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regido em especial aos do Piaui. Neste contexto, enfatizamos a
necessidade de considerar os produtos naturais utilizados pela medicina
popular como potencial alvo de estudo de sua eficacia farmacoldgica, e
desta forma promover uma aproximac¢ao da ciéncia com o saber popular.
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mais diversas areas das ciéncias bioldgicas e saude além de biotecnologia.
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Introducéo

O leite de bufala apresenta excelente qualidade nutricional e
caracteristicas que o diferenciam de qualquer outro, pelos seus destacados
valores de lipideos, proteinas, lactose, sélidos totais, aléem de residuo mineral
fixo, de grande importancia nutricional, bem como baixo teor de agua. Outra
caracteristica importante € possuir sabor bem adoci¢cado, apesar do menor teor
de lactose, quando comparado ao do leite bovino (FIGUEIREDO et al., 2010).

A utilizacdo do leite de bufala para a producao de iogurte tem mostrado
gue o produto obtido apresenta caracteristicas sensoriais, nutricionais e fisico-
guimicas diferentes do produto produzido exclusivamente de leite bovino
(BORGES; MEDEIROS; CORREIA, 2009).

De acordo com a Instrucdo Normativa n°. 46 (BRASIL, 2007), iogurte, é
o “produto obtido pela fermentacao latica através da acdo do Lactobacillus
delbrueckii subsp bulgaricus e Streptococcus thermophilus sobre o leite, cuja
fermentacdo se realiza com cultivos protosimbiodticos, que devem ser viaveis,
ativos e abundantes no produto final. Sao utilizados leites de diversas espécies
animais para a elaboracéo do iogurte, inclusive o leite de bufala.

O Brasil oferece uma gama de frutas com sabores e aromas
diferenciados, as quais podem ser uma alternativa de adicdo na fabricacdo do
iogurte batido, apés o adequado processo tecnologico. Dentre as frutas com
potencial de aproveitamento esta 0 maracuja, manga e ameixa, frutas faceis de
serem encontradas no Nordeste e com excelentes caracteristicas relacionadas
ao sabor, aroma e aparéncia, sendo uma maneira eficiente de agregar valor e
aumentar a aceitacdo do iogurte a base de leite de bufala. Desta forma,
objetiva-se com o presente trabalho avaliar as caracteristicas fisico-quimicas
do leite de bufala e elaborar iogurtes a base de leite de bufala adicionados com
diferentes frutas.

Metodologia

O leite analisado proveu do municipio de Parnarama — MA, onde foram
coletadas amostras e encaminhadas ao Laboratorio de Analises
Bromatoldgicas de Alimentos do IFPI, onde foram executadas as analises
fisico-quimicas e microbioldgicas.

Apés andlises fisico-quimicas e microbioldgicas, foram processados
cinco tratamentos com o leite de bufala (T1: iogurte sabor natural a base de
leite de vaca; T2: iogurte sabor natural a base de leite de bufala; T3: iogurte
sabor maracuja a base de leite de bufala; T4: iogurte sabor manga a base de
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leite de bufala e T5: iogurte sabor ameixa a base de leite de bufala).

Inicialmente, o leite foi aquecido até 45°C e fez-se a adicdo de 3% de
leite em p6 desnatado, agitou-se bem até atingir 90°C (pasteuriza¢édo) e apos
20 minutos nessa temperatura, deixou-se o leite resfriar até 42°C e em
seguida, adicionou-se 3% de iogurte natural, agitando-se o conteudo por 2
minutos para completa homogeneizag&o. Posteriormente, levou-se a mistura a
estufa com temperatura controlada a 42°C, por 4 horas até coagulacao,
resfriando-se o produto até 8°C.

Para finalizacdo dos tratamentos T3, T4 e T5 adicionou-se 5% de agUcar
refinado e 5% de polpa de maracuja, manga e ameixa, respectivamente, em
cada tratamento. Procedeu-se o acondicionamento dos iogurtes em garrafas
plasticas, armazenando-os sob temperatura de 2° a 4°C por 2 dias, colhendo-
se amostras dos tratamentos para avaliacdo do pH e acidez de Dornic,
liberando-se logo apds para analise sensorial.

Os dados obtidos da caracterizacdo fisico-quimica do leite de bufala
foram descritos de forma comparativa aos valores referentes na legislacéao
vigente para leite de vaca, devido a nao existéncia de legislacdo especifica
para o leite de bufala (BRASIL, 2011). Os iogurtes foram submetidos a analise
sensorial e manifestacdo de intencdo de compra, sendo cada tratamento
submetido a 150 provadores nao treinados que avaliaram os produtos através
do modelo de escala hedoénica (1AL, 2008). Os dados sensoriais obtidos foram
submetidos a analise de variancia e teste de comparacdo de média Student-
Newman-Keuls (SNK) a 5% de probabilidade (SAS, 1997).

Resultados e discussao

As analises fisico-quimicas e microbiolégicas do leite de bufala
demostraram que todas as amostras estavam em conformidade com os
parametros exigidos pela legislacdo especifica para leite de vaca (BRASIL,
2006).

Os resultados obtidos para os parametros de avaliacdo sensorial e de
intencdo de compra dos iogurtes a base de leite de bufala podem ser
visualizadas na Tabela 1.

TABELA 1 - Valores médios do teste sensorial e de intencdo de compra dos
iogurtes a base de leite de bufala saborizados com diferentes polpas

de frutas.

VARIAVEIS TRATAMENTOS®

ANALISADAS TO T1 T2 T3 T4 CV(%)
APARENCIA 5,77¢ 6,580 7,272 6,95ab 7,14a 27,59
AROMA 5,32d 6,48bc 7,532 6,16¢ 6,73b 628,64
COR 6,18¢ 7,030 7,622 7,14b 6,49¢ 26,09
SABOR 3,114 6,610 7,312 6,14c 6,95ab 32,71
ACEITACAO GLOBAL 3,83¢ 6,54b 7,282 6,360 6,85ab 32,06
INTENCAO DE COMPRA 1,82¢ 3,45b 4,11a 3,350 3,852 37,71

*TO (iogurte sabor natural & base de leite de vaca) e os tratamentos T1 (iogurte sabor natural a
base de leite de bufala), T2 (iogurte sabor maracuja a base de leite de bdfala), T3 (iogurte
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sabor manga a base de leite de bufala) e T4 (iogurte sabor ameixa a base de leite de bifala).
Médias seguidas por letras iguais na linha, ndo diferem pelo teste SNK (P > 0,05).
Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Em relacdo aos resultados da analise sensorial dos iogurtes, houve
diferenca estatistica (P>0,05) entre o tratamento TO e os tratamentos T1, T2, T3
e T4 para todas as variaveis sensoriais analisadas, podendo-se observar que
em relacéo a aparéncia, aroma e aceitacao global, os tratamentos T1, T2, T3 e
T4 nao diferiram entre si, sendo que os tratamentos T1, T2 e T4 apresentaram
resultados estatisticamente iguais para todas as variaveis sensoriais quando
analisados individualmente. Entretanto, em relacdo as variaveis cor e sabor
houve diferenca (P<0,05) entre todos os tratamentos, sendo que o tratamento
T4 foi o que obteve melhor resposta para esses atributos. Em relacdo a
intencdo de compra, houve diferenca (P>0,05) entre o tratamento TO e os
demais tratamentos, sendo que o melhor resultado foi o do tratamento T4 e o
pior resultado foi o do tratamento TO.

Conclusdes

O derivado lacteo bubalino obteve 6tima aceitacdo e constitui excelente
alternativa de novo produto funcional no mercado. A obtencdo do iogurte é
plenamente viavel, além de permitir o uso de outras opc¢fes de frutas com
elevados valores nutricionais, bem como contribuir para geracdo de renda e
incentivo a pequena producdo rural.

Palavras-chave: Leite. logurte. Frutas. Funcional.
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Introducéo

O processo de extrusao envolve a umidificagdo da matéria-prima com
agua, aplicacdo de pressdo, temperatura e cisalhamento. Ao término do
processo, a matéria prima sofre brusca queda de pressdo ao sair do
equipamento, e entrar em contato com a pressdo atmosférica, o que ocasiona
evaporacao da agua e expanséao do produto. O produto final caracteriza-se por
baixa umidade e densidade e sua caracteristica mais marcante € a crocancia,
proveniente da formacédo dos vacuolos de ar durante a evaporacdo da agua
(DELCOUR; HOSENEY, 2010; MASKAN; ALTAN, 2011).

Cereais matinais sdo, portanto, produtos extrusados, tradicionalmente
consumidos com leite e o principal componente € o amido. Esses produtos ja
alcancam algumas décadas de existéncia no mercado e 0 seu consumo vém
ao encontro das novas tendéncias alimentares, assumindo o lugar de produtos
energeéticos, proteicos, nutritivos, praticos e saudaveis (TAKEUCHI, 2005).

O consumo de cereais matinais vem crescendo 15-20% ao ano,
enquanto a populacdo estd em busca de alimentos mais saudaveis, ricos em
fibras e nutrientes. Estes sdo excelentes fontes de carboidratos e também
possuem vitaminas, fibras e minerais como o ferro, associados com baixo teor
de gordura, recomendado para pessoas de todas as idades (MONTEIRO, et
al., 2010).

Nesse contexto, o presente trabalho mostra resultados de uma pesquisa
gue teve como objetivo analisar a rotulagem de cereais matinais com enfoque
para a informac&o nutricional comparando os valores encontrados por meio da
literatura cientifica e legislacao brasileira vigente.

Metodologia

Trata-se de um estudo transversal descritivo observacional onde foi
definido como método, a andlise de rotulos de cereais matinais comercializadas
em Teresina-Pl.

Dessa forma foi realizada pesquisa em supermercados que ocorreu no
més de agosto e setembro de 2016 na busca por variedades de cereais
matinais de diferentes variedades. Apesar de algumas variedades serem da
mesma marca e sabor a informacgédo nutricional se diferenciava na mesma
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porcado do produto para diferentes tipos e tamanhos das embalagens, dessa
forma foram considerados variedade diferente pois, as informac¢des nutricionais
declaradas eram distintas.

Durante a pesquisa na rede de supermercado foram encontrados
produtos que declaravam em seu rétulo ser cereal matinal, no entanto
percebeu-se que o produto ndo era extrusado caracterizando-se como granola
do que cereal matinal, portanto esses produtos foram excluidos dessa
pesquisa.

Resultados e Discussao

Os valores nutricionais apresentados pelos fabricantes de cereais
matinais em seus roétulos sdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Informacdo Nutricional de cereais matinais em 30 g do produto.

Varie Valor Carboi Acgucar Proteina Gordura Gordura Gordura  Fibras  Sodio

dade energético drato (g) (9) (9) Totais (g) Saturada (g) Trans (g) (9) (mg)
01 116 kcal 28 12 11 0 0 0 0,5 75
02 108 kcal 24 11 1,3 0,7 0,3 0 12 125
03 96 kcal 23 10 0,9 0 0 0 0 63
04 117 kcal 28 12 1,3 0 0 0 0 148
05 108 kcal 24 11 1,3 0,7 0,3 0 1,2 125
06 108 kcal 24 11 1,3 0,7 0,3 0 1,2 125
07 115 keal 27 2,4 1,7 0 0 0 0,9 125
08 114 kcal 25 12 1,7 0,8 0,4 0 0,9 123
09 102 kcal 21 4,6 2,9 0,5 0 0 3,3 123
10 099 kcal 21 8,1 2,4 0,8 0,4 0 3,2 96
11 108 kcal 21 7,5 2,8 1,5 0 0 3,2 75
12 112kcal 25 9,0 1,7 0,8 0 0 1,2 125
13 113kcal 23 9,0 19 1.4 0,5 0 17 110
14 113kcal 23 9,0 1,9 1,6 0,5 0 17 118
15 117kcal 22 8,8 2,2 2,2 0,9 0 19 65
16 112kcal 25 9 1,7 0,8 0 0 1,2 125
17 110 kcal 26 12 1,5 0 0 0 0,6 80

Legenda: kcal: quilocalorias. kj: quilojoule. g: gramas. mg: miligramas
Fonte: Pesquisa direta 2016 (rotulagem do fabricante)

Observou-se que 0s maiores valores energéticos estavam presentes na
variedade 16 com 117 kcal enquanto o menor valor era de 96 kcal, influenciado
principalmente pelo valor de gorduras totais.

Com referéncia ao teor de carboidratos, apesar da literatura deixar claro
gue existe predominancia do amido em cereais matinais, pode-se perceber a
grande quantidade de acUcares nesses produtos, sendo quase que a totalidade
do produto composto por carboidratos variando de 21 g a 28g. Apesar da
declaracdo de acucares ndo ser obrigatoria pela rotulagem nutricional, os
fabricantes se preocuparam em declarar seus valores, variando de maior valor
com 12 g e de menor valor com 4,6 g.

Em analises fisico-quimicas de trés cereais matinais com diferentes
geometrias e fontes de amido Takeuchi, Sabadini e Cunha (2005), encontraram
valores de acgucares para trés marcas superiores aos demonstrados pelo
fabricante relatado nessa pesquisa. A marca A (amido de milho) 38,54%, B
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(amido de arroz) 33,81% e C (amido de trigo) com 36,61%, que apresentavam
chocolate na sua composigéo.

J& para proteinas os valores ndo alcancam nem 10% do peso do
produto, uma vez que o fabricante recomenda a utilizacdo de cereais matinais
combinado com leite para melhorar as caracteristicas sensoriais e aumento do
aporte proteico da refeicdo. Para as gorduras totais 5 variedades declararam O
g para esse nutriente, devido ao baixo teor dessa substédncia em cereais
matinais.

Takeuchi, Sabadini e Cunha (2005), determinaram proteinas presentes
em trés marcas de cereais matinais e encontraram valores de 4,68% a 9,04%.
Na andlise do Bueno et al. (2016) determinaram a existéncia de 5,35% de
proteina com base na matéria integral, comprovando que o teor encontrado
estar correto segundo os estudos de Menezes (2003), que mostraram que 0
conteudo proteico em cereais matinais € de 5,3%.

Nas determinacdes de composicao centesimal realizadas por Takeuchi,
Sabadini, e Cunha (2005) em cereais matinais, os valores encontrados para
lipidios se apresentaram distintos de acordo com a matéria prima utilizada. Os
autores encontraram valor para gorduras totais no cereal produzido com milho
de 3,21%, o produzido com milho 1,25% e o produzido com trigo foi de 1,17%
maiores que os apresentados pelos fabricantes nos rétulos.

No estudo de Menezes (2003), o contetdo de extrato etéreo encontrado
em cereais matinais com milho e acucar € de 0,58%. Ja Bueno et al. (2016)
determinaram gorduras totais em cereais matinais comercializados em Cuiaba-
MT, encontrando valores de 1,62% com base na matéria integral. Segundo
Cecchi (2003), o conteudo de gordura em cereais matinais deve variar de 3% e
5%.

Geralmente quando se fala em produtos dessa natureza leva-se muito
em conta a presenca de produtos vegetais da classe dos cereais grandemente
difundidos pela presenca de fibras, mas fato curioso, foi que duas variedades
declararam ndo possuir fibras na porcdo de 30 g do produto sendo algo
contraditério uma vez que os consumidores procuram esse tipo de alimento
devido ao apelo funcional advindo da ingestdo de fibras alimentares, apesar
desse problema, trés variedades apresentaram em sua informacédo nutricional
um teor pouco acima de 3 g. Quanto ao valor para sodio, percebe-se que os
cereais matinais apresentam baixo teor desse mineral no qual o maior valor
declarado foi de 148 mg.

Apenas trés das variedades de cereais matinais verificadas se
assemelharam com alguns valores obtidos. Meneses et al. (2001) quando os
autores determinaram fibras alimentares para esse tipo de produto e encontram
valores de 21,53%; cereal matinal de aveia, améndoa e mel, 4,90%; cereal
matinal de milho, 3,57%; cereal matinal de milho, trigo e aveia, 2,15%. Silva,
Assis e Carvalho (2011) ao desenvolver e caracterizar cereal matinal extrusado
de mandioca enriquecido com concentrado proteico de soro de leite,
encontraram valor para fibra alimentar de 2,93%.

Apesar do apelo que este tipo de produto tem na alegacdo de trazer
beneficios a saude, os resultados mostrados na tabela 01 € evidente a grande
quantidade de acUcar presente nos produtos pesquisados. Outro
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fator € que esses produtos sdo reconhecidos por serem fontes de fibras.
Conforme RDC 54, de 16 de novembro de 2012 que dispde sobre alegacgéo
nutricional em alimentos para que um alimento seja fonte de fibras o alimento
precisa conter pelo menos 2,5 g/por¢éo e para ser rico minimo de 5 g/por¢éo o
gue nao foi percebido na maioria das variedades pesquisadas sendo que duas
delas sequer mostrou teor de fibras alimentares em sua informagao nutricional.

Concluséao

A maioria das amostras analisadas possuiam grandes quantidades de
acucares em sua formulacdo e baixo teor de fibras, dessa forma o fabricante
tem que rever a producdo desse tipo de alimentos que é procurado pelos
consumidores principalmente, na concep¢do que esses sdo alimentos que
proporciona beneficios a saude, no entanto percebeu-se que na maioria das
variedades de cereais matinais ao se analisar a informagao nutricional
percebeu grande quantidade de acucar e sédio.

Palavras-chave: Graos Comestiveis. Rotulagem de Alimentos. Controle de
Qualidade.
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Introducéo

Lecythis pisonis Camb. (LP), pertence a familia Lecythidaceae,
popularmente conhecida como Sapucaia ou Cumbuca de Macaco e bastante
difundida no Brasil (BRAGA, 1953; MARTINS et al.,, 2002). A LP. € uma
espécie com extensa capacidade de aproveitamento, desde o ornamental ao
medicinal. Apresenta compostos secundarios que possuem potencial para
aplicacao terapéutica, podendo contribuir para o desenvolvimento de novos
bioprodutos (SILVA, et al.,, 2007). Vitex Castus agnus L. (VAC) é conhecida
popularmente no Brasil como Alecrim d’angola ou Pau d’angola, pertence a
familia Verbenaceae. Alguns efeitos farmacolégicos vém sendo estudados, dos
guais se destacam os relacionados a clinica ginecoldgica, tais como controle
dos niveis de progesterona, da secrecéo de prolactina e alivio dos sintomas da
sindrome pré-menstrual e da mastodinia ciclica (OLIVEIRA, 2005). O interesse
pela descoberta de extratos vegetais com diferentes atividades biol6gicas tem
aumentado muito nos Uultimos anos. Da mesma forma espécies que
apresentam atividade antimicrobiana também sdo de extrema importancia,
devido ao fato de muitos micro-organismos apresentarem resisténcia, nao
somente aos antibioticos jA pré-estabelecidos, como também aos de ultima
geracdo, causando problemas de saude publica mundial (SILVA et al., 2010).
Neste sentido, 0 objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana
das espécies LP e VAC pelo método de difusdo em agar (método de pocos).

