente em titulos e resumos. Também foi feita uma busca, no mesmo
periodo, nas bases de dados Science Direct, Scopus, Web of Science, Pubmed, Portal da Capes, Bireme,
Lilacs, Cochrane e Scielo, utilizando-se as palavras-chave citadas anteriormente.

Ensaio in vitro para determinacéo da atividade da enzima AChE — Teste qualitativo

A substancia experimental foi dissolvida em metanol até se obter uma concentracdo de 1 mg/m{,
entdo 1,5-2,5 yL dessa amostra foi aplicada em placa de silica gel e eluida em cloroférmio e metanol na
proporcao 9:1, respectivamente. Ap6s o desenvolvimento da placa, a atividade inibitéria da substancia
eluida fora detectada utilizando-se revelador baseado no método de Ellman (ELLMAN et al., 1961). A placa
foi pulverizada com DTNB (acido 5,5-ditiobis-[2-nitrobenzdico) e ATCI (iodeto de acetiltiocolina) (1 mM
DTNB e 1 mM ATCI em tampé&o 50 mM Tris-HCI, pH 8) até a saturagdo com o reagente, mas nao tanto para
escorrer. As placas foram secas em temperatura ambiente durante 3-5 minutos e posteriormente
pulverizadas com 5 U/m{ da enzima (tipo VI-s, liofilizada, 292 U/mg sélida, 394 U/mg proteina; adquirida de
Sigma Chemical Co.). A cafeina, um acaloide isolado da espécie Paulinia cupana Kunth, foi utilizada como
padrdo positivo. Finalmente, o teste positivo fora observado através da mudanga de cor da placa e
realizado o registro por fotos.

Ensaio in vitro para determinacgéo da atividade da enzima AChE - Teste quantitativo

Esse teste foi realizado através de uma adaptacdo do método espectrofotométrico de Ellman
(ELLMAN et al., 1961). Em um tubo de ensaio, adicionou-se 100 yL da amostra (concentragéo de 0,1% em
solucao de tampado 50 mM Tris-HCI, pH 8, e 10% de metanol) misturou-se com 100 yL de AChE 0,22 U/mL
(22 U de enzima diluida em 100 mL de tampao 50 mM Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA) e 200 yL de tampao (50
mM Tris-HCI, pH 8, 0,1% BSA). Incubou-se a mistura por 5 min a 30 °C. Posteriormente, adicionou-se, 500
puL de DTNB (3 mM em tampéao Tris-HCI, pH 8, e NaCl 0,1 M, MgCl, 0,02 M) e 100 pyL de ATCI (4 mM em
agua). Preparou-se o branco por substituicdo de AChE com 100 yL de tampao (50 mM Tris-HCI, pH 8
buffer, 0,1% BSA). A reacdo foi monitorada por 5 min em 412 nm e velocidade inicial (V,) gravada. A
atividade anticolinesterase (1%) foi calculada pela seguinte equacéo:

I (%) = (1 - Mo amostra) x 100

Vo branco

Vo amostra € Vo branco Fepresentam as velocidades iniciais da amostra e do branco. Os valores de Clsg
(concentracdo inibitoria de 50%) foram obtidos por intermédio de plotagem Log-Probit.
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Prospeccéao

N&o foi encontrado nenhum pedido de patente nas bases tecnolégicas pesquisadas. Nas bases
cientificas encontrou-se um total de 85 artigos, mas apos a exclusdo dos estudos repetidos e dos que nao
versavam sobre a espécie G. friesiana totalizaram-se 6 estudos sobre essa espécie.

Ensaio para verificagdo da atividade AChE
A substancia testada frente a enzima AChE apresentou resultado positivo de inibicdo qualitativa
sendo que este resultado foi observado através da formacdo de halo branco em um campo amarelo da

placa de cromatografia em camada delgada o que € indicativo da acao inibitéria sobre a AChE (ELLMAN et
al., 1961; RHEE et al., 2001), como mostrado na figura 2.

Figura 2. Placa de inibi¢cdo qualitativa. P = cafeina (controle positivo); 03 = guateriopsiscina.

O teste quantitativo da enzima AChE permitiu calcular o valor da concentragéo inibitéria de 50% (Cls)
para a substancia guateriopsiscina, que foi igual a 0,3 yug /m{. Isso mostra que o alcaldéide guateriopsiscina
apresentou resultado significativo quando comparado com a galantamina (O,E’>7x10'3 pug/mt) e com a
rivastigmina (1,87 pg/mf), ambas séo substancias anticolinesterasicas utilizadas no tratamento da doenga
de Alzheimer (Tabela 1).

Tabela 1. Atividade inibitoria sobre AChE de alguns compostos.

Substancia Clso (Hg/m&e)
Guateriopsiscina 0,30

Rivastigmina 1,87

Galantamina 0,37x10°

O alcaloide guateriopsiscina apresentou-se como potente inibidor da enzima AChE. Testes in vivo
serdo realizados para verificacdo das atividades anticolinesterasica, antioxidante e toxicoldgica; além de
testes comportamentais em camundongos para analise da atividade desse alcaloide sobre o sistema
nervoso central incluindo seu possivel efeito sobre a memoaria, visando sua futura aplicacdo em formulagées
farmacéuticas para a terapéutica de doencas neurodegenerativas que dependem da modulacdo desta
enzima, incluindo o Mal de Alzheimer.
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Os oleos essenciais sdo substancias volateis extraidas de plantas aromaticas, que possuem uma grande
variedade de atividades farmacoldgicas, sendo inUmeras atribuidas aos monoterpenos. Estudos tém
relatado que os monoterpeno e seus derivados podem agir no sistema nervoso central. Dentre esses
compostos psicoativos, varios estudos tém demonstrado a atividade anticonvulsivante destes produtos
naturais. Essa prospeccao teve por objetivo analisar as patentes que envolvem os monoterpenos e sua
acdo anticonvulsivante, sendo realiza por meio de uma pesquisa tendo como base os pedidos de deposito
de patente no Instituto Nacional de Propriedade Industrial, no United States Patentand Trademark Office, no
European Patent Office e na World Intellectual Property Organization. Os resultados demonstraram pedidos
de deposito de patente recentes, mas ndo ocorreu nenhum pedido no 2 Ultimos anos, onde o maior detentor
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de patente é a World Intellectual Property Organization e a Classificacdo Internacional mais abundante foi a
A61K. O Brasil possui somente 1 pedido de deposito, demonstrando o baixo investimento em pesquisa.

