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APRESENTACAO

Em ciéncias da saude destacam-se as areas de Farmacia e Biomedicina.
Desta forma, torna-se imprescindivel o conhecimento acerca de analise clinicas e
biotecnologia de farmacos.

A Coletanea Nacional “A Biomedicina e Farmacia Aproximagdes” € um e-book
composto por 21 artigos cientificos que abordam assuntos atuais, como a analise de
produtos naturais, biotecnologia de farmacos, processos de isolamento, purificacdo
caracterizacao de elementos biotecnoldgicos de fontes naturais, avalicdo da utilizagao
de novas tecnologias para fins farmacéuticos, avancos em analises clinicas, entre
outros.

Mediante a importancia, necessidade de atualizacéo e de acesso a informacgodes
de qualidade, os artigos elencados neste e-book contribuirdo efetivamente para
disseminagdo do conhecimento a respeito das diversas areas da farmacia e da
biomedicina, proporcionando uma visao ampla sobre esta area de conhecimento.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Prof. MSc. Fabricio Loreni da Silva Cerutti
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RESUMO: O acai (Euterpe oleracea), fruta
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(EUTERPE OLERACEA)

tipica do Norte do Brasil, pertence a familia
Arecaceae e possui uma coloragdo escura.
Vérios estudos cientificos apontam que o
elevado consumo deste alimento proporciona
efeitos benéficos a saude como a prevencao
de doencas crbnicas cuja causa primaria
esta relacionada ao estresse oxidativo. As
antocianinas sao moléculas responsaveis pela
pigmentacao caracteristica do acai, reguladoras
da expressao de adipocitocinas e antioxidantes.
Os antioxidantes presentes nessa planta
combatem o radical livre superoxido que
causam danos as estruturas celulares de forma
direta ou indireta, essa atividade previne contra
aterosclerose e o envelhecimento precoce.
Estudos demonstram que os habitantes do Norte
do Brasil apresentam altas taxas antioxidantes
em sua dieta, 0 que previne contra doencas
associadas a radicais livres. Conclui-se que 0s
beneficios do acai sdo vastos por seu grande
potencial em contribuir para a homeostasia,
proporcionar atividades antioxidantes e
prevenir contra possiveis patologias. Também
caracteriza-se como vital explorar suas outras
propriedades além de energético natural que
€ disseminado pela populagédo. O presente
capitulo trata-se de uma revisao literaria, onde
a selecao de artigos foi feita através de busca
bibliogréafica referente aos anos de 1996 a 2018,
na lingua inglesa. Utilizaram-se as bases de
dados: Science Direct, Portal CAPES, Scielo,
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Lilacs com os descritores: agai, mecanismo de acédo antioxidante e Euterpe oleracea,
bem como monografias desenvolvidas pelo Centro de Informacdes Sobre Plantas
Medicinais (CIPLAM), localizado no Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-
Unita)

PALAVRAS-CHAVE: Acai; Antioxidante; Radicais livres; Euterpe oleracea.

ABSTRACT: Acai (Euterpe oleracea), a native fruit from the North of Brazil, belongs to
the Arecaceae family and has a dark colour. Several scientific studies indicate that a
high consumption of this food provides beneficial health effects such as the prevention
of chronical diseases that are mainly related to the oxidative stress. Anthocyanins are
molecules responsible for the characteristic pigmentation of agai and for regulating the
expression of adipocytokines and antioxidants. The antioxidants present in this plant
act against the superoxide free radical that leads to structural cell damage in an either
direct or indirect manner. This activity prevents atherosclerosis and premature aging.
Studies show that Northern Brazilian dwellers present high levels of antioxidants in
their diets, which prevents diseases associated with free radicals. It is concluded that
the acai has a wide range of benefits due to its great potential in contributing to the
homeostasis, providing antioxidating activities and preventing possible pathologies.
It is also vital to explore its other properties besides its use as a natural energetic,
which is disseminated by the population. This chapter is a literature review, in which the
selection of articles was made through bibliographic search in the English language,
covering the years from 1996 to 2018. The databases used were: Science Direct,
CAPES Portal, Scielo and Lilacs, via the descriptors: acai, antioxidant mechanism of
action and Euterpe oleracea, as well as monographies developed by the Medicinal
Plants Information Center (CIPLAM), located at the Tabosa de Almeida University
Center (Asces-Unita).

KEYWORDS: Acai; Antioxidant; Free radical; Euterpe oleracea.

11 INTRODUGCAO

A Euterpe oleracea é popularmente conhecida como acai em todo Brasil e
pertencente & familia Arecaceae. E um fruto comum em toda regido norte do pais,
sendo a floresta amazénia e o Para os maiores produtores e consumidores do fruto
(KEN-ITI YOKOMIZO et al., 2016). O acaizeiro conhecido também como acgai-do-para,
acai-do-baixo-amazonas e jugara é considerado o vegetal mais relevante do género
Euterpe (OLIVEIRA et al., 2002). Originaria da zona norte, a palmeira que produz o
acai mede em torno de 16 metros de altura, produz touceiras com até 25 estipes e
frutos bem aceitos pela populagéo local em fungdo da sua capacidade energética
(BARBOSA et al., 2016).

A polpa do acai contém quantidades significativas de uma classe distinta de
flavonoides: as antocianinas, os quais atribuem as propriedades antioxidantes ao
fruto, incentivando estudos internacionais com base em sua fitoquimica (BERNAUD &
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FUNCHAL, 2011). Além da ac&o antioxidante ja citada, atividades como antiproliferativa,
anti-inflamatéria e antimicrobiana também sao atribuidas as antocianinas (PORTINHO
etal.,2012). Elas sdo ainda, responsaveis pelacoloracdo vermelho-escuro caracteristica
da polpa.

O acai foi analisado frente a sua interacdo com espécies reativas de oxigénio
presentes no corpo humano, responsaveis pela peroxidacéo de lipidios de membrana,
agressdo as proteinas dos tecidos, membranas, enzimas e DNA, desencadeando
inumeras doengas (BERNAUD & FUNCHAL, 2011). Com a producéo elevada dessas
espécies reativas, 0 organismo nédo consegue produzir substancias que supram a
demanda para impedir os efeitos da oxidacao, dessa forma, € gerado um estresse
oxidativo (PORTINHO et al., 2012). Para responder a esses prejuizos séo utilizados
agentes antioxidantes que podem ser adquiridos endogenamente ou através da dieta,
como, por exemplo, no consumo de acai (BERNAUD & FUNCHAL, 2011). Esta planta
vem sendo valorizada desde os anos 90 pelo seu valor nutricional, porém, seu consumo
nao é muito recorrente in natura, mas sob a forma de polpa (NOGUEIRA et al., 2005).

2| METODOLOGIA

O trabalho em questdo foi baseado em pesquisas descritivas bibliograficas
com a finalidade de realizar um estudo retrospectivo através da literatura cientifica
sobre a atividade antioxidante encontrada na Euterpe oleracea. Os trabalhos foram
selecionados através das bases de dados: Science Direct, Portal CAPES, Scielo e
Lilacs com os descritores: agai, mecanismo de acéo antioxidante e Euterpe oleracea
e foram utilizadas também literaturas complementares localizadas em monografias
desenvolvidas pelo projeto de extensédo universitaria Centro de Informagcdes sobre
Plantas Medicinais (CIPLAM) presente no Centro Universitario Tabosa de Almeida
(Asces-Unita).

Esta revisdo apresentou como critérios de inclusao artigos originais, revisoes de
literatura, dissertacdes e teses escritas na lingua inglesa e portuguesa datados dos
anos 1996 a 2018. Publicagdes estas que referiam-se aos radicais livres, mecanismo
de acgao antioxidante, Euterpe oleracea e as antocianinas.

31 ANALISES E DISCUSSAO

3.1 Estresse oxidativo e radicais livres

O estresse oxidativo é caracterizado quando o corpo humano produz radicais
livres em excesso, um fendmeno prejudicial causado pelo desequilibrio entre a
producao e o consumo destas moléculas (PARHIZ et al., 2015; ROLEIRA et al., 2015).
As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs), também denominadas radicais livres, sao
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moléculas muito conhecidas que se formam durante o metabolismo e desempenham
papéis importantes na sinalizagdo celular (SOSA-TORRES, SAUCEDO-VAZQUEZ &
KRONECK, 2015). Gracgas a sua alta reatividade, elas podem se ligar a biomoléculas,
causando uma ampla variedade de doencas (YANG et al., 2014; ARUNA & AMBIKA
DEVI, 2014; SHADAB et al., 2014). Os niveis de EROs no corpo humano podem
aumentar drasticamente devido a estresse, radiacéo ultravioleta, presenca de ions
metalicos ou muitos outros fatores, como exposicéo ao calor (MICHAIL et al., 2013;
VEJERANO, LOMNICKI, DELLINGER, 2012; VALENCIA-ISLAS, ZAMBRANO &
ROJAS, 2007).

3.2 Euterpe oleracea e sua acao como agente antioxidante

A Euterpe oleracea conhecida popularmente como acaizeiro tem como acao
principal antioxidante devido a presenca de antocianinas em sua composi¢cdao. Em seu
fruto, a polpa apresenta um alto valor nutricional, sendo considerada base alimentar
em populacdes do Estado do Para e Amapa. As regides do Sul do Brasil vem se
mostrando grandes consumidores deste fruto, pela sua variancia na cozinha, tanto em
alimentos salgados quanto doces e pelas caracteristicas energéticas (YOKOMIZO et
al., 2016). As pesquisas em relacdo ao seu cultivo sédo escassas e contraditorias pelas
comparacgoes da produtividade dos agaizeiros nativos e por hortas com sementes de
procedéncias desconhecidas (OLIVEIRA et al., 2002) e o0 seu processo de propagacao
mais comum € através de sementes, além da propagacao assexuada.

O acaizeiro inicia a floracdo ap6s quatro anos de plantio e quando esta em
condicoesideais de cultivo pode iniciar-se com dois anos e meio, tendo sido provenientes
de cuidados com o solo, irrigacéo e controle de pragas, sendo o primeiro cacho colhido
com trés anos e meio de plantio (OLIVEIRA et al., 2002). Depois que iniciar seu ciclo
reprodutivo, o acai flora e frutifica por quase o ano todo, onde meses de periodos mais
chuvosos caracterizam-se como os de maior frutificacao (PORTINHO et al., 2012).

A composicdo quimica desta espécie contém lipidios, proteinas, glicose e
sacarose e 0 seu valor nutricional esta envolvido com os minerais, principalmente
potassio e célcio e, dentre as vitaminas, pode ser destacada a vitamina E, um
antioxidante natural que atua na eliminacdo dos radicais livres (NOGUEIRA et al.,
2005). Também existe a contribuicdo na acado antioxidante de outros compostos
fendlicos encontrados na polpa do acai, dentre eles podemos citar: acido ferulico,
epicatequina e acido p-hidroxibenzéico (SILVA et al., 2017). Esta acdo pode alcancar
os causadores de aterosclerose, o protegendo dos acumulos de placas de deposito de
lipideos na corrente sanguinea (MACHADO et al., 2018).

Os sistemas antioxidantes podem ter origem endogena (por exemplo superéxido
dismutase), ou serem provenientes da dieta alimentar e outras fontes. Destas ultimas
destacam-se tocoferois (vitamina E), acido ascorbico (vitamina C), polifendis, selénio,
carotendides e antocianinas (HASLAM, 1996; OMONI; ALUKO, 2004; SOUZA, 2005).
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Os antioxidantes sdo moléculas capazes de estabilizar ou desativar radicais livres antes
que ataquem os alvos biolégicos nas células, além de prevenir o estresse oxidativo.
Dois processos estdo envolvidos na eliminacdo de radicais livres para prevenir o
estresse oxidativo: reacdo direta com EROs (sequestradores primarios de radicais
livres) ou reacéo com espécies que geram radicais livres prevenindo a producao de
EROs (antioxidantes secundarios) (AVELAR & MARTINEZ, 2012).

Para evitar os danos causados pelos radicais livres, o organismo desenvolveu
varios mecanismos de defesa, isto é, potenciais de neutralizacdo das acées dos mesmos,
chamados de antioxidantes. Essas moléculas foram estudadas extensivamente e
apresentaram varios efeitos positivos na satde humana (PARHIZ et al., 2015; ROLEIRA
et al., 2015). Os agentes antioxidantes sdo definidos como moléculas que sofrem
oxidacdo em detrimento de outras que seriam importantes no estado de oxidagéo
natural. Estao em permanente atividade no organismo em quantidades suficiente para
neutralizar os efeitos dos radicais livres normalmente produzidos (BELLO et al., 2002).

3.3 Antocianinas

O acai possui elevado teor de antocianinas, contendo cerca de 1,02 a 100g
no extrato seco (NOGUEIRA et al., 2005) estas sdo moléculas responsaveis pela
pigmentacédo natural do fruto do acgai, pela atividade reguladora da expressao de
adipocitocinas e da acado antioxidante (BERNAUD et al.,, 2011). As moléculas
antocianinas tem natureza glicosidica e possuem estabilidade relativamente baixa o
que facilita a degradacéo por luz, pH, temperatura, por algumas enzimas, oxigénio e
acido ascorbico. Quando expostas a altas temperaturas e luz apresentam a coloragéao
marrom (MACHADO et al., 2018).

As antocianinas podem ser medida através de espectrofotdbmetro onde essa
técnica néo reflete a cor quando mede a absorbéancia, podendo ser utilizado o
colorimetro de Hunter no controle de qualidade, permitindo observar a concentragéo do
pigmento imediatamente (COSTA et al., 2015). As antocianinas sao formadas a partir
da chalconas, flavonoides glicésidicos e sua biossintese € um dos ultimos estados
de oxidagcdo no mecanismo de diferenciacdo dos flavonoides. A coloracao destas é
influenciada pela substituicdo dos grupos hidroxilo e metoxilo (SOUSA, 2017).

41 CONSIDERAGCOES FINAIS

A partir das observagodes feitas sobre a atividade antioxidante do acgai, além de
seus outros beneficios expostos, conclui-se que a espécie em questado dispde de grande
potencial para a homeostasia do organismo. Foi possivel perceber a importancia de
estudos sobre frutos e plantas medicinais, seja para busca de novas moléculas, para
aprofundamento sobre toxicidade ou para inovacao de solugdes terapéuticas, visto
que, cada espécie traz dentro de si uma grande diversidade e possibilidades que
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devem ser cada vez mais estudadas.

Em relacdo a Euterpe oleracea, além de seu uso como energético natural ja
disseminado, é de fundamental importancia que suas e outras propriedades sejam
exploradas, por ser uma fruta que vem conquistando cada vez mais consumidores por
seu sabor e nutrientes presentes. Tratando-se de uma fruta tipicamente brasileira, se
tem muito a ganhar no &mbito do mercado nacional e internacional por seu cultivo e
comercializacao, além dos beneficios a saude que ja vem sendo de boa repercussao
entre os estudiosos.
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XAROPE COM ATIVIDADE ANTIMICROBIANA
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RESUMO: No presente estudo objetivou-se
determinar a acdo antimicrobiana de extratos
de Cymbopogon citratus, frente as cepas
de Staphylococcus MSSA; Staphylococcus
epidermidis;  Escherichia coli; Klebsiella
pneumoniae; = Pseudomonas  aeruginosa;
Salmonella choleraesuis; e Candida albicans;
e produzir um xarope a base de Cymbopogon
citratus com atividade antimicrobiana. Os
métodos utilizados para obtencao dos extratos
foram turbdlise e maceracédo, logo apos foi
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adicionado como solvente o etanol em duas
concentragdes (70 e 96%). Foram realizados os
seguintes testes microbiolégicos: Determinacao
da Concentracédo Inibitoria Minima — CIM;
e Determinacdo da Concentracéo Inibitoria
Minima de Aderéncia — CIMA, com as
concentragcdes 12,5;25;50; e 100% dos extratos.
Os resultados mostraram divergéncias de cor,
aspecto e rendimento entre os extratos obtidos.
As analises microbioldgicas néo evidenciaram
potencial bactericida, bacteriostatico ou
antifangico. Conclui-se que os extratos do
Cymbopogon citratus nao apresentam atividade
antimicrobiana, devido a baixa concentracao
do citral, principio ativo presente na planta.
Entretanto a atividade
evidenciada em 0Oleos essenciais, que possuem
maior concentracao de citral.
PALAVRAS-CHAVE: Cymbopogon citratus,
plantas medicinais, capim-santo.

antimicrobiana é

ABSTRACT: In the present study the objective
was to determine the antimicrobial action of
extracts of Cymbopogon citratus, against
Staphylococcus strains MSSA; Staphylococcus
epidermidis;  Escherichia coli; Klebsiella
pneumoniae; Pseudomonas  aeruginosa,;
Salmonella choleraesuis; E Candida albicans;
And produced a syrup based on Cymbopogon
citratus with antimicrobial activity. The methods
used to obtain extracts of turbines and
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maceration, soon after their development as solvent and two concentrations (70 and
96%). The following microbiological tests were performed: Determination of Minimum
Inhibitory Concentration (MIC); E Determination of the Minimum Inhibitory Adhesion
Concentration (CIMA), with concentrations 12.5; 25; 50; And 100% of extracts. The
results showed differences of color, appearance and yield among the obtained extracts.
Microbiological analyzes showed no bactericidal, bacteriostatic or antifungal potential.
It is concluded that extracts of Cymbopogon citratus are not an antimicrobial activity,
due to a low concentration of citral, active principle present in the plant. However, an
antimicrobial activity is evidenced in essential oils, which has a higher concentration of
citral.

KEYWORDS: Cymbopogon citratus, medicinal plants, grass holly, lemon grass.

11 INTRODUCAO

O Cymbopogon citratus, conhecido popularmente como capim-limdo, capim-
santo, capim-cidreira, entre outros, pertence & familia Poaceae e é originario da india.
Apresenta um 0Oleo essencial, denominado internacionalmente como “lemon grass”,
amplamente utilizado para fins medicinais, industrias farmacéuticas, alimenticias,
cosméticas e perfumaria, bem como para obtencao do citral, o principal componente
do seu Oleo (Martinazzo, 2007).

As propriedades antimicrobianas de substéncias presentes em extratos e 6leos
essenciais extraido de plantas sao reconhecidas empiricamente ha séculos, e foram
comprovadas cientificamente. Estudos sobre as atividades antimicrobianas de extratos
e Oleos essenciais de plantas nativas tém sido relatados em muitos paises tais como:
Brasil, Cuba, india, México e Jordania, que possuem uma flora diversificada e uma
rica tradicdo na utilizacdo de plantas medicinais para uso como antibacteriano ou
antifungico. (DUARTE, 2006).

A acao antimicrobiana presente nas plantas deve-se a capacidade de produzirem
substéancias antimicrobianas, conhecidas como fintocidas (substancias semelhantes a
antibiéticos). Entretanto a maioria dos vegetais utilizados como fitoterapicos populares
ndo possuem sua atividade antimicrobiana comprovada. E necessaria a realizacdo
de estudos que fornegcam parémetros confidveis que comprovem o real potencial
antimicrobiano (Gongalves, 2005).

As folhas do Cymbopogon citratus (C. citratus) sao ricas em 6leos essenciais,
contendo principalmente citral (Gomes, 2003), cujo fora observada atividade
antibacteriana frente a cepas isoladas de infeccao urinaria (Pereira, 2004), efeito
antigenotoxico (Capiro, 2001) e acao antifungica contra Candida albicans. Apresenta
odor caracteristico de limao, sabor aromatico e ardente, e coloragdo verde-palida
(GOMES, 2003).

O Cymbopogon citratus possui constituintes quimicos como: triterpenos, 6leo
volatil, flavonoides, alcalbides, taninos, dentre outros, ricos em citral e mirceno.
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Dados farmacologicos apresentam extratos aquosos e etandlico das folhas com efeito
antinociceptivo, hipotensor, diurético, antiinflamatério (Vendruscolo, 2005).

O uso de extratos de plantas medicinais tem como principais caracteristicas
o baixo custo, facil producéo, e maior rendimento, quando comparada a utilizacao
de Oleos essenciais, sendo necessaria a realizacdo de mais estudos que fornecam
parametros confiaveis tal comprovacao do potencial antimicrobiano do Cymbopogon
citratus, através do extrato bruto do mesmo.

Varios estudos apontam o potencial antimicrobiano e antiparasitario do C. citratus,
frente a microrganismos envolvidos em danos aos animais e plantas.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta da planta

A planta, Cymbopogon citratus foi coletada na horta do Centro Universitario
Tabosa de Almeida — Asces-Unita, entre os meses de fevereiro e abril de 2016. O
preparo e as analises laboratoriais foram realizados nos Laboratérios de Tecnologias
Farmacéuticas e Analises Microbiol6gicas da Asces-Unita.

2.2 Preparo dos extratos

As folhas do Cymbopogon citratus foram lavadas em agua corrente, secas,
trituradas por turbélise e maceradas, a fim de se extrair os principios ativos. Em seguida
o material foi levado para estufa a 50°C durante 72 horas para total secura. Ap6s o
processo descrito acima foi utilizado como solvente o etanol em duas concentragoes,
a fim de se obter dois extratos. O primeiro extrato foi realizado com o etanol em
concentracao de 96%, e o segundo extrato 70%. O processo de extragcdo se deu
da seguinte forma: durante 5 dias cerca de 500g da planta seca ficou submersa em
etanol, e logo apéds, a solucéo foi filtrada e levada novamente a estufa durante 72
horas a 50°C, obtendo-se assim o extrato bruto seco da planta.

2.3 Analises microbioldgicas

Extratos

As concentragdes (12,5%; 25%; 50%; e 100%) dos dois extratos foram utilizadas
na realizagao das analises microbioldgicas, realizadas em triplicata. As diluicdes foram
feitas da seguinte forma: Para solucdo 1 foi utilizada 54mg do extrato 1, e solucao de
cloreto de sbédio 0,9% para perfazer 10ml. Para a solugao 2 foi utilizada 2,2g (3ml)
do extrato 2, e solucéo de cloreto de sodio 0,9% para perfazer 10ml. O extrato 1
apresentou-se insoluvel, sendo acrescentado 10 gotas de TWIN 80. Foi utilizada
uma solucao de Amoxicilina como controle positivo, utilizando 54mg de Amoxicilina e

solucao de cloreto de sodio 0,9% para perfazer 10ml.
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Linhagens microbianas

As cepas utilizadas para as avaliagdes microbioldgicas tiveram sua fenotipagem
previamente determinadas, sendo usadas cepas da American Type Culture Collection
- ATCC: Staphylococcus MSSA ATCC® 3613; Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853
e ATCC®19429; e Salmonella choleraesuis ATCC®10708. E cepas da Colecao de
Cultura do Laboratério Escola Asces-Unita: Staphylococcus epidermidis; Escherichia
coli; Klebsiella pneumoniae e Candida albicans.

Preparo dos inoculos

Os in6culos bacterianos e fungico foram preparados utilizando 1 ml de solucéo
salina e colbnias bacterianas/fungica, a fim de se obter uma turvacao correspondente
a 0,5 da escala de McFarland, 1,5 x 108 UFC/ml. O procedimento foi realizado de
acordo com as normas do Clinical laboratory Standards Institute (CLSI, 2015;2016).

Testes microbiologicos
Determinacdo da Concentrac&o Inibitoria Minima — CIM

A CIM refere-se a menor concentracéo de extrato capaz de inibir o crescimento
microbiano. Esse teste foi realizado através da técnica de difusédo de pocos em agar.
As suspensbes dos microrganismos foram inoculadas com auxilio de um swab,
através do semeio por atapetamento, em placas de Petri contendo o Agar Mueller-
Hinton. Logo ap6s foram feitos 4 pocos com 6mm de diametro, e inseridos 50uL das
solucdes dos extratos nas concentracdes 12,5%; 25%; 50%; e 100%, em cada poc¢o,
respectivamente. Em seguida as placas foram incubadas em estufa a 37°C entre 18-
24 horas. Apos a incubacao, foi feito a mensuragdo dos halos em milimetros, com o
auxilio de um paquimetro, a fim de determinar a CIM. Todos os testes foram realizados
em ftriplicata, a fim de evitar erros pré-analiticos e/ou analiticos.

Determinagcdo da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia — CIMA

A CIMA refere-se a menor concentragcédo de extrato necessario para inibir a
aderéncia dos microrganismos a parede do tubo de ensaio.

O teste se deu inicialmente através do preparo de Caldo Mueller-Hinton com
5% de sacarose, aliquotado em tubos de ensaio contendo 4,5mL cada um. ApOs esse
preparo, foi adicionado 0,5ml das solu¢des-extratos, nas concentragdes 12,5%; 25%;
50%; e 100%, em 4 tubos, respectivamente. Em seguida, foi adicionado 50 uL da
suspensao de microrganismo. Posteriormente o preparo de todos os inoculos, os
tubos foram levados para estufa a 37°C por 24 horas, em microaerofilia, dispostos os

tubos a 30° de inclinacéo.
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Ap6s o periodo de incubacéo foi realizada a leitura, por observacéo visual
adicionando azul de metileno para facilitar a visualizacdo da aderéncia dos
microrganismos na parede do tubo.

Produgéo do xarope

N&o houve a produgéo da formulacao farmacéutica (xarope) proposto inicialmente,
em consequéncia dos extratos avaliados néo apresentarem atividade antimicrobiana.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos 1 (etanol 96%) e 2 (etanol 70%) apresentaram divergéncias de
aspecto, cor, odor e rendimento, o0 que pode ser explicado pela utilizagao de diferentes
concentracdes de etanol. (Tabela 1)

Parametro Extrato 1 Extrato 2

(etanol 96%) (etanol 70%)
Aspecto Viscoso Liquido
Cor Verde escuro Amarelo-ambar
Odor Caracteristico (limao) Caracteristico (fraco)
Rendimento 69 13ml

Tabela 1. Caracterizagéo dos extratos

Foram previamente determinadas as caracteristicas fenotipicas das cepas
bacterianas utilizadas nos testes microbiolégicos. Entretanto nao foram determinadas
as caracteristicas das cepas de Candida albicans, Salmonella choleraesuis e
Staphylococcus epidermidis. (Tabela 2)

Perfil de sensibilidade/resisténcia

Microrganismo

Sensivel Resistente
Staphylococcus MSSA 5,18- 15, 18, 20, 21, 23, 17, 24, 25, 27, 31
26, 29
Escherichia coli 1,4,10, 16, 18, 19, 22,
24, 28, 30 3, 13, 14, 20, 25, 29, 31
Klebsiella pneumoniae 1,2,6-11,13, 16, 18,
19, 22, 28 - 30, 32 4,12, 14, 20, 24, 25, 31
Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853 1, 8,11, 14,18 - 20, 22, 6
25,28
Pseudomonas aeruginosa ATCC®19429 8, 14,19, 22, 25, 28 1,6, 11,18, 20
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TABELA 2. Teste de Sensibilidade Antimicrobiana - TSA (Antibiograma).

Realizado de acordo com os documentos M02-A12, M07-A10, e M100-S26, do ano de 2016 do

CLSI — Clinical and Laboratory Standards Institute

Nenhuma das solugdes dos extratos foram capazes de conter o crescimento

microbiano, como esta descrito na tabela 3.

Staphylococcus

MSSA 0
Staphylococcus 0
epidermidis

Escherichia coli 0
Klebsiella 0
pneumoniae
Pseudomonas
aeruginosa 0
ATCC®27853
Pseudomonas
aeruginosa 0
ATCC®19429
Salmonella
choleraesuis 0
ATCC®10708

Candida albicans 0

0

0

0

0

0

0

0

0 0
0 >20
0 0
0 2
0 >20
0 0
0 >20
0 0

0 0
>20 >20
0 0
3 7
>20 >20
0 1
>20 >20
0 0

>20
0
8

>20

>20

TABELA 3. Determinagdo da Concentragao Inibitéria Minima — CIM.

Alguns halos apresentaram-se > 20mm, néo podendo ser mensurado exatamente, por cobrir toda, ou quase toda

a extensao da placa de Petri.

A Determinacéo da Concentracao Inibitéria Minima de Aderéncia — CIMA esté

descrita na tabela 4.

Staphylococcus MSSA

Staphylococcus epidermidis

Escherichia coli

Klebsiella pneumoniae

Pseudomonas aeruginosa ATCC®27853
Pseudomonas aeruginosa ATCC®19429

Salmonella choleraesuis ATCC®10708

Candida albicans
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TABELA 4. Determinacdo da Concentragéo Inibitoria Minima de Aderéncia — CIMA

Legenda: (-) Negativo, ndo apresentou atividade.

Durante os testes microbiolégicos as solugdes-extrato ndo contiveram o
crescimento dos microrganismos, nao exibindo caracteristicas bactericidas,
bacteriostaticas ou antifungica, frente as cepas utilizadas. Obtendo-se como resultado
que os extratos do Cymbopogon citratus avaliados nao apresentaram atividade
antimicrobiana, justifica-se a nao producao do xarope proposto inicialmente.

Os resultados evidenciados no presente experimento corrobora com o estudo
de Haida (2000), onde constatou-se que extratos etandlico, cetbnico, cloroférmico,
hexanico e aquoso de C. citratus, ndo possuiam potencial antibacteriano, frente a
cepas de Escherichia coli, S. aureus, e Klebsiella pneumoniae, o que também foi
resultado do estudo de Furtado (2015), realizado com o extrato aquoso do C. citratus,
onde observou que frente as cepas Escherichia coli (ATC 25922), S. aureus (ATCC
25925), e Klebsiella pneumoniae (ATCC 700603), o extrato ndao apresentou atividade
antibacteriana.

Lucena (2015), observou em seu estudo com 0Oleo essencial do Cymbopogon
citratus um potencial antibacteriano e acao sinérgica com antibiéticos aminoglicosideos
frente a cepas de E. coli, S. aureus e P. aeruginosa e obteve um rendimento de 0,49%,
colaborando com outros estudos, que apontam um rendimento de 0,28% a 0,50%,
como o estudo de Nascimento (2000).

Conforme o estudo de Valeriano, o 6leo essencial de Cymbopogon citratus
apresentou maior atividade antimicrobiana frente a E. coli quando comparada as
demais bactérias, e atividade moderada frente a Enterobacter sakazakii, Salmonella
enteritidis e Listeria monocytogenes.

A capacidade dos 6leos essenciais de inibir o crescimento bacteriano permite que
0s mesmos sejam utilizados como antimicrobianos naturais na industria de alimentos.
Assim é necessario verificar em qual concentracédo os mesmos devem ser aplicados,
para isso devem ser realizados testes in vitro que definem as concentragcbes minimas
inibitérias (CMIs) que apresenta efeito bacteriostatico ou inibitorio (Burt, 2004). Dessa
maneira, foram encontradas concentracdes de 1,56% (v/v) para o 6leo essencial de C.
citratus, exposta como medida do desempenho antibacteriano (Oliveira et al, 2010).

Nascimento, et al. (2003) relatam que o componente mais importante do 6leo
essencial do capim-santo € o citral, que segundo Martins (2004), no cultivo brasileiro o
mesmo estd em torno de 75 a 86% sendo sua composicao formada por a-citral (geranial)
e B-citral (neral) que apresentam uma reconhecida atividade antibacteriana frente a
linhagens Gram-positivas e Gram-negativas. Tem acédo calmante e espasmolitica
comprovada, atribuida a presenca do citral, enquanto a atividade analgésica € devida
ao mirceno (Matos, 2000).

De acordo com, Bertini (2005), o 6leo essencial do C. citratus em concentragéo de
10 e 20uL apresenta potencial bactericida frente a cepas de S. aureus, P. aeruginosa e
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E. coli, quando testado pelo método de difuséo de pocos. E Pereira (2004), evidenciou
em seu estudo atividade antibacteriana do 6leo essencial de C. citratus, frente as
cepas Escherichia coli, Klebsiella pneumuniae, Proteus mirabilis, Morganella morganii
e Enterobacter aerogenes. Ja para as cepas de Klebsiella oxytoca e Pseudomonas
aeruginosa, a atividade nao foi evidenciada. Alguns trabalhos demonstraram que a
composicao quimica do 6leo essencial sofre variagbes de acordo com a diversidade
genética, o habitat e os tratos culturais (Leal et al., 2001). As temperaturas elevadas
influenciam na qualidade do 6leo essencial do Cymbopogon citratus, por apresentarem
maiores concentrag¢des do citral no horario de 08:00 as 13:00 horas e rendimento de
0,28 a 0,50% da massa de folhas tanto secas como frescas (Singh et al., 1982).

Nascimento et al, (2003) comprovou que os horarios entre 9:00 e 11:00 horas
possibilitam a maxima producdo de 6leo essencial (5,59 e 5,31 mL.kg-1 de matéria
seca), citral (61,23%) e mirceno (24,14%), determinando-o como provavelmente do
tipo West Indian (conforme as diferencas de composi¢dao quimica que se refletem na
solubilidade com alcool a 70% do teor de mirceno).

41 CONCLUSAO

Apesar dos resultados obtidos com o experimento nao apresentarem atividade
antimicrobiana, o que colabora com outros estudos com extratos de C. citratus, ainda
assim deve ser levada em consideracao a producao de novos estudos. Haja vista que a
literatura aponta a atividade antimicrobiana de diversos 0leos essenciais obtidos através
de plantas medicinais, incluindo o Cymbopogon citratus. Ressalta-se que a obtengéo
de Oleos essenciais € um processo de maior custo e dificil execugdo comparado a
producédo de extratos. Vale salientar também que as formulac¢des farmacéuticas do tipo
xarope, sao utilizadas com finalidade terapéutica em diversos casos, e sua producao
nao requer altos investimentos, além de ser facilmente administrado.
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RESUMO: As plantas medicinais sao utilizadas
de diversas formas para tratamento e prevencéo
de diversas doencas. Entre essas plantas
encontra-se a Malpighia glabra L., popularmente
conhecida como aceroleira, espécie nativa da
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Ameérica tropical, que apresenta alto teor de
carotendides, antocianinas, vitamina A, B6,
C, magnésio e ferro, o que permite conferir
atividade nutritiva, adstringente, estimulante,
remineralizante e principalmente antioxidante.
E indicada no tratamento e na prevencdo de
doencas infecciosas como gripe, resfriados,
fadigaetambémparadisturbios hepaticos. Tendo
em vista suas propriedades ja comprovados
por estudos anteriores, a pesquisa, por meio
de revisdo de literatura, utilizou-se artigos no
banco de dados SciELO e Lilacs, bem como os
artigos citados em monografias produzidas pelo
Centro de Informagdes sobre Plantas Medicinais
(CIPLAM), localizado no Centro Universitario
Tabosa de Almeida (Asces-Unita) de fontes
nacionais e internacionais e visa realizar um
estudo retrospectivo com base nos constituintes
quimicos presentes na planta e suas possiveis
acOes terapéuticas. Ao final, foi possivel
concluir que por seus diversos componentes
ativos o fruto da aceroleira tém destacada acéo
antioxidante e anti-inflamatoéria, tais acgobes
ocorrem principalmente pela presenca em
abundancia de vitamina C e antocianinas.
PALAVRAS-CHAVE: Aceroleira, Malpighia
glabra, fitoterapia.

ABSTRACT: Medicinal plants are used in
several ways in the treatment and prevention of
many diseases. Amongst these plants there is
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Malpighia glabra L., popularly known as acerola, a native species of tropical America
that presents a high content of carotenoids, anthocyanins, vitamins A, B6, C, magnesium
and iron, components that allow nutrient, astringent, stimulating, remineralizing and
mainly antioxidant activities. It is indicated in the treatment and prevention of infectious
diseases such as flu, common cold, fatigue and hepatic disorders. Considering its
properties that were proven by previous studies, this research, by means of literature
review, used articles from national and international sources. Those were selected
from Scielo and Lilacs databases, as well as from referenced monographies produced
by the Centro de Informacdes sobre Plantas Medicinais (CIPLAM), located at the
Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita). The research aimed to carry
out a retrospective study based on the chemical constituents present in the plant and
their possible therapeutic effects. By the end, it was possible to conclude that due to
its several active components, the acerola fruit has outstanding antioxidant and anti-
inflammatory action, and such actions occur mainly due to the abundant presence of
vitamin C and anthocyanins.

KEYWORDS: Aceroleira, Malpighia glabra, Fitoterapy.

11 INTRODUCAO

As plantas medicinais fazem parte da evolugdo humana, sendo utilizadas nos
primérdios da civilizagédo para tratamento e cura de enfermidades (SILVA et al., 2012),
possuem em pelo menos uma parte da sua morfologia, constituintes ativos que podem
ser usados para fins terapéuticos. Segundo a Organizacao Mundial de Saude (OMS)
apud Souza et al. (2013), 80% da humanidade nao tém acesso ao atendimento primario
de saude e para essa populagéo o uso de plantas medicinais e fitoterapia como terapia
alternativa sao as principais formas de tratamento.

A Malpighiaglabral. popularmente conhecida como acerola ou cereja-das-antilhas
apresenta-se atrativa pelo seu sabor agradavel e destaca-se por seu reconhecido
valor nutricional, principalmente como fonte de vitaminas, ferro e calcio. A acerola é
muito utilizada popularmente pela sua acdo adstringente, vitaminica, antioxidante,
antianémica, nutritiva e antifungica, como também alguns estudos relacionam seu uso
a baixa incidéncia de doencas cardiacas, cancer e hipertensdo (KAHL et al., 2015;
QUOC et al., 2015). Devido ao seu alto teor de vitamina C, € considerado um produto
de excelente qualidade, destacando-se no campo dos alimentos funcionais. Outros
produtos de acerola que podem ser encontrados no mercado interno s&o: acerola em
pd, acerola com vitamina E, capsulas medicinais de vitamina C pura, geleias e doces
(PEREIRA et al. 2013).

Considerando sua extensa variedade de compostos ativos e frequente uso na
medicina tradicional como forma complementar de tratamento de diversas doencas,
o trabalho apresenta como objetivo elucidar os principais constituintes da aceroleira
correlacionando a suas atividades terapéuticas ja confirmadas na literatura e

corroborando as informag¢des com o uso popular da planta.
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2| METODOLOGIA

Trata-se de uma reviséo bibliografica integrativa, no &mbito da Pratica Baseada
em Evidéncias (PBE), com a finalidade de analisar os efeitos terapéuticos da Malpighia
glabral.. correlacionando com seus principais constituintes. Foram analisados trabalhos
cientificos nas bases de dados Scientific Electronic Library Online (SciELO), Literatura
Latino-Americana Saude (LILACS), Science Direct e Portal CAPES (Coordenacéo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior), bem como artigos citados nas
monografias desenvolvidas pelo Centro de Informagdes Sobre Plantas Medicinais
(CIPLAM), localizado no Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita).

Apresentando como critérios de incluséo artigos originais, revisdes de literatura,
relatos de caso, dissertacdes e teses, nas linguas inglesa e portuguesa durante o
periodo de 2003 a 2015. Publica¢des que se referem a espécie citada ou relacionado
as suas atividades e compostos bioativos. Como critério de exclusédo, quaisquer
periédicos que nédo apresentassem informacdes necessarias ou relevantes para o
estudo.

31 REVISAO DE LITERATURA

Devido a sua ampla diversidade biolégica, a procura no Brasil por meios
alternativos para tratamento de doencas através da medicina popular € bastante
indiscriminada. Atualmente, ha uma grande preocupacao dos consumidores sobre a
importancia de escolher alimentos funcionais como um meio de prevencao de doencgas
e na melhoria da qualidade de vida. As frutas s&o incluidas neste tipo de alimentos,
ja que elas sdo amplamente aceitas pelos consumidores e sao fontes importantes de
compostos antioxidantes, vitaminas e outros nutrientes (SANTOS et al., 2012).

A acerola ou cereja-das-antilhas, pertencente a familia Malpighiaceae, € uma
espécie nativa da América Tropical, sua disseminacao pelo mundo é pouco conhecida,
relatos dizem que esta se espalhou pelas ilhas do Caribe através dos passaros e dos
imigrantes. Foi reconhecida em territorio brasileiro com 0 nome de acerola propriamente
dito em 1958 por uma professora portuguesa naturalizada no Brasil chamada Maria
Celene Ferreira Cardoso de Almeida, que em uma de suas viagens a Porto Rico trouxe
sementes de acerola que foram semeadas em sementeira no campus da Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE). Assim, a UFRPE deu inicio a divulgacao da
acerola em Pernambuco e estados vizinhos como importante fonte de vitamina C,
calcio, fésforo e ferro (SHINOHARA et al., 2015).

De acordo com Segtowick, Bruneli e Venturini Filho (2013), no mercado brasileiro,
a Malpighia glabra L. é comercializada in natura, congelada, na forma de polpa
congelada, néctar, suco tropical, suco concentrado, licor, etc. Consumida também
industrializada, sob a forma de sucos, sorvetes, geleias, xaropes, licores, doces em

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 3




caldas, a acerola pode ser processada para a producdo de bebidas alcodlicas e nao
alcodlicas (SEGTOWICK, 2013). Desta forma, atrai o interesse comercial de pequenos
e grandes fruticultores destacando-se como importante fonte econdmica em vérias
regides do Brasil.

A acerola é economicamente cultivada em Porto Rico, Cuba e Estados Unidos,
além do Brasil, que passou a ser o maior produtor, consumidor e exportador do mundo,
com destaque para os estados da Bahia e Pernambuco que séo os maiores produtores
desta fruta. A aceroleira dependendo do pais onde é cultivada produz frutos de trés
a quatro vezes por ano e apresenta-o com sabor agridoce, suculento e medindo de
1 a 3 cm de didmetro. Contudo, seu teor de vitamina C e outras caracteristicas como
coloracéo, peso e pH podem ser afetados pela temperatura, umidade, adubacao,
métodos de controle de pragas, entre outros (SHINOHARA et al., 2015).

Altamente perecivel devido ao seu alto teor de agua e pele fina, possui uma vida
util de poucos dias apds a colheita. Sofre lesédo por baixas temperaturas, contudo, altas
temperaturas também é prejudicial ja que gera uma perda de umidade brusca (QUOC
etal., 2015). A Malpighia glabra L. se apresenta como fruto climatérico, podendo passar
por diversas variacoes durante seus estagios de maturacéao, inclusive nos teores de
seus compostos bioativos. Destaca-se decréscimo na acidez, degradacgéo da clorofila,
aparecimento de carotendides e perda de acido ascérbico.

Segundo Shinohara et al. (2015) o conteudo da vitamina C decresce com a
maturacao do fruto, ou seja, os frutos verdes apresentaram valores superiores em
relacdo aos frutos maduros; ja sua docgura, aumenta com o amadurecimento da
planta, a tornando apta e desejavel para o comércio.

A composicao da Malpighia glabra L. inclui substancias como a malvidina-3,5-
diglicosilada e cianidina-3-monoglicosilada, pelargonidina e as antocianinas. Outras
pesquisas destacam os compostos quercetina, caempferol, flavondis, acidos fendlicos,
acido clorogénico, acido cafeico, acido cumarico, acido ferulico e os carotenodides
a-caroteno, B-caroteno e B-criptoxantina, além de caracterizar por ser fonte natural
de vitamina C (acido ascorbico) (FREITAS, et al., 2013; SOUZA; CAMPOS; PACKER,
2013). Conforme citado por Caetano, Daiuto e Vieites apud Aguiar (2012), o teor de
b-caroteno da acerola, quando associado ao alto contetdo de vitamina C, a torna um
fruto de grande importancia nutricional.

3.1 Acido Ascérbico e Seus Beneficios

A ampla quantidade de compostos fendlicos proporciona a acerola uma alta
atividade antioxidante, principal efeito terapéutico da planta; além disso, esses
compostos também proporcionam as caracteristicas visuais e de sabor da planta. Os
antioxidantes sao conhecidos pela acao em diferentes niveis do processo de oxidagcao
envolvendo moléculas de lipideos. Eles podem agir diminuindo a concentragcéo
de oxigénio; evitando a fase de iniciacdo da oxidacdo e quelando ions metalicos

(SUCUPIRA et. al., 2012).
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Vidal e Freitas (2015) descreveram em um de seus estudos as caracteristicas
organolépticas da vitamina C, que € uma substéancia cristalina, com sabor &cido e
insoluvel na maior parte dos solventes orgéanicos. A vitamina C é considerada um
dos mais potentes e menos toxicos antioxidantes naturais atuando como sequestrador
muito eficaz de radicais livres, tais como: o anion superoxido, o radical hidroxila, o
peroxido de hidrogénio e o oxigénio singlete (SUCUPIRA et. al., 2012).

Os radicais livres s&o espécies reativas de vida curta que interagem com
substancias facilmente oxidaveis, ocorrem ao longo da vida como consequéncia
do acumulo de substancias no organismo que provocam oxidacdo de proteinas,
DNA e lipidios; também podem ser gerados pelo proprio organismo para combater
agentes externos como fungos e bactérias (SOUZA, 2015; ELESBAO et al., 2014).

Logo, antioxidantes sao substancias capazes de agir contra os danos normais
causados ao excesso de radicais livres, prevenindo o ataque destes as membranas
celulares e consequentemente o envelhecimento (ROCHEL, 2015; ELESBAO et al.,
2014). A industria cosmética tem investido em produtos topicos contendo vitamina C
por conta de sua atividade antioxidante e anti-inflamatoria. Tais efeitos ajudam em
problemas relacionados a dermatose inflamatoria, doencas auto imune e doencas
fotossensibilizantes (VIDAL; FREITAS, 2015).

O acido ascorbico também protege muitas moléculas essenciais do corpo
como proteinas, carboidratos e acidos nucléicos (DNA e RNA) dos danos devidos
aos radicais livres. A protecdo ao DNA do dano oxidativo € um meio pelo qual esta
vitamina pode reduzir o risco de cancer (ELESBAO et al., 2014). Seu uso associado
a medicamentos oncoldgicos diminui significativamente o numero de células e
metastases anormais. Esse potencial deve se porque o acido ascdrbico mantém
as enzimas em seus estados reduzidos e poupa a glutation e a peroxidase, dois
importantes antioxidante intracelular e cofator enzimatico (VIDAL; FREITAS, 2015)

De acordo com Sahionara et al., (2015), o suco da acerola possui de 50 a 100
vezes mais teor de acido ascorbico quando comparado ao suco de limao ou de laranja,
respectivamente. Devido a grande quantidade dessa vitamina, a acerola é capaz de
atuar também no fortalecimento imunol6gico, melhorando a absor¢édo do ferro no
organismo.

3.2 Antocianinas e seus Beneficios

Antocianinas sao compostos presente em plantas que conferem sua pigmentacéo
vermelha, laranja ou azul. Sua presenca é universalmente associada a frutas atrativas,
saborosas e com coloracéao forte; também estao associadas a ingredientes alimenticios
e plantas com acéo benéfica a satde humana. Neves (2009) afirma que quanto maior
o teor de antocianinas, melhor a aceitagao do produto por parte dos consumidores.
Ainda segundo Neves (2009), a acerola, por possuir altos teores de antocianina e acido
ascoérbico, um composto atua degradando o outro, 0 que pode alterar a coloragéo da
mesma.
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Numerosos estudos tém mostrado os efeitos terapéuticos positivos das
antocianinas, tais como antioxidante, anti-inflamatorios, protetor de DNA e protetor
de doencas cardiovasculares (VIZZOTTO, 2012). Os estudos se intensificaram a
partir da descoberta do potencial terapéutico anticancerigeno, outra acédo benéfica
que atua estimulando a apoptose de células malignas originadas em varias regides
do corpo, como estdbmago, célon, mama, pulmao e sistema nervoso central (ZHANG;
VAREED; NAIR apud NEVES, 2009). Também destaca-se a atividade anti-inflamatéria
decorrente da inibicdo da enzima ciclooxigenases 1 e 2 que sao responsaveis pelos
sinais inflamatérios como dor, rubor, edema e calor.

Estudos realizados por Nair et al. (2012), em sua patente, comprovaram que a
acerola possui 0 componente cianidina-3-glicosideo. Composto esse que Ihe concede
além da pigmentacéao alaranjada, efeito terapéutico contra as enzimas ciclooxigenases.
Ja Seeram et al. (2001) observou, através de testes em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), que a cianidina-3-glicosideo possui uma boa atividade contra as
enzimas COX-1 e COX-2, quando comparada a cianidina 3-rutinosideo, no entanto,
essa atividade pode ser aumentada quando misturados os dois compostos.

Asantocianinasjuntamente como 4cido ascorbico demonstraram potente atividade
antioxidante assim como efeito na prevencéo de doencas crénicas cardiovasculares,
neurologicas e doencgas cancerigenas (NEVES, 2009). Brito et al. (2007) identificaram
cianidina-3-ramnosideo e pelargonidina-3-ramnosideo como principais antocianinas
em acerola.

Segundo Hanamura, Hagiwara e Kawagishi (2005), a antocianina cianidina-3-
ramnosideo identificada em acerola mostrou uma forte capacidade de neutralizacéo
do radical superoxido (O?-), semelhante a apresentada pela quercetina e os autores
explicaram que a atividade antioxidante esta fortemente correlacionada com o
numero de hidroxilas do anel B da estrutura dos polifendis.

As respectivas agliconas das antocianinas sao compostos bioativos que possuem
atividade antioxidante, pois sua estrutura quimica possibilita a doagcédo de elétrons ou
de atomos de hidrogénio dos grupos hidroxilas para os radicais livres (KAHKONEN,
2003; PRIOR, 2003).

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos sobre plantas medicinais tém se tornado bem relevante, uma vez
gue sao terapias alternativas de custo muito acessivel e podem ser usadas tanto para
tratamento de doencas como para a prépria cura. O estudo sobre a acerola, é de suma
importancia, devido a grande diversidade de constituintes ativos, para que possa ser
comprovado outras a¢des além das ja descobertas.

Um dos principais componentes presentes na acerola € a vitamina C, a qual,
atua no sistema imunolégico, ajudando na prevencéo de diversas doengas, inclusive
as infecciosas e sua atividade antioxidante, impedindo a oxidacdo de substancias,
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retardando o seu envelhecimento. Outro constituinte imensamente importante sdo as
antocianinas, uma vez que possui diversos beneficios, e entre eles podemos destacar
sua atividade anti-inflamatdria, anticancerigena e também auxiliando a atividade
antioxidante.
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RESUMO: A curcumina, um polifenol extraido
da planta Curcuma longa, € um composto de
grande relevancia no tratamento e prevencéao de
diversas patologias devido a suas propriedades
bioldégicas, como antioxidante, antitumoral e
anti-inflamatéria. Um problema relacionado
a esta molécula, é o fato desta sofrer rapida
degradacao em pH neutro a basico, a qual pode

ser minimizada com a adicdo de substancias
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com propriedades antioxidantes, como o acido
ascorbico. Com isto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito citotoxico da curcumina, na
auséncia ou na presenca do antioxidante acido
ascorbico. Os ensaios sobre células de linhagem
tumoral HRT-18, avaliados pelo método do MTT
e pela morfologia celular, demostraram aumento
do efeito da curcumina com a associacao do
acido ascérbico. Conclui-se que a curcumina,
na presenca de substancias antioxidantes
como o0 acido ascérbico, tem sua estabilidade
aumentada em meio fisiologico demonstrando
um efeito complementar destas substancias,
garantindo desta forma um aumento na
atividade citotoxica da curcumina.

PALAVRAS-CHAVE: Curcumina, antioxidante,

atividade citotoxica.