Metodologia

Os extratos secos padronizados de LP e VAC foram testados frente a
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), utilizando o método da difusédo em agar
(técnica do poco) segundo metodologia descrita na Farmacopéia Brasileira
(2010). Os extratos secos foram resuspendidos e testados os volumes de 20 a
50 pL. As analises pelo método de difusdo em agar foram feitos pocos nas
placas contendo agar Mueller Hinton de 12 mm de diametro. Com um swab
estéril, o inoculo bacteriano com turvacdo 0,5 da escala de MacFarland foi
distribuido uniformemente sobre a superficie do agar, em seguida dispensou-se
em cada poco 20, 30, 40 e 50 uL de cada concentracao dos diferentes extratos.
As placas foram incubadas em estufa a 35 + 1°C por 24 horas. Os testes foram
realizados em triplicata e em dias diferentes. O halo de inibicdo foi medido
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utilizando paquimetro digital. Como controle negativo foi utilizado imipenem de
10 ug e como controle positivo utilizou o antibiético tetraciclina de 30 pug,
baseado nas sugestbes da Clinical and Laboratory Standar Institute - CSLI
(2013).

Resultados e Discusséo

Na avaliacdo da provéavel atividade antimicrobiana dos extratos secos
padronizados de Lecythis pisonis Camb. e Vitex Castus agnus L., foram
realizados os testes na técnica de po¢os, como mostra os resultados da tabela
1. Os halos foram interpretados nas categorias sensivel, intermediario ou
resistente de acordo com a Clinical and Laboratory Standar Institute (CLSI,
2013). A figura 1 mostra as placas com os halos de inibicdo da LP e VAC. Na
avaliagédo da provavel atividade antimicrobiana do extrato da LP apresentou-se
sensivel a Staphylococus aureus quando comparado aos antibioticos
azitromicina 15 pg, claritromicina 15 pg, eritromicina 15 pg, clindamicina 2 pg e
tetraciclina 30 pg, de acordo com a CLSI, 2013. Considerando a riqueza de
constituintes presentes na espécie LP, a atividade antimicrobiana positiva pode
ser devido a presenca de compostos como esterdides e triterpendides,
flavondides, taninos, saponinas e alcaloides relatados nesta planta (OLIVEIRA
et al., 2010). A VAC apresentou atividade somente quando aplicado 50 pL
guando comparado aos antibioticos azitromicina 15 pg, claritromicina 15 ug,
eritromicina 15 pg, clindamicina 2 ug e tetraciclina 30 pg, de acordo com a
CLSI, 2013. No caso da VAC a atividade antimicrobiana é relatada pela
literatura para o 6leo essencial presente nas folhas e frutos desta espécie
(SENATORE at al.,1996) e neste estudo foi avaliado a possivel atividade do
extrato seco obtido a partir das folhas. Para ambas as espécies estudadas
novas analises devem ser realizadas a fim de se determinar a concentracao
inibitéria minima necessaria para inibir o crescimento do microrganismo-teste.
O conhecimento da atividade antimicrobiana é importante para determinar o
perfil biolégico da espécie e orientar futuros estudos que visam a obtencao de
um novo bioproduto.

Tabela 1 — Medidas dos halos inibitérios dos extratos secos de Lecythis pisonis Camb. e Vitex
Castus agnus L.

Lecythis pisonis Camb Vitex Castus agnus L
Volume do Extrato Medida do halo Medida do halo Controle Positivo
20 pL 25mm 12mm 45mm
30 pL 26mm 11.9mm 45mm
40 pL 33mm 11.9mm 45mm
50 pL 33mm 15mm 45mm

Fonte. Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Curso de Farméacia.
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Figura 1 — Fotografias as placas dos extratos secos de Lecythis pisonis Camb. e Vitex Castus

agnus L.

a) Lecythis pisonis Camb. b) Vitex Castus agnus L.

Fonte. Laboratério de Microbiologia de Alimentos do Curso de Farmacia.

Concluséo

A espécie Lecythis pisonis Camb. apresentou resultados promissores no
estudo da atividade antimicrobiana. Este estudo reafirma a importancia de
dados etnofarmacologicos na selecao de plantas para triagem de bioatividade.

Palavras-chave: Lecythis pisonis Camb., Vitex Castus agnus L., atividade
antimicrobiana.
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Introducéo

O desenvolvimento de um fitoterapico a partir de um extrato padronizado
apresenta vantagens significativas em relacdo as formas liquidas tradicionais,
incluindo estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, elevada
concentragdo  dos  constituintes  quimicos, garantindo  qualidade,
reprodutibilidade, seguranca e eficacia. A secagem por aspersao utilizando o
equipamento Spray-drying permite a obtencédo de produtos intermediarios com
maior concentracdo de constituintes quimicos, concentragcdes conhecidas em
funcdo de marcadores, manutencdo das propriedades farmacoldgicas e com
melhores caracteristicas tecnologicas (VASCONCELOS et al., 2005). Os
adjuvantes tecnologicos influenciam diretamente no rendimento do processo de
secagem, além de contribuir positivamente sobre a recomposi¢cdo em agua do
produto. Os adjuvantes tecnologicos mais utilizados e citados na literatura sao
o dioxido de silicio coloidal (Aerosil), fosfato tricalcio e B-ciclodextrina (SILVA,
et al.,, 2012). Diante do exposto, esse trabalho tem como objetivo obter um
extrato fluido padronizado de Lecythis pisonis Camb. para posterior secagem
por aspersao, utilizando o diéxido de silicio coloidal e B-Ciclodextrina como
adjuvantes de secagem. Os extratos obtidos serédo caracterizados com relacéo
as suas propriedades fisica, fisico-quimica e reoldgicas, com intuito de se obter
uma matéria-prima com boas caracteristicas tecnolégicas.

Metodologia

A coleta da amostra vegetal foi realizada na capital do Piaui, Teresina,
no Parque Zoobotanico no dia 29 de novembro (S1) de 2013. A exsicata
encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso - UFPI, sob o namero
26488. A secagem dos extratos liquidos foi realizada em torre de secagem por
aspersao (Buchi Mini Spray-drier B-191), provida de um atomizador do tipo
pneumatico, em camara de secagem. Os parametros de secagem foram
mantidos 0os mesmos durante todo o processo de secagem para 0s extratos:
temperatura de admissdo 140 °C, temperatura de saida 95 °C, velocidade de
fluxo 7 mL/min e pressdo de 600 mmHg. As solucdes extrativas adicionadas
dos adjuvantes tecnolégicos de secagem foram mantidas sob agitacdo durante
todo processo de secagem. Os dois extratos secos de L. pisonis, obtidos a
partir da secagem por aspersdo utilizando os adjuvantes diéxido de silicio
coloidal e B-ciclodextrina, foram analisados com o objetivo de se avaliar
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propriedades importantes na manutencao da garantia da qualidade, bem como
na manutencdo da reprodutibilidade técnica da matéria-prima. Os parametros
avaliados foram: perda por dessecac¢do, granulometria por microscopia Optica,
morfologia das particulas por microscopia eletrobnica de varredura e o0s
parametros de fluidez e acomodamento dos pés (propriedades reoldgicas:
densidades real e de compactacdo, angulo de repouso, fator de Hausner,
indice de Carr ou de compressibilidade e Compactabilidade), (ANSEL. Et al.,
2000).

Resultados e Discussao

A secagem por aspersdo foi realizada utilizando solugdes hidroalcodlicas
concentradas de Lecythis Pisonis Camb. Foram obtidos dois extratos secos,
um utilizando o dioxido de silicio coloidal como adjuvante de secagem e 0 outro
utilizando a B-ciclodextrina, ambos na concentracdo de 30% em relacdo ao
residuo seco da solucéo extrativa. Os valores obtidos de perda de umidade por
dessecacgéo foram 2,22% e 2,21% para 0 extrato seco por aspersao de L.
pisonis utilizando o didxido de silicio coloidal e a B-ciclodextrina como
adjuvantes de secagem, respectivamente. No po obtido através da secagem do
extrato com dioxido de silicio coloidal, a maior parte das particulas (62,8%)
apresentaram tamanhos de 1 a 2 ym. Para o extrato seco obtido com -
ciclodextrina, a maior parte das particulas (76,6%) também apresentaram
tamanhos entre 1 e 2 um. Com esses dados, o extrato seco com o adjuvante
dioxido de silicio coloidal e com B-ciclodextrina, podem ser classificados como
pos finissimos, segundo a Farmacopeia Brasileira (2010). Na morfologia das
particulas dos poés, observadas por MEV, as particulas do extrato seco com
dioxido de silicio coloidal apresentaram-se mais esféricas e com baixa
rugosidade superficial. Ja para o extrato obtido com [-cilcodextrina as
particulas apresentaram-se mais irregulares e com superficie rugosa, as
fotomicrografias podem ser observadas nas Figuras 1 e 2 para as particulas
dos dois extratos. A morfologia da particula apdés a secagem pode ser
diretamente afetada pelas condi¢cdes e parametros de secagem pelo spray-
dryer. Outros fatores que também afetam a morfologia das particulas sdo a
concentracdo de sdlidos totais e as caracteristicas dos adjuvantes de secagem.
A microscopia eletrénica de varredura € uma técnica muito importante para a
avaliacdo da morfologia das particulas apés a secagem por aspersao
(PARAMITA et al.,, 2010). As propriedades reologicas dos extratos foram
avaliadas através da determinacdo das densidades real e de compactacéo,
fator de Hausner, indice de Car, e o indice de Compactabilidade. A Tabela 1,
expressa os resultados obtidos para estes ensaios. De acordo com 0s ensaios
reoldgicos, Fator de Hausner, indice de compressibilidade e Compactabilidade,
0 extrato seco com diéxido de silicio coloidal (ESALPA) apresentou bom fluxo,
facil empacotamento e boa compresséo, caracteristicas necessarias para um
bom desempenho na produc¢éo de produtos farmacéuticos. O extrato seco com
B-ciclodextrina (ESALP¢), ndo apresentou valores considerados ideais de Fator
de Hausner e indice de Compressibilidade, apresentado valor ideal apenas
para a Compactabilidade, entretanto, apresentou uma solubilidade ligeiramente
melhor do que 0 ESALPA.
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Tabela 1 - Andlise das caracteristicas reoldgicas dos extratos secos de L. pisonis. Os dados
referem-se a média de trés determinacdes.

Ensaios (ESALP,) (ESALPC) Valor de
Referéncia
Densidade real (g/mL) 0,16 0,30 -
Densidade de compactacéo 0,19 0,40 —
Fator de Hausner 1,18 1,33 Inferior a 1,25
Iindice de Carr (%) 15,8 25 Inferior a 15%
indice de Compactabilidade 8 4 Inferior a 20 mL
(mL)

LEGENDA: ESALP,: Extrato seco por aspersédo de Lecythis pisonis utilizando dioxido de silicio
coloidal como adjuvate de secagem. ESALPB: Extrato seco por aspersdo de Lecythis pisonis
utilizando a B-ciclodextrina como adjuvante de secagem.

Fonte: Dados da pesquisa, 2015.

Figura 1 — Fotomicrografias obtidos pela técnica de MEV do extrato seco por aspersdo de
Lecythis pisonis utilizando o diéxido de silicio coloial como adjuvante de secagem.

a) aumento 5 000x e tamanho 10 m b) aumento 10 000x e tamanho 5um.
Fonte: Laboratorio Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV), UFPI.

Figura 2 — Fotomicrografias obtidos pela técnica de MEV do extrato seco por aspersao de
Lecythis pisonis utilizando a 3-ciclodextrina como adjuvante de secagem.

a) aumento 5 000x e tamanho 10 pm b) aumento 10 000x e tamanho 5pm.
Fonte: Laborat6rio Interdisciplinar de Materiais Avancados (LIMAV), UFPI.
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Concluséo

Os extratos secos obtidos a partir do extrato hidroalcodlico utilizando os
adjuvantes diéxido de silicio coloidal e B-ciclodextrina apresentaram maior
constituicdo de particulas menores, que garantem boas caracteristicas de
fluidez e escoamento. A andlise de Microscopia Eletrénica mostrou particulas
regulares. De acordo com os ensaios reoldgicos os dois extratos podem ser
utilizados para a obtencdo de um fitoterapico, com um desempenho um
ligeiramente melhor o extrato com dioxido de silicio coloidal.

Palavras-chave: Lecythis pisnonis Cambess. Adjuvantes tecnoldgicos. Extrato
seco.
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Introducéo

As abelhas sociais nativas, conhecidas como meliponineos ou abelhas
sem ferrdo (ASF), sdo os principais polinizadores das espécies florais tropicais,
contribuindo com a preservacado ambiental (MATEUS, 1998). Essas produzem
o “polen de abelhas" que resulta da aglutinacéo do pdélen das flores com néctar
e substancias salivares das abelhas e muito apreciado na cultura popular,
utilizado como alimento e medicamento em comunidades rurais (KERR et al.,
1996). A importancia nutricional do polen para humanos € reconhecida por ser
uma fonte protéica, possuindo em sua composic¢ao carboidratos, lipideos e sais
minerais. Exibe também vitamina D e do complexo B e ainda antioxidantes (-
caroteno como pro-vitamina A e vitamina C) (CAMPOS, 1997). Contudo, a
constituicdo quimica do polen apicola é variavel, especialmente em funcéo de
sua origem geografica e botanica (FUNARI et al., 2003).

Embora seja reconhecido como benéfico para a saude, o consumo do
polen exige cautela, por ser suscetivel a presenca de contaminantes e ao
desenvolvimento microbiano. A inocuidade alimentar € um aspecto
extremamente relevante e a averiguacao da qualidade microbiolégica de um
alimento fornece informacdes que permitem avalia-lo quanto as condi¢Ges de
fabricacdo, acondicionamento e distribuicdo para o consumo, vida util e
potencial de risco a saude (FRANCO; LANDGRAF, 1996)

Diante da importancia ecologica, social e econdémica, o presente trabalho
teve como objetivo efetuar a caracterizacao fisico-quimica e microbioldgica do
polen de abelhas sem ferrdo (ASF) Melipona compressipes fasciculata (Smith,
1854).

Metodologia

Cargas de pédlen foram coletadas de colénias da abelha Melipona
compressipes fasciculata (Smith, 1854), provenientes de um meliponario
situado no municipio de Séo Luis, Maranhdo, durante o més de marco de 2017.
A amostra de pélen foi retirada de um mesmo lote, objetivando-se a nao
ocorréncia de divergéncias em relacao aos constituintes do produto, devido as
variabilidades relativas ao clima e flora.

Para a caracterizacéo fisico-quimica, foram efetuadas, em triplicata, as
analises de: umidade pelo método gravimétrico; lipidios, aplicando-se o método
de extragcdo em Soxhlet; proteinas, com conteudo de nitrogénio mensurado
pelo método Micro Kjeldahl; carboidratos por diferengca nos resultados;
realizadas conforme Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008). Concernente
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ao valor energético (kcal), esse foi calculado de acordo com a RDC n° 360 de
23 de dezembro de 2003 (BRASIL, 2003).

Quanto as andlises microbiolégicas, foram realizadas, em triplicata, as
seguintes andlises: enumeracdo de coliformes a 35 °C e 45 °C por meio da
técnica do numero mais provavel (NMP), utilizando-se diluicdes decimais
seriadas (VANDERZANT; SPLITTSTOESSER, 2001); contagem de bactérias
heterotréficas através da técnica de plagueamento em profundidade, com
resultado expresso em unidades formadoras de col6nias por grama de amostra
(UFC/g) (SILVA; JUNQUEIRA; SILVEIRA, 2010); a contagem de fungos
filamentosos e de leveduras foi realizada segundo a metodologia de diluicéo
decimal seriada em placas descrita por Pitt e Hocking (2009), sendo que todas
as placas foram observadas e selecionadas para contagem aquelas que
continham de 10 a 100 (UFC/g) (DALCERO et al., 1998).

Resultados e Discusséo
Na tabela 1 estdo expressos o0s resultados médios relativos a
caracterizacao fisico-quimica do pélen de abelhas sem ferréo.

Tabela 1 — Analise fisico-quimica do pélen de abelha sem ferréo.

