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PREFACIO

livro Ciéncias da Satde: Saberes e Praticas Interdisciplinares

como o préprio nome diz, engloba conhecimento e interdiscipli-

naridade aplicados a saude de forma geral. Dividido em quatro

partes, ele descreve de forma sucinta e acessivel a profissionais de
diversas dreas, apresentando informagdes sobre biotecnologia, satide
fisica e mental, inovagdes em satide e sanidade animal.

Para quem gosta de biotecnologia como eu, o leitor vai se surpreen-
der com as novidades a respeito de tecnologias relacionadas a microrga-
nismos e suas aplicagoes. Além disso, o livro traz também uma série de
revisdes com novidades sobre biofdrmacos, em especial os fitoterdpicos,
bem como suas diferentes formas de produgao e a manutencio da quali-
dade. No decorrer de sua leitura, ¢ dificil nio trazer a tona o polémico
embate sobre o potencial que o Brasil tem com sua biodiversidade e o
longo caminho que as futuras geragoes terdo que percorrer para preser-
vé-la a0 mesmo tempo em que aproveitam de tal potencial.

A segunda parte fala sobre satide fisica e mental com uma boa revi-
s30 sobre a Vitamina D, sua importincia, suas fontes e seu funciona-
mento, intercalando-a com um capitulo sobre prevencio da saude e
desenvolvimento da crian¢a. Como vivemos em um mundo cercados de
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informacoes cujas fontes nem sempre podem ser creditadas, a leitura
embasada em artigos cientificos como esta é um bom material para inicio
de pesquisa para vdrios profissionais. Para quem gosta de danca, o leitor
vai se deleitar com o assunto sobre danca como forma de terapia.

A terceira parte fala sobre inovacoes em satide. Nela podemos ler
sobre a sintese e atividades biol6gicas das chalconas, que sao compostos
de origem vegetal encontrados em vérias partes das plantas. Sdo demons-
tradas atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatéria
deste composto além de técnicas de otimizagao de sua produgao empre-
gando tecnologias como o uso de ultrassom e micro-ondas. Para quem
gosta de tecnologia de formac¢ao de imagens, esta parte traz também
um capitulo especial sobre Tomografia por Emissao de Pésitrons (PET)
onde ¢ apresentado o funcionamento do equipamento, uma lista de
radioisétopos utilizados e suas aplicagoes, além das vantagens do PET
em relagao a outras formas de produgao de imagem. As tecnologias para
administra¢io de drogas via mucosa e oral também sao levantadas,
assim como novos métodos para formular e avaliar o desempenho de
mucoadesivos e firmacos de administragao local nos pulmées.

Uma interessante revisio sobre alguns ensaios em animais para
avaliar a toxicidade pode ser vista no final da terceira parte. Indiferen-
temente de sua drea de trabalho ou profissao, o leitor vai gostar do
levantamento histdrico e da evolucio da nossa sociedade com relacio as
pesquisas em animais.

A quarta parte trata de sanidade animal e sadde piblica. Como
muitos devem estar cientes, hd uma preocupagio iminente se conti-
nuarmos utilizando antibidticos de forma desordenada que possa levar
a resisténcia de vdrios microrganismos a todos os antibidticos disponi-
veis. O problema se agrava ainda mais quando estes antibidticos sao
empregados na alimentagao de animais com o interesse meramente de
aumentar o lucro do produtor. E bom saber que jd existem alternativas
aos antibi6ticos que podem dar resisténcia imunoldgica aos animais e
aumentar a produgio. Este é o caso dos probidticos, prebidticos, enzi-
mas e da lactulose. Esta parte do livro trata de uma boa revisao de seus



conceitos e dos resultados encontrados quando estes foram aplicados na
alimentac¢io de aves.

Portanto, concluo que a obra tem um significado histérico na
produgio do conhecimento baseado em pesquisas cientificas relaciona-
das a satde unindo virios ramos de conhecimento, tal como foi o seu
propésito: saberes e praticas interdisciplinares.

Obrigado a vocés que permitiram que eu tivesse a oportunidade de
tecer alguns comentdrios sobre obra tao preciosa.

Deixo a todos o meu estimado agradecimento.