ABSTRACT: The curcumin, a polyphenol
extracted from the plant Curcuma longa is a
compound of great relevance in the treatment
and prevention of various diseases due to
their biological properties such as antioxidant,
anti-inflammatory and antitumoral. A problem
related with this molecule is a fast degradation
in neutral pH to basics, which can be minimized
with the addition of substances with antioxidant
properties, such as ascorbic acid. With this, the
aim of this work was to evaluate the cytotoxic
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effect of curcumin in the absence or in the presence of antioxidant ascorbic acid.
Tests on tumor cell line, HRT-18, evaluated by MTT method and the cell morphology,
demonstrated an increased effect of curcumin with the combination of ascorbic acid.
It was concluded that curcumin in the presence of antioxidants as ascorbic acid have
increased stability in physiological medium demonstrating a complementary effect of
these substances, thus ensuring an increase in cytotoxic activity of curcumin.
KEYWORDS: Curcumin, antioxidant, cytotoxic activity.

11 INTRODUCAO

1.1 Estresse Oxidativo

O meio ambiente possui uma relacao direta com a saude, pois por meio dele o
organismo humano entra em contato com diversas substancias quimicas e poluentes,
o que afeta diretamente os estados de saude e doenca. E essa exposi¢cao constante
a inumeros fatores que estao presentes no meio ambiente podem levar ao surgimento
de diversas patologias, entre elas o cancer, problemas crénicos de pulmao, diabetes e
também a problemas neurodegenerativos (FRANCO et al., 2009; HOPPS et al., 2010),
apresentando relagéo direta com os processos inflamatérios crénicos (REUTER et al.,
2010). Com a importancia dessa relagcao, entre fatores existentes no meio ambiente
e problemas de saude, esse assunto tornou-se tdpico de saude publica, despertando
assim maior interesse na comunidade cientifica (FRANCO et al., 2009).

A condicao biolégica onde ocorre o desiquilibrio no organismo entre a producéao
de espécies reativas do oxigénio (ERO) e a capacidade antioxidante do mesmo para
combater os intermediarios reativos e assim provocar a detoxificacdo do organismo
chama-se estresse oxidativo (ROSENFELDT et al., 2013). Lipideos, carboidratos,
proteinas e acidos nucleicos podem ser afetados por este desiquilibrio (BARGAGLI
et al., 2009), podendo causar dano celular leve, e em maior intensidade, apoptose e
necrose (ROSENFELDT et al., 2013).

1.2 Cancer

O céncer é definido como sendo uma doenca causada pela divisao desordenada
de células anormais, fato esse que ocorre por meio de um processo de mutagao do
DNA de células somaticas, onde muitos mecanismos tentam evitar esta divisao celular
incontrolada, porém nem sempre sao capazes disso (SA; DAS, 2008). Os fatores
causadores do cancer sao diversos, variando entre internos e externos ao organismo,
sendo que essas geralmente s&o inter-relacionadas. Como causas internas estdo
principalmente os fatores genéticos e também os fatores relacionados a capacidade
gue o organismo possui em defender-se de agressdes externas, ja as causas externas
estao relacionadas ao meio ambiente e aos habitos e costumes, tanto social como
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cultural. Estima-se que 5-10% dos casos de cénceres humanos sdo por fatores
genéticos, enquanto os demais casos sao por estilo de vida, como o fumo, exposicao
a radiacdo solar direta, radiacéo ionizante, habitos alimentares, entre outros. Pode
ocorrer a somatdria desses fatores em um mesmo individuo, sendo que essa interacao
de fatores pode aumentar a probabilidade de transformacgdes de células normais em
células malignas (ANAND et al., 2008; INCA, 2016).

1.3 Curcumina

A curcumina [1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona], € um
polifenol amarelo extraido do rizoma da Curcuma longa, uma planta tropical do Sudeste
da Asia, pertencente a familia Zingiberaceae (PRIYADARSINI, 2009).

As atividades biolégicas da curcumina sao bem descritas na literatura, sendo
encontrados estudos mostrando sua atividade frente ao tratamento de problemas
respiratorios como asma e alergia, sendo também relatado boas atividades contra
problemas de figado, anorexia, reumatismo, diabetes e sinusite (SHAIKH et al., 2009).
Além disso, ha estudos que demonstram que a curcumina apresenta atividade contra
varias doencgas cronicas que apresentam inflamacéo, como a doenca de Alzheimer,
doenca de Parkinson, esclerose mdltipla, epilepsia, problemas cerebrais, psoriase,
colite e AIDS (AGGARWAL; HARIKUMAR, 2009).

Outras atividades ja relatadas da curcumina incluem a capacidade de previnir e
tratar diferentes tipos de cancer e outras doencas crénicas (GOEL; KUNNUMAKKARA;
AGGARWAL, 2008; KOSTEL; BORA-TATAR; ERDEM-YURTER, 2012). Este polifenol,
além de alvos isolados, como por exemplo, COX-2, TNF, HER-2, possui acao sobre
diversos alvos mudltiplos, entre eles: citocinas inflamatorias, enzimas, fatores de
crescimento, receptores, moléculas de adeséao, proteinas anti-apoptoticas, proteinas
quinases e fatores transcripcionais (KUNNUMAKKARA; ANAND; AGGARWAL, 2008).

1.4 Acido Ascorbico

O &cido ascorbico possui uma atividade essencial no organismo humano, pois
ele é considerado um dos antioxidantes mais importantes, o qual desempenha papel
fundamental na prevencao de doencas (LI; FRANKE, 2009). Os derivados do acido
ascérbico possuem um perfil antioxidante muito semelhante ao perfil que o acido
ascorbico possui, dessa maneira estes derivados também sdo amplamente utilizados,
porém aqueles que possuem uma cadeia alquila sdo os preferidos, devido a interacéo
dessas cadeias com a parte hidrofobica da membrana. Em relagéo a utilizacéo, tanto
do acido como de seus derivados, os mesmos sao utilizados em forma de drogas
antioxidantes, ou mesmo em estudos que buscam tratamentos de linhagens tumorais
(MORIBE et al., 2011).

Muitos estudos vém sendo conduzidos no que diz respeito as atividades
anticarcinogénicas e antioxidantes do acido ascorbico, tanto de maneira isolada,
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comparativa ou como de associacdo com outras substancias antioxidantes. Ja foram
realizados estudos que avaliaram os efeitos da associacdo do acido ascérbico com
a curcumina sobre o dano nuclear ao DNA induzido pela quercetina, a peroxidacao
lipidica e a degradacgao proteica, sendo que os resultados obtidos mostraram que
tanto o acido ascoérbico quanto a curcumina apresentam atividade antioxidante, mas
também apresentam atividade pro-oxidante, e que essa diferenca de atividade ocorre
dependendo da presenca e concentragdo de metais como ferro e cobre (SAHU;
WASHINGTON, 1992)

Dessa maneira, com os diversos relatos na literatura sobre as atividades
antioxidantes do acido ascorbico e da curcumina, tanto separadamento como em
conjunto, o objetivo desse estudo foi avaliar o efeito da curcumina na auséncia ou
na presenca do acido ascorbico em linhagens de células tumorais HRT-18, para a
determinacdo de um possivel efeito sinérgico entre a curcumina e o 4cido ascorbico.

2| METODOLOGIA

Células de tumor colorretal humano (HRT-18) obtidas da American Type Culture
Collectio—ATCC (Rockville, MD, EUA), foram cutlivadas em meio RPMI-1640 contendo
5-10% de soro fetal bovino e mantidas a 37 °C a 5% de CO,,. O ensaio de citotoxicidade
foi realizado pelo método colorimétrico utilizando MTT-tetrazélio; [3-(4,5-dimetiazol-2il-
2,5-brometo de difeniltetrazélio)] através de metodologia descrita por Stockert et al.
(2012). As células suspensas foram distribuidas em placas de 96 pogos na quantidade
de 2,5x10* células/mL e incubadas por 24h a 37 °C com 5% CO,. Passado este tempo
as células foram tratadas com curcumina (30 uM a 10 pM) e acido ascorbico (12,5
Mg.mL?' a 0,39 ug.mL"), livres e em associacdo, por 24 e 48 horas nas mesmas
condicoes anteriores. ApOs este periodo os pogos foram lavados 3x com tampéo PBS
e em seguida adicionados 70 pyL de MTT. Depois de 2 horas de incubagao, o MTT foi
retirado e adicionado 50 pL de etanol e 150 pL de uma solugédo contendo tampéao PBS
e isopropanol (1:1) para a solubilizacéo dos cristais de formazan. A leitura do teste foi
feita em 570 nm e 630 nm, sendo a absorbéancia proporcional ao numero de células
vivas. Os experimentos foram realizados em ftriplicatas e os resultados analisados
através de média e desvio padréo.

31 RESULTADOS

As analises morfologicas das células apos o tratamento de 24 h mostraram que
0s controles, ou seja, as células que nao receberam nenhum tratamento ou foram
tratadas apenas com o solvente (etanol), e as células que foram tratadas com diferentes
concentracbes de curcumina e acido ascorbico separadamente, ndo apresentaram
nenhuma diferenciacdo na morfologia. Porém, as células que foram tratadas com a
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associag¢ao da curcumina com o acido ascorbico apresentaram altera¢gdes morfologicas
(Tabela 1), algumas alteragdes ocorreram de maneira bastante discreta, mas em
intensidade suficiente para mostrar diferencas em relagdo aos controles.

A andlise dos resultados obtidos permitiu observar que a associacao das duas
substancias provocou alteragdes morfolégicas na maioria das amostras, mesmo que
de maneira discreta, com exce¢ao na associagao da maior concentragao de curcumina
(C1 = 30 uM) com a menor concentragao de acido ascérbico (V6 = 0,39 pg.mL™)

(Tabela 1).

Amostra Analise morfoldgica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVe Normal
Cl1acC4 Normal
V1Ci1 Vacuolizacao, arredondamento e
retracéo do citoplasma discretos
V1C2 e V1C3 Vacuolizacéo e arredondamento
discretos
V1C4 Sem alteragbes
VaCi1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma discretos
V2C2 e V2C4 Normal
V2C3 Vacuolizacdo discreta
V3C1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma discretos
V3C2 Vacuolizacéo e arredondamento
discretos
V3C3 e V3C4 Vacuolizagéao
V4C1 e V4C2 Vacuolizagéo e arredondamento
discretos
V4C3 e V4C4 Vacuolizacao discreta
V5C1 Vacuolizacédo e arredondamento
discretos
V5C2, V5C3 e V5C4 Vacuolizagéo discreta
V6C1 Vacuolizagéo, arredondamento e
retracdo do citoplasma acentuados
V6C2, V6C3 e V6C4 Vacuolizacao discreta

Tabela 1: Analise morfoldgica no ensaio de atividade citotoxica da curcumina (C) em
associacao ao acido ascorbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 24
horas. C1 (30 pM); C2 (20 uM); C3 (15 uM); C4 (10 uM); V1 (12,5 pg.mL"), V2 (6,25 pg.mL"),

V3 (3,125 pg.mL"), V4 (1,56 pg.mL™"), V5 (0,78 pg.mL") e V6 (0,39 pug.mL™).

Com os dados obtidos por meio do ensaio com MTT foi possivel observar um

possivel sinergismo quando utilizado o acido ascérbico em associagcdo a curcumina
(Figura 1).
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Na figura 1 foi possivel observar uma agéo sinérgica do acido ascorbico (3,125

AA1 (12,5 pg.mL"), AA2 (6,25 pg.mL™),
houve uma diferenca significativa em relag

Figura 1: Associacao curcumina / &cido ascoérbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo
png.mL") e AA6 (0,39 pg.mL™).

de 24h. a

curcumina nas concentracdes de 15 uM e 10 uM, quando associado o acido ascorbico
nao

png.mL" e 0,78 ug.mL") com a curcumina, apresentando diferenca em relag
da curcumina utilizada de maneira isolada. Na analise de 24 horas das ac¢bes da

(Figura 1).
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Nas analises morfologicas das células HRT-18 no periodo de 48 horas (Tabela

2), assim como nas células observadas em 24 horas, os controles e as substancias

utilizadas isoladamente né&o apresentaram alteragcdes na morfologia. As associa¢des

do acido ascérbico com a curcumina promoveram alteragcdes morfoldgicas em quase

todas as associacdes, com excecdo de V1C3 e V1C4, ou seja, acido ascérbico (V1)

na concentracado de 12,5 ug.mL™" e curcumina (C3 e C4) nas concentracdes de 15 uM

e 10 uM.

A maior alteracdo morfoldgica neste periodo de tempo ocorreu na associagéo

V3C1, com o &cido ascérbico na concentracéo de 3,125 ug.mL" (V3) e a curcumina

(C1) de 40 pM, o que foi confirmado pela avaliacéo de citotoxicidade por meio método

de MTT, demonstrando que houve uma maior morte celular nesta associagéo (Figura

2).
Amostra Analise morfolégica
Controle Normal
Controle etanol Normal
V1aVé Normal
Cl1acC4 Normal
V1C1 e V1C2 Vacuolizagéo discreta
V1C3 e ViC4 Normal
V2C1, V2C2, V2C3 e V2C4 Vacuolizacao discreta
V3C1 Arredondamento, retragdo do citoplasma

V3C2, V3C3 e V3C4
V4C1

V4C2, VAC3 e V4C4
V5C1, V5C2 e V5C3
V5C4
V6C1 e V6C2
V6C3 e V6C4

e debri celular
Vacuolizacéo discreta

Vacuolizacédo e arredondamento
discretos

Vacuolizagéo
Vacuolizacéo e arredondamento discreto
Vacuolizagéo
Vacuolizac&o, arredondamento discreto
Vacuolizagéo

Tabela 2: Andlise morfoldgica no ensaio de atividade citotdxica da curcumina (C) em

associagao ao acido ascérbico (V) sobre células de linhagem tumoral HRT-18 no periodo de 48
horas. C1 (30 uM); C2 (20 pM); C3 (15 uM); C4 (10 pM); V1 (12,5 pg.mL"), V2 (6,25 pg.mL™),

V3 (3,125 pg.mL™"), V4 (1,56 pug.mL"), V5 (0,78 ug.mL™") e V6 (0,39 pg.mL™).
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A maneira de previnir que ocorram metastases de um foco inicial em um tumor

AA1 (12,5 pg.mL "), AA2 (6,25 pg.mL™), AAS3 (3,125 pg.mL"), AA4 (1,56 pg.mL"), AA5 (0,78
png.mL ") e AA6 (0,39 pg.mL™). * apresentou diferenca estatistica em relacdo ao controle (p <

¥
de 48h. a) Curcumina 30 uM; b) Curcumina 20 pM; ¢) Curcumina 15 pM; d) Curcumina 10 puM.

Figura 2: Associacao curcumina / &cido ascoérbico (AA) testada em células HRT-18 no periodo
caso dos tumores colorretais, os quais acometem tanto o colon (segmento do intestino
grosso) quanto o reto, pois possibilita uma melhor chance de cura (INCA 2016). Uma
caracteristica deste tipo de tumor é uma elevada expresséo do gene que regula a

€ o diagnéstico precoce, sendo de extrema impotancia esse dignostico precoce no
COX-2 (DUBOIS; SMALLEY 1996), sendo que a mesma pode estar mais elevada
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quando o pH do meio intracelular estiver mais alcalino (PIRKEBNER et al. 2004).

Para o tratamento de tumor colorretal, por exemplo, a linhagem de células HRT-
18, podem ser utilizadas substancias com atividade antitumoral conhecida, como o
5-fluorouracil (CONDE et al., 2013) podendo-se associar com oxaliplatina, porém
existem alguns efeitos que fazem com que o tratamento seja mais desgastante para
0 paciente pela alta quantidade de efeitos colaterais (PUCCIARELLI et al., 2006).
Uma alternativa promissora para o tratamento de tumores colorretais é a curcumina,
pois além de possuir atividade antitumoral, também age na inibicdo da expresséo
do gene regulador da COX-2 (AGGARWAL; KUMAR; BHARTI, 2003; ANAND et al.,
2008; WILKEN et al., 2011), enzima que esta em concentracdo elevada nestes tipos
de tumores (DUBOIS; SMALLEY, 1996).

Como o acido ascérbico possui a capacidade de induzir apoptose nesta linhagem
de células tumorais (KIM; KANG; LEE, 2012) e em outras variagbes do meio onde
se encontram as células tumorais, como na reducéo da expressado génica da COX-
2 (PIRKEBNER et al., 2004), este passa a ser uma alternativa como adjuvante a
atividade antitumoral da curcumina.

Com a andlise dos dados obtidos nesse estudo, foi possivel verificar que a
associacao entre o acido ascorbico e a curcumina em determinadas concentracoes
demonstraram uma melhora na atividade frente as células tumorais, sendo interessante
que os melhores resultados foram quando houveram as associacfes da curcumina
com as menores concentracdes de acido ascérbico. Esse resultado pode ter ocorrido
devido a protecéo contra a degracéo da curcumina em meio fisioldégico que o acido
ascérbico promoveu (OETARI et al., 1996), ou seja, pela possivel acao no favorecimento
da apoptose das células tumorais (KIM; KANG; LEE, 2012).

51 CONCLUSAO

Com a associagéo da curcumina ao acido ascoérbico foi possivel concluir que a
atividade frente a linhagem tumoral HRT-18 foi melhorada, uma vez que a atividade
da associacao foi melhor do que a atividade dos compostos isolados. A associacao
pode ter acarretado uma protecao da degradacao da curcumina em meio fisiolégico,
fato esse realizado pelo acido ascorbico, o qual permitiu uma estabilidade maior da
curcumina possibilitando uma maior atividade, e também outro ponto interessante é a
maior sensibilidade que a linhagem celular HRT-18 possui frente ao acido ascorbico,
o qual pode induzir a apoptose nas mesmas. A associacdo da curcumina ao acido
ascoOrbico demonstrou ser promissora, porém, mais testes sdo necessarios para a
comprovacao da eficacia dessa associagao.
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RESUMO: Tendo em vista estudos e relatos
da existéncia de neurotoxicidade induzida pela
espécie Averrhoa carambola L. em pacientes
com lesao renal, a pesquisa teve como objetivo
utilizar-se de literatura cientifica para realizar
um estudo retrospectivo sobre o assunto. As
publicacbes estudadas foram selecionadas
através de bases de dados como SCIELO e
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APRESENTAM LESAO RENAL

Portal CAPES, além dos artigos referenciados
em monografias desenvolvidas pelo Centro
de Informagdes sobre Plantas Medicinais
(CIPLAM), localizado no Centro Universitario
TabosadeAlmeida (Asces-Unita). Evidenciou-se
que a carambola apresenta em sua composicao
uma neurotoxina que apresenta relacao
com a inibicdo sobre o sistema GABAérgico,
principalmente em pacientes acometidos
por lesbes renais. Estes, nao excretam-na
adequadamente levando a uma elevacéo da
mesma no organismo, 0 que aumenta sua
passagem pela barreira hematoencefalica e
como consequéncia, observamos os resultados
de sua agdo no Sistema Nervoso Central.
PALAVRAS-CHAVE: Doenca renal. Averrhoa.
Carambola. Neurotoxina.

ABSTRACT: Given the studies and reports on
the existence of neurotoxicity induced by the
species Averrhoa carambola L. in patients with
renal injury, the research aimed to carry out a
retrospective study on this subject by means
of scientific literature. The studied publications
were selected through databases, such as
SCIELO and CAPES portal, in addition to
papers referenced in monographs developed
by the Medicinal Plants Information Center
(CIPLAM), located at the Tabosa de Almeida
University Center (Asces-Unita). It has become
evident that the star fruit has in its composition
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a neurotoxin which is related to the inhibition of the GABAergic system, mainly in
patients affected by renal injuries. These patients do not excrete it properly leading to
an increase in its concentration on the organism, which intensifies its passage through
the blood-brain barrier and as a result the consequences of its action in the Central
Nervous System can be observed.

KEYWORDS: Renal disease. Averrhoa. Star Fruit. Neurotoxin.

11 INTRODUCAO

Uma das lesdes renais mais estudadas é a Doenca Renal Crénica (DRC), que
de acordo com De Oliveira, Guerra e Dias (2010) trata-se da perda progressiva e
irreversivel das fungdes renais: glomerular, tubular e endécrina. Ela € clinicamente
dividida em seis estagios, que incorporam desde a fase zero, até a fase cinco. A
fase zero considera individuos que ndo possuem leséao renal, mantém sua fungao
renal normal, mas estéo presentes no grupo de risco; enquanto a fase cinco abrange
os individuos que apresentam lesao renal e insuficiéncia renal terminal ou dialitica
(BRASIL apud DE OLIVEIRA, GUERRA e DIAS, 2010).

A ingestao da espécie Averrhoa carambola L. por pacientes portadores de DRC
esta relacionada ao aparecimento de sintomas neurolégicos (NETO, et al., 2004). A
espécie cujo nome popular € carambola, pertence a familia oxalidaceae e € encontrada
nas regibes tropicais, sendo originaria da Asia (CUPPARI, AVESANI e KAMIMURA
apud DE OLIVEIRA e DE AGUIAR, 2015). Recebe o nome de star fruit na literatura
inglesa gracas ao formato de estrela que apresenta quando cortada transversalmente.
E aclimatada em diversos paises tropicais e apresenta 5 ou 6 proeminéncias
longitudinais além de chegar a medir entre 6 e 13 centimetros (NETO, et al., 2004).

Apublicacdo de Martin et al., em 1993 no Jornal Brasileiro de Nefrologia, relata que
em agosto de 1990 carambolas foram oferecidas indevidamente a 18 pacientes renais
cronicos em tratamento dialitico no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de
Botucatu-UNESP e a equipe de saude (BARRETTI, 2015). Nas primeiras 12 horas apos
a ingestéo, 80% dos pacientes desenvolveram soluco. Os 20% que nao apresentaram
o sintoma, haviam passado pelo processo de hemodialise antes da ingestao. Aqueles
que recusaram a fruta (8 pacientes), ndo apresentaram sintomatologia, bem como os
integrantes da equipe de saude. E desta forma foi feita a primeira descricéo clinica dos
efeitos toxicos da ingestédo de Averrhoa carambola L. em pacientes com doenca renal
cronica (BARRETTI, 2015).

2| METODOLOGIA

O presente trabalho foi baseado em pesquisa descritiva bibliogréafica. Apresentou-
se com intuito de realizar um estudo retrospectivo através de literatura cientifica sobre
a neurotoxina produzida pela Averrhoa carambola L. em pacientes com lesao renal.
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Os trabalhos cientificos foram selecionados através de bases de dados como Scielo
e Portal CAPES, e foram utilizados também artigos referenciados em monografias
desenvolvidas pelo Centro de Informacdes sobre Plantas Medicinais (CIPLAM),
localizado no Centro Universitario Tabosa de Almeida (Asces-Unita).

Apresentando como critérios de incluséo artigos originais, revisoes de literatura,
relatos de caso, dissertacbes e teses, nas linguas inglesa e portuguesa, datados
de 1980 a 2017. Publicagbes estas que referiam-se somente a espécie, a espécie
relacionada a lesdes renais e/ou que descrevessem as lesdes. Assim como periddicos
que falassem sobre a neurotoxina. Como critério de exclusdo, quaisquer periédicos
gue nao apresentassem informacdes necessarias ou relevantes para o estudo.

31 AVERRHOA CARAMBOLA L. (CARAMBOLA)

Dasgupta, Chakraborty e Bala (2013) afirmam que a fitoterapia é a forma mais
antiga de cuidados com a satide conhecidos pela humanidade. E perceptivel o aumento
do numero de pesquisas voltadas para a area de plantas medicinais, seja para analisar
as atividades farmacoldgicas ja descritas na literatura ou descobrir novas. Além de
estudos voltados para compostos especificos, sejam eles toxicos ou n&o. Dessa
mesma forma, a espécie Averrhoa carambola L. foi e ainda é bastante estudada. S&o
existentes as pesquisas sobre o seu uso medicinal, principalmente ligados a cultura
indiana e chinesa.

Dasgupta, Chakraborty e Bala (2013) afirmam que:

Na india, as frutas maduras ou seu suco, sdo usados como antipirético, laxante,
estimulante de apetite, sialogogo e adstringente. No Brasil, a fruta é recomendada
como diurético e para problemas relacionados com a bexiga. Na matéria médica
chinesa, € usada para saciar a sede e aumentar a secrecao de saliva.

Segundo Bastos (2004) o suco da carambola pode ser utilizado como febrifugo,
anti escorbutico e antidisentérico. Usos como agente digestivo, tbnico, para tratamento
de inflamacéo de garganta, ulcera bucal e dor de dente também sao descritos. Além de
ser usada para aliviar estomatite aftosa, solucos, diarréia, esplenomegalia malarica,
erupgdes cutaneas e prurido. Para remocéao de manchas diversas, é utilizado o sumo
de suas sementes; enquanto suas flores sdo consumidas em pratos exéticos, e as
folhas fazem parte da farmacopéia indiana (BASTOS, 2004).

Seu potencial anti hiperglicemiante tem sido um dos mais pesquisados atualmente,
ja que suas folhas sao utilizadas na fabricag¢ao do fitoterapico Glico-Vitae® (PROVASI
et al.,, 2001). Varios estudos fitoquimicos tém sido relatados ao longo dos anos,
contudo, autores como Dasgupta, Chakraborty e Bala (2013), concluiram ao fim de
suas pesquisas que mais investigacoes sao necessarias para explorar os compostos
bioativos da A. carambola L. Afinal, bem como todas as plantas, drogas e substéancias
utilizadas na terapéutica, a espécie apresenta seus efeitos adversos e toxicos.
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41 A DOENCA RENAL CRONICA E A CARAMBOLA

A morbimortalidade em estagio terminal da Doenca Renal Crénica (DRC) tem
aumentado progressivamente a cada ano (VANELLI, DO AMARAL CORREA e DO
AMARAL CORREA, 2014). Sua prevaléncia e sua evolucdo para estagios mais graves
tem crescido, visto que trata-se de um processo insidioso que evolui sem grande
sintomatologia durante anos até atingir fases finais (RIELLA apud DE OLIVEIRA,
GUERRA e DIAS, 2010). ADRC é uma lesao caracterizada por alteragdes estruturais
ou funcionais nos rins, podendo se manifestar por alteracées patolégicas ou indicios
de leséo renal em exames diagndsticos, ocasionando ou ndo reducéo da taxa de
filtracdo glomerular (SOARES et al., 2017). Aincidéncia e a prevaléncia desta doenca,
no Brasil, apresentou um crescimento de 2,3 vezes no periodo de 2000 a 2012
(PEREIRA et al., 2015).

A deficiéncia na filtracdo, consequentemente levando a n&o eliminagcdo completa
ou correta de metabolitos excretados via renal, fez com que alguns pesquisadores
passassem a sugerir que, na carambola, devesse existir alguma substéncia de
excrecao renal responsavel pelos sintomas apresentados e descritos no Brasil, pela
primeira vez, através da publicacdo de Martin et al., (1993). Anterior a este relato, o
unico resultado existente publicado sobre a observacéo era o de Muir e Lam (1980),
referente a um estudo experimental, onde ratos normais foram submetidos a aplicacéo
intraperitoneal de extrato da espécie. De acordo com os autores, o periddico escrito
descrevia na verdade uma tentativa de determinar se a star fruit continha qualquer
agente com acéao farmacologica depressora.

A ideia surgiu ja que os herbalistas chineses utilizavam preparagcbes com a
espécie A. carambola na tentativa de tratar males como dores de cabeca, vomito,
tosse e inquietacédo (WOEI apud MUIR e LAM, 1980). Porém, eles descreveram parte
de seus resultados da seguinte maneira:

Observacoes brutas: Em qualquer dose, o extrato de carambola nunca causou
inconsciéncia recuperavel de camundongos. Doses acima de ‘8 g/kg causaram
convulsBes seguidas de morte apés um ou dois minutos, o tempo entre a
administracdo intraperitoneal e morte foi de 10-15 minutos. Até a morte, 0s
animais permaneceram conscientes e, embora exibindo ataxia, foram capazes de
movimentar-se. Eles também responderam normalmente a estimulos dolorosos,
como beliscar a cauda. Assim o extrato de carambola ndo produziu anestesia ou
analgesia.

Em 1998 os pesquisadores Neto, Robl e Netto descreveram insénia, solucos,
agitacao psicomotora e morte a partir de seis casos de intoxica¢ao por carambola. Os
seis pacientes encontravam-se estaveis e participando de um programa regular de
dialise, quando ingeriram de 2 a 3 frutas ou 150 a 200 ml de suco da fruta (NETO, ROBL
e NETTO, 1998). A partir dai consolidou-se a hip6tese de que a espécie apresentava
uma substancia de natureza neurotoxica (BARRETTI, 2015). Apesar disto, ainda
nao haviam explicacdes concretas sobre 0 motivo pelo qual o consumo de Averrhoa
carambola causava efeitos toxicos (DE OLIVEIRA e DE AGUIAR, 2015).

Kl
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51 CARAMBOXINA

O termo caramboxina é conhecido por ser a denominagdo dada a neurotoxina
encontrada na espécie Averrhoa carambola L. Carolino et al., (2005) acredita que ela
€ um metabdlito secundario presente em uma fracdo de aminoéacido que foi chamada
AcTx, e € o metabdlito responsavel pelo envenenamento de pacientes com insuficiéncia
renal cronica ap0s a ingestéao de star fruit. Seria ela uma substancia hidrossoluvel, e,
portanto, excretada pela urina em individuos saudaveis (QUINTILIANO, 2010).

Segundo Bozzini (2015), no ano de 2002 o 4cido oxalico foi indicado como um
dos possiveis responsaveis pela toxicidade da fruta. O envenenamento em humanos
hipoteticamente seria resultado do sequestro de calcio pelo acido oxalico, formando
oxalato de calcio. Este, sendo um cristal insoluvel, se acumula no rins provocando
obstrucao dos tubulos renais. Os sintomas seriam explicados ja que a diminuicao dos
niveis séricos de célcio ocasiona problemas de contracdo muscular e coagulacéo
sanguinea (BOZZINI, 2015). Contudo, Moyses-Neto citado por Bozzini (2015), botou
em questdo que alimentos que apresentam niveis de acido oxalico similares ou até
superiores ao da carambola, ndo induzem este tipo de intoxicacdo em pacientes
urémicos. Um exemplo destes alimentos € o espinafre.

A publicacéo de Martin et al., em 1993, sugeriu que a neurotoxina, na época ainda
ndo nomeada, apresentava inibicdo sobre o sistema GABAérgico, que é formado por
neurdnios que contém acido gama-aminobutirico (GABA). Forman et al., citado por De
Oliveira e De Aguiar (2015) citam que:

As membranas celulares da maioria dos neurénios e astrécitos do Sistema Nervoso
Central (SNC) expressam receptores de GABA, que diminuem a excitabilidade
neuronal através de varios tipos de mecanismos. Em virtude de sua distribuicéo
disseminada, os receptores de GABA influenciam muitos circuitos e funcdes
neurais.

Estudos farmacolégicos comprovaram a afirmativa e acrescentaram ainda que
existe a interferéncia em sistemas glutamatérgicos. A interferéncia em ambos os
sistemas pode explicar a indugao de convulsdes em ratos e camundongos, posto que
o glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio e o acido gama-aminobutirico
€ o principal neurotransmissor inibitério no cortex dos mamiferos (BOZZINI, 2015).
E provavel que a toxina atue como antagonista do GABA ou agonista do glutamato,
resultando em estimulacdo intensa, que se manifesta na forma de convulsdes
(CAROLINO et al., 2005).

A intoxicacdo € observada em pacientes que apresentam DRC gracas a
hidrossolubilidade da caramboxina. Sendo ela excretada por via renal, fica evidente
a auséncia de sua total excrecao em pacientes acometidos por doencga renal cronica.
O mau funcionamento dos rins ocasiona o acumulo da molécula no sangue, a niveis
suficientes para ultrapassagem da mesma pela barreira hematoencefalica (CAROLINO
et al., 2005). Por esta razdo, enxergamos seus efeitos no SNC (solugos, convulsoes,

confusdo mental, agitacdo psicomotora) e a denominamos de neurotoxina.
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Todos os estudos ja realizados descrevem e afirmam toxicidade existente na
espécie carambola, mesmo aqueles que ndo citam a caramboxina propriamente dita,
fornecendo evidéncias que sugerem a recomendacéo contra o consumo desta fruta
por pacientes com doenca renal crénica (TSE et al. apud ARANGUREN, VERGARA e
ROSSELLI, 2017). Aranguren, Vergara e Rosselli (2017) afirmam ainda que:

Dado o aumento da disponibilidade de carambola e observado o crescimento de
sua popularidade em todo o0 mundo, é importante levantar consciencializacao dos

efeitos nocivos que o seu consumo pode ter na funcao renal, ndo s6 em doentes
com insuficiéncia renal mas também em pessoas aparentemente saudaveis.

CONSIDERACOES FINAIS

Ainda que diversas pesquisas tenham sido desenvolvidas para chegar ao real
culpado pelos envenenamentos, foi necessario que diversos pacientes consumissem
a espécie, sabendo ou ndo dos riscos, sofressem os efeitos da intoxicagdo e muitas
vezes chegassem a 6bito, para permitir o0 avanco cientifico sobre uma neurotoxina nao
completamente compreendida como tantas outras existentes. E através de casos e
situacées como essas que se enxerga o valor de estudos toxicologicos e fitoquimicos
em torno de espécies ditas medicinais, mesmo aquelas de uso obsoleto, na maioria
das vezes por conhecimento empirico.

Fica claro mais uma vez que o uso de plantas medicinais € uma forma terapéutica
que pode ser nao eficaz, eficaz ou fatal, a depender de como utilizada. Forma
terapéutica esta que precisa ser mais estudada, para permitir que os profissionais da
area da saude estejam cada vez mais aptos a orientar a populacéo sobre o seu uso
racional, bem como o uso dos demais medicamentos.
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RESUMO: Echinacea purpurea (L.) Moench,
conhecida como equinidcea, é amplamente
utiizada no tratamento de inflamagdes e
infeccbes do trato respiratério e urinario, da
mucosa oral e da pele. Apresenta propriedades
imunoestimulante, anti-inflamatéria, protetor do
colageno, antimicrobiana e antiviral, por isso seu
uso popular. Possui alcamidas, glicoproteinas,
acido cafeico, echinosideos, polissacarideos,
O0leo essencial, &cidos graxos, proteinas,
taninos, flavonoides, vitaminas A, C e E. Este
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FRENTE A ARTEMIA SALINA

trabalho teve como objetivo analisar a toxicidade
de E. purpurea frente ao microcrustaceo
Artemia salina. Para o experimento foi utilizado
extrato hidroalcodlico de equinacea a 50%, foi
realizada caracterizag¢do fitoquimica do extrato
e bioensaio com o microcrustaceo. O extrato de
equinacea apresentou saponinas e taninos. A
CL,, para o extrato de equinacea foi de 0,0625
mg.mL'. O ensaio de toxicidade a A. salina
mostrou sensibilidade do microcrustaceo ao
extrato de equinacea.

PALAVRAS-CHAVE: Equinacea;
microcrustaceo; toxicologia;

ABSTRACT: Echinacea purpurea (L.) Moench,
known as echinacea, is widely used in the
treatment of inflammations and infections of
the respiratory and urinary tract, oral mucosa
and skin. It presents immunostimulating, anti-
inflammatory, collagen protection, antimicrobial
and antiviral properties, so its use is popular.
The objective of this work was to evaluate the
toxicity of E. purpureato the brine shrimp Artemia
salina. To the test was used the hydroalcoholic
extract of echinacea in 50%, the phytochemical
characterization of the extract and bioassay with
the brine shrimp were performed. The echinacea
extract has saponins and tannins. The CL_, for
echinacea extract was 0.0625 mg.mL". The A.
salina toxicity test showed sensitivity of brine
shrimp to echinacea extract.
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11 INTRODUCAO

A Echinacea purpurea (L.) Moench, Figura 1, conhecida como equinacea,
€ popularmente utilizada no tratamento de resfriado, bronquite, gripe, estomatite,
faringite, infecgbes do trato urinario, ferimentos e queimaduras. Os estudos quimico-
farmacolb6gicos comaplantalevaramao estabelecimento cientifico de suas propriedades
imunoestimulante, anti-inflamatéria, protetor do colageno, antimicrobiana e antiviral, o
que justifica o0 seu uso. Possui como principios ativos alcamidas, glicoproteinas, acido
cafeico, echinosideos, polissacarideos, 6leo essencial, acidos graxos, proteinas,
taninos, vitaminas A, C e E (LORENZI e MATQOS, 2008) e flavondides (KURKIN et al,
2011).

Figura 1. Foto da espécie vegetal E. purpurea.
Fonte:https://s-media-cache-ak0.pinimg.com/originals/98/2c/ca/982ccae39298b2292921176ed4593785.jpg

Diversos experimentos demonstraram que os extratos de E. purpurea possuem
atividades imunomoduladoras. Entre as muitas propriedades farmacolégicas relatadas,
aativacéo de macréfagos tem sido vista de forma mais convincente. indices fagocitéticos
e as concentracdes de citocinas derivadas de macréfagos demonstraram ser sensiveis
a esta planta em muitos ensaios. A ativacao de leucocitos polimorfonucleares e células
natural killer também tem sido verificada. As alteragcdes nos numeros e nas atividades
dos leucdcitos das células T e B também foram reportadas. Apesar desta evidéncia
celular de imunoestimulagdo, os mecanismos que levam a uma maior resisténcia a
doencas infecciosas nao foram descritos adequadamente (BARRETT, 2003).

Estudos in vitro mostraram diminuicdo da motilidade espermatica frente a altas
concentracbes de equindcea (ONDRIZEK et al, 1999), estimulacdo da atividade
proliferativa e angiogénica do sangue, com producéo de leucocitos mononucleares,
estimulacéo da atividade de granulécitos e aumento da relagdo de marcadores dos
linfécitos CD4/CD8, mostrando seu efeito na hematopoese (BIALAS-CHROMIEC et
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al, 2004).

Em relacdo a toxicidade aguda da equindcea em humanos, foram relatadas
reacOes alérgicas raras com administracdo parenteral, porém, o mesmo nao se
observou pelavia oral (PARNHAM, 1996). Os sintomas identificados ap6s administracao
parenteral incluem calafrios, febre e fraqueza muscular. Um gosto desagradavel e
breve formigamento ou entorpecimento da lingua & frequentemente relatado apos
administracao oral (MILLER, 1998), sendo as isobutilamidas encontradas em altas
concentragbes nas raizes da equinacea as responsaveis por esse efeito dormente
(BAUER et al, 1988). A hepatotoxicidade de equinacea € devida a presenca de
alcaloides pirrolizidinicos na planta (SCHRODER-AASEN, 2012).

O efeito in vivo de extrato de raizes de E. purpurea sobre a atividade do citocromo
P450 foi avaliado em individuos saudaveis com o uso de drogas dependentes de
CYP como cafeina (CYP1A2), tolbutamida (CYP2C9), dextrometorfano (CYP2D6) e
midazolam (CYP3A hepatico e intestinal). Essas drogas foram administradas antes e
ap6s um curto periodo de tratamento com equinacea (400 mg, 4 vezes ao dia por 8
dias). A administracao de equinacea reduziu a depuracao oral de cafeina e aumentou
o clearance sistémico de midazolam, sendo que a disponibilidade hepatica diminuiu
e a intestinal aumentou. A equinacea reduziu a depuracdo oral dos substratos de
CYP1A2 e modula seletivamente a atividade catalitica de CYP3A em sitios hepaticos e
intestinais. Atencao deve ser dada quando a equinacea é co-administrada com drogas
dependentes de CYP3A ou CYP1A2 para a sua eliminacédo (GORSKI et al, 2004).

A equinacea, por alterar a atividade de CYP, ndo deve ser utilizada com outros
agentes toxicos ao figado, pois aumenta os efeitos de outras drogas, como 0s
esterdides, amiodarona, metotrexato, cetoconazol e halotano (LEAK, 2000).

Embora o mecanismo molecular pelo qual a equinacea aumenta a atividade de
CYP3A seja desconhecido, é possivel que um ou mais componentes de equinacea
sejam ligantes para o Receptor Pregnano X (PXR) (GORSKI et al, 2004). Portanto, a
expressao de outras enzimas e transportadores que sao regulados pelo PXR, tais como
uridina difosfato-glucuronosiltranferases (MACKENZIE et al, 2003), sulfotransferases
(SONODA et al, 2002) e P-glicoproteina (ABCB1) (GEICK et al, 2001), também pode
exibir atividade aumentada ap6s administracdo de equinacea.

Receptores nucleares como o PXR estao relacionados a processos bioldgicos, e
ligantes sintéticos ou naturais possuem a capacidade de ativa-los ou inibi-los. O PXR
exerce funcao crucial na homeostase de metabolizacdo e eliminacdo de endobibticos
e xenobibticos por meio da regulacao de enzimas do citocromo P450, especialmente
a CYP3A4. A utilizacdo concomitante de farmacos com determinados tipos de
fitoterapicos, que apresentem agonismo ou antagonismo com receptores nucleares,
pode interferir na terapéutica (SANTOS, 2012).

Contrariamente, em estudos de investigacdo de toxicidade laboratorial com
amostras de sangue, urina e érgaos de camundongos e ratos tratados diariamente com
produtos de E. purpurea na concentracao de 8 g.Kg' de peso corporal, tanto via oral
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ou intravenosa, ndo conseguiram causar efeitos adversos mensuraveis em leucécitos,
heméacias, plaquetas, enzimas hepaticas, creatinina, ureia, colesterol, triglicerideos,
glicose e no peso dos ratos. Testes de mutagenicidade e de carcinogenicidade em
embrides de camundongos também mostraram resultados negativos (MENGS et al,
2000). Além de outros trabalhos demonstrarem efeitos anti-inflamatérios na toxicidade
hepatica induzida por arsénico (HEIDARI et al, 2012) e também efeitos protetores
hepaticos e renais das partes aéreas do extrato de E. purpurea sobre lesdes induzidas
pela dietilnitrosamina em ratos (REZAIE et al, 2013).

Devido ao grande emprego popular desta espécie vegetal e aos poucos estudos
de toxicidade desta planta, este trabalho teve como objetivo analisar a toxicidade de
E. purpurea frente ao microcrustaceo Artemia salina.

2| MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no setor de Toxicologia da Universidade Estadual
do Oeste do Parana (UNIOESTE), localizado no Hospital Universitario do Oeste do
Parana (HUOP), integrando o grupo de pesquisa em Toxicologia Celular do Centro
de Assisténcia em Toxicologia (CEATOX) na cidade de Cascavel-Parana. Para o
experimento foi utilizado extrato hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

A caracterizagdo fitoquimica do extrato foi realizada através de testes
farmacogndésticos com desenvolvimento de cor ou precipitacdo. Foram pesquisadas
a presenca de saponinas (teste de espuma), esterdides e triterpendides (reacdo de
Liebermann-Burchard), alcaloides (reacdo de Dragendorff Mayer), taninos (reacéo
com cloreto férrico), cumarinas (reacdo com KOH e UV) e flavondides (reacdo de
Shinoda) (COSTA, 1982).

No ensaio de citotoxicidade com A. salina, empregaram-se 10 exemplares da
fase larval de nauplio criado em laboratorio em solucédo de NaCl 30 g.L', pH 8,5,
com aeracdo constante e mantidas em temperatura de 28 + 2° C (MEYER et al,
1982). O experimento foi realizado em ftriplicata, utilizando o extrato de equinacea nas
concentragdes de 500 mg.mL'; 50 mg.mL"; 25 mg.mL™"; 5 mg.mL"; 2,5 mg.mL™"; 0,5
mg.mL™; 0,25 mg.mL" e 0,0625 mg.mL"" diluidos em 5 mL de solugé&o salina.

Os nauplios mortos foram contados apés 24 horas de exposicao ao extrato. Além
dos tubos contendo as diferentes concentragdes do extrato, também foram utilizados
tubos controle com solugéo salina (controle negativo) e hidroxido de sédio a 1% (controle
positivo). Os resultados foram expressos como percentagem de mortalidade. O teste
foi considerado efetivo quando a mortalidade do controle negativo néo ultrapassou
50% e o controle positivo apresentou valores maiores que 80%.
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3|1 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os resultados dos testes farmacognosticos realizados com
o extrato de equinacea, mostrando a presenca de algumas classes de metabdlitos
secundarios.

Testes Resultado
Alcaloides (Dragendorff Mayer) -
Cumarinas (KOH/UV) -
Esteroides e Triterpendides (Liebermann-Burchard)
Flavonoides (Shinoda) -
Saponinas (Espuma)
Taninos (Cloreto férrico)

Tabela 1. Testes farmacognésticos do extrato hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

(-): auséncia e (+): presenca

O extrato de equinacea apresentou positividade para saponinas e taninos,
diferentemente de outros estudos que mostraram a presenca de flavonéides, alcaloides
e esterois nesta planta (CHAVEZ MORALES, 2014).

O fracionamento e isolamento de compostos naturais de classes distintas,
tais como flavonéides, triterpenos, esterois, compostos aromaticos e outros podem
ser guiados por ensaio de letalidade com microcrustaceo, pois € um método util na
avaliacao de bioatividade, poupando a necessidade de ensaios posteriores in vitro e in
vivo mais dispendiosos (CEPLEANU, 1993).

A Tabela 2 apresenta as médias percentuais da mortalidade das larvas de A.
salina expostas a diferentes concentracdes do extrato de equinacea.

Concentracdes (mg.mL™) Mortalidade (%)
500 100,00 + 0,00 (3)
50 100,00 + 0,00 (3)
25 100,00 + 0,00 (3)

5 100,00 + 0,00 (3)
2,5 86,67 + 13,33 (3)
0,50 100,00 + 0,00 (3)
0,25 60,00 + 10,00 (3)
0,0625 50,00 + 10,00 (3)
C () 30,00 + 15,28 (3)
C(+) 96,67 + 3,33 (3)

Tabela 2. Percentuais de mortalidade de A. salina frente as diferentes concentragdes do extrato
hidroalcodlico de E. purpurea a 50%.

C (-): Controle negativo; C (+): Controle positivo. Os nimeros entre parénteses representam o nimero de
triplicatas (n). Resultados expressos em média = SEM de n triplicatas.
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Os dados da Tabela 2 mostraram que os tubos contendo solucéao salina, utilizados
como controles negativos, tiveram baixa mortalidade para os microcrustaceos,
indicando que as larvas sobreviveram nas condi¢cdes experimentais do teste, durante
o periodo do bioensaio. Verificou-se que para o extrato de equinacea ainda houve
mortalidade de 100% na concentracdo de 0,5 mg.mL™".

A Figura 2 foi construida com dados da Tabela 2. Este gréafico permitiu encontrar
os valores da percentagem de mortalidade das larvas de A. salina em relagdao as
concentracdes do extrato.

120,00 -

100,00 -

L 3
-»
-»

80,00 -

60,00 -

Mortalidade (%)

40,00 -

20,00 -

0,00

500 50 25 5 2,5 0,55 0,25 0,0625 C(-) C(+)
mg.mL-"

—e+—Equinacea

Figura 2. Percentagem de mortalidade de A. salina frente ao extrato hidroalcodlico de E.
purpurea a 50%.

Na Figura 2 verificamos que houve mortalidade dos nauplios nas concentracoes
de 0,25 mg.mL" (60%) e 0,0625 mg.mL" (50%). A concentracao letal de extrato capaz
de eliminar 50% dos nauplios é chamada de CL e foi encontrada na concentragéo de
0,0625 mg.mL " para o extrato de equinacea. Para ser considerado um extrato toxico
a CL,, de extratos de plantas sobre a A. salina necessita ter concentragoes abaixo
de 1 mg.mL"e haver mortalidade dos microcrustaceos superior a 50% (MEYER et al,
1982).

Assim, o ensaio de toxicidade a A. salinamostrou sensibilidade do microcrustaceo
ao extrato de equinacea. A presenca de saponinas e taninos, cujas classes foram
indicadas pelos testes farmacognésticos ou outras substancias presentes na planta,
podem ser responsaveis pela atividade biol6gica evidenciada neste ensaio.

41 CONCLUSAO

O bioensaio mostrou toxicidade do extrato hidroalcodlico de E. purpurea frente
a A. salina. Como ha atividade in vitro, recomendam-se estudos para verificar a
toxicidade in vivo desta espécie vegetal.
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RESUMO: O fungo Paecilomyces variotii € um
fungo ambiental que é encontrado ubiquamente
e podem entrar em contato constantemente com
trabalhadores de varios setores. S&o poucos 0s
modelos existentes para caracterizar infeccoes
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fungicas aéreas e este trabalho buscou
caracterizar o potencial infeccioso dos conidios
do fungo em modelo animal. Camundongos
C57BL/6

ciclofosfamida (250 mg/kg) em duas doses, pré

foram  imunossuprimidos com
e pos-infecgdo. Animais imunossuprimidos e
normais foram infectados por nebulizacdo dos
conidios fungicos em uma camara fechada,
sendo mantidos la por 2 horas. Apds o periodo
de infeccéo, foram retirados os pulmodes de um
animal e colocados em cultura, para avaliar
a viabilidade dos fungos. Apds dez dias da
infeccdo, os demais animais foram sacrificados
e realizados cortes histolégicos dos pulmbes
para visualizacdo da presenca de estruturas
fungicas, além de coletado sangue dos
mesmos para verificar presenca de anticorpos.
Os resultados mostraram que o fungo P. variotii
se mostrou infectante para os animais, com
os pulmdes dos animais normais exibindo
estruturas fungicas, sendo essa infeccdo mais
alastrada no animal imunossuprimido. Além
disso, quando os soros dos animais foram
testados contra polissacarideos de fungos,
foi evidenciada a producéo de IgG no animal
normal.

PALAVRAS-CHAVE:

fungos anemdfilos; imunossupressao; modelo

Infeccéo fungica;

experimental.
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11 INTRODUCAO

Existem poucos modelos experimentais para estudo de infec¢des fungicas
em individuos imunocompetentes ou sadios para fungos anemodfilos e estabelecer
novas maneiras para entender essa relagao € importante, uma vez que uma série de
profissbes sdo expostas rotineiramente a estruturas dos fungos, com por exemplo, 0
trabalhador de aviario. Ele tem uma rotina de tarefas variadas em que entra em contato
com poeiras (aerossois) contendo agentes microbianos como bactérias e fungos. A
existéncia dessa poeira em suspensao deve-se principalmente a viragem da cama do
aviario, atividade que, dependendo da fase de crescimento dos animais, é realizada
até diariamente. E relatado neste tipo de ambiente produtivo a presenca de fungos
patogénicos ou potencialmente patogénicos pertencentes aos géneros Penicillium,
Curvularia, Paecilomyces e Aspergillus (RODRIGUES MARCONDES et al., 2008).

O fungo Paecilomyces varioti € um fungo filamentoso saprofitico, hialino e
assexuado que € encontrado no solo, ar e vegetacdo em decomposicao ao redor
do mundo (TAN et al.,, 1992), sendo conhecido por causar infec¢des oportunistas
em pacientes imunocomprometidos (WALSH et al., 2004), e varios surtos foram
documentados como causados por P. variotii (KUNSTYR et al., 1997). O pulméo
€ o 6rgdo mais comumente afetado e a infeccdo fungica pulmonar é uma das
principais causas de morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos
(LOW; ROTSTEIN, 2011). A doenca ocorre quando hd um desequilibrio na interacéo
hospedeiro-patdogeno, com os mecanismos de protecdo do hospedeiro sendo vencidos
pela viruléncia do patégeno.