Parametros Umidade Cinzas Lipideos Proteina Carboidrato Valor
fisico-quimicos (%) (%) (%) (9) (%) energético
(kcal)

Pblen de abelha
sem ferréo 36,6 1,8 1,5 12,7 47,4 253,9
Fonte: dados da pesquisa

No Brasil ndo existe regulamento técnico que fixa valores de qualidade e
identidade para pélen de abelhas sem ferrdo. Esse documento regulador existe
apenas para o0 polen apicola (abelha Apis mellifera) (BRASIL, 2001).
Concernente a andlise de umidade e efetuando-se comparativo com o teor
legislado para polen apicola (cujo teor maximo € de 30%), observou-se que 0
polen de ASF analisado exibiu valor médio acima do preconizado (tabela 1), o
gue pode ocasionar maiores possibilidades de deterioracdo e desenvolvimento
microbiano no produto. Os resultados aqui detectados foram similares aos
encontrados por Sousa et al. (2004) (36,9). O teor de cinzas mensura o residuo
inorganico existente na amostra, evidenciando presenca de compostos
minerais ou ndo. Quanto a essa analise, observou-se que o valor médio obtido
(tabela 1) foi menor que o maximo permitido para pélen apicola (4%) (BRASIL,
2001). Esse valor foi inferior ao obtido para o polen de Melipona scutellaris L.
(2,40) (FERREIRA, 2012). Souza e colaboradores (2004) encontraram valores
variando entre 1,7 a 2,6% para poélen de abelhas sem ferrdo. Em relacdo aos
lipidios, verificou-se que o valor médio encontrado no trabalho foi inferior ao:
legislado para poélen apicola (minimo de 1,8%) (BRASIL, 2001) e obtido para
polen de M. scutellaris L. (2,5) (FERREIRA, 2012). No entanto, vale ressaltar
mesmo as colmeias de Apis mellifera ou de quaisquer outras abelhas que
compartilham do mesmo pasto apicola podem exibir variagbes constitucionais,
uma vez que a composicdo fisico-quimica das amostras de pdlen é
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influenciada pelo conjunto de tipos de pdlen presentes na amostra, que por sua
dependem das necessidades especificas de cada colmeia. Para analise de
proteinas, o teor médio determinado foi superior a0 minimo regulamentado
para polen apicola (BRASIL, 2001) e mostrou-se proximo ao encontrado para
polen de outras abelhas Meliponas (15,7%) (SOUSA et al., 2004). Quanto aos
carboidratos e valor energético, os teores médios obtidos (tabela 1) foram
préximos aos relatados em outros trabalhos para polen de ASF: 40,6% e 267
kcal (SOUSA et al., 2004), respectivamente. Ressalta-se que para podlen de
abelhas sem ferrdo ndo h&a padrées normatizados, porém para Alencar (2002),
a caracterizacao fisico-quimica e bioldgica do pélen faz-se importante na busca
do controle de qualidade e até mesmo em uma padronizacdo do pdlen
brasileiro para possiveis utilizagfes nas industrias alimenticias e farmacéuticas

Os resultados das analises microbiolégicas realizadas em pélen de
abelha sem ferréo estudado estéo assinalados na tabela 2.

Tabela 2 - Resultados microbiolégicos quanto os parametros de coliformes a 35°C,
coliformes a 45°C, contagem de bactérias heterotréficas e contagem de fungos
filamentosos e leveduras em polen de abelha sem ferrao.

Coliformes Coliformes Contagem de Contagem de

Parametros totais 35 °C Termotolerantes bactérias fungos

microbioldgicos (NMP/g) " 45 °C (NMP/qg) heterotréficas  filamentosos e
(UFC/g) leveduras
(UFCl/g)

Pdlen de abelha <3 <3 <3 <10

sem ferréo
Fonte: dados da pesquisa; *NMP = Numero Mais Provavel; *UFC = Unidade Formadoras de
Colbnia.

Os resultados de todas as andlises microbiologicas realizadas (tabela 2),
evidenciam que polen de ASF averiguado foi manuseado corretamente,
aplicando-se as boas préaticas de manipulacdo de alimentos, posto que os
niveis microbianos encontrados foram os minimos que podem ser obtidos por
meio de cada uma das técnicas empregadas. Desse modo, o pélen estudado
nao exibe contaminacdo que oferece riscos a saude humana quanto aos
microrganismos analisados, estando apto para o consumo. Segundo Jay
(2005), a contagem de bactérias € importante para indicar a qualidade higiénica
dos alimentos, mesmo que 0s patdgenos estejam ausentes e/ou que nao
tenham ocorrido alteracdes sensoriais no alimento.

Uma prospeccao baseada nos pedidos de patentes depositados nas
bases INPI, WIPO, EPO, USPTO, além de artigos no Scielo, foi realizada e
empregando-se o descritor “ bee pollen”. E foram encontradas 814 patentes no
EPO, 268 no USPTO, 536 no WIPO, 5 no INPI e 10 artigos no Scielo.

Concluséo

Por meio dos resultados, pode-se concluir que: o teor de umidade
superior ao limite legislado para pdlen apicola indica a necessidade de
desidratacéo para elevacdo da conservagéo do produto; os valores de proteina,
lipidios e carboidratos demonstram que o poélen estudado € um bom
suplemento alimentar; quanto aos parametros microbiol6gicos analisados, o
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pélen é seguro para 0 consumo humano e possui qualidade higiénico-sanitaria
satisfatoria.

Palavras-chave: Pdlen, Qualidade, Microbiologia.
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Introducéo

Estudos experimentais realizados por diferentes autores evidenciaram
gue o tratamento da dor pré-operatéria, antes da incisdo cirargica, poderia
prevenir a hiperexcitabilidade dos neurdnios da medula espinhal secundaria a
estimulacdo periférica, que esta relacionada a hiperalgesia. Segundo Castro
(2005), os neurotransmissores excitatorios atuando através de receptores N-
Metil-d aspartato (NMDA) tém sido relacionados ao desenvolvimento e a
manutencdo de estados patologicos de dor apos lesdo tecidual. Essa
observacéo estimulou a avaliagcdo de antagonistas dos receptores NMDA em
varios modelos de dor. Na pratica clinica, a cetamina representa um dos
poucos antagonistas NMDA disponiveis, apresentando ainda propriedade
analgésica nao relacionada ao referido receptor, como a ativagdo do sistema
inibitério descendente monoaminérgico, envolvido na modulacdo de processos
nociceptivos.

Apesar de seu importante papel na pratica anestesioldgica devido suas
propriedades broncodilatadora e simpaticomimética, a cetamina produz efeitos
psicologicos indesejaveis, principalmente no periodo pds-operatério sendo este
um grande empecilho ao seu uso clinico abrangente (OLIVEIRA et al., 2004).
Nos ultimos anos intensificou-se a procura por novos sistemas de liberacédo de
farmacos na tentativa de estabelecer alternativas terapéuticas mais eficientes,
gue possibilitem administrar os farmacos com mais seguranca e com efeitos
colaterais minimizados como, por exemplo, as microemulsdes, as
nanoparticulas e os lipossomas (FORMARIZ et al., 2005). Nesse contexto, o
presente trabalho teve como objetivo desenvolver e caracterizar uma
microemulsdo estavel de cetamina utilizando um Oleo vegetal, o 6leo da
améndoa da castanha de caju (Anacardium occidentale L.), para administracdo
cutanea com via de liberacdo transdérmica, tendo em vista a maior
comodidade posolégica para o paciente e reducdo dos riscos de efeitos
centrais adversos.
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Metodologia

Inicialmente preparou-se duas formulac¢des, um placebo (MEOP) e outra
com o ativo Cetamina a 4% (MEOC) pesando-se quantidade previamente
estabelecida de labrasol (tensoativo), plurol diisostearico (co-tensoativo), 6leo
da améndoa da castanha de caju (fase oleosa), agua destilada (fase aquosa) e
guantidade referente a 4% do farmaco em recipiente adequado sob agitacédo
magnética.

Realizou-se a caracterizacdo fisico-quimica das microemulsées (ME)
avaliando-se as caracteristicas organolépticas, determinacdo do pH,
viscosidade, densidade relativa, indice de refracdo, tamanho de goticula,
potencial zeta e teor. As caracteristicas organolépticas foram avaliadas a partir
dos critérios de cor, odor e aspecto. O pH foi determinado em potenciémetro
calibrado com solucdo tampéo de fosfato e acetato, em pH 7 e 4,
respectivamente. Para a determinacdo da condutividade utilizou-se
condutivimetro, marca Marte, modelo MB-11. A determinacéo da viscosidade foi
realizada através do viscosimetro rotativo digital da marca Quimis, modelo Q-
860M21, utilizando o spindle dois (SP = 2) nas rotacdes 6, 12, 30 e 60 rpm. As
medidas de densidade foram realizadas com o auxilio de um picnémetro
(volume 10mL), utilizando como parametro a densidade da agua purificada. O
indice de refracdo das ME foi avaliado em refratdmetro da marca Optronics,
modelo Abbe refractometer. Todos 0s ensaios descritos foram realizados em
triplicata conforme a Farmacopeia Brasileira. Quanto ao tamanho de goticula e
potencial zeta, a determinacdo se deu por espectroscopia de correlacdo
fotbnica e anemometria laser Doppler, respectivamente, utilizando um Zetasizer
Nano Series da marca Malvern Instruments, apés diluicdo apropriada das
amostras em agua destilada. Para determinar o potencial zeta, as amostras
foram ainda colocadas em célula eletroforética especifica conforme Nemen
(2012).

O farmaco foi quantificado pelo método analitico espectroscopico com
derivativa na primeira ordem em 259,4nm validado pelo grupo de pesquisa com
varredura feita na regido ultravioleta-visivel em espectrofotémetro (UV-Vis).

Para o ensaio de estabilidade preliminar utilizou-se 3 amostras de
aproximadamente 20g da MEOC e da MEOP acondicionadas em frascos de
vidro com tampa. Todas as amostras foram submetidas, inicialmente, a
centrifugacédo durante 30 minutos, a uma velocidade de 3200 rpm. Avaliou-se
também a resisténcia das amostras a 6 ciclos alternados de resfriamento e
aquecimento (ciclos de 24 horas a 45 + 5°C e 24 horas a —5 = 2° C - durante 12
dias: totalizando seis ciclos). As preparacdes foram caracterizadas fisico-
guimicamente no tempo inicial (TO) antes do estresse térmico e no 12° dia apos
teste preliminar (T12).

Como ensaio de estabilidade realizou-se o estresse térmico, onde cerca
de 5,0g das formulacdes foram pesados e transferidos para tubos de ensaio.
As amostras, em réplicas de trés, antes de serem submetidas ao estresse
térmico, tiveram pH, condutividade e teor determinados; passaram também
pelo teste de centrifugacao realizado conforme Cordeiro (2013). O estresse
térmico foi realizado em banho-maria termostatizado da marca Nova Etica, no
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intervalo de temperatura controlada entre 40 — 80°C, com progressao de
elevacdo de 10°C/30 minutos. As formulagbes foram avaliadas ao término de
80°C, ap0s atingirem a temperatura ambiente (25,0 + 2,0°C) (BABY, 2007).

Resultados e Discussao

Obtiveram-se duas microemulsdes (MEOP e MEOC) transparentes, com
odor caracteristico e cor levemente amarelada. A microemulsao placebo
(MEOP) apresentou pH 7,02 e a microemulsdo com o ativo cetamina 4%
(MEOC) teve pH 4,23. Ambas as formulacdes obtidas apresentaram pH
recomendado para produtos de permanéncia prolongada sobre a pele que
devem apresentar um pH entre 4,0 e 7,0 (REBELLO, 2005). Apos avaliacdo em
triplicata, e feita a média das determinacfes de condutividade, as formulagdes
MEOP e MEOC apresentaram como resultado 51,68 uS/cm e 1363 uS/cm a
25°C, respectivamente. De acordo com Silva et al. (2015), ha aumento da
condutividade elétrica no sistema, principalmente em consequéncia da
presenca de agua e as microemulsdes podem ser caracterizadas como do tipo
O/A (0leo em agua).

A densidade € uma caracteristica fisica da substancia e pode ser usada
como auxilio na sua identificacdo. As microemulsdes se mostraram bastante
densas ao fim do teste com densidade semelhante a da agua (1g/dL).

A birrefringéncia ou dupla refracdo € um fendbmeno caracterizado pela
variagdo do indice de refracdo de um meio, em funcdo da direcdo da
propagacédo da luz, ou do seu estado de polarizagcédo. Os agregados isotropicos
esféricos como as microemulsdes nao apresentam birrefringéncia (ndo sao
capazes de desviar o plano de luz incidente) o que justifica os baixos indices
de refracdo encontrados para MEOP (1,42) e MEOC (1,43) (ROSSI, 2007).

A MEOP apresentou goticulas de 182,6nm enquanto a MEOC teve
172nm, estando ambas dentro dos valores especificados na literatura (10-
300nm). O potencial zeta () reflete o potencial de superficie das particulas. A
MEOP apresentou ¢ = -15,6 mV e a MEOC ¢ = -5,32 mV. O potencial zeta &
negativo quando os vetores de campo elétrico e velocidade do fluxo estdo na
mesma direcdo e sentido. A presenca da fase oleosa também confere as
microemulsdes um potencial zeta mais negativo (SILVA, 2007; SCHAFFAZICK,
2003).

Quanto ao teor do farmaco presente na formulacdo, o valor encontrado
foi de 3,79% equivalente a 94,75% da concentracdo teodrica do teste, estando
de acordo com a Resolucdo RE n° 899 de 2003.

Apés os testes de estabilidade, ambas as microemulsdes analisadas
apresentaram-se resistentes ao estresse térmico, sem mudanca significativa
em nenhum dos parametros avaliados. A viscosidade das ME foi determinada
antes e apoOs o teste de estabilidade preliminar. Os resultados do teste de
viscosidade ndo apresentaram diferencas significativas, para o valor de p<005.

As amostras se mostraram resistentes ao teste de centrifugacao, porém,
sensiveis a altas temperaturas quando submetidas ao estresse térmico,
apresentando turvacao na faixa de 60°C (MEOP), 70°C (MEOC) e separacéo
de fase aos 80°C.
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Conclusao

A partir dos resultados obtidos e com base na literatura, pode-se concluir
gue existe uma compatibilidade inicial do ativo com a formulacéo, o que motiva
a continuacéo do estudo posteriormente e traz a possibilidade da realizacao de
testes in vitro (Cinética de Liberacdo) e in vivo para avaliacdo da atividade
analgésica a partir do seu uso transdérmico para futuro lancamento no
mercado. A formulacdo é promissora e a utilizacdo de um 6leo vegetal, o éleo
da améndoa da castanha de caju, é inovadora, 0 que estimula a pesquisa com
recursos naturais.

Palavras-chave: Analgesia. Recursos Naturais. Nanotecnologia.
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Introducéo

O maracuja-amarelo (Passiflora edulis f. flavicarpa) teve origem na
América Tropical, sendo o género mais cultivado e vendido no Brasil para o
consumo humano. Suas sementes, cascas e albedo s&o resultados do
mecanismo de corte para a obtencdo do suco concentrado (MARTINS et al.,
2010).

Estima-se que do total de frutas in natura processadas, sao gerados
40% de residuos agroindustriais para as frutas como caju, acerola, manga e
maracuja proveniente da producao de polpas e refrescos (LOUSADA JR et al.,
2005).

Uma opcéao para o aproveitamento desses residuos pelo seu alto teor de
fibra € o enriguecimento de outros alimentos e o desenvolvimento de produtos
destinados a panificacdo, como pées, massas alimenticias e biscoitos,
acrescentados de farinhas das cascas das frutas para o melhor aproveitamento
e serem destinados tanto para os consumidores sadios ou enfermos que
apresentem altas concentragcbes de colesterol e glicemia, constipacéo
intestinal, obesidade, dentre outros (PEREZ; GERMANI, 2007).

A farinha vem sendo bastante empregada como ingrediente em
preparacdes como: bolos (MACHADO, 2012), biscoitos (UCHOA, 2007) e barra
de cereal (AMBROSIO UGRI; RAMOS, 2012) devido as suas caracteristicas
funcionais, e grande desperdicio e prejuizo que as cascas dos frutos tém
gerado as industrias e ao meio ambiente.

Tendo em vista a importancia de nutrientes na qualidade de vida dos
individuos, o objetivo do estudo foi produzir biscoitos enriqguecidos com a
farinha da casca do maracujd amarelo, o enriquecimento de produtos com
farinha pode ser um reaproveitamento alternativo para producao de biscoitos e
melhorar a qualidade de vida dos consumidores.

Metodologia

O instrumento de pesquisa foi o biscoito cookie enriquecido com a
farinha da casca do maracuja, um produto que apresenta longa durabilidade e
pratico para o consumo. As cascas do maracuja foram doadas por um produtor
de polpa de frutas, as demais matérias-primas utilizadas para a preparacéo
foram adquiridas no mercado local varejista.
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Os biscoitos cookies elaborados apresentavam concentracado de 15g da
farinha da casca do maracuja, o que correspondia a 30% do nutriente em cada
biscoito de 509, estabelecido pela ANVISA (1998) para alimento enriquecido.
Os demais ingredientes utilizados na producdo de uma unidade de biscoito
cookie de 50 g foram: o trigo (15g), margarina (8,3g), sal (0,089), leite (2,91ml),
acucar (7,75g), gema do ovo (1,369), fermento (0,299g) e esséncia de baunilha
(0,16 mi).

Para as avaliac6es microbiolégicas utilizou os testes de Coliformes a 45°
C/g, Salmonella sp/25g e Estaf.coag.positiva/g, estabelecidos pela RDC n° 12,
de 02 de janeiro de 2001 do 6rgdo emissor Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria- ANVISA para biscoitos cookies, que foram realizada no Laboratério
de Microbiologia e imunologia. Quanto as andlises fisico-quimicas foram
determinados umidade, cinzas, acidez titulavel, potencial Hidrogenionico (pH)
empregando os métodos do Instituto Adolfo Lutz — IAL (2008), executadas no
Laboratério de Bioquimica dos Alimentos.

Resultados e Discusséao

Quanto aos dados das analises microbiolégicos dos biscoitos
enriquecidos com a farinha da casca do maracuja amarelo, estes mostraram
gue os mesmos encontram-se dentro do estabelecido pela RDC n° 12, de 02
de Janeiro de 2001, apresentando-se aptos para 0 consumo e mostrando que
0os mesmos foram elaborados com boas préaticas de fabricacdo em todas as
etapas.

Figura 01- Biscoitos cookies enriquecidos com a farinha da casca do maracuja.

No que diz respeito as analises fisico-quimicas, o valor de umidade
encontrado no instrumento de pesquisa foi de 8,3%. O produto avaliado esta de
acordo com a legislacéo brasileira (2000) que determina um teor de umidade
maxima de 14% para biscoitos. A umidade esta diretamente ligada a
estabilidade, qualidade e composicdo dos produtos, importante para
conservacao, armazenamento e na manutencdo da qualidade para o processo
de comercializacao.

O teor de cinzas nos alimentos refere-se ao conteudo total de minerais
presentes nos mesmos sendo, portanto empregado para avaliar a qualidade
em geral dos produtos, tornando-se consideravel em alimentos fontes de certos
nutrientes que possibilita maior valor nutricional (KRUMREICH et al., 2013).
Conforme a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2000) o conteudo

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966 209




I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

maximo de cinzas em massa alimenticia integral deve ser 2,5%, mostrando
assim que o produto avaliado ndo ultrapassou este limite (Tabela 2). Pois
guanto menor quantidade de cinzas melhor qualidade no produto, pois maiores
teores de cinzas aponta presenca de farelo na farinha.