Luis Eduardo Maggi

Doutor em Engenharia Biomédica pela
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFR])

Professor na Universidade Federal do Acre (UFAC)

Vice-coordenador do Programa de Pés-Graduagio em
Ciéncias da Satide na Amazonia Ocidental da UFAC
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APRESENTAGAO

livro Ciéncias da Satde: Saberes e Praticas Interdisciplinares
surge, em sua primeira edi¢ao, como fruto do esfor¢o conjunto de
docentes e discentes do Programa de Pés-Graduagao em Ciéncias
Aplicadas a Produtos para Satide da Universidade Estadual de
Goids e de colaboradores vinculados a outras instituicées de ensino,
com expertise nas dreas de abrangéncia da obra. O intuito ¢ apresentar
conteddos que abarquem as diversas dreas da Satide nas quais atuam os
pesquisadores do Programa, de forma a subsidiar a apreensao dos feno-
menos complexos no campo da Sadde sob um olhar interdisciplinar.

A enorme riqueza discursiva e prética da drea da Saude, bem como
sua complexidade paradigmatica, frutos de seus recentes avangos episte-
molégicos, demandam a ressignificagao e a articulacio dos diferentes
saberes da drea. Nesse contexto, o paradigma interdisciplinar amplia a
antiga nog¢ao dos saberes multidisciplinares na produ¢io de conheci-
mentos justapostos no campo da Saide, compreendendo a necessidade
intrinseca de integrar os diferentes saberes.

A partir dessa perspectiva, os capitulos apresentados nesta obra
foram organizados em quatro eixos principais: “Biotecnologia, Biopro-
dutos e Satde: dos Micro-organismos as Plantas”, “Satude Fisica e
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Mental: Desafio Interdisciplinar”, “Pesquisa e Inovagao em Sadde: da
Tecnologia Farmacéutica aos Ensaios de Toxicidade em Animais” e
“Sanidade Animal e Sadde Publica”.

No primeiro eixo, “Biotecnologia, Bioprodutos e Satde: dos Micro
-organismos as Plantas” sio abordados temas tais como: estratégias de
controle de biofilmes microbianos utilizando carvao ativado impregnado
com prata; eficdcia e seguranca da planta medicinal Pimenta pseudocaryo-
phyllus; tecnologias utilizadas no desenvolvimento de fitoterdpicos; carac-
teristicas e utilizagdes de exopolissacarideos bacterianos; toxicidade, ativi-
dade antimicrobiana e fitoquimica de Machaerium opacums; lactonas e
Aeollanthus suaveolens; obtengio de bioprodutos microencapsulados e
enzimas hidroliticas bacterianas utilizadas em biotecnologia.

No segundo eixo da obra, “Saide Fisica e Mental: Desafio Inter-
disciplinar”, os autores oferecem aos leitores reflexdes sobre a medicina
e a ciéncia da danga; desenvolvimento da crianga com foco na preven-
¢ao em saude e promog¢io do crescimento; a vitamina D e a satde
publica, bem como a interven¢io em oncologia para além dos produtos
alopdticos, abordando a perspectiva da psicologia neste processo.

O terceiro eixo, “Pesquisa e Inovagido em Sadde: da Tecnologia
Farmacéutica aos Ensaios de Toxicidade em Animais”, apresenta temas
como: definicio, sintese, atividade biolégica e estudos espectrométricos
de chalconas; estratégias para a formulagio de produtos farmacéuticos
mucoadesivos; barreiras bioldgicas e desafios na administragao pulmo-
nar de firmacos; uso de tomografia por emissdo de pésitrons no diag-
néstico por imagem; utilizagao de nanobiopolimeros em produtos para
satde e testes de toxicidade em animais na pesquisa e desenvolvimento
de produtos para saude.

No quarto e tltimo eixo, “Sanidade Animal e Satide Pdblica”, os
autores abordam o uso de produtos alternativos aos antimicrobianos na
avicultura e o efeito do medicamento lactulose na satde sistémica de
aves, com possiveis impactos na satde publica.

Desse modo, buscamos, neste livro, abordar temas que podem
interessar a estudantes, profissionais e pesquisadores que dialogam nas



diferentes interfaces do campo da Satide. Bidlogos, biomédicos, farma-
céuticos, fisioterapeutas, médicos, nutricionistas, psicélogos, quimicos,
entre outros, que possuem em comum o interesse na pesquisa e desen-
volvimento de produtos e servicos inovadores para satde, poderao se
beneficiar com a leitura e o estudo desta obra.