A utilizacdo de plantas medicinais para o tratamento, cura e prevencao de doencas que acometem a
espécie humana é tdo antiga quanto a prépria existéncia de vida humana na Terra. O Brasil apresenta uma
diversidade genética vegetal das maiores do mundo, englobando de 15 a 25% de todas as espécies
vegetais do planeta, sendo a regido nordeste um das regifes exploradoras desta riqueza vegetal, embora
ainda de maneira timida, na investigacdo de plantas para o tratamento de diversos tipos de doencas
(MOREIRA et al., 2013).

Os 6leos essenciais sdo substancias volateis extraidas de plantas aromaticas, constituindo matérias-
primas de grande importancia para as industrias cosmética, farmacéutica e alimenticia. (SIMOES; SPITZER,
1999). Muitos 6leos volateis possuem uma grande variedade de atividades farmacolégicas ansioliticas,
anticonvulsivante e/ou antinociceptiva. E esses efeitos sdo provavelmente devido a diversidade estrutural
dos constituintes presentes nos 6leos essenciais de plantas medicinais aromaticas. InUmeras atividades
biolégicas destes Oleos volateis sdo atribuidas aos monoterpenos, que sdo 0s principais componentes
guimicos dos 6leos essenciais (SANTOS; FREITAS, 2013).

Estudos tém relatado que os monoterpenos e seus derivados sintéticos tém varias propriedades
farmacoldgicas, e algumas podem agir no sistema nervoso central. Dentre esses compostos psicoativos,
varios estudos tém demonstrado a atividade anticonvulsivante destes produtos naturais, destacando-se
como um importante campo de pesquisa, ja que esta afeccdo acomete um grande nimero de pessoas,
afetando diretamente suas qualidades de vida e convivio social (SANTOS; FREITAS, 2013).

Os monoterpenos demonstra capacidade para o desenvolvimento de novos psicofarmacos, sendo
essa uma das mais importantes classes de medicamentos e estdo presentes diariamente na vida de uma
parte da populacdo mundial. A importancia atribuida a esses agentes quimicos pode ser creditada ao seu
inestimavel valor terapéutico, o qual resulta em efeitos fisiolégicos e psicolégicos especificos que
possibilitam aos seus usuarios terem uma vida relativamente normal (MORENO, 2011). As necessidades do
mercado farmacéutico aliadas ao reconhecimento de que pesquisas com plantas medicinais usadas na
medicina popular representam uma abordagem compativel com o desenvolvimento de novas drogas
levaram a um aumento do numero de publicacbes neste campo, em virtude do reconhecimento da
importancia desta area de estudo por parte das instituicdes privadas ou governamentais (COELHO, 2013).

Tendo em vista que os monoterpenos sdo um dos principais constituintes dos 6leos essenciais e
possuem atividade anticonvulsivante, essa prospeccao teve por objetivo analisar os pedidos de depdésitos
de patentes que envolvem os monoterpenos e sua agdo anticonvulsivante, por meio de uma pesquisa em
bases de depésitos de patentes afim de verificar a frequéncia de depdsitos, suas aplicacdes e as
perspectivas.

A pesquisa foi realizada em abril de 2014 nas bases de dados on line do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), no United States Patentand Trademark Office (USPTO), no European Patent
Office (EPO) e na World Intellectual Property Organization (WIPQO), utilizando como palavras-chave
monoterpenos ou monoterpenes, anticonvulsivantes ou anticonvulsants, sistema nervoso central ou central
nervous system, monoterpenos e anticonvulsivantes ou monoterpenes and anticonvulsants. Os termos em
inglés e em portugués foram utilizados respectivamente para as bases internacionais e nacionais, sendo
considerados validos 0os documentos que apresentassem esses termos no campo titulo e/ou resumo.

O numero de patentes depositadas nas bases de dados do INPI, EPO, WIPO e USPTO estdo
apresentados na tabela 1, sendo possivel observar varios processos envolvendo os termos monoterpenos
ou monoterpenes, anticonvulsivante ou anticonvulsants e sistema nervoso central ou central nervous
system, contudo quando combinado os termos monoterpenos e anticonvulsivantes ou monoterpenes and
anticonvulsants, o INPI apresenta 1 pedido, o WIPO apresenta 32 e os demais ndo possuem nenhum.
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Tabela 1. Total de depésitos de patentes pesquisados nas bases do INPI, EPO, WIPO e USPTO.

Palavras-chave INPI EPO WIPO USPTO
Monoterpenos ou Monoterpenes 18 180 3281 40
Anticonvulsivantes ou Anticonvulsants 21 1032 862 321
Sistema Nervoso Central ou Central Nervous System 630 16171 14657 2963
Monoterpenos e Anticonvulsivantes ou Monoterpenes 1 0 32 0

and Anticonvulsants

Considerando que somente as bases de de dados INPI e WIPO possuem pedido de depdsito de
patente relacionando os dois termos, monoterpeno e anticonvulsivante ou monoterpenes and
anticonvulsants, o estudo foi direcionado com intuito de investigar as informagfes relacionadas a
distribuicdo de patentes por pais, ano de depdsito e por classificacdo internacional de patentes (CIP).

Patentes relacionadas ao termo Monoterpenos e Anticonvulsivantes ou Monoterpenes and
Anticonvulsants

De acordo com o gréfico 1, WIPO (WO) possui 0 maior nimero de patentes depositados, onde se
encontram registados 12 pedidos de patentes, seguindo pelo Canada com 10, Estados Unidos da América
com 8, EPO com 2 e o Brasil com 1. Pode ser observado que 32 pedidos de patentes foram depositados no
WIPO e somente 1 foi depositada no INPI, o que pode demonstrar uma maior preocupacio em proteger as
patentes em nivel mundial. O Brasil possui 22 a 24% de toda biodiversidade vegetal do mundo, o que faz a
flora nativa uma das mais ricas fontes de substancias com potencial farmacolégico (AZEVEDO, 2003). Um
levantamento envolvendo 278 plantas nativas brasileiras revelou que 66,9% delas sdo sujeitas a aplicacéo
ou a concessdo de patentes (MOREIRA et al.,, 2013), mas apesar desse numero elevado, pode ser
observado de acordo com a grafico 1 o baixo nUmero de patentes em relacdo aos demais paises, 0 que
demonstrar uma baixa exploracdo da flora, um fator que esta ligado ao baixo investimento em pesquisa por
parte do governo.