Quando avaliado os valores de pH e acidez, o teor de acidez
correspondeu a 0,8%, estando relacionado a quantidade de &cido contida nos
produtos. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (2000), os
valores de acidez recomendado para massa alimenticia € de no maximo 5%,
desta forma o produto avaliado esta de acordo com a legislacdo, este
parametro esta relacionado a conservacao e ao sabor do alimento.

J4 o pH esta relacionado apenas ao acido dissociado na solucdo
testada, o que dificulta surgimento e proliferacdo de microrganismos nos
alimentos devido o teor de pH. No presente estudo este valor correspondeu a
6,29, semelhante ao identificado em outro estudo quando avaliou cookies
produzidos com a farinha do talo de couve e espinafre que possibilitou pH de
6,31 (MAURO; SILVA; FREITAS, 2010).

Tabela 01 - Resultados dos testes microbiolégicos. Pedreiras - MA, Brasil,
2015.

TESTES RESULTADOS LEGISLACAO
Coliformes a 45° C/g, Ausente 10
Salmonella sp/25g Ausente Ausente
Estaf.coag.positiva/g Ausente 5x10?

Fonte: Andlise laboratorial (2015).

Tabela 02 - Resultados das analises fisico quimicas. Pedreiras - MA, Brasil,
2015.

PARAMETROS (%) RESULTADOS LEGISLACAO
Umidade 8,3 14,0
Cinzas 2,0 2,5
Acidez 0,80 5,0
pH 6,29 -

Fonte: Andlise laboratorial (2015).

Concluséo

A partir dos resultados deste estudo, pode-se concluir que a farinha da
casca do maracuja é um forte aliado na producéo de biscoito, uma vez que o
produto testado apresenta propriedades funcionais, que conferem beneficios a
saude humana, sendo este um alimento potencial para o mercado consumidor.
O produto avaliado apresentou parametros fisico-quimicos e microbioldgicos
adequados para 0 consumo.

Palavras-chave: Maracuja Amarelo. Reaproveitamento. Biscoitos.
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Introducéo

Corynebacterium diphtheriae € a espécie tipo do género e o principal
agente etiologico da difteria, uma doenca bacteriana toxémica de evolucdo
aguda com manifestacdes locais e sistémicas (FORMIGA, 1999; SANTOS et
al., 2015).

As doencas infecciosas representam uma importante causa de
morbidade e mortalidade entre humanos. A resisténcia a drogas por patégenos
humanos e animais, tém motivado as industrias farmacéuticas para o
desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas, a partir de recursos
naturais (NASCIMENTO et al., 2000).

Stryphnodendron coriaceum, conhecido popularmente como barbatiméo,
€ uma arvore mediana comum dos tabuleiros litorAneos e nos cerrados,
apresentando distribuicdo na América Tropical. O uso dessa planta tem sido
relatado no tratamento de diversas doencas, ja tendo sido descrita atividade
antisséptica, antidiarreica, cicatrizante e antimicrobiana (MOTA et al., 2008).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos ndo sé avaliar
0 sinergismo entre antibioticos e o extrato bruto hidroalcodlico (EBH) de S.
coriaceum contra C. diphtheriae, mais também a toxicidade in vitro.

Metodologia

As folhas foram coletas em Estreito-MA e submetidas a secagem. Foram
confeccionadas e depositadas exsicatas para identificacdo no Herbario Atico
Seabra da Universidade Federal do Maranhdo. O EBH foi obtido das folhas
secas ap6s maceracao com etanol 70%, na proporcéo de 1:10, durante 7 dias,
sob agitacao diaria. Para o sinergismo, discos de 6 antibidticos (cloranfenicol,
penicilina, rifampicina, eritromicina, ofloxacino e cefalotina) foram impregnados
com ¥ da concentragdo inibitéria minima do EBH e dispostos em placas de
Petri com meio de cultura Muller Hinton previamente semeadas com 14
amostra de C. diphtheriae de origens diversas, produtoras ou ndo de toxina
diftérica. Apos incubacéao por 48h/37°C, os halos foram medidos e comparados
com os controles (discos s6 com os antibidticos) (SILVA et al., 2013; CLSI,
2016). A atividade hemolitica foi avaliada com hemacias a 1% (OLIVEIRA et
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al., 2011), utilizando concentragbes do EBH de 1000 a 5ug/mL. A citotoxicidade
em células Vero foi pesquisada pelo teste do brometo de 3-[4,5-dimetil-tiazol-2-
il]-2,5-difeniltetrazdlico (MTT) (KARUSKY et al.,, 2015), com EBH nas
concentragbes de 1000 a 7,8125ug/mL. Os experimentos foram realizados
duas vezes em triplicata. A estatistica foi realizada no Programa GraphPad
Prism 6, onde para o sinergismo, utilizou-se o teste Mann-Whitney Rank Sum
Test e teste T. E a determinacdo das concentracdes citotoxica e eficiente foi
por regresséo nao linear.

Resultados e Discussao

A espécie vegetal S. coriaceum, depois de identificada, foi registrada
com o numero 01033.

Estudos sobre derivados de plantas medicinais com atividades
antimicrobianas e possivel sinergismo com antibiéticos convencionais tém sido
frequentes, pois a interacdo sinérgica entre antibioticos e extratos de espécies
vegetais contra micro-organismos resistentes pode ser nova estratégia para
tratar infecgdes (KUMAR et al., 2009). Contundo, o EBH de S. coriaceum néo
favoreceu nenhum tipo de interacdo com os 6 antibioticos testados contra os
diferentes isolados de C. diphtheriae, incluindo os principios ativos de escolha
penicilina e eritromicina para o tratamento da difteria. Assim, a acao foi
classificada como indiferente (Tabela 1).

Tabela 1 — Acdo entre o extrato bruto hidroalcodlico de Stryphnodendron coriaceum e
antibidticos contra Corynebacterium diphtheriae.
ANTIBIOTICOS Stryphnodendron coriaceum
Cloranfenicol I
Penicilina I
Rifampicina |
Eritromicina |
Ofloxacino |
Cefalotina I

Utilizou-se o teste Mann-Whitney Rank Sum Test e teste T, para verificar as intera¢des entre o
EBH e os antibiéticos. O sinergismo foi considerado quando p<0,05. I=Indiferente.
Fonte: Autores (2017)

Apesar do EBH de S. coriaceum nao apresentar efeito sinérgico com os
antibidticos testados, vale ressaltar, que esta espécie vegetal € citada na
literatura como potencial fonte de substancias antimicrobiana (SOUZA et al.,
2013). E S. coriaceum em dados ndo demonstrado tém efeito antibacteriano
sobre C. diphtheriae.

E possivel notar na Tabela 2, que a concentracdo citotoxica 50% em
células Vero (CCsp) do EBH de S. coriaceum foi de 115,7+0,1084ug/mL,
portanto, para que ocorra citotoxicidade pelo extrato dessa planta medicinal, é
necessaria uma concentracao elevada.
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Tabela 2 — Citotoxicidade do extrato bruto hidroalcodlico de Stryphnodendron coriaceum sobre

células Vero
Planta medicinal CCs (Mg/mL)xDesvio padréo
Stryphnodendron coriaceum 115,7+0,1084
A concentragdo citotoxica 50% em células Vero (CCsg) foi determinada utilizando regressao
nao linear.

Fonte: Autores (2017)

Observa-se na Figura 1 que o EBH de S. coriaceum apresentou uma
concentracdo eficiente para hemolisar 50% de hemécias (CEsp) de
173,60+0,03922ug/mL, demonstrando a necessidade de uma concentracdo
relativamente alta para ter um efeito hemolitico.

A investigacdo da acdo de extratos vegetais em hemacias humanas é
importante para determinacdo da atividade hemolitica, pois pode ser um
indicador de citotoxicidade (OLIVEIRA et al., 2009).

Figura 1 — Curva dose-resposta da atividade hemolitica do extrato bruto hidroalcodlico de
Stryphnodendron coriaceum e a concentracdo eficiente para hemolisar 50% de hemacias

(CEso)
Stryphnodendron coriaceum
0.201
© 0.151
(8]
c
«©
2 0.107
o
[%2]
Qo
< 0.051
000 T T T T 1
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A CEs foi encontrada por regressao nao linear.
Fonte: Autores (2017)

Concluséo

O conhecimento da interacdo de extratos de plantas com farmacos é
importante como forma de auxilio para a terapéutica. No presente estudo, foi
possivel verificar in vitro que a espécie vegetal S. coriaceum néo interferiu na
acao dos antibioticos, independente do sitio de isolamento e origem das
amostras de C. diphtheriae avaliadas. O EBH demonstrou baixa toxicidade em
ambos os testes realizados.

Palavras-chave: Antimicrobiano. Corynebacterium diphtheriae. Recursos
naturais. Sinergismo.

Rev. Interd. Cién. Sadde — ISSN 2358-6966 215




I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

Referéncias

CLSI. Methods for antimicrobial Dilution and Disk Susceptibility Testing of
Infrequently Isolated or Fastidious Bacteria. 3. ed. CLSI guideline M45.
Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute, 2016.

FORMIGA, L.C.D. Corynebacterium. In: TRABULSI, L.R.; ALTERTHUM, F,;
GOMPERTZ, O.F.; CANDEIAS., J.A.N (eds). Microbiologia. Rio de Janeiro:
Atheneu, 1999; 177-185.

KARUSKY, C.M. et al. Amoebicidal and citotoxic activity of green propolis
agueous extract against Acanthamoeba castellanii trophozoites and cysts.
Revista de Patologia Tropical, v.44, n.3, p.283-294, 2015.

KUMAR, A.S. et al. Synergistic activity of methanolic extract of Thespesia
populnea (Malvaceae) flowers with oxytetracycline. Bangladesh Journal of
Pharmacolog, v.4, p.13-16, 2009.

MOTA, K.S.L. et al. Evaluation of the toxicity and antiulcerogenic activity of the
ethanol extract of Maytenus obtusifolia Mart. leaves. Revista Brasileira de
Farmacognosia, v.18, n.3, p.441-446, 2008.

NASCIMENTO, G.G.F. et al. Antibacterial activity of plant extracts and
phytochemicals on antibiotic-resistant bacteria. Brazilian Journal of
Microbiology, v.31, n.4, p. 247-256, 2000.

OLIVEIRA, D.R. et al. Estudo etnofarmacogndstico da saracuramira
(Ampelozizyphus amazonicus Ducke), uma planta medicinal usada por
comunidades quilombolas do Municipio de Oriximina-PA, Brasil. Acta
Amazonica, v. 41, n.3, p.383-392, 2011.

OLIVEIRA, V.M.A. et al. In vitro screening of Amazonian plants for hemolytic
activity and inhibition of platelet aggregation in human blood. Acta Amazonica,
v.39, n.4, p.973-980, 2009.

SANTOS, L.S. et al. Diphtheria outbreak in Maranh&o, Brazil: microbiological,
clinical and epidemiological aspects. Epidemiol. Infect. v.143, p.791-798,
2015.

SILVA, N.C.C. et al. Synergism of crude extracts and essential oils from
medicinal plants with antimicrobial drugs. Journal of Antimicrobials, v.128,
p.189-197, 2013.

Agradecimentos
Fundagdo de Amparo a Pesquisa e Desenvolvimento Cientifico do Maranh&o
(FAPEMA).

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966 216




I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

Atividades antioxidante e antibacteriana contra Corynebacterium
diphtheriae de Tithonia diversifolia (Hemsley) Gray e bioensaio
toxicologico em Artemia salina

Wellyson da Cunha Aradjo Firmo'%, Pamela Ruth Santos Viana®, Rodrigo
Bénnetton da Conceicdo Dutra’, Marcia Barros Alves®, Maria Raimunda
Chagas Silva™, Ana Luiza de Mattos Guaraldi®, Priscila Soares Sabbadini*

!Laboratério de Doencas Bacterianas Respiratérias e Sistémicas da Universidade Ceuma (UniCeuma), S&o Luis-MA.
*well_firmo@hotmail.com; ’Docente do Programa de Pés-graduacio em Meio Ambiente da Universidade Ceuma (UniCeuma),
S50 Luis-MA.; *Laboratério de Difteria e Corinebactérias de Importancia Clinica da Universidade do Estado do Rio de
Janeiro (UERJ), Rio de Janeiro-RJ.

Introducéo

A Tithonia diversifolia, originaria da América Central, € uma planta
herbacea pertencente a familia Asteraceae e conhecida popularmente como
margariddo ou  girassol-mexicano.  Possui  algumas  propriedades
farmacologicas que favorecem o0 emprego na medicina popular como
antimalarico, anti-inflamatoria, antidiarreica, antiamébica e antimicrobiana
(LOURENCO et al., 2015). Isso é devido a seus extratos apresentarem alguns
metabalitos, tais como terpenoides, diterpenos e as lactonas sesquiterpénicas,
gue favorecem as propriedades farmacologicas (GOBBO NETO et al., 2008).

A difteria € uma doenca bacteriana toxémica de evolucdo aguda, que
permanece como uma importante causa de morbidade e mortalidade em todo o
mundo, inclusive em paises em que foram implantados programas de
imunizacao da populacao infantil contra o agravo da doenca (SANTOS et al.,
2015). Apesar dos relevantes conhecimentos adquiridos durante os anos em
diferentes areas, as estratégias disponiveis para erradicar a doenca ainda séo
insuficientes (MATTOS-GUARALDI; HIRATA JUNIOR; DAMASCO, 2011). O
principal agente etiologico da difteria é a espécie Corynebacterium diphtheriae,
gue compreende bacilos Gram positivos, pleomorficos, aerobios, desprovidos
de mobilidade e habilidade de esporulacdo, mas capazes de produzir a toxina
diftérica (FUNKE; BERNARD, 2007; SANTOS et al., 2015).

Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a
atividade antioxidante, antibacteriana contra C. diphtheriae e a citotoxicidade
de T. diversifolia.

Metodologia

As folhas de T. diversifolia foram coletas em Estreito-MA e submetidas a
secagem. Foram confeccionadas e depositadas exsicatas para identificacdo no
Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo. O extrato bruto
hidroalcodlico (EBH) foi obtido das folhas secas apdés maceracdo com etanol
70%, na proporcdo de 1:10, durante 7 dias, sob agitacdo diaria. Foram
determinadas as concentracdes de flavonoides (reacdo com cloreto de
aluminio), polifenois totais (reagente Folin-Ciocalteau), avaliada a atividade
antioxidante [método 2,2-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH)] e antibacteriana
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[microdiluicdo para determinar a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Bactericida Minima (CBM)] contra 6 amostras clinicas isoladas
no estado do Maranhdo de C. diphtheriae e 2 amostras padrdo. A toxicidade
em Artemia salina também foi avaliada. Os experimentos foram realizados
duas vezes em triplicata. Foi utilizada regressdo nao linear pelo Programa
GraphPad Prism 6 para determinacéo das concentragdes eficiente e letal.

Resultados e Discusséo

A espécie vegetal T. diversifolia, depois de identificada, foi registrada
com o nimero 01429.

Na Tabela 1 pode-se observar o0s teores de flavonoides
(0,1382+0,005%) e polifenois totais (2,241+0,544%) e a concentracao eficiente
(CEsp) para inibir o radical livre DPPH de T. diversifolia (83,44+0,304ug/mL),
demonstrando assim, a atividade antioxidante dessa espécie vegetal. Sugere-
se gue essa acao farmacoldgica esteja relacionada a presenca dos compostos
fendlicos.

Tabela 1 — Teores de flavonoides totais, polifenois totais e atividade antioxidante do extrato
bruto hidroalcodlico de Tithonia diversifolia

Planta medicinal Flavanoides totais (%)°T  Polifenois totais (%) °  CEso (pg/mL)
Tithonia diversifolia 0,1382+0,005 2,241+0,544 83,44+0,304
Resultados representam média+desvio padrdo; 'Expressos como equivalente de quercetina;

§Expressos como equivalente de acido gélico. CEsg=concentracédo eficiente.
Fonte: Autores (2017)

Dentre as diversas classes de substancias antioxidantes de ocorréncia
natural, os compostos fendlicos tém recebido muita atencdo nos ultimos anos,
sobretudo por inibirem a peroxidacdo lipidica e a lipooxigenase in vitro
(SOARES, 2002). Esse interesse no estudo dos compostos fendlicos € devido,
principalmente, a habilidade antioxidante destas substancias em sequestrar
radicais livres, os quais sao prejudiciais a saude humana (NASCIMENTO et al.,
2011).

Nota-se, na Tabela 2, que a espécie vegetal T. diversifolia apresenta
atividade antibacteriana contra as amostras de C. diphtheriae testadas,
principalmente acdo bacteriostatica, sendo que a menor CIM do EBH foi
23,75mg/mL para as amostras MA19, MA52 e MA131 e a menor CBM foi
47,50mg/mL para o isolado clinico MA131. Para as amostras MA 19, MA 136,
MA 150 e ATCC 27010 nao foi possivel definir a CBM com as concentracfes
avaliadas. Ressalta-se que as amostras ATCC 27010 (tox-) e ATCC 27012
(tox+) sdo homoélogas, diferindo apenas pela presenca do gene tox.

Tabela 2 — Concentracdo inibitéria e bactericida minima do extrato bruto hidroalcodlico de
Tithonia diversifolia contra Corynebacterium diphtheriae

Micro-organismos Tithonia diversifolia (95mg/mL)
CIM (mg/mL) CBM (mg/mL)
MAZ19 (tox +) 23,75 ND
MA23 (tox +) 47,50 95,00
MAB2 (tox +) 23,75 95,00
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MA131 (tox +) 23,75 47,50

MA136 (tox -) 47,50 ND

MA150 (tox +) 47,50 ND
ATCC 27010 (tox -) 47,50 ND
ATCC 27012 (tox +) 95,00 95,00

MA: Maranhdo; ATCC: American Type Culture Collection; tox +, presenca do gene da toxina
diftérica; tox -, auséncia do gene da toxina diftérica; CIM: Concentragdo Inibitéria Minima; CBM:
Concentragdo Bactericida Minima. ND: N&o foi possivel definir com as concentracbes
avaliadas. O controle positivo foi o cloranfenicol (30ug). Média aritmética de dois experimentos
realizados em triplicata.