Convidamos o leitor para um mergulho dialégico nos diferentes
temas aqui abordados e desejamos que este estudo culmine em parcerias
€ propostas de pesquisas interdisciplinares, com impactos positivos para
a Saude de nossa populagio.

Joelma Abadia Marciano de Paula
Vanessa Cristiane de Santana Amaral
Organizadoras
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1

IMPREGNAGAO DO CARVAO ATIVADO COM PRATA
PARA CONTROLE DE BIOFILMES MICROBIANOS'

JESSICA PIRES VALLE

SINARA PEREIRA BRASIL

JOSE DANIEL RIBEIRO CAMPOS
PLINIO LAZARO FALEIRO NAVES

carvdo ativado é um material carbondceo, poroso e hidrofébico

utilizado para purificar, desintoxicar, desodorizar, filtrar, descolorir

ou modificar concentragdes de uma infinidade de materiais liqui-

dos e gasosos. Com intuito de aumentar suas propriedades adsorti-
vas, o carvao ¢ submetido ao processo de ativagao que eleva sua drea
superficial e, consequentemente, seu poder adsortivo. Devido a essas
propriedades, o carvéo ativado pode ser utilizado em filtros de dgua. No
entanto, micro-organismos presentes na dgua a ser filtrada podem formar
biofilmes microbianos ao se alojar nas superficies do carvao. Uma vez af
instalados, consomem a matéria orgnica, proliferam-se, secretam polis-
sacarideos e organizam-se, formando os biofilmes, que poderao provocar
uma saturagio prematura do filtro e a contamina¢io da dgua filtrada
devido ao desprendimento de segmentos desse biofilme. Um biofilme
pode ser composto por uma tinica espécie (biofilme monoespécie) ou por
vérias espécies, géneros e até reinos diferentes (biofilme misto). As intera-
¢oes que podem ocorrer entre os micro-organismos podem ser dadas de

1 Capitulo vinculado ao projeto de pesquisa “Formacio de biofilmes mistos de
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa em carvao ativado de casca de Orbig-
nya phalerata (babacu) impregnado com prata”, financiado pela Fundagao de
Amparo 4 Pesquisa do Estado de Goids (FAPEG).
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modo sinérgico ou antagonista. Uma alternativa industrial para evitar a
contaminagao da dgua por meio de micro-organismos ¢ a impregnagao
do carvao ativado com prata, pois esta exibe propriedades fisico-quimicas
e atividades bacteriostéticas.

Consequentemente, as suas aplicagdes estdo sendo constante-
mente avaliadas. Sendo assim, o processo de impregnagao de prata no
carvao ativado tem como resultado a adsor¢ao do material organico
pelo carvao ativado e agdo bactericida através da prata, inibindo a
formacio de biofilmes.

Carvao ativado e suas aplica¢oes

O carvao ativado ¢ extensivamente empregado na remogao de
poluentes gasosos e efluentes liquidos, na purificagao de produtos
alimentares e como suporte de catalisadores. O aumento continuo na
demanda, assim como das diferentes aplicagoes, faz com que seja neces-
sdrio empregar diferentes matérias-primas, principalmente de origem
vegetal como, por exemplo, madeira, endocarpo de coco, casca de coco,
residuos de babacu, etc. (JANKOWSKA et al., 1991; WILSON, 1981).

Por apresentar propriedades adsortivas, o carvao ativado ¢ utili-
zado para purificar, desintoxicar, desodorizar, filtrar, descolorir ou
modificar a concentragio de uma infinidade de materiais liquidos e
gasosos, sendo essas aplicacoes de grande interesse em diversas dreas por
representar um processo de baixo custo e de ficil operagao (LYUB-

CHIKA et al., 2004; ROCHA, 2000).