O objetivo deste trabalho deste é apresentar um modelo experimental de infeccéo
fungica pelas vias aéreas de camundongos.

2 | MATERIAIS E METODOS

Fungo: uma cepa de P. variotii (numero 10C-4185) foi obtida da Colecao de
Culturas de Fungos Filamentosos da Fundacdo Oswaldo Cruz, realizado cultivo em
Agar Batata Dextrose (BDA) e estocada a 8°C.

Infeccao e Imunossupressao dos animais: camundongos da linhagem C57BL/6
foram utilizados para a infeccao com P. variotii. Os animais foram divididos em quatro
grupos (n=5 por grupo), sendo no primeiro grupo realizada imunossupressao e a
infeccado pelo fungo. Ja o segundo grupo foi apenas infectado, enquanto o terceiro grupo
foi apenas imunossuprimido. Um quarto grupo foi utilizado como controle, ndo sendo
imunossuprimido nem exposto ao fungo. A imunossupressao foi realizada aplicando-
se ciclofosfamida (20 mg/mL) na dose de 250 mg/kg de animal, em duas doses, trés
dias antes e um dia apoés a infeccéo, para manutencéo do estado imunossuprimido,
conforme VALLOR et al., 2008. A imunossupressao foi acompanhada pela contagem
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dos leucécitos a partir da coleta de sangue da cauda do animal, em trés momentos:
antes de iniciar a imunossupressao, no dia da infeccdo e trés dias ap6s a segunda
dose do medicamento. Para a infecgcao fungica foi utilizado método adaptado daquele
relatado por SHEPPARD et al., 2004, sendo entdo todos os animais acondicionados
em uma camara plastica fechada e transparente na qual uma mangueira saida de um
nebulizador permite a entrada do vapor contendo os conidios fungicos (Figura 1). Os
animais permaneceram ali durante duas horas, sendo que na primeira hora receberam
0 inOculo via nebulizagéo na dose aproximada de 10° conidios totais. Passadas duas
horas, um animal por grupo foi eutanasiado para a extragdo do pulmao, sendo estes
submetidos a cultura em BDA, com um pulm&o de cada animal sendo macerado
e adicionado a salina estéril (1mL), com esta mistura sendo plagueada em BDA e
deixada em estufa bacteriolégica a 28°C por 72h. Os demais animais de cada grupo
foram eutanasiados apds 10 dias da infecao e os pulmdes retirados e submetidos e
realizados cortes histologicos dos mesmos e os cortes histologicos foram corados
pelas técnicas de H&E e prata-metenamina (PM). Os resultados foram analisados
qualitativamente quanto ao crescimento do fungo, presenca de estruturas fungicas e
infiltrado celular no pulméo. Todos os procedimentos com animais foram aprovados
pelo Comité de Etica em Pesquisa Envolvendo Animais da Unioeste (Certificado
namero 10/16 CEUA).

Ensaio imunoenzimatico: com o intuito de verificar a resposta dos animais
para a infeccao pelo fungo P. variotii, 0 sangue dos animais foi coletado por puncéo
cardiaca ao final dos dez dias de infeccdo e submetido a um ensaio imunoenzimatico
(ELISA) tendo como objetivo a deteccéo de anticorpos antipolissacarideo fungico.
O polissacarideo utilizado como antigeno para o ensaio foi obtido conforme OSAKU
et al., 2017, no qual o fungo foi submetido a cultivo submerso em meio de cultura
otimizado para seu crescimento. Apos 5 dias, o meio foi filtrado e ao sobrenadante
foi adicionado etanol na propor¢éao 3:1 para precipitacéo do polissacarideo. O etanol
foi evaporado por rotaevaporacéo e o liquido restante foi liofilizado. O polissacarideo
resultante foi identificado como B-(1>6) -Glucana. O ELISA utilizado foi um ensaio
indireto para deteccdo de Imunoglobulinas G (lgG), utilizando-se de um conjugado
anti-lgG marcado com peroxidase, sendo determinada a quantidade de anticorpo pela
leitura colorimétrica em leitora de microplacas. A padronizacéo do ensaio e a confec¢éo
de um controle positivo para o teste foram feitos em trabalho anterior (MENOLLI et al.,
2014).
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Figura 1 — Esquema experimental da infeccéo dos animais com P, variotii.

Avaliacdo estatistica: os dados das contagens de leucécitos e das leituras
espectrofotométricas do ELISA foram analisados estatisticamente por comparacgao de
médias por meio do teste de ANOVA com pés-teste de Tukey, ao nivel de 95% de
significancia, sendo significativas resultados com p<0,05.

3| RESULTADOS

Imunossupressao: a figura 2 mostra as contagens de leucécitos nos dias -4, 0 e 4
pds-infeccdo, evidenciando o sucesso no procedimento de imunossupressao ao qual
0s animais foram submetidos utilizando-se o medicamento ciclofosfamida. Nao se
verifica diferenca antes do uso do medicamento e € alcangada diferenca significativa
(p<0,05) entre os grupos imunossuprimidos e normais apés 4 e 8 dias da aplicacao da
ciclofosfamida.
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Figura 2 — NUmero de leucocitos/mL de camundongos normais ou imunossuprimidos,
submetidos a infecgéo por Paecilomyces variotii. * representa diferenga significativa (p<0,05)
entre 0s grupos normal e imunossuprimido.

Infeccéo pelo fungo P. variotii: o modelo empregado neste trabalho para realizar
uma infeccao pelas vias aéreas de camundongos utilizando nebulizagdo de conidios
fungicos se mostrou viavel, uma vez que houve crescimento (Figura 3) do fungo em
cultura apés 72h do cultivo dos pulmdes dos animais que havia inalados recentemente
a carga microbiana. O crescimento de P. variotii aconteceu nos pulmdes submetidos
ao cultivo tanto do animal imunossuprimido quanto do normal.

Figura 3 — Cultivo em Agar Batata Dextrose (28°C/72h) dos pulmées retirados de animais
recém-expostos ao fungo Paecilomyces variotii durante duas horas em ambiente fechado (10°
conidios). A — Pulm&o de animal imunossuprimido. B — Pulm&o de animal normal.

Apés dez dias do indculo dos conidios nas vias aéreas dos animais, 0s mesmos
foram sacrificados e tiveram seus pulmoes retirados para producéo de laminas para
avaliacao histologica. As mesmas mostram sob a coloracéo de PM (Figura 4) que houve
sucesso nainfecgéo fungica, com estruturas do fungo instaladas no tecido pulmonar. Um
crescimento mais acentuado nos pulmdes dos animais imunossuprimidos/infectados
€ visualizado (Fig. 4A), porém sem diferenca para os animais normais/infectados (Fig.
4B), os quais também mostram a presenca de P. variotii passados os dez dias pés-
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infeccdo. Pulmdes de animais dos grupos imunossuprimido/nao infectado (Fig. 4C) e
normal/n&o infectado (Fig. 4D) mostram nao haver estruturas fungicas nos mesmos.

J& a coloracdo por H&E evidencia um parénquima mais espesso/denso com
alvéolos menores e um aparecimento de infiltrado celular no intersticio pulmonar dos
animais infectados (Figura 5A e B) comparado aos animais nao infectados (Figura
5C e D), com diferenca significativa entre os mesmos. Ja entre os animais infectados
(imunossuprimidos ou normais), apesar de haver maior celularidade no tecido do
animal normal, n&o é possivel verificar diferencas entre estes grupos.

Producéo de anticorpos antipolissacarideo de P. variotii: com os soros obtidos ao
final dos dez dias de infecgao, realizou-se um ELISA indireto tendo como antigeno um
polissacarideo produzido in vitro por P. variotii. Como mostra a Figura 6, 0os soros dos
animais do grupo 2 (infectado/normal) reagiram mais fortemente ao antigeno do que
os demais grupos, mostrando uma absorbancia muito préxima ao controle positivo. O
grupo 1, que também foi infectado, porém estava imunossuprimido, mostrou reatividade
comparavel ao controle negativo e aos grupos nao infectados (grupos 3 e 4).

Figura 4 — Fotomicrografia (aumento 400x) de Iaminas histol6gicas de pulmbes de
camundongos corados pela técnica de prata-metenamina: A — grupo infectado e
imunossuprimido; B — grupo infectado e normal; C — grupo néo infectado e imunossuprimido; D
— grupo nao infectado e normal.
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Figura 5 — Fotomicrografia (aumento 400x) de Iaminas histol6gicas de pulmdes de
camundongos corados pela técnica de H&E: A — grupo infectado e imunossuprimido; B — grupo
infectado e normal; C — grupo nao infectado e imunossuprimido; D — grupo néo infectado e

normal.
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Figura 6 — Reacdo imunoenzimatica indireta realizada com soros de camundongos contra
antigeno polissacaridico produzido in vitro por Paecilomyces variotii. Grupo 1 — animais
infectados e imunossuprimidos; Grupo 2 — animais infectados e normais; Grupo 3 — animais
nao infectados e imunossuprimidos; Grupo 4 — animais nao infectados e normais. * representa
diferenca significativa (p<0,05) dos grupos controle positivo e 2 frente aos demais grupos.

4 | DISCUSSAO

Uma baixa taxa de incidéncia e viruléncia € observada nas infeccdes por P. variotii,
e isso é devido a aspectos do hospedeiro, porém em individuos imunocomprometidos,
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essa infeccdo pode ter sérias consequéncias, como hialohifomicoses (HOUBRAKEN
et al., 2010), sinusite (GUCALP et al., 1996), endocardite (HALDANE et al., 1974)
ou pneumonia (DHARMASENA; DAVIES; CATOVSKY, 1985). Isso preocupa, uma
vez que trabalhadores de aviarios, que estejam com o sistema imune debilitado e
entram cotidianamente em contato com conidios destes fungos, podem desenvolver
patologias severas.

Apesar dos modelos de infecgbes fungicas aéreas existentes focarem em
patdbgenos oportunistas mais habituais como o Aspergillus fumigatus (SHEPPARD
et al., 2004), é importante a aplicacdo destas técnicas em microrganismos menos
conhecidos, porém capazes de causar infeccbées em imunocomprometidos, como é
o P. variotii. A aplicagéo de conidios fungicos nebulizados em um ambiente fechado,
como utilizado aqui, foi capaz de fazer tais estruturas chegarem e se instalarem nos
pulmdes dos animais, como demonstrado nos resultados. I1sso, porém, nao garante
que a presenca do fungo seria capaz de levar a uma pneumonia ou a morte do
camundongo, como demonstrado por A. fumigatus. 1sso é reforcado pelo encontro de
estruturas de P. variotiiem pulmdes de animais de laboratério como um contaminante
(KUNSTYR et al., 1997), com poucos danos a eles, excecdo a casos de dermatite
ocorridos.

A imunossupressao causada pela ciclofosfamida é bastante eficaz e induz
rapidamente um estado com baixissimo numero de leucOcitos sanguineos
(HUNNINGHAKE; FAUCI, 1976)i.p., principalmente de neutrofilos, como demonstrado
nos grupos nos quais foram administrados o medicamento. O uso de ciclofosfamida
€ uma das causas de infeccoes oportunistas pelos fungos (WALSH et al., 2004) e a
carga fungica parece ser bastante importante para que a presenca do fungo passe a
ser uma infeccdo em modelos imunossuprimidos (DIXON; POLAK; WALSH, 1989).

O modelo desenvolvido aqui se mostrou bastante pratico e barato, de forma
a investigar com facilidade a capacidade de fungos filamentosos ubiquos como é o
caso do P. variotii, em infectar as vias aéreas de individuos expostos. A carga fungica
utilizada foi bastante proxima daquela observada na exposicao humana (SHEPPARD
et al., 2006) porém, devido a baixa viruléncia do fungo aqui utilizado, nenhuma morte
foi observada no periodo analisado. Este modelo também permite uma homogeneidade
da carga fungica nos pulmdes dos animais, diferente de outros modelos, como por
exemplo, a instilacao nasal ou infeccéo venosa (GRAYBILL et al., 1998; KIRKPATRICK
et al., 2000)

Alteracdes nos tecidos pulmonares dos animais infectados verificadas nos cortes
histolégicos corados por H&E sdo semelhantes aquelas observadas por KUNSTYR et
al., 1997 com leve edema e infiltrado perivascular. Isso difere em parte dos achados na
aspergilose, na qual se encontra um infiltrado proeminente, porém quando analisadas
sob a coloracédo especifica para fungos (PM), sdo bastante semelhantes, sendo
necessario nestes casos a cultura para diferenciar infec¢des por ambas (SANGOI et

al., 2009).
| 60
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O contato com fungos anemdfilos pelas vias aéreas & bastante comum em
algumas profissbes como lenhadores ou trabalhadores de aviarios (EDUARD;
SANDVEN; LEVY, 1992; RODRIGUES MARCONDES et al., 2008), porém raros sao
os relatos de infec¢des causadas por esses fungos, uma vez que é necessaria um
estado imunossuprimido bastante acentuado do paciente para o aparecimento de
manifestacdes (LEE et al., 2002). Contudo, o sistema imune dos individuos expostos é
estimulado pelos conidios fungicos, sendo possivel identificar a presenca de anticorpos
(RYDJORD et al., 2007), como os encontrados neste trabalho, da classe 1gG, os quais
foram identificados somente nos animais imunocompetentes.
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RESUMO: As lectinas sao proteinas que
possuem dominios capazes de reconhecer
moléculas glicidicas, as quais se ligam
de maneira reversivel e especifica. Essas
proteinas estdo envolvidas nos mecanismos
de defesa dos organismos multicelulares,
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desempenhando um importante papel na
imunidade inata, geralmente por reconhecer
epitopos de glicano semelhantes que ocorrem
na superficie celular de patdogenos. Nesse
sentido, as propriedades farmacolégicas das
lectinas tém sido amplamente exploradas,

incluindo seu potencial como agentes
antibacterianos, antifungicos, antivirais,
antitumorais e cicatrizantes. A atividade

antimicrobiana das lectinas tem sido associada
a interacdo com componentes da parede celular
de bactérias (acido teicdico e teicurdnico,
peptidoglicanos e lipopolissacaridios) ou de
fungos (N-acetilglicosamina) e a formacéo
de poros, alterando a permeabilidade
celular. O efeito de lectinas sobre os virus
envolve a ligacdo com oligossacarideos que
contém residuos de manose, presentes nas
superficies de glicoproteinas do envelope viral.
Adicionalmente, a atividade antitumoral das
lectinas estd associada a combinacdo entre a
alteracéo no padréo de glicosilagéo das células
tumorais comparado as células saudaveis, e a
especificidade da interacéo lectina-carboidrato.
Com relacéo ao efeito cicatrizante, este pode
estar vinculado a capacidade das lectinas em
induzir a producédo de proteases por células
do sistema imunolégico, fundamentais para o
processo de reparacao tecidual. Neste contexto,
esta revisdo apresenta uma discussao sobre
a utilizacdo das lectinas como ferramentas
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terapéuticas.
PALAVRAS-CHAVE: Lectinas, atividade antimicrobiana, atividade antiviral, atividade
antitumoral, atividade cicatrizante.

ABSTRACT: Lectins are proteins that contain domains capable of recognizing glycan
molecules, to which they bind in a reversible and specific manner. These proteins are
involved in the defense mechanisms of multicellular organisms, playing an important
role in innate immunity, generally by recognizing similar glycan epitopes that occur on
the pathogens cell surface. In this sense, the pharmacological properties of lectins
have been extensively explored, including their potential as antibacterial, antifungal,
antiviral, antitumor and cicatrizant agents. The antimicrobial activity of lectins has been
associated with the interaction with cell wall components from bacteria (teichoic and
teicuronic acid, peptidoglycans and lipopolysaccharides) or fungi (N-acetylglucosamine)
and pore formation, altering cell permeability. The effect of lectins on viruses involves
the binding with oligosaccharides containing mannose residues on the surfaces
of glycoproteins from viral envelope. In addition, the antitumor activity of lectins is
associated with the combination between the alteration in the glycosylation pattern of
tumor cells regarding the healthy cells, and the specificity of the lectin-carbohydrate
interaction. On the healing effect, this may be linked to the ability of lectins to induce
the production of proteases by cells of the immune system, which are fundamental for
the tissue repair process. In this context, this review presents a discussion on the use
of lectins as therapeutic tools.

KEY WORDS: Lectins, antimicrobial activity, antiviral activity, antitumor activity, healing
activity

11 INTRODUGCAO

E bem conhecido que os vegetais produzem uma grande variedade de compostos,
incluindo proteinas (lectinas) que sédo capazes de reconhecer carboidratos e/ou
glicoconjugados, as quais tém sido reportadas como potenciais agentes inseticidas
(AGRA-NETO et al., 2014), antimicrobianos (MOURA et al., 2015), antitumorais
(ALBUQUERQUE et al., 2014), anti-inflamaté6rios (LACERDA et al., 2015) e cicatrizantes
(MELO et al., 2011; BRUSTEIN et al., 2012), dentre outras atividades biologicas.

As lectinas fazem parte de um grupo de proteinas estruturalmente heterogéneo,
capaz de reconhecer sitios especificos em moléculas glicidicas e ligar-se de maneira
reversivel. Inicialmente identificadas como proteinas tdxicas, as lectinas tornaram-
se ferramentas indispensaveis em diagndsticos de doencas, de tipagem sanguinea
e de identificacdo de cepas de microrganismos. Elas tém dado suporte a estudos
moleculares, estruturais, genéticos e de fisiologia vegetal entre outros, através do
detalhamento das interagdes proteina-proteina e proteina-carboidrato (POVINELI;
FINARDI FILHO, 2002).
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O carater promissor das plantas como material de partida para o isolamento
de compostos com potencial aplicagdo farmacolégica e a variedade de atividades
biolégicas que tém sido descritas para as lectinas motivaram esta revisdo. Aqui sera
apresentada uma discusséo sobre utilizagdo dessa classe de proteinas vegetais como
ferramentas terapéuticas. A Tabela 1 apresenta algumas lectinas e suas aplicagdes, as
quais serao discutidas ao longo dessa revisao.

Lectina Fonte Efeito Referéncias
SUMNER; HOWELL, 1936;
KULKARNI; MCCULLOCH, 1995;
Atividades antitumoral, CRIBBS et al., 1996; SUEN et
Sementes antiangiogénica, al., 2000; CHANG et al., 2007;
ConA de Canavalia imunomoduladora, GERVASI; KWOK; FAWCETT, 2008;
ensiformis antifingica e LIU; MIN; BAO, 2009; SILVA et al.,
cicatrizante. 2009; YOSHIDA; NAGAI, 2009; LI
et al.,, 2010; PRATT et al., 2012;
KNAUT, 2016
Sementes Atividades
Dviol de Dioclea antitumoral e KNAUT, 2016
violacea cicatrizante
Sementes de
ACA Amaranthus Atividade antitumoral YU et al., 2001
caudatus
Germe de Atividades
. .. . SCHAEFER et al., 1979
WGA Trlgq (Triticum ant!tumorgl e SCHWARZ et al., 1999
aestivum) antibacteriana
Intestino .
Regllla  delgado Atividade MUKHERJEE et al., 2014
antibacteriana
humano
Intestino .
ReglllB eigado Atividade MIKI; HARDT, 2013
antibacteriana
humano
Sementes Atividade
WSMoL  de Moringa . . MOURA et al., 2015
) antibacteriana
oleifera
Lectina Sementes de  Atividades
de A. Archidendron  antibacteriana e CHARUNGCHITRAK et al., 2011
{'\/;inga iringa antifungica
LC1e olhas de Atividade RATANAPO; NGAMJUNYAPORN;
MLL2 Morus alba antibacteriana CHULAVATNATOL, 2001
Folhas de
CasuL Calliandra Atividade antifingica PROCOPIO et al., 2017b
surinamensis
Plantulas de
Helja Helianthus Atividade antifungica REGENTE et al., 2014
annuus.
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Sementes de

OLIVEIRA et al., 2002; MELO et al.,

LAL Lutzelburgia Atividade antifungica
. 2005
auriculata
Sementes de
PHA Phaseolus Atividade antifungica YE et al., 2001
vulgaris
Musa . o
BanLec . Atividade antiviral SWANSON et al., 2010
acuminata
Sementes
PpelL de Parkia Atividade antiviral FAVACHO et al., 2007
pendula
Sementes Atividade
ConBr de Canavalia o SILVA et al., 2009
.. . cicatrizante
brasiliensis
Cramoll Sementes de  Atividade MELO et al., 2011; PEREIRA et al.,
1,4 Cratylia mollis  cicatrizante 2012
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Tabela 1. Lectinas vegetais que tém sido relatadas como candidatas a potenciais ferramentas
terapéuticas.

2| ESTRUTURA E PROPRIEDADES DAS LECTINAS

Otermo lectina vem do latim “legere” que significa escolher, selecionar. Esse termo
somente foi proposto apds a visualizacdo macroscopica da hemaglutinagéo seletiva
utilizando eritrécitos coletados de diferentes espécies animais (BOYD; SHAPLEIGH,
1954).

Geralmente, as lectinas sao constituidas de protbmeros com caracteristicas
estruturais que tém sido uteis para agrupa-las em familias (VAN DAMME et al., 1998).
O arranjo tridimensional diferencial desses protdmeros € responsavel pela grande
diversidade de estruturas quartenarias ja descritas. Independente da diversidade
estrutural, as lectinas mantém como propriedade comum a capacidade de ligar-se a
carboidratos e discriminar glicoconjugados complexos de acordo com suas estruturas
lineares, ou seja, a composicao dos monossacarideos e a natureza do padrdo de
ligagcbes glicosidicas (WU et al., 2000; RAMOS et al., 2002). As lectinas apresentam
origem ndo imunoldgica, ou seja, elas ndo sdo um anticorpo anticarboidrato e ndo sdo
produzidas como resposta do sistema imune (FUSTER et al., 2003).

A ligagao entre lectinas e carboidratos envolve um conjunto de interagdes
relativamente fracas que resultam de uma afinidade quimica e permitem a desvinculacéo
de seus ligantes ap0s certo tempo. Desse modo, o0 mecanismo dessa ligacdo garante
gue ela ocorra com especificidade e apresente carater reversivel. As interagdes entre
lectinas e carboidratos envolvem pontes de hidrogénio, forcas de Van Der Waals,
interacdes hidrofdbicas e coordenacdo metalica (FIGUEIROA et al., 2017).

O ensaio para deteccdo da presenca de lectinas em determinada amostra
€ realizado utilizando-se eritrocitos humanos ou de outros animais e tem como
fundamento a capacidade das lectinas em interagir com carboidratos da superficie




celular. Aligagdo cruzada entre as moléculas de lectina e os carboidratos da superficie
de diferentes eritrocitos forma uma malha ou rede de aglutinacéo (Figura 1A).

Outros compostos que eventualmente estdo presentes em amostras vegetais,
incluindo os taninos, podem causar dispersao dos eritrocitos. Essa dispersao apresenta
0 mesmo padrao visual que o fendmeno da hemaglutinacdo. Dessa forma, para
confirmar se o efeito observado € decorrente da presenca de lectinas, costuma-se
realizar um ensaio de inibi¢ao da atividade hemaglutinante em presenga de uma solucéo
concentrada contendo carboidratos livres (figura 1B). Neste ensaio, os carboidratos
livres passam a ocupar os sitios de ligacéo a carboidratos na molécula de lectina e
esta ndo pode causar aglutinacdo dos eritrécitos, os quais irdo precipitar (PAIVA et
al., 2012). Outra aplicabilidade do ensaio de inibicao da atividade hemaglutinante é
determinar a especificidade da lectina, sendo esta considerada especifica para aquele
carboidrato ou glicoconjugado que causar maior reducéo na sua atividade. A figura 2
mostra o0 aspecto do ensaio de atividade hemaglutinante em placa de microtitulacéo
evidenciando a auséncia de atividade e a formacéo da malha de hemaglutinacéo.

Y % St RPN

o P B

A

Eritrécitos evidgnciando carboidratos @ Lectina com seus dois sitios de . Carboidrato livre
da superficie da membrana ligagd@o a carboidratos

Figura 1. (A) Ensaio de atividade hemaglutinante utilizando eritrocitos humanos ou de outros
animais, empregado para deteccao da presenca de lectinas em determinada amostra. (B)
Ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante realizado em presenca de carboidratos
livres com o objetivo de confirmar a presenca de lectinas em amostras contendo atividade
hemaglutinante, ou de determinar a especificidade das lectinas detectadas.

Lectinas tém sido isoladas de plantas, algas, fungos, animais vertebrados ou
invertebrados, bactérias e virus. Em vegetais, elas sdo detectadas em varias de
espécies (LORIS, 2002; SHARON; LIS, 2004; ALENCAR et al., 2005). As sementes
de leguminosas constituem a principal fonte de lectinas, sendo estimado um teor de
até 15% de todo seu conteudo de proteinas. Porém, elas também estdao presentes
em outros tecidos vegetais, como: raiz, folha, talo, vagem, frutas, flores e casca
(LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017).

E bem conhecido que as lectinas podem estar envolvidas nos mecanismos
de defesa dos organismos multicelulares, desempenhando um importante papel na
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imunidade inata. Essa funcéo esta associada com epitopos de glicano semelhantes
que ocorrem na superficie celular de patdbgenos e que podem consistir em sitios
alvo para reconhecimento pelas lectinas (WOHLSCHLAGER et al., 2014). Esse
envolvimento das lectinas nos mecanismos de defesa dos animais e das plantas pode
estar relacionado com a sua habilidade de aglutinar e imobilizar células, bem como
na toxicidade para alguns tipos celulares, incluindo microrganismos. A interacdo das
lectinas na superficie celular pode levar a inibicdo do crescimento ou a morte por lise
celular (PROCOPIO et al., 2017a).

Auséncia de Hemaglutinacdo

Malha de hemaglutinacdo

Figura 2. Aspecto do ensaio para detecgéo da presenca de lectinas utilizando eritrécitos
mostrando a auséncia de atividade hemaglutinante e a formagéo da malha de hemaglutinagéo.

Duas evidéncias suportam o papel das lectinas no mecanismo de defesa das
plantas: I. a presenca de lectinas nos sitios de invasao por agentes infecciosos e Il. a
capacidade de ligacéo de lectinas a parede celular de varios fungos e sua habilidade
em inibir o crescimento e a germinacéo de esporos (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).
De fato, o papel de lectinas no mecanismo de defesa de plantas pode ter evoluido da
capacidade destas proteinas em aglutinar e imobilizar microrganismos (KHEEREE et
al., 2010).

31 LECTINAS COMO FERRAMENTAS TERAPEUTICAS

Um levantamento feito até o ano de 2006 nos mercados farmacéuticos da América
do Norte, Europa e Japao mostrou que 48,6% do total de 155 farmacos anticancer
clinicamente aprovados provém de produtos naturais (NEWMAN; CRAGG, 2007).
Neste sentido, as lectinas de plantas chamam a atencao de pesquisadores da area
devido a sua capacidade antiproliferativa versatil (LI et al., 2010; ALBUQUERQUE et
al., 2014) e indutora de morte celular programada incluindo apoptose e autofagia em
células cancerigenas (LIU; MIN; BAO, 2009; LIU; BIAN; BAO, 2010)

Exemplos interessantes sdo a concanavalina A (ConA) que é uma proteina com
dominio de lectina purificada de uma leguminosa (Canavalia ensiformis), a lectina da
Polygonatum cyrtonema (PCL) da familia GNA e as lectinas do visco (MLs) da familia
ricina-B (proteina inativadora de ribossomos), que exibem atividade antitumoral notavel
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por induzirem tanto apoptose quanto morte celular autofagica (ZHANG et al., 2012).

Trés hipOteses existem para tentar entender como as lectinas de plantas
determinam a morte de varios tipos de células cancerigenas: I. A lectina pode entrar
na célula por endocitose e localizar seletivamente o seu alvo (por exemplo, alguma
organela); Il. A lectina pode ligar-se a receptores glicosilados, iniciando uma cascata
de sinalizacao e lll. A lectina pode causar inativagao direta dos ribossomos (LIU et al.,
2013).

Muitas lectinas de plantas séo toxicas para células humanas saudaveis ou podem
produzir resposta de resisténcia a medicamentos; uma solugéo para isso poderia ser
a modificacdo da molécula de lectina por mutacéo direta, com o objetivo de conceber
outra substancia sintética ideal como droga antitumor para utilizagéo terapéutica com
maior eficiéncia e menor toxicidade (MAIESE et al., 2012).

Além do efeito citotoxico, algumas lectinas de plantas tém sido utilizadas como
ferramenta diagnostica para diferenciar tumores malignos de benignos, e para marcar
o grau de glicosilacdo associado com a metastase tumoral (LIU et al., 2013). Essa
aplicacao é possivel devido a reconhecida alteracdo no padrao de glicosilacédo das
células tumorais quando comparadas as células saudaveis, entre outros motivos,
devido a expresséo diferencial de enzimas da via de glicosilacéo.

ConAfoi a primeira lectina de leguminosa a ser purificada e cristalizada (SUMNER,;
HOWELL, 1936). Desde entado, essa lectina tem sido intensamente estudada e até
utilizada como padrédo em estudos utilizando outras lectinas. Muitos destes relatos
apontam ConA como uma potente ferramenta citotoxica que induz apoptose em
fibroblastos (KULKARNI; MCCULLOCH, 1995), neurbnios (CRIBBS et al., 1996),
macréfagos da linhagem PU5-1.8 (SUEN et al., 2000), células A375 de melanoma
humano e HepG2 de carcinoma hepatocelular humano (LIU; MIN; BAO, 2009). Além
disso, foi demonstrado que ConA liga-se preferencialmente a astrocitos reativos,
(GERVASI; KWOK; FAWCETT, 2008), desencadeando morte celular apoptbtica nessas
células (YOSHIDA; NAGAI, 2009).

Inducdo de morte celular autofagica por ConA foi mostrada em células de
hepatoma (LI et al., 2010) e na linhagem de glioma U87 (PRATT et al., 2012). Trabalhos
tém mostrado que tanto a apoptose quanto a autofagia induzida por ConA ocorrem de
forma mediada pelas mitocéndrias (CHANG et al., 2007; LIU; MIN; BAO, 2009; LI
et al., 2010). Além da inducdo de apoptose e autofagia, acdo antiangiogénica e de
imunomodulacéo também foram descritas para a ConA. Knaut (2016) reportou que
ConA e Dviol (Lectina extraida da semente de Dioclea violacea), induzem a morte
celular autofagica de células C6 de glioma de rato.

Varias outras lectinas de plantas apresentaram toxicidade para células malignas
“in vitro”. Por exemplo, a lectina de Amaranthus caudatus (ACA) apresentou atividade
citotoxica e antiproliferativa contra células cancerigenas do co6lon humano (YU et
al., 2001). A aglutinina (WGA) do trigo (Tritcum aestivum L.) foi capaz de se ligar
a receptores de membrana de células de carcinoma pancreatico humano, sendo
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internalizada e promovendo a apoptose e a condensacéo da cromatina (SCHWARZ et
al., 1999). Embora as lectinas parecam ter grande potencial como agentes antitumoral,
mais pesquisas ainda sdo necessarias e devem incluir uma abordagem gendémica e
protebmica.

Conforme sera discutido a seguir, muitos estudos tém sido desenvolvidos
no cenario cientifico internacional com o objetivo de apontar novos terapéuticos
antimicrobianos de origem natural, incluindo as lectinas. Entretanto, trabalhos que
revelem o mecanismo de agdo antibacteriana ou antifungica ainda s&o minoria. A
definicao desses mecanismos € um importante passo para a efetiva aplicacao de novas
drogas, uma vez que pode ser util para definir estratégias de administracéo, aumentar
a eficacia de possiveis formulagdes ou propor 0 uso como sinergistas de antibibticos ja
utilizados, bem como prever mecanismos provaveis de futura e inevitavel resisténcia
microbiana.

De fato, a parede celular das bactérias dificulta a interagcéo entre glicoconjugados
da membrana celular e proteinas ligadoras de carboidratos, além de dificultar a
entrada dessas proteinas na célula. Contudo, a atividade antibacteriana contra
bactérias Gram-positivas ou Gran-negativas depende da interacdo das lectinas com
componentes da parede celular, incluindo acido teicoico e teicurénico, peptidoglicanos,
e lipopolissacaridios através de ligagbes fracas como pontes de hidrogénio e interacbes
hidrofébicas (PAIVA et al., 2010).

Apesar dessa dificuldade das lectinas em interagir com a membrana bacteriana
ou penetrar na célula devido a presenca da parede celular, algumas lectinas tém sido
relacionadas com a capacidade de formar poros, o que causa a permeabilizacao da
membrana bacteriana, resultando na extrusao do conteudo celular. Um interessante
exemplo é a lectina denominada Regllla, a qual juntamente com outras lectinas tipo
C Reglll séo proteinas que melhoram a tolerancia a microbiota intestinal por impedir
a interacdo da bactéria com o epitélio intestinal humano. Mukherjee et al. (2014),
através da quantificacdo da absorcéo do corante fluorescente SYTOX green, ao qual
a membrana celular € impermeavel sob condi¢des normais, demonstraram que essa
lectina liga fosfolipidios da membrana de bactérias Gram-positivas, causando a morte
pela indugcédo da formac&o de um poro hexamérico.

Em adicdo, os autores observaram que a lectina induz o rapido efluxo do
corante fluorescente carboxyfluoresceina de lipossomas contendo fosfolipidios
acidos. Esse dado indicou que as interacdes de Regllla com a bicamada lipidica
envolve interacdes eletrostaticas entre a lectina e lipidios &cidos na membrana
bacteriana. Interessantemente, a atividade formadora de poro de Regllla foi inibida
por lipopolissacarideos, 0s principais constituintes da membrana externa de bactérias
Gram-negativas, explicando porque Regllla é apenas bactericida contra Gram-
positivas.

A lectina RegllIB, a qual tem sua expressao regulada em resposta a colonizagcao
bacteriana nointestino de murinos, é habilem ligar a porcao lipidica do lipopolissacarideo
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(LPS), o principal componente da membrana externa de bactérias Gram-negativas
(MIKI; HARDT, 2013). Estes autores mostraram que a cobertura da face exposta
do lipidio A por um anticorpo anti-lipidio A na membrana de Salmonella typhimurium
resulta na inibicao do efeito bactericida de RegllIf, e concluiram que a interacao entre
a lectina e o LPS na superficie da bactéria é essencial para a atividade antibacteriana.
Ainda, experimentos utilizando um corante fluorescente para intercalacdo com DNA
(brometo de etidio) revelaram que ReglliB é realmente capaz de permeabilizar a
membrana externa de S. typhimurium.

Moura et al. (2015) reportaram a atividade antibacteriana da lectina soluvel em
agua isolada das sementes de Moringa oleifera (WSMoL) contra bactérias corrosivas.
Os Estes autores mostraram que o tratamento de Serratia marcescens com WSMoL
resultou na perda da integridade da parede e da membrana celular e na forte extrusao
de proteinas intracelulares de uma forma dose-dependente, sugerindo que este é um
outro exemplo de lectina habil em alterar a permeabilidade da membrana celular de
bactérias.

A lectina do germe de trigo (WGA) causou aglutinacéo de células de Neisseria
gonorrhoeae e o0s autores sugeriram a sua aplicacédo para o diagnostico de gonorreia
(SCHAEFER et al., 1979). A lectina das sementes de Archidendron jiringa Nielsen,
mesmo em baixas concentracdes, purificada por cromatografia de afinidade em ConA
- Sepharose 4B, inibiu o crescimento das bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus
aureus e da levedura Candida albicans (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

Ratanapo, Ngamjunyaporn e Chulavatnatol (2001) mostraram que as lectinas
provenientes das folhas da Morus alba (MLL 1 e MLL2) ligam de maneira especifica
o acido N-glicosilneuraminico, sendo citotoxicas para bactérias fitopatogénicas, o que
pode ser um reflexo do envolvimento dessa lectina na defesa da planta. Athamna et al.
(2006) analisaram os diferentes padrdes de aglutinacdo de bactérias promovidas por
23 lectinas e mostraram que a interacdo lectina-bactéria € uma boa ferramenta para
identificar rapidamente espécies de Mycobacterium.

A atividade antifungica de lectinas também tem sido reportada, e esta
comumente associada com a habilidade dessas proteinas em interagir com residuos
de N-acetilglicosamina na quitina da parede celular dos fungos, resultando na agéo
inibidora do crescimento e do desenvolvimento desses microrganismos, na reducao
da absorcao de nutrientes, ou também interferindo no processo de germinacéo de
esporos. A inibicdo do crescimento fungico pode resultar da ligagéo das lectinas nas
hifas, levando a pobre absorcéo de nutrientes. As lectinas também podem interferir na
germinacdo de esporos ou prejudicar a sintese ou a deposi¢cao de quitina na parede
celular (SA et al., 2009; COELHO et al., 2017).

Em 1936, Sumner e Howell mostraram em seus estudos classicos que a ConAera
capaz de aglutinar espécies de Mycobacterium e Actinomyces. Nos ultimos anos, as
pesquisas com lectinas antifungicas tém se intensificado. Estudos mais aprofundados
revelaram que a lectina isolada da folha de Calliandra surinamensis (Casul) foi habil
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em inibir o crescimento de Candida krusei, e microscopia de contraste de interferéncia
diferencial (DIC) revelou que a lectina induziu alteracées morfoldgicas drasticas,
incluindo retracdo do conteudo citoplasmatico e a presenca de ruptura celular ou
detritos celulares (PROCOPIO et al., 2017b).

O tratamento com CasulL também pode ter prejudicado a divisdo celular de C.
krusei uma vez que os autores observaram muitas células com brotamento ou divis&o
celular incompleta. Em adicéo, trabalhando com o fluorocromo calcofluor, o qual é
capaz de ligar a quitina presente na parede cellular da levedura e pode ser usado para
indicar sua integridade, Os autores observaram que CasuL afetou a integridade da
parede celular de C. krusei, e concluiram que isso pode ser devido a desintegracao da
parede celular ou a ligagao entre a lectina e a quitina, impedindo a sintese de novo da
parede celular durante o desenvolvimento ou a diviséo celular da levedura.

Lectinas antifungicas também séo habeis em causar mudancas na permeabilidade
celular dos fungos, como é o caso da lectina de plantulas de Helianthus annuus
(sunflower) denominada Helja. Essa lectina causou alteragcdo na permeabilidade da
membrana plasmatica de Candida tropicalis, Pichia membranifasciens, e Candida
albicans, e estes resultados foram detectados através de microscopia de fluorescéncia
(REGENTE et al., 2014). O tratamento de C. tropicalis com a lectina Helja também
resultou na produgéo de espécies reativas de oxigénio.

A lectina isolada da semente de Lutzelburgia auriculata (LAL), que se liga a
N-acetil-D-galactosamina, D-lactose, D-melibiose, D-galactose ou rafinose, inibiu
o crescimento de Colletotrichum lindemuthianum, Fusarium solani e Aspergillus
Niger (OLIVEIRA et al., 2002; MELO et al., 2005), enquanto a lectina da semente de
Phaseolus vulgaris (PHA) suprimiu o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum,
Coprinus comatus e Rhizoctonia solani (YE et al., 2001).

O efeito de lectinas sobre virus também tem sido estudado e a atividade antiviral
dessas proteinas parece depender da sua habilidade em se ligar a oligossacarideos
gue contém manose presentes nas superficies das glicoproteinas do envelope viral
(BOTOS; WLODAWER, 2005; BALZARINI, 2006). Essa interacao entre as lectinas
e as glicoproteinas virais pode impedir ou dificultar a interacdo com as células
hospedeiras. Lectinas que se utilizam deste mecanismo séo conhecidas como lectinas
ligantes de manose (MBL) (LIU et al., 2014). A lectina de banana (Musa acuminata),
denominada BanLec, foi capaz de ligar uma proteina glicosilada do envelope do virus
HIV-1, bloqueando sua entrada na célula hospedeira (SWANSON et al., 2010).

A lectina de sementes de Parkia pendula (Ppel) inibiu a infectividade do
citomegalovirus humano (HCMV) “in vitro’, mas nao foi capaz de atuar sobre o virus 6
da herpes humana (HIV-6) sugerindo especificidade e seletividade para esta atividade
(FAVACHO et al., 2007).

A aplicabilidade das lectinas no reparo de lesdes tem estimulado muitos estudos
nessa area como os que avaliaram efeitos cicatrizantes das lectinas de Dioclea violacea
(Dviol), Canavalia brasiliensis (ConBr), Canavalia ensiformis (ConA) e Cratylia mollis
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(Cramoll 1,4) em feridas cuténeas (SILVA et al., 2009; MELO et al., 2011).

Relatos prévios revelaram que a lectina ConBr esta envolvida na indugéao
da sintese de proteases com atividade colagenolitica envolvidas no processo de
cicatrizacao de feridas (SILVA et al., 2009).

A lectina extraida das sementes de C. Brasiliensis, ConBr, apresenta
especificidade para D-glucose/D-manose e atua na proliferacéo de células do sistema
imunoldgico e na producéo de citocinas em ratos (SILVA et al., 2011). Dubois et al.
(1998) demostraram que a lectina ConA induz a producéo da MMP-9 (gelatinase B)
por linfocitos in vitro; essa protease em associacdo com a MMP-2 (gelatinase A) &
fundamental para o processo de cicatrizacao de feridas e reparo tecidual (SILVA et al.,
2009).

Aaplicacao topica de hidrogel contendo Cramoll 1,4 no tratamento de queimaduras
de segundo grau acelerou a granulagéo, retracdo e o processo reepitelizacdo em
feridas cuténeas de ratos (PEREIRA et al., 2012). Melo et al. (2011), mostraram que
o tratamento de feridas cutdneas em camundongos normais e imunocomprometidos
com Cramoll 1,4 promoveu excelente fechamento e reparo das feridas em menor
tempo quando comparado com o grupo controle.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Acapacidade das lectinas em reconhecer carboidratos, precipitar glicoconjugados
e aglutinar varios tipos celulares acarreta nas diversas aplicagdes biologicas e
biotecnoldgicas descritas nesta revisdo, e expressas pela capacidade de combater
infeccoes e inflamacgdes, revelar a presenca de células anormais ou atuar como
biomarcadores em varias doencgas, ou ainda atuar nos processos de cicatrizacdo
através da inducao do fechamento de feridas e da reepitelizacao de tecidos injuriados.
A utilizacéo de lectinas para produgdo de novos farmacos torna-se vantajosa diante
da alta toxicidade que alguns agentes terapéuticos utilizados atualmente exercem
sobre células saudaveis do hospedeiro, o que se reflete em fortes efeitos colaterais
comumente observados em diversas terapias. Em adicdo, € também vantajoso
0 emprego das lectinas como novas alternativas para tratar infecgdes microbianas
devido ao reconhecido desenvolvimento de resisténcia por diversas espécies de
microorganismos aos antibioticos atualmente utilizados. Em concluséo, as lectinas
parecem ser alternativas interessantes para melhoria na qualidade do diagnéstico e
sucesso terapéutico.
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RESUMO: Embora existam financiamentos
para pesquisas relacionadas as doencas
negligenciadas, o conhecimento produzido nem
sempre se reverte em avancos terapéuticos,
como, por exemplo, novos farmacos, vacinas e
métodos de diagnésticos. O baixo numero de
medicamentos desenvolvidos para doencas
negligenciadas €& devido principalmente
pelo baixo interesse comercial da industria
farmacéutica, dos 0Orgaos governamentais e
dos pesquisadores. De modo geral, os poucos
medicamentos existentes sao ultrapassados,
muitos deles apresentam resisténcia pelos
agentes etiolégicos, sdo toxicos, apresentam
efeitos colaterais e sédo dificeis de administrar.
A falta de ferramentas para diagnéstico das
Doencas Tropicais Negligenciadas (DTN), de
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NEGLIGENCIADAS

baixo custo € um problema para a identificacéo
dos pacientes infectados, confirmagcao de cura
e monitoramento do impacto do tratamento
em massa. Observa-se que existem inumeras
dificuldades no combate as DTN, sé&o
obstaculos que impedem o desenvolvimento
de novas tecnologias, producdo, Pesquisa e
Desenvolvimento (P&D) de estratégias efetivas
de controle. Desta forma, as medidas de
combate as DTN devem ser fortalecidas e os
investimentos em P&D para novos produtos
farmacéuticos, e estratégias de diagnostico
devem ser aumentados, porém também
necessita-se de medidas mais amplas de
combate as DTN, assim como saneamento
basico e melhorias de infra-estrutura.
PALAVRAS-CHAVE: Tratamento, diagnostico,
controle e investimentos.

11 INTRODUCAO

As DTN s&o um problema para a sociedade
ha muitos anos, pois afetam principalmente as
populagdes que vivem em ambientes marcados
pela pobreza. Segundo a Organizagcao Mundial
da Saude (OMS) as DTN formam um grupo de
17 enfermidades que acometem principalmente
as regibes tropicais, das quais a maioria
ja foi altamente prevalente, porém com o

desenvolvimento social algumas tornaram-
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se menos frequentes (ANDRADE; ROCHA, 2015). Aproximadamente um bilh&o de
pessoas sao acometidas por uma ou mais DTN, o que provoca cerca de 534.000
mortes por ano (MACHADO et al., 2009). As infec¢des por estas doengas provocam
sérios impactos sociais, politicos e econémicos pois podem ocasionar incapacidades
e deficiéncias nos infectados (LINDOSO; LINDOSO, 2009). Conjuntamente com o0s
desafios econdémicos, 0s paises sdo caracterizados pela ocorréncia de infeccoes
endémicas e doencgas que ndo estao presentes ou sao raras nos paises desenvolvidos
(MACHADO et al., 2009). Os principais microrganismos causadores destas infec¢des
sado parasitas, bactérias, fungos e virus. Muitos destes patdgenos e seus vetores
possuem estratégias de controle para evitar a disseminacao de doencgas, porém varias
nao sao efetivas fazendo com que a patologia permaneca na sociedade. Algumas DTN
sao altamente prevalentes e consequentemente o seu controle torna-se mais dificil.
Segundo a OMS elas foram divididas em grupos com base no controle, na emergéncia
e na disponibilidade de medicamentos. A dengue, a tripanossomiase humana africana
e a leishmaniose estdo no principal grupo, pois ndo possuem controles efetivos e
sdo amplamente emergentes. No segundo grupo estdo a malaria, esquistossomose
e tuberculose que possuem estratégias de controle, contudo a carga da doenca
permanece. No terceiro grupo estdo doencas em que o controle foi eficiente e a
prevaléncia diminui consideravelmente para hanseniase, doenga de chagas, filariose
linfatica e oncocercose. Esta classificacdo da OMS esta relacionada com a associacéo
das enfermidades com a pobreza, com seu controle e o desenvolvimento de novos
medicamentos (LINDOSO; LINDOSO, 2009).

A P&D de novos medicamentos para o tratamento e prevencao das DTN nao &
o foco principal das grandes industrias farmacéuticas, as quais estdo voltadas para a
producdo e comercializagdo de produtos com alto valor agregado. De maneira geral,
as grandes empresas investem seus recursos de P&D em medicamentos utilizados
em tratamentos de doencas degenerativas assim como o cancer e o Alzheimer, em
que a comercializagao destes produtos geram retornos financeiros maiores, do quando
comparados com produtos para DTN (DECIT, 2010). Dados mostram que a industria
farmacéutica atua como um oligopdlio, com medicamentos em diferentes segmentos
de classes terapéuticas especificas. Além disso, 40% do mercado farmacéutico
mundial estdo de posse das 10 maiores empresas as quais sao responsaveis por
cerca de 90% dos produtos farmacéuticos para consumo humano. O diferencial da
industria brasileira é a presenca de um grupo publico de laboratérios farmacéuticos
gue produzem medicamentos, soros e vacinas voltados as necessidades do Sistema
Unico de Saude (SUS) e possui outras atividades voltadas para o combate das DTN,
acao que é ignorada pelas grandes empresas farmacéuticas e que nao faz parte
de suas estratégias de mercado. Grande parte dos medicamentos produzidos nos
laborat6rios publicos é comercializada para o préprio o Ministério da Saude (MS) com
o intuito de garantir melhores condi¢coes de saude as populagdes carentes (SOUZA et

al., 2015).
80
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O Brasil é responsavel por grande parte da quantidade de DTN na América
latina e Caribe. Isso mostra que boa parte da populagéo, principalmente a acometida
pela pobreza, esté infectada com uma ou mais DTN. Apesar de, nos ultimos anos ter
aumentado o interesse em pesquisas referentes as DTN, poucos projetos tem ido
adiante. Uma das razbes, € que estas doencas acometem, principalmente, pessoas
com baixo poder politico e econdmico, e devido a isso, ha pequeno interesse das
industrias farmacéuticas nesta area (SILVA; NICOLETTI, 2013).

A industria farmacéutica vem apresentando, ao longo de toda sua histéria, um
ritmo acelerado de inovacgbes tecnoldgicas, necessaria para sua sobrevivéncia no
mercado e que resultaram em um fluxo continuo de novos produtos. Essas foram
quase sempre implementadas por empresas a partir de elevados investimentos em
P&D tecnolégico, mas em estreita cooperacdo com outras instituicdes, em geral
publicas ou sem fins lucrativos (BASTOS, 2006). Entretanto, no periodo entre 1975 e
2004, apenas 1% dos 1.535 novos farmacos registrados foram destinados as Doencas
Tropicais Negligenciadas (DIAS; DESSQY, 2009). Este pequeno numero de farmacos
sugere que o investimento em P&D para elaboracdo de novos compostos para DTN é
inadequado, como evidencia disto, o investimento em malaria e pelo menos 80 vezes
menor que o para HIV/ AIDS (VIDOTTI; CASTRO, 2009).

2| TRATAMENTO PARA DOENCAS TROPICAIS NEGLIGENCIADAS

Muitos dos medicamentos utilizados no tratamento das DTN foram desenvolvidos
h& décadas, apresentam alta toxicidade e desencadeiam efeitos colaterais, como os
farmacos de primeira e segunda escolha para o tratamento da leishmaniose, onde
as duas opcobes acarretam problemas ao doente. Ademais, como no tratamento da
tuberculose, os farmacos necessitam serem administrados por um longo periodo para
serem eficazes, o que leva grande parte dos infectados a abandonarem a terapia
(NICOLETTI; LOPES DA SILVA, 2014).

Os laboratérios publicos de administracdo direta sofrem com a falta de
flexibilidade e agilidade gerenciais, especialmente no que se refere a aquisicao de
insumos, comprometendo, muitas vezes, 0s prazos de entrega ou o engajamento dos
laboratorios em compromissos de vulto com quantidades pré-estabelecidas. Devido a
falta de investimento, os laboratorios oficiais que sdo reféns dos grandes laboratérios
internacionais, em um mercado orientado pela competitividade nainovacgéao tecnolégica,
podem contribuir para aumentar a concorréncia no setor e sobretudo, facilitar o acesso
das pessoas de baixa renda aos medicamentos, em especial aos de uso continuo
(ANDRADE DE OLIVEIRA; LABRAI; BERMUDEZI, 2006).

As drogas mais difundidas na quimioterapia da doenca de chagas sao o
nifurtimox e benzonidazol, sendo apenas a ultima disponivel no Brasil. Desenvolvidos
h& mais de 40 anos, sao apenas eficazes na fase aguda da doenca e necessitam de
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um longo periodo para uma acgéo terapéutica efetiva. Estas drogas estdo longe de
serem conceituadas como adequadas no que diz respeito a toxicidade e na atividade
exercida sobre os diferentes parasitas (ARAUJO, 2010).