Fonte: Autores (2017)

Miranda et al. (2016) observaram a atividade antibacteriana de T.
diversifolia contra Staphylococcus aureus e Salmonella choleraesuis,
corroborando com a presente pesquisa no que tange ao potencial
antibacteriano da planta medicinal em estudo.

O teste de citotoxicidade com A. salina € um ensaio bioldgico
amplamente utilizado por ser rapido, confiavel, de baixo custo. Considerando-
se a relagcédo entre o grau de toxicidade e a CLsp apresentada por extratos de
plantas sobre larvas de A. salina, valores de CLsp acima 1.000 pg/mL sao
considerados atoxicos (LIMA et al., 2014). No presente estudo, o EBH de T.
diversifolia ndo apresentou toxicidade sobre A. salina, pois a concentracao letal
(CLso) foi maior que 1000ug/mL (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade toxica do extrato bruto hidroalcodlico de Tithonia diversifolia sobre
Artemia salina

Planta medicinal CLso (Mg/mL)
Tithonia diversifolia > 1.000

CLso=Concentracgéo letal capaz de matar 50% das larvas de Artemia salina.
Fonte: Autores (2017)

Concluséo

As plantas medicinais sdo empregadas pelo homem no tratamento de
diversas enfermidades. A descoberta de novos e mais eficientes agentes com
acOes farmacologicas € primordial. A espécie vegetal T. diversifolia é
promissora para as atividades antioxidante e antibacteriana, isso devido a
presenca de constituintes quimicos que favorecem essas funcdes bioldgicas,
além de néo ser toxico.

Palavras-chave: Atividade antibacteriana. Corynebacterium diphtheriae. Planta
medicinal. Toxicidade.
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Introducéao

Anacardium occidentale L é uma planta de origem brasileira, encontrada
principalmente em climas tropicais e subtropicais, e do seu género € a Unica espécie
cultivada comercialmente (Aragdo, 2015). No nordeste brasileiro, os extratos das
folhas, das cascas, das raizes, assim como a castanha e a goma do cajueiro séo
amplamente utilizados na medicina tradicional para o tratamento de varias doencas
(Agra et al, 2007). A goma do cajueiro (GC), um heteropolissacarideo obtido a partir do
exsudado da casca ou do caule da arvore, contém galactose, arabinose, ramnose,
glicose, &cido glicurbnico, e outros residuos de aglcar que durante a sua hidrélise
produz: L-arabinose, L-ramnose e D-galactose (Lima et al, 2002). Esse polissacarideo
possui muitas propriedades farmacolégicas ja descritas na literatura, como atividade
cicatrizante (Schirato et al, 2006), antibacteriana (Quelemes et al, 2013),
gastroprotetora (Carvalho et al, 2015) e antidiarreica (Aradjo et al, 2015). De acordo
com publicacbes recentes, a GC também possui aplicacdes tecnolégicas na area de
nanotecnologia (Kumar et al. 2014; Forato et al, 2015). Atualmente, a busca por
informacdes contidas em documentos de patentes tem sido de grande relevancia, pois
se constituem uma fonte formal de informacédo, onde se pode ter acesso aos dados de
invencdes que, ndo estdo disponiveis em livros hem em artigos técnicos (Serafini et
al., 2012). Assim, o objetivo desse estudo foi realizar uma revisédo a partir de artigos e
uma prospeccao baseada na busca por patentes, para apresentar uma visao geral das
aplicacdes farmacolégicas e do desenvolvimento tecnolégico relacionado a utilizagéo
da GC.

Metodologia

O trabalho foi desenvolvido de junho a agosto de 2016, e baseou-se em uma
prospeccao cientifica referente ao cajueiro (Anacardium occidentale L.), com énfase
nas suas aplicacbes farmacologicas e tecnologicas para a saude. A busca por
patentes envolvendo aplicagbes da goma do cajueiro para fins farmacologicos ou
tecnoldgicos foi realizada no USPTO (United States Patent and Trademark Office), no
EPO (European Patent Office), no WIPO (World Intellectual Property Organization) e
no INPI (Instituto Nacional de Propriedade Industrial).
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Resultados e Discusséao

De acordo com a andlise das publicacbes, observou-se que a GC possui
diversas aplicacdes tecnoldgicas tanto na industria farmacéutica como na inddstria
alimenticia. Como atividades farmacoldgicas, a GC possui efeito cicatrizante (Schirato
et al, 2006), antibacteriano (Quelemes et al, 2013), gastroprotetor (Carvalho et al,
2015) e antidiarreico (Araujo et al, 2015). Além disso, varias aplicacdes tecnoldgicas
foram descritas para a GC, algumas delas, resultantes do uso tradicional, como
espessante ou emulsionante, frequentemente atribuido as propriedades de gomas em
geral (Kumar et al, 2009). Na industria alimenticia, as gomas sdo empregadas,
principalmente, apds a dissolu¢do aquosa, visando aumentar a viscosidade, formar gel
ou pelos seus efeitos estabilizantes de dispersées (Souza et al, 2014). Na inddstria
farmacéutica, a GC é utilizada como um componente das matrizes para a libertacédo
controlada de farmacos no local de agéo.

No nosso estudo, a prospeccdo nas bases de patentes foi realizada com o
objetivo de investigar as aplicacbes tecnoldgicas farmacéuticas e alimenticias de
compostos hanoestruturados utilizando a GC, visto o seu grande potencial relatado na
literatura e descrito nesta revisdo. A tabela 1 demonstra o resultado das buscas.

Tabela 1. Patentes encontradas nas bases WIPO, EPO, USPTO e INPI, por palavra-chave.

WIPO EPO USPTO INPI

Anacardium occidentale 43 32 3 11
Cashew gum 0 1 0 3
Cashew gum and grupo 1* 0 0 0 0
Cashew gum and grupo 2* 0 1 0 0
Cashew gum and grupo 3* 0 1 0 0
Cashew gum and grupo 4* 0 0 0 0

Grupo 1: Anti-inflammatory, Antidiabetic, Antitumor, Antioxidant, Antidiarrheal, Gastroprotective, Healing.
Grupo 2: Nanotechnology, Nanoparticle, Nanocomposite. Encapsulation. Grupo 3: Drug release, delivery.
Grupo 4: Biofilms food. Fonte: Autoria propria (2016)

Na colegcédo de patentes da WIPO foram encontradas somente 43 patentes
utilizando o descritor “Anacardium occidentale”. O Brasil € o maior detentor de
patentes nesta base (gréafico 1), visto que possui um grande nimero dessa espécie e
possivelmente, por conta disto, deve haver um maior interesse na aplicabilidade de
compostos dessa planta no pais. Outros paises com grande nimero de patentes
utilizando o referido descritor sdo Japao e a China.

Quanto a Classificagdo Internacional de Patente (CIP), a aplicacédo tecnologica
do cajueiro esta relacionada principalmente a area médica, com o maior nimero de
patentes encontradas com o codigo A61K (16 patentes), que incluem preparacdes
para finalidades médicas, odontoldégicas ou higi€énicas. Além disso, também foram
verificados 9 registros com a CIP A61P, referente a atividade terapéutica especifica de
compostos quimicos ou preparac¢des medicinais (grafico 2).
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Grafico 1 — Patentes encontradas nas bases WIPO por pais de depdésito, até julho de 2016.
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Gréfico 2 — Patentes encontradas nas bases WIPO quanto a CIP, até julho de 2016.
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Fonte: Autoria propria (2016)

Na base europeia, EPO, a maioria dos documentos é relacionada a area
médica, com patentes registradas com CIP A61K, e a segunda subarea com mais
patentes, sendo a de alimentos (CIP A23L), conforme encontrado na base descrita
anteriormente. Na USPTO foram encontrados somente 3 resultados com a busca por
Anacardium occidentale, devido a isso ndo foi gerado grafico com os resultados desta
base. As patentes protegidas nesta base foram sobre um método de diagndstico de
anti-lgE de caju em pacientes, a sequéncia genbmica da espécie, e sobre métodos de
tratamento de condic¢Oes alérgicas dermatoldgicas causadas pela planta.

Na base de patentes brasileiras (INPI), a CIP A61K e a A23L (grafico 3) foram
as que obtiveram mais patentes registradas, destacando mais uma vez a importancia
do cajueiro na industria farmacéutica e alimenticia. Quanto aos documentos sobre a
terapéutica de A. occidentale, destaca-se o processo de obtencdo de extratos desta
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arvore para seu uso terapéutico, além de outras propriedades também registradas na
WIPO.

Grafico 3 — Patentes encontradas nas bases INPI quanto a CIP, até julho de 2016.
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Fonte: Autoria propria (2016)

Nao foram encontradas propriedades sobre a sua utilizacdo nanotecnoldgica,
farmacoldgica ou relacionada a area alimenticia, deixando este campo aberto para os
pesquisadores brasileiros.

Conclusoes

Com base nos resultados obtidos, observa-se que o campo de investigacao
para as atividades farmacologicas da Goma do Cajueiro € bastante amplo e necessita
ser mais explorado, pois nesse estudo foram evidenciados apenas quatro trabalhos
descrevendo a eficacia da GC para fins terapéuticos com efeito cicatrizante,
bactericida, gastroprotetor e antidiarreico. No que se refere as patentes encontradas
com esse polissacarideo, observa-se que o Brasil tem um grande potencial
tecnoldgico quanto a utilizacdo da goma em territério nacional, porém é necessario
maior investimento quanto a aplicacdo tecnoldgica nas areas farmacéutica e
alimenticia.

Observamos também, que muitas dissertacdes e artigos foram publicados
descrevendo a utilizacdo da GC na é&rea de nanotecnologia, principalmente
relacionada a liberagédo controlada de farmacos. No entanto, somente uma patente foi
registrada envolvendo esses processos. De maneira geral, esse estudo mostra a
importancia do desenvolvimento de novas aplicagfes farmacolégicas e tecnologicas
para a GC, um polissacarideo amplamente encontrado no Brasil.

Palavras-chave: Patentes. Medicina popular. Biotecnologia.
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Introducéo

As bactérias coliformes compreendem um grupo heterogéneo composto
por mais de 30 géneros e a presenca destes organismos na agua indica
contaminacao recente, uma vez que a multiplicagcdo em ambiente aquatico nao
€ uma caracteristica do grupo (FOPPEN e SCHIJVEN, 2006). Pseudomonas
aeruginosa € um bacilo Gram-negativo nao fermentador, produtor de
piocianina, pigmento fenazinico de cor azul-esverdeada intensa, sintetizado por
mais de 90% das linhagens (BELLIN et al., 2014). Acredita-se que a piocianina
participa do fenbmeno de antagonismo contra outros microrganismos,
promovendo a geracdo de espécies reativas de oxigénio, pelos quais se
acredita constituir o principal mecanismo de inibicdo do pigmento (EL-FOULY
et al., 2015). Sendo assim, este trabalho teve por objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana da piocianina, através da concentracao inibitéria minima (CIM)
em linhagens pertencentes ao grupo coliforme.

Metodologia

O estudo utilizou 4 linhagens: Hafnia alvei AV01, Escherichia coli AV12,
Citrobacter freundi AV13 e Enterobacter aerogenes AV14. Foram preparados
10mL de uma solugdo contendo 0,76 mM de piocianina e agua mineral
adicionada com 0,5 g/L de extrato de levedura estéril. As suspensodes
bacterianas foram preparadas em solucédo de NaCl 0,85% estéril, padronizada
pelo tubo n° 1 da escala de MacFarland (=3x10® UFC/mL). A concentracéo
Inibitéria Minima (CIM) foi determinada a partir de diluicdes (diluicdes 1:2),
avaliando as concentra¢des do pigmento (em mM): 0,380; 0,190; 0,095; 0,048;
0,024; 0,012; 0,006; 0,003 e 0,0015. As placas foram incubadas por 96 h a
37°C, e em intervalos de 24h aliquotas de 2 pL foram transferidas para pocos
subsequentes contendo caldo nutriente, no intuito de avaliar a viabilidade
celular por meio da turbidez (GENHARDT et al., 1994)

Resultados e Discusséao

Do total de quatro linhagens de enterobactérias testadas, a piocianina
produziu efeito antagbnico em duas delas, Hafnia alvei AVO1 e Enterobacter
aerogenes AV14. Nas Tab. 1 e Tab. 2 estdo apresentados os resultados, nos
quais a concentragdo minima inibitéria do pigmento foi conhecida, a partir da
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deteccao de células viaveis ao longo de 96h.

Tabela 1 — CIM da piocianina sobre H. alvei AVO1
Concentrag6es de piocianina (mM)

Tempo (h)
0,380 0,190 0,09 0,048 0,024
24 N N P P P
48 N N P P P
72 N N P P P
96 N N P P P

P- positivo para formacéo de turbidez N — negativo para formacéo de turbidez
Fonte: Autor, 2017

Tabela 2 — CIM da piocianina sobre E. aerogenes AV14

Concentracdes de piocianina (mM)

PR 0,380 0,190 0,09 0,048 0,024
24 N N N N N
48 N P P P P
72 N P P P P
96 N P P P P

P- positivo para formacao de turbidez N — negativo para formacao de turbidez
Fonte: Autor, 2017.

Frente H. alvei AVOl foi observado crescimento a partir da
concentragdo 0,09 mM desde o inicio do teste, sugerindo que as
concentragfes de 0,380 e 0,190 mM surtiram efeito biocida sobre a bactéria em
até 96h. Por outro lado, contra E. aerogenes AV14, a piocianina exibiu um
efeito antimicrobiano inicialmente na maior concentracéao, 0,38 mM, entretanto,
crescimento microbiano foi verificado no intervalo seguinte, a partir da
concentracdo de 0,190 mM, permanecendo assim até o final das 96h. Este
resultado, diferente da primeira linhagem testada, possivelmente pode ser
atribuido a constituicio metabdlica de AV14, bem como ao seu tempo de
geracdo, que apesar de dilatado, foi possivel atingir uma determinada
populacdo em 48h, supostamente resistente ao pigmento, uma vez que nao
houve alteracdo da coloracédo azul, nos pocos.

Baron e Rowe (1981) discutiram que o efeito biocida da piocianina
varia de acordo com sua concentracdo. Neste contexto, numa cultura
microbiana, estabelecida na sua fase logaritmica de crescimento, alguns
individuos resistentes podem ocorrer, em funcdo das pressdes exercidas no
meio, e ao se multiplicarem, podem superar a inibicéo inicial. Ressalta-se que
este estudo utilizou apenas o pigmento difundido no meio e ndo o contato entre
os coliformes e células viaveis de linhagens de P. aeruginosa produtoras de
piocianina. Logo, a multiplicacdo de AV14 em uma concentracdo constante do
pigmento favoreceu a ocorréncia de um evento contrario ao fenébmeno die-off,
isto €, quando um determinado numero de microrganismos ndo consegue
produzir novas células em funcdo do tempo, resultando numa reducao
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logaritimica do numero de células viaveis (VAN DER LAAN et al., 2014). Neste
contexto, nas primeiras 24h do teste, a concentragéo de 0,190 mM se mostrou
bioestéatica e na concentracdo superior, revelou um efeito biocida.

A piocianina é um pigmento espécie-especifico produzido por 90 a
95% das linhagens de P. aeruginosa e embora outros grupos microbianos
exibam relacdes de antagonismo as bactérias do grupo coliforme, por exemplo,
A. hydrophila e L. acidophilus, P. aeruginosa é considerada uma das espécies
com participagdo mais significativa no fendmeno, em razdo da sua notoria
versatilidade, presente também em ambientes aquéticos (VASCONCELOS et
al., 2010; MAVRODI et al., 2001). Em dois recentes estudos conduzido com
linhagens de P. aeruginosa em meio aquético, os autores discutiram diferentes
formas de amensalismo envolvendo a bactéria contra varios patégenos, tais
como, S. paratyphi, E. Coli, E. aerogenes e K. pneumoniae, e cerca de 90-95%
das acoes inibitorias ocorreram pela producdo de piocianina (JAYASEELAN et
al., 2014).

O primeiro relato da atividade antibacteriana da piocianina ocorreu
durante a Il Guerra Mundial, em um estudo envolvendo a inibicdo do
crescimento de E. coli (WAKSMAN e WOODRUFF, 1940). Para exercer funcéo
antibacteriana, a piocianina atua na cadeia respiratéria da membrana celular de
microrganismos, influenciando negativamente no seu mecanismo de transporte
ativo. Além de provocar diminuicdo do fornecimento de oxigénio para as
células, acarretando o acumulo de superoxido e peroxido de hidrogénio, a
piocianina pode desviar o fluxo de elétrons, promovendo efeito toxico as células
afetadas (JAYASEELAN et al., 2014).

Supreendentemente, outras duas linhagens de enterobactérias
estudadas, o efeito biocida da piocianina ndo foi observado. Ambas, E. coli
AV12 e C. freundi AV13 permaneceram viaveis em todas as concentracdes
testadas por todo o periodo do ensaio. Este resultado possivelmente pelas
caracteristicas de multirresisténcia, conhecida a nove antibidticos e diferentes
concentracfes de quatro conservantes de produtos cosméticos detectadas em
um estudo anterior (XAVIER et al., 2015).

Concluséo

Os resultados sugerem que a atividade da piocianina sobre
microrganismos do grupo coliforme estd intrinsecamente relacionado com a
concentracdo do pigmento e o perfil de multirresisténcia bacteriano.

Palavras-chave: Piocianina. Coliformes. Antibiose.
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Introducéo

O Brasil apresenta a maior biodiversidade do mundo, estimada em
torno de 20% do numero total de espécies do planeta. Na atualidade, esse
patriménio tem um valor econémico em varias atividades, sendo a prospeccéo
de novos medicamentos onde reside sua maior potencialidade (SAITO,
BASTOS e ABEGG, 2008).

Dentre os vertebrados, os anfibios da ordem Anura, representam um
verdadeiro laboratorio de bioquimica, tendo em vista as toxinas que produzem.
Nas ceélulas que revestem as paredes de glandulas granulares existentes na
pele desses animais é produzida uma variedade de principios ativos, incluindo
0s peptideos bioativos (SEBBEN et al., 1993).