Devido a essas propriedades, o carvao ativado pode ser utilizado
em filtros de dgua (SCHIMIDT, 2011). Contudo, ¢ susceptivel & forma-
¢ao de biofilmes microbianos, pois a 4gua a ser filtrada pode estar conta-
minada com micro-organismos que se alojam na superficie do carvao
ativado, consomem a matéria orginica do meio e secretam polissacari-

deos, formando, assim, o biofilme (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Quando aderidos a superficie do carvao ativado, os biofilmes
podem saturar de forma prematura o filtro e desprender-se durante o
processo de filtragdo, contaminando a dgua filtrada. Uma alternativa



industrial para evitar a contaminagio da dgua por micro-organismos é
fazer a impregnagao do carvao ativado com prata, pois ela possui ativi-
dade bacteriostdtica e pode inibir a formacio de biofilmes (FONG;
WOOD, 2006).

Carvao ativado e suas caracteristicas

O carvao ativado ¢ um material carbonoso altamente poroso, com
grande drea superficial e, consequentemente, com uma grande capaci-
dade adsortiva (RAMOS et al., 2009). A maior parte dos materiais
carbondceos possui certo grau de porosidade, sendo que, no decorrer da
ativagio, a drea superficial aumenta com a oxidag¢io dos dtomos de
carbono. Apds a ativagio, o carvao pode apresentar drea superficial na

ordem de centenas de m*/g (SHOAIB; AL-SWAIDAN, 2015).

O carvao ativado possui caracteristicas como forma, tamanho de
particula, volume do poro, drea superficial, estrutura, distribuigao de
poro e caracteristicas fisicas e quimicas da superficie. Todos esses para-
metros podem ser modificados, obtendo-se diferentes tipos de carvio e
de caracteristicas melhoradas, o que lhes confere maior capacidade de

adsorcao (PIS et al., 1996; WANG et al., 2001).

A porosidade do carvao ativado ¢ um dos aspectos mais importan-
tes para a avaliagdo do seu desempenho. As diferencas mais caracteristi-
cas de adsor¢ao estao relacionadas com a estrutura dos poros do mate-
rial. Com base nas propriedades de adsor¢ao, a Internacional Union of
Pure and Applied Chemistry (IUPAC), propoe a seguinte classificacio de
poros (GREGG; SING, 1982) (Figura 1):
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Figura 1 — Classificagio dos poros conforme as dimensoes apresentadas

Microporo
<2nm

B e e S
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2 .50 nm | 9980800005000 00000000BSD

L e S S S S S S

Macroporo |
=50 nm

Fonte: Clark (2010).

*  Microporos: didmetro médio de poro menor que 2 nm;
contribuem para a maioria da 4rea superficial e proporcionam
alta capacidade de adsor¢ao para moléculas de dimensoes
pequenas, tais como gases e solventes comuns.

*  Mesoporos: didmetro médio de poros entre 2 ¢ 50 nm; sio
importantes para a adsor¢ao de moléculas grandes tais como
corantes e proporcionam a maioria da drea para carvoes
impregnados com produtos quimicos.

*  Macroporos: didmetro médio de poros superior a 50 nm;
sua funcdo ¢ servir como meio de transporte para as molé-
culas gasosas.

Constituindo-se basicamente de carbono, o carvio ativado forma
estruturas grafiticas, sendo que sua superficie contém grupos funcionais
oxigenados, tais como dlcoois, fenéis e dcidos carboxilicos (OZDEMIR et
al., 2014), conforme mostra a Figura 2. A quantidade e os tipos de grupos
funcionais dependem do tipo de ativagao (NOWICKI et al., 2015).



Figura 2 — Esquema de grupos funcionais presentes na superficie do
carvao ativado

Fonte: Adaptado de Na et al. (2012).

Etapa indispensdvel para promo¢io de aumento de poros do
carvdo, a ativagio consiste na retirada de componentes como naftas,
alcatrao e residuos orginicos que possam obstruir os poros (OZDE-
MIR et al., 2014). Sao dois os tipos de processo de ativacao: ativagio
fisica ou quimica (KATESA et al., 2013).

A ativagao quimica pode ser dada a partir de dcidos ou bases, tais
como: carbonato de potdssio, hidréxido de potdssio (OKMAN et al.,
2014), cloreto de zinco (OZDEMIR et al., 2014), 4cido fosférico (GUO;
ROCKSTRAW, 2007), cloreto férrico (PEREIRA et al.,, 2008),

conforme ilustrado na Figura 3.
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Figura 3 — Esquema da ativa¢io quimica com FeCl,

Recuperacdo do
agente ativante

- FeClz
Impregnacdo Ativacdo
— - —— "Lavagem para
FeClz 280 desobstrugio dos
Percursor poros
carbondceo

$=

Carvdo ativado
Fonte: Adaptado de Pereira et al. (2008).