A primeira alternativa de tratamento para a hanseniase comeg¢ou com a dapsona,
rifampicina e clofazimina sendo utilizadas como monoterapia e apresentando resisténcia
e efeitos colaterais. Posteriormente, a OMS incluiu a Poliquimioterapia (PQT), que se
mostrou util e com menos efeitos adversos. Entretanto, mesmo com esta opc¢ao, as
metas de eliminagéo da doenca ainda nao foram alcancadas em razéo da resisténcia
medicamentosa ainda persistir, além da existéncia de falhas nas informagdes para o
aprimoramento da terapéutica proposta e do baixo numero de profissionais capacitados
(NICOLETTI; LOPES DA SILVA, 2014).

As drogas mais utilizadas para o tratamento da esquistossomose séo praziquantel
e oxamniquina, que se mostram relativamente eficazes na agcéo esquistossomicida e
com poucos efeitos adversos, mas deixam a desejar na erradicacdo da doenca, pois
nao interrompem a transmissao da parasitose. (SOEIRO, et al, 2009)

A farmacoterapia das leishmanioses constitui-se de poucas opcdes como 0s
antimoniais pentavalentes, anfotericina B e pentamidina e apresentam alta incidéncia
de resisténcia pelo parasita. O antimoniato de meglumina foi estabelecido pela OMS
como a droga de primeira escolha para o tratamento da leishmaniose visceral e de
todas as formas clinicas, porém, é um farmaco que exige cuidados especiais na sua
administracdo em razdo da sua cardiotoxicidade, hepatotoxicidade e nefrotoxicidade
(SILVA JUNIOR, 2016).

Entre as opg¢des de antimalaricos esta a cloroquina (CQ), que pertence a
classe das aminoquinilinas e que vem sendo até hoje um farmaco barato e eficaz no
tratamento da doenca. A resisténcia frente a cloroquina ja vem sendo observada em
varios casos, o que indica a necessidade do desenvolvimento de novas drogas para
malaria (FRANCISCO; VARGAS, 2010).

No Brasil, foi organizada, em 2003, a primeira Conferéncia Nacional de
Medicamentos e Assisténcia Farmacéutica. Nesta, foram adotadas proposicoes que
visam a criacédo de politica publica especifica para P&D de farmacos e medicamentos
conforme as necessidades de saude, seguindo critérios epidemioldgicos e sociais
(VIDOTTI, 2007).

Como uma das agdes tomadas no objetivo de intervir nessa situagéo, a Iniciativa
de Drogas para Doencas Negligenciadas (DNDi) pesquisa e desenvolve novos
tratamentos para as doencas negligenciadas e tem como parceiros fundadores
o Instituto Pasteur, na Franca, a Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), no Brasil, o
Ministério da Saude da Malasia e os institutos de pesquisa clinica da india e do Quénia
(PONTES, 2009).

Segundo o DNDi alguns novos tratamentos estao disponiveis para as principais
doencas negligenciadas, no tratamento da malaria o ASAQ combinagcédo em dose fixa de
artesunato (AS) e amodiaquina (AQ), lancada em 2007 em parceria com a Sanofi, esta
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disponivel em 33 paises nos quais 170 milhdes de tratamentos ja foram distribuidos;
e ASMQ: combinacédo de artesunato (AS) e mefloquina (MQ) em 2008 registrada no
Brasil, disponivel na india, Malasia e Myanmar, com 100 mil tratamentos distribuidos.
Para doenca de chagas o Benznidazol em dosagem pediatrica que possibilita tratar
pacientes com até dois anos de idade na fase aguda da doenca, registrada no Brasil
(DNDI, 2016).

31 DIAGNOSTICO

Uma das dificuldades para diagnostico das DTN é a falta de ferramentas
prontamente disponiveis, faceis de usar, confidveis, de baixo custo de diagnostico
que fazem o monitoramento do impacto dos programas de tratamento em massa,
e acompanhamento de doencas com possiblidade de re-infeccdo. Enquanto
recentemente tem havido um maior reconhecimento do papel dos diagnosticos, ha
falta de financiamento. O investimento no desenvolvimento de diagnosticos adequados
possibilitara a deteccédo precoce das doencas. Para doencas controladas através
de programas de tratamento em massa, é preciso testes para identificar e mapear
as populacbes que necessitam de tratamento e aqueles em que a transmissao foi
interrompida com sucesso. Novos diagnoésticos também séao extremamente importantes
para o monitoramento da eliminacao e progresso, e da vigilancia continua (HOTEZ et
al, apud Muray S., 2014).

Diagnosticos de baixa qualidade podem atrasar ou evitar o tratamento adequado,
0 que resulta em tratamento desnecessario com terapias que podem ser mal tolerados,
ou ambos. Porque as DTN sao normalmente encontradas em ambientes com sistemas
de saude frageis com infra-estrutura laboratorial fracos, sdo necessarios testes de
diagnostico sensiveis e especificos nos locais de atendimento; no entanto, a auséncia
de um mercado rentavel tem desencorajado as empresas comerciais de investir no
desenvolvimento de testes para DTN (LAMMIE et al, 2011).

No entanto, atualmente ainda estamos no estadgio de descobertas de
biomarcadores para novos diagnésticos das doencas como chagas e helmintiases
transmitidas pelo solo. Para outras, ha pouco no horizonte de desenvolvimento e ndo
ha financiamento disponivel (HOTEZ et al, 2016).

41 ESTRATEGIAS DE CONTROLE E INVESTIMENTOS PARA AS DTN

O Brasil é responsavel por grande parte da quantidade de DTN na América
latina e Caribe. Isso mostra que boa parte da populagéo, principalmente a acometida
pela pobreza, esta infectada com uma ou mais DTN. Apesar de, nos ultimos anos ter
aumentado o interesse em pesquisas referentes as DTN, poucos projetos tem ido
adiante. Uma das razbes, € que estas doencas acometem, principalmente, pessoas
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com baixo poder politico e econémico, e devido a isso, had pequeno interesse das
industrias farmacéuticas nesta area (SILVA; NICOLETTI, 2013).

Essas doencas persistem devido as multiplas causas, falha de ciéncia, ou seja,
conhecimentos insuficientes, o0 que requer uma reorganizacao do sistema nacional de
pesquisa levando em conta a construcao de um elo entre a producao do conhecimento
e sua aplicagao nos diversos setores. Outra causa, seria a falha de mercado, isto &,
alto custo de medicamentos ou vacinas, o que exigem mecanismos inovadores de
financiamento ou negociaces. A falha da saude publica pode ser uma das principais
causas da persisténcia destas doencas na sociedade, os planejamentos deficientes
para diagnosticos e tratamentos exigem novas estratégias de intervencao (VILLA,
2009).

Com base neste cenario, 0 MS comecou a realizar oficinas de prioridades onde
reunia pesquisadores, gestores e profissionais de saude para estabelecer temas de
pesquisas para estruturar editais publicos. Com a formacgao destas redes de pesquisa
0 objetivo era obter novas fontes de financiamentos, e recrutar novos colaboradores
para a partilha de conhecimentos e com isso resolver os problemas sociais e de saude
publica (SILVA; NICOLETTI, 2013)

Em 2003 iniciou as primeiras atividades do MS com foco nas DTN, com a
abertura do edital para tuberculose,e nos dois anos seguintes surgiram editais para
dengue e hanseniase. Em 2006 foi realizada a primeira oficina de prioridades em
DTN, em que deu inicio ao Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Doencas
Negligenciadas no Brasil. Neste Programa foram estabelecidas algumas prioridades
com base na epidemiologia das DTN, em que se destacaram os editais para maléaria
e dengue. O edital “Rede Maléria“ foi criado em 2009 e teve a participacao dezessete
estados brasileiros onde a doenca era mais prevalente. Estes editais receberam
investimentos financeiros milionarios, sendo 15,4 milhdes e 22,7 milhdes, para cada
doenca, respectivamente (SILVA; NICOLETTI, 2013).

O Brasil tem liderado a procura de solu¢des no combate as DTN, financiamentos
para o combate a dengue torna-o como um dos principais paises em desenvolvimento,
engajado nas pesquisas para o fim da doenca. Apesar de significativos, estes
investimentos ainda sdo poucos na area das DTN, principalmente quando sé&o
comparados com os que foram feitos para outras doencas, como a AIDS (SILVA EL;
NICOLETTI MA, 2013). De 2003 a 2007 o auxilio publico para projetos de saude como
AIDS/HIV foide 36,6 %, para a malaria foi de 3,6%, para tuberculose de 2,2%, enquanto
qgue para as demais DTN ndo chegou a 1% (LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).
Em 2014, MS repassou para estados e municipios brasileiros o valor de R$ 150
milhdes para que fossem investidos em atividades de prevencéo, medidas de melhoria
da assisténcia e de contingéncia. Os repasses de verbas do MS para o combate ao
mosquito Aedes Aegypti, transmissor da dengue, tem se mantido crescente nos ultimos
anos. Em 2011, o valor investido era de R$ 970,4 mil, o que representa um acréscimo
de 28,8% nos recursos ao longo de cinco anos. Outro destaque do MS, foi em 2015,
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o investimento de R$ 23 milhdes na compra de inseticidas e larvicidas. O governo
federal destinou o recurso de R$ 1,27 bilhdo para o desenvolvimento das acdes de
vigilancia em saude, incluindo o combate ao mosquito Aedes aegypti em 2016. Além
de intensificar as acées e medidas de vigilancia, prevencéo e controle da dengue,
febre chikungunya e Zika. Ademais, o0 MS realiza a aquisi¢cao de insumos estratégicos
e kits de diagnoésticos, para auxiliar os gestores locais no combate ao mosquito. O
MS também acompanha outras iniciativas, como o uso de mosquitos geneticamente
modificados, uso de telas impregnada de inseticida em portas e janelas, sistema de
deteccdo de epidemias, dentre outras a¢des (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

Ha diversas parcerias nacionais e internacionais que foram criadas ao longo
do tempo para o enfrentamento das DTN. Desde 2014 a Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), em parceria com MS, desenvolve o projeto “Eliminar a Dengue: Desafio
Brasil” o objetivo do projeto é propor o uso de uma bactéria naturalmente encontrada
no meio ambiente, a Wolbachia (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Esta bactéria,
quando presente no Aedes aegypti, é capaz de impedir a transmisséo da dengue e
chikungunya pelo mosquito (HOFFMANN et al., 2011). Estudos também estdo sendo
realizados para mensurar o impacto dela na transmissao do virus Zika. E importante
ressaltar que esta iniciativa ndo possui fins lucrativos, € uma abordagem inovadora
para reduzir a transmissdo de DENV (virus da dengue) pelo Aedes aegypti de forma
natural e autossuficiente. A pesquisa é inovadora no Brasil e na América Latina, porém
estudos ja foram realizados, com sucesso, na Austréalia, Vietna e Indonésia, onde nao
existem relatos de aumento dos casos de microcefalia (MINISTERIO DA SAUDE,
2016).

Outro exemplo de parceria realizada em 2015 foi a estabelecida entre a
Organizacado britanica Ross Funde a Fundagéo Biil & Melinda Gates, a qual tem
realizado recentemente inUmeros esforcos a fim de combater a maléaria. O resultado
desta parceria foi um investimento aproximadode US$ 1,5 bilhdo no desenvolvimento
de vacinas e inseticidas para combater o mosquito transmissor da doenca e seus
efeitos. Segundo o Journal The times of London a uniao do Governo Federal britanico
e Bill Gates vai proporcionar o investimento de US$ 4,3 bilhdes em pesquisas para
erradicar a malaria. O montante sera investido ao longo dos proximos cinco anos. A
fundacao de Gates doara cerca de US$ 285 milhdes ao ano, ao passo que, outros
US$ 715 milhdes sairdo dos cofres publicos britdnicos todos os anos, enquanto durar
a parceria. Tanto o governo britanico quanto Gates acreditam que novos inseticidas
devem ser desenvolvidos até 2020 a fim de evitar que a situacao da malaria se torne
ainda pior (THE TIMES OF LONDON, 2016).

Anivel nacional, o estado Mato Grosso, tendo em vista alto numero de notificagcdes
de hanseniase, sendo o0 estado com maior numero de casos, promoveu uma agao
juntamente com Secretaria de Saude do estado e apresentou um “Plano Estratégico
para Enfrentamento da Hanseniase”, definindo metas para o periodo de 2016-2019,
com investimento proximo dos R$ 14 milhdes (PORTAL BRASIL, 2015). Em 2016

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 9




a OMS também apresentou estratégias para reforcar as medidas de controle desta
doenca a nivel mundial. O objetivo deste projeto com duragdo de 2016-2020 é evitar
as deficiéncias e deformidades, principalmente em criangas, que sao acometidas por
esta doenca nos paises endémicos (WHO', 2013).

Atuberculose também é uma doenca negligenciada e altamente prevalente, para
seu controle e prevencdo em paises menos desenvolvidos foram disponibilizados em
2016, 6,6 bilhdes de dblares. Embora pareca um recurso de grande propor¢cao, este
investimento mundial ainda estd aquém em aproximadamente 2 bilhdes de doélares,
sendo essencial 8,3 bilhdes para que houvesse condicbes adequadas de cuidado,
prevencao e controle da tuberculose. Alguns paises subdesenvolvidos permanecem
dependendo de doadores, através de financiamentos internacionais, como o Fundo
Global de Combate a AIDS, Tuberculose e Malaria, com mais de 75% do recurso
proveniente deste Fundo (WHQO?, 2016).

51 CONSIDERACOES FINAIS

Observa-se que existem inumeras dificuldades no combate as DTN, sao
obstaculos que impedem o desenvolvimento de novas tecnologias, produg¢do, P&D
de estratégias efetivas de controle, e que sejam aplicadas a prevencao das DTN.
Com isso, ressalta-se a importancia de ampliar os investimentos em pesquisas, mas
também é preciso investimento por parte dos gestores e 6rgdaos governamentais
competentes em saneamento basico, condicbes de higiene da populagéo, educacgéo
e programas educativos. Tudo isso com o objetivo de promover conscientizagao e
reducéo da proliferacdo dos vetores e agentes etioldgicos destas doencas. Desta
forma, as medidas de combate as DTN devem ser fortalecidas e os investimentos em
P&D para novos produtos farmacéuticos, assim como vacinas, também devem ser
aumentados. Considera-se que apenas o tratamento farmacol6gico, mesmo profilatico
ndo sera suficiente para eliminacdo das doencas negligenciadas necessitando de
medidas mais amplas de combate. H4 uma dificuldade para o desenvolvimento
de novas ferramentas para diagnostico das DTN, devido a falta de interesse e
desenvolvimento, pois essas doencgas afetam principalmente os paises mais pobres.
Essa falta de recurso e diagnoéstico refletem na dificuldade de monitorar e confirmar a
doenga, tratamento e possivel re-infeccéo.

O ambiente que propicia a infeccdo também necessita de mudancgas
imprescindiveis. A situacédo econémica da populacdo merece maior atencao por parte
dos governantes, investimentos na infraestrutura das cidades, incluindo rede de
agua tratada e esgoto em toda extensao nacional, sédo condi¢cdes muito distantes da
realidade dos paises, como o Brasil. E a resolucéo destes fatores, que proporcionam o
desenvolvimento do pais e melhoram as condi¢bes de vida da sociedade e fariam com
que diminuisse a incidéncia das doencgas negligenciadas (SILVA; NICOLETTI, 2013).
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Pois uma maneira eficiente de combater as doencas negligenciadas é combatendo a
pobreza (LIESE; ROSENBERG; SCHRATZ, 2010).
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CAPITULO 10

AVALIACAO DA RELACAO ENTRE OS NIVEIS DE
FERRTINA E COLESTEROL LDL EM PACIENTES
ATENDIDOS PELO HOSPITAL UNIVERSITARIO DO
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RESUMO: O objetivo do presente trabalho
foi o de correlacionar os indices de ferritina e
colesterol LDL (c-LDL) de um grupo de pacientes
hospitalares. A ferritina sérica, apesar de ser
um indicador de reserva corporal de ferro, pode
estar aumentada em estados inflamatérios. O
depoésito de ferro nos macrofagos da parede
arterial € aumentado em lesdes ateroscleréticas
através do aumento da oxidacdo do colesterol
LDL. Os resultados da literatura tém sido
conflitantes em relacdo a associacdo entre
ferritina e aterosclerose, com estudos afirmando
ou negando esse possivel efeito deletério. Com
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OESTE DO PARANA

isso 0 objetivo desse trabalho foi verificar uma
possivel correlagéo entre os valores de ferritina
e c-LDL. Foi realizada coleta dos valores de
ferritina e c-LDL dos pacientes atendidos de
janeiro a junho de 2016 no Hospital Universitario
do Oeste do Parana com buscas no banco
de dados do sistema Tasy®. Os resultados
estatisticos foram analisados com auxilio do
programa estatistico R®. Nao houve correlagéo
significativa entre os valores de ferritina e c-LDL
na amostra analisada.

PALAVRAS CHAVE: Marcador inflamatorio;
Aterosclerose; Doenca cardiovascular.

ABSTRACT: LDL (c-LDL) is a group of
hospital patients. Serum ferritin, despite being
an indicator of iron body reserve, may be
increased in reference states. Iron deposition
in macrophages of the arterial wall is increased
in atherosclerotic lesions by increasing the
oxidation of LDL cholesterol. The literature
results have been conflicting with the association
between ferritin and atherosclerosis, with studies
stating or denying the possible deleterious
effect. In order to perform the first task between
the values of ferritin and c-LDL. Phase of
collection of the values of ferritin and LDL-C of
the patients attended from January to June of
2016 at the Hospital Universitario do Oeste do
Parana with no database of Tasy® system. The
results obtained were based on the statistical
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program R®. The ferritin and LDL-c levels were analyzed in the analyzed test.
KEYWORDS: Inflammatory markers, Atherosclerosis; Cardiovascular disease.

11 INTRODUCAO

O metabolismo do ferro envolve diversos componentes, como a transferrina
circulante, medula éssea, eritrdcitos e macréfagos reticuloendoteliais. O ferro
apresenta particularidades, quando em excesso € armazenado no figado, no musculo
€ incorporado a mioglobina e quantidade minima pode ser perdida pela mucosa
intestinal (LAKS, 2010).

A regulacao da quantidade de ferro corporal é realizada através do processo de
absorcéo que ocorre nos enteroécitos, na porgcao proximal do intestino delgado. Apos
os ions de ferro serem incorporados a molécula de ferritina, ocorre a conversao destes
ions ao seu estado férrico. Aproximadamente 4500 ions de ferro sdo armazenados em
cada molécula de ferritina (LAKS, 2010).

A ferritina é a principal forma de reserva de ferro. Ela se encontra basicamente
no figado e uma pequena parte se dissolve no plasma, podendo ser detectada
laboratorialmente. Devido a proporcionalidade entre ferritina total no organismo e a
parte solubilizada, a dosagem sérica pode ser usada para estimar os estoques de
ferro. Por esse motivo, dentro da avaliacdo do estado nutricional de ferro, 0 método
mais eficiente para se avaliar as reservas organicas € a dosagem de ferritina sérica
(MIRAGLIA et al., 2015).Por outro lado, possiveis interferéncias nesse tipo de analise
estdo no fato de que outros processos podem afetar a expressao plasmatica de ferritina.
Em condi¢des basais, a producéo de ferritina € regulada pela reserva de ferro, mas em
processos inflamatdrios, por exemplo, a sintese de ferritina é aumentada pela agdo da
IL-1 e de TNF. Tal processo, apesar de nao alterar o estoque real de ferro, aumenta
a expressao plasmética de ferritina, fazendo com que os niveis séricos encontrem-se
aumentados (MIRAGLIA et al., 2015).

A obesidade, por apresentar processo inflamatoério de base crbnica, é outro fator
relacionado a esse aumento. Essa relacao é explicada pela fisiologia do tecido adiposo
que, através de sua acéo enddcrina, estimula a ativacado da cascata inflamatéria. Tal
acao dificulta a avaliacado do real estado nutricional das reservas de ferro no paciente
obeso, visto que 0 aumento da ferritina pode estar associado tanto a uma possivel
deficiéncia de ferro, quanto ao processo inflamatério da prépria morbidade (MIRAGLIA
et al., 2015).

Além disso, a ferritina sérica pode ser considerada uma proteina de fase
aguda. Devido a atuacédo de citocinas que incorporam o ferro nos hepatocitos, sua
concentracdo, em contextos de inflamacéo, pode aumentar ou diminuir em até 25%
(MIRAGLIA et al., 2015; LAKS, 2010).

A variacdo da concentracédo de proteinas de fase aguda em um processo
inflamatorio é resultado da modificacdo da producéo das mesmas pelos hepatocitos.
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Embora as concentracbes dos componentes da resposta de fase aguda geralmente
aumentam simultaneamente, nem todas aumentam da mesma forma em pacientes
com a mesma enfermidade (LAKS, 2010).

O colesterol LDL - Low Density Lipoprotein - (c-LDL), lipoproteina de baixa
densidade, € um constituinte normal do sangue também chamado de “mau colesterol”.
O c-LDL transporta o colesterol do figado até as células dos tecidos e favorece o
seu acumulo nas paredes internas das artérias, diminuindo o fluxo do sangue e, esta
diretamente relacionado a doencas cardiacas (JUNIOR, 2016).

Uma anomalia no metabolismo do c-LDL ou em seu transporte no plasma parece
estar ao desenvolvimento de aterosclerose, pois c-LDL em excesso € depositado na
camada intima do vaso e oxidado, modificando a estrutura natural do c-LDL. Assim,
as células endoteliais ndo reconhecem essas moléculas e interpretam como sinais
de perigo, pedindo auxilio ao sistema imunologico. Esse processo pode resultar
na formacdo de uma placa aterosclerética e promover doencgas cardiovasculares e
vasculares cerebrais (JUNIOR, 2016).

Adescobertadarelacdo do aumento dos niveis de ferritina e citocinas inflamatérias
sugere relacdo com biomarcadores das respostas inflamatérias associados a
aterosclerose. O depésito de ferro nos macréfagos da parede arterial € aumentado em
lesbes aterosclerbticas através do estresse oxidativo, resisténcia a insulina, diminuicéo
da atividade antioxidante do plasma e aumento da oxidacdo do c-LDL, toxicidade
endotelial direta e maior ativacdo de macréfagos, resultando em maior captacdo de
c-LDL oxidado (FREITAS, 2012).

Embora tais mecanismos ja tenham sido estudados, os resultados da correlacao
entre ferritina e aterosclerose na literatura tém sido conflitantes, em relagdo a esse
possivel efeito deletério (JUNIOR, 2016).

2| OBJETIVO

Avaliar a possivel correlagdo entre os valores de ferritina e c-LDL em pacientes
ambulatoriais do Hospital Universitario do Oeste do Parana, Brasil.

31 METODOLOGIA

Foi realizado um estudo transversal e retrospectivo analisando os niveis de
ferritina e colesterol LDL no laboratorio de analises clinicas do Hospital Universitario
do Oeste do Parana — HUOP, no periodo de janeiro de 2016 a maio de 2016.

Apesquisa de dados foi realizada através do software de gerenciamento hospitalar
Tasy®, e, foram selecionados apenas pacientes que fizeram o exame de perfil lipidico
(colesterol LDL, colesterol HDL, colesterol VLDL, colesterol total e triglicerideos) e
ferritina ao mesmo tempo, para posterior avaliagcao da relagdo entre essas variaveis,
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usando como critério de exclusdo a realizacéo de apenas ou outro exame.
Apoés a coleta de dados, foi realizada a analise estatistica utilizando o software R
Development Core Team, versao 2008, para a obtencdo dos resultados.

4 | RESULTADOS

Foram coletados, através dos prontuarios eletrénicos do software Tasy®, os
resultados dos exames de ferritina e perfil lipidico, que compreende os exames de
colesterol HDL, colesterol LDL e, colesterol VLDL, de 115 pacientes ambulatoriais do
Hospital Universitario do Oeste do Parana — HUOP. Dentre estes, 27 (23,5%) do sexo
masculino e 88 (76,5%) do sexo feminino, com idade entre 2 e 88 anos e média de
41,66 anos.

Foram realizados a andlise descritiva (Tabela 1) e o teste de normalidade de
todos os dados coletados. A Figura 1 mostra a dispersao dos niveis de ferritina e
c-LDL. O valor médio encontrado para ferritina foi de 164,10 ng/mL e 88,72 mg/dL para
o colesterol LDL, sendo que os valores de referéncia para estes exames variam de 6
a 159 ng/mL e até 100 mg/dL, respectivamente.

Através do histograma e boxplots dos dados de ferritina e c-LDL (Figura 2), pode-
se observar que as amostras apresentaram-se com assimetrias positiva e negativa,
respectivamente. Em relagdo ao valor de curtose, as amostras apresentaram
distribuicao leptocurtica e levemente leptocurtica, respectivamente. Os conjuntos de
dados apresentaram distribuicdes n&o normais de acordo com o teste de normalidade
Shapiro-Wilk, indicando que a relagéo entre os pares de dados nao é linear, e, por
isso, fez-se o teste de correlacdo de Spearman, teste para dados nao-paramétricos,
o qual demonstrou que n&o houve correlagao significativa entre a ferritina e colesterol

LDL.

Média Mediana Desvio Padrao Assimetria Curtose
Ferritina 163,50 92,15 201,4871 2,549599 9,646232
Colesterol HDL 47 16 46,00 11,77186 1,009573 5,959392
Colesterol LDL 89,31 89,50 27,98669 -0,01093091 3,227144
Colesterol total 163,0 162,5 32,25327 -0,2127689 3,433923
Triglicerideos 134,7 122,5 68,39775 1,063687 3,681548

Tabela 1. Analise Descritiva dos Dados de Pacientes Ambulatoriais

Tamanho da amostra: 115

Por ter sido coletado os dados de perfil lipidico, também foram realizados testes
de correlagdo de Spearman com os outros parametros, os quais demonstraram que
n&o houve correlagéo entre a ferritina e colesterol HDL e, entre a ferritina e colesterol
total. Entretanto, o teste de correlacdo demonstrou a correlagédo significativa entre a
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ferritina e triglicerideos com p-valor igual a 0,004455 e valor do coeficiente rho igual a
0,2645182, com nivel de significancia estabelecido em 5%, considerando o valor de a
igual 0,05. Nao foram encontrados estudos que demonstrassem essa mesma relacéo.
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Figura 1. Gréfico de disperséo dos niveis de Ferritina e c-LDL.
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Figura 2. Histograma e Boxplot do conjuntos de dados de Ferritina.
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Figura 3. Histograma e Boxplot do conjunto de dados de colesterol LDL.

51 DISCUSSAO

A partir dos resultados estatisticos encontrados é possivel compreender que nao
existe uma relacéo entre os indices de ferritina e colesterol LDL nos pacientes em
questéo. Em estudo feito por Lobo et al., (2012), foi descrita uma correlagéo positiva
entre lipoproteina de baixa densidade (LDL) eletronegativa e ferritina, diferentemente
do que foi encontrado no presente estudo.

Também foi encontrada uma relagéo positiva no estudo de Salonen et al., (1995),
que verificaram que pacientes com ferritina sérica igual ou maior que 200 mg/L tiveram
2,2 vezes mais risco de infarto em comparagcao com aqueles apresentando niveis mais
baixos e, que a associa¢cdo com o LDL-colesterol foi maior naqueles que apresentavam
niveis acima de 193 mg/dl.

Bozzini et al., avaliaram individuos portadores de doenca arterial coronariana
e determinaram a ferritina sérica. Como resultados, obtiveram que os niveis de
ferritina foram levemente mais altos nos pacientes que possuiam algum problema
cardiovascular, mas ap0s a realizacdo de ajuste dos valores por sexo e niveis de
proteina C reativa, concluiram que os depoésitos de ferro ndo sao preditores de risco
cardiovascular.

N&o foram encontrados estudos que relatassem a correlagdo significativa entre
a ferritina e triglicerideos.

Por ser uma proteina marcadora nos casos de deficiéncia de ferro, a ferritina
faz parte do diagnéstico laboratorial de anemias ferroprivas (SILVA, et al, 2016). A
amostra estudada apresentou em sua maioria pacientes do sexo feminino (76,5%),
podendo estar relacionado ao risco de anemia aumentado. Visto que, de maneira
geral, mulheres tendem a apresentar menores reservas de ferro que os homens
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devido ao fluxo menstrual e, portanto, tornam-se mais suscetiveis a essa patologia
(RODRIGUES & JORGE, 2010).

6 | CONCLUSAO

O presente estudo analisou a possivel relagdo dos niveis de ferritina e colesterol-
LDL de pacientes ambulatoriais de um hospital universitario do Parana.

N&o foi encontrada a correlacao significativa entre a ferritina e o colesterol LDL,
em analise transversal, ndo sendo possivel considerar a ferritina sérica como marcador
inflamatorio na amostra em questdo. A correlacdo significativa entre a ferritina e
triglicerideos, encontrada nessa amostra, nao foi observada em outros estudos.

Tornam-se necessarios novos estudos com metodologia prospectiva e com
avaliacbes mais especificas parauma analise mais profundado tema, afim de esclarecer
a possivel relacdo entre a ferritina e o colesterol LDL, associada a aterosclerose.
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RESUMO: Alguns agrotéxicos como o0s
carbamatos e organofosforados podem levar
a quadros graves de intoxicacdo devido a
inibicdo das colinesterases, sendo que uma
das formas de auxiliar no diagnéstico é a
determinacdo da atividade destas enzimas
no sangue. Porém, algumas condicoes
metodoldgicas sdo importantes para o ideal
desempenho das enzimas. Assim, o objetivo
deste trabalho foi avaliar possiveis condi¢des
que otimizem a metodologia proposta por
Ellman e colaboradores a fim de alcancar
uma melhor reprodutibilidade. O método foi
adaptado para a determinacdo da atividade
da acetilcolinesterase em eritrocitos. Foram
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ERITROCITOS

testadas algumas possibilidades de interferéncia
nos resultados, como o comprimento de onda
espectrofotométrico, temperatura, tempo de
incubacdo, diluicdo e agitagdo da amostra.
A atividade enzimatica da acetilcolinesterase
mostrou-se variavel, conforme as mudancas
ocorridas, apos diferentes condicoes
estabelecidas para a reacdo. Foi possivel
perceber que as amostras sob agitacdo e
aquelas submetidas a incubacgéo, apresentaram
resultados mais homogéneos, diminuindo o
erro padrdao. A temperatura e o comprimento
de onda também apresentaram consideravel
influéncia na atividade enzimatica. As amostras
completamente misturadas em seu meio de
reacdo durante o preparo, expressaram menor
dispersao entre os resultados das triplicatas.
Desta forma, sugerimos uma agitagdo vigorosa
da solucédo antes das leituras das absorbancias
para obtencdo de melhores resultados, além
da temperatura controlada em 37°C durante as
leituras em espectrofotobmetro a 405nm.

PALAVRAS-CHAVE: atividade enzimatica,
colinesterase, interferentes.
ABSTRACT: Some pesticides such as

carbamates and organophosphates cause
serious poisonings because of the inhibition of
cholinesterases. One way to diagnosis those
cases is through the determination of enzyme
activity in the blood. However, some conditions
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are important for the best performance of the enzymes. Thus, this work aimed to
evaluate possible conditions to improve the methodology proposed by Ellman and
collaborators in 1961. The method was adapted for the determination of erythrocyte
acetylcholinesterase activity. Some possibilities of interfering in the results were tested,
such as spectrophotometer wavelength, temperature, incubation time, dilution of
sample and shaking. The enzymatic activity of erythrocyte acetylcholinesterase was
shown to be variable as the changes occurred after different conditions established for
the reaction. The samples under agitation and those submitted to incubation showed
results more homogeneous, reducing the standard error. Temperature and wavelength
also had considerable influence on erythrocyte acetylcholinesterase activity. The
samples that were best mixed with the buffer during the preparation expressed less
dispersion among the results of the triplicates. Thus, we suggest a vigorous solution
shaking before readings the absorbance for better results, in addition is necessary to
control temperature at 37°C during spectrophotometer readings at 405nm.

KEY WORDS: enzymatic activity, cholinesterase, interference.

11 INTRODUCAO

Os neurdnios séo células do sistema nervoso especializadas na captacéo e
transmissdo de estimulos internos ou externos. Essa transmissao de informacdes, de
modo geral, acontece através de sinapses, onde os estimulos passam de um neurdnio
para o outro através da reagdo de um neurotransmissor ou mediador quimico com os
receptores na membrana po6s-sinaptica (GUYTON & HALL, 2006).

Os receptores colinérgicos sé&o divididos em dois grupos, os nicotinicos e 0s
muscarinicos, os quais sao formados por canais ibnicos regulados por ligantes, neste
caso a acetilcolina, que atua como o neurotransmissor. Esta é liberada na fenda
singptica, através de um potencial de acao. Uma vez na fenda sinéptica, a acetilcolina
precisa ser removida de forma rapida para que ocorra a repolarizacdo. Em seguida,
ocorre a sua hidrolise em acetato e colina catalisada pela acetilcolinesterase (E.C.
3.1.1.7) (SILVA, 2010).

A acetilcolinesterase é, portanto, uma importante enzima responsavel na
manutencao do sistema colinérgico ao catalisar a hidrélise da acetilcolina. Essa reacéo
catalitica acontece por meio de um mecanismo envolvendo diversos passos que
permitem a cessacao do impulso nervoso nas sinapses colinérgicas (ZHOU, WANG &
ZHANG, 2010). Sua elevada atividade no sistema nervoso central se faz caracteristica,
atuando principalmente nos neurénios motores e sensoriais. No entanto, como todo
o0 organismo é dependente da neurotransmissao para o seu bom funcionamento,
a acetilcolinesterase também é encontrada em outros tecidos, tanto centrais como
periféricos (MASSOULIE et al.,1993).

Assim, quando ha inibicdo das colinesterases, a hidrolise da acetilcolina fica
comprometida, fazendo com que 0s niveis deste neurotransmissor fiquem elevados,
e consequentemente haja aumento do seu tempo de duracdo na fenda sinaptica.
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Tal acontecimento pode levar a constante estimulo dos receptores colinérgicos
(NORDBERG & SVENSSON, 1998). Alguns agrotoxicos como os carbamatos e
organofosforados podem levar a quadros graves de intoxicacdo devido a inibicao
das colinesterases e, uma das formas de diagnéstico é através da determinacdo da
atividade destas enzimas no sangue (ROBERTS & REIGART, 2013).

Para isto, um método espectrofotométrico foi proposto por Ellman et al. (1961)
que, através da reacao de hidrolise da acetilcolina catalisada pela acetilcolinesterase,
forma-setiocolina e acetato. Aatividade da enzima pode ser medida através do aumento
da coloragdo amarela produzida pela tiocolina quando esta reage com 5,5’-Dithiobis(2-
nitrobenzoico), também conhecido como DTNB ou Reagente de Ellman.

O método em questéo traz como procedimento a adicao de solu¢ao tampéo fosfato
em um tubo de ensaio com DTNB, na sequéncia a adicdo da amostra (fonte de enzima)
e, logo em seguida, adicionado o substrato de acetiltiocolina. Para a determinag¢ao da
atividade, a leitura da absorbancia deve ser realizada em espectrofotdbmetro a 405nm
a 37°C a cada 30 segundos, durante dois minutos (ELLMAN et al., 1961).

Como as enzimas podem ser facilmente desnaturadas, algumas importantes
condicoes sao necessarias para a eficiéncia da reacdo. A regulacdao da atividade
enzimatica depende de fatores como o tempo de exposi¢ao, pH e temperatura para o
seu ideal desempenho durante a catalise das reacoes (LEHNINGER & NELSON, 2006).
Assim, apesar dos autores informarem as condi¢des para 0 sucesso das analises, a
variacado nos resultados de uma mesma amostra causa transtornos nas analises, por
isso, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar possiveis condi¢des que possam otimizar a
metodologia desenvolvida por Ellman et al. (1961) a fim de melhorar a reprodutibilidade
dos ensaios.

2 | MATERIAIS E METODOS

No método descrito por Ellman et al. (1961), foi preparada uma suspensao
estavel a partir de sangue total ou eritrécitos humanos lavados; ndo sendo necessaria
a hemdlise, pois a acetilcolinesterase encontra-se ancorada na membrana celular.
Para o ensaio, foi feita uma suspensao das células sanguineas em tampao fosfato (pH
8,0) na proporcéo de 1:600 (por exemplo, 10 pL de sangue para 6 mL de tampao) e,
exatamente 3,0 mL desta suspensao foram pipetados em uma cubeta. Na sequéncia,
25 uL de DTNB foram adicionados na cubeta e esta colocada no espectrofotdmetro
para leitura em 412 nm. Para que a reacédo fosse iniciada, foi colocado 10 pL de
substrato para acetilcolinesterase e as mudancas na leitura da absorbancia foram
registradas durante 6 minutos.

Porém, em 1983, os autores George & Abernethy aprimoraram o método citado
acima para que pudesse ser utilizado em espectrofotometros de qualidade moderada
em laboratorios de rotina. Pois o pico de absorbéncia do resultado da reacdo com
DTNB coincide com a banda de hemoglobina em 410 nm, levando a baixa preciséo
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do teste e se restringindo a laboratérios com equipamentos de alta relagdo sinal-ruido.

Apesar do referido método ja ter sido revisado, foi necessario investigar os
possiveis motivos que causam dispersao entre os resultados de uma mesma amostra.
Para isto, foi preparado um lavado de sangue com tampéo fosfato (pH 7,2) na propor¢ao
1:10. Deste, 2,5 pL foram adicionados a um tubo de ensaio contendo tampao fosfato
(pH 8,0) com DTNB e, em seguida, adicionou-se 50uL do substrato de acetiltiocolina
para dar inicio a reacao.

Devido a sensibilidade da enzima, algumas condicbes especificas foram
propostas: (a) temperatura de 25°C e 37°C, (b) incubacéo em 2,5 e 10 minutos, (c)
amostra diluida na proporc¢ao 1:2, (d) amostra diluida sob agitacéo, (e) e ainda, leituras
das absorbancias em 405 nm e 436 nm.

As leituras foram feitas a cada 30 segundos, durante dois minutos. E para fins
de comparacéo, foi realizado um teste com a amostra controle conforme as condicbes
iniciais da metodologia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme os resultados apresentados na figura 1, percebe-se claramente a
influéncia da temperatura nos resultados apresentados, sendo 37°C a temperatura
mais apropriada para a determinagcao da atividade enziméatica da acetilcolinesterase,
onde os resultados entre as amostras mostraram-se mais homogéneos.

25°C 37°C
glgg 300
. ]
lﬁ é‘ 60 2004 I
32 I w0
< 1001
Z 20 * m
< 0 E * 0- = *
S 20
E 415 =
= <10 15
T 35 10
= 5
=0 T v ¢ 9 Y ¢
Legenda: | Controle v Amostra diluida 1:2

W Incubagdo por 2:30 minutos 4 Amostra diluida 1:2 e agitacdo
4 Incubacdo por 10 minutos

Figura 1 — Atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria, apés diferentes condi¢coes de reagéao.

Os resultados dos testes que foram realizados conforme a metodologia proposta,
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porém com a amostra diluida, com a finalidade de minimizar os interferentes, nao
tiveram grandes mudancas quando comparados com a amostra controle, podendo
perceber uma grande variacao entre os resultados das triplicatas. Porém, nota-se que,
embora com atividade da enzima reduzida nas amostras diluidas, a vigorosa agitacao
antes do inicio da reagao, levou a menor variacao entre as triplicatas.

Observou-se também que, quando a amostra foi submetida a incubacao durante
2:30 ou 10 minutos com solugdo tampéo antes do inicio da reagdo, a variacao entre os
resultados das triplicatas da amostra diminuiu. Isso mostrou que, apesar da atividade
da acetilcolinesterase variar conforme as diferentes condicdes estabelecidas para a
reacao; nas amostras sob agitacao e naquelas submetidas a incubacéo, os valores da
atividade enzimatica mostraram-se mais homogéneos, consequentemente com menor
erro padréo.

Provavelmente, a homogeneidade dos resultados das amostras submetidas a
incubacéao deve-se a maior exposicao da enzima com a solugao tampao, pois sempre
que as amostras ficavam em banho-maria, automaticamente elas eram melhor
homogeneizadas. Esta condicao foi observada pois era necessario verter a solu¢ao do
tubo de ensaio para a cubeta. A importancia do fator agitacdo pode-se ser confirmada
quando comparado com os experimentos realizados anteriormente por Fleuri & Sato
(2008) que verificaram a influéncia da agitacao, além do controle do pH e temperatura
quando se trabalha com enzimas.

Além disso, foi testado o comprimento de onda de 405 nm conforme metodologia
de Ellman adaptada por Georbe & Abernethy (1983) e 436 nm, pois de acordo com
Worek et al. (1999), a interferéncia produzida pela absorcdo da hemoglobina é
diminuida nesta faixa. Confirmou-se que o comprimento de onda interfere diretamente
nos resultados. Porém, no presente estudo, o comprimento de onda de 436 nm, na
maioria das amostras, incluindo as amostras controles, tiveram as suas atividades
reduzidas praticamente a zero conforme mostra a tabela 1, indicando 405 nm como
comprimento de onda mais adequado para a leitura das absorbancias na reacéo para
avaliar a atividade da acetilcolinesterase em eritrécitos.

25° Celsius 37° Celsius
Cont. 12,5 110° Di1:2 Di1:2+A Cont. 125 110’ D1:2 Di:2+A
0,00 30,48 25,40 22,86 7,62 137,16 50,80 22,86 157,48 33,02

£

é 91,44 0,00 17,78 81,28 0,00 259,08 20,32 20,31 71,12 10,16
¥ 50,80 0,00 22,86 10,16 0,00 160,02 43,18 38,10 17,78 27,94
g 000 000 762 0,00 0,00 0,00 20,32 1524 0,00 0,00
§ 0,00 0,00 15,27 0,00 0,00 0,00 17,78 17,78 0,00 0,00
¥ 0,00 254 10,16 0,00 0,00 0,00 15,24 20,32 0,00 0,00

Tabela 1 — Leitura das triplicatas referentes a atividade da acetilcolinesterase eritrocitaria
expressa em pKat/L, apdés exposicao da enzima em diferentes condi¢cbes de reacao e leitura
das absorbancias nos comprimentos de onda de 405 e 436 nm.

Cont.: Controle; | 2,5”: Incubagéo por dois minutos e trinta segundos; | 10’: Incubagéo por 10 minutos; D1:2:

Amostra diluida na proporgéo 1:2; D1:2 +A: Amostra diluida na propor¢éo 1:2 e submetidas a agitacéo.
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41 CONSIDERACOES FINAIS

As especificacdes do procedimento a ser seguido € de suma importéancia para a
reprodutibilidade dos ensaios, porque podemos confirmar a interferéncia dos detalhes
nos resultados finais. As amostras que foram melhor homogeneizadas em seu meio
de reacao durante o preparo, apresentaram menor dispersao entre os resultados das
triplicatas. Desta forma, sugerimos a agitacéo vigorosa da solugao antes das leituras
das absorbancias para obtencdo de melhores resultados, além da temperatura de
37°C que deve ser controlada durante todo o tempo da reacéo e as leituras devem ser
feitas em espectrofotdmetro a 405nm conforme sugerido anteriormente.
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INTRODUCTION

Dapagliflozin (DAPA) is a highly potent,
selective and reversible inhibitor of sodium-
glucose cotransporter 2 (SGLT2). Its commercial
formula, Farxiga® was approved by the FDA
in January 2014 and by ANVISA in July 2013.
So far, there is no published stability indicating
HPLC method for DAPA.

METHODS

The chromatographic conditions were as
follows: Synergi Fusion C,, column (150 x 4.6
mm) maintained at 30 °C, injection volume of 20
L, flow rate of 1.0 mL/min, running time of 10
min, mobile phase composed of acetonitrile and
water acidified with 0.1% formic acid (42:58,
v/v) and detection at 245 nm. Reference sample
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solution was submitted to forced degradation in
acid media, basic, oxidative, heat, and photolytic.

RESULTS AND DISCUSSION

Degradation products and significant
reduction of active area could be observed after
exposure to UV light and daylight. The excipients
did not show any interference in the analysis.
The developed method was linear in the range
of 1 to 100 pg/mL (r>=0.9997). In repeatability
and between-analysts precision studies, DAPA
showed RSD values lower than 5%. The method
demonstrated to be accurate within the range
of interest, showing a mean recovery of 81.66,
100.47 and 119.35%. The limit of detection
and quantitation were 0.09 and 0.28 pg/mL,
respectively. The method was robust across the
randomized variations (p>0.05). The analysis of
tablets containing 5 and 10 mg of DAPA resulted
in an assay of 99.47 and 101.33%, respectively.

CONCLUSIONS

Stress studies revealed that drug was
most susceptible to photolytic degradation,
revealing new degradation products, whose
analysis is underway to their identification.
The methodology was validated, and was
successfully applied for the quantitative analysis
of dapagliflozin in pharmaceutical formulations.
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DOENCAS

RESUMO: Com o objetivo de conhecer as
composi¢cdes das proteinas tem se utilizado
a quantificacdo de aminoacidos nas areas
de Dbioquimica e Partindo
do pressuposto de que o aminoacido é a
unidade estrutural béasica das proteinas,
se fazem necessarias suas quantificacbes
e qualificagbes. O processo fisico-quimico
utilizado para esse estudo é a cromatografia
liqguida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando como
detector a fluorescéncia. Varios sédo os tipos de

bromatologia.

cromatografia realizados para o rastreamento
de doencas do metabolismo de aminoacidos.
Os exemplos mais comuns dessa técnica
sdo a cromatografia de aminoacidos na urina
e cromatografia de aminoacidos no plasma.
Se houverem alteragcbes de aminoacidos é
necessaria uma busca de erros inatos do
metabolismo e realizar cromatografia em plasma
e urina por meio de analise quantitativa (CLAE).
Concluimos que os métodos cromatograficos
quantitativos foram um grande avancgo na area
dasaude, incluindo esta técnica para separacao,
identificacdo e quantificagdo de aminoacidos,
utilizada para o rastreamento de doengcascomo a
homocistinaria e a tirosenemia, as quais afetam
0 metabolismo dos aminoacidos metionina
e tirosina, respectivamente. Dependendo de
fatores como idade e estado nutricional no
momento da coleta, podem ser diferentes os
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resultados de niveis de aminoacido no sangue.
PALAVRAS-CHAVE: Cromatografia, Aminoacidos, Rastreamento, CLAE.

ABSTRACT: To obtaining knowledge of proteins composition, quantification of amino
acids has been used in the areas of biochemistry and bromatology. Considering amino
acids are the basic unity structural of proteins, their quantifications ad qualifications
are necessary. In this study, the physicochemical process High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) was used as fluorescence detector. Several types of
chromatography are applied in detection of amino acids metabolic diseases. The most
common examples of this technique are amino acids chromatography in urine and
plasma. In case of disorders in amino acids levels, itis required a research of metabolism
innate errors and a qualitative analysis of chromatography (HPLC) in plasma and urine.
We conclude that quantitative chromatography methods were a breakthrough in health
area, including this technique of amino acids separation, identification and quantification
has been used in tracking of diseases, such as homocystinuria and tyrosinemia, which
affect metabolism of amino acids methionine and tyrosine, respectively. Some factors
such as age and nutritional status at the moment of sample collecting can modify results
of amino acid levels in blood.

KEYWORDS: Chromatography, amino acids, tracking, HPLC.

11 INTRODUCAO

A determinagcédo dos aminoéacidos € usada ha muito tempo, desde na pesquisa
bioquimica, como também na area de ciéncia de alimentos, mais recentemente, com a
intencéo de conhecer melhor a composicao das proteinas (KIPP, 1996). Os aminoacidos
sa@o unidades estruturais basicas das proteinas, a quantificacdo e a qualificacao dos
mesmos tornam-se necessarias, sabendo-se que, o fator principal determinante da
qualidade da proteina é a sua composicdo em aminoacidos. Com isso, a determinacgéo
dos aminoacidos é um dos primeiros passos na compreensao da estrutura da molécula
da proteina, sendo bastante relevante a anélise precisa e quantitativa a fim de verificar
o valor nutricional das proteinas. (CARREIRA et al., 2002).

A determinacé@o de aminoacidos de inicio era realizada empregando uma resina
sulfonatada de troca iGnica, sendo uma técnica cara e a deteccédo dos aminoacidos
era feita por calorimetria, apés a reacéo pds-coluna dos aminoacidos com ninidrina.
Posteriormente introduziu-se a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), que
possui caracteristica de grande especificidade e é um equipamento mais econémico e
versatil que um analisador de aminoacidos de troca ibnica. (CARREIRA et al., 2002).

Apesar dos avancos nas técnicas de analise, como equipamentos que com alta
seletividade e sensibilidade, além da possibilidade da realizacdo da analise em menos
tempo, novos métodos para preparo de amostra ndo avancaram da mesma forma,
sendo fator limitante por se tratar de um processo analitico. (FERREIRA, 2016). A
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), apresenta versatilidade, robustez e
capacidade para analisar simultaneamente varias substancias, com tempo reduzido
de analise, com sensibilidade, especificidade e automacao (DIAS et al., 2017).

A descoberta de aminoacidos e proteinas biomarcadoras de determinadas
doencas e a validacao de métodos analiticos tém grande importancia, pois contribuem
para um diagnéstico rapido e preciso, assim como na descoberta de novos alvos
farmacolégicos e desenvolvimento de novas opgbes terapéuticas. Entretanto, a
descoberta dos biomarcadores na deteccao de doencas e a validagcao de metodologias
sao processos demorados e desafiadores (BRINGANS et al., 2017).

2| METODOLOGIA

Este trabalho foi baseado em pesquisas descritivas bibliograficas, tendo como
finalidade, a realizagdo de um estudo retrospectivo através da literatura cientifica sobre
a utilizacdo da Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) para identificacéo de
doencas. Onde os trabalhos foram selecionados através da base de dados do Scielo,
Science Direct, Periddicos Capes e Lilacs, tendo como descritores: CLAE, Aminoacidos,
Identificagdo, Doencas. Tendo como critérios de inclus&o artigos originais, revisdes de
literatura, dissertacdes e teses escritas na lingua inglesa e portuguesa nos anos de
2002 a 2018. Publicagbes estas que se referiam ao uso e importancia da utilizacao da
CLAE para determinadas doencas.

31 ANALISES E DISCUSSAO

3.1 Amostras bioldgicas

Uma das amostras bioldégicas mais utilizadas na deteccdo de biomarcadores
€ o plasma (ou soro) sanguineo, pois informa o estado fisiologico dos tecidos do
paciente (BRINGANS et al., 2017). Existem estudos para avaliagao através do plasma
do aminoacido homocisteina (Hcy). Este aminoacido tem seu nivel aumentado em
distarbios genéticos, como no caso da homocistinuria classica e a aciduria metilmaldnica
combinada a homocistinuria. Ainda podem ser associadas outras doencgas aos altos
niveis de Hcy, como doencas (CONCEPCION-ALVAREZ; CAMAYD-VIERA; NUEVAS-
PAZ, 2016).