Gréfico 1. Numero de patentes em fun¢éo do pais depositante para o termo Monoterpenos e
Anticonvulsivantes ou Monoterpenes and Anticonvulsants.
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No intuito de verificar a evolugdo dos pedidos de depésitos de patente, foi realizado a analise do
ano, que estdo apresentados grafico 2, sendo possivel observar que o primeiro pedido de patente foi
registrado no ano de 2006, ocorrendo uma elevag¢@o no nimero de pedidos no ano subsequente e em 2010
foi registrado o maior nimero de depdsitos, nos anos seguintes ocorreu um retrocesso, sendo possivel
observar que a partir de 2013 ndo houve registro de nenhuma patente envolvendo monoterpenos
anticonvulsivantes.
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Gréfico 2. Numero de patentes em fungéo do ano de deposito para o termo Monoterpenos e
Anticonvulsivantes ou Monoterpenes and Anticonvulsants.
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Na Classificacdo Internacional de Patentes grafico 3, todas as patentes apresentavam registro na
secdo A, que tratam de necessidades humanas. Na subsecdo foram encontrados 5 patentes que se
enquadram na A23 (Alimentos ou produtos alimenticios) e 27 na A61 (Ciéncias medicas; higiene). Na classe
A23G (Cacau, produtos de cacau, substitutos de cacau ou produtos de cacau; confeitos, goma de mascar,
sorvetes, preparacdes dos mesmos) foram encontrados 2 patentes, na A23L (Alimentos, produtos
alimenticios ou bebidas n&o alcodlicas) 3 patentes e na A61K (Preparagbes para fins médicos,
odontolégicos e higiénicos) 27, sendo 1 brasileira. E possivel observar que a maior parte das patentes esta
classifica na area de ciéncias medicas, demonstrando uma grande aplicacdo dos monoterpenos nessa area.

Grafico 3. Numero de patentes em funcéo da classificagcao para o termo Monoterpenos e Anticonvulsivantes
ou Monoterpenes and Anticonvulsants.
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Por meio da anélise dos dados nas bases consultadas, foi possivel observar que é recente as
patentes envolvendo o uso de monoterpenos como anticonvulsivantes, mas ocorreu um decrescimento nos
Ultimos anos, chegando a nenhuma em 2013. Além disso, apesar de sua grande biodiversidade, foi
constatada apenas uma patente brasileira, 0 que demonstrando uma maior necessidade de investimento
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em pesquisa, inovacdo e desenvolvimento tecnolégico, ja que existe um grande potencial para
desenvolvimento de novas tecnologias que vem sendo pouco explorada em territério nacional.
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Pesquisas anteriores demonstraram que lipossomas contendo nimodipina (LCNa) apresentam efeito
ansiolitico, antidepressivo, anticonvulsivante e elevada capacidade antioxidante in vitro. Complementando
estes estudos, o presente trabalho teve como objetivo investigar o envolvimento dos sistemas
serotoninérgicos e dopaminérgicos no mecanismo de ac¢do ansiolitico de LCNa e avaliar a seu potencial
antioxidante in vitro. Foi realizada a avaliacdo do potencial antioxidante in vitro da nimodipina e de LCNa por
meio da eliminagdo do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH¢) e pelo 2,2"-azinobis(3-
etilbenzotiazolina-6-4cido sulfénico) - ABTS, radical superéxido (0O2e-) e potencial redutor nas
concentragdes (2,15; 4,30; 8,60; 12,90 e 17,20 nM). Os estudos realizados demonstraram moderada
capacidade antioxidante da nimodipina com valores de CEsq iguais a 127,54 nM; 4,91nM; 229,36 nM e
183,59 nM contra os radicais DPPH’, ABTS™, super6xido e poder redutor, respectivamente. Quando
avaliada a capacidade antioxidante do LCNa nas mesmas condi¢cdes experimentais que a nimodipina, foi
observado maior efeito antioxidante com valores da CEsy, de 0,19 nM; 0,05 2nM; 0,949 nM e 2,35 nM,
respectivamente. Quanto a investigagdo do envolvimento dos receptores serotoninérgicos e dopaminérgicos
no mecanismo de a¢éo ansiolitico do LCNa, foram realizados testes comportamentais claro/escuro, labirinto
em cruz elevada, campo aberto e rota rod. Foi verificado que LCNa produziram atividade ansiolitica sem
causar sedacdo e sem alterar a capacidade locomotora dos animais testados. O uso dos antagonistas
WAY-100635 (5 mg/kg) e sulpirida (50 mg/kg) reverteram os efeitos do LCNa (10 mg/kg). Sugerindo o
envolvimento dos receptores serotoninérgicos 5-HTi4 e dopaminérgicos D, no mecanismo de acao
ansiolitico de LCNa.

A ansiedade é definida como um estado emocional negativo, € uma reacdo de defesa caracterizada
por sentimento de apreensdo, incerteza, preocupacéo, inquietacdo e tensdo (ENNACEUR, 2014). Os
transtornos da ansiedade apresentam elevada prevaléncia na populagdo. A organizacdo mundial de salde
aponta a ansiedade como a maior causa de incapacitagdo nos Ultimos anos nos Estados Unidos, causando
impactos na qualidade de vida, trazendo prejuizos na vida profissional e social do individuo (KULESSKAYA,;
VOIKAR, 2014; CHIOCA, 2013).

Os tratamentos farmacoldgicos atualmente disponiveis para transtornos da ansiedade sdo os
benzodiazepinicos, considerados farmacos de primeira escolha no tratamento da ansiedade, mas
infelizmente estdo relacionados com a ocorréncia de varios efeitos adversos tais como. E a buspirona,
farmaco serotoninérgico que tem demonstrado eficacia no tratamento sem apresentar os efeitos adversos
observados com o uso dos benzodiazepinicos. Porém, os efeitos ansioliticos s6 aparecem apoés 3 - 4
semanas (COSTA et al., 2014; MANSOURI et al., 2014). Assim, é importante a busca por novos agentes
terapéuticos seguros e eficazes para o tratamento da ansiedade e que apresentem menos efeitos adversos.