As familias de peptideos sdo bem conhecidas e séo agrupadas
especialmente de acordo com sua estrutura primaria e/ou espectro de atuacao
biologica. De particular importancia, a bombesina (BB) € um peptideo
composto por 14 aminoacidos, inicialmente isolado da pele da r& Bombina
bombina, em 1971 (ANASTASI et al., 1971). Seus efeitos farmacolégicos se
estendem entre varios aspectos fisioldgicos: acao hipertensiva, efeitos sobre a
contracdo uterina, célon ou ileo, acdo estimuladora da secrecdo de gastrina,
efeito hiperglicemiante ou aumento da secrecéo de insulina (ERSPAMER et al.,
1970).

Diante disso, estudos que apontem 0 conhecimento cientifico e
tecnoldgicos ja descrito sobre os efeitos de peptideos extraidos de rds, bem
como analogos a bombesina, representam ferramenta muito util para a
indlstria e para o desenvolvimento de novas tecnologias. Assim, este trabalho
tem por objetivo realizar um estudo sobre as pesquisas ja desenvolvidas e
patenteadas para peptideos extraidos de ra, especialmente peptideos analogos
a bombesina.

Metodologia

Para a producdo deste estudo, foi realizado um levantamento de
informacBes tecnoldgicas a partir da analise prospectiva de pedidos de
depdsitos de patentes dispostos nos bancos de dados internacionais USPTO
(United States Patent and Trademark Office), EPO (European Patent Office),
WIPO (World Intellectual Property Organization) e INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial). As pesquisas e coletas nas bases de dados de
patentes foram realizadas em maio de 2017, sem definicdo de prazo para
busca. Para o levantamento da pesquisa utilizou-se como palavras-
chaves os termos descritivos, conforme apresenta a Tabela 1, no 230
campo de pesquisa “resumo”.
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Tabela 1 — Bases de dados consultadas e palavras-chave utilizadas em consultas em bases de
dados de patentes.

Palavras-chave

USPTO Peptide, frog, analog, bombesin.
EPO Peptide, frog, analog, bombesin.
WIPO Peptide, frog, analog, bombesin.
INPI Peptide, frog, analog, bombesin.

Resultados e Discussao

A partir dos dados coletados na base de dados americana USPTO, os
registros retornados apontam 2 resultados envolvendo a associacédo de termos
‘peptideo’ e ‘rd’, datados de 1994 a 1998. Estados Unidos e China sdo os
detentores de tais documentos de patentes. Os resultados fazem referéncia a
protecdo de processo para isolar, identificar e utlizar um novo peptideo
biologicamente ativo com acdo natriurética, aléem da protecdo de peptideos
com potente atividade antagonista e agonista em receptores de melanocortina.

A busca na mesma base de dados, registrou 11 documentos para a
busca dos termos combinados ‘bombesina’ e ‘analogo’. A produtividade em
inovacgdo concentram-se a partir do ano de 1992 até 2015. Contudo, na ultima
década houve um baixo numero de pedidos de depdsito, pois nesse periodo
apenas 1 pedido de patente foi realizado, enquanto que 92% do total dos
resultados ocorreu de 1992 a 2006. Além disso, percebe-se que os Estados
Unidos (77%) sd@o o pais com maior numero de pedidos de depdsito de
patentes, seguidos de Japdo, Canada e Alemanha. Tais resultados retornados
para os termos ‘bombesina’ e ‘analogo’ apontam descrigdes envolvendo
potenciais atividades farmacologicas de peptideos extraidos de ra.

Na base de patentes europeia EPO, quando se utilizou as palavras-
chaves combinadas ‘peptideo’ e ‘r& pode-se encontrar um total de 59
documentos de patentes. Verificou-se um aumento do numero de depdsitos a
partir do ano de 2005. O ano de 2007 deteve o maior numero de patentes
(15%), seguido pelo ano de 2012 (8%). Além disso, de 2007 a 2017 somam-se
40 pedidos de depodsito de patentes, o que corresponde a 68% do total de
documentos, demonstrando que nos ultimos anos houve um aumento na
produtividade em inovacao envolvendo peptideos extraidos de ra (Figura 1).

Quando analisada a classificacdo por CIP, a maior proporcéao (80%) de
registros dentre todas as demais classes foi incluida nas categorias de
classificacdo C07 e A61, o que faz referéncia a area quimica e a ciéncia
médica, respectivamente. Além disso, 6% das patentes estdo inseridas na
classe C12, relativa a bioquimica.

Figura 1 - Resultados registrados para a busca pela combinagéo de palavras-chaves
‘peptidec’ e ‘rd’ na base de patentes EPO, quanto aos periodos de depésitos de 231
patente.
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Fonte: autoria prépria (28/05/2017).

Na base de dados europeia EPO, a busca pelo termo associado
‘bombesina’ e ‘analogo’ retornou 22 registros de patentes, com evolugéo anual
a partir de 1989 até 2017. A classificacdo internacional mais citada foi a A61
(ciéncia meédica) seguida pela CO7 (quimica organica), perfazendo um total de
78% e 22% respectivamente.

Na base mundial WIPO, a busca pela associacido entre ‘peptideo’ e ‘r@’
retornou 15.894 resultados, o maior numero de producdo de tecnologia
protegida por patente envolvendo estes termos foi depositado nos EUA, por
meio do Tratado de Cooperacdo em Matéria de Patentes (PCT), no Canada, no
Escritorio Europeu de Patentes (EPO) e na Australia, representando 98% do
total de depdsitos disponiveis nesta base de dados (Figura 2).

Figura 2 - Resultados retornados para a busca pela associagao de termos ‘peptideo’ e rd’ na
base de patentes WIPO, quanto aos paises de depdsito dos pedidos de patente.
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Fonte: autoria propria (20/05/2017).

Os registros de patentes envolvendo a associagao ‘peptideo’ e ‘r@’
iniciaram a partir do ano de 2007, de forma que o ano de 2011 foi o mais
produtivo em relacdo aos pedidos de depdsito, embora a partir desta data
tenha havido um decréscimo no nimero de patentes.

No que se refere ao CIP (Figura 3), nota-se que a maior parte dos
pedidos de depdésito de patente foram incluidos nas seguintes categorias de
classificacao: A61K (finalidades médicas, odontolégicas ou higiénicas.), CO7
(peptideos) e C12N (micro-organismos oOu enzimas; suas composicoes;
propagacéo, conservagado, ou manutencao de micro-organismos; engenharia
genética ou de mutacdes; e meios de cultura.).
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Figura 3 - Resultados retornados para a busca pela associagao de termos ‘peptideo’ e rd@’ na
base de patentes WIPO, quanto a CIP.
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Fonte: autoria prépria (20/05/2017).

A busca na mesma base de dados pelos depésitos de pedidos de
patentes envolvendo os termos associados ‘bombesina’ e ‘analogo’ retornou 42
resultados. Os documentos de patentes encontram-se depositados em maior
proporcdo nas classes da IPC A61K, CO07C, CO7D e CO7K, relativas,
respectivamente a preparacdes para finalidades médicas, odontoldgicas ou
higiénicas, compostos aciclicos ou carbociclicos; compostos heterociclicos; e
peptideos, respectivamente. A evolucdo anual concentrou-se a partir do ano de
2007 até o ano de 2014, ou seja, ndo houve registros nos dois ultimos anos.

A busca pela associagdo dos termos ‘peptideo’ e rd’ e ‘analogo’ e
‘bombesina’, realizada na base de patentes nacional do INPI ndo retornou
resultados para o campo resumo. Isto mostra que apesar do Brasil possuir a
maior diversidade genética do planeta, ha pouco investimento nacional em
inovacgao, pesquisa e desenvolvimento de tecnologias.

Concluséao

Assim, mostra-se relevante a pesquisa visando a descricdo da atividade
biologica de peptideos extraidos de rd, especialmente peptideos analogos a
bombesina, tendo em vista o fato de ndo haver expressivos pedidos de
depdsito de patentes envolvendo a tematica em analise.

Palavras-chave: Patente. Recursos Naturais. Bombesina.
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Investigacdo da atividade espasmolitica da goma do cajueiro pura e
modificada em Gtero isolado de rata

234

Rev. Interd. Cién. Saude — ISSN 2358-6966



I SIMPOSIO NORDESTINO DE RECURSOS NATURAIS
E POTENCIALIDADES TERAPEUTICAS - Il RENAPTE

Tema : Biomas Nordestinos e suas Potenclalidades Terapéuticas

Séavia Francisca Lopes Dias'?, Layane Carneiro Alves', Oscar Correia da
Fonseca®, Rosimeire Ferreira dos Santos ?, Livio César Cunha Nunes®

! Departamento de Ciéncias Farmacéuticas Centro de Ciéncias da Satde, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI,
Brasil. saviafld@hotmail.com; > Departamento de Bioquimica e Farmacologia, Centro de Ciéncias da Saude,
Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI, Brasil. nppm.oficial@gmail.com; Programa de P6s-graduagédo em
Farmacologia, Centro de Ciéncias da Saude, Universidade Federal do Piaui, Teresina-PI, Brasil.
nppm.oficial@gmail.com

Introducéo

A goma extraida da Anacardium occidentale L (cajueiro) (GC) é um
polissacarideo de facil obtencdo e baixo custo, onde a espécie encontra-se
distribuida no nordeste brasileiro (TORQUATO et al.,, 2004). A GC tem sido
bastante estudada e ja foram comprovados seus efeitos antimicrobianos
(TORQUATO et al., 2004; CAMPOS et al., 2012), gastroprotetor (CARVALHO
et al, 2015), antidiarreico (ARAUJO, 2015) e efetivo para o tratamento de
feridas cutaneas (SCHIRATO et al.,, 2006; VITORINO FILHO, 2011). Além
disso, sua aplicabilidade biotecnolégica foi comprovada para a preparacéo de
nanoparticulas poliméricas para incorporacdo de uma variedade de principios
ativos com propriedades vasodilatadoras (DAS et al., 2014) e anti-inflamatorias
(PITOMBEIRA, et al., 2014; DIAS, et al, 2016).

A maioria das gomas, entretanto, necessita de altas concentracfes para
fins terapéuticos e entrega famacologica. Por esse motivo, algumas podem ser
modificadas para alterar as suas propriedades fisico-quimicas. A modificacéo
hidrofobica de polissacarideos, por exemplo, tém sido realizada para a
obtencao de derivados anfifilicos e posterior formacdo de nanoparticulas auto-
estruturadas aplicadas como veiculo para farmacos (MOURA, 2009). Portanto,
objetivou-se investigar o possivel efeito espasmolitico da GC pura e modificada
em utero isolado de ratas.

Metodologia

A modificacdo da GC foi realizada por acetilacdo (MOTOZATO, 1986),
onde a mesma foi suspensa em 20 mL de formamida e dissolvida por meio de
agitacdo vigorosa a 50 °C. Em seguida, foram adicionados piridina (3ml) e
anidrido acético (7ml) e a mistura agitada por 24 horas. A Goma do Cajueiro
Acetilada (GCA) foi obtida através de precipitacdo com 400 mL de agua. A
modificacdo estrutural foi observada a partir da andlise em espectroscopia de
infravermelho.

Utero isolado de ratas Wistar (220 — 250g) foram montados em cubas de
banho para 6rgaos isolados suspensos por linha de algoddo a um transdutor de
forca, conectados a um amplificador e este a um computador. Os
procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica da UFPI (parecer
271/2016). ApoOs eutanasia com dose letal de tiopental sodico (100 mg/Kg)
associado a lidocaina (10mg/Kg), foi realizada a dissecacdo dos cornos
uterinos, colocando-os em solucgao nutritiva de Locke Ringer a 32 °C.
Foi induzida contragdo subméxima com ocitocina (OCI - 1Ul/mL), e 0 235
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GC e GCA era adicionado a cuba (0,3 — 750 pg/mL) em preparacdes
diferentes. O relaxamento produzido foi expresso como porcentagem reversa
da contracéo inicial produzida pelo agente contratil.

Resultados e Discussao

A GC foi modificada pela insercéo de grupos acetil. De acordo com 0s
espectros na regidao do Infravermelho, as intensidades das vibracdes a 3.400
cm™ presentes na GC diminuem quando os grupos acetil sdo inseridos e
bandas de absorcéo em 1.375cm™ e 1752 cm™ caracteristico de grupos éster
comprovam a acetilagédo do polimero (Figura 1).

Figura 1 — Modificacdo da Goma do Cajueiro (A) Espectro do Infravermelho: GC-Goma do
Cajueiro GCA- Goma do Cajueiro Acetilada. (B) Estrutura quimica da GCA evidenciando a
unidade de galactose modificada.
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Fonte: Propria pesquisa (2U1/)

Varios derivados de polissacarideos tém sido modificados quimicamente
de modo a melhorar suas propriedades fisico-quimicas, mecéanicas ou quimico-
biologicas, ampliando as possibilidades de utilizagdo como novos materiais
(LEMARCHAND, et al., 2004). Na ultima década tem-se aumentado o interesse
no desenvolvimento desses polissacarideos modificados para a sintese de
nanoparticulas biodegradaveis. Isso se deve principalmente, a potencial
capacidade dessas estruturas para aplicacbes biomédicas, como a protecdo do
farmaco e a habilidade em controlar a liberagdo do mesmo (RODRIGUES, et
al., 2003).

A GC (CEso: 28,68 + 6,39 pg/mL) e GCA (CEso: 23,38 £ 15,00
Hg/mL) promoveram efeito relaxante no Gtero isolado de rata, de | 23
maneira dependente de concentragdo, contudo, ndo houve diferenca
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significativa entre ambas. Assim, pode-se inferir que o0s produtos teste
apresentam potente efeito tocolitico (Figura 2), indicando o seu potencial
terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos, podendo ser utilizado
para algumas condi¢des clinicas como, por exemplo, a dismenorreia.

Figura 2 — Efeito da Goma do Cajueiro (GC) e Goma do Cajueiro Acetilada (GCA) sobre o
Utero isolado de rata pré-contraido por ocitocina.
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Fonte: Propria pesquisa (2017)

O termo “dismenorreia” é derivado de palavra grega que significa fluxo
mensal dificil. E usado para denominar as colicas menstruais dolorosas e
ocorre durante a menstruacdo ou algumas horas antes desta. Caracteriza-se
por dor, sob forma de colica, habitualmente no baixo ventre ou na regido
lombar, onde sintomas como nauseas, diarreia ou cefaleia podem acompanha-
la ou ndo (DAWOOD, 1995). Chauhan (2012) afirma que suas causas nao sao
totalmente compreendidas, mas seus sintomas podem estar relacionados com
a acao de prostaglandinas (PGs), onde a PGF 2a que é liberada durante a
menstruacdo, pode estimular as contragcdes do miométrio, sensibilizando as
terminacdes nervosas e provocando isquemia e dor.

Yang e colaboradores (2016) comprovaram em teste semelhante ao
realizado nesse estudo, que uma formula herbacea chinesa possui significante
efeito espasmolitico na contracéo uterina induzida por ocitocina. Investigaram
gue isso acontece provavelmente por envolvimento da sinalizacdo de PGF 2a e
Ca?*, sugerindo ter um potencial clinico na terapia para dismenorreia primaria.

237
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Concluséo

Conclui-se que a GC é dotada de atividade relaxante em Gtero isolado
de rata. Além disso, o efeito espasmolitico foi mantido ap6s sua modificacao
quimica por acetilacdo. Entretanto, se faz necesséario estudos adicionais que
justifiguem e determinem os mecanismos envolvidos nesse processo.

Palavras-chave: Gomas Vegetais. Dismenorreia. Efeito Tocolitico.
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Introducéo

A dor crbénica € um problema de saude publica devido a sua recorréncia
na populagdo mundial e caracteriza-se como a persisténcia de uma dor aguda,
sendo considerada uma doenca, podendo estar relacionada com processos
patolégicos (SALLUM et al, 2012). A dor cronica divide-se em neuropética e
inflamatadria. A dor neuropatica é uma disfuncéo sensorial, a qual gera sintomas
como disestesia (sensacdo anormal desagradavel), hiperagelsia (aumento da
resposta a estimulos dolorosos) e alodinia (dor em resposta a um estimulo que
normalmente nao provoca dor) (JAGGI et al, 2009).

Nessa perspectiva, se faz necessario a busca por novas substancias
gue tenham acéo terapéutica, com o minimo de efeitos adversos possiveis. Um
ponto importante que deve ser levado em consideracao é a escolha da via de
administracdo. Dentre elas, a via transdérmica permite que os medicamentos
apresentem acéo local e\ou sistémica (FLORES et al., 2012; MARTINS e
VEIGA, 2002), possibilitando a disponibilizacdo do farmaco em estado
estacionario, e sua absorcdo constante pelo organismo evitando problemas
relacionados a dosagem (TAM e FURLAN et al., 2012). Para carrear
substancias por essa via, pode-se utilizar sistemas carreadores como as
microemulsfes, as quais sdo definidas como sistemas termodinamicamente
estaveis e isotropicamente translicidos, constituidas por dois liquidos
imisciveis, usualmente agua e 6leo, estabilizados por um filme interfacial de
tensoativos localizados na interface 6leo/agua (DAMASCENO et al., 2011).

Dessa forma, esse estudo pretende analisar o que esta presente na
literatura acerca do tratamento da dor crénica neuropatica utilizando
substancias carreadas por microemulsfes, administradas por via transdérmica,
com o objetivo de descrever o perfil de producéo cientifica e tecnoldgica sobre
0 tema em questao.

Metodologia

A busca foi realizada em agosto de 2017, na qual foram analisadas
todas as patentes e artigos publicados até a data mencionada. A prospeccao
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tecnoldgica foi realizada tendo como base os pedidos de patente sem levar em
consideracdo o ano da publicacdo nas bases European Patent Office (EPO-
Espacenet), na World Intellectual Property Organization (WIPO), no United
States Patent and Trademark Office (USPTO) e no banco de dados do Instituto
Nacional de Propriedade Intelectual (INPI) do Brasil. Foram utilizadas as
palavras-chave “microemulsion”, “transdermal” e “neuropathic pain”.

A prospeccdo cientifica foi desenvolvida nos bancos de dados
eletrénicos, com buscas realizadas nas bases Web of Science e Scopus

utilizando como descritores 0s mesmos termos da prospecc¢ao tecnoldgica.