Esses dcidos, bases e sais sao responsdveis pela desidratagio da
matéria-prima carbondcea, a qual é impregnada com esses agentes desi-
dratantes e submetidos a temperaturas que podem variar de 280 °C a
800 °C (OKMAN et al., 2014; PEREIRA et al., 2008; SAKA, 2012;
YORGUN; YILDIZ, 2015). No final do processo, os agentes quimicos

sao removidos do carvao ativado através de lavagem.

Na ativagao fisica, sao utilizados gases oxidantes tais como CO,
(SHOAIB; AL-SWAIDAN, 2015) e vapor de dgua (SOUSA et al,
1994), podendo-se empregar temperaturas de 450 °C, 550 °C e 650 °C
durante o processo (VELAZQUEZ—TRU]ILLO et al., 2010). A ativa-
¢ao fisica é ecologicamente adequada, quando comparada 2 ativagao
quimica, pois, no processo quimico, sio utilizadas substincias cujos
residuos podem gerar impactos ao meio ambiente (SHOAIB; AL-S-
WAIDAN, 2015).

Mecanismos de agiao da prata

A impregnagao do carvao ativado com metais ¢ empregada como
uma estratégia para se aumentar a eficicia dos filtros devido a a¢io anti-
microbiana da prata (XAVIER et al., 2010). Essa utilizagao foi proposta
por Mitsumori e colaboradores (1977), que descreveram o tratamento
do carvio ativado com prata com fins purificadores e processos de este-
rilizagao e remogao de bactérias na dgua. Porém, antes disso, a prata ji



era impregnada no carvao ativado como catalisador na remogio de

vapor de mercario (MANES, 1968).

Virios estudos demonstram que fons de prata sio seletivamente
toxicos para micro-organismos procaridticos e exercem pequeno efeito
sobre células eucaridticas (PARK; JANG, 2003). A prata tem um longo
histérico de usos na medicina como agente antimicrobiano e tem sido
empregada como um desinfetante de dgua desde os tempos dos gregos
antigos, que 0 empregavam em jarros, em substituigéo aos tradicionais,
feitos de cerimica (ANGIOLETTO, 2003; LALLEY et al., 2014;
TORTORA et al., 2012).

Zhao et al. (2013) demonstraram um efeito bactericida da prata
(0,97% em massa) contra Escherichia coli. Em outro trabalho seme-
lhante, Paiva et al. (2014) observaram a eficiéncia da combinacio de
0,5% de prata com 0,5% do cobre contra o mesmo tipo de bactéria. O
resultado foi superior a 99%, demonstrando que os metais combinados
potencializaram o efeito oligodinAmico, apresentando sinergia e meca-
nismo de agio, com fons cobre se ligando a parede da célula e permi-
tindo a entrada de fons prata.

No entanto, o mecanismo de agdo inibitéria da prata sobre os
micro-organismos ¢ parcialmente conhecido. Alguns relatos demons-
tram que a carga positiva sobre o fon da prata é de extrema importincia
para a agdo antimicrobiana através da atracao eletrostdtica entre a
membrana celular carregada negativamente e as nanoparticulas com
carga positiva da prata (DIBROV etal., 2002; DRAGIEVA etal., 1999;
HAMOUDA et al.,, 2000).

Amro et al. (2000) sugeriram que a deplecio de metais pode alte-
rar a permeabilidade da membrana do micro-organismo dada pela
formagao de cavidades de forma irregular em sua membrana externa,
que ¢ causada pela liberagao progressiva de moléculas de lipopolissaca-
rideos e proteinas de membrana. Um mecanismo semelhante de nano-
particulas de prata foi observado por Sondi e Salopek-Sondi (2004),
quando avaliaram os efeitos contra Escherichia coli e comprovaram a
degradacao da estrutura da membrana celular bacteriana.
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Biofilmes microbianos

O crescimento bacteriano era, em sua grande maioria, considerado
como sendo planctonico, ou seja, suspensao em meio aquoso (DAVEY;
O’'TOOLE, 2000). No entanto, ja hd algum tempo, a maioria dos estu-
dos reconhece que grande parte das populacoes bacterianas, indepen-
dentemente do meio em que se encontrem (ambiental, alimentar ou
médico), estd propicia a formar agregados de vdrias espécies, consti-
tuindo comunidades de micro-organismos (COSTERTON et al.,
1999; JACOBSEN; SHIRTLIFF, 2011).