As dihidropiridinas foram desenvolvidas principalmente para tratamento de doencas cardiovasculares;
no entanto, as investigacbes tém sido ampliadas para considerar o seu potencial para prevenir o
envelhecimento cerebral. Nimodipina, 1,4-dihidropiridina, € o composto estudado mais extensivamente a
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este respeito. Bloqueadora seletiva dos canais de calcio tipo L, possui alta lipossolubilidade e apresenta
potente efeito vasodilatador cerebral. A neuroprotecdo produzida em modelos animais tratados com
nimodipina apo6s acidente vascular cerebral isquémico forneceu a justificativa para avaliar se o tratamento
cronico com esta droga poderia retardar o envelhecimento cerebral (GOTZ et al., 1994; CARDENAS —
MEJILA et al., 2010).

No entanto, o uso da nimodipina esta limitado pela sua baixa solubilidade e biodisponibilidade oral e
extenso metabolismo de primeira passagem, sendo necessarias doses elevadas para obtencéo dos efeitos
desejados (NASCIMENTO, 2005). Assim, o uso de lipossomas que sdo sistemas versateis, capazes de
reter principios ativos neles encapsulados, promovem liberagdo controlada dos farmacos, melhoram a
biodisponibilidade e reduzem efeitos colaterais (FREZARD et al., 2005). Estudos anteriores evidenciaram a
efetividade de entrega de nimodipina na forma lipossomal sem causar toxicidade nos animais testados em
modelos de ansiedade (MORENO et al., 2014). Também foi sugerido um positivo potencial antioxidante de
lipossomas contendo nimodipina (LCNa) que foi demonstrado pela reducéo de radicais nitritos, remocéo de
radicais hidroxila e de substancias reativas com o acido tiobarbittrico (OLIVEIRA, 2013). Nessa perspectiva,
0 objetivo desse trabalho foi avaliar o potencial antioxidante e mecanismo de acao ansiolitico de lipossomas
contendo nimodipina: envolvimento dos sistemas serotoninérgico e dopaminérgico.

Material e Métodos

Os Lipossomas contendo nimodipina (LCNa) foram preparadas usando o método da hidratacdo do
filme lipidico, tal como descrito por Moreno et al (2014).

Avaliagdo do potencial antioxidante in vitro do LCNa

A avaliagdo do potencial antioxidante do LCNa in vitro foi realizado por meio de metodologias
previamente descritas: Inibicéo da producéo do radical DPPH (OLIVEIRA et al., 2014), Inibicdo da Producéo
do radical ABTS (OLIVEIRA e colaboradores, 2014), contra o radical superéxido gerado pela auto-oxidagdo
do Pirogalol (LI et al., 2013) e avaliagéo do potencial redutor (Singhal et al., 2011), com modifica¢c6es.

Animais

Camundongos Swiss machos com dois meses de idade e peso variando entre 25 a 30 g,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui. Os
animais receberam agua e dieta (Labina®) ad libitum e foram mantidos sob condi¢cdes controladas de
iluminacéo (com ciclo claro/escuro de 12 h) e temperatura (25 £ 1°C) antes da realizagdo dos protocolos
experimentais.

Os protocolos e procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de FEtica em
Experimentagdo Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA / UFPI No.014 / 11).

Protocolos experimentais
Investigacdo do envolvimento serotoninérgico no mecanismo de a¢do ansiolitico de lipossomas
contendo nimodipina

Os animais foram tratados de forma aguda, sendo cada grupo constituido por sete camundongos. Os
protocolos de tratamento foram realizados da seguinte forma: solucdo salina 0,9% (i.p; controle negativo;
veiculo), buspirona 5 mg/kg (i.p; controle positivo), nimodipina livre 10 mg/kg (v.0) e LCNa (i.p) 10 mg/kg.
ApO6s 30 minutos das aplicagfes, os animais foram submetidos aos testes comportamentais para avaliagdo
da atividade ansiolitica e dos parametros relacionados a atividade e coordenagdo motora.

Para investigar o possivel envolvimento de LCNa com os sitios dos receptores 5-HT,,, foi realizado
pré-tratamento com WAY — 100635 (10 mg/kg i.p) 15 minutos antes das aplicacdes de LCNa (i.p) e
buspirona (5 mg/kg i.p), bem como um outro grupo foi tratado apenas com WAY - 100635 na dose de 10
mg/kg (i.p). Desta forma, as avaliacdes comportamentais nos testes de Campo Aberto (ARCHER, 1973) ,
Claro/Escuro (CRAWLEY, 1985), Labirinto em Cruz Elevada (LISTER, 1987) e Rota Rod ( DUNHAM, MIYA,
1987) foram realizadas 30 minutos apds a administragdo das ultimas drogas.
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Investigacdo do envolvimento dopaminérgico no mecanismo de acdo ansiolitico de lipossomas
contendo nimodipina

Os animais foram tratados de forma aguda, sendo cada grupo constituido por sete camundongos. Os
protocolos de tratamento foram realizados da seguinte forma: solucdo salina 0,9% (i.p; controle negativo;
veiculo), dopamina 0,5 mg/kg (i.p; controle positivo), nimodipina livre 10 mg/kg (v.0) e LCNa (i.p) 10 mg/kg.
Apo6s 30 minutos das aplicagBes, os animais foram submetidos aos testes comportamentais para avaliagao
da atividade ansiolitica e dos parametros relacionados a atividade e coordenagao motora.

Para investigar o possivel envolvimento de LCNa com os sitios dos receptores dopaminérgicos — D; e
D, , foi realizado pré-tratamento com sulpirida (50 mg/kg i.p) 30 minutos antes das aplicag6es de LCNa (i.p)
e dopamina (0,5 mg/kg i.p), bem como um outro grupo foi tratado apenas com sulpirida na dose de 50
mg/kg (i.p). Dessa forma, as avaliacdes comportamentais nos testes de Campo Aberto, Claro/Escuro,
Labirinto em Cruz Elevada e Rota Rod foram realizadas 30 minutos apds a administracdo das Ultimas
drogas.

Andlise estatistica

Todos os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M). Analise
estatistica foi realizado utilizando one way ANOVA, seguido pelo teste Newman — Keuls como post hoc
teste. Os resultados foram considerados estatisticamente significante quando p<0,05. Todas as andlises
estatisticas foram realizadas utilizando GraphPad Prism 6.02 (San Diego, CA, USA). Os valores
antioxidantes in vitro da CEsg, foram obtidos por regressao linear utilizando o software GraphPad Prism 6.02
(GraphPad, Inc., Califérnia, EUA).