Através de andlises do soro sanguineo, também sao detectados outros
aminoacidos, a fenilalanina (Phe) e a tirosina (Tyr), para a confirmacao de casos de
hiperfenilalaninemias, uma desordem metabdlica causada por uma muta¢do no gene
que codifica a enzima L-fenilalanina hidroxilase, que é responsavel pela conversao da
fenilalanina em tirosina (CONTRERAS et al., 2015).

O emprego da urina como uma ferramenta analitica possui diversas vantagens,
pelos seguintes fatores: pode ser obtida em grandes quantidades, a coleta ndo é
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invasiva, portanto, facilita a repeticdo de coletas e monitoramento do paciente. Além
disso, a urina € um fluido biolégico que, em comparagédo com o plasma, o preparo da
amostra € mais simples, pois ndo apresenta uma grande quantidade de proteinas,
nem efeitos matriciais significativos (KUCEROVA et al, 2017).

3.2 Preparacao da amostra

Para o preparo de amostras sanguineas (plasma ou soro) em analises utilizando
CLAE, apés a coleta e centrifugacédo de cerca de 2 mL de sangue periférico, retira-
se as aliquotas de soro ou plasma. Em seguida, &€ necesséario um pré-tratamento
de desproteinizacdo, que pode ser efetuado utilizando uma solugcdo de acido
tricloroacético a 10% (1: 1, v / v), as amostras sédo centrifugadas por 10 minutos e o
sobrenadante é transferido para um tubo limpo. Posteriormente, séo transferidos 100
ML do sobrenadante para um tubo contendo 400 UL de agua destilada e esta solugao
€ homogeneizada em um agitador (CONTRERAS et al, 2015).

3.3 Analise cromatografica (CLAE)

ACromatografiade Liquidos ou HPLC (High Performance Liquid Chromatography),
€ um método analitico que propde separar, identificar e quantificar substancias
presentes sendo em produtos diferentes e baseando-se em suas estruturas e fungoes
moleculares diferenciadas (CHUST, R.B, 1990). A separacdao na CLAE acontece
através de um mecanismo de interacdo seletiva entre duas fases, uma estacionaria e
outra movel e as moléculas do soluto (amostra). (PENEDO, 2016).

A fase estacionaria é a coluna cromatografica, ou seja, um cilindro rigido
(normalmente de aco ou vidro). Afase mével ou solvente flui de maneira continua através
do sistema, arrastando a amostra injetada pela coluna e pelo detector. As substancias
da amostra devido a fatores como estrutura molecular e grupos funcionais obterao
distintos graus de afinidade com a fase movel e estacionaria assim sua velocidade de
migracao permitindo assim ocorrer a separagao cromatografica. Portanto, a substéncia
de maior afinidade com a fase estacionaria, sera retida na coluna por maior periodo de
tempo, e a de menor afinidade, evoluindo mais rapidamente pela coluna (PENEDO,
2016).

3.4 Interpretacao dos resultados

Para a interpretacdo dos dados cromatografico devem ser seguidos alguns
parametros para que o resultado seja satisfatorio para a analise, em que 0s picos
apresentem boa separacao e sejam simétricos. Logo, o resultado em forma de grafico
sera satisfatério. Alguns fatores vao influenciar na interpretacdo dos cromatogramas
como tempo de retencdo, tempo morto, largura do pico, coeficiente de distribuicéo,
fator de separacéo, resolucdo, numero de pratos teoricos, fator de simetria, desvio
padrao relativo (COLLINS, et al.,2006).
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41 CONCLUSAO

Fatores como idade e estado nutricional que se encontra o paciente pode
influenciar nos resultados a nivel de aminoacido, onde os métodos cromatograficos
permitem uma melhor quantificacdo desses valores, ja que possui técnicas para
separacao, identificacéo e qualificacdo dos mesmos, permitindo assim um rastreamento
de doencgas como a homocistinuria e a tirosenemia, ja que estas afetam o metabolismo
dos aminoacidos.
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RESUMO: Os consumidores estdo cada vez
mais preocupados em ingerir alimentos que
além da nutricdo propiciem beneficios a saude.
Neste sentido tem se destacado o emprego de
micro-organismos probidticos, que podem ser
definidos como aqueles que quando ingeridos
em determinadas concentragdes e diariamente
podem promover diversos efeitos benéficos
a saude de quem os consome desde que
se apresentem viaveis no alimento, durante
processamento e armazenamento, e na
passagem pelo trato digestdrio humano, o que
torna este um desafio paraaindustria ao elaborar
alimentos contendo esses micro-organismos.
Ummétodo empregado paramanteraviabilidade
dos probioticos frente as condicbes adversas € a
microencapsulacao, sendo diversas as técnicas
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SPRAY DRYING

que podem ser utilizadas nesse processo, bem
como os materiais empregados. Uma técnica
frequentemente utilizada € a secagem por spray
drying devido as vantagens que apresenta, tais
como baixo custo, ser uma técnica acessivel
e pode ser produzida em escala industrial.
Entretanto, para obter-se uma boa eficiéncia
da microencapsulagdo alguns fatores devem
ser avaliados. Desta forma, esta revisao tem
como obijetivo relatar os principais fatores que
interferem na eficiéncia da microencapsulagéao
de probidticos ao utilizar a técnica de secagem
por spray drying.

PALAVRAS-CHAVE: Viabilidade;
Microcapsulas; Temperatura.

ABSTRACT: Consumers are increasingly
concerned about eating foods that in addition to
nutrition provide health benefits. In this sense,
the use of probiotic microorganisms, which
can be defined as those that when ingested in
certain concentrations and daily can promote
several beneficial effects to the health of those
who consume them as long as they are viable
in the food during processing and storage, and
in the passage through the human digestive
tract, which makes this a challenge for the
industry when preparing foods containing
these microorganisms. One method used
to maintain the viability of probiotics against
adverse conditions is microencapsulation, with
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several techniques that can be used in this process, as well as the materials used. One
technique often used is spray drying due to the advantages it presents, such as low
cost, be an affordable technique and can be produced on an industrial scale. However,
for microencapsulation to have a good efficiency some factors must be evaluated.
Thus, this review aims to report the main factors that interfere with the efficiency of
microencapsulation of probiotics when using the spray drying technique.
KEYWORDS: Viability; Microcapsules; Temperature.

11 INTRODUCAO

Os alimentos funcionais vém desempenhando um papel importante no segmento
de alimentos devido as suas propriedades funcionais (TRIPATHI; GIRI, 2014). Para
isso, a industria alimenticia e os profissionais de saude estdo empenhados em
desenvolver e aprimorar processos, em que os alimentos com apelo funcional possam
ser controlados de forma mais eficaz para promover nutricdo, saude e bem estar para
quem os consome (SILVA et al., 2018).

A evolucao nas pesquisas esta associada as mudancgas nos habitos alimentares
dos consumidores, que procuram cada vez mais por alimentos que além de nutrirtragam
outros beneficios ao organismo, o que justifica a crescente busca por alimentos que
contenham probibticos, que podem ser definidos como micro-organismos vivos que
conferem beneficios para o hospedeiro, se administrados em quantidades adequadas
(FAO / WHO, 2006).

Ao serem ingeridos, os probibticos colonizam o trato intestinal, promovem reducéo
da proliferacdo de bactérias patogénicas pela multiplicacdo das bactérias benéficas,
as quais reforcam os mecanismos de defesa (SAAD, 2006) previnem infeccoes
gastrointestinais, diarreia e doenca inflamatoéria intestinal (ARSLAN et al., 2015), além
de manter a integridade da mucosa e produzir importantes enzimas (HOLZAPFEL;
SCHILLINGER, 2002).

Outros beneficios podem ser associados aos micro-organismos probioticos,
como a acao anticolesterolémica (MARTIN et al., 2015), diminui¢ao de lipidios séricos
e melhorado sistema imunolégico (SONG et al.,, 2013), efeitos anticarcinogénico,
anti-bacteriano e antimutagénico (TRIPATHI; GIRI, 2014), capacidade de melhorar os
efeitos da intolerancia a lactose (ALMEIDA et al., 2012; SONG et al., 2013), dos efeitos
adversos aos antibioticos e tratamento e prevengao de doencas alérgicas (ISOLAURI;
RAUTAVA; SALMINEN, 2012).

Mas para oferecer beneficios a saude, os probi6ticos devem ser ingeridos em
quantidade adequada. No Brasil, a legislacdo estabelece a apresentacao de laudo de
andlise que comprove a quantidade minima viavel do micro-organismo para exercer
a propriedade funcional no final do prazo de validade do produto e nas condi¢des de
uso, armazenamento e distribuicado (BRASIL, 2016).

Entretanto, um dos maiores desafios para a industria de alimentos funcionais
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adicionados de probiéticos é manter o nUmero adequado de bactérias viaveis, capazes
de suportar as condi¢des acidas do estdbmago e os sucos biliares do intestino delgado
(KENT; DOHERTY, 2014), além de garantir a viabilidade durante o processamento e
armazenamento do alimento até seu prazo de validade (PINTO et al., 2015).

Um dos métodos utilizados para manter a viabilidade dos probi6ticos é a
microencapsulacdo, que consiste em envolver diversos materiais, sejam eles, solidos,
liqguidos ou gasosos em pequenas capsulas, que liberam seu contetudo sob condi¢des
controladas, mantendo assim, a estabilidade desses micro-organismos durante o
processamento e estocagem dos alimentos, além de elevar sua resisténcia ao passar
pelo trato digestorio (VANISKI; CORTI; DRUNKLER, 2017).

Entretanto, para alcancar os objetivos propostos pela microencapsulacédo, séo
necessarios alguns conhecimentos prévios, como o processo de microencapsulacéo
a ser utilizado, as propriedades dos materiais encapsulantes e as caracteristicas do
produto a ser obtido (NAZZARO et al., 2012).

Um dos resultados esperados na microencapsulag¢ao de probidticos é a obtencao
de uma boa eficiéncia de encapsulacéo, que visa obter o maximo de micro-organismos
viaveis apds o processo. Para isso, alguns fatores devem ser avaliados e ponderados.
Desta forma, esta revisdo tem como objetivo avaliar os principais fatores que interferem
na eficiéncia da microencapsulagcao de probidticos utilizando da técnica de spray driyng
através de revisao da literatura.

2 | FATORES QUE INTERFEREM NA EFICIENCIA DA MICROENCAPSULAGAO
POR SPRAY DRYING

Muitos sdo os métodos utilizados no processo de microencapsulacao de
probi6ticos e podem ser dividividos em métodos quimicos, fisicos e fisico-quimicos.
Sua escolha vai depender de fatores como a aplicagcdo que sera dada a microcapsula
e o tamanho desejado, do mecanismo de liberacdo e das propriedades fisico-quimicas,
tanto do material ativo quanto do agente encapsulante (COOK et al., 2012; ASSUNCAO
et al., 2014).

Uma das técnicas mais frequentemente utilizadas na industria de alimentos é a
secagem por spray drying (MARTIN et al., 2015). Essa técnica produz pds com particulas
de dimensdes de escala micrométrica, o que permite sua adicdo em uma vasta gama
de alimentos, apresenta baixo custo, equipamento e técnica acessivel, pode ser
produzida em escala industrial, além de que apresenta solubilizacdo instantanea e
maior estabilidade das capsulas (MARTIN et al., 2015; KENT; DOHERTY, 2014; SILVA
et al., 2014).

O processo envolve a dispersao dos materiais encapsulantes e o material a
ser encapsulado, que sdo atomizados para dentro de uma camara de secagem com
circulacdo de ar quente, ocorrendo a evaporacao do solvente e a formacao de um pé
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seco, onde o material de parede encapsula o nucleo (MARTiN et al., 2015; SILVA et
al., 2014).

A secagem por pulverizacdo € um método bastante empregado na encapsulacéo
de probibticos. Guerin et al. (2017) microencapsularam L. rhamnosus GG através de
secagem por pulverizacao, utilizando proteinas do leite. Maciel et al. (2014) utilizaram
esta técnica ao microencapsular L. acidophilus La-5 com soro de leite doce e leite
desnatado como materiais de encapsulacdo. Zhang, Lin e Zhong (2016) também
utilizaram a técnica de spray drying para microencapsular L. salivarius NRRL B-30514.

O esquema de secagem por spray drying estd demonstrado na Figura 1.

)2 :

Y

Figura 1 - Tecnologia de secagem por Spray drying. 1- Alimentacao, 2- Bomba de alimentacéo,
3- Bico de alimentagéo, 4- Camara de secagem, 5- Sucgéo, 6- Ciclone, 7- Obtencao
microcapsulas.

Fonte: Martin et al. (2015).

Varios s&o os fatores que podem interferir na eficiéncia da microencapsul¢céo
empregando a técnica de spray drying, dentre eles a temperatura do ar de secagem de
entrada e da saida, a vazao de entrada na camara de secagem, o tempo de exposicao
e o material de parede empregado (MARTIN et al., 2015).

3| TEMPERATURA DO AR DE SECAGEM DE ENTRADA E DE SAIDA

A qualidade dos produtos obtidos através da secagem por spray drying vai
depender das condicbes de processo empregadas, que podem ser consideradas
adequadas quando se obtém, como produto final, particulas que nao tenham sofrido
expansao e fissuras em sua estrutura, e que mantenham uma boa eficiéncia de
encapsulacéo (CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015).
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A temperatura do ar de entrada vai variar de acordo com os materiais de
parede utilizados no processo de encapsulacéo e principalmente do material a ser
encapsulado. A secagem por spray drying € um método comumente empregado na
microencapsulacao de probidticos, sendo que as temperaturas utilizadas normalmente
variam entre 150 e 220 °C, promovendo a evaporacgao instantanea do solvente, e em
seguida a temperatura decresce para valores moderados (50 a 80 °C) (NUNES et al.,
2015).

De acordo com a temperatura empregada, ocorre a rapida formacao de uma
membrana semipermeavel na superficie das gotas; se essa temperatura for baixa,
a taxa de evaporacdo sera mais lenta levando a formagcdo de microcapsulas com
membranas de alta densidade, alto teor de umidade, diminuicéo da fluidez do p6 e
facilidade de aglomeracédo (CARMO; FERNANDES; BORGES, 2015).

Por outro lado, altas temperaturas podem causar danos pelo calor ao produto
seco e imperfeicdes na superficie (JAFARI et al., 2008), como fissuras ou rupturas,
0 que pode diminuir a protecdo aos micro-organismos e elevar a permeabilidade de
gases (TANG; LI, 2013).

A viscosidade da solucdo influencia na sua capacidade de ser atomizada
de forma homogénea; quando se eleva o valor da temperatura, a viscosidade e o
tamanho das goticulas podem ser reduzidas (CARMO; FERNANDES; BORGES,
2015). Por outro lado, altas temperaturas podem causar volatilizacdo ou degradacéao
de componentes termossensiveis. Atemperatura de saida do ar no spray drying, obtida
sob determinadas condicbes, pode ser considerada como um indice de controle do
secador (GHARSALLAQUI et al., 2007).

A temperatura interfere também na umidade, higroscopicidade e atividade de
agua (Aa) das microcapsulas. Com o aumento da temperatura de secagem, tende-
se a obter microcapsulas com valores menores de Aa e umidade, que tendem a
apresentar maior estabilidade. Segundo Tonon, Brabet e Hubinger (2008) os valores
de Aa para as microcapsulas apds secagem devem estar préximos a 0,3 para manter
a estabilidade do material encapsulado, ja que uma menor quantidade de agua livre
estara disponivel para reagcbes bioquimicas e para o desenvolvimento da microbiota
bacteriana contaminante.

Ja as microcgpsulas com menor teor de umidade apresentam boa estabilidade
durante o armazenamento, uma vez que segundo Gandhi et al. (2012) as microcapsulas
devem apresentar em torno de 4 e 5 g.100g" de umidade para manter a estabilidade
durante o armazenamento e para a prevencdo da aglomeracdo ou processo de
recristalizacao.

De acordo com Santos (2013), a temperatura de secagem tem efeito significativo
sobre as propriedades finais do po, onde a reducéao da temperatura leva a obtencéao
de particulas menos higroscopicas.

Fritzen-Freire et al. (2013) relataram que as temperaturas de entrada e saida sao
uma das causas mais importantes de estresse bacteriano e de mortalidade durante o
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processo de secagem por spray drying.

O aumento da temperatura de secagem apresenta efeito negativo sobre a
eficiéncia da microencapsulacéo, ou seja, com o aumento da temperatura do ar de
secagem ha uma diminuicdo do numero de células viaveis no produto obtido. Isso
ocorre devido ao aumento da temperatura que as goticulas sdo submetidas e ao
tempo que ficam expostas a essa temperatura (PISPAN; HEWITT; STAPLEY, 2013).
Portanto, as perdas de viabilidade durante o processo de secagem por pulverizagao
podem ocorrer devido a desidratacao e altas temperaturas, estes dois mecanismos,
ocorrendo ao mesmo tempo, podem apresentar efeito negativo na viabilidade (ARSLAN
et al., 2015).

Diferentes resultados foram relatados em estudos que avaliaram a secagem por
spray drying. Bustamante et al. (2015) avaliaram a sobrevivéncia de L. acidophilus La-5
encapsulado em mucilagem de linhaga, em temperatura minima de 110°C e maxima
de 140°C e observaram que nos tratamentos realizados a 110°C a eficiéncia foi maior,
chegando a 78,43%, ja a 140°C a eficiéncia maxima foi de 63,30%. Fritzen-Freire
et al. (2013) ao encapsular Bifidobacterilum lactis BB-12, utilizando como material
de parede leite desnatado reconstituido e prebi6ticos, a uma temperatura de entrada
de 150 °C + 2°C e de saida de 55°C * 3°C, observaram eficiéncias variando entre
70,58 e 75,68%. Liu et al. (2016) ao otimizar a microencapsulacao de L. reuteri, com
temperatura de entrada de 140°C e temperatura de saida de 90°C, e concentracéo de
leite desnatado de 20% a uma velocidade de alimentacao de 1200 mL.h"", observaram
gue a sobrevivéncia média foi de 72,50%. Vaniski et al. (2016), ao microencapsular
Lactobacillus acidophilus, utilizando proteina extraida do farelo de arroz e maltodextrina
como agentes encapsulantes, observaram que o tratamento que empregou maior
temperatura de entrada de secagem, 100°C, foi o de menor eficiéncia (79,5%), ja ao
utilizar menor temperatura de secagem e maior vazao de entrada (76°C e 0,60 L.h"),
obteve-se uma eficiéncia de 89,9%.

41 VAZAO DE ENTRADA

A vazao de entrada da solucéo contendo o material de parede e o material a
ser encapsulado, denominado nucleo, também €& um dos fatores que interferem na
eficiéncia da microencapsulacédo. Estudos relatam que com o aumento da vazao ha
um aumento da eficiéncia, isso se deve ao menor tempo de contato do probi6tico com
0 ar quente de secagem.

Behboudi-Jobbehdar et al. (2013) observaram, ao encapsular L. acidophilus
utilizando temperatura de entrada do ar 120 a 160°C e vazao de entrada de 6,0 a 9,0
mL/min, que com temperatura mais elevada houve uma reducéo de 9,02 para 7,20
log UFC/g. Por outro lado, com aumento na taxa de fluxo de alimentacao, houve uma
reducao na perda de viabilidade induzida pelo calor.

Fu e Chen (2011) relataram que a reducédo de células viaveis durante a etapa
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de atomizagdo pode ser atribuida a escolha do meio de secagem adequado, assim
como ao elevado teor de agua da solucao de alimentacéo no spray drying e ao tempo
de residéncia na camara de secagem, ou seja, a vazao de entrada no equipamento.
Assim sendo, o efeito combinado desses trés fatores poderiam proteger as células
bacterianas de serem aquecidas até uma temperatura que levasse a morte do micro-
organismo e, assim, resultar em uma boa eficiéncia de encapsulamento.

Behboudi-Jobbehdar et al. (2013) observaram que ao encapsular L. acidophilus
utilizando maltodextrina, concentrado protéico de soro de leite e D-glucose como
materiais de parede e secagem por spray drying, 0 aumento da temperatura de
entrada de ar induziu uma reducgao significativa da viabilidade do L. acidophilus, mas
associada ao aumento da vazao de alimentagdo aumentaram a sobrevivéncia do
micro-organismo.

51 MATERIAIS ENCAPSULANTES

A escolha dos materiais de parede € importante para a eficiéncia da encapsulacéo
e a estabilidade das microcapsulas. Os materiais encapsulantes podem ser de origem
natural, semi-sintética e sintética, onde destacam-se os carboidratos, proteinas e
lipidios (TRIPATHI; GIRI, 2014; ESTEVINHO et al., 2013).

A escolha do material adequado depende de diversos fatores como a nao
reatividade com o material a ser encapsulado durante o processo e estocagem; o
processo utilizado para a formagédo da microcapsula; o mecanismo e liberagcdo do
material encapsulado; suas propriedades reolbgicas; a habilidade de dispersar ou
emulsificar; a capacidade de prover maxima protecao para o material a ser encapsulado
contra condi¢coes desfavoraveis; o tamanho da microcdpsula; e ser economicamente
viavel (ESTEVINHO et al., 2013; ASSUNCAO et al., 2014).

Os carboidratos s&o os materiais mais frequentemente utilizados na
microencapsulacdo de probidticos (ROKKA; RANTAMAKI, 2010), entretanto, as
proteinas e os lipidios vém se destacando no processo de microencapsulacéo
(TRIPATHI; GIRI, 2014). Uma pratica comum consiste em misturar dois ou mais
agentes encapsulantes para melhorar as propriedades de processo e eficiéncia
da microencapsulacdo. Ko¢ et al. (2015), destacam a mistura de carboidratos e
proteinas. Podemos citar como exemplo a associacdo da maltodextrina que possui
alta capacidade de secagem (ANEKELLA; ORSAT, 2013) que associada as proteinas
que apresentam maior acdo emulsionante (KOC et al., 2015), melhor distribuicdo de
gel e propriedades de formacéo de pelicula (WANG; TIAN; CHEN, 2011) tem-se maior
eficiéncia da microencapsulagao.

As proteinas vegetais também vém se destacando no processo de
microencapsulacdo, em razdo do baixo custo e das propriedades nutricionais e
tecnoldgicas dessas proteinas, apresentando-se como um material de parede
altamente adequado (NESTERENKO et al., 2013).
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Diversas séo as proteinas vegetais que podem ser utilizadas como materiais de
parede, também as proteinas extraidas de sementes e mais recentemente do farelo
de arroz. Vaniski et al. (2016), ao microencapsular L. acidophilus, utilizando proteina
extraida do farelo de arroz associada a maltodextrina como materiais de parede
obtiveram alta eficiéncia de encapsulacgéo.

O uso de proteina como agente encapsulante de probibticos proporciona
vantagens, como a formagéo de revestimento de protecdo sobre a parede celular
bacteriana e a substituicao parcial dos sitios de moléculas de agua em células durante
a secagem, isso ajuda na prevencao da ruptura da membrana celular durante o
processo de secagem por pulverizacao (RAJAM; ANANDHARAMAKRISHNAN, 2015).

Maciel (2013) ao microencapsular L. acidophilus através da secagem por spray
drying, obteve eficiéncia de 82,3% utilizando soro de leite como material de parede, e
ao utilizar leite desnatado obteve eficiéncia de 79,85%. Xing et al. (2014) observaram
eficiéncia de encapsulacao de L. acidophilus com amido poroso de 61,2%.

Certos materiais podem ser incorporados na matriz polimérica para melhorar a
viabilidade das células microbianas durante secagem por pulverizacéo. Alguns materiais
atuam como um termoprotetor para as células microbianas, por promoverem maior
sobrevivéncia durante o processo de encapsulamento por pulverizacdo (FRITZEN-
FREIRE et al., 2012).

Desmond et al. (2002), ao microencapsular L. paracasei NFBC 338 utilizando leite
desnatado reconstituido (10% m/v) e goma-arabica (10% m/v) através da secagem
por spray drying com temperatura de saida de 95 a 105°C, observaram que a cultura
microencapsulada com goma-arabica apresentou uma sobrevivéncia dez vezes maior
que as células controle, igualmente apresentaram maior sobrevivéncia durante o
armazenamento a 4-30°C durante 4 semanas.

Fritzen-Freire et al. (2013) ao encapsular Bifidobacterium lactis BB-12, através
da secagem por spray drying e utilizar como material de parede, leite desnatado
reconstituido (LDR) apresentou eficiéncia de 71,72%, ao utilizar LDR e inulina, a
eficiéncia foi de 75,37%, ja ao utilizar LDR, oligofrutose e inulina a eficiéncia foi de
75,68, e ao utilizar como materiais de parede LDR e oligofrutose apresentou 70,58%
de eficiéncia.

Outro fator a ser considerado para a qualidade do p6 obtido e eficiéncia da
microencapsulacao é a caracteristica da solugdo a ser atomizada. A concentragéo de
sélidos totais, viscosidade, estabilidade e tamanho da goticula, alta concentracéo de
sélidos na solugao aumenta a retencao principalmente por reduzir o tempo requerido
para formar uma membrana semipermeavel na superficie da particula (JAFARI et al.,
2008).

Além dos fatores acima, a cepa do micro-organismo pode interferir na eficiéncia
da microencapsulacdo, bem como sua sobrevivéncia durante o armazenamento
(DESMOND et al., 2002).

Favaro-Trindade e Grosso (2002) avaliaram a sobrevivéncia dos probiéticos
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Bifidobacterium lactis (Bb-12) e L. acidophilus (La-05) apés a secagem por spray
drying a uma temperatura do ar de entrada de 130°C e temperatura de saida de 75°C,
e observaram que o numero de células viaveis de B. lactis permaneceu praticamente
inalterado, enquanto que a populacao de L. acidophilus foi reduzida em dois ciclos
logaritmicos.

CONCLUSAO

A secagem por spray drying € uma técnica muito utilizada por concentrar em
suas caracteristicas diversas vantagens, dentre as quais destacam-se a alta eficiéncia
da microencapsulacdo de micro-organismos probi6ticos e viabilidade da técnica.
Entretanto, diversos parametros devem ser avaliados para selecionar as melhores
condicdes de processo, as quais variam de acordo com o produto que se deseja obter
e sua finalidade. Desta forma, é fundamental conhecer o material a ser encapsulado,
neste caso 0 microrganismo, e 0os materiais encapsulantes que devem ser selecionados
segundo as caracteristicas desejaveis das microcapsulas e aplicacao a que se destina.
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RESUMO: os antibi6ticos sdo uma das classes
mais importantes da farmacoterapia, sendo a
amoxicilina um dos mais prescritos no mundo. A
ma qualidade dos medicamentos pode causar
ao consumidor danos irreparaveis. Assim,
este trabalho teve como objetivo estudar o
perfil de qualidade das marcas de amoxicilina
comercializadas na cidade de Palmares-PE.
Todo o estudo, para se determinar a qualidade
de céapsulas de amoxicilina, foi baseado
na Farmacopeia Brasileira, avaliando-se
caracteristicas organolépticas e fisico-quimicas
e poténcia antimicrobiana. Utilizou-se o
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PALMARES —PE.

microrganismo Micrococcus luteus ATCC 9341,
solugdes obtidas a partir do pbd presente nas
capsulas e o solvente nas concentracbes de 5
mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,05 mg/ml e 0,005 mg/ml,
para cada marca. Em relagéo as caracteristicas
organolépticas e fisico-quimicas, todas as
marcas estavam de acordo com as exigéncias
da Farmacopeia Brasileira. Ja quanto a poténcia
apenas uma marca na concentracéo de 0,5 mg/
ml e trés marcas na concentragdo de 5mg/ml
estavam dentro dos padrdes preconizados.
Tendo em vista os resultados obtidos, conclui-
se que das marcas ofertadas a populagcao
de Palmares—PE, aproximadamente 57%
esta fora das especificagdes, enquanto que
aproximadamente 43% esta dentro dos padrdes
aceitaveis. Caracterizando-se, contudo, que,
em uma certa proporcdo, produtos fora das
condicdes de uso estao sendo ofertados.
PALAVRAS-CHAVE: Antibacterianos,
Penicilinas, Analise Qualitativa.

ABSTRACT: antibiotics are one of the most
important classes of pharmacotherapy, and
amoxicillin is one of the most widely prescribed
in the world. The poor quality of medicines can
cause irreparable damage to the consumer.
This work aimed to study the quality profile of
amoxicillin brands commercialized in the city
of Palmares-PE. All study to determine the
quality of amoxicillin capsules were based on
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Brazilian Pharmacopeia, evaluating organoleptic and physico-chemical characteristics
and antimicrobial potency. We used Micrococcus luteus micro-organism ATCC
9341, solutions obtained from the present powder in the capsules and the solvent in
concentrations of 5 mg /ml, 0.5 mg/ml, 0.05 mg/ml and 0.005 mg / ml for each brand.
Regarding the organoleptic and physico-chemical characteristics, all brands were in
accordance with the requirements of the Brazilian Pharmacopoeia. As for the power
only one brand at a concentration of 0.5 mg / ml and three marks in a concentration
of 5 mg / ml were within the standards set. Considering the obtained results, it is
concluded that the brands offered to the population of Palmares-PE, approximately
57% is out of specifications, while approximately 43% is within acceptable standards. It
is characterized, however, that in a certain proportion, products outside the conditions
of use are being offered.

KEYWORDS: Anti-Bacterial Agents, Penicillins, Qualitative Analysis.

11 INTRODUCAO

Os antibidticos podem ser descritos como uma das classes de medicamentos
mais importantes da farmacoterapia, por contribuir para uma reducéo notdria de
mortalidade. Por esse motivo, estes farmacos sdo usados abundantemente por
todo o mundo no tratamento de doencas infecciosas por bactérias. Sao definidos
como compostos polares, ndo volateis, com estruturas quimicas diversas e reacoes
complexas. Suas variadas estruturas quimicas contribuem para uma grande atividade
quimica e biologica (CASTIGLIONE et al., 2004; BERNABE; FLORES; MARTINEZ,
2013).

O resultado terapéutico satisfatorio do antibiético depende de fatores como:
concentracao adequada do farmaco, no local da infecgcao, para inibir o crescimento
de bactérias ou elimina-las; a dose do farmaco necessaria para produzir o efeito
terapéutico; a poténcia do antimicrobiano, nas apresenta¢cdes farmacéuticas e
administracao correta, considerando-se sempre os limites terapéuticos e de toxicidade
(FARAGO et al., 2006).

Dos antibidticos existentes, um apresenta destaque por sua alta utilizacdo, a
amoxicilina. Trata-se de um antibi6tico da classe das penicilinas de segunda geracgao,
um fendlico beta-lactamico, com expressiva ac&o contra bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Seu mecanismo de ag¢do ainda ndo é totalmente conhecido, mas
sabe-se que atuam por meio da interferéncia da sintese da parede celular bacteriana
(REESE; BETTS; GUMUSTORP, 2002; FREITAS et al., 2011).

A férmula molecular da amoxicilina é C, ,H. ,N,O.S, sendo a sua estrutura quimica
formada por um nucleo bésico 6 — aminopenicilamico, sendo um anel tiazolidinico
unido a um anel beta-lactamico que contém um grupamento amino secundario. Dessa
forma, a estrutura quimica da amoxicilina é bastante semelhante a estrutura quimica
da ampicilina, sendo a presenca de um grupamento hidroxila, ao invés de hidrogénio,
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o ponto de divergéncia. Por apresentar baixa solubilidade e permeabilidade, a
amoxicilina pertence a classe cinco da classificacdo biofarmacéutica (ALMEIDA;
SANTOS; MORAES, 2013).

.Aamoxicilina € um farmaco que foi desenvolvido para uso oral, tendo estabilidade
em acido. Quando na forma de capsulas, € formado por constituintes de amoxicilina
tri-hidrata que apresentam ou n&o, um ou alguns, agentes lubrificantes, secantes e
diluentes adequados, inclusos em capsulas de gelatina (ANVISA, 2010; GOODMAN;
GILMAN, 2012).

A qualidade de farmacos nao deve ser apenas uma questao de competitividade
entre as empresas, deve ser uma obrigacéo atendida, pois a méa qualidade dos farmacos
pode gerar implicagcdes gravissimas na saude do consumidor. Estas implicacdes
podem ir desde as subdosagens terapéuticas, fazendo com que o tratamento nao seja
eficaz, até a superdosagens, levando o usuario a um quadro de toxidade, podendo
ambas progredir para um Obito. Para que um medicamento apresente qualidade
satisfatoria todo o processo de producdo deve ser monitorado. A qualidade dos
medicamentos pode ser comprometida por fatores como a utilizacdo de matérias-
primas e embalagens de baixa qualidade ou que ndo sdo compativeis; a adeséo a
processos de fabricacdo inexatos; a desobediéncia das Boas Praticas de Fabricacéo;
manuseio e armazenamento incorretos; mas condi¢cdes que alterem a estabilidade
farmacologica. Desse modo, com o intuito de garantir a qualidade, seguranca e
eficacia dos farmacos faz-se necessario o cumprimento da regulamentacéo sanitaria
com a realizacéo regular de inspecdes e fiscalizacdo. Além de realizacao de testes
recomendados pela Farmacopeia Brasileira e outros compéndios oficiais. No caso
dos antibidticos, os ensaios de peso médio; tempo de desintegracdo e dissolucao;
determinacdo da poténcia do principio ativo por ensaio microbioldgico, dentre outros,
sdo recomendados (KOHLER et al, 2009; PAULO et al, 2011).

O éxito no tratamento de doencas infeciosas bacterianas advém de diversos
fatores, dentre eles a antibioticoterapia de qualidade. Esta pode ser descrita, entre
outros, como a capacidade do antibi6tico de se obter uma concentracdo, no local
da infeccéo, capaz de exercer o efeito bioldégico desejado e ao mesmo tempo néo
ser toxica as células humanas, assim como a necessidade de que a poténcia do
antimicrobiano esteja correta. Para se determinar esta poténcia, geralmente, a
Farmacopeia Brasileira recomenda que seja por meio de ensaios microbiologicos.
Geralmente, a Farmacopeia Brasileira determina para método microbiolégico o método
de cilindro em placas. Este é realizado em uma placa de Petri onde se encontra um
cilindro vertical contendo antibi6tico, que ira se difundir por este cilindro, através de
uma camada de Agar solidificado, em concentragcbes decrescentes (FARAGO et al,
2006; TAKAMUNE; VIEIRA, 2013).

Frente a quantificacédo de antimicrobianos, o ensaio microbiol6gico em relacéo ao
ensaio fisico-quimico apresenta uma grande importéncia na capacidade de identificar
a verdadeira atividade biol6gica do farmaco. Esta importancia pode ser explicada pelo
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fato de que os ensaios fisico-quimicos nao tém uma capacidade de detectar todas as
alterac6es moleculares dos antibioticos (SALGADO; LOPES; LUCCHESI, 2006).

Neste contexto, considerando o supramencionado, este estudo objetiva estudar
o perfil de qualidade de capsulas de amoxicilina, comercializadas em Palmares — PE,
frente as caracteristicas organolépticas e poténcia antimicrobiana.

2| METODOLOGIAS

Foi estudo analitico — observacional — descritivo, que visou a aquisicdo de medidas
de qualidades de capsulas de amoxicilina comercializadas na cidade de Palmares-PE. O
estudo apresenta como vantagem a facil execucéo e objetividade na coleta de dados.

Foram analisadas 7 marcas de amoxicilina em capsulas, sendo 5 genéricas, 1
similar, 1 referéncia e a amoxicilina padrao. Com representatividade de 100% das marcas
comercializadas no municipio de Palmares-PE. Todo o estudo da qualidade das capsulas
de amoxicilina comercializadas na cidade de Palmares — PE, analisando caracteristicas
organolépticas e fisico quimicas e poténcia antimicrobiana, teve como referéncia a
Farmacopeia Brasileira.

O método utilizado no estudo foi o de difusdo em agar-cilindro em placas,
aplicando-se variadas concentragcbes de amoxicilina, para que fosse possivel
tracar uma curva que relacionasse o didmetro do halo de inibicdo com a poténcia
a amoxicilina. Como referéncia, usou-se uma amostra de amoxicilina padrédo para
controle. O microrganismo utilizado para determinar a poténcia antimicrobiana foi o
Micrococcus luteus ATCC 9341.

A solucao padréo foi preparada com 500mg de amoxicilina em um baldo
volumétrico de 1000 ml e diluida com tampé&o fosfato de pH 6,0.

Para se realizar a avaliacdo da poténcia do antibidtico, a bactéria foi semeada
no meio de cultura agar Mueller-Hinton, em placas de Petri. Apés ser semeada, foram
colocados quatro cilindros em cada placa e em cada um adicionado amostras do
antibiético nas concentracées de 5mg/ml, 0,5mg/ml, 0,05mg/mle 0,005mg/ml. As placas
foram entdo acondicionadas por um periodo de 18 horas a constante temperatura de
35°C e apos esse periodo medidos os halos de inibicao.

Todas as amostras foram analisadas em duplicatas, as amostras de mesma
marca tinham também o mesmo lote. Nenhuma amostra adquirida foi excluida do
estudo.

A solucao padrao foi preparada com 500 mg de amoxicilina, diluida com tampéo
fosfato de pH 6,0, em um baldo volumétrico de 1000 ml.

No preparo do inoculo, inicialmente fez-se uma suspensao bacteriana, com uma
cultura realizada recentemente em tampé&o fosfato de pH 6,0. Em seguida, padronizou-
se a concentracao deste inoculo a partir da comparacgao da turbidez com o padréao de
0,5 da escala de MacFarland, no espectrofotémetro. A turvacéo estava de acordo com
a padronizada. No antibiograma e os resultados da absorbancia, estavam em 0,9.
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Apos ser feita a suspensao, o agar-inoculo foi preparado em propor¢céo de um 1
ml da suspenséo bacteriana para 100 ml do meio de cultura dgar Mueller-Hinton no
estado liquido e em uma faixa de temperatura entre 45-50°C. Para que a 4gua advinda
do metabolismo bacteriano fosse absorvida colocou-se papéis de filtro esterilizados
nas tampas, antes que o meio se vertesse.

No preparo das placas adicionou-se 18 mg de meio de cultura agar Mueller-
Hinton, homogeneizados com agua destilada e esperou que solidificasse. Adicionou-
se entdo 5 ml do agar-inoculo e em seguida foi colocado quatro cilindros de aco
inoxidavel a uma distancia de aproximadamente 30 mm um do outro. Os cilindros
forma lavados, descansou em solucéo acida e em seguidas foram para autoclave por
15 minutos a 120°C.

Colocou-se em cada placa os cilindros com solu¢ao de padrao diluida, pipetou-
se o volume no interior de cada cilindro e em seguida colocou-se as placas na estufa.

As amostras das amoxicilinas testadas e o padrao foram preparadas a partir
de solugcbes em soro fisiologico nas concentracées de 5mg/ml, 0,5mg/ml, 0,05mg/ml,
0,005mg/ml, foram pipetadas na quantidade de 200yl para os cilindros anteriormente
preparados. Em seguida levou-se a encubacao em estufa por 18 horas a 35°C.

Os resultados foram lidos na forma de halos de inibicdo, analisados
estatisticamente por meio do programa informatizado (Excel 2013) e representados
por gréaficos e tabelas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram estudadas sete amostras de diferentes laboratérios. Dessas marcas,
cinco, representando 71,43% das amostras pesquisadas, eram de medicamentos
genéricos. A marca de similar e referéncia, representam, individualmente, 14,28%
das amostras pesquisadas. Elucida-se a facilidade de encontrar nas farmacias os
medicamentos genéricos, assim como a dificuldade de encontrar o medicamento de
referéncia. Sendo este, encontrado em apenas uma farmacia.

Apesar disto, a venda de genéricos no Brasil, corresponde apenas a
aproximadamente 30%. A venda relativamente baixa, pode ser explicada por diversos
fatores como por exemplo a falta de conhecimento e orientagao dos consumidores
para com o produto; consumidores desacreditados quanto a eficacia deste tipo de
medicamento; falta de estimulo advindos dos profissionais médicos (LIRA et al, 2014).

Das amostras de amoxicilina estudadas, todas apresentaram coloragédo branca,
quanto ao estado fisico se encontraram na forma de p0, foram soliveis em agua e
inodora. Quanto a concentracdo, possuiam 500mg e aspecto de cdpsula. Conforme
apresentado na tabela 1.
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Genérico Genérico Genérico Genérico Genéroo

I 2 3 4 Simifar Referéncia Padrao

Cor Branco  Branco Branco  Branco Branco  Branco Branco  Branco
Estado fisico Fa Fa Fa Fa Fd Fa Fd Fa

Solivel em

dqua S Sim Sim =im =im S =im =irm
Concentracdo Sl0my  5S00mg  S00mg  S00mg  S00mg  S00mg  S00mg  S00mg

Aspecto Capsula Capsula Capsula Capsula Capsula Capsula  Capsula Capsula

Odor Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro Inodoro

Tabela 1: Caracteristicas Organolépticas e Fisico-quimicas

Em relacdo a poténcia das amostras de amoxicilina genéricas estudadas, na

concentracdo minima de 0,005 mg/ml, todas as amostras apresentaram-se abaixo

do padrao preconizado pelos compéndios oficiais, nenhuma delas teve acdo nesta

concentracéo. Na concentragdo de 0,05 mg/ml apenas os genéricos 2 e 4 apresentaram

acao, entretanto, nenhuma das amostras genéricas se encontraram dentro dos padrdes

oficiais. Com relacao a concentracao de 0,5 mg/ml, apenas o genérico 5 estava de

acordo com os padrdes. Por fim, na poténcia maxima de 5mg/ml os genéricos 3,4 e 5

estavam de acordo com os padrdes (ANVISA, 2010). (Grafico 1 e 2)
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Grafico 1 - Comparacéo do tamanho dos halos de inibicdo da amostra Padrao e Genéricos
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Grafico 2 - Comparagédo do tamanho dos halos de inibicdo da amostra Padrdo e Genéricos

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes

Capitulo 15



A amostra de amoxicilina similar quanto comparada com a amostra padrao em

nenhuma concentracdo mostrou-se dentro dos padrbes numéricos oficiais exigidos.

(Grafico 3)

A amostra de referéncia comparada com a amostra padrao, apresentou-se fora

dos padrdes numéricos oficialmente exigidos pelos compéndios oficiais, variando em

valores acima e abaixo, dos determinados, de acordo com as concentragdes. (Grafico

4)
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A politica de medicamentos genéricos no Brasil, quando implementada,

estimulou e permitiu a introdugéo do conceito de bioequivaléncia e biodisponibilidade
entre os medicamentos intercambidveis. Atualmente, a legislacdo nacional define a
obrigatoriedade de testes comprobatérios destes conceitos entre os medicamentos

genéricos, similares e de referéncia (ARAUJO et AL, 2010).
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41 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos apds métodos analiticos, conclui-se que as
marcas comercializadas em Palmares — PE apresentam caracteristicas organolépticas
e fisico-quimicas semelhantes, entretanto ha variacbes em suas poténcias. Das
amostras estudas, se encontravam dentro do padrdo, de poténcia antimicrobiana,
uma amostra (14,28%) na concentracdo de 0,5 mg/ml e trés amostras (42, 85%),
na concentracao de 5 mg/ml. Com isso, evidencia-se que as demais amostras, nas
concentragdes estudadas, ndo estao de acordo com as especificacdes da Farmacopeia
Brasileira. O que esclarece que, em uma relevante porcentagem, medicamentos de
ma qualidade estdo sendo ofertados a populacéo de Palmares — PE.

O éxito na qualidade dos medicamentos depende das técnicas e atividades
operacionais realizadas. Qualquer falha na qualidade dos medicamentos pode levar o
consumidor a correr risco de morte por ineficacia do tratamento ou toxicidade. Diante
disto, a qualidade satisfatoria no setor farmacéutico, advém de questées morais e ético.
Assim sendo, os farmacos devem ter os aspectos qualidade, eficacia e seguranca
assegurados pelo érgdo sanitario nacional, por meio de fiscalizacéo periodica.
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RESUMO: Amplamente comercializado no
Brasil e demais paises, o Omega-3 é um
lipideo poli-insaturado, essencial ao organismo,
que apresenta propriedades
principalmente relacionadas a protecdo de

funcionais,

doencas cardiovasculares, por atuar auxiliando
na redugdo dos niveis de triglicerideos
sanguineos. Em decorréncia de seus beneficios

a saude, tem-se o reflexo do aumento do
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consumo deste nutracéutico. Assim, este
estudo teve como objetivo pesquisar produtos
contendo Omega-3 comercializados em
celeiros do municipio de Cascavel, Parana,
Brasil, e analisar seus roétulos, verificando a
sua conformidade com a Legislacéo vigente. A
pesquisa foi realizada em 21 estabelecimentos,
no periodo de maio a junho de 2016, sendo a
amostragem representativa por conveniéncia.
Durante a visitagcdo aos estabelecimentos,
realizou-se a captura de imagens do rétulo
dos produtos para sua posterior avaliacao
quanto a sua adequacéo frente as legislacdes
vigentes para produtos possuidores de
alegacéao funcional. ApGs a analise dos rotulos
dos produtos, verificou-se que em 10% (2)
a alegacéo funcional e o alerta do risco de
alergias ndo estavam descritas, em 38% (8),
a identificacdo do registro sanitario ndo estava
presente, e 48% (10) ndo demonstravam as
informagdes nutricionais necessarias exigidas
por lei. Dessa forma, observou-se que somente
43% (9) dos produtos analisados estavam em
conformidade com a Legislacéo. Diante disto,
pressupbe que a Legislagao vigente ndo vem
sendo praticada pelas empresas responsaveis
pela fabricagdo desses produtos e as auséncias
de informacdes estabelecidas em seus rotulos
podem impactar na efetivagcdo do seu controle
de qualidade sendo este fato refletido na saude
e segurancga do consumidor.
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PALAVRAS CHAVES: Substéancias bioativas; Legislacao; DHA.

ABSTRACT: Widely marketed in Brazil and other countries, Omega-3 is a
polyunsaturated lipid, essential to the body, which has functional properties, mainly
related to the protection of cardiovascular diseases, by acting to reduce blood triglyceride
levels. Due to its health benefits, the increase in consumption of this nutraceutical
is reflected. Thus, this study aimed to research products containing omega-3 sold in
natural food stores in the municipality of Cascavel, Parand, Brazil, and to analyze their
labels, verifying their compliance with current legislation. The research was carried
out in 21 establishments, from May to June of 2016, being representative sampling for
convenience. During the visit to the establishments, the product labels were captured
for their subsequent evaluation as to their suitability to the legislation for products with
functional claims. After analyzing the product labels, it was found that in 10% (2) the
functional claim and allergy risk alert were not described, in 38% (8), the identification
of the health registry was not present, and 48% (10) did not demonstrate the required
nutritional information required by law. Thus, it was observed that only 43% (9) of the
analyzed products were in compliance with the Legislation. In view of this, it assumes
that the legislation in force is not being practiced by the companies responsible for the
manufacture of these products and the absence of information established in its labels
can impact the effectiveness of its quality control and this fact is reflected in the health
and safety of the consumer.

KEYWORDS: Bioactive substances; Legislation; DHA.

11 INTRODUGCAO

Os acidos graxos sdo compostos essenciais das membranas celulares que séo
constituidos por compostos lipidicos poli-insaturados de cadeia longa, com ligacéao
dupla que esta localizada a trés carbonos do final, ou seja, a ligacdo dupla esta na
posicao 3 a partir do grupamento metila (CHALON, 2006; LIMKETKAI; WOLF; PARIAN,
2018). Os principais representantes sdo os acidos de cadeia longa alfa-linolénico
(ALA), o acido eicosapentaendico (EPA) e o acido docosahexaendico (DHA), sendo
considerados essenciais ao organismo, pois nao sao sintetizados endogenamente,
devendo assim serem complementados com dieta (KAYSER et al., 2010; BORGES et
al., 2014).

Acredita-se que os acidos graxos Omega-3 possuem propriedades anti-
inflamatodrias e tém sido usado para tratar diversas doengas médicas (LIMKETKAI;
WOLF; PARIAN, 2018), incluindo a redugao dos niveis de triglicerideos, presséo arterial,
frequéncia e variabilidade da frequéncia cardiaca, funcao endotelial, envelhecimento,
saude cerebral, cardiovascular e ocular (BURKE; BURKE; SOFFER, 2017; GUTSTEIN;
COPPLE, 2017; ARCA et al., 2018; BENES et al., 2018).

Além disso, afetam a trombose, oxidacéao, reatividade vascular, atividade elétrica
cardiaca e possuem efeitos cardiovasculares (BURKE; BURKE; SOFFER, 2017).
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Em populacdes envelhecidas, a suplementacdo de EPA e DHA tem sido associada
a melhora da saude cardiovascular, a manutencdo da fungdo cognitiva, a retencéao
de habilidades visuais e a diminuicdo da resposta inflamatéria a lesbes (KLEINER;
CLADIS; SANTERRE, 2015).

Essas agbes anti-inflamatorias sdo desencadeadas por meio dos eicosanoides,
estes, sao sintetizados através dos acidos graxos essenciais, por exemplo, o acido
eicosapentandico (EPA), incluindo as prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos
e outros derivados oxidados que realizam a mediacédo e regulacdo da inflamacéao
(BORGES et al., 2014).

Outras recomendacgdes que referem as propriedades dos acidos graxos poli-
insaturados retratam a prevencao de doencas cronico-degenerativas e como auxiliar
no tratamento de depressao (KAYSER et al., 2010; SANTOS, 2016).

Salientando as diversas propriedades mencionadas anteriormente, € de suma
importancia a ingestdo de Omega-3. Para isso, deve-se consumir peixes de aguas
frias e profundas, em especial cavala, salméo, sardinha, truta e fitoplanctons, que
estabelecem a base da cadeia alimentar dos oceanos. Além disso, também é possivel
encontrar este nutriente em Oleos vegetais de sementes de linhaga, canola, milho,
girassol e em castanhas (ANDRADE; CARMO, 2006; GEBAUER et al., 2006).

Como forma de suplementacéo, a ingestao diaria de 500 mg de Omega-3 (EPA e
DHA combinados) é recomendada por organizagdes dietéticas/nutricionais como parte
de uma dieta de 2000 calorias para adultos (GUTSTEIN; COPPLE, 2017).

Nos ultimos anos, o consumo de suplementos alimentares aumentou e tornou-
se um componente cada vez mais importante das dietas humanas. Ha muitos fatores
que influenciam esse aumento, mas as razdes mais importantes por tras do aumento
da ingestdo de 6leo de peixe sdo o aumento da conscientizacdo dos consumidores
sobre 0 consumo, beneficios de saude associados com EPA e DHA e o fato de que os
suplementos dietéticos sédo a maneira mais econémica de aumentar as ingestdes de
EPA e DHA (KLEINER; CLADIS; SANTERRE, 2015).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA), ndo reconhece o termo nutracéutico. No entanto, a RDC n° 02, de
2002, define substancia bioativa que seria uma definicao oficial mais equiparavel a
nutracéuticos. Essa é definida como nutriente ou néo nutriente com agdo metabdlica
ou fisiologica especifica no organismo, devendo estar presente em fontes alimentares,
seja de origem natural ou sintética, sem finalidade medicamentosa ou terapéutica
(BRASIL, 2002a). Embora existam legislacdes e definicdes que possam ser aplicaveis
a nutracéuticos, ndo ha reconhecimento oficial da categoria, bem como nao ha
nenhuma lei especifica para esses produtos que trate de sua eficacia, seguranca e
qualidade (LIRA et al., 2009).