Na natureza, as bactérias estdo frequentemente presentes e associa-
das entre si na forma de biofilme, que constituem aglomerados de micro
-organismos que formam comunidades compostas por multiplas espé-
cies ou, predominantemente, por um tipo especifico, que aderem a um
substrato abiético ou substrato vivo (WRIGHT et al., 2013), podendo
ser denominado como biofilme monoespécie ou biofilme misto (hetero-

tipico) (BANDARA et al., 2009).

Essas comunidades, conhecidas como biofilmes, podem ser defini-
das como um conjunto de micro-organismos que crescem aderidos a
uma superficie e se revestem de uma camada heterogénea de compostos
extracelulares, definida como a matriz do biofilme (COSTERTON et
al., 1999). A formacio de um biofilme numa superficie envolve virias
etapas, sendo as principais a adesdo inicial a superficie, seguida da liga-
¢ao intercelular, como demonstrado na Figura 4.



Figura 4 — Representacio das etapas de desenvolvimento de um
biofilme microbiano

| 3 Substrato 4 b

, o R ! |
Adesdodas  Fixacdo Proliferagioe Maturagio do Dispersio
célulasna  jpreyersivel formagdo da matriz biofilme
superficie exopolissacaridica

Fonte: Adaptado de Menoita et al. (2012).

A etapa inicial da formagdo de um biofilme inicia-se com a adesio
de colonizadores primdrios em uma superficie bidtica ou abiética que
contenha matéria orginica e umidade, ocorrendo, primeiramente, inte-
racoes do tipo Van der Waals entre a superficie de fixagao e o coloniza-

dor inicial (GU, 2014).

A fixagao irreversivel de bactérias Gram-negativas a superficie
ocorre, aproximadamente, 2h apds a adesio inicial em que hd a forma-
¢ao de microcoldnias. Essas microcolénias correspondem a um amon-
toado de células unidas e aderidas entre si, em determinada superficie.
Nessa etapa, a morte dos micro-organismos é cessada (BOARI, 2008).

As células que se apresentam aderidas as superficies sao definidas
como sésseis, enquanto aquelas que estao livres e dispersas na fase
aquosa sao definidas como planctonicas. Os colonizadores primdrios
desenvolvem-se formando pequenas colonias que passam a sintetizar
uma matriz exopolissacaridica que atua como substrato, auxiliando a
aderéncia de outros micro-organismos, denominados colonizadores

secunddrios em sua estrutura (DUNNE JUNIOR, 2002).

Durante o processo de maturagio do biofilme, hd um aumento
pronunciado na quantidade de micro-organismos e materiais polissaca-
ridicos secretados, sendo aumentada a espessura do biofilme
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(HEYDORN et al., 2000). Quando o biofilme atinge uma determi-
nada massa critica e o equilibrio dinimico ¢ alcancado, as camadas
mais externas comecam a liberar células em estado planctonico, disper-
sando-se e multiplicando-se rapidamente. Assim, colonizam novas
superficies e organizam biofilmes em novos locais (GUPTA, 2016).

Dentre os agentes patogénicos, estao a Escherichia coli, Salmonella
spp., Shigella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio spp., Campylobacter
Jejuni Clostridium spp., Listeria monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa

(CHEW; YANG, 2016).

Formagao de biofilmes no carvao ativado

A aplicabilidade do carvao ativado estd relacionada a sua alta poro-
sidade, adsor¢ao rdpida e estabilidade térmica (HESAS et al., 2013).
Como consequéncia, sa0 numerosas as aplicag()es, como na catdlise
(LIMA et al., 2013), na indtstria de alimentos, na medicina (AWWAD
et al., 2015), na prote¢ao ambiental para o controle de tratamento de
dgua (LIU et al,, 2014) e efluentes (HAFTKA et al., 2004).