Resultados e Discussao

Avaliacd@o do potencial antioxidante in vitro do LCNa e da nimodipina

Os estudos realizados demonstraram moderada capacidade antioxidante da nimodipina contra radical
DPPH (CEsq = 127,54 nM), ABTS (CEsy = 4,91 nM), superéxido (CEsy = 229,36 nM) e potencial redutor
(CEso = 183,59 nM). Quando avaliada a capacidade antioxidante do LCNa nas mesmas condi¢cfes
experimentais que a nimodipina, foi observado maior efeito antioxidante com o valor da CEsy de 0,19 nM
para o radical DPPH’, 0,052 nM para o radical ABTS™, 0,949 nM para o radical super6xido e 2,35 nM para o
potencial redutor. Assim, foi demonstrado que LCNa melhorou a capacidade antioxidante da nimodipina, o
gue pode estar relacionado a uma maior solubilidade do farmaco e ao consequente aumento da interagao
com os radicais testados.

Investigacdo do envolvimento dos aistemas serotoninérgico e dopaminérgico no mecanismo de
acdo ansiolitico do LCNa

Trinta minutos apds os tratamentos com LCNa (10 mg/kg, i.p) e nimodipina livre (10 mg/kg, v.0), foi
detectado um aumento do tempo de permanéncia no campo claro do teste claro/escuro, bem como
aumento no nimero de entradas e no tempo de permanéncia nos bracos abertos do teste labirinto em cruz
elevada, entre animais tratados com LCNa em relagdo aos animais tratados com nimodipina (NMD) e com
o veiculo. A buspirona (5 mg/kg, i.p) e dopamina (0,5 mg/kg) promoveram aumento no tempo de
permanéncia no campo claro, bem como no tempo de permanéncia nos bracos abertos. No teste do campo
aberto foi demonstrado que a buspirona reduziu o numero de cruzamentos, groomings e rearings
comparado ao veiculo, ja o LCNa aumentou o niumero de cruzamentos, de groomings e de rearings quando
comparado a buspirona e ndo demonstraram alteracdes significativas com relagédo ao veiculo. No teste rota
rod, a buspirona promoveu aumento no nimero de quedas e diminuiu o tempo de permanéncia na barra
giratoria, em relacdo aos animais que receberam solucdo salina, a nimodipina e os lipossomas contendo
nimodipina ndo provocaram alteracBes significativas comparadas ao veiculo. Ja a dopamina nao
apresentou resultados significativos comparados aos valores obtidos entre os animais tratados com veiculo,
NMD e LCNa em todos os parametros observados nos testes campo aberto e rota rod. O uso do
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WAY100635 (5 mg/kg, i.p) antagonizou os efeitos sobre a atividade ansiolitica do LCNa, da mesma forma, a
sulpirida (50mg/kg) também reverteu estes efeitos. Nao foram observadas alteracdes sobre a coordenacéo
motora dos animais testados. Em suma, os resultados obtidos sugerem que h& participacao dos sistemas
serotoninérgicos e dopaminérgicos no mecanismo de acao ansiolitico dos lipossomas contendo nimodipina.

Os lipossomas foram capazes de melhorar a solubilidade da nimodipina. Os lipossomas contendo
nimodipina apresentaram melhoria da capacidade antioxidante in vitro (DDPH, ABTS, superdxido e
potencial redutor) com quantidade de farmaco muito inferior comparado com a nimodipina ndo encapsulada.

Por meio dos testes comportamentais claro-escuro, labirinto em cruz elevado, campo aberto e rota
rod, foi observada atividade ansiolitica de lipossomas contendo nimodipina sem causar comprometimento
da atividade locomotora e coordenacdo motora. E ainda, podemos sugerir que o LCNa pode exercer seu
mecanismo de acao ansiolitico por meio de receptores serotoninérgicos, 5-HT 5 € dopaminérgicos, D,
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O FI é um éster derivado do acido ferdlico obtido por meio de uma reagdo de esterificagao.
Contudo, ainda ndo ha pesquisas quanto as propriedades farmacolégicas e toxicolégicas, principalmente
sobre o Sistema Nervoso Central deste fenilpropanoide. O objetivo do estudo foi avaliar a toxicidade,
investigar o potencial antioxidante e as propriedades farmacolégicas. Para tanto, foi realizada a avaliacdo
da toxicidade no teste de Artemia salina e o potencial antioxidante in vitro pelos métodos 2,2difenil-1-
picrilhidrazil, &cido 2,2'-azinobis-3 etilbenzotiazolina-6- sulfénico, hidroxila e oxido nitrico. Além disto, foi
verificada sua capacidade em inibir a peroxidacdo lipidica por meio da determinacdo das substancias
reativas com o acido tiobarbitdrico, bem como o seu potencial redutor nas concentragdes 2,36; 4,72; 7,08 e
14,16 mM. Os testes do campo aberto e do rota rod foram aplicados para avaliar o efeito sobre a atividade
locomotora e coordenacdo motora em camundongos Swiss que foram tratados por via intraperitoneal (i.p.)
com 25, 50, 75 ou 150 mg/kg do FI, e para os grupos: grupo controle (salina, 10 mL/kg) e diazepam (1
mg/kg) (i.p., controle positivo nos testes comportamentais), flumazenil (2,5 mg/kg) e acido ascoérbico (2,5
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mg/kg controle positivo testes antioxidantes). A atividade ansiolitica foi observada pelo teste de esconder
esferas. Para avaliacdo da atividade antiepiléptica com as mesmas doses do Fl usadas no teste
psicomotores. Os resultados sugerem que o Fl apresenta potencial para o desenvolvimento de estudos
futuros que visam novas alternativas para o tratamento de doencas neuropsiquiatricas relacionadas ao
estresse oxidativo.

A busca por alternativas terapéuticas mais seguras, eficazes e com menor custo, bem como que
apresentem baixa toxicidade pode combinar na busca pela diminuicdo do uso de associacfes, € na
introducdo de substancias isoladas e/ou sintéticas na terapéutica, sendo sua aplicacdo disseminada no
século XX. Desta forma, os constituintes encontrados em 6leos essenciais em pequenas quantidades sao
sintetizados em larga escala, sendo utilizado como matéria prima para pesquisa sobre suas atividades
farmacolégicas sobre sistema nervoso central (SOUSA, 2011; SANTOS; FREITAS, 2013).