Resultados e Discusséo
Prospeccao tecnoldgica

A pesquisa tecnoldgica mostrou a existéncia de patentes relacionadas
ao tema estudado em trés bases de dados (tabela 1). Nao foi encontrado
nenhum depdsito de patente na base brasileira INPI.

Tabela 1 - Registro de patentes por base de pesquisa utilizando-se a combinacgéo dos
descritores

Numero de patentes
Palavras-chave

EPO-Espacenet WIPO USPTO INPI
Microemulsion, Trag;i(:lermal, Neurophatic 0 7 0 0
Microemulsion, Transdermal 33 0 43 0
Microemulsion, Neurophatic Pain 0 0 0 0
Transdermal, Neurophatic Pain 0 0 0 0
Total 33 7 43 0

Fonte: Laboratério de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais

Das 33 patentes depositadas na base EPO-Espacenet, 26 sdo de
inventores chineses, 03 norte-americanos, 02 espanhodis e 02 coreanos. Os
inventores norte-americanos sdo maioria quando analisados os depdsitos de
patentes na base WIPO, que possui 05 depoésitos de patentes dos Estados
Unidos e 02 da Espanha. Também na base USPTO a maior parte das patentes
depositadas (30) sdo de autoria norte-americana. Paises em desenvolvimento
como o Brasil possuem baixa infra-estrutura e reduzidos investimentos
necessarios ao desenvolvimento e transferéncia de tecnologia (TAKAGI;
CZAJKOWSKI, 2012).

De forma geral, as patentes encontradas nas bases de dados
pesquisadas sao recentes, de modo que o primeiro registro data do ano de
2001, sendo depositado na base USPTO (Figura 1). Essa patente esta
relacionada a preparacdo de microemulsfes para uso como veiculos na
administracao de compostos ativos. Considerando as patentes da base
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que apresentou maior numero de resultados, 0s anos com mais patentes
depositadas foram 2003 e 2013. Neste Ultimo, todas as patentes consistem
basicamente de sistemas microemulsionados Uteis para melhorar a entrega
local e sistémica de substancias.

Figura 1 — Registro de patentes na base USPTO, por ano de depdésito.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais

Prospeccao cientifica

A busca por artigos cientificos nas bases Scopus e Web of Science
utilizando os trés descritores, retornou apenas um artigo, na area de
farmacologia e toxicologia, que se refere a um relato de caso sobre o uso de
fentanil transdérmico para dor neuropatica (TUNCER et al., 2006). Esse agente
opidide é frequentemente utilizado em situacGes de dor crénica neuropatica
(ROMUALD et al., 2017; ARNET et al., 2016). A tabela 2 mostra os resultados
encontrados para as demais combinacdes de descritores.

Tabela 2 - Registro de artigos por base de pesquisa utilizando-se a combinacdo dos
descritores

Numero de artigos
Palavras-chave

SCOPUS WEB OF SCIENCE
Microemulsion, transdermal, neurophatic pain 1 0
Microemulsion, transdermal 433 427
Microemulsion, neurophatic pain 5 0
Transdermal, neurophatic pain 1 0

Total

Fonte: Laboratorio de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais
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Mesmo ndo existindo muitos artigos que relacionem o tratamento com
microemulsdes transdérmicas especificamente para dor neuropatica, 0s outros
artigos retornados na pesquisa discorrem sobre o uso dessas microemulsdes
em variados tipos de dor. Esse fato pode ser evidenciado quando analisamos
as areas de conhecimento as quais os artigos se enquadram (Figura 2).

Figura 2 - Publicag6es de artigos por area do conhecimento, utilizando os descritores
“microemulsion” e “transdermal’ nas bases de dados Scopus e Web of Science.
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Fonte: Laboratério de Farmacologia da Dor do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais

Para as duas bases de pesquisa, a area de pesquisa que mais se
destaca € farmacologia e toxicologia, evidenciando o uso de substancias
contidas em microemuls@es transdérmicas para o tratamento da dor.

A soma dos artigos publicados a partir de 1988 até 2006 ainda se
mantem inferior ao nimero de publicacdes dos ultimos dez anos para as duas
bases de dados. O cenério cientifico comecou a melhorar a partir de 2003,
sendo que, de forma geral, a producédo cientifica vem aumentando ao longo
dos anos.

india e China sdo os paises que possuem mais publicacbes sobre
microemuls@es transdérmicas. Esse resultado se contrapde com os resultados
encontrados na busca de patentes ja que os Estados Unidos, pais que esta
entre 0s maiores detentores de patentes, ndo mostra grande interesse em
publicar artigos a esse respeito. No Brasil, 0 mais recente estudo publicado se
refere a producdo de microemulsdes ndo-aquosas desenvolvidas com a
finalidade de melhorar a entrega tépica de farmacos fracamente sollveis em
agua. Esse resultado releva o grande potencial dessas formulacfes em
modular a penetracdo de compostos lipofilos na pele (CARVALHO et al., 2017).
Mesmo se colocando em quinto lugar na lista de publica¢des por pais, o Brasil
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apresenta um numero consideravel de artigos nas duas bases analisadas, 20
na Scopus e 23 na Web of Science. Apesar disso, 0 pais ndo possui nenhuma
patente depositada no INPI, fato este que evidencia a falta de politicas de
incentivo a detencéo de propriedade intelectual.

Conclusdes

Diante do exposto percebe-se que tanto os depdsitos de patentes
guanto as publicacdes acerca da utilizacdo de microemulsdes transdérmicas
especificamente para o tratamento de dor neuropética ainda estdo escassas.
No entanto, o grande numero de estudos que evidenciam a eficacia de
microemulsdes transdérmicas em tratamentos de diversos outros tipos de dor
demostra a perspectiva de crescimento nesse campo de atuacao.

Palavras-chave: microemulsao, dor, neuropatia
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Introducgéo

A exposicdo da pele a uma injaria por incisdo iniciara uma resposta
inflamatoria crescente (JARVINEN et al.,, 2005), os neutrofilos, leucdcitos
polimorfo nucleados séo os primeiros a chegarem nessas areas de inflamacéo,
aumentando atividade de mieloperoxidase (MPO), uma enzima abundante nos
granulécitos dos neutrofilos que atua como biomarcador inflamatério
(SERRANO et al., 2011). Além disso, os neutrofilos liberam espécies reativas
de oxigénio (ERO) em excesso, e nesse contexto, sdo conhecidas por
aumentar concentracdes de malondialdeido (MDA) e consequente peroxidacéo
lipidica celular (SILVEIRA, 2016; BUTTERFIELD; BEST; MERRICK, 2006).

O interesse em potenciais terapéuticos de produtos naturais e sua
participacdo no processo de reparacao tecidual vem crescendo atualmente
(MACIEJ et al.,, 2016; SCHEIBE et al., 2016). A bromelaina (derivada do
Ananascomosus - abacaxi) da familia das proteases, conhecida como conjunto
de enzimas proteoliticas encontradas nos vegetais da familia das
Bromeliaceae, compreende uma variedade de efeitos farmacoldgicos,
apresentando propriedades fibrinoliticas, antitrombdticas e anti-inflamatorias
(RAMLI et al., 2016).No entanto, ndo ha relatos sobre os efeitos da bromelaina
extraida do caule do Ananas comosus em pele apds incisdo cirargica
experimental. Assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em pele apd0s inciséo
cirargica experimental na pata de ratas.

Metodologia

O estudo foi conduzido com 15 ratas (Wistar) subdivididas em trés
grupos: controle (n = 06), incisdo (n = 04) e bromelaina (n = 05). Os animais
foram pesados e anestesiados via intramuscular na pata direita com solucao de
Quetamina: 70mg/kg (Francotar®) e cloridrato de Xylasina: 10mg/kg
(Virbaxil®).Apds anestesiados, foi realizada tricotomia e a antissepsia local com
iodopolvidona (Povidine®), e realizada uma incisdo de aproximadamente 04 cm
na pele no sentido céfalo-caudal utilizando-se lamina de bisturi n°® 5 (Swann-
Morton®), a hemostasia foi feita por compressado digital com gases. Apos
exposicao dos tecidos, a pele foi reposicionada e suturada com 06 pontos
simples e separados: Fio de nylon 3.0 (Shalon®), e receberam nova
antissepsia na area operada com iodopolvidona (Povidine®). Em seguida,
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foram realizadas administragbes uma vez/dia por via intraperitoneal (i.p) da
bromelaina na dose de 15 mg/kg durante de 07 dias consecutivos.

A infiltragdo neutrofilica foi testada com atividade de MPO. O reparo da
pele foi analisada macroscopica e histologicamente. A peroxidacao lipidica foi
testada com niveis de MDA. Todos os procedimentos de manipulacdo dos
animais foram aprovados e realizados de acordo com normas institucionais
designadas pelo Comité de Etica em Pesquisas com Animais da UFPI
(Protocolo n° 073/15).

Resultados e Discussao

No grupo incisdo, os animais tiveram aumento da atividade de MPO e
niveis MDA (ps< 0,05). Contudo, a bromelaina conseguiu reverter esses
achados (p< 0,05). Na analise macroscopica da pele dos animais do grupo
controle observou-se integridade tecidual, visto que o tecido nédo sofreu o
procedimento cirdrgico. No 1° dia de P.O, foi observado edema, hiperemia e
presenca de secrecédo no local incisado nos grupos que receberam a injuria. No
7° dia de P.O, os animais do grupo incisdo apresentaram auséncia de edema,
porém pequena quantidade de secre¢ao no local incisado com aparecimento
de uma crosta parcial de aspecto granular espessa e permanéncia dos fios de
sutura em 2/4 animais. O grupo bromelaina apresentou evolugéo superior, no
7° dia de P.O, os animais apresentaram auséncia de edema, aparecimento de
crosta seca e sem secrecdo no local incisado de aspecto regular e menos
espessa, houve também desprendimento dos fios de sutura em 5/5 animais. Na
analise histopatoldgica da pele dos animais do grupo controle observou-se
integridade tecidual, tecido epitelial e conjuntivo continuo, uniforme,
organizado, visto que ndo receberam a inciséo cirdrgica. Em relacéo a pele dos
animais do grupo incisdo observa-se ao 7° dia de P.O, afastamento entre as
bordas da ferida e intenso infiltrado inflamatorio adjacente e na regido do tecido
conjuntivo. A pele dos animais do grupo bromelaina demonstra-se com o
epitélio regenerado, mostrando-se continuo e uniforme. O tecido conjuntivo
estd em organizacdo, mostrando-se continuo e uniforme e exibindo pouco
infiltrado inflamatorio.

Essas respostas também sdo observadas na pele apdés injuria tecidual
no estudo realizado por Mikhalchik et al., (2016) que revelou o papel da MPO
de neutrdfilos no desenvolvimento de inflamac&o apds injuria por queimaduras
térmicas na pele. Sugerindo que a resposta inflamatdria aguda induzida por
lesdo térmica envolve a ativacdo de neutréfilos e € acompanhada pela
liberacdo de MPO no plasma.

Nossos resultados também corroboram com o estudo realizado por
Toklu et al., (2007), pois verificaram que a atividade de MPO foi indicador de
infiltracdo neutrolifica no grupo de 48h de lesdo tecidual na pele (p <0,001),
enquanto que animais que receberam o tratamento com a Silymarin,um
complexo flavon6éide e componente da planta medicial Silybum
marianum,tiveram reducgéo estatisticamente signficativa (p <0,001) comparado
aos controles.
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Essas respostas inflamatorias, que levam a hiperativagdo dos neutrofilos
teciduais, contribui ativamente para lesbes oxidativas da célula/tecido
(SCHWACHA, 2003). Assim, parece que a leséo tecidual apds uma injuria la
pele é mediada tanto por metabdlitos reativos de oxigénio (MRO) quanto por
neutréfilos e macréfagos ativados. Existem relatos indicando que a peroxidacao
lipidica é aumentada ap0s essas lesfGes teciduais (SENER et al., 2005;
SANDRE et al., 2006). A peroxidacéo lipidica em excesso € um mecanismo
autocatalitico que leva a destruicdo oxidativa das membranas celulares, e sua
destruicdo pode levar a producdo de metabdlitos téxicos, reativos e morte
celular, evento comum ap@s injlrias por incisdo tissular que culminam em
processo inflamatério (HORTON et al., 2001).

O estudo de Toklu et al., (2007) mostrou que os niveis de MDA, medidos
como um indice de peroxidacéo lipidica tecidual, foram significativamente mais
elevados no grupo de injuria tecidual na pele em comparagdo com 0 grupo
controle (p <0,001), contudo, o tratamento com Silymarin reverteu
significativamente os niveis de MDA (p<0,01), dados esses que sustentam e
corroboram com nossos dados referente avaliagdo da peroxidacao lipidica
apos incisao tecidual.

O reparo de feridas € um processo complexo em uma sequéncia de
estagios independentes descritos como fase inflamatoria ou exudativa, fase de
reconstrucdo (proliferativa), epitelizacdo (fase regenerativa) e maturacao
(MARTINS et al., 2006; SCHEIBE et al., 2016). Nossos dados referente ao
reparo da pele sdo semelhantes aos encontrado por Martins et al., (2006) que
avaliaram extrato aquoso de Orbignyaphalerata (Babacu) na no reparo da pele,
0S autores observaram macroscopicamente que 0s animais nao tratados
apresentaram ao 7° dia de P.O, crosta parcial e secrecdo purulenta em 2/8
animais e o0s animais tratados com babacu apresentaram crosta de bom
aspecto sem secrecao em 9/10 animais.

Nosso estudo € promissor, pois henhum outro trabalho trouxe a acéo da
bromelaina extraida do caule do Ananascomosusrevertendo a atividade de
MPO, niveis de MDA e analises macroscopicos e histopatoldgicos no processo
de reparo da pele em lesao por inciséo cirdrgica experimental em ratas.

Concluséao

Nossos dados indicam que a bromelaina extraida do caule do
Ananascomosus reduziu atividade de MPO e a peroxidacéo lipidica na pele
incisada. Além disso, favoreceu o processo de reparo tecidual. Nosso estudo é
promissor e pode funcionar como umaestratégia de avaliacdo de danos e
reparo na pele, buscando potenciais terapéuticos de produtos naturais, além
disso, trouxe dados inéditos da bromelaina revertendo atividade de MPO e
niveis de MDA.

Palavras-chave: Produtos naturais. Bromeliaceae. Neutréfilos.
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Introducéo

A periodontite € uma doenca inflamatéria que acomete os tecidos de
protecdo e suporte dos dentes. Origina-se da inflamacdo gengival e leva a
reabsorcdo Ossea ao redor das raizes dentais e sua evolugdo culmina com
eventual perda do dente. O “gatilho” inicial para desenvolvimento da inflamagao
€ a presenca de bactérias periodontopatogénicas acumuladas no sulco
subgengival (NAIFF et al., 2012). Um dos primeiros estagios dessa resposta
inflamatoria € a gengivite caracterizada por hiperemia, recessao gengival,
edema e congestdo dos capilares com rompimento, e consequente
sangramento gengival (ALVES et al., 2006), com a progressdo do quadro
inflamatorio pode ocorrer instalacdo da periodontite. No contexto das pesquisas
cientificas sobre doencas inflamatorias, o uso de produtos naturais oriundos de
espécies botanicas vem ganhando destaque por seu potencial anti-inflamatorio
e baixa toxicidade. Um desses produtos a se destacar nas pesquisas cientificas
€ a Bromelaina, composto extraido da espécie (Ananas comosus), vem sendo
reportado seu possivel potencial antioxidante.

Metodologia

A pesquisa em questao respeitou todos 0s aspectos éticos e legais no
uso de animais impostos pelo Comité de Etica na Pesquisa (Aprovacdo N°
061/2014). Foram utilizadas 24 ratas fémeas (106,0-154,0 g, Wistar). Os
animais foram divididos em trés grupos: Periodontite (P), com 7 animais,
Periodontite + Bromelaina (PB), com 12 animais que receberam 15 mg/kg da
Bromelaina e o grupo Controle Negativo (CN), contendo 5 animais, que nao
receberam nenhum tratamento nem a inducdo da doenca periodontal. A
administracdo da Bromelaina (Sigma® Aldrich) nos animais foi realizada por via
I.P com a duracéo de 20 dias, uma vez ao dia em horario definido, dando-se
inicio no mesmo dia ap6s a inducgao da periodontite. Apds o periodo de 20 dias
do tratamento os animais foram sacrificados por overdose de anestésicos,
Ketamina e Xilazina, foram retirados os 6rgdos (figado, rim e baco), para
dosagens bioquimicas de (MDA) malonaldeido, (GSH) glutationa, (TGO),
transaminase glutdmica oxalacética, (TGP), transaminase glutamica pirtvica
para figado e rim, e (MPO) somente para baco, ureia, creatina (amostras
sanguineas) e analises histopatologicas dos 6rgaos.
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Resultados e Discusséo

A doenca periodontal pode causar efeitos sistémicos (IONEL et al, 2016)
devido a exposicdo crbnica a periodontopatdgenos, 0os seus produtos e as
citocinas, sendo responsaveis por efeitos sistémicos (TOMOFUJI et al., 2007).
Com isso alguns compostos estdo sendo utilizados quanto a sua utilidade
antimicrobiana. Um desses compostos a se destacar € a bromelaina
(BERNELA; AHUJA; THAKUR, 2016). O grupo controle negativo serviu para
avaliacdo dos parametros em comparagdo aos grupos que tiveram a
periodontite induzida no primeiro molar inferior direito P, PB. Antes de serem
armazenados os 6rgaos foram pesados e com isso foi tirada uma médias em
relacdo aos pesos. A média dos pesos dos figados, rim e dos bacos entre os
grupos avaliados ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos
(P>0,05). Nas andlises histopatolégicas o grupo PB, quando comparado com o
grupo P de figado teve uma reducado significativa do processo esteatoético
observado. Foi analisada a area do corpusculo renal nas amostras de rim
obtidas e os resultados demonstraram que ndo houve diferenca significativa
entre os grupos (P>0,05).