Para que as substancias bioativas sejam comercializadas, devem apresentar
alegacao de propriedade funcional ou de saude. As alegacdes de propriedade funcional
sao aquelas que descrevem o papel metabdlico ou fisioldgico que o nutriente ou outros
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constituintes (ex. substéncias bioativas e microrganismos) possuem no crescimento,
desenvolvimento, manutencédo e outras fungbes normais do organismo humano
(ANVISA, 2016). Os acidos graxos EPA e DHA apresentam alegacao de propriedade
funcional aprovada pela ANVISA (2016).

Mediante a legislacao de produtos com alegacao funcional e as exigéncias quanto
aos rotulos, este estudo teve como objetivo pesquisar os rétulos de produtos contendo
Omega-B comercializados em celeiros do municipio de Cascavel, Parana, Brasil para
verificar sua conformidade com a Legislacéo vigente.

2| METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada em 21 celeiros localizados na cidade de Cascavel/PR,
sendo a amostragem realizada de forma representativa por conveniéncia, no periodo
de julho e agosto de 2016.

Apresentou-se aos locais de pesquisa uma carta de esclarecimento, utilizada
como documento de autorizacdo para a pesquisa. Assim, as embalagens dos
nutracéuticos que continham somente Omega-3 foram fotografadas para posterior
analise. Foi realizada a coleta de dados, em relagcdo a marca do produto, nome
comercial, forma farmacéutica, quantidade de produto, informagcbes contidas nos
rétulos, como fabricante, tabela nutricional e demais caracteristicas pertinentes.

Foi realizada uma pesquisa online no site da ANVISA, em relacdo as Normas
para rotulagem de produtos contendo Omega-3 e, devido & inexisténcia de normas
especificas para nutracéuticos, em especial para Omega-3, e também pelo o fato dos
mesmos apresentarem alegacdo aprovada referente a sua propriedade funcional,
utilizou-se normas relacionadas a alegacao funcional e também normas associadas a
alimentos funcionais e para fins especiais.

Para analise e interpretacdo dos resultados, utilizaram-se como base as
seguintes normas vigentes: RDC 278 (BRASIL, 2005), RDC 360 (BRASIL, 2003a),
RDC 259 (BRASIL, 2002b), RDC 26 (BRASIL, 2015) e Lei 10.674 (BRASIL, 2003b) e a
Alegacéo de Propriedade Funcional do Omega-3, bem como os requisitos especificos
relacionados a sua presenca, dispostos em ANVISA, (2016).

Os dados obtidos foram avaliados qualitativamente e expressos em gréaficos de
frequéncia.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram identificadas 47 formulagées de capsulas gelatinosas contendo Omega-3.
Dentre elas, algumas marcas se repetiram e por isso foram excluidas, desta forma,
foram analisados 21 produtos, considerando-se os aspectos dispostos na Figura 1.
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Figura 1: Regularidades e irregularidades em relacao aos itens avaliados em 21 produtos
contendo Omega-3 em suas formulagbes, comercializadas em celeiros de Cascavel/PR.

Os produtos com alegacao de propriedade funcional devem apresentar em seus
rotulos a alegacdo padronizada e aprovada no momento do registro do produto, para
o Omega-3, conforme a seguir:

“O consumo de acidos graxos 6mega 3 auxilia na manutencéo de niveis saudaveis
de triglicerideos, desde que associado a uma alimentacéo equilibrada e habitos de
vida saudaveis” (ANVISA, 2016).

O texto proposto deve ser verdadeiro, correto e claro para evitar que o consumidor
sejainduzido a qualquer tipo de equivoco ou engano em relacéo as reais caracteristicas
dos alimentos, especialmente sua composicao, propriedades e forma de uso.

Neste contexto, verificou-se que 10% (dois) dos produtos analisados nao
apresentaram estas informacdes em seus rotulos. Considerando o livre acesso
a populacédo, em celeiros, muitas vezes sem o devido esclarecimento e acesso a
informacao, é evidente que os consumidores ficam sem a informac&o necessaria para
o correto entendimento da indicagdo de uso do Omega-3, visto que 0 mesmo nao
€ considerado um medicamento, e sim um produto com alegacéo funcional e que
de forma isolada néao ira apresentar os efeitos desejados, sendo necessario a sua
associacao com habitos de vida saudaveis.

A alergia alimentar é um problema de saude publica que aumentou
significativamente em todo o mundo na ultima década, afetando a qualidade de
vida dos consumidores e exigindo cada vez mais recursos de servicos de saude
(ALCOCER; ARES; LOPEZ-CALLEJA, 2016). Como uma medida de prevencdo de
crises alérgicas, em 2013 foi criada a Lei 10.674 (BRASIL, 2003b), que determina a
impressao de adverténcia em rétulos e embalagens de alimentos industrializados que
contenham gluten, a fim de evitar a doenca celiaca ou sindrome celiaca. E em 2015,
a RDC n° 26 (BRASIL, 2015), estabeleceu os requisitos para rotulagem obrigatéria
dos principais alimentos que causam alergias alimentares. Os alimentos, ingredientes,
aditivos alimentares e coadjuvantes de tecnologia que contenham ou sejam derivados
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dos alimentos listados na respectiva Resolu¢do, devem apresentar obrigatoriamente a
declaracao “Alérgicos: Contém ...”, “Alérgicos: Contém derivados de ...” ou “Alérgicos:
Contém ... e derivados”, conforme o caso.

Assim os rétulos dos de produtos nutracéuticos que contenham Omega-S
necessitam apresentar informacdes referentes a presenca ou auséncia de gluten e
também sobre a presenca de derivados de peixes, visto que o Omega-3 é derivado de
Oleos de peixes, 6leo de krill ou 6leo de Schizochytrium sp. (ANVISA, 2016).

Dos produtos analisados, em 10% (dois) ndo foram apresentadas as declaracées
em relacéo a presenga de componentes alergénicos nos rétulos, devido a procedéncia.
Considerando que ao ser desencadeada uma resposta alérgica no organismo ocorre
a liberacao de mediadores vasoativos na circulagdo sanguinea, que podem conduzir
ao colapso vascular, a anafilaxia e ao choque (SARINHO; LINS, 2017), levando o
paciente a morte. Evidencia-se assim a importancia deste esclarecimento, visando a
segurancga do uso pelo consumidor.

No entanto, em relacdo a adverténcia sobre presenca/auséncia do gluten,
todos os produtos apresentaram-se regulares, estando de acordo com a Lei 10.674
(BRASIL, 2003b), garantindo assim a populacao, o acesso a informacao e seguranga
no consumo dos produtos por aqueles eventualmente portadores da doenca celiaca.

Outro aspecto analisado foi a presenca do numero do Registro Sanitario. A
RDC n° 278 (BRASIL, 2005) estabelece que substancias bioativas com alegacao
de propriedades funcionais e/ou de saude devem obrigatoriamente possui-lo. Nos
produtos analisados, observou-se que 38% (8), ndo possuia identificagcao do registro
sanitario. O registro sanitario € de suma importancia, pois € o ato legal que reconhece
a sanidade do produto, sendo este um controle feito antes da comercializagéo,
utilizado no caso de produtos que possam apresentar os eventuais riscos a saude.
Esse registro do fabricante e do produto garante a procedéncia confiavel da matéria-
prima, do processo de fabricacdo e de todas as normas sanitarias exigidas para o
registro do produto conforme a Legislacao pertinente.

Afalta deste registro, destaca a inexisténcia do controle de qualidade dos produtos
presentes nos estabelecimentos comerciais, deixando a populagcéo com acesso livre a
produtos sem qualquer garantia de boa procedéncia e eficacia.

A falta do registro sanitario, que legalmente reconhece a qualidade do produto
ofertado perante a legislacéo sanitaria traz reflexdes sobre aimportancia da fiscalizagdo
regulatéria e do controle de qualidade dos insumos utilizados e do produto acabado,
pois diversas apresentacdes sdo comercializadas na forma de comprimidos, capsulas
duras e moles. Isto condiciona os 6rgaos de fiscalizagdo a um maior senso critico em
relacédo a avaliagdo desses produtos. Levando-se em consideragéo que devido a sua
composicao, os excipientes utilizados nos processos produtivos requerem controles
fisico-quimicos e instrumentais conforme apresentado em compéndios oficiais para
assegurar sua qualidade e adequacéao as normas de identidade, atividade, teor, pureza,
eficacia e inocuidade para sua fabricacéo (LIRA et al., 2009; BRASIL, 2010, 2015).
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Na tabela de informag&o nutricional deve ser declarada a quantidade de gorduras
totais (g), saturadas (g), trans (g), monoinsaturadas (g), poli-insaturadas (g) e colesterol
(mg), conforme RDC n° 360 (BRASIL, 2003a). Adicionalmente, o contetdo de EPA e
DHA presente no produto deve ser declarado abaixo da quantidade de gorduras poli-
insaturadas em miligramas (ANVISA, 2016).

Em relacdo a informacdo nutricional completa nos rotulos, 48% (10) néo
apresentaram todas as informacdes necesséarias exigidas. A omissdo destas
informacdes é preocupante, pois gera a duvida dos componentes do produto e, por
outro lado, deve-se considerar os consumidores com restricoes alimentares. Em
cada periodo da vida, como gestacao, lactacdo e infancia, ha a necessidade da
suplementacdo em doses exata e necessarias, principalmente do DHA, e sem essa
informacao especificada, ndo ha seguranca nenhuma no uso dos produtos e garantia
dos seus componentes.

A Figura 2 mostra a frequéncia do aparecimento das irregularidades, sendo a
informacao nutricional completa e a falta de registro sanitario, os itens com maior
representatividade e nao conformidades, respectivamente.

= ALEGACAO FUNCIONAL
REGISTRO SANITARIO

260 = ALERTA DE RISCO DE
% ALERGIA

= INFORMAGAQ
NUTRICIONAL ADEQUADA

Figura 2: Frequéncia de irregularidades observadas nos 21 produtos contendo Omega-3 em
suas formulacdes, comercializadas em celeiros de Cascavel/PR.

Dos itens analisados, somente os cuidados especiais em relacdo ao uso,
informacao do fabricante e presenca ou auséncia de gluten, estavam presentes em
todos os roétulos estando entédo todas as embalagens de acordo com a legislagéo.

Considerando que estes produtos sdo de venda livre, apresentam propriedades
funcionais e sdo consumidos objetivando o auxilio na manutencédo da saude, é de
grande valia, pois a boa qualidade e a presenca de informagdes sobre sua composicéao
e seu correto uso, garantem o consumo destes de forma consciente e segura. Ao serem
adquiridos em celeiros, n&o havera para estes produtos a orientacdo de consumo
realizada por profissionais capacitados, como médicos e/ou farmacéuticos, indicando
gue a adequada rotulagem tem papel importante para ajudar na garantia da saude do
consumidor.

A frequéncia das conformidades e nao conformidades foram observadas
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considerando o total de inadequagcdes observadas na pesquisa. Assim, observou-
se que, ao se considerar todas as irregularidades observadas, somente 43% (9) dos
produtos analisados continham rétulos em conformidade com a legislagao vigente.

Dessa forma entende-se que 57% (12) dos produtos comercializados em celeiros
na cidade de Cascavel/PR, portanto a maioria, apresentou irregulares em relacao as
aplicacbes das normativas dispostas nas Legislagbes consideradas na pesquisa.
Deste modo, evidencia-se a necessidade de fiscalizacdo regulatoria, visando a
garantia da saude e seguranca do consumidor, por meio do controle de qualidade,
quantitativamente e qualitativamente dos produtos que contem Omega-B, por meios de
ensaios experimentais para atingir o efeito desejado sem que haja uma variabilidade
no produto final (GUTSTEIN; COPPLE, 2017). E esta acao se torna ainda mais
indispensavel, ao considerar o aumento do consumo destes suplementos alimentares
pela populagao.

Dos que apresentaram irregularidades (12), 42% dos produtos analisados
apresentaram erro em apenas um aspecto, 42% apresentaram erros em 2 aspectos,
8% em 3 aspectos e 8% em 4 aspectos observados em desacordo com a legislacao.

Um estudo realizado em 2015, nos EUA, onde foram avaliadas as declaracdes
dos rétulos de EPA e DHA de suplementos alimentares de peixe, krill e éleo de
algas comercializado em Lafayette e Chesterfield, ficou demonstrada a grande
variabilidade entre as quantidades declaradas de EPA e DHA e aquelas determinadas
analiticamente. Essas determinacdes nao foram realizadas neste trabalho, porém
estes resultados indicaram que ainda ha espacgo para melhorias na regulamentacao
dos suplementos alimentares, uma vez que todos os suplementos nao conformes
estavam comercialmente disponiveis naquele periodo do trabalho realizado (KLEINER;
CLADIS; SANTERRE, 2015).

No geral, a variabilidade na qualidade e na quantidade de C)mega-S entre
diferentes produtos e entre diferentes lotes do mesmo produto pode ser devido a
falta de supervisdo regulatoria oferecida aos suplementos alimentares e, assim,
consumidores e profissionais de saude n&o tém como saber exatamente o que esta
contido em suplementos alimentares Omega-3. (GUTSTEIN; COPPLE, 2017). Mesmo
nao tendo sido realizada essa constatacéo seria de grande utilidade para a pesquisa,
sendo esta uma indicagao para a continuidade desta pesquisa.

41 CONCLUSAO

A partir da analise de dados obtidos por meio desta pesquisa, a maioria dos
produtos comercializados apresentaram algum tipo de irregularidade em seus rétulos,
evidenciando assim, a auséncia e/ou ineficiéncia de fiscalizacdo deste tipo de produto
oferecido ao consumidor. E importante destacar que sem uma legislacéo especifica
no que tange a producéao e ao controle de qualidade deste tipo de produtos funcionais,
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considerados alimentos funcionais, as possibilidades sdo restritas de garantir um
produto de qualidade e seguro aos consumidores, a partir da rotulagem dos produtos.

Considerando o livre acesso da populacédo a estes produtos em celeiros,
sem a presenca de um profissional habilitado na selecdo para venda e para sanar
quaisquer davidas por parte do consumidor, a populacao fica desassistida, uma vez
gue a segurancga e a qualidade dos produtos podem nao estarem adequadas para o
consumo.

Outro fator importante a ser considerado, é inexisténcia de regulamentacéo
nacional especifica para este tipo de produto, deixando a industria com mais liberdade
para a elaboracao desses rétulos, o que pode deixar a populagdo exposta a produtos
com procedéncia duvidosa.

51 AGRADECIMENTOS

A Fundagao Araucéria pelo financiamento, e aos celeiros da cidade de Cascavel/
PR — Brasil, que permitiram a realizacdo da pesquisa.

REFERENCIAS

ALCOCER, M. J. C.; ARES, S. de la C.; LOPEZ-CALLEJA, |. Recent advances in food
allergy. Brazilian Journal of Food Technology, v. 19, 2016.

ANDRADE, P. de M. M.; CARMO, M. das G. T. do. N-3 fatty acids: a link between
eicosanoids, inflammation and immunity. MN-Metabdlica, v. 8, n. 3, p. 135-143, 2006.

ANVISA. Alimentos com Alegac6es de Propriedades Funcionais e ou de Saude.
Disponivel em: <http://portal.anvisa.gov.br/alimentos/alegacoes>.

ARCA, M.; BORGHI, C.; PONTREMOLI, R.; DE FERRARI, G. M.; COLIVICCH]I, F,;
DESIDERI, G.; TEMPORELLI, P. L. Hypertriglyceridemia and omega-3 fatty acids: Their
often overlooked role in cardiovascular disease prevention. Nutrition, Metabolism and
Cardiovascular Diseases, v. 28, n. 3, p. 197-205, 2018.

BENES, L. B.; BASSI, N. S.; KALOT, M. A.; DAVIDSON, M. H. Evolution of Omega-3 fatty
acid therapy and current and future role in the management of dyslipidemia. Cardiology
Clinics, 2018.

BORGES, M. C.; SANTOS, F. M. M.; TELLES, R. W.; CORREIA, M. I. T. D.; LANNA, C. C.
D. Acidos graxos poli-insaturados 6mega-3 e lupus eritematoso sistémico: O que
sabemos? Revista Brasileira de Reumatologia, v. 54, n. 6, p. 459-466, 2014.

BRASIL. Resolucao - RDC Anvisa N° 2, de 7 de Janeiro de 2002. Aprova o Regulamento
Técnico de Substancias Bioativas e Probibticos Isolados com Alegacao de Propriedades
Funcional e ou de Saude, e da outras providéncias. ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2002a.

BRASIL. Resolucao - RDC n° 259, de 20 de Setembro de 2002. Aprova o Regulamento

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 16




Técnico sobre rotulagem de alimentos embalados. ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria, 2002b.

BRASIL. Resolucao RDC n° 360, de 23 de Dezembro de 2003. Aprova Regulamento
Técnico sobre rotulagem nutricional de alimentos embalados, tornando obrigatéria a
rotulagem nutricional. ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2003a.

BRASIL. Lei 10.674, de 16 de Maio de 2003. Obriga a que os produtos alimenticios
comercializados informem sobre a presencga de gliten, como medida preventiva e de
controle da doenca celiaca. Coodernagéo de Estudos Legislativos, 2003b.

BRASIL. Resolucao RDC n° 278, de 22 de Setembro de 2005. Aprova as categorias de
alimentos e embalagens dispensados e com obrigatoriedade de Registro. ANVISA - Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2005.

BRASIL. Resolucao - RDC N° 17, de 16 de Abril de 2010. Dispde sobre as Boas Praticas
de Fabricacéo de Medicamentos. ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2010.

BRASIL. Resolucao - RDC n° 26, de 02 de Julho de 2015. Dispde sobre os requisitos
pararotulagem obrigatoria dos principais alimentos que causam alergias alimentares.
ANVISA - Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2015.

BURKE, M. F.; BURKE, F. M.; SOFFER, D. E. Review of Cardiometabolic Effects of
Prescription Omega-3 Fatty Acids. Current Atherosclerosis Reports, v. 19, n. 12, 2017.

CHALON, S. Omega-3 fatty acids and monoamine neurotransmission. Prostaglandins
Leukotrienes and Essential Fatty Acids, v. 75, n. 4-5, p. 259-269, 2006.

GEBAUER, S. K.; PSOTA, T. L.; HARRIS, W. S.; KRIS-ETHERTON, P. M. n-3 Fatty acid
dietary recommendations and food sources to achieve essentiality and cardiovascular
benefits. The American Journal of Clinical Nutrition 85, 1203—-1211., v. 83, p. 1526—1535,
2006.

GUTSTEIN, A. S.; COPPLE, T. Cardiovascular disease and omega-3s: Prescription
products and fish oil dietary supplements are not the same. Journal of the American
Association of Nurse Practitioners, v. 29, n. 12, p. 791-801, 2017.

KAYSER, C. G. R.; KREPSKY, L. H.; OLIVEIRA, M. R.; LIBERALI, R.; COUTINHO, V.
Beneficios da ingestdao de Omega 3 e a prevencao de doencas crénico degenerativas
- Revisao Sistematica. Revista Brasileira de Obesidade, Nutricdo e emagrecimento, v. 4, n.
21, p. 137-146, 2010.

KLEINER, A. C.; CLADIS, D. P.; SANTERRE, C. R. A comparison of actual versus stated
label amounts of EPA and DHA in commercial omega-3 dietary supplements in the
United States. Journal of the Science of Food and Agriculture, v. 95, n. 6, p. 1260-1267,
2015.

LIMKETKAL B. N.; WOLF, A.; PARIAN, A. M. Nutritional Interventions in the Patient with
Inflammatory Bowel Disease. Gastroenterology Clinics of North America, v. 47, n. 1, p.
155-177, 2018.

LIRA, C. R. G.; ZUCCO, F.; NEGRAO, A. N.; SILVA, M. A. S.; MURAKAMI, F. S.
Nutracéuticos: aspectos sobre seguranca, controle de qualidade e legislacao. Revista

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 16




Brasileira de Farmacia, v. 90, n. 1, p. 45-49, 2009.

SANTOS, R. N. Efeitos dos acidos graxos Omega-3 no tratamento do transtorno
depressivo maior: uma revisao. International Journal of Nutrology, v. 9, n. 1, p. 144-152,
2016.

SARINHO, E.; LINS, M. das G. M. Severe forms of food allergy. Jornal de Pediatria (Rio J),
v. 93, p. 53-59, 2017.

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 16



CAPITULO 17

INATIVACAO DE CONSERVANTES DE CREMES
COMERCIAIS CONTENDO PROBIOTICOS PARA
AVALIACAO E DETERMINACAO DE SUA VIABILIDADE

Ana Caroline Da Costa
Universidade Estadual do Oeste do Parana

Cascavel — Parana

Luciana Oliveira de Farina
Universidade Estadual do Oeste do Parana
Cascavel — Parana

Suzana Bender

Universidade Estadual do Oeste do Parana
Cascavel — Parana

Helena Teru Takahashi Mizuta
Universidade Estadual do Oeste do Parana

Cascavel — Parana

RESUMO: Estdo disponiveis no mercado
brasileiro produtos cosméticos contendo
probiéticos, na forma de microrganismos vivos,
seus metabdlitos ou mesmo o lisado celular.
Também estdo disponiveis matérias-primas
contendo probi6ticos que podem ser utilizadas
como ‘ingredientes bioativos’ na fabricacdo
de cosméticos (Vale, 2015). A viabilidade
desses microrganismos é fundamental para se
alcancar o efeito probiético desejado. Assim, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a viabilidade
dos probiéticos em formulagcdes cosméticas
comerciais para se comprovar sua aplicacao
como cosmético probidtico. Foram utilizadas
amostras de creme hidratante facial probiotico-
Clebpatra  (Biologicus), mascara facial
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probiética-Cledpatra (Biolégicus), hidratante
probiotico Anna Pegova e Bulgaricu’s Secret
Gold Top Therm (citados no trabalho como
A, B, C e D, respectivamente). As amostras
foram adicionadas a uma soluc&o inativante
(3% de tween 80(v/v) e 0,3% de lecitina (m/v)
e 3% de histidina) e completou-se para 99mL
de salina. Entado, foram diluidas, filtradas e
plagueadas em MRS Agar por profundidade
mantidas em jarras de anaerobiose em estufa
(37°C por 48 h).Nao foi observado crescimento
de microrganismos em nenhuma das placas.
A auséncia de crescimento indica que, apesar
da inativacéo do conservante ter sido realizada
por meio de técnicas estabelecidas para este
fim, ndo foi possivel obter o crescimento dos
microrganismos pesquisados.
PALAVRAS-CHAVE: antioxidante; cosméticos;
viabilidade;

11 INTRODUCAO

As formulagcbes cosméticas, assim como
0s demais produtos industrializados, estéo
passiveis de contaminacdo, seja durante
0 processo de producdo pelos materiais
utilizados, ambiente em que foi desenvolvido,
ou até mesmo dos manipuladores envolvidos.
Porém, mesmo que a legislagdo ndo presuma

que esses produtos necessitem ser estéreis,
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foram preconizados paréametros microbiologicos (RDC n° 481 de 23 de setembro
de 1999), pois conforme afirmou Wolf et al (2001) além da contaminacdo durante
o desenvolvimento, os produtos cosméticos, durante o periodo em que € utilizado
pelo consumidor, entra em contato com a pele humana e pode sofrer recontaminacao
a cada novo uso. Ademais a temperatura, bem como umidade do meio em que
sdo armazenados e as matérias-primas contidas nos produtos podem favorecer o
crescimentos de microrganismos patogenos.

Diante disso, presume-se que 0s conservantes sao adicionados a um produto
cosmético com a finalidade de minimizar o crescimento de microrganismos e proteger
contra possiveis oxidacdes (REBELLO, 2005).

Os conservantes quimicos também sé&o muito utilizados, estes inibem a reacéo
de oxidacao de alguns componentes em presenca do oxigénio (WILKINSON; MOORE,
1982).

Encontrar o conservante ideal, que esteja de acordo com critérios de conservagao,
seguranca e toxicidade é uma tarefa dificil para o formulador (LERANOZ, 2002). O
conservante considerado ideal deve apresentar amplo espectro de acao, estabilidade
em ampla faixa de pH e temperatura, compatibilidade com ingredientes da formula e
com a embalagem, ndo deve alterar as caracteristicas do produto nem ser agressivo
ao consumidor e ao ambiente e ser aprovado pelas agéncias reguladoras, além de ser
ativo em baixas concentracdes (WILKINSON; MOORE, 1982).

Sob outro prisma, nos cosméticos com a alegacao de probibticos, a viabilidade
dos micro-organismos é fundamental para se alcancgar o efeito desejado. Probiéticos
sdo0 microorganismos que possuem efeitos benéficos no organismo humano, como
o fortalecimento do sistema imunolégico, reducéo da inflamacéo e capacidade de
acelerar o processo de cicatrizagcao de feridas. Além disso, por meio de diversos
mecanismos estas bactérias sdo capazes de produzir substancias inibitérias acidas
ou bacteriocinas, excretar antibiéticos, bloquear adesao de patbgenos, competir por
nutrientes e ainda exercem atividade antioxidante. Estudos clinicos ja constataram
gue probidticos podem exercer outros efeitos benéficos a saude além do bem-estar
intestinal, como melhorar o eczema atopico, a dermatite atOpica, cicatrizacao de
gueimaduras e cicatrizes, rejuvenescendo a pele e também melhorando a imunidade
inata da pele. Uma nova hipétese foi lancada em 2010 por Arck et, os quais propoem
a idéia de um eixo cérebro-pele, que sugere que a modulacdo do microbioma por
implantacao de probiodticos pode exercer profundos efeitos benéficos.

No entanto, a avaliacdo da presenca e quantificacdo desses micro-organismos
em produtos cosméticos & possivel desde que seja realizada a inativacdo dos
conservantes que eventualmente possam estar presentes, utilizados no intuito de evitar
o crescimento de micro-organismos contaminantes e patdogenos nessas formulacées
(RAMOS 2010), ou para verificar a presenca como probidticos. Assim, 0 objetivo
deste trabalho foi avaliar a viabilidade dos probiéticos em formulagcées cosméticas

comerciais para se comprovar sua aplicacdo como cosmético probidtico.
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2 | MATERIAIS E METODOS

Foram empregadas amostras de creme hidratante facial probiodtico-Cledpatra
(Biologicus)®, mascara facial probiotica-Cleopatra (Biologicus)® e hidratante probiético
Anna Pegova® (citados no trabalho como A, B e C, respectivamente).Um grama de
cada amostra foi adicionada a uma solugao salina (99 mL) previamente esterilizada
contendo os inativantes : Tween 80 (3%vV/v), lecitina (0,3% m/v) e histidina (0,3% m/v)
(diluicdo do produto). Em seguida foi realizada mais uma diluicdo (). Um mL de ambas
as diluicées foram plaqueadas em duplicata e por profundidade empregando-se o agar
MRS. Ap6s o plagueamento, o que sobrou das duas diluicées foi filtrado respectivamente
em duas membranas de éster de celulose (diametro 0,45um) e submetido a rinsagem
(100mL de solucao salina estéril). Posteriormente, as membranas foram retiradas
assépticamente e inoculadas em placa de Petri contendo MRS ja solidificado. Todas
as placas foram incubadas em jarras de anaerobiose em estufa a 37°C por 48 h.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foi detectado o crescimento de micro-organismos em nenhuma das placas,
tanto no método empregando-se inativantes quimicos combinado com diluicdo, como
combinando-se inativantes, diluicéo e filtracdo. Esse resultado corrobora com estudo ja
feito por Ramos (2010), o qual utilizou metodologia semelhante, com solugédo inativante
contendo tween 80 3 % e lecitina de soja 0,3 %, porém com diluicdo e sem histidina.
Entretanto, Ramos apés adaptacées em sua metodologia conseguiu recuperar 0s
micro-organismos com eficacia de 92-102%. Assim como no presente trabalho, Ramos
(2010) observou que o crescimento dos micro-organismos foi inibido e atribuiu essa
dificuldade aos principios ativos que poderiam ter atividade antimicrobiana, sugerindo
gue possa ser necessario uma maior diluicdo para neutralizacdo destes compostos.
Portanto, existe a possibilidade do mesmo estar acontecendo com o0s cremes
analisados, ou seja, os principios ativos que incrementam a formulacédo apresentam
atividade antimicobiana. Costa Vale et al. (2015) ao avaliar a atividade antioxidante de
um produto contendo probibticos (Ecoskin®) observou que so foi possivel analisar o
numero de unidades formadoras de colénias em um grama de produto apds ativacéo
dos probiéticos em caldo TSB (TrypticSoyBroth) 10% (v/v), sugerindo que os micro-
organismos presentes no produto estéo inativos.

Marques (2009) num ensaio de validagdo em protetor solar recuperou 0s micro-
organismos inoculados (desde valores <10 a 6,30x10* UFC), onde utilizou uma solugéao
inativante composta por solugao salina, Tween 80 a 3% e =+ lecitina a 0,3% com a
diferenca de que este utilizou pérolas de vidro para a homogeneiza¢dao completa e nao
utilizou histidina.

Santos (2015) em seu trabalho desenvolveu uma formulacdo topica acrescida
de probidticos para tratar a mastite em animais. O autor observou que tanto no
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grupo controle (amostra sem conservantes), quanto nos grupos contendo os agentes
conservantes, houve reducéo da populacéo de células viaveis ao longo dos 28 dias
de ensaio. O grupo controle foi 0 que apresentou a maior taxa de sobrevivéncia ap6s
28 dias de ensaio (16,51%). Os grupos contendo os agentes conservantes avaliados
apresentaram uma reducdo mais expressiva, 0,05% para os grupos contendo
metilparabeno, e 0,13% para o grupo contendo sorbato de potassio. Seus resultados
permitiram afirmar que os agentes conservantes avaliados exerceram efeito inibitorio
sobre as cepas de Lactobacillus que compunham a preparagao probibtica. Portanto,
também pode-se inferir que como no presente trabalho as formulagdes utilizadas mesmo
estando dentro do prazo de viabilidade do produto, ja haviam sido desenvolvidas ha um
determinado periodo, este tempo juntamente com os componentes conservantes da
formulacéo podem ter inibido o crescimento dos microorganismos, sendo necessario
possivelmente como ja citado anteriormente, uma ativacdo em caldo TSB para
recuperar as bactérias.

41 CONCLUSAO

A auséncia de crescimento indica que, apesar da inativacdo do conservante
ter sido realizada por técnicas pré-estabelecidas, ndo foi possivel recuperar micro-
organismos pesquisados. De acordo com Anvisa (2010) produtos cosméticos devem
ser isentos de microrganismos e adicionados de conservantes capazes de protege-los.
Considerando a metodologia utilizada ser a de referéncia e que nao foi possivel avaliar
a viabilidade dos probioticos nos produtos cosméticos analisados ha possibilidade de
0s cremes avaliados ndao conterem probidticos na forma de células viaveis, mas de
extratos lisados ou mesmo liofilizados. Dessa forma, espera-se que quando aplicado
a pele, mesmo na forma liofilizada, possa desenvolver-se utilizando os nutrientes
presentes na prépria epiderme, como os fatores de hidratacdo natural, podendo
exercer seus efeitos positivos. Ja na preparacdo cosmética nao deve crescer pois
acidificaria o creme alterando sua estabilidade (ANDERSON, 2015).
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RESUMO: Objetivo: Realizar uma revisao
sistematica apresentando alguns resultados de
pesquisas contemporaneas sobre aformacéo de
biofilmes por fungos leveduriformes. Materiais
e Métodos: O trabalho caracteriza-se como
uma revisao integrativa da literatura. As etapas
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de realizagdo desta revisédo integrativa foram:
definicdo da questdo norteadora; sele¢cao dos
artigos para o estudo; elaboracdo do quadro
sindptico com as principais informacdes de
cada artigo; analise dos achados de acordo
com os critérios estabelecidos; apresentacéo
dos resultados e conclusdes. A busca pelos
artigos foi realizada nas seguintes bases:
SciELO, LILACS, Pubmed, Science Direct, Web
of Science e Google Académico. Conclusao:
Percebe-se que os biofilmes leveduriformes
s&o um potencial mecanismo de viruléncia de
extremaimportancia, dadaasuaincidénciae sua
dificil erradicagao, visto o pequeno arsenal de
antifangicos disponivel e a elevada resisténcia
desenvolvida por estes microrganismos, 0 que
torna necessaria a busca por novas alternativas
para o controle destas infeccoes.

PALAVRAS CHAVE: Biofilmes; Antifungicos;
Candida spp.; Histoplasma spp.; Tricosporum
spp.; Cryptococcus spp..

ABSTRACT: Objective: The aim of the study
was a systematic review presenting some results
of contemporary research on biofilm formation
by yeast-like fungi. Materials and Methods:
This study was characterized as a literature
integrative review. The stages of realization
of this integrative review were: defining the
research question; selection of items for the
study; preparing the summary table with key
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information of each article; analysis of findings according to established criteria;
presentation of results and conclusions. The search for articles was conducted in the
following databases: SciELO, LILACS and Google Scholar. Conclusion: It is noticed
that the yeast biofilms are a potential virulence mechanism of extreme importance,
given its impact and it’s difficult to eradicate, because the small antifungal arsenal
available and high resistance developed by these microrganisms, which makes it
necessary to search for new alternatives to control the infection.

KEYWORDS: Biofilms. Antifungals. Candida spp.. Histoplasma spp.. Trichosporon
spp.. Cryptococcus spp..

11 INTRODUCAO

Durante muito tempo acreditava-se que microrganismos vivessem apenas
de maneira plancténica, crescendo e circulando isoladamente em meios ricos
nutricionalmente”. No entanto, na década de cinquenta, descobriu-se que elas
poderiam crescer em colbnias estruturadas denominadas biofilmes®. Contudo,
somente em 1970 € que mais estudos preocupados em identificar e entender a
formacé&o de biofilmes comecaram a surgir de maneira a compreender essa forma de
crescimento microbiano®.

Em geral, biofilmes s&o descritos como sendo uma matriz polimérica, aderida a
uma superficie sélida, envolta das coldnias, quase sempre imersa em meio liquido que
€, essencialmente, constituida por um aglomerado de células microbianas e pelos seus
produtos de excrecdo, substancias poliméricas extracelulares (extracellular polymeric
substances - EPS)“9

Apesar de possuirem emprego benéfico em diversas areas, os biofilmes tém
causado danos a saude e, cada vez mais, seu desenvolvimento revela ser causa de
contaminacgao e infecgbes persistentes, principalmente nos setores de assisténcia a
saude®. Sua formacgao nestes locais corrobora para infecgdes graves em pacientes
hospitalizados, sobre tudo no setor da unidade de terapia intensiva (UTI). Este fato se
deveaoelevadonumerode procedimentosinvasivosrealizados e pelocomprometimento
do sistema imune dos pacientes internados nesta unidade hospitalar®. Outra situacao
critica envolvendo biofilmes em hospitais é o seu desenvolvimento em dispositivos
médicos, como tubos traqueais, préteses e cateteres, entre outros?.

Aincidénciade infec¢des hospitalares causadas por fungos formadores de biofilme
tem aumentado substancialmente, acarretando altos indices de mortalidade de até
60%. O género Candida tem sido frequentemente relacionado a formacéo de biofilme,
pois correspondem a 80% das infec¢des flungicas de origem hospitalar®. Também se
destaca as leveduras dos géneros Cryptococcus, Tricosporon e Histoplasma, todos
com alto potencial de formacéao de biofilmes. Ha grande dificuldade no tratamento das
infeccbes causadas por estes microrganismos nesta forma de agrupamento, sendo
que as cepas envolvidas nesta comunidade de biofilmes ja apresentam resisténcia a
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muitos dos agentes antifungicos®.
Aincidénciadeinfeccbesnasocomiaisfungicasvemaumentandosignificativamente
nos ultimos anos. Vale ressaltar que muitos destes microrganismos se agrupam em
biofilmes, conferindo maior patogenicidade as leveduras. Desta maneira o objetivo
deste estudo foi realizado uma revisao sistematica apresentando alguns resultados de
pesquisas contemporaneas sobre a formacao de biofilmes por fungos leveduriformes.

2 | MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho caracteriza-se como uma revisdo integrativa da literatura
incluindo a andlise de artigos cientificos mais relevantes publicados.

A busca pelos artigos foi realizada nas seguintes bases de dados eletrénicas:
Scielo, Lilacs, Google académico, Pubmed, Science Direct, Web of Science. A partir
desta busca foram encontrados artigos cientificos originais, artigos de revisao,
dissertacdes de mestrado e tese de doutorado. Nas buscas, os seguintes descritores,
em lingua portuguesa e inglesa, foram considerados: biofilmes, formac&o, reviséo,
leveduras, infec¢do, antifungicos, Candida spp., Histoplasma spp., Tricosporum spp.,
Cryptococcus spp..

Devido a grande quantidade de publicagdes relacionadas a biofilmes, mas nao
especificas da area da saude, a busca foi preferida por estudos clinicos e pré-clinicos,
dando prioridade aqueles publicados nos ultimos dez anos. Referéncias dos primeiros
artigos selecionados também foram utilizadas, nesse caso, ndo houve restricao quanto
ao ano da publicagao.

A selecao dos descritores utilizados no processo de revisao foi efetuada mediante
consulta ao DECs (descritores de assunto em ciéncias da saude da BIREME). Foram
excluidos artigos com dados de publicagcado incompletos.

Aanélise dos artigos foi desenvolvida através de leitura e elaboragéo de um quadro
sindptico incluindo as seguintes informagdes: titulo, periddico, objetivo, metodologia,
amostra, resultados e conclusédo. A anélise das informagdes encontradas foi realizada
através de leitura comparativa entre os artigos e o resultado da analise deu origem ao
texto apresentado neste trabalho de revisao.

31 REVISAO DA LITERATURA

Fungos frequentemente transitam entre o estilo de vida plancténica e o de
biofilme("®. Fenotipicamente, as células em um biofilme sdo distintas de células de
flutuagao livre. Sua alta tolerancia a antifUngicos e capacidade de suportar as defesas
do hospedeiro sao duas caracteristicas que promovem grande resiliéncia®. Infeccoes
causadas por biofilme s&o particularmente dificeis de erradicar e a maioria dos
antifingicos disponiveis tem atividade minima sobre os mesmos‘?.
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3.1 Formacao do biofilme

Estudos mostram a existéncia de quatro principais estagios de formacédo do
biofilme: adesdo primaria, adesao irreversivel, maturacéo e dispersédo. A formacéo
desta comunidade envolve a adesao primaria dos microrganismos a qualquer superficie
nao esterilizada, que pode ser celular (bibticas) ou inanimada (abibticas)™.

A fase inicial, também chamada de adesé&o reversivel, necessita de mediacéo
da interacdo entre as moléculas por ligacbes especificas do tipo ligante-receptor, ja
em superficies inanimadas, a fixacdo é mediada por interagdes fisico-quimicas nao
especificas'?.

Forcas hidrodinamicas, interacdes eletrostaticas, forcas de Van der Waals e
interacdes hidrofobicas sdo as interacdes fisico-quimicas que garantem a fixacéo
dos microrganismos as superficies abiodticas. Ha ocorréncia do transporte de células
microbianas do meio aquoso até a superficie solida por simples for¢a gravitacional ou
pelo direcionamento por motilidade e por quimiotaxia®.

Existe a possibilidade das propriedades de uma superficie serem modificadas
pela adsorcéo de um filme condicionante, sobre tudo, no caso de materiais biomédicos
de propriedades plasticas, como proteses, tubos endotraqueais, cateteres venosos
e arteriais, sondas e drenos. Este filme, geralmente, se constitui de proteinas,
principalmente albumina, imunoglobulina e fibrinogénio. Com a superficie original
alterada por esse condicionamento ha possibilidade de maiores dificuldades no
controle a adeséao bacteriana em superficies abi6ticas!'".

Quando é formada a primeira camada de microrganismos, a adesao de outros
microrganismos € favorecida. A partir dai, ocorre o processo de adesao secundaria,
considerado irreversivel, essa adesao ocorre por estruturas (hifas) e pela producéo
EPS(2,

Posteriormente, se da a multiplicacéo e a agregacao de novos microrganismos,
uns aos outros, em microcoldnias, formando um biofilme maduro. Conforme a densidade
aumenta, moléculas auto indutoras podem ser produzidas e induzir a transcricao de
genes especificos que regulam varias fun¢gdes como motilidade, viruléncia, producao
de EPS e a formacéao de biofilmes!"-13 .

Havendo condi¢des favoraveis o desenvolvimento de um biofilme continua por
um periodo relativamente longo de tempo. Porém, em situagdes desfavoraveis, o
biofilme comeca a sofrer o processo de desprendimento, onde ocorre a perda continua
de partes de biofilme, resultando na sua disseminagao2.

3.2 Organizacao das col6nias
A organizacdo de um biofilme depende da natureza dos microrganismos
presentes, da concentracao de nutrientes, das propriedades hidrodindmicas e presenca

de alguma forgca mecénica‘®.
Considera-se os EPS como responsaveis pela morfologia, estrutura, coeséo
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e integridade funcional do biofilme e sua composi¢cdo determina a maioria das
propriedades fisico-quimicas('?.

Pode-se considerar essa matriz polimérica extracelular (EPS), como a principal
responsavel pela persisténcia das infeccdes relacionadas ao biofilme. Uma vez que,
o torna mais resistente ao ataque de antimicrobianos e desinfetantes. Resisténcia
acrescida a radiacdo UV, a desidratacao e ao ataque de predadores como protozoarios,
também, sédo beneficios que essa matriz possibilita as leveduras('®.

Um biofilme é considerado uma estrutura adsorvente e porosa por ser constituido
essencialmente por agua (cerca de 80 a 95%). Os microrganismos representam
somente uma parte da massa de biofilme que, frequentemente, € menor que 10%. O
emaranhado polimérico que envolve todas as células microbianas representa cerca de
70 a 95% da matéria organica da massa seca do biofilme('+6)

(a) Aderéncia inicial (b) Intermediario (¢) Maturaggo e dispersao
é -
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Figura 1: Modelo de desenvolvimento do biofilme de Candida: (a) fase inicial de aderéncia, em
que a levedura em suspensao (células planctonicas) adere a superficie; (b) fase intermediéria,
explica o crescimento das colOnias e a secre¢do inicial da matriz extracelular; (c) fase de
maturagdo, em que a matriz extracelular absorve completamente todas as camadas de células
aderidas a superficie em uma estrutura tridimensional. Apés a maturagéo, os eventos de
dispersao, quando as células mais superficiais deixam o biofilme e colonizar areas que rodeiam
a superficie, podem ocorrer. Adaptado de Vila e Rozental, 2016.

3.3 Infeccoes relacionadas a biofilmes

Biofilmes tém importancia em varias atividades humanas. S&o empregados em
numerosos bioprocessos, como tratamento de efluentes, por biorremediacéo, e até na
producao de alguns alimentos(. Contudo, o crescimento ndo desejado dos biofilmes
vem causando um impacto negativo em diversas situagdes''®.

De acordo com Jesus (2013) isolados clinicos de levedura, apresentam
capacidade maior de formar biofilme em comparacéao a isolados ambientais. Em vista
disso, atualmente tém se dado destaque aos prejuizos que esses biofilmes podem
causar em ambientes hospitalares. Estima-se que 80% das infec¢des humanas estejam
associadas a biofilmes, especialmente aquelas que envolvem sistemas biomédicos,
como cateteres, sondas, tubos endotraqueais e intraperitoneais, implantes cirurgicos
e proteses, entre outros!”. Anualmente mais de um milhdo de casos de infec¢des
nasocomiais estdo associados ao uso destes tipos de sistemas!'®. Dentre os mais
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propensos a infec¢des relacionadas a biofilmes estédo os cateteres, implantes, préteses
e valvulas cardiacas artificiais19.

Uma das caracteristicas que distinguem as comunidades de biofilme é a sua
capacidade para aderir a uma superficie. No ambiente médico, sistemas biomédicos
de longa permanéncia, proporcionam um nicho ideal para a formacao de biofilme'?,

As células microbianas podem invadir os tecidos em contato com o dispositivo
ou disseminar-se para a corrente sanguinea, ocasionando infeccbes sistémicas. O
desenvolvimento do biofilme depende do tipo e nUmero de células que aderem ao
dispositivo, do tipo de superficie que constitui o dispositivo e do meio ou fluido em
gue 0s microrganismos estdao expostos. A aderéncia microbiana nesses materiais é a
combinacao de um meio liquido altamente nutrido e o material de que sao fabricados.

A relevéancia clinica de biofilmes em superficies bibticas tornou-se cada vez mais
estudada, visto que, estas infeccées possuem elevada gravidade, resultando tanto na
inefetividade do dispositivo, como aumento da morbimortalidade!?.

Dentre todos os setores hospitalares a UTI é mais suscetivel ainfecgdes deste tipo,
principalmente pela realizacdo constante de procedimentos invasivos, concomitante
uso destes materiais implantados e condicbes imunolégicas comprometida dos
pacientes!'o™,

Nas UTls dos Estados Unidos sao utilizados aproximadamente 15 milhdes de
cateteres venosos centrais (CVCs) por ano. As leveduras foram a segunda maior causa
de colonizagcédo de CVC e a terceira maior causa de infec¢do sanguinea relacionada a
seu uso®. As infeccOes de corrente sanguinea (ICSs) apresentam impacto significativo
na morbidade e na mortalidade, sendo responsaveis por 10% a 20% das infec¢des
hospitalares(?.

A elucidacdo dos mecanismos de resisténcia em biofilmes € o primeiro passo
para a otimizacdo das terapias, ora pelo uso de terapias antifungicas classicas como,
por exemplo, o bloqueio do dispositivo com antimicrobianos/antissépticos e o uso
de dispositivos impregnados com antibiéticos, ou pelo emprego de terapias com
combinacao de farmacos, biocidas ou fitofarmacos®.

3.4 Principais fungos leveduriformes formadores de biofilmes

As leveduras podem ser caracterizadas como fungos oportunistas responsaveis
pela maior parte das infec¢des fungicas nos seres humanos. A incidéncia de infec¢des
causadas por leveduras, na Ultima década, sofreu um grande aumento, especialmente
em paciente imunocomprometidos®). Pode-se destacar os seguintes géneros
altamente relacionados a infecgbes nasocomiais decorrentes de biofilmes:

3.4.1 Candida spp.

Recentes levantamentos demonstram que a formacao de biofilmes esta associada
a 90% das infeccdes de Candida relacionadas com o uso de cateteres por pacientes
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hospitalizados®®?.

A Candida albicans € considerada uma das leveduras mais patogénicas para
o ser humano, causando um grande numero de infeccbes oportunistas, que em
imunocomprometidos podem ser fatais. Estes pacientes apresentam com frequéncia
infeccdes nas mucosas, principalmente candidiases vaginais e orais, podendo evoluir
para infecgbes sistémicas®.

Este género é responsavel por cerca de 60% das infec¢des fungicas de origem
hospitalar, sendo a quarta causa de infeccéo de corrente sanguinea, precedida apenas
pela Staphylococus coagulase-negativa, Staphylococcus aureus e Enterococus,
levando a 6bito em torno de 35% dos pacientes que desenvolvem candidemia©®-2324,

A Candida glabrata é a segunda levedura mais frequentemente isolada da
microbiota dos seres humanos. Esta levedura tem uma importancia particular pois
possui resisténcia intrinseca a agentes antifungicos, principalmente os azélicos, como
fluconazol, voriconazol, itraconazol. Fatores como o uso de antibiéticos de amplo
espectro, cateter venoso central, problemas renais, nutricao parenterais e pacientes
em unidades de terapia intensiva s&o relatados como importantes fatores para infeccao
por C. glabrata®.

A terceira espécie de maior importancia, Candida tropicalis, € considerada como
espécie mais comumente envolvida em candidemia, especialmente em pacientes
oncologicos. Além disso, o crescimento da incidéncia de C. tropicalis como agente
causador de infeccbes hospitalares no trato urinario e infecgdes neonatais vem
sendo amplamente reportado®29. C. tropicalis € tao virulenta e patogénica quanto C.
albicans, além disso, resisténcia ao fluconazol, voriconazol, itraconazol e fluocitosina
esta relacionada ao biofilme desta espécie®.

Os processos infecciosos causados por este género sdo favorecidos pela
ruptura do equilibrio entre o parasita-hospedeiro. Contudo, aderéncia, polimorfismo,
variabilidade fenotipica, producdo de enzimas extracelulares e toxinas constituem
os principais fatores que conferem, ao fungo, a habilidade de formar biofilme e
posteriormente infecgdes.

As células de leveduras do género Candida podem se aderir em diversos tipos
de células do hospedeiro, como epiteliais, endoteliais e fagociticas. Logo, um dos
principais mecanismos de viruléncia é a sua versatilidade de adaptacéo, e capacidade
de adesao em sitios variados®*24 A adesdo a superficie celular do hospedeiro é
influenciada pela disponibilidade de carboidratos, pH, temperatura, producédo das
enzimas extracelulares®.

Com isto, a habilidade em formar biofilme sobre as células do hospedeiro &
uma caracteristica marcante deste patdgeno. O mecanismo de aderéncia envolve
glicoproteinas, proteinas do tipo lectinas que apresentam a capacidade de identificar
varios tipos de acgucares e receptores para a fragdo C3b do sistema complemento. Por
parte do hospedeiro, receptores celulares para as adesinas de Candida como: fibrina,

fibronectina e laminina, que favorecem a colonizacdo da matriz extracelular®”.
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Experimentos realizados no Instituto de Pesquisas Energéticas Nucleares
Associadas de Sao Paulo, demonstraram que a formacao de um biofilme de Candida
pode se dar em aproximadamente 24 a 48 horas. Na fase inicial, a célula plancténica
na forma de levedura adere na superficie do substrato, de forma aleatéria ou atraida
por uma quimiotaxia. Apds a aproximacao das células, existe uma interacéo destas
com a superficie sendo hidrofébica e eletrostatica'®?¥, Na fase secundaria, as células
proliferam formando microcol6nias, e comegcam a produzir a matriz extracelular. Neste
momento ocorre comunicagdo intercelular que leva a uma expressao diferencial
de genes. Esses genes sao responsaveis na transicdo de leveduras para hifas, na
arquitetura da parede celular e na coesividade do biofilme dada pela matriz2324,

Ao final, quando as células comecam a se confluirem, a rede formada comeca
a ser constituida de uma transicéo de células diferenciadas em pseudohifas, hifas e
leveduras, envolvidas na matriz extracelular polimérica, resultando em um crescimento
tridimensional®). A maioria das infec¢des causadas por Candida na forma de biofilme
evoluem para um quadro de disseminacao na corrente sanguinea (candemia), podendo
ocasionar a morte do paciente.

3.4.2 Cryptococcus spp.

A importancia do género Cryptococcus spp. aumentou drasticamente na década
de 80, em consequéncia da epidemia acarretada pelo HIV - Human Immunodeficiency
Virus. Estimativas sugerem que, por ano, cerca de 1 milhdo de individuos portadores
do HIV desenvolvem criptococose, dos quais 600 mil casos sao fatais®.

O desenvolvimento do biofiime de C. neoformans no hospedeiro pode ocorre
inicialmente, pela inalagédo de propagulos que atingem os alvéolos pulmonares onde
séo capazes de se proliferar. Caso o fungo néo seja erradicado pelo sistema imune
do hospedeiro, a infeccdo pode tornar-se latente pela contencdo do patbgeno em
granulomas, podendo ser reativada ou evoluir para a forma aguda da doenca®".