Diante disso, estudos farmacolégicos com produtos naturais e sintéticos que apresentam atividade
sobre o sistema nervoso central (SNC) e combatem os radicais livres tem auxiliado a compreensdo das
desordens relacionadas as atividades psicomotoras, tornando-se um campo bastante promissor para o
desenvolvimento de novas opg¢des terapéuticas com maior eficdcia e menor toxicidade (CAMPELO et al.,
2011; SILVA et al., 2011; ALMEIDA et al., 2012).

Neste trabalho, esta sendo investigado pela primeira vez um derivado fenilpropandide, Fl, proveniente
do acido ferdlico. Seu precursor j4 possui descrito na literatura diversas agfes farmacoldgicas
comprovadas, como por exemplo: antidepressivo (ZENI et al., 2012) e antioxidante (ITAGAKI et al., 2009).
No entanto, os efeitos do derivado deste fenilpropandide sobre o sistema nervoso central ainda ndo foi
estudado. Desta forma, o presente estudo realizou a determinacdo antioxidante como tambem, a
caracterizacdo comportamental por meio da coordenacdo motora em camundongos apés administracao
com FI.

Drogas e Tratamentos

O composto é derivado do &cido ferulico, possui um indice de refracdo de 1,544 + 0,02, tensdo
superficial de 40,3 £ 3,0 dyn/cm e densidade de 1,104 £ 0,06 g/cma. O processo de elaboracéo do produto
consiste em uma reacao de esterificagédo do acido.

Processo para a esterificagdo do &cido ferdlico: Em uma mistura com agitacdo de acido ferulico (5 mmol)
em alcool isoamilico (200 mL) foi adicionado a acido sulfarico concentrado (0,067 mL, 1,25 mmol), e a
mistura da reacao foi submetida a refluxo durante 3 horas em um baldo de 500 mL. Depois de arrefecer até
25 °C, de acetato de etila foi adicionado e a solucao foi lavada com agua e salmoura. A fracdo de acetato de
etila foi seca sobre MgSO4, filtrada, e concentrada sob pressdo reduzida. O residuo foi purificado por
cromatografia em coluna de gel de silica usando 20% de acetato de etila em hexano, para se obter o Fl
isopentila (rendimento de 55%) (SHI et al., 2012). Foi emulsionado com Tween 80 0,05% (Sigma Chem. Co.
St. Louis, Missouri, EUA) dissolvida em solucao salina 0,9% (veiculo) e administrado por via intraperitoneal
nas doses de 25 mg/kg, 50 mg/kg, 75 mg/kg e 150 mg/kg para os testes comportamentais, diazepam (DZP)
com dose 1 mg/kg (Union Chemical, Brasil) foi utilizado como droga padrdo. O grupo controle negativo
recebeu veiculo com dose de 10 mL/kg, via intraperitoneal.

Animais: Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem Swiss machos e fémeas (25-30 g)
albinos, pesando entre 25 e 30 g, com aproximadamente 2 meses de idade, provenientes do Biotério do
Centro de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal do Piaui (UFPI). Todos os animais foram mantidos a
uma temperatura controlada (26 + 1 °C) e um ciclo de claro/escuro de 12 h, os animais tiveram livre acesso
a 4gua e ao alimento.Os grupo controle tratado com o veiculo, trés grupos tratados com doses do Fl a 25
mg/kg, 50 mg/kg,75 mg/kg e 150 mg/kg, respectivamente, bem como o grupo da droga de referéncia foi
tratada com DZP 1 mg/kg. Todos os grupos foram tratados por via intraperitoneal (i.p.) 30 minutos antes dos
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testes. O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da Universidade
Federal do Piaui (N° 030/13).

Teste de toxicidade com Artemia salina: Foi utilizada metodologia descrita por Meyer e colaboradores
(1982).

Avaliacdo antioxidante in vitro: Para o método DPPHe, foi utilizada a metodologia descrita por Silva,
Menezes e Eleutherio (2005). Para a determinagéo da capacidade antioxidante pelo método do ABTSe+, foi
utilizada a metodologia descrita por Re e colaboradores (1999). Avaliacdo da capacidade antioxidante
contra o radical hidroxila gerado pela reacdo de Fenton, foi utilizada a metodologia descrita por Lopes e
colaboradores (1999). Na avaliacdo do 6xido nitrico foi produzido a partir da decomposicao esponténea de
nitroprussiato de sédio (NPS) em 20 mM de tampdao fosfato (pH 7,4). Uma vez gerado, o 6xido nitrico
interage com oxigénio para produzir ions nitrito, os quais foram medidos pela reacdo de Griess de acordo
como o método de Basu e Hazra (2006). A determinacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da
peroxidacdo lipidica, foi utilizado o método TBARS (substéncias reativas com o &cido tiobarbitdrico)
segundo Guimardes e colaboradores (2010). Para a determinacdo do poder redutor do Fl pela reducéo
direta do ferricianeto de potassio (Fe3+) para ferrocianeto de potéssio (Fez+), foi utilizada a metodologia
descrita por Singhal e colaboradores (2014).

Para avaliacdo da capacidade antioxidante pela inibicdo da hemdlise dos eritrcitos de rato, foi
utilizada a metodologia descrita por Ugartondo e colaboradores (2009). O grau de peroxidacao lipidica foi
mensurado por meio da determinagédo dos niveis de TBARS, método previamente descrito por Draper e
Hadley (1990). Determinagédo do contetdo de nitrito no hipocampo de camundongos submetidos ao teste de
esconder esferas de acordo com (GREEN; TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981). Avaliacéo da atividade da
catalase no hipocampo de camundongos submetidos ao teste de esconder esferas foi determinada pelo
método de LOWRY e colaboradores (1951). Determinac@o dos niveis de glutationa reduzida, da atividade
da glutationa peroxidase e SOD (superoxido dismutase) no hipocampo de camundongos submetidos ao
teste de esconder esferas (GRIFFITH, 1980).

Teste do campo aberto: Este teste foi realizado para avaliar a atividade exploratéria do animal (ARCHER,
1973).