As dosagens de ureia e creatinina demonstraram n&o haver diferenca
significativa entre os grupos (P>0,05). Os resultados mostraram haver
diferenca significativa para os niveis de MDA para o rim entre os grupos: P, PB,
e entre os grupos CN e PB, em que houve reducdo nos niveis de MDA
(P<0.0001). O resultado da dosagem de MDA para figado demonstrou que
houve diferenca significativa entre o grupo periodontite (P) que teve uma maior
lipoperoxidacdo do o grupo tratado (PB), havendo assim diferenca significativa
entre o grupo controle (CN) e o grupo tratado (PB). Portanto a Bromelaina foi
capaz de impedir o aumento de MDA no figado. No presente trabalho também
foi realizado a dosagem de GSH, um marcador de estresse oxidativo
encontrados no rim. As médias das dosagens de GSH para rim mostrou que
houve diferenca significativa na comparacdo dos grupos P e PB, bem como
entre os grupos CN e PB. Os resultados do teste de GSH para o figado
demonstrou resultado semelhante ao resultado do rim exceto na comparacao
entre 0s grupos CN e PB o qual ndo apresentou diferenca significativa. O
resultado para os niveis de MPO para bac¢o no presente trabalho demonstrou a
nao diferenca significativa entre os grupos P e PB, por sua vez houve diferenca
significativa entre os grupos CN e PB (P<0,05). Foram realizadas dosagens de
TGO e TGP, enzimas que estdo em alta concentracdo no figado durante lesdo
hepatica aguda ou crénica (FRANCISCATO et al., 2006). Nao houve diferenca
significativa na determinacdo dos niveis séricos de AST e ALT nos grupos
avaliados (P>0,05).

Concluséo

A bromelaina foi eficaz reduzindo os niveis de MDA, no figado e no rim,
e aumentando os niveis de glutationa hepatico e renal. Contudo ndo houve
alteracao significativa em relacdo a analise da area dos corpusculos renais nas
amostras avaliadas. A Bromelaina demonstrou-se capaz de diminuir 0 processo
esteatotico, reforcando assim os resultados das dosagens bioquimicas e
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também mostrou tendéncia em reverter os niveis elevados de mieloperoxidase
no baco.

Palavras chaves: Doenca periodontal. Anti-inflamatério. Produtos naturais.
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Introducéo

A injdria por incisdo no musculo estriado esquelético iniciara uma
resposta inflamatéria crescente (SHIN et al., 2014), os leucécitos polimorfo
nucleados sado os primeiros a chegarem nessas areas de inflamacéao,
aumentando atividade de mieloperoxidase (MPO), uma enzima abundante nos
granulécitos dos neutrdfilos que atua como biomarcador inflamatorio
(SERRANO et al., 2011; SHIN et al., 2014). Além disso, os neutrofilos liberam
espécies reativas de oxigénio (ERO) em excesso, e nesse contexto, ERO em
excesso sao conhecidas por reduzir concentracdes de glutationa (GSH) e
aumentar concentracdes de malondialdeido (MDA), ambos atuando como
biomarcador de estresse oxidativo tecidual(SILVEIRA, 2016; BUTTERFIELD;
BEST; MERRICK, 2006).

Estudos buscando potenciais terapéuticos de produtos naturais sao
requeridos atualmente. A bromelaina (derivada do Ananas comosus - abacaxi)
da familia das proteases, conhecida como conjunto de enzimas proteoliticas
encontradas nos vegetais da familia das Bromeliaceae, compreende uma
variedade de efeitos farmacologicos, apresentando propriedades fibrinoliticas,
antitrombdticas e anti-inflamatorias (RAMLI et al., 2016). No entanto, ndo ha
estudos sobre os efeitos desse composto extraido do caule do Ananas
comosus em musculo estriado esquelético tibial anterior (TA) e concomitante
analise histomorfométrica do gastrocnémio homolateral a injaria por inciséo
experimental. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da
bromelaina extraida do caule do Ananas comosus em musculo estriado
esquelético apods injaria por incisdoexperimental na pata de ratas.

Metodologia

O estudo foi conduzido com 15 ratas (Wistar) subdivididas em trés
grupos: controle (n = 06), incisdo (n = 04) e bromelaina (n = 05).0s animais
foram pesados e anestesiados via intramuscular na pata direita com solucao de
Quetamina: 70mg/kg (Francotar®) e cloridrato de Xylasina: 10mg/kg
(Virbaxil®).Apds anestesiados, foi realizada tricotomia e a antissepsia local com
iodopolvidona (Povidine®), e realizada uma incisdo de aproximadamente 04 cm
na pele e no epimisio do musculo TA no sentido céfalo-caudal até a exposicéo
da regido do terco medio tibial esquerdo e peridsteoutilizando lamina de bisturi
n° 5 (Swann-Morton®), a hemostasia foi feita por compressdo digital com
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gases. Apoés exposicdo dos tecidos, camada muscular e pele foram
reposicionados epele suturada com 06 pontos simples e separados: Fio de
nylon 3.0 (Shalon®), e receberam nova antissepsia na area operada com
iodopolvidona (Povidine®). Em seguida, foram realizadas administragdes uma
vez/dia por via intraperitoneal (i.p) da bromelaina na dose de 15 mg/kg durante
de 07 dias consecutivos.

A infiltracdo neutrofilica foi testada com atividade de MPO. O estresse
oxidativo foi testado com niveis de GSH e concentracdes de MDA. Foi
analisado histomorfometricamente o gastrocnémio usando Software ImageJ
(ImageProcessingandAnalysis in Java) para medicdo de area e diametro de
fibras, contagem de células, nucleos e nucleos/células.Todos os procedimentos
de manipulagdo dos animais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisas com Animais da UFPI (Protocolo n° 073/15).

Resultados e Discussao

No grupo incisdo, os animais tiveram aumento da atividade de MPO,
reducédo dos niveis de GSH (p< 0,05) e aumento nas concentragbes de MDA
(ps 0,05), além de aumento na area das fibras do gastrocnémio (p< 0,05).
Contudo, a bromelaina conseguiu reverter esses achados (p< 0,05). Nao houve
diferenca estatisticamente significante para diametro das fibras, niumero de
células, numero de nucleos e nadcleos/células. Além disso, com analise
histomorfométrica foi possivel observar nos trés grupos, padréo fascicular
normal delimitado pelo perimisio e cada fibra circundada pelo endomisio. As
fibras possuem em maioria contornos poligonais, tendo um ou mais nucleos
posicionados perifericamente.

Nossos dados referentes a atividade de MPO s&o semelhantes aos
encontrados por Brickson et al., (2001), que mostraram que uma injaria por
musculo TA de coelhos culminou aproximadamente em uma atividade de MPO
100% superior quando comparado a pata controle, assim como 0 estresse
oxidativo foi significativamente maior no musculo lesionado quando comparado
aos seus controles. Outro estudo avaliando também atividade leucocitaria apos
uma injuria no musculo TA de ratos, mostrou que leses neste tecido recrutou
monacitos exibindo perfil inflamatorio que rapidamente converteram-se em anti-
inflamatorios que estimularam a miogénese e regeneracao tecidual (ARNOLD
et al., 2007). Reforcando a importancia de estudar parametros inflamatorios e
oxidativos em resposta a lesdes no musculo estriado esquelético.

Um estudo realizado por Aiyegbusi et al., (2010) investigou os efeitos do
extrato aquoso de diferentes partes da planta de abacaxi sobre a proliferacao
tenoblastica e os niveis de MDA no estagio inicial de cicatrizacdo em uma
lesdo por esmagamento no tenddo de Aquiles de ratos. A carne e o extrato de
casca induziram uma proliferacdo de tenoblastos que, no entanto, ndo era
significativamente diferente da do tendao néo tratado enquanto que as folhas e
0s extratos de nucleo reduziram a populacdo dos tenécitos. O extrato de carne
significativamente (p <0,05) reduziu o nivel de MDA, enquanto o extrato de
folnas e de nucleo significativamente (p <0,001) o aumentou. O extrato de
casca nado teve impacto significativo sobre o nivel de MDA em comparacao
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com o tenddo né&o tratado. Este estudo sugere que o0s constituintes
antioxidantes da planta de abacaxi sdo concentrados na carne, enquanto a
casca e extratos de carne tém o potencial para promover a cicatrizacao,
estimulando a proliferacéo de tenoblastos.

O estudo de Aiyegbusi et al., (2010) sustentam nossas andlises, pois foi
possivel observar um potencial da bromelaina extraida do caule do abacaxi em
leséo inflamatéria no masculo TA, revertendo significativamente os parametros
inflamatérios (MPO) e estresse oxidativo (GSH e MDA) induzidos pela lesao.

O mausculo esquelético apresenta profunda capacidade de adaptacéo a
cargas mecanicas transmitidas através das articulagbes (MENDIAS et al.,
2016; RIEDL et al., 2016; ZISSLER et al., 2016). A histomorfometriadestas
fiboras musculares esqueléticas, tem-se mostrado essencial para fins de
diagnostico nas andlises de biopsias musculares associadas a diferentes
patologias e em condi¢cdes experimentais, tais como, a hipertrofia provocada
pelo estresse repetitivo e trabalho sustentado (BRITO et al., 2006). Nossos
dados pertinentes a histomorfometria do musculo gastrocnémio, componente
da triade muscular conhecida como triceps sural, corroboram com os dados
encontrados por Brito et al., (2006), pois verificaram que diametros, area e
perimetro das fibras musculares esqueléticas do séleo, outro componente da
triade muscular conhecida como triceps sural, aumentaram em ratos
submetidos a estresse mecanicoem comparacao com Sseus respectivos ratos
controle, indicando que ocorreu a hipertrofia muscular. Modificacdes no
tamanho destas fibras em ratos submetidos aos exercicios fisicos foram
também relatadas anteriormente (PAUL & ROSENTHAL, 2002).

Esses resultados séo inéditos, pois nenhum outro estudo investigou
acao da bromelaina extraida do caule do Ananascomosus em leséo por inciséo
em musculo esquelético quantificando atividade de MPO e niveis de GSH e
MDA, e concomitante analise histomorfométricado gastrocnémio homolateral a
injaria por incisdo na pata de ratas.

Conclusao

Nossos dados indicam que a bromelaina extraida do caule do
Ananascomosus reduziu atividade de MPO e o estresse oxidativo no TA
incisado, além de reverter o aumento na area das fibras do gastrocnémio.
Nosso modelo experimental € promissor e pode funcionar como um modelo
inovador de avaliacdo de danos no musculo esquelético, além disso, trouxe
dados inéditos da bromelaina revertendo atividade de MPO e niveis GSH e
MDA.

Palavras-chave: Produtos naturais. Inflamacéo. Estresse oxidativo.
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Introducéo

Periodontite € uma doenca crénico-inflamatéria com destruicdo dos
tecidos de suporte e protecdo dental e reabsorcado 0ssea alveolar (GARCIA et
al., 2016). Tal condicdo é causada principalmente pela colonizacdo mista de
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas no sulco subgengival que acarreta
resposta do organismo e desenvolvimento de bolsas periodontais (ISLMAIL et
al., 2013). A inflamacdo no periodonto apresenta etiologia multifatorial, com a
combinagcdo de variaveis externas e genéticas (YARED, 2006). Existem
diversas classificacbes para a doenca, sendo as periodontites cronica e
agressiva as mais recorrentes (ARAUJO-JUNIOR et al., 2013). Embora as
bactérias sejam o agente iniciador da periodontite, elas provocam a liberacdo
de mediadores biologicos a partir de células do tecido (OZMERIC, 2004).
Localmente, lipopolissacarideos (LPS) oriundos de periodontopatdogenos
induzem infiltrado inflamatério com recrutamento de polimorfonucleares
neutrofilos (PMN) e macrofagos e liberacdo de fator de necrose tumoral (TNF),
interleucinas (IL) 1 e 17, dentre outras, e prostaglandina E2 (PGE2) (CAVALLA
et al., 2014). As citocinas liberadas além de modularem o curso da inflamacao
também atuam sobre a reabsorcao 0ssea (ALl et al., 2011).

Uma grande parte do foco de pesquisas tem sido na gestdo da
inflamacé&o nos tecidos, porém, 0s avancos nha compreensdo do metabolismo
0sseo estdo abrindo novos caminhos de entendimento sobre a perda Ossea
patolégica na periodontite, visto isso, 0s estudos cientificos tém dado énfase na
avaliacdo do potencial anti-inflamatério de produtos naturais procedentes de
espécies botanicas. Dentre os varios tipos estudados tém-se a Bromelaina, que
guando submetida a experimentos causou uma significativa reducdo de
inflamacfes, dor e diminuicdo na duracdo de cicatrizacbes (TAUSSIG &
BATKIN, 1988).

Metodologia

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal
da Universidade Federal do Piaui sob niamero de protocolo 061/2014. Foram
utilizadas 24 ratas fémeas (106,0-154,0 g, Wistar). Os animais foram divididos
em trés grupos: Periodontite (P), com 7 animais, Periodontite + Bromelaina
(PB), com 12 animais que receberam 15 mg/kg da Bromelaina e o grupo
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Controle Negativo (CN), contendo 5 animais, que ndo receberam nenhum
tratamento nem a inducdo da doenca periodontal. Os animais foram
submetidos ao procedimento de inducdo da periodontite, com anestesia prévia
via intramuscular com Ketamina e Xilazina. E, apds a imobilizag&o foi induzida
a periodontite conforme (PEREIRA VASCONCELOS et al., 2013).

A administragdo da Bromelaina (Sigma® Aldrich) nos animais foi
realizada por via I.P com a duracdo de 20 dias, uma vez ao dia em horério
definido, dando-se inicio no mesmo dia apdés a inducao da periodontite. Apés o
periodo de 20 dias consecutivos 0s animais passaram por avaliacdo de
parametros clinicos, indice de sangramento gengival (ISG) e indice de
profundidade de sondagem (IPS) e foram sacrificados por overdose de
anestésicos. Foram realizadas analises bioquimicas: Ensaio de dosagem de
mieloperoxidase (MPO) e Malonaldeido (MDA), analise morfométrica da perda
0ssea alveolar e analises estatisticas.

Resultados e Discusséao

As medidas terapéuticas atuais para a doenca periodontal s&o
constituidas por intervencgdes néo cirdrgicas caracterizadas pela raspagem e
alisamento das raizes para remover a placa bacteriana e calculo dental e pelo
uso de drogas utilizadas como coadjuvantes na terapia periodontal (FERES et
al., 1995). Diversos estudos demonstraram o efeito anti-inflamatorio da
Bromelaina tanto in vivo (OKEN et al. 2006) quanto in vitro (SECOR et al.
2009), contudo até o presente momento ndo ha nenhum estudo abordando o
uso deste composto para tratamento da periodontite. O modelo de periodontite
induzida por ligadura em ratos foi suficiente para desencadear o0 processo
inflamatorio, desenvolvendo edema, inflamacédo gengival, perda de insercao
clinica e destruicdo 6ssea. O grupo controle negativo serviu para avaliacdo dos
parametros em comparag¢ao aos grupos que tiveram a periodontite induzida no
primeiro molar inferior direito (P e PB). Antes do sacrificio houve a avaliacéo
dos parametros clinicos inflamatoérios, indice de sangramento gengival (ISG) e
indice de profundidade de sondagem (IPS) onde os resultados obtidos através
das analises estatisticas demonstraram diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos, ou seja, 0 grupo tratado com Bromelaina obteve
melhora no ISG (63,7%) quando comparado com 0 grupo periodontite.

O IPS que é um parametro importante na doenca periodontal revelou
uma diminuicdo nesse indice do grupo tratado (38%), quando também
comparados ao grupo periodontite. Assim como terapias ndo cirdrgicas diminui
de forma significativa a destruicdo progressiva dos tecidos periodontais. Tais
parametros clinicos foram reduzidos tendo em vista as possiveis atividades da
Bromelaina sobre os niveis de citocinas pro-inflamatérias envolvidas no
desenvolvimento e progressao da periodontite (SILVA et al., 2016). A MPO ¢é
extensivamente usada como marcador biolégico para medir a infiltracdo de
neutrofilos para o local da inflamacdo (GOMES et al., 2009), os resultados
obtidos demonstraram que a Bromelaina foi capaz de reduzir esses niveis no
tecido gengival, ocorrendo uma diminuigéo de 59,7% no grupo tratado quando
comparado com o grupo Periodontite.
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O resultado da avaliagdo de peroxidacdo lipidica (MDA) gengival
apresentou diferenca estatisticamente significativa entre os grupos (CN) e (P),
(P) e (PB), indicando que o grupo (PB) obteve uma diminuicdo na peroxidacao
lipidica, com um P<0,001. Nao houve diferenca estatisticamente significativa
entre os grupos (CN) e o (PB). A Bromelaina diminuiu a perda éssea alveolar
com um nivel de significancia com p<0,0001 quando comparado O grupo
tratado e periodontite. Portanto, os resultados obtidos com o uso da Bromelaina
corroboraram com Gaspani (2002), Graf (2000), Kelly (1996) e Yuan et al.
(2006) que apontaram a mesma como um agente anti-inflamatoério, com acéo
através da diminuicdo na liberacdo de mediadores inflamatérios tais como
interleucinas, prostaglandinas E2, prostraciclinas, TNF-alfa, cujos efeitos sobre
0s osteoclastos sao indiretos e mediados pelos osteoblastos estimulando a
reabsorcdo Ossea dependente da sintese de prostaglandinas (PGs). Esta
sinalizagdo induz também a expressdo de RANK nos osteoclastos, acarretando
maior ativagdo de RANKL. A IL-1 estimula o crescimento e a diferenciagéo das
células precursoras dos osteoclastos e a atividade dos osteoclastos maduros. A
IL-1 beta € a citocina mais ativa envolvida no processo. Os resultados
indicaram que a mesma interferiu diminuindo a reabsor¢cao 0ssea caracteristica
da doenca periodontal e melhorou parametros clinicos importantes.

Concluséo

A Bromelaina utilizada na periodontite induzida interferiu reduzindo os
parametros clinicos como ISG e IPS, diminuindo os niveis de infiltrado
neutrofilico no tecido gengival (MPO), a peroxidacdo lipidica (MDA) e a
reabsorcédo 0ssea, confirmando sua atividade como agente anti-inflamatorio e
possivel agente redutor da perda 0ssea alveolar caracteristica da doenca.

Palavras-Chave: Doenca Periodontal. Anti-inflamatério. Perda 6ssea alveolar.
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