C. neoformans, pode, ainda, sobreviver e multiplicar-se no interior de macrofagos.
A persisténcia deste fungo no interior de células fagociticas facilita sua disseminacgéao,
uma vez que macréfagos alveolares contendo leveduras em seu interior podem
translocar-se do pulméo para outros 6rgaos. Podendo resultar na forma mais grave
da infec¢do por C. neoformans, que ocorre quando as leveduras atingem o sistema
nervoso central (SNC) ocasionando a meningoencefalite®®.

O C. gatti (sorotipos B e C) € uma levedura também patogénica relacionada com
infeccbes em pacientes imunocompetentes, que se difere do C. neoformans por esta
caracteristica e por ocorrer primariamente em regiées subtropicais. E considerado
0 agente etiolégico de pneumonia fungica e algumas formas de meningite basal e
criptococose®.

A patogenicidade dos isolados de Cryptococcus é baseada na expressao de
fatores de viruléncia, que sdo componentes estruturais e moleculares diretamente
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envolvidos no estabelecimento e manutengéo da infecg¢éo, e que possibilitam a invasdo
e permanéncia do fungo nos tecidos e células, bem como a modulagdo do sistema
imune do hospedeiro®@".

Um experimento demonstrou que as melhores condicdes para a formacao de
biofilme criptocdcico ocorre entre 25-37° C, pH neutro e tensdo de CO, ambiente. De
maneira geral, isolados de C. gatti tem capacidade de produzir biofilme de maneira
mais intensa quando comparados aos isolados de C. neoformans. Outros estudos
reforcam que o biofilme criptococico sdo menos suscetiveis a antifungicos como
anfotericina B, caspofungina, fluconazol e voriconazol®.

Muitos autores tém demonstrado a capacidade de Cryptococcus produzir biofilme
em materiais sintéticos como placas de poliestireno e itens prostéticos invasivos, além
de cateteres de derivacao ventriculoatrial®".

Martinez (2006) constatou que biofilmes de Cryptococcus spp. podem estar
associados a valvulas cerebrais e tubos de derivacdo (shunts) utilizados para drenar
0 excesso de liquor.

3.4.3 Tricosporun spp.

Asinfeccbescausadasporfungosdogénero Trichosporongeralmenterepresentam
micoses superficiais, consideradas benignas e acomete, preferencialmente, o couro
cabeludo, a axila e a regiao pubiana®).

Trichosporon é caracterizado pela formacgao de artroconidios, blastoconidios, hifas
e pseudo-hifas. Morfologicamente, as espécies patogénicas s&o muito semelhantes. A
diferenciacao, ainda hoje, é realizada em muitas instituicdes médicas com o emprego
das técnicas convencionais de diagnoéstico que, apesar do baixo custo, necessitam de
tempo para serem realizadas®

Sao muitos os fatores de viruléncia associados a este microrganismo, destacam-
se: DNAses (que causa degradacao do DNA celular), lipases, fosfolipases, proteases,
urease e a capacidade de formar biofilme©°31-%2, As espécies com maior capacidade
de formar biofilme sdo T. asahii e T. mucoides, ressaltando-se a predominancia de T.
asahii®?.

Xavier et al., (2015) isolaram um total de 9 leveduras do género Trichosporon,
obtidas somente de uroculturas, e constataram que 66,6% dos isolados foram
capazes de produzir biofilmes em superficie de poliestireno, sendo fator importante na
determinacao de persisténcia da infeccdo em sistemas biomédicos.

3.4.4 Histoplasma spp.

A principal espécie representante do género Histoplasma é a espécie H.
capsulatum. Esta apresenta trés variacbes: H. capsulatum var. capsulatum, H.
capsulatum var. duboisii e H. capsulatum var. farciminosum, sendo que somente as
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variedades capsulatum e duboisii patogénicas humanas®*.

Rosinha (2013), através de um estudo epidemiolégico, observou que, em
pacientes com HIV no Ceara, a micose foi considerada a primeira manifestacéo da
SIDA (sindrome da imunodeficiéncia adquirida), correspondendo a 38,9% dos casos.
Em 85,8% dos pacientes, o patdgeno isolado foi do género Histoplasma, todas as
cepas analisadas demonstraram potencial em formar biofilme.

H. capsulatum é um fungo dimorfico e seu habitat natural é o solo, sobretudo solo
enriquecido com fezes de passaros e morcegos. Sua patogénese baseia-se no modo
de transicéo para levedura, internalizacdo nos fagécitos do hospedeiro, sobrevivéncia
intracelular e proliferagcdo durante a infeccéo clinica assintomatica®. A capacidade
de crescer com morfologias distintas, também, proporciona a este microrganismo
capacidade de se adaptar a diferentes condicbes de vida por expressar genes
especificos®+3®. Este é inicialmente adquirido pela inalagdo de microconidios ou
fragmentos de hifas. Caso sobreviva e consiga se replicar nos macréfagos alveolares
ocasiona infeccdo pulmonar, na qual pode disseminar para outros 6rgaos do sistema
fagocitico mononuclear, principalmente baco e figado. Também pode ocorrer migragao
para SNC, com a disseminagdao hematogénica para as meninges ou para o cérebro,
resultando em uma meningite crénica®®,

Até o momento poucos fatores de viruléncia deste género, porém o que contribuem
para a formacéo de biofilme sédo a(1-3 glucano), proteinas de choque térmico (HSPGO)
e um polissacarideo de parede celular®?,

3.5 Mecanismos gerais de resisténcia do biofilme aos antimicrobianos

Dentro de um biofilme os microrganismos necessitam de diferentes doses de
antimicrobianos para sua inibicdo. Este fato acaba por conferir diferentes indices de
resisténcia a acao dos farmacos dentro de uma mesma comunidade, assim, patégenos
oportunistas conseguem permanecer como agentes infectantes por longo tempo®©.

O biofilme constitui um local ideal para a troca de material genético facilitando
a transferéncia horizontal de genes de resisténcia, bem como de transcricdo de
determinadas proteinas e enzimas que induzem ineficacia aos antimicrobianos usados
na clinica™.

Em culturas livres o transporte de solutos do meio liquido para as células,
geralmente, é um processo rapido, quando, em agregados, esse fluxo é dificultado,
dando-se por difusdo pelos poros presentes no filme!™. Qutra limitagdo, dentro do
biofilme, é a oferta de oxigénio, escassa em sua base"). Essas dificuldades acabam
fazendo com que a taxa metabdlica e, consequentemente, o crescimento da populagcao
bacteriana sejam mais lentos. Dessa forma, muitos antimicrobianos tornam-se
ineficientes, visto que geralmente estes agem na fase de crescimento exponencial
do microrganismo, bem como sintese proteica, sintese de acidos nucleicos e parede
celular que os mesmos atuam('-19,
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A dificuldade de muitos agentes antimicrobianos infiltrar no biofilme tem se
mostrado uma das principais causas de seu insucesso na tentativa de erradicar células
bacterianas®”

Quando o biofilme é atacado por antimicrobianos, a maior parte da populacao &
erradicada, mas uma fracao de células latentes néo é afetada, podendo ser, além de
nucleo para reinfeccéo apds o termino da terapia caminho para desenvolvimento de
células mais resistentes.

O principal responsavel pela baixa penetracdo no meio é o EPS. Ele pode atuar
como barreira fisica para difuséo, retendo grande parte dos agentes antimicrobianos
e, assim, reduzir a quantidade do mesmo para agir sobre as células ou interagir,
guimicamente, com esses agentes, capturando antimicrobianos que sao hidrofilicos e
carregados positivamente'.

As falhas no reconhecimento dos biofilmes pelo sistema imunoldgico também
se fazem importantes na tentativa de erradicacédo dos microrganismos envolvidos no
mesmo. Tendo em vista que as células sésseis estimulam producdo de anticorpos
pela liberacdo de antigeno, as leveduras sob forma de biofilmes impedirdo reacdes
imunolégicas, celular e humoral®®. O que promove a ineficiéncia do sistema imune em
combater os biofilmes também é o EPS, pois as células sinalizadoras ndo conseguem
reconhecer os potenciais patdogenos, assim, as células do interior do biofilme ficam
protegidas contra a agao de anticorpos, radicais livres e outros compostos do sistema
imunologico™).

Estudos apontam que as células mononucleares do hospedeiro podem ficar
aprisionadas no biofilme, ndo conseguindo fagocitar. Pode ocorrer até a incorporacao
de células do sistema imunol6gico no biofilme, inclusive aumentar o crescimento do
mesmo'?).

3.6 Eficacia e resisténcia dos antifungicos frente a leveduras formadoras de
biofilmes

Os antifungicos disponiveis sdo menos eficazes contra biofilmes, tendo em vista
gue as suas concentracdes devem ser até 1000 vezes superiores para inibir biofilme,
em relacdo as células plancténicas!?.

Desde 1970, a resisténcia antimicrobiana aumentou significativamente,
em associacdo com varias mudangas na pratica médica tais como a utilizacdo de
terapias que deprimem o sistema imunolégico, emprego frequente e muitas vezes
indiscriminado de agentes antimicrobianos, o uso comum de dispositivos intravenosos,
e o0 surgimento de doencgas crbnicas imunossupressoras, levaram ao consequente
aumento de infecgdes fungicas®. A seguir, estéo relatadas as principais classes de
antifungicos disponiveis na atualidade e sua acao frente a infeccbes ocasionadas por
biofilmes de leveduras.
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3.6.1 Poliénicos

Os poliénicos sao a primeira classe de antifungicos descrita, cuja estrutura é
macrociclica e caracterizada por atomos de carbono divalentes dispostos em série, 0
gue lhe confere a caracteristica hidrofilica®“®.

Fungos em fase estacionaria do crescimento séo os alvos desta classe, pois se
unem por intera¢des hidrofobicas ao ergosterol, o esterol predominante encontrado
na membrana citoplasmatica dos fungos. Com essa ligacéo sao formadas estruturas
gue albergam no seu interior poros que modificam a permeabilidade da membrana
e causando a morte celular por perda de nutrientes e ions essenciais. Os poliénicos
também tém atividade oxidante sobre o metabolismo celular e certa capacidade
imunoestimulante sobre o hospedeiro, por promover a liberacdo de citocinas proé-
inflamatoérias®.

O representante desta classe com maior atividade sobre biofilmes é a anfotericina
B que possui amplo espectro com eficacia demonstrada contra a maioria dos agentes
de micoses sistémicas (Paracoccidiodes, Histoplasma e Sporothrix) e oportunistas
(Candida, Cryptococcus, Aspergilluse Penicillium), ndo possuindo atividade frente a
Trichosporon spp“".

Emprega-se, normalmente, até 1 mg/kg/dia, quando em sua forma convencional,
ja as doses das formulacdes lipidicas podem variar de 3 a 6 mg/kg/dia para obtencéo da
mesma eficacia terapéutica, porém, a forma lipossomal, causa menor nefrotroxicidade,
principal consequéncia da administracdo do farmaco®. E um dos poucos farmacos
gue pode ser prescrito na gravidez 2.

Este valor pode variar quando se trata de células sésseis. Em uma andlise, a
terapia continua com 4 pyg/ml de anfotericina B resultou em mais de 50% de inibi¢cao
das células do biofilme de Candida albicans“®. Contudo, Carvalho (2013), em seus
experimentos precisou usar uma concentracao de 16 a 256 vezes maior de anfotericina
B para conseguir erradicar a col6nia do biofilme. J& outro experimento realizado pela
Universidade Federal do Espirito Santo verificou que este farmaco inibiu a formacao
de biofilme apenas na concentracéo de 128 pyg/ml para Candida albicans“.

Segundo um estudo que testou CIM (concentragdo inibitdria minima), em células
sésseis e plancténicas do género Candida, existe um pequeno numero de células
responsaveis pela resisténcia a este farmaco, chamadas células persisters®. Estas
células ocupam entre 0,1 a 1% da populacao do biofilme e continuam células viaveis
mesmo na presenca de altas concentragdes de antifungicos“®.

Como a anfotericina B é eficaz contra este género, esperaria-se que quanto
maior a concentragcdo do farmaco, menor seria a quantidade de células viaveis no
biofilme. Entretanto, em C. albicans existem alguns relatos em que n&o ocorre reducéo
de células. Isto pode ocorrer pelo aumento da producéo de ergosterol sob condicoes
de estresse. Pode-se concluir que a Anfotericina B € eficaz em biofilmes, embora
dependa da concentrac@o e da espécie, ndao podendo ser definido um valor de CIM
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para erradicar a levedura em biofilmes®®.

3.6.2 AZzdlicos

Os azélicos sao compostos sintéticos heterociclicos, difundem-se facilmente
tecidos infectados devido a sua apolaridade, sado subdivididos em imidazois e triazois
com base no numero de nitrogénios presentes no anel azol, resultando, esta diferenca,
em diferentes afinidades de ligagéo do farmaco ao sistema enzimatico citocromo P-450
fungico“?.

Os azbis, atuam, inibindo, de forma ndao competitiva e reversivel, enzimas que
participam das etapas finais da biossintese do ergosterol, levando a um acumulo de
precursores que substituem o ergosterol na membrana celular gerando modificagdes
na permeabilidade da membrana fungica, o que inibe o crescimento fungico, exercendo
efeito fungistatico“?. Essa é uma classe que atua na maioria dos fungos que causam
micoses superficiais, cutaneas, subcutaneas, profundas e oportunistas como:
Malassezia, dermatofitos, Paracoccidiodes, Histoplasma, Coccidioides, Blastomyces,
Candida e Cryptococcus“?.

A alta incidéncia de infec¢bes fungicas, em sua maioria na forma de biofilme, em
pacientes imunocomprometidos gerou o uso indiscriminado de azois por via sistémica,
de forma profilatica ou terapéutica, que vem aumentando a resisténcia dos fungos a
estes agentes®. Os antifiUngicos mais usados para o tratamento de biofilmes desta
classe séo, fluconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol.

O fluconazol por ser hidrossollvel tem absorcao oral independente do pH, se
liga pouco a proteinas plasmaticas (11%), € excretada quase que totalmente por via
renal e tem boa penetracao tecidual, inclusive do sistema nervoso central. Logo, € um
triazol de primeira escolha para o tratamento de biofilmes de leveduras causadoras
neurocriptococose e Candidiase oral, esofagica e vaginal®“e).

O voriconazol possui potente acdo e largo espectro in vitro, inibe a enzima 14
alfa-desmetilase, essencial para a sintese do ergosterol, segundo Nobre et al; (2002),
este é ativo in vitro contra Aspergilos sp e Candida sp“?. Em um estudo, que avaliou
o papel da matriz de biofilmes de Candida glabrata na sua resisténcia ao voriconazol,
observou-se substancial resisténcia ao farmaco por parte dos biofilmes, o que néao foi
verificado em células planténicas. Houve o aumento da producgao de polissacarideos
e ergosterol. O que pode ser uma das respostas para 0 aumento da resisténcia a este
farmaco@.

J4, resultados de uma analise da viabilidade celular dos biofilmes de Candida ssp.
mostraram que concentragcbes mais baixas de voriconazol (até 100 pyg/ml) n&o tiveram
efeito na viabilidade celular em comparacdo com a biofilmes do controle positivo.
As concentracbes mais altas (=200 pg/ml) provocaram diminuicdo significativa da
viabilidade celular dos biofilmes. Contudo, em nenhum caso foi verificada a auséncia
total de biofilme2.
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Ravuconazol e posaconazol sdo derivados triazéis de Ultima geragéo apresentam
in vitro um largo espectro de atividade, particularmente contra biofilmes das espécies
de Candida“.

O género Trichosporon spp. apresenta sensibilidade limitada a diferentes
antifungicos, sendo a classe dos azélicos, a primeira linha de escolha para o tratamento
dessas infecgoes“®). As células plancténicas apresentam sensibilidade ao fluconazol e
ao voriconazol, sendo este ultimo o que apresenta uma melhor atividade in vitro, ja em
células formadoras de biofilme o voriconazol pode ser até 1000 vezes menos eficaz®?.

De maneira geral os azélicos demonstram-se eficazes na inibicdo do biofilme.
Cabe ressaltar, que a efetividade do tratamento é maior nas primeiras fases de formacéo
do biofilme, que ocorre antes de 48 horas. Gongalves (2013) mostrou que apés a
maturac&o, ndo se observa células sésseis sensiveis a esta classe de antifungicos.

3.6.3 Equinocandinas

A partir de 2001, com os avancos na terapia antifingica e na tentativa de diminuir
seus efeitos adversos, novos representantes foram colocados no mercado, como as
equinocandinas, classe mais recente de antifungicos aprovados pela FDA (Food and
Drug Administration). Atualmente, as equinocandinas representam um importante grupo
de farmacos na terapia intravenosa de candidiase superficial e invasiva, provocada
por biofilme. As mais utilizadas sao caspofugina, micafugina e anidulafungina®”.

Equinocandinas inibem de forma ndo competitiva e irreversivel aenzima (1,3)-3-D-
glicano sintase, necessaria a sintese do (1,3)-B-D-glucano. A producéo insuficiente
desse polissacarideo resulta em danos na estrutura e integridade da parede celular,
impedindo o crescimento das células fungicas e, consequentemente, provocando
a morte do microrganismo®). Todos os farmacos do grupo das equinocandinas, de
modo geral, apresentam espectro de acao semelhante, o que se aplica também para
biofilmes“®.

Por apresentarem este mecanismo de acéo, as equinocandinas demostram um
amplo expectro de acao e alta poténcia. Embora n&o se tenha total padronizagéo,
estes farmacos se mostram in vitro, fungicidas par a maioria das espécies de Candida,
incluindo aquelas resistentes a classe dos azolicos“?.

As equinocandinas, ndo sao indicadas para o tratamento de infeccbes causadas
por C. neoformans, Trichosporon spp.,e H. capsulatum, devido principalmente ao
baixo teor de glucano na parede celular dessas espécies*”). A suscetibilidade de cepas
do género Candida foram estudadas em 117 isolados, observou-se que as células
planctbnicas possuem alta sensibilidade a caspofungina de 8 pg/mL, contudo, em
biofilmes houve aumento de 200 vezes do CIM para este farmaco LIMA, 2014). J4,
Peman et al. (2008) observaram a CIM para biofilmes de Candida ssp. de 1,18 pug/ml
frente a anidulafugina.
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3.7 Importéancia clinica da resisténcia e novas alternativas

Suzuki (2009) constatou que pode haver até 80 % da reducéo da efetividade de
agentes antimicrobianos no combate as leveduras, devido, principalmente, a dificil
penetracéo e difusdo dos mesmos no biofilme, relatando ser este um dos fatores de
resisténcia. Bombas de efluxo, também, sdo um importante mecanismo de resisténcia,
pois permite o efluxo de antifungico da célula, sendo um mecanismo muito mais
eficiente em células sésseis que em plancténicas®?.

Em 2010, um estudo que examinou os efeitos da taxa de crescimento e limitagéo
de nutrientes em relacéo a resisténcia a antifungicos em biofilmes de Candida spp.,
indicou que a resisténcia aos farmacos coincide com a maturacao do biofilme. Pois,
a expressao dos genes que codificam as bombas de efluxo foi encontrada durante
diferentes fases de desenvolvimento de biofilme. Adicionalmente, analises revelaram
gue os niveis de ergosterol, s&o significativamente diminuidos nas fases intermediarias
e maduras de crescimento de biofilme em comparacdo com as fases iniciais de
desenvolvimento®?.

Adensidade celular € apontada como um fator de resisténcia antifungicaimportante
em biofilmes, particularmente para os azdis, tornando-se cada vez mais resistentes
com o aumento da densidade®. Andes et al. (2015) observaram a existéncia de
moléculas de Quorum Sensing (QS) em leveduras do género candida semelhantes as
descritas nos biofilmes bacterianos. O papel principal do QS é coordenar a expressao
de determinados genes para regulacdo da densidade populacional, levando a
coordenacao de atividades bioldgicas na populacéo, tais como simbiose, motilidade,
esporulacao, acasalamento, entre outras®,

Tomadas em conjunto, todas estas observagdes reforcam a ideia de que a
resisténcia do biofilme &€ um fenbmeno complexo e multifatorial®®. Em relacéo aos
biofilmes, de modo geral, estudos clinicos, demostram maior resisténcia aos azolicos,
enguanto as equinocandinas e anfotericina B, sdo mais eficazes. (1°42

As alilaminas e as formulagcbes poliénicas ndo vém apresentando atividade
totalmente satisfatéria contra biofilmes fungicos. Para superar a ineficacia dessas
drogas, alguns pesquisadores tém se dedicado em avaliar o efeito sinérgico entre
varias classes de medicamentos, como antifungicos, antibacterianos, analgésicos,
imunossupressores, entre outros®? (COSTA 2009). Temos como exemplos dessas
combinagdes: associacao entre fluconazol e doxiciclina, combinacéo entre anfotericina
B e aspirina, combinacdo de caspofungina e o diclofenaco e a sensibilidade de
biofilmes de C. albicans a diferentes antifUngicos e 0 medicamento imunossupressor
ciclosporina“”.

Outros estudos mostram a eficacia da combinacao de inibidores de calcineurina e
fluconazol para tratamento de biofilmes de C. albicans e Trichosporon spp.. Inibidores
da calcineurina potenciam também a atividade de outros agentes antifungicos, incluindo
as equinocandinas e anfotericina B. O sucesso desta combinagao se da pela reducao
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da capacidade da matriz (EPS) em sequestrar o antifungico®.

Mourédo (2012) verificou que concentragcdes subinibitdrias de antibidticos como
Sulfametoxazol-Trimetoprim e Sulfadiazina-Pirimetamina foram capazes de reduzir a
capacidade de formacao e manutencéao de biofilme de cepas de C. neoformans.

A interacéo entre anfotericina B e farmacos antibacterianos, como a rifampicina
e a tetraciclina também vem sendo estudada em testes in vitro. A avaliagao atividade
in vitro de anfotericina B combinada a rifampicina e a doxiciclina contra biofilmes de
espécies de Candida, demonstrando a reducéo dos valores de CIM do antifungico.
Provavelmente este resultado foi dado pela ligacdo da anfotericina B e esterdis da
membrana celular fungica, aumentando sua permeabilidade, permitindo a entrada
das drogas com a subsequente interferéncia da sintese do RNA pela rifampicina e a
sintese proteica pela doxiciclina®®.

O uso de biocidas, também, tem se mostrado método efetivo para evitar a
formacao dos biofilmes. Resultados encorajadores foram observados in vitro com o
uso de etanol e acido etilenodiaminotetra-acético (EDTA)“®.

A resisténcia dos biofilmes é preocupante e requer ndo somente a pesquisa para
o desenvolvimento de novas substancias, mas também o desenvolvimento de novas
abordagens para o tratamento dessas infeccbes. Pode-se observar que € pequeno o
numero de agentes farmacologicos para tratamentos antifUngicos quando comparado
ao de antibidticos, caminha-se para a descoberta de antifungicos que apresentem
maior espectro de acado, baixo custo e menor indicio de resisténcia antifungica®'-2.

Aabordagem utilizada para descobrimento de novas alternativas € a de determinar
0Ss mecanismos que conduzem a resisténcia a droga e identificar ou desenvolver um
agente anti-infeccioso, que interrompa o processo espécie!'?.

Cada vez mais, produtos naturais vém atraindo interesses cientificos, devido a
suas propriedades antifungicas. Essas pesquisas podem conduzir ao desenvolvimento
de drogas efetivas contra muitos fungos patogénicos. Segundo a Organizagédo Mundial
de Saude (OMS) mais de 80% da populagdo mundial usa medicamentos tradicionais
para tratar suas doencas, sendo a maioria oriundos de plantas e/ou seus produtos. Os
compostos como alcalodides, taninos, flavondides, proteina, peptideos, glicoproteinas,
acidos fendlicos e os 0Oleos essenciais apresentam atividade considerada contra
fungos®9.

41 CONSIDERACOES FINAIS

O presente artigo de revisdo traz uma abordagem atual sobre biofilmes
produzidos por leveduras, bem como apresenta as principais espécies que o compdem,
destacando-se o género Candida, sobre 0 qual se baseiam a maioria dos estudos,
precedida dos géneros Cryptococcus, Tricosporun e Histoplasma, respectivamente.

Constatou-se a capacidade dos biofilmes em causar infec¢des de dificil tratamento,
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seja pelas vantagens e resisténcia que a forma de agrupamento lhes proporciona, seja
pelo pequeno e muitas vezes ineficaz arsenal farmacologico disponivel para combaté-
los.

Ha promissoras combina¢des e novas abordagens para o tratamento dos biofilmes
leveduriformes. Contudo, percebe-se a necessidade de muito mais empenho no
desenvolvimento de tratamentos, devido sua problematica. Espera-se que através da
compreensao dos mecanismos de seu desenvolvimento, resisténcia, microrganismos
envolvidos e tratamentos, relatados nesta reviséo, tenha-se colaborado para tanto.
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RESUMO: O desenvolvimento econbémico
do pais e os meios de comunicacdo tém
influenciado o aumento da renda e trazendo
consigo padrdes de imagem e beleza, sendo,
necessario o crescimento quantitativo de
profissionais que possam atender esta
demanda, incluindo as manicures e pedicures.
O objetivo deste estudo foi verificar o
conhecimento de manicures e pedicures
em relacdo a utilizagdo de Equipamentos
de Protecdo Individual (EPIs). No periodo
de 14 de abril a 14 de junho de 2016, foram
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CASCAVEL- PR

entrevistados 61 centros de embelezamento e
estética localizados no municipio de Cascavel-
PR. As entrevistas foram realizadas por meio
de um questionario semiestruturado, contendo
dados da caracterizagdo do estabelecimento;
dados da caracterizacdo do entrevistado;
dados da caracterizacdo do processo de
trabalho; dados de conhecimento especifico.
Os dados do instrumento foram devidamente
tabulados no software Microsoft Office Excel®,
e posteriormente sintetizados por meio de
estatisticas descritivas. Em relacdo ao uso na
pratica profissional de EPIs, 34,4% citaram
que os utilizam e 65,6% citaram que né&o.
Daqueles entrevistados que utilizam os EPls,
61,9% afirmam que os utilizam em todos os
atendimentos, ou com aqueles que percebem
que ha risco de contaminacéo (38,1%). O
principal motivo mencionado por nao utilizar os
EPIs é porque causa incobmodo e desconforto
durante o atendimento (82,5%). Os profissionais
participantes do estudo tiveram baixa adesao
ao uso de EPls, assim, ao nao utilizarem os
EPIls recomendados, profissionais do ramo da
beleza e estética, estdo propensos aos riscos
ocupacionais existentes no contato direto ou
indireto com clientes e materiais.

PALAVRAS-CHAVE:
embelezamento e estética; Equipamento de

Centros de

protecéo individual; Biosseguranca.
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ABSTRACT: The economic development of the country and the media have influenced
the increase of income and bringing with itimage and beauty standards, being necessary
the quantitative growth of professionals who can meet this demand, including manicures
and pedicures. The objective of this study was to verify the knowledge of manicures
and pedicures in relation to the use of Personal Protective Equipment (PPE). In the
period from April 14 to June 14, 2016, 61 beautification and aesthetics centers were
interviewed located in the municipality of Cascavel- PR. The interviews were carried out
through a semistructured questionnaire, containing data from the characterization of the
establishment; interviewer characterization data; characterization of the work process;
knowledge. The instrument data was tabulated in Microsoft Office Excel® software,
and then synthesized using descriptive statistics. Regarding the use in professional
practice of PPE, 34,4% mentioned that they use them and 65,6% did not. Of those
interviewed who use PPE, 61,9% say they use it at all visits, or with those who perceive
that there is a risk of contamination (38,1%). The main reason mentioned for not using
the PPE is because it causes discomfort and discomfort during the care (82,5%). The
professionals participating in the study had low adherence to the use of PPE, so, by
not using the recommended PPE, beauty and esthetics professionals, are prone to the
occupational risks existing in direct or indirect contact with clients and materials.
KEYWORDS: Beauty and Aesthetics Centers; Personal Protective Equipment;
Biosafety.

11 INTRODUCAO

O desenvolvimento econbémico do pais e 0s meios de comunicacdo tém
influenciado o aumento da renda e trazendo consigo padrées de imagem e beleza,
atingindo todas as camadas sociais, faixas etarias de ambos os sexos. Tal condi¢do
tem inspirado os individuos a se preocuparem com a qualidade de vida, sobretudo,
quanto aos cuidados com o corpo, sendo necessario o crescimento quantitativo de
profissionais que possam atender esta demanda, incluindo as manicures e pedicures
(MELO; SARTOR; BONI, 2014).

Entretanto, esse crescimento ndo tem acompanhado a devida qualificagéo
profissional, expondo trabalhadores e clientela atendida, aos riscos inerentes as
atividades desenvolvidas (MELO; SARTOR; BONI, 2014).

O risco da transmissdao microbiana torna-se iminente quando manicures e
pedicures desconhecem e ndo aderem as medidas de biosseguranca que incluem a
utilizacdo de Equipamentos de Protecao Individual (EPIs) (GARBACCIO; OLIVEIRA,
2013), adequadas técnicas de reprocessamento de artigos, procedimentos de
desinfeccéo, limpeza e esterilizacdo dos instrumentais e a estrutura fisico-funcional
dos estabelecimentos (DINIZ; MATTE, 2013), além de descarte de materiais de uso
unico e pratica de higienizagdo das maos (GARBACCIO; OLIVEIRA, 2015).

O Ministério do Trabalho e Emprego (MTE), em sua Norma Regulamentadora
(NR) n° 6, define os EPIs como sendo todos aqueles dispositivos ou produtos, de uso
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individual, utilizado pelo trabalhador, destinado a protecéo de riscos suscetiveis que
ameaca a segurancga e a saude no trabalho. Estes equipamentos ndo sao destinados
somente a garantir a protecdo destes profissionais, mas, também, possuem papel
importante na diminuicdo do risco de transmissdo de micro-organismos durante o
exercicio da profissao (BRASIL, 1978).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ao se
realizar a prestacéo de cuidados a outro individuo durante a realizagcao de qualquer
procedimento que envolva sangue, secrecdes ou contato com a pele e mucosas deve-
se: lavar as méos, usar luvas, mascara, 6culos de protecdo; avental/jaleco, sapatos
fechados, fazer o descarte adequado de material contaminado, vacinar-se contra o
VHB (virus da hepatite B), dentre outros (PIMENTA, et al. 2017).

Na pratica dos podologos, manicures e pedicures, as alicates, lixas e cortadores
de unha, constituem grande preocupacédo. Para esta categoria profissional, mascara,
luvas descartaveis, avental, 6culos de protecéo, touca e sapatos fechados, sdo EPIs
essenciais, além da importancia da vacinagéao contra hepatite B, tétano e influenza.
O descarte dos materiais cortantes e perfurantes deve seguir 0s mesmos principios
indicados para os profissionais de saude, com a adog¢dao de recipientes rigidos
(PARANA, 2009).

Os EPIs funcionam como barreira contra a transmissdo de micro-organismos
devendo ser utilizados de acordo com o tipo de atividade realizada e o risco de
exposicdo aos patdgenos (PARANA, 2013-2014).

Existem duas modalidades de equipamentos de protecdo aos trabalhadores:
aqueles que conferem protecdo coletiva, neste caso, protegem o conjunto dos
trabalhadores de um setor de trabalho; e, aqueles que conferem protecao individual, ou
seja, a protecao € especifica para um determinado individuo, a saber: luvas, mascaras,
6culos de protecédo, aventais, gorros, botas e sapatos (PARANA, 2013-2014).

Assim, com base nas Precaucdes Padréao (PP) e nas normas de biosseguranca
em relacdo ao uso obrigatorio de EPIs, o Ministério do Trabalho, conforme Portaria
n°® 3214, de 08 junho 1978, estabeleceu a NR n° 6 que regulamentou os EPIls, como
dispositivos ou produtos, de uso individual utilizado pelo trabalhador, destinados a
protecdo de riscos suscetiveis de ameacar a seguranca e a saude no trabalho (BRASIL,
1978).

Os EPIs recomendados pelas PP para a pratica de manicure e pedicure, devem
ser utilizados de modo individual, considerados imprescindiveis, de acordo com a
funcao que exercem em determinadas partes do corpo e divididos em:

- Protecao para a cabeca

a) Oculos de protecdo: representam uma barreira de protecdo de transmissao
de infecgbes, diante da presenca de fluidos contaminados e substéncias livres no ar
encontrados nesses estabelecimentos de embelezamento, pelo processo de lixar as
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unhas e atingirem os olhos, ou, pelo ato de cocar ou esfregar os olhos com as maos
contaminadas ou sujas (PARANA, 2013-2014). Devem ser usados para a protecdo dos
olhos, durante a manipulacéo de produtos quimicos ou na retirada do eponiquio (SAO
PAULO, 2012). Ap6s o uso, lavar os 6culos com agua e sabao e fazer a desinfecgcao
com alcool etilico 70% (BRASIL, 1978).

b) Mascaras: importante forma de protecéo da boca e nariz, prevenindo a ingestéo
ou inalacdo de micro-organismos, presentes na fala, tosse, espirro ou qualquer
substancia que possa ser aspirada (SAO PAULO, 2012). Devem ser utilizadas para todo
e qualquer atendimento, independentemente do procedimento, e sdo obrigatoriamente
descartaveis (SCHMIDLIN, 2006).

c) Touca: sua utilizacdo previne a queda de cabelos, importante forma de
transmissdo de micro-organismos no local que esta sendo realizado o procedimento.
Oferece uma barreira para a possibilidade de contaminacao dos cabelos por meio de
secrecdes que possam ser espirradas pelo simples fato de manusea-los com as méos,
uma forma de prevenir a colonizacdo dos cabelos do profissional, representando
assim, uma medida de higiene (SCHMIDLIN, 2006).

- Protecao para os membros superiores

a) Luvas: utilizadas como barreira de protecao, prevenindo contra contaminacéo
das maos ao manipular materiais contaminados ou perfurocortantes, reduzindo, assim,
a possibilidade de contaminacdo (SCHMIDLIN, 2006).

Recomenda-se 0 uso de luvas caso haja probabilidade de contato com sangue,
fluidos corpéreos, pele ndo integra, manuseio de materiais ou superficies sujas com
sangue e fluidos, independente do diagnostico do cliente (GARBACCIO, 2013).

Devem ser usadas, também, no contato com produtos quimicos de agéo corrosiva,
caustica, alergénica, toxica e térmica (SAO PAULO, 2012).

O uso de luvas nao substitui a necessidade da higienizagcdo das méaos. Jamais
devem ser reutilizadas e precisam ser descartadas em local adequado ap6s o uso
(SCHMIDLIN, 2006).

- Protecao do tronco

a) Avental: usados para fornecer uma barreira de protecao e reduzir a transmisséo
de micro-organismos. Previnem a contaminacao das roupas do profissional, protegendo
a pele da exposicdo a sangue e fluidos corpéreos. Devem, obrigatoriamente, ter
mangas longas, quando descartaveis, devem ser resistentes e impermeaveis, sendo
0 uso restrito ao local de trabalho (GARBACCIO, 2013).

- Protecao para membros inferiores

a) Sapatos: Utilizar sapatos fechados, evitando o uso de chinelos, minimizando os
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riscos de acidentes com materiais perfurocortantes e também contato com secregdes
possivelmente contaminadas (GARBACCIO, 2013).

O objetivo deste estudo foi verificar qual o conhecimento de manicures e
pedicures em relacdo a utilizacdo de EPIls na prética diaria e em relagcdo as medidas
de biossegurancga por elas adotadas.

2| METODOLOGIA

Estudo descritivo, exploratorio e quantitativo. A quantificacdo foi utilizada tanto
na coleta de informagdes, quanto no tratamento dos resultados e técnicas estatisticas.
Ela tem como objetivo a preciséo dos trabalhos realizados, chegando a um resultado
com minimas distorcées (RICHARDSON, 2017).

A coleta de dados, nesse aspecto, se realiza por meio de questionarios que
apresentem variaveis distintas e relevantes e as informagdes obtidas poderdo ser
convertidas em numeros por meio de dados estatisticos, e de tabelas e graficos (GIL,
2017; POPPER, 2013).

No periodo de 14 de abril a 14 de junho de 2016, foram entrevistados 61 centros
de embelezamento e estética localizados no municipio de Cascavel-PR. As entrevistas
foram realizadas por meio de um questionario semiestruturado, contendo dados de
caracterizacao do estabelecimento; dados de caracterizacdo do entrevistado; dados
de caracterizacdo do processo de trabalho e dados de conhecimento especifico.

O instrumento de coleta de dados (questionario) foi previamente testado em
um saldao de beleza (teste piloto) e as respostas foram analisadas para confirmar
se as questdes estavam de acordo com os objetivos da pesquisa. Os dados obtidos
foram devidamente tabulados no software Microsoft Office Excel® e posteriormente
sintetizados por meio de estatisticas descritivas (frequéncias absolutas - n; e
frequéncias relativas percentuais - %). As variaveis quantitativas foram avaliadas por
meios das estatisticas descritivas de minimo, maximo, média e desvio padrao.

A presente pesquisa € contemplada em um projeto guarda-chuva intitulado “Boas
Praticas em Saude: seguranca do paciente e qualidade da assisténcia de enfermagem
prestada”, que foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade
Estadual do Oeste do Parana (UNIOESTE), sob parecer n® 1.447.806/2016, bem como
esta nacionalmente cadastrada por CAAE: 50066815.8.0000.0107.

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

A amostra avaliada foi composta por 61 pessoas. Em relagcdo ao uso na pratica
profissional de EPls, 34,4% (n=21) citaram que os utilizam e 65,6% (n=40) citaram que
nao. Dentre os EPIs utilizados, citam-se: luvas 90,5% (n=19); mascara 47,6% (n=10),
avental 4,8% (n=1), sendo que touca, sapato fechado e 6culos de protecao néo foram
citados por nenhum entrevistado.
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Daqueles entrevistados que utilizam os EPls, 61,9% (n=13) afirmam que os

utilizam em todos os atendimentos, ou com aqueles que percebem que ha risco de

contaminacgao 38,1% (n=8).

VARIAVEL CATEGORIAS N % P-VALOR
. Sim 21 34,4
Uso na pratica
profissional de EPIs N&ao 40 65,6 0,015
Luvas 19 90,5
Mascara 10 47.6
Avental 1 4,8
EPIs utilizados durante Oculo de protegéo 0 0
o procedimento de Touca 0 0
manicure/pedicure Sapato fechado 0 0 < 0,0001*
Todo atendimento 13 61,9
Aqueles que percebe risco para
T 8 38,1
contaminacgao
Quando sabe que o cliente possui 0 00
Dos EPIs citados, aIgEJma dgenga . 0.0001*
quando os utiliza Apoés realizar procedimento que 0 0.0 <0,
causou sangramento
Ferimento nas unhas 0 0,0
Risco de sangue/secrecdes nos
0 0,0
olhos/mucosa
Alergia a produtos 1 4.8
N&o traz riscos 1 2,5
N&o sofre ferimentos que justifica 0 00
0 uso ’
Nunca se acidentar 1 2,5
Desconhecia a necessidade de 4 10,0
. I g usar EPIs
rincipal motivo de ndo
utilizar EPIs Pelo preco dos EPIs 7 17,5 <0,0001*
Incomoda e causa desconforto 33 82,5
Incomoda o cliente 4 10,0
Tem alergia ao material do EPI/
latex 1 2,5
Outros: Nunca ter sido exigido no 1 2,5
saldo
Nao tem vontade de usar/ndo vé 5 5.0

necessidade

.. Faltadepratica/costume 1 25

Tabela | - Frequéncias absolutas (n) e relativas (%) das categorias das variaveis relacionadas
ao processo de trabalho. P-valor do teste de qui quadrado para aderéncia ou k proporgoes®.

Cascavel- PR, 2016.

Fonte: Dados coletados na pesquisa.

p-valor com nivel de significancia de 0,05.
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A adocéo de medidas individuais de protegdo por meio do uso de EPIs também
€ uma importante maneira de reduzir o risco de exposicdo ao VHB. O uso de luvas
€ recomendado sempre que houver possibilidade de contato com o sangue, mucosa
e pele ndo integra e também para manuseio de itens ou superficies sujas de sangue
(GARBACCIO; OLIVEIRA, 2015).

Vale ressaltar que as luvas sé&o de uso unico, retiradas e descartadas apos a
utilizacdo entre um cliente e outro, e, ap6s calca-las, é de fundamental importéncia
gue se evite tocar superficies e outros objetos que né&o fagcam parte do cuidado direto
ao cliente (SIEGEL, 2007).

Destarte, o MS, desenvolveu um folheto explicativo para profissionais da beleza
recomendando o uso de luvas e EPIs descartaveis para cada cliente, bem como, o
uso de luvas de borracha para a realizacéo da limpeza dos instrumentos no intuito
de minimizar os riscos que um possivel acidente com perfurocortantes possa causatr,
mas, a grande maioria dos profissionais negligencia essas agbdes (WALSH, 2012).

O uso dos EPIs protege profissionais e clientes da exposicdo a sangue, outros
fluidos corpéreos e fragmentos de unhas que podem carrear micro-organismos
transmissiveis. No Brasil observou-se que 87,5% das manicures que apresentaram
marcador sorologico positivo para hepatite B, ndo usavam luvas descartaveis durante
execucao de seus procedimentos (OLIVEIRA; CARDOSO; MASCARENHAS, 2009).

Como podemos observar na tabela I, o principal motivo mencionado pelas
entrevistadas para ndo utilizarem os EPIs, esta relacionado ao incébmodo e desconforto
provocados durante o atendimento. O desconforto no uso dos EPIs é apontado em
outros estudos, além de subestimar o risco ou desconhecé-lo e relatar alergia ao latex
das luvas de procedimento (OLIVEIRA; SILVA; GARBACCIO, 2012).

Vale ressaltar que a obrigatoriedade do uso de EPIs é estabelecida para todos
os trabalhadores brasileiros pela NR n° 6 de 1978 (BRASIL, 1978). E, no caso de
riscos de contatos com material bioldgico, o uso de EPIs € uma medida universal, néo
restrita apenas aos profissionais de saude, mas a todos que tenham a possibilidade
de contato com sangue e outros liquidos corpéreos, 0s quais podem ser passiveis de
transmissdo de micro-organismos (WALSH, 2012).

O uso de luvas e outros EPIs na prevengdo do contato com sangue ou fluidos,
devem ocorrer para todas as situagdes em que ha o risco e néo ap0s a exposicao ter
ocorrido, e isto inclui todo o trabalho que é realizado por manicures e pedicures, nao
se excluindo qualquer opcao ou dada circunstancia (SIEGEL, 2007).

Em relagcéo ao vestuario, estudos com barbeiros mostraram falta de cuidado com
0 vestuario e aventais que ndo eram lavados ou trocados regularmente (80%-100%)
(OLIVEIRA; SILVA; GARBACCIO, 2012).

Apesar da auséncia de estudos sobre o vestuario dos profissionais da beleza
e estética infere-se que, como os profissionais de saude, eles podem se contaminar
por micro-organismos que podem causar danos especialmente quando ha algum
desequilibrio imunolégico. Portanto, alguns cuidados devem ser tomados com
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uniformes, aventais e jalecos usando-os apenas no salédo de beleza e evitando circular
com estes em outros ambientes fora do local de trabalho. Este vestuéario deve ser
lavado diariamente, como o de profissionais da saude, pois quanto menor a frequéncia
deste cuidado, maior a possibilidade de contaminagdo e manutencdo dos micro-
organismos nos tecidos (NAM; ANIL, 2015).

Quando a lavagem do vestuario se der no ambito doméstico, ele deve ser
separado de outras roupas ou do restante da propria familia e passado a ferro quente,
pois micro-organismos, em especial fungos, podem resistir ao processo de lavagem
simples, mas, eliminados pela temperatura a que séo submetidos quando passados
(SOBRINHO, et al, 2014).

Subestimar o risco pode ser atribuido a varios aspectos do comportamento
humano, pela indevida percepcdo de um risco invisivel (micro-organismos) ou n&o
mensuravel e ndo consideracéo da responsabilidade do profissional na resolucéo,
minimizac&o ou prevencdo de um problema. Ha evidéncias quanto ao conhecimento
suficiente de profissionais da saude sobre os perigos e riscos biol6gicos nas atividades
que exercem, contudo, estes, algumas vezes, nao incorporam as precaug¢des padrao
de forma efetiva na pratica cotidiana (YANG, et al, 2014).

A alergia ao latex foi apontada na pesquisa realizada por uma (2,50%) profissional
e tem sido identificada em pessoas que trabalham continuamente utilizando luvas,
como os profissionais da saude e no Brasil, estima-se que esta atingiu 30,0% deles
comparado a 2,0% na populagdo em geral. Aqueles que calgcam luvas tém risco
aumentado para sensibilizacao ao latex. Os alérgenos presentes no latex sao proteinas
que podem ser absorvidas pela umidade natural da pele ou, indiretamente, dissolvidas
ao talco em contato com a pele ou por via inalatéria e, os sinais mais comuns da
reacao ao latex séo as dermatites de contato, urticaria de contato, conjuntivite, rinite,
asma e anafilaxia (SILVA, et al, 2014).

Ajustificativa paraabaixaadesaoaos EPIs muitasvezes sedeve aindisponibilidade
destes no saldo, ao preco e nédo aquisicao pelo proprietario (no sentido de reduzir
custos), ou por falta de conhecimento ou exigéncia da Vigilancia Sanitaria Municipal.
Destaca-se a importancia em oferecer EPIs adequados ao risco de exposi¢ao de cada
atividade, sendo, portanto, uma obrigagdo do empregador além de exigir o seu uso
apos orientar e treinar o trabalhador; e, ao empregado, cabe cumprir as determinacdes
vigentes e do empregador sobre 0 uso adequado (BRASIL, 1978; WALSH, 2012).

41 CONCLUSOES

E eximia a grande preocupacédo da populagdo em relagdo & boa aparéncia das
maos e pés, e isso inclui os cuidados com as unhas. No entanto, em razdo das varias
ocupacoes e tarefas a serem realizadas no dia-a-dia, muitas pessoas procuram 0s
servicos de manicure/pedicure sem, as vezes, dar atencdo a higiene referente ao
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servigo.

Os profissionais participantes do estudo tiveram baixa adeséao ao uso de EPIs,
sendo o principal motivo relatado pela n&o utilizacéo, o incdbmodo e desconforto que os
mesmos geram durante o atendimento. Assim, ao ngo utilizarem os EPIs recomendados,
profissionais do ramo da beleza e estética, estdo propensos aos riscos ocupacionais
existentes no contato direto ou indireto com pacientes e materiais.

Desta forma, a criagdo de grupos de estudos direcionados aos profissionais
do ramo de beleza de modo geral se faz de grande relevancia, com discussées de
temas pertinentes visando a implementacdo de medidas de biosseguranca e de
boas praticas, haja vista que se trata de um problema importante na esfera da saude
publica, auxiliaria no aperfeicoamento destes profissionais e nas duvidas que ocorrem
no cotidiano desta atividade que cresce sobremaneira no pais e no mundo.
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CAPITULO 20
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RESUMO: O objetivo do presente trabalho é
promover 0 uso racional de antimicrobianos
em uma farmacia basica de um municipio do
estado do Maranhao, utilizando a metodologia
do Planejamento Estratégico Situacional
(PES), a fim de contribuir com a resolucao do
problema priorizado. Foi utilizado um relato de
experiéncia através de propostas e criacao de
estratégias para a implantacdo de melhorias na
promoc¢ao do uso racional de antimicrobianos.
Conforme o modelo de PES, o trabalho foi
baseado nos momentos: explicativo, normativo,
estratégico e tatico-operacional, que fazem
parte da construcdo de um plano operativo.
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EXPERIENCIA

realizadas duas oficinais com os
autores envolvidos nas quais determinou-se o

Foram

problema, uso irracional de antimicrobianos,
assim como planos de ac¢bes para erradicar
0 problema priorizado, a saber, melhorar as
acoOes de assisténcia farmacéutica, e criar uma
comissao de farmacia e terapéutica e uma
comissao de controle de infecgdo hospitalar.
O desenvolvimento das agbes via PES foi
fundamental para a qualificacéo da assisténcia
farmacéutica no municipio em estudo, sendo
um importante passo rumo a concretizacao do
objetivo principal de promover o uso racional de
antimicrobianos.

PALAVRAS-CHAVE: assisténcia Farmacéutica;
antibacterianos; planejamento estratégico.

ABSTRACT: The objective of this work is to
promote the rational use of antimicrobials
in a basic pharmacy of a city in the state of
Maranhao, using the methodology of Strategic
Situational Planning (SSP), in order to contribute
to the resolution of prioritized problem. For the
present study we used an experience report
through suggestion and creating strategies for
the implementation of improvements to further
the rational use of antimicrobials. According
on the model of SSP, the work was based on
moments: explanatory, normative, strategic
and tactical-operational, which are part of
the construction of an operating plan. Two
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workshops were conducted, in which it was determined the problem, irrational use of
antimicrobials, as well as action plans to eradicate prioritized problem, namely improve
pharmaceutical care activities, and create a commission of pharmacy and therapeutics,
and a commission of hospital infection control. The development of actions via PES
was essential for the qualification of pharmaceutical services in the municipality under
study, an important step towards achieving the main objective of promoting the rational
use of antimicrobials.

KEYWORDS: pharmaceutical services; anti-bacterial agentes; strategic planning.

INTRODUCAO

Segundo dados da Organizacdao Mundial da Saude (OMS), os antibi6ticos
tém sido empregados em diversas situacdes clinicas sem base em evidéncias que
comprovem sua real indicacdo. Os antimicrobianos sdo usados precipitadamente em
até 60% dos casos de infecgdes respiratorias, e em quase 40% dos casos de diarreia
em paises em desenvolvimento, uma vez que predominam as infec¢des virais e/ou
parasitarias (Nogueira et al., 2015). Dados nacionais e mundiais mostram que mais
de 50% do uso desses medicamentos € desnecessario ou inadequado e, em alguns
casos, sem prescricao médica, tampouco atendimento por meio da atengao primaria do
Sistema Unico de Saude (SUS) (Liell et al., 2009; Ferreira & Ferreira, 2015).A utilizagao
desses medicamentos feita de forma precipitada, abusiva e desnecessaria, expde a
populacéo a uma série de riscos, com implicacdes diretas na disseminagao de micro-
organismos resistentes, ocasionando o aumento de gastos em saude decorrentes de
uso inadequado de antimicrobianos (Neto et al., 2011).Por outro lado, entra o importante
papel da Assisténcia Farmacéutica que é conceituada como um sistema que envolve
uma organizagdo complexa exercitada por um grupo de atividades relacionadas com
os medicamentos (Lamb & Shimizu, 2014). O farmacéutico tem um papel basilar no
combate ao uso irracional de antimicrobianos através de ac¢des assistenciais, criando
um elo entre o usuario e o medicamento (Vieira et al., 2014).