Teste da barra giratéria (rota rod): O teste do Rota Rod mede o efeito de relaxamento muscular ou
incoordenagédo motora produzidos por drogas em animais (CARLINI; BURGOS, 1979). O teste de esconder
esferas descrito em ratos por Poling e colaboradores (1981). Na avaliacdo da possivel atividade
antiepiléptica, induzida por pentilenotetrazol e pilocarpina (FREITAS, 2009).

Andlise Estatistica

Os resultados foram apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Os dados obtidos
foram avaliados por meio da andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste t-Student-Neuman-Keuls como
post hoc teste. Os grupos experimentais foram comparados com o grupo veiculo. As diferencas foram
consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.

Resultados e Discusséo

Os resultados demonstram que o Fl ndo possui efeito tdxico frente a taxa de mortalidade sobre as
artémias, a capacidade antioxidante pela hemolise de eritrécitos dos ratos em todas concentragfes testadas
(3,4; 6,8; 13,6; 27,2 e 54,4 nM) apresentou acao antioxidante, o melhor efeito ansiolitico do FI foi observado
na dose de 150 mg/kg pela reducédo de 88%; 93,17% e 94% o numero de esferas escondidas (p<0,05),
guando comparados com o0s grupos diazepam, acido ascérbico e o veiculo. Esta reducdo foi observada
apés tratamento de forma aguda. O efeito ansiolitico do Fl foi revertido pelo pré- tratamento com flumazenil
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(2,5 mg/kg) da mesma forma como foi observado com o diazepam (1 mg/kg), sugerindo que estes
medicamentos possuem um mecanismo de acdo semelhante. O tratamento do Fl reduziu o nivel de
peroxidacao lipidica o contetdo de nitrito, sugerindo um papel antioxidante ex vivo, além de que, ocorreu o
aumento da atividade das enzimas catalase, superdxido dismutase e glutationa peroxidase no
hipocampo dos camundongos, sugerindo que a sua funcdo antioxidante pode ser devido a regulacdo
positiva destas enzimas.

Em todos os resultados antioxidantes in vitro, o FI demonstrou ser potente na concentragdo de 54,4
nM, apresentando um percentual de inibicdo de 91,29 + 0,57; 92,63 + 0,28; 16,37 + 1,40; 20,30 + 1,62 e
18,8 + 1,57% para o radical DPPH., ABTSe+, hidroxila, oxido nitrico e da peroxidacédo lipidica,
respectivamente. Em relag@o ao seu poder redutor houve um aumento da absorbancia em 700 nm nas
concentragdes. Resultado semelhante foi obtido com o trolox, um analogo sintético hidrofilico do a-tocoferol,
gue é largamente usado como padrao antioxidante.

Os resultados revelados demostram que o FI (25, 50, 75 e 150 mg/kg, i.p) ndo apresentaram efeitos
sedativo e déficit muscular (p>0.01), toda via, houve uma reducdo nas crises epilépticas como também um
aumento na taxa de sobrevivéncia. Em todas as doses utilizadas, ndo apresentou atividade locomotora, sob
0 namero de rearing e grooming no teste do campo aberto, sugerindo que nao ha acéo sedativa. No rota rod
nao foi verificado alteracdo no tempo de permanéncia na barra giratéria, nem mudangcas no numero de
guedas, demostrando que seus efeitos ndo se devem ao blogueio neuromuscular periférico. Além disso,
na maior dose de 150 mg/kg, o FI demostrou uma protecdo antiepiléptica significativa (p<0.05)
observada pelo nimero de crises epilépticas e a taxa de sobrevivéncia.

Baseado nos resultados obtidos e sobre a investigacédo dos efeitos farmacolégicos relacionados ao Fl
pode ser sugerido propriedades farmacolégicas como: antioxidante, ansiolitico e antiepiléptico.
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O diminazeno é uma diamidina aromatica de origem sintética ligada por uma ponte triazeno e que
pode ser denominado pelos nomes guimicos 4-[2-(4-carbamimidoll
fenil)iminohidrazinillbenzenocarboximidamida, 1,3 bis(4amidinofenil)triazeno, 1,3 bis
(paraamidinofenil)triazeno, 4,4 diamidinodiazoaminobenzeno, 4,4(diazoamino)dibenzamidina e 4-[2-(4-
carbamimidoil fenil)iminohidrazinillbenzenocarboximidamida (SCHOLAR, 2009). O diminazeno é composto
também conhecido como aceturato de diminazeno quando é constituinte de uma formulacdo farmacéutica
contendo dois compostos de sal de aceturato (llustracdo 1), na qual pode ser denominado quimicamente
de 4,4-(diamino) dibenzamidinadiaceturato, 4,4’-(diazoamino)dibenzamidinadiaceturato e 2-acetamido
acético; 4-[2-(4-carbamimidoil fenil)iminohidrazinillbenzenocarboximidamida (CIMBORA-ZOVKO et al.,
2011).

O aceturato de diminazeno possui uma longa histéria como agente quimioterapico comumente usado
contra protozoarios tripanossomatideos que infectam principalmente animais domésticos (PEREGRINE;
MAMMAN, 1993; ATSRIKU et al., 2002). A principal atividade atribuido a este composto tem sido contra os
parasitas patogénicos do género Trypanosoma (Trypanosoma congolense, Trypanosoma brucei,
Trypanosoma evansi e Trypanosoma vivax), no qual, sdo conhecido por esta presente como hospedeiro no
sangue de varios mamiferos e por ser uma importante agente causador de doencas afetando regides em
areas tropicais e subtropicais do mundo (ROTUREAU; VAN DEN ABBEELE; 2013). Além da
tripanossomose, o aceturato de diminazeno também é utilizado em alguns paises do continente Africano
para o tratamento de animais infectados por protozoarios parasitas do género Babesia (VIAL;
GORENFLOT, 2006; NEHRBASS-STUEDLI et al., 2011).