E importante que o farmacéutico desenvolva planos de acdes na perspectiva de
tornar exequivel a operacado assistencial (Lamb & Shimizu, 2014). Diante do exposto,
o presente estudo baseou-se na teoria do Planejamento Estratégico Situacional
(PES). Esta teoria, sistematizada originalmente pelo economista chileno Carlos
Matus em meados da década de 70, trata-se de um conjunto de principios teéricos,
procedimentos metodolbgicos e técnicas de grupo que podem ser aplicados a qualquer
tipo de organizacdo social que demanda um objetivo, que persegue uma mudanca
situacional futura. Nesse sentido o PES foi de grande subsidio para a necessidade de
planos de acbes que dependem de articulagcdes para serem implementadas (Rivera &
Artmann, 1999). Portanto, o objetivo do presente trabalho foi promover o uso racional
de antimicrobianos em uma farmacia basica de um municipio do estado do Maranhao,
utilizando a metodologia do PES, a fim de contribuir com a resolu¢cao do problema

priorizado.
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METODOLOGIA

Para o presente trabalho foi utilizado um relato de experiéncia através de
propostas e criacao de estratégias para a implantacao de melhorias na promog¢ao do
uso racional de antimicrobianos na farmacia basica de um municipio no estado do
Maranhé&o.

Apesquisautilizou o processo de construcdo do Plano Operativo (PO) desenvolvido
no periodo de fevereiro de 2015 a fevereiro de 2016, onde evidenciou a importancia de
se viabilizar um planejamento especifico em saude de forma participativa, permitindo
exercitar de forma sistematica a analise de umarealidade que necessita de intervencao,
sob a otica de diferentes atores.

O PO foi dividido em quatro momentos do PES: explicativo, normativo, estratégico
e tatico-operacional. O momento explicativo esta relacionado a uma observagao da
realidade presente e a distédncia entre 0 agora e o que se almeja para o futuro. O
momento normativo se baseia em estabelecer objetivos em funcdo de problemas
ou grupos de problemas, determinando planos de acdes e metas para realiza-los. O
momento estratégico refere-se em analisar a realidade e verificar se ha contradi¢cdes
entre os objetivos e se é possivel contornar obstaculos. Ja o momento tatico-operacional
caracteriza-se pela execucao do plano operativo e construgao de indicadores (Castro
et al., 2013).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme o modelo de PES, o trabalho foi baseado nos momentos: explicativo,
normativo, estratégico e tatico-operacional, que fazem parte da construcédo de
um plano operativo, neste caso, com o objetivo final de implementar melhorias na
promocéo do uso racional de antimicrobianos. No que diz respeito aos problemas de
saude publica o PES é uma metodologia de planejamento que pode ser um dispositivo,
onde o mais importante ndo é o produto, isto é, o plano ou projeto de agcéo, mas o
processo, ou seja, 0 caminho de sua producéo, possibilitando uma nova subjetivacao
dos patrticipantes, com suas potencialidades de estabelecer contratos e compromissos
na selecao de prioridades em vista da consecucgao do fim visado (Junges, Barbiani &
Zoboli, 2015).0 primeiro momento foi realizado através de uma oficina que possibilitou
a realizacdo da matriz explicativa e do momento normativo, ao todo participaram 5
atores envolvidos, representando os seguintes setores: Dire¢cao do Hospital; Secretaria
de Saude; Farmacia Bésica; Distribuidora de Medicamentos; Equipe Médica. Durante
a oficina foram numerados quatro problemas em ordem de importéncia (Tabela I).Para
a elaboracdo da matriz do momento estratégico foi necessario a realizacdo de outra
oficina com a participagdo dos mesmos atores. Durante as oficinas todos os atores
tiveram a oportunidade de participar e discutir os problemas relacionados a farmacia.
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N° PROBLEMA IDENTIFICADO
01 Uso irracional de antibioticos

02 Alto consumo de psicotropicos por falta de acompanhamento
médico

03 Demora na entrega de medicamentos por falta de recursos
financeiros.

04 Recebimento de medicamentos com curto prazo de validade

Tabela I- Lista de problemas identificados.

Os problemas foram pontuados obedecendo critérios estabelecidos no PES
(magnitude, transcendéncia, vulnerabilidade, urgéncia e factibilidade), através de
entrevista com os atores envolvidos (médico, enfermeiro, diretor do hospital, secretario
de saude e técnico de farmacia) (Tabela Il). Para cada parametro analisado foi atribuida
uma pontuacédo de 0 a 4, onde o valor zero indica importancia nula, 1 para pouco, 2
para um padrdao médio, 3 para alto e 4 para muito alto.Os participantes da oficina
listaram os principais problemas, e em seguida atribuiriam uma pontuag¢ao para cada
problema. Sempre que um ator ndo concordava com a pontuacéo dada a um problema,
gerava-se uma discusséo sobre qual critério seria primordial. O quesito mais abordado
pelos atores foi sobre a origem e o uso irracional de antimicrobianos. Neste sentido, o
problema priorizado foi o0 uso irracional de antimicrobianos.

PROBLEMA Total
Uso irracional de antimicrobianos 84
Alto consumo de psicotropicos por falta de

acompanhamento médico 65
Demora na entrega de medicamentos por falta 58
de recursos financeiros

Recebimento de medicamentos com curto 66

prazo de validade

Tabela II- Pontuacao dos problemas priorizados

O uso indiscriminado de antimicrobianos ainda representa um grande problema
de saude publica (Neto et al., 2011). Nesse sentido, a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) tem buscado contribuir no controle de antimicrobianos, publicando
recentemente a RDC 20/2011 (Ferreira & Ferreira, 2015) que estabelece critérios para
a prescricao, dispensacao, embalagem, rotulagem e controle dos produtos contendo
antimicrobianos. No entanto, um percentual consideravel de uso de antimicrobianos
continua ocorrendo sem prescricdo médica, isto é, pela automedicacdo (Pereira &
Freitas, 2008). A automedicacgdo, esta diretamente relacionado com a prevaléncia da
resisténcia antimicrobiana, que por sua vez, contribui para a selecéo de bactérias que
se tornam resistentes aos antibiéticos, criando um circulo vicioso (Grigoryan, Haaijer-
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Ruskamp & Burgerhof, 2006). Outro fator agravante estar relacionado a negligéncia
médica, onde, em alguns casos o paciente sai do consultorio carecendo de um melhor
esclarecimento sobre a posologia e tempo terapéutico, levando a uma baixa adesao
ao tratamento e consequente agravamento da infec¢ao (Nicolini et al., 2008). Santos
et al. (2004) ao avaliar o tempo médio de consulta em unidades de saude, observou
que o tempo gasto em cada consulta foi de 9,2 minutos, ainda abaixo dos 15 minutos
preconizados pela OMS.

Apoés priorizar o problema, foi possivel determinar os descritores (Tabela Ill). As
evidéncias usadas foram baseadas na experiéncia dos atores envolvidos e constantes
recorréncias da problematica no municipio e que ganhou uma grande atencao de
todos os atores envolvidos, possibilitando a definicdo das causas e consequéncias
convergentes em busca da Imagem-Objetivo (Figura 1).Os descritores delimitados
séo evidéncias de que o problema enfrentado pelo municipio quanto ao uso de
antimicrobianos sdo alarmantes. De fato, varios estudos também apontam numeros
que corroboram com os descritos no presente estudo. Nicolini e colaboradores
(2008) realizando um estudo sobre fatores relacionados a prescricdo médica de
antimicrobianos em uma farmacia publica da regiao Oeste da cidade de Sao Paulo,
entrevistou 149 pacientes e observou que em aproximadamente 30% dos casos
o tratamento com antibidtico pode estar comprometido, pois parte dos pacientes
desconhece o diagnéstico da sua doenca (10,74%), outros ndo entendem a posologia
do antibidtico (15,44%) e uma pequena parcela desconhece tanto o diagnéstico quanto
a posologia (3,36%).Em estudo realizado por Pires Junior e Mengue (2005) em um
Centro de Saude em Porto Alegre-RS revelou que quase dois tercos dos usuarios
de antimicrobianos desconhecem alguns dos itens basicos para a utilizacéo correta
destes medicamentos, incluindo dose, frequéncia da administracéo, efeitos adversos,
duracéao do tratamento e incompatibilidade medicamentosa.

DESCRITORES (D)
D1 — Baixa adesao ao tratamento

D2 — A maioria dos pacientes sao de baixa escolaridade

D3 — Falta de éxito no tratamento

D4 — Desconhecimento quanto ao diagnoéstico da doenca

Tabela IlI- Descritores do problema priorizado.

Todos esses indices revelam o impacto negativo que o uso irracional de
antimicrobianos pode gerar em pacientes, com risco de agravamento patoldgico.
Ainda, para o fechamento do momento explicativo foi realizada uma oficina com base
no diagrama de causa e efeito, também conhecido por diagrama de Ishikawa, uma
ferramenta da qualidade que ajuda a levantar as causas-raizes de um problema,
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analisando todos os fatores que envolvem a execucgéo do processo. Com base nisso,
foram enumeradas questbes factiveis, os atores colaboraram para esse momento
de forma ativa. No dia da oficina, os enfermeiros e técnicos foram os que mais se
manifestaram. Nao foi preciso reescrever os problemas e todos chegaram a uma
causa e consequéncia convergente. Assim, as principais causas apontadas para o
problema do uso irracional de antibidticos foram: falta de informacgao, negligéncia dos
profissionais envolvidos e baixo indice de Desenvolvimento Humano (IDH) do municipio.
Como consequéncias foram elencados: resisténcia aos antimicrobianos aumento de
internacdes uso de diversas classes de medicamentos. A figura 1 demonstra a espinha
de peixe com todos os descritores, causas e consequéncias convergentes e a imagem
objeto.

< Ma gestéo publica >

Caréncia de Politicas
Publicas ~_
//// \\
Negligencia dos o

Falta de mformagao profissionais Baixo IDH dAo municipio

envolwdos \
Uso
D h adequado
Uso )‘ Baixa adeséo Baixa /,?{ Falta de éxito n?:f:%nan?z"anoe ) A
irraci [ consciente
irracional de ao tratamento escolaridade no tratamento diagnostico sl
antibiéticos

antibioticos
Resisténcia aos antibiéticos Aumento de internagdes Uso de d'v?rsas classes
de medicamentos

~

| Agravamento da patologia |

I Bactérias multirresistentes |
~_
—

I Problema de saude publica |

<Aumento de gastos com a sal]de>

Figura 1. Diagrama de Ishikawa

Apartir da causa convergente “Ma gestao publica” e da consequéncia convergente
“Aumento de gastos com a saude” foi definido o Objetivo Geral: promover o uso
racional de antibidticos para a diminuicdo da resisténcia bacteriana possibilitando o
decrescimento de gastos com a saude. Para isso, foram definidos objetivos especificos
para os quais foram estabelecidas as operacdes e a¢des, conforme matrizdo momento
normativo e tatico-operacional descrita na Tabela IV. Vale destacar que para esse
momento foi necesséaria a realizagdo de outra oficina para determinar os planos de
acdes de acordo com os objetivos especificados, todos os atores envolvidos tiveram
participacdo no estabelecimento dos planos para a resolubilidade do problema,
propondo estabelecer reunides trimestrais para acompanhar os indicadores, queixas
e avancgos do problema priorizado.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS OPERAGOES AGOES

Informar o paciente visando uma  Melhorar as acdes da assisténcia Produzir fichas
melhor adesao ao tratamento farmacéutica no municipio farmacoterapéuticas e panfletos

Agendar reunidao com 0s
Criacdo de uma Comisséo de profissionais envolvidos

Controle de Infec¢ao Hospitalar  Fiscalizacso sobre prescricdo de
profissionais inabilitados

Conscientizacao dos

profissionais da saude sobre a Criar uma lista de medicamentos
importancia do uso racional de padronizados pela farmacia
antibioticos Criagao de uma Comiss&o de basica

Farmacia e Terapéutica Realizar um levantamento na

literatura sobre a eficacia de
alguns desses medicamentos

Tabela IV- Matriz do momento normativo.

O primeiro objetivo elencado foi 0 de melhorar a informacéo ao paciente. Estudos
anteriores tém apontado que muitos pacientes tém dificuldade no entendimento,
assim, a antibioticoterapia pode estar comprometida pela falta de entendimento de
diagnoésticos, posologia ou ambos. Em muitos casos, os prescritores nao Ihes falam
a respeito do diagnéstico, ndo informam sobre quais drogas seréo utilizadas e seus
efeitos adversos, ndo deixam claro como utilizar os medicamentos e, na maioria
das vezes, as prescricdes sao ilegiveis, além do fato de ndo haver uma assisténcia
farmacéutica que possibilite as informacdes necessarias para a completa adeséo do
paciente e um acompanhamento farmacoterapéutico destas prescricbes (Oliveira
& Munaretto, 2010).Um estudo avaliando o tempo médio de dispensacdo em 1498
atendimentos, aponta um tempo médio de dispensacao, 55 segundos, variando entre
31 e 95 segundos, com desvio padrédo de 10,9. A Organizagdo Panamericana da
Saude preconiza que o farmacéutico disponha de pelo menos um auxiliar e atenda
150 prescricbes em 8 horas, correspondendo a 3 minutos por paciente destinados
a orientacdo farmacéutica (Santos, Ottati & Nitrinib, 2004). Portanto, sugere-se que
a educacédo continuada de prescritores aliada a uma melhora na comunicacao ao
paciente através de estratégias como, a padronizacao da prescricao de antibiéticos,
formulacdo de panfletos e fichas farmacoterapéuticas sejam importantes para a
promog¢ao do uso racional de medicamentos.

Outro objetivo abordado foi quanto a conscientizagéo dos profissionais envolvidos,
onde, muitos ndo facultam a importancia necessaria para essa problematica. Assim,
foi sugerido a criacdo de comissdes, Comissédo de Controle de Infeccédo Hospitalar
(CCIH) e Comissao de Farmacia e Terapéutica (CFT), com o estabelecimento de
funcdes, coordenacgdes e reunides ja feitas no momento da oficina.A OMS estabelece
gue um dos resultados esperados para promoc¢éo do uso racional de medicamentos
pelos profissionais de saude e consumidores dos paises em desenvolvimento é a
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promocao das CFT em nivel institucional, municipal, estadual e nacional (Santana et
al., 2014). Um estudo realizado com 250 hospitais publicos e privados de diversas
regides brasileiras mostrou que apenas 29 hospitais haviam implantado uma CFT.
Ainda assim, em apenas nove desses hospitais a CFT funcionava regularmente, ou
seja, com no minimo uma reunido a cada dois meses (Osoério & Castilho, 2004).A CFT
apresenta uma importante ferramenta quanto ao estabelecimento de medicamentos
padronizados pelo hospital e de fornecimento ao paciente, além de proporcionar
através de critérios de inclusdo e exclusao uma seguranca no que diz respeito ao uso
de medicamentos utilizados e padronizados pelo municipio (Santana et al., 2014). A
participacdo e o envolvimento dos profissionais da equipe de saude diretamente no
processo de selecado contribuem para que se sintam corresponsaveis com a relacéao
de medicamentos selecionados, além de acrescentar valor técnico ao trabalho.
Essa participacdo pode contribuir com a aceitacéo da lista e com a prescricao dos
medicamentos contemplados (Oliveira & Munaretto 2010).0 farmacéutico desempenha
um importante papel como participante da CCIH. De acordo com Nicolini et al. (2008),
o farmacéutico é o profissional capacitado para avaliar as prescri¢des, propor 0 uso
racional de medicamentos e praticar a atencao farmacéutica, oferecendo informacéao
e orientacdo sobre a utilizagcdo dos mesmos.

Todas essas ag¢des apontam a um denominador comum, a promoc¢éao do uso
racional de antibidticos para a diminui¢do da resisténcia bacteriana, possibilitando o
decrescimento de gastos com a saude. O modelo de PES é relevante na busca desse
objetivo, uma vez que confere uma concepg¢ao caracterizada por uma mudanca no
entendimento do papel do gestor no processo de elaboracéo e de implementacéo de
politicas, pois nesse enfoque o planejador € um ator social, sendo parte de um jogo no
qual existem outros atores com interesses e forcas distintos (Oliveira & Borges 2014).
Isto posto, todos os atores deram a importancia necessaria ao problema priorizado,
frisando a importancia da metodologia utilizada para se chegar a uma resolubilidade,
além de adotarem-na como uma forma pratica e exequivel de resolver os problemas
relacionados ao municipio.

CONCLUSAO

A assisténcia farmacéutica exerce papel primordial na prevencgao, identificacéo
e resolucéo de problemas relacionados ao uso de medicamentos (PRM), buscando a
melhoria no alcance dos objetivos terapéuticos. Podendo colaborar substancialmente
para o uso racional dos antimicrobianos pelo seguimento farmacoterapéutico e das
orientacées durante o ato da dispensacao, identificando a necessidade, efetividade
e seguranca das terapias medicamentosas prescritas. Garantir o uso racional de
antimicrobianos é um importante desafio para a assisténcia farmacéutica no Sistema
Unico de Saude, e para caminhar rumo ao objetivo estabelecido é necessario colocar
em pratica as acoes elaboradas no presente estudo. Portanto, o desenvolvimento
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das acdes via PES foi fundamental para a qualificagcdo da assisténcia farmacéutica
no municipio em estudo, sendo um importante passo rumo a concretizagcdo do seu
objetivo principal.
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CAPITULO 21

AVALIACAO DO PROCESSO DE DESINFECCAO
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RESUMO: O Centro de Material Esterilizado é
definido como uma unidade funcional destinada
ao processamento de produtos para a saude dos
servicos de saude. Objetivo: avaliar o processo
de desinfec¢do quimica de artigos semicriticos
realizado no Centro de Material e Esterilizacao
de um hospital escola. Método: Trata-se de
pesquisa descritiva, com analise quantitativa
dos dados, aprovada pelo Comité de Etica em
Pesquisa. O estudo se desenvolveu no CME
de um hospital escola localizado no interior do
Parana. A equipe de enfermagem da unidade
pesquisada era composta por uma enfermeira
responsavel pelo setor e por 20 técnicos/
auxiliares de enfermagem. Fizeram parte da
amostra de estudo todos os funcionarios de
enfermagem do CME que concordaram em
participar da pesquisa por meio da assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
— TCLE. Resultados: A amostra de estudo foi
composta por 15 (100%) profissionais da equipe
de enfermagem. Para avaliar o processo de
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desinfeccédo quimica, as variaveis de estudo
foram agrupadas em dois eixos tematicos:
conhecimento sobre processo de desinfeccao e
operacionalizacdo do processo de desinfeccéo.
Conclusoes: os resultados do estudo indicaram
falta de conhecimento teodrico para a execucéo
do processo de desinfec¢cado quimica e falhas
técnicas na execucdo do mesmo e ressalta
a necessidade de capacitacdo em servigo
para otimizar o processo de trabalho no setor
pesquisado.

DESCRITORES: Enfermagem; Controle de
infeccdes; Desinfeccdo; Seguranga do paciente;
Saude do trabalhador.

ABSTRACT: The Sterilized Material Center
is defined as a functional unit destined to the
processing of products for the health of the health
services. Objective: to evaluate the chemical
disinfection process of semicritical articles
carried out at the Material and Sterilization
Center of a school hospital. Method: This is a
descriptive research, with quantitative analysis
of the data, approved by the Research Ethics
Committee. The study was developed in the
CME of a school hospital located in the interior
of Parana. The nursing team of the unit surveyed
was composed of a nurse responsible for the
sector and 20 nursing technicians / assistants.
The study sample included all the CME nursing
staff who agreed to participate in the study
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through the signing of the Informed Consent Term - TCLE. Results: The study sample
consisted of 15 (100%) professionals of the nursing team. To evaluate the chemical
disinfection process, the study variables were grouped into two thematic axes:
knowledge about the disinfection process and operationalization of the disinfection
process. Conclusions: the results of the study indicate a lack of theoretical knowledge
for the execution of the chemical disinfection process and technical failures in the
execution of the same and highlights the need for in-service training to optimize the
work process in the researched sector.

KEYWORDS: Nursing; Infection control; Disinfection; Patient safety; Occupational
Health.

11 INTRODUCAO

As atividades desenvolvidas no Centro de Material e Esterilizacao (CME) visam
garantir qualidade e seguranca no processamento de todos 0s materiais odonto-
médico-hospitalares e, portanto, consiste em um trabalho de grande importancia nas
instituicdes de satde (FLORENCIO; CARVALHO; BARBOSA, 2011).

O CME é definido como sendo uma unidade funcional destinada ao processamento
de produtos para a saude dos servicos de saude (BRASIL, 2012-a).

Historicamente, até o inicio da década de 40, a limpeza, o preparo e 0
armazenamento dos materiais eram realizados pela equipe de enfermagem nas
proprias unidades. O referido setor se encarregava exclusivamente de esterilizar
0s materiais cuja dindmica do servico era descentralizada. Em meados de 1950
surgiram os Centros de Material e Esterilizacdo parcialmente centralizados nos quais
uma parcela dos instrumentais e artigos comecou a ser preparada e esterilizada no
mesmo local. No entanto, com o avango tecnologico das ultimas décadas se firmou
a necessidade de aprimoramento dos processos de limpeza, preparo, desinfecgao,
esterilizacdo, controle e armazenagem dos artigos odonto-médico-hospitalares
(FLORENCIO; CARVALHO; BARBOSA, 2011).

O processo de desinfecgcao de artigos para a saude tem a finalidade de destruir
microorganismos vegetativos, exceto esporos bacterianos, de forma a garantir
seguranca na manipulacéo e utilizagdo dos produtos para saude entre pacientes
(CARVALHO, 2015).

O processo de desinfeccéo € indicado aos artigos semicriticos e aos artigos
nao criticos contaminados com matéria orgénica (PSALTIKIDIS, 2011). Os materiais
semicriticos sdo aqueles que entram em contato com membranas mucosas integras
ou com pele n&o integra. O risco potencial de transmissdo de infeccédo envolvido
nesses artigos € intermediario porque as membranas apresentam certa resisténcia as
infeccbes causadas por esporos (PADOVEZE; GRAZIANO, 2011). Tais artigos devem
passar pelo processo de limpeza e na sequencia devem passar pelo processo de
desinfeccéo de alto nivel (BRASIL, 2012-a; CARVALHO, 2015). Ja os materiais ndo
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criticos sdo aqueles que entram em contato com a pele integra ou ndo entram em
contato direto com o paciente. Nesses casos, 0 risco potencial de transmissao de
infeccao pelo contato com esses artigos é baixo sendo indicado apenas limpeza para
0s mesmos (a pele integra é barreira efetiva contra muitos micro-organismos), no
entanto, se esses materiais estiverem contaminados com matéria organica, devem
receber desinfeccao de baixo nivel (PADOVEZE; GRAZIANO, 2011).

O processo de desinfecéo pode ser realizado por meios quimicos ou fisicos,
sendo que o0 método fisico, apesar de ser mais vantajoso que o método quimico, tem
sido o menos utilizado (PSALTIKIDIS, 2011). Entre os métodos de desinfeccao por
meios fisicos, a desinfecc¢ao pelo calor deve ser a primeira escolha. Algumas vantagens
da desinfeccdo térmica automatizada sao: a padronizacdo e a reprodutividade do
procedimento, a monitorizagcdo e o registro do processo, auséncia de residuos no
material, atoxicidade, baixo risco ocupacional e baixo custo operacional (PSALTIKIDIS,
2011).

O método de desinfeccdo quimica manual deve ser a ultima opg¢ao para o
processamento de artigos devido a complexidade da execug¢do de todo o processo e
devido os danos causados pela toxicidade dos produtos aos profissionais de saude,
usuarios e meio ambiente (SOBECC, 2017).

O referido processo nao dispde de indicadores de resultado, somente indicadores
de processo. Para tanto, para o sucesso da desinfeccéo quimica € necessario realizar
alguns cuidados importantes, tais como: controlar a concentragéo do principio ativo
do desinfetante e o pH da soluc&o, controlar rigorosamente o tempo de imersao
dos materiais segundo a orientacdo do fabricante, deve haver contato da solucao
desinfetante com todas as areas a serem desinfetadas, (inclusive lumens de materiais
canulados), o enxague do material desinfetado deve ser abundante para favorecer a
remog¢ao completa do agente desinfetante (CALICCHIO; LARANJEIRA; GRAZIANO;
MORIYA, 2011).

Diante do exposto, fica evidente a responsabilidade do CME em processar com
seguranca e eficiéncia os materiais utilizados na assisténcia aos usuarios do servico
de saude.

2| OBJETIVO

Avaliar o processo de desinfec¢ao quimica de artigos semicriticos realizado no
Centro de Material e Esterilizacdo de um hospital escola.

31 METODO

A pesquisa foi desenvolvida de acordo com as normas da Resolucao 466/12
do Conselho Nacional de Saude e foi submetida ao Comité de Etica em Pesquisa da
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Universidade Estadual do Oeste do Parana — UNIOESTE — Cascavel, CAAE numero:
01279912.0.0000.0107.

Trata-se de uma pesquisa descritiva, com analise quantitativa dos dados. O
estudo foi desenvolvido no CME de um hospital escola, de grande porte, de carater
publico, localizado no interior do Parana, que fornece atendimento para quatro
regionais de saude nas mais diversas especialidades. O setor avaliado é classificado
como Classe Il, pois realiza o processamento de artigos criticos, semicriticos e nao-
criticos, de conformagcao complexa e nao complexa (BRASIL, 2012-a). A coleta de
dados foi realizada por meio de entrevista aos profissionais atuantes na unidade, nos
cinco turnos de trabalho, no periodo de novembro de 2012 a abril de 2013.

Aequipe de enfermagem da unidade pesquisada eracomposta porumaenfermeira
responsavel pelo setor e por 20 técnicos/auxiliares de enfermagem. Fizeram parte
do estudo todos os profissionais que aceitaram participar da pesquisa mediante a
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

A coleta de dados foi realizada em dois momentos: 1) consulta aos profissionais
de enfermagem sobre o interesse em participar do estudo e 2) entrevista individual
dos mesmos. O instrumento de coleta de dados foi elaborado pelas autoras com base
na literatura especifica. O instrumento era composto por 12 questdes fechadas que
objetiva explorar o processo de desinfec¢cao quimica realizado no CME em estudo. O
registro dos dados foi feito de forma manual e posteriormente tabulados em um banco
de dados desenvolvido no programa Microsoft Office Excel 2010.

Para avaliar o processo de desinfec¢do quimica, as variaveis de estudo foram
agrupadas em dois eixos tematicos, sendo eles: conhecimento sobre processo de
desinfeccéo e operacionalizacdo do processo de desinfec¢do. A analise dos dados
foi feita por meio de estatistica descritiva e posterior discussao baseada na literatura
especifica.

4 | RESULTADOS

A equipe de enfermagem que atuava no CME era composta por 21 (100,0%)
funcionarios. No periodo da coleta de dados, um (4,8%) funcionario estava de licenca
maternidade, dois (9,5%) funcionarios nao realizavam o processo de desinfeccéo
por motivos de saude e trés (14,3%) funcionarios ndo concordaram em patrticipar da
pesquisa. No total, fizeram parte do estudo 15 (71,4%) profissionais da equipe de
enfermagem.

Com relagdo a caracterizagdo da amostra, observou-se que a maioria dos
funcionarios era do sexo feminino (n=13; 86,7%), estava na faixa etaria de 35 a 45
anos (n=8; 53%), atuava no setor entre 1 e 10 anos (n=8; 53%) e possuia formacao
de nivel superior (n=9; 60%).

Os resultados do estudo foram agrupados em dois eixos tematicos: conhecimento
sobre processo de desinfeccao e operacionalizagdo do processo de desinfeccao.
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A Tabela 1 evidencia os achados do eixo conhecimento sobre
desinfeccéo, que avaliou quatro variaveis de estudo.

processo de

Conhecimento sobre processo de desinfeccao ns(l,l,\/{: ) r';l?,/?)
Conteudo tedrico sobre desinfeccdo durante a formacgéo 14 (93,3) 01(6,7)
Conhecimento sobre o processo de desinfecgcao de artigos 01 (6,7) 14 (93,3)
Conhecimento sobre a classificacdo de Spaulding 04 (26,7) 11 (78,3)
Capacitacédo em servigco sobre o processo de desinfeccéo 10 (66,7) 05 (33,4)

Tabela 1 - Distribuicao das variaveis referentes ao eixo teméatico: conhecimento sobre processo

de desinfecgéo (N = 15) - Cascavel - 2013.

Fonte: Dados da pesquisa.

A Tabela 2 evidencia os achados do eixo operacionalizacédo do processo de

desinfeccéo, que avaliou oito variaveis de estudo.

Operacionalizacdo do processo de desinfeccéo SIM NAO
n (%) n (%)

Conhece o0 método de desinfecgéo realizado no setor 07 (46,7) 08 (53,3)
Reconhece a limpeza como pré-requisito para a desinfecgcéo 04 (26,7) 11 (73,3)
Os artigos sé@o secos antes do contato com o desinfetante 01 (6,7) 14 (93,7)
Os artigos sao totalmente imersos na solucao desinfetante 12 (80) 03 (20)
O tempo de contato do artigo com o desinfetante é controlado 10 (66,7) 05 (33,3)
Os artigos sdo enxaguados ap6és o contato com o desinfetante 15 (100) 00 (0)

E realizado controle da concentracdo do desinfetante 01 (6,7) 14 (93,3)
Sao seguidos os protocolos institucionais de desinfecgéo de artigos 05 (33,3) 10 (66,7)

Tabela 2 - Distribuicdo das variaveis referentes ao eixo tematico: operacionalizagdo do processo

de desinfecgcao (N = 15) - Cascavel - 2013.

Fonte: Dados da pesquisa.

51 DISCUSSAO

Com relagéo a caracterizacdo da amostra, o presente estudo observou-se que
a maioria dos funcionarios era do sexo feminino (n=13; 86,7%), estava na faixa etéria
de 35 a 45 anos (n=8; 53%), atuava no setor entre 1 € 10 anos (n=8; 53%) e possuia

formacao de nivel superior (n=9; 60%). Assim como na presente pesquisa, um estudo
recente realizado em um hospital escola da regido sudeste do Brasil (COSTA; SOUZA;
PIRES, 2016) também identificou a predominancia de funcionarios do sexo feminino
entre os trabalhadores do CME (64,7%) e também identificou que a maioria dos
funcionarios atuavam no setor entre 1 e 10 anos (64,7%). No entanto a maioria dos
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trabalhadores (44,1%) se encontravam em uma faixa etaria menor (de 25 a 35 anos)
do que a identificada no presente estudo e apenas 11,8 % possuiam formacao de nivel
superior. A busca pelo aprimoramento profissional por meio do ingresso no ensino
superior € uma caracteristica atual da enfermagem (COSTA; SOUZA; PIRES, 2016).
Com relacao ao eixo tematico “conhecimento sobre processo de desinfeccao”,
quando questionados sobre a abordagem do processo de desinfeccdo durante a
formacao profissional (como auxiliares, técnicos ou enfermeiros), 93,3% (n=14) dos
entrevistados reconheceram que este tema esteve presente na sua formacgdo, no
entanto, quase atotalidade dos funcionarios (n=14; 93,3%) apresentaram conhecimento
deficiente sobre o processo de desinfeccdo. Com base nas respostas dos entrevistados
foi possivel identificar incoeréncias entre a pratica realizada e o preconizado pela
literatura, visto que alguns aspectos considerados essenciais para o sucesso do
processo de desinfeccdo ndo eram unénimes nas falas dos entrevistados. Tais
aspectos serdo explanados no eixo “operacionaliza¢ao do processo de desinfec¢ao”.
Com relacéo ao conhecimento sobre a Classificagdo de Spaulding, 73,3% (n=11)
dos entrevistados responderam que nao conheciam tal classificacéo, no entanto, é ela
que indica o tipo de processamento (limpeza, desinfeccao ou esterilizacao) que cada
artigo deve ser submetido. Esta classificac&o indica o nivel minimo de processamento
requerido para um determinado material, sendo aceitavel que seja aplicado um
processamento mais rigoroso, desde que viavel do ponto de vista econdmico e
operacional (PADOVEZE; GRAZIANO, 2011; STIER, 2003). Ressalta-se que o0s
produtos para saude classificados como criticos devem sempre ser submetidos ao
processo de esterilizacdo ap6s a limpeza, ja os produtos para saude classificados
como semicriticos devem ser submetidos, no minimo, ao processo de desinfeccéo
de alto nivel apds a limpeza (BRASIL, 2012-a; CARVALHO, 2015), no entanto, em
algumas circunstancias, os artigos semicriticos devem ser submetidos a esterilizagdo
pelo risco do artigo tornar-se critico, como em lesdes acidentais de mucosas (BRASIL,
2001). Da mesma forma artigos nao criticos, que passariam apenas pelo processo
de limpeza, devem ser desinfetados quando contaminados com matéria organica
PSALTIKIDIS, 2011). Diante do exposto, ressaltamos ser importante que todos os
profissionais atuantes no CME tenham conhecimento sobre a referida classificagéo.
Com relagdo a capacitacdo em servico sobre desinfeccdo de artigos, 33,4%
(n=05) dos entrevistados afirmaram que nao recebiam capacitacdo em servi¢co sobre
desinfeccdo de artigos, no entanto, dispomos de legislacbes que determinam que
os profissionais de CME e de empresas processadoras devem receber capacitacao
especifica e periddica nos seguintes temas: classificacdo de artigos; microbiologia;
transporte dos materiais contaminados; limpeza, desinfeccdo e esterilizagao;
monitoramento de processos; rastreabilidade, armazenamento e distribuicdo dos
produtos parasaude (BRASIL,2012-a). Estudorecente realizadoemum CME evidenciou
a necessidade do desenvolvimento de um programa de educag&o continuada com o
intuito de melhorar a qualidade do trabalho realizado no setor. O estudo aponta que
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a educacédo continuada é uma importante ferramenta para proporcionar mudancas
comportamentais e fornecer subsidios para a correta execugao das atividades rotineiras
possibilitando melhora no desempenho laboral, além de ser um recurso que auxilia o
profissional a refletir sobre suas acbes no ambiente de trabalho (FARIAS; CALDAS;
MIRANDA; NAGLIATE; FREITAS; VASCONCELOS, 2016).

O eixo teméatico “operacionalizacdo do processo de desinfeccéo” (Tabela 2)
analisou 08 variaveis, sendo elas: método de desinfecgéo realizado, limpeza dos artigos
como pré-requisito do processo de desinfeccao, secagem obrigatdria dos artigos antes
de serem colocados na solucao desinfetante, imersao completa dos artigos na solugcéao
desinfetante, tempo adequado de contato do artigo com o produto quimico, enxague
abundante com agua corrente dos artigos apds o contato com o agente desinfetante,
realizacdo de testes para controle de pH/concentracédo da solugdo desinfetante e
cumprimento das orientagdes contidas nos protocolos operacionais padrao (POP) da
instituicao.

O estudo evidenciou que 53,3% (n=8) dos funcionarios ndo sabiam qual era o
método de desinfeccdo realizado no seu cotidiano de trabalho. No local pesquisado
0 processo de desinfeccao de artigos era realizado por método quimico, utilizando
exclusivamente o acido peracético 2% (HUOP, 2013). O referido desinfetante promove
adesnaturacao de proteinas e alteracéo na permeabilidade da parede celular, oxidando
as ligacoes sulfidril e sulfuricas em proteinas e enzimas. Tem como vantagem manter-
se efetivo na presenca de matéria organica e apresentar baixa toxicidade. Como
desvantagem, é instavel quando diluido, corrosivo para metais (cobre, latdo, bronze,
ferro galvanizado), sua atividade é reduzida pela modificacdo do pH e pode causar
irritacdo nos olhos e no trato respiratorio. Em baixas concentracdes (0,001% a 0,2%)
apresenta rapida acao contra micro-organismos, incluindo os esporos (BRASIL, 2012-
b).

Outro ponto importante a ser ressaltado é que mais da metade dos profissionais
entrevistados (n=11; 73,3%) responderam que a limpeza nao era pré-requisito para a
realizacao do procedimento de desinfeccao. Sabe-se que o processo de limpeza visa a
remocao de sujidades organicas e inorganicas utilizando agua, detergentes, produtos
e acessorios de limpeza. Por meio de acdo mecanica (manual ou automatizada) a
limpeza deve ser feita nas superficies internas (Ilumen) e externas dos artigos de forma
a torna-los seguros para manuseio e prontos para serem submetidos ao processo de
desinfeccéo ou esterilizacdo. Se um artigo nao for adequadamente limpo, dificultara o
processo de desinfeccdo e/ou esterilizagao, reduzindo a probabilidade de eliminacao
dos micro-organismos ao final do processo, principalmente quando o bioburden for
muito alto (GRIEP; PICCOLI, 2002). Por este motivo, a limpeza dos artigos torna-se
extremamente importante para garantir a seguranca do processo ao qual o artigo sera
submetido, uma vez que o sucesso da desinfeccéo/esterilizacdo depende da carga
microbiana presente inicialmente no artigo (GRIEP; PICCOLI, 2002).

Quase a totalidade dos entrevistados (n=14; 93,3%) responderam que néao
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secavam os artigos antes de coloca-los na solugéo desinfetante. Estudo recente
evidenciou que em 75% das vezes em que houve a necessidade de troca da solucao
desinfetante, a causa foi a alteragdo na concentragcdo minima do desinfetante devido
a imerséo de artigos molhados na solugcao (OLIVEIRA; MATI, 2002).

A maioria dos entrevistados (n=12; 80%) afirmou que os materiais eram
totalmente imersos na solucéo desinfetante. Para garantir um adequado processo de
desinfeccéo, a imersao dos artigos deve ser completa, com preenchimento de todas
as estruturas e lumens, evitando que bolhas de ar impe¢gam o contato do desinfetante
com a superficie do material (PSALTIKIDIS, 2011).

Quanto ao tempo de imersao dos artigos na solugao desinfetante, 66,7% (n=10)
dos funcionarios responderam que o tempo de contato adequado é respeitado, no
entanto, foi possivel perceber que ndo ha consenso sobre o tempo recomendado.
Quando questionados sobre o tempo de contato recomendado, 10 (66,7%) funcionarios
responderam 30 minutos, um (6,7%) funcionario respondeu uma hora, um (6,7%)
funcionario respondeu acima de 40 minutos, um (6,7%) funcionario respondeu 20
minutos e dois (183,4%) funcionarios ndo souberam responder. Esse equivoco sobre
o tempo adequado necessario para a desinfec¢ao de artigos pode comprometer todo
0 processo. Salientamos que no setor em estudo o tempo de contato do produto com
o artigo a ser desinfetado deveria ser 30 minutos (HUOP, 2013). O tempo de contato
definido deve ser respeitado, devendo ser cronometrado a partir da imerséo do ultimo
item na solugéo e, ao longo do periodo ndo deve ser inserido nenhum outro material.
Além do contato da solugdo com todas as areas a serem desinfetadas o controle
rigoroso do tempo de imersdo dos materiais sdo alguns dos requisitos necessarios
para o sucesso da desinfeccdo quimica PSALTIKIDIS, 2011).

Todos os entrevistados (n=15; 100%) relataram que ao finalizar o tempo de
contato dos artigos com o produto desinfetante era realizado o enxague dos mesmos
com agua corrente. A literatura recomenda que essa atividade seja realizada em local
especifico e deve ser feita com agua tratada e corrente (BRASIL, 2012-a; BRASIL,
2001). Para tanto, a agua que abastece os CMEs deve ter qualidade diferenciada.
Para este setor ndo basta obedecer aos padrdes de potabilidade, pois muitas vezes,
a agua em uso é potavel, porém pode estar impregnada com metais pesados e cloro,
0 que acelera a corrosao dos metais (BRASIL, 2001). Dessa forma, deve-se realizar
o monitoramento e o registro (com periodicidade definida em protocolo) da qualidade
da agua, incluindo a mensuracao da dureza da agua, pH, ions cloreto, cobre, ferro,
manganés e a carga microbiana nos pontos de enxague da area de limpeza (BRASIL,
2012-a).

De acordo com a legislagdo vigente que orienta as praticas de processamento
de produtos para a saude, o CME deve realizar a monitorizagdo dos indicadores de
efetividade dos desinfetantes para artigos semicriticos, como concentracdo, pH ou
outros, no minimo uma vez ao dia, antes do inicio das atividades(BRASIL, 2012-a), no
entanto, 93,3% (n=14) dos funcionarios afirmaram que este teste nao era realizado no
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setor em estudo.

Por fim, 66,7% (n=10) dos funcionarios responderam que nao seguiam 0s
protocolos para a realizacdo do processo de desinfec¢cdo. Os protocolos devem
contemplar descricbes detalhadas de todas as operacdes necessarias a realizacao
de uma determinada atividade e estabelece um roteiro padronizado para a execucao
da mesma, tendo o objetivo de uniformizar procedimentos, melhorar os resultados e
minimizar danos aos pacientes e a instituicdo (HOSPITAL GETULIO VARGAS, 2012).
Compete ao enfermeiro do CME participar da elaboracao dos protocolos de todas as
etapas do processamento de produtos para a saude (HOSPITAL GETULIO VARGAS,
2012). Os mesmos devem ser construidos com base em referencial cientifico atualizado
e normatizacao vigente, devem ser amplamente divulgados e estar disponiveis para
consulta (BRASIL, 2012-a; COFEN, 2012). Falhas na adesédo as recomendacdes
baseadas em evidéncias cientificas, descritas nos manuais, podem ser a causa de
surtos de infec¢ao descritos na literatura (PSALTIKIDIS, 2011).

Diante dos inumeros equivocos e falhas técnicas identificadas resultantes da
falta de conhecimento tebrico para a execucao do processo de desinfeccao quimica
de artigos semicriticos, o presente estudo aponta a necessidade de implantagao de
um programa educacional institucional para capacitacao em servico no CME avaliado.

Consideramos que o fato da coleta de dados ter sido feita apenas por meio de
entrevista aos sujeitos de pesquisa seja uma limitacao do estudo. Acreditamos que a
inclusdo de uma fase observacional como parte da coleta de dados complementaria os
achados de pesquisa. Outra limitacédo € que os resultados do estudo dizem respeito a
uma unica instituicao de saude, o que fragiliza a generalizagcao dos mesmos, no entanto,
o estudo fez um importante diagnostico situacional que pode servir de alerta para os
demais servigos de saude. A pesquisa se deteve em diagnosticar o cenario avaliado
e diante das falhas identificadas, apontou a necessidade de medidas para promover
capacitacdo em servico, mas ndo as implementou. Ressaltamos a importancia da
realizacao de novos estudos ap0Os a concretizagdo das atividades educativas.

Os resultados do estudo favorecem a ampla reflexdo sobre o processamento de
materiais semicriticos nos servigcos de saude. A ocorréncia de infeccbes decorrentes
da falha no processamento dos mesmos € uma triste realidade que pode ser evitada
por meio da implementacao de agcdes gerenciais pouco complexas e de baixo custo.
Apesar de negativos, os resultados do estudo apontam a necessidade de estender
o olhar para os “bastidores do cuidado” que costumam ser banalizados, mas sao
essenciais para o sucesso de toda e qualquer acao em saude.

6 | CONCLUSAO

Verificamos no presente estudo que o processo de desinfec¢do quimica realizado
no CME do hospital em estudo ndo era coerente com o preconizado pela literatura
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e atendia parcialmente as recomendacbes das legislagdes vigentes. Os resultados
indicaram falta de conhecimento tedrico para a execucao do processo de desinfeccéo
quimica e falhas técnicas na execucdo do mesmo. O estudo aponta a necessidade
de capacitacdo em servico para otimizar o processo de trabalho no setor pesquisado.

REFERENCIAS

BRASIL. Ministério da Saude. Secretaria de Assisténcia a Saude. Coordenacéo Geral
das Unidades Hospitalares Proprias do Rio de Janeiro. Orientagdes Gerais para Central
de Esterilizacado. 2001. Disponivel em: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/
orientacoes_gerais_central_esterilizacao_p1.pdf>. Acesso em: 20 mar 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Resolucao de
Diretoria Colegiada n° 15 de 15 de marco de 2012: dispde sobre requisitos de boas préaticas
para o processamento de produtos para saude e da outras providéncias. 2012-a. Disponivel
em: <http://bvsms.saude.gov.br/bvs/saudelegis/anvisa/2012/rdc0015_15_03_2012.htmI>.
Acesso em: 15 mar 2016.

BRASIL. Ministério da Saude. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Seguranca do
paciente em servicos de saude: limpeza e desinfec¢éo de superficies. 2012-b. Disponivel
em: <https://www20.anvisa.gov.br/segurancadopaciente/index.php/publicacoes/item/
seguranca-do-paciente-em-servicos-de-saude-limpeza-e-desinfeccao-de-superficies>.
Acesso em: 15 mar 2016.

CARVALHO, R. Conceitos basicos no bloco cirurgico, classificacéo de areas e artigos
e classificacao de cirurgias. In: . Enfermagem em centro de material,
biosseguranca e bioética. Barueri (SP): Ed Manole, 2015. p.35-57.

CALICCHIO, L.G.; LARANJEIRA, P.R.; GRAZIANO, K.U.; MORIYA, G.A.A. Controle

de Esterilizacdo e Desinfeccdo. In: GRAZIANO, K.U.; SILVA, A.; PSALTIKIDIS, E.M.
Enfermagem em Centro de Material e Esterilizacao. Barueri (SP): Ed Manole, 2011. p.
204-236.

COFEN - Conselho Federal de Enfermagem. Resolucao 424, de 19 de Abril de 2012:
normatiza as atribuicées dos profissionais de enfermagem em Central de Material e
Esterilizacdo e em empresas processadoras de produtos para saude [Internet], 2012.
Disponivel em: <http://www.cofen.gov.br/resoluo-cofen-n-4242012_8990.html>. Acesso em
19 jun 2016.

COSTA, C.C.P.; SOUZA, N.V.D.O.; PIRES, A.S. Profile of workers of a material and
sterilization: an analysis of social and professional characteristics. Rev. Pesqui. Cuid.
Fundam, v. 8, n. 1, p. 3633-3645, 2016. Disponivel em:< http://www.seer.unirio.br/index.php/
cuidadofundamental/article/view/3667/pdf_1767>. Acesso em: 15 mar 2017.

FARIAS, |.S.; CALDAS, C.M.; MIRANDA, L.N.; NAGLIATE, P.C.; FREITAS, D.A,;
VASCONCELOQOS, E.L. Continuing education in a material and sterilization center: perception
of the nursing team. Rev. enferm. UFPE, v.10, n. 7, p.2604-2610, 2016. Disponivel em:
<https://periodicos.ufpe.br/revistas/revistaenfermagem/article/view/11320/13007>. Acesso
em: 20 mar 2017.

FLORENCIO, A.C.U.S; CARVALHO, R.; BARBOSA, G.S. O impacto do trabalho do centro
de materiais na qualidade da assisténcia. Revista SOBECC (Impresso), v. 16, n. 1, p. 31-39,

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 21




2011.

GRIEP, R.; PICOLLI, M. Validagao dos processos de limpeza e desinfec¢ao dos artigos de
inaloterapia e oxigenoterapia. Cogitare Enfermagem, v. 7, n. 2, p. 65-67, 2002. Disponivel
em: <http://revistas.ufpr.br/cogitare/article/viewFile/1671/1397>. Acesso em: 16 dez 2016.

HUOP - Hospital Universitario do Oeste do Parana. Procedimentos Operacionais Padrao.
POP n° 07. Desinfecgéo de alto nivel. p. 21-22, 2013.

OLIVEIRA, A.C., MATI, M.L.M. Factors related to exchange of disinfection solutions of
endoscopic devices. Rev. Sobecc, v. 20, n. 1, p. 24-29, 2015. Disponivel em: <http://files.
bvs.br/upload/S/1414-4425/2015/v20n1/a5066.pdf>. Acesso em 27 mar 2017.

HGV - Hospital Getulio Vargas. Procedimentos Operacionais Padrao [Internet]. 2012.
Disponivel em: <http://www.hgv.pi.gov.br/download/201303/HGV15_814d59c90e.pdf>.
Acesso em 20 jun 2016.

PADOVEZE, M.C.; GRAZIANO, K.U. Aspectos conceituais e microbiolégicos relacionados ao
processamento de materiais utilizados na assisténcia a saude. In: GRAZIANO, K.U.; SILVA,
A.; PSALTIKIDIS, E.M. Enfermagem em Centro de Material e Esterilizacao. Barueri (SP):
Ed Manole, 2011. p.22-61.

PSALTIKIDIS, E. M. Desinfeccédo. In: GRAZIANO, K. U.; SILVA, A.; PSALTIKIDIS, E. M.
Enfermagem em Centro de Material e Esterilizacao. Barueri (SP): Ed Manole, 2011.
p.167-203.

SOBECC — Sociedade Brasileira de Enfermeiros de Centro Cirurgico, Recuperagéo
Anestésica e Centro de Material e Esterilizagdo. Desinfec¢éo de produtos para saude. In:
Diretrizes de praticas em enfermagem cirurgica e processamento de produtos para a
saude. 7 ed. Barueri (SP): Ed Manole, 2017. p.61-83.

STIER, C.J.N. Desinfecgao térmica por pasteurizacao: eficacia, economia e ecologia no
reprocessamento de artigos. Revista SOBECC (Impresso), v. 8, n. 1, p. 26-30, 2003.

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Capitulo 21




SOBRE OS ORGANIZADORES

Fabricio Loreni da Silva Cerutti Coordenador de Curso do Centro de Ensino Superior dos
Campos Gerais (CESCAGE). Professor adjunto do Instituto Latino Americano de Pesquisa
e Ensino Odontoldgico (ILAPEO). Tecndlogo em Radiologia pela Universidade Tecnologia
Federal do Parana (UTFPR). Mestre e doutorando em Engenharia Biomédica pelo programa
de P6s Graduagao em Engenharia Elétrica e Informatica Industrial (CPGEI) da UTFPR. Possui
experiéncia com o desenvolvimento de pesquisas na area de diagnéstico por imagem, fisica
nuclear, controle de qualidade e simulagdo computacional.

Cristiane Rickli Barbosa Professora adjunta do Centro de Ensino Superior dos Campos Gerais
(CESCAGE), nos cursos de Tecnologia em Radiologia e Bacharelado em Fisioterapia. Professora
adjunta da Unicesumar (Unidade Ponta Grossa), no curso de Bacharelado em Biomedicina.
Bacharel em Biomedicina pela Unicesumar (Unidade Maringa). Mestre e Doutoranda em
Ciéncias Farmacéuticas pelo programa de Pés-graduacao em Ciéncias Farmacéuticas pela
Universidade Estadual de Ponta Grossa. Possui experiéncia no desenvolvimento de pesquisas
na area de andlises clinicas e avaliacdo de processos fisiopatolégicos.

Lais Daiene Cosmoski Professora adjunta do Centro de Ensino Superior dos Campos Gerais
(CESCAGE), nos cursos de Tecnologia em Radiologia e Bacharelado em Farmacia. Analista
clinica no Laboratério do Hospital Geral da Unimed (HGU). Bacharel em Biomedicina pelas
Universidades Integradas do Brasil (UniBrasil). Especialista em Circulacao Extracorpoérea
pelo Centro Brasileiro de Ensinos Médicos (Cebramed) Mestre em Ciéncias Farmacéuticas
pelo programa de P6s Graduacao em Ciéncias Farmacéuticas da UEPG. Possui experiéncia
com o desenvolvimento de pesquisas na area de avaliacao clinico/laboratorial de processos
fisiopatolégicos.

Biomedicina e Farmacia: Aproximacoes Sobre os Organizadores m



Agéncia Brasileira do ISBN
ISBN 978-85-85107-20-8

7885857107208