O agente antiparasitario aceturato de diaminazeno (Cy4H;5N7-2C4H;NO3) é uma diamidina aromatica
gue tem sido estudado com relacdo a seu potencial terapéutico para outras doencas e consequentemente
tem despertado o interesse pelo desenvolvimento de novas pesquisas. Desta forma, o presente estudo teve
por objetivo determinar a atividade antiparasitaria in vitro do aceturato de diminazeno contra vermes adultos
de Schistosoma mansoni, bem como sua toxicidade aguda em camundongos.
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Estudo da toxicidade aguda em camundongos

Para a avaliacdo da toxicidade aguda, o aceturato de diminazeno em dose Unica (0, 1.000 e 2.000
mg/kg) foi administrado por via oral e intraperitoneal em camundongos Swiss e os parametros fisiol6gicos,
bioquimicos, hematolégicos e alteracdes no comportamento (atividade locomotora e coordenacdo motora)
analisados (Tabela 1). Além destes procedimentos, o presente estudo determinou a toxicidade em Artemia
salina (Meyer et al., 1982), capacidade hemolitica em eritrocitos de ratos (Ugartondo et al., 2009) e
antioxidante in vitro contra o radical DPPH’ (Oliveira et al., 2014), ABTS++ (Re et al., 1999) e potencial
redutor (Singhal et al., 2011). Os experimentos com animais foram realizados de acordo com o Guia para o
Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio, do Departamento de Salde e Servicos Humanos dos EUA,
Washington DC, 1985. Todos os experimentos foram aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacio
Animal da Universidade Federal do Piaui (CEEA/UFPI # 016/14).

Tabela 1. Grupos de animais para avaliacdo da toxicidade.

Grupo Tratamento Numero e sexo
Via oral
1 Controle (veiculo) 5 machos e 5 fémeas
2 Aceturato de diminazeno (1.000 mg/kg) 5 machos e 5 fémeas
3 Aceturato de diminazeno (2.000 mg/kg) 5 machos e 5 fémeas

Via intraperitoneal

1 Controle (veiculo) 5 machos e 5 fémeas
2 Aceturato de diminazeno (1.000 mg/kg) 5 machos e 5 fémeas
3 Aceturato de diminazeno (2.000 mg/kg) 5 machos e 5 fémeas

Avaliacéo esquistomicida in vitro com S. mansoni

Parasitas de S. mansoni adultos foram cultivados em meio RPMI 1640 (pH 7,5) contendo 25 mM de
HEPES (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e suplementado com soro fetal bovino (10%), estreptomicina
(200 pg/mL), penicilina (200 Ul/mL) (Invitrogen). Em seguida, os parasitas foram distribuidos em placas de
cultura de células com 24 pocgos (Techno Plastic Products, TPP, St. Louis, MO, USA) contendo 2 mL do
meio RPMI 1640 e mantidos em uma estufa com 5% de CO, e a 37 °C. Os parasitas foram constantemente
monitorados durante 120 h. O aceturato de diminazeno foi solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO 0.5 %,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) nas concentra¢g8es de 30,3, 60,6, 121,2, 2425, 484,2 e 969,9 nM, as quais
foram usadas para avaliacdo antiequistossomal in vitro em placas de culturas com um volume final de 2 mL
(RPMI 1640). Simultaneamente, foi preparado um controle negativo com DMSO 0,5% em meio RPMI 1640
e um controle positivo com o PZQ (praziquantel) na concentracdo de 3,2 nM. Todo o procedimento
experimental foi realizado em ftriplicate. Usando um um microscépio invertido, os pararametros da atividade
esquistomicida avaliados foram taxa de mortalidade, reducdo na atividade motora (leve ou significativa),
alteracdes tegumentares e capacidade reprodutiva (oviposicdo) pelos vermes S. mansoni durante o
tratamento in vitro nos intervalos de 24, 48, 72, 96 e 120 h. Neste estudo, um verme de S. mansoni foi
considerado morto na auséncia de movimento por 1 minuto (MORAES, 2012).

Resultados e Discusséo

Para a avaliacdo da toxicidade aguda, o aceturato de diminazeno em dose Unica (0, 1.000 e 2.000
mg/kg) foi administrado por via oral e intraperitoneal em camundongos Swiss e 0os parametros fisiologicos,
bioquimicos, hematolégicos e alteracdes no comportamento (atividade locomotora e coordenacdo motora)
analisados. Além destes procedimentos, o presente estudo determinou a toxicidade em Artemia salina,
capacidade hemolitica em eritrécitos de ratos e antioxidante in vitro. Os resultados obtidos com a
administracdo aguda do aceturato de diminazeno indicaram alteracdes (p<0,05) em alguns parametros

83



bioquimicos e hematologicos, interferiu no Sistema Nervoso Central pela redugdo da capacidade
comportamental (atividade locomotora e coordenacdo motora) e provocou a morte de camundongos de
ambos os sexos. Neste estudo também foi observado que camundongos fémeas tratados por via oral sdo
mais suscetiveis ao aceturato de diminazeno na dose de 1.000 mg/kg e principalmente na dose de 2.000
mg/kg, na qual, foi observado uma taxa de mortalidade trés vezes maior (60%).

Em relacdo a exposicdo ao aceturato de diminazeno por meio da via intraperitoneal, 100% dos
animais de ambos os sexos tradados nas doses de 1.000 e 2.000 mg/kg morreram apresentandos varios
sinais de toxicidade. Diferentemente do observado em camundongos, o aceturato de diminazeno néo foi
téxico para as A. salina e apenas foi observado taxa de mortalidade a partir de 72 horas de exposi¢ao. Além
da baixa toxiciadade em A.salina, o aceturato de diminazeno ndo demonstrou ser citotéxico pelo
rompimento das membranas das bicamadas lipidicas de eritrocitos de ratos. Os resultados antioxidantes in
vitro indicaram baixa capacidade antioxidante contra os radical radicais DPPH+s e ABTS<+, bem como a sua
capacidade de transferir elétrons pelo potencial redutor. Para a avaliagdo da atividade esquistomicida in
vitro, os resultados obtidos demonstraram que o aceturato de diminazeno nas concentracfes de 242,5,
484,2 e 969,9 nM provocou uma reducéo da atividade motora e elevada taxa de mortalidade dos vermes S.
mansoni (p<0,05).

Os resultados também demonstraram que o aceturato de diminazeno tem a capacidade de separar
foram observados alteracdes morfoldgicas na superficie de vermes machos de S. mansoni como
desintegracao de tubérculos.

O presente estudo demonstrou que o aceturato de diminazeno induziu varios sinais de toxicidade
guando administrado por via oral e intraperitoneal em dose Unica (1.000 e 2.000 mg/kg) ao longo de um
periodo de tempo de 14 dias em camundongos e também descreveu uma nova atividade farmacolégica
contra vermes adultos de S. mansoni in vitro por meio de observacdes nos parametros de mortalidade,
reducdo na atividade motora, alteragbes tegumentares e oviposicao.
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