Filtros domésticos com carvao ativado sio capazes de adsorver
contaminantes (matéria orginica) presentes na dgua de consumo e
também removem cloro residual proveniente da estagao de tratamento
de dgua (ETA) (HENNING; VON, 2012). No entanto, o carvio
ativado, em meio imido, pode se tornar propicio ao desenvolvimento

de micro-organismos patogénicos (NANGMENYT et al., 2009).

A superficie do carvao ativado pode ser colonizada por micro-or-
ganismos, que podem estabelecer biofilmes. A colonizacio e prolifera-
¢a0 bacteriana trazem prejuizos como a diminui¢io de tempo de vida
atil do filtro e a contaminagdo da dgua filtrada por micro-organismos
(GIBERT et al., 2013). A irregularidade, rugosidade e porosidade da
superficie do carvao ativado fornecem um excelente ambiente para o
desenvolvimento e crescimento de biofilmes (ISLAM et al., 2016) e,
posteriormente, o desprendimento desses micro-organismos da estru-
tura do carvao ativado, contaminado a dgua filtrada, conforme ilus-
trado na Figura 5.



Figura 5 — Filtro de dgua de carvao ativado saturado com
micro-organismo
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Fonte: Préprios autores (2017).

Vidrias espécies bacterianas sido capazes de formar biofilmes
(COSTERTON et al., 1995). As bactérias Escherichia coli e Pseudomo-
nas aeruginosa sio um dos micro-organismos mais bem estudados
quanto a formagao de biofilme, sendo a segunda extensivamente utili-
zada como modelo para o estudo de biofilme (COSTERTON et al.,
1999; WATNICK; KOLTER, 2000).

Acredita-se que Pseudomonas aeruginosa usa o sistema de quorum
sensing que desempenha um papel critico na formagao de estruturas
maduras e diferenciadas do biofilme (DONLAN; COSTERTON,
2002). De uma forma simplista, esse fendmeno baseia-se no fato de
certos membros do biofilme utilizarem a secre¢ao de compostos meta-
bélicos que vao agir como sinais de comunica¢do para os restantes

membros da comunidade do biofilme (KIRAN et al., 2008).

Assim, Pseudomonas aeruginosa parece ser capaz de formar biofil-
mes sob uma gama de condi¢des diferentes, enquanto o biofilme de
Escherichia coli é preferencialmente formado em condi¢oes especificas,
com meios de cultura minimos, suplementados com aminodcidos, ou
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em meios pobres em nutrientes (WATNICK; KOLTER, 2000). Sao
muitos os mecanismos que regulam a formagao dessas comunidades

(O’GARA, 2007; SMITH; SPATAFORA, 2012).

Tendo em vista a possivel formagao de biofilmes, Shih e Lin (2010)
testaram a agdo bactericida dos metais, impregnando-os na superficie
do carvio ativado, com o intuito de prolongar sua vida ttil. Os pesqui-
sadores avaliaram fons de cobre e prata em um método de desinfecgio
contra biofilmes de Pseudomonas aeruginosa e outros, na distribuigao de
dgua hospitalar. O indculo das suspensées bacterianas continha 3x10°
ufc.mL?'. As combinagdes dos metais Cu/Ag (mg.L"') foram:
0,2%/0,02%; 0,4%/0,04%; 0,89%/0,08%. A amostra contendo
0,8%/0,08% mg.L" apresentou uma inibi¢ao de 99,9% nas primeiras
24 h. Os resultados comprovaram que a impregnagao de tais metais em
carvao ativado foi eficaz no controle de biofilme.

Perspectivas para o controle da formacao de biofilmes no carvao
ativado

O carvao ativado € extensivamente utilizado devido a sua alta
capacidade adsortiva. Entretanto, a formagao de biofilmes em sua estru-
tura porosa ¢ um dos principais limitantes para sua utilizagdo. Dessa
forma, a impregnagio do carvio ativado com metais como a prata cons-
titui-se em uma promissora alternativa no controle da formagao de

biofilmes (ZHAO et al., 2013).

Em um projeto de nossa equipe, concentracoes de prata menores
que as empregadas comercialmente (0,08%) foram impregnadas em
amostras de carvao ativado de casca de coco de babacu (Orbignya phale-
rata Mart., Arecaceae) nas concentracoes de 0,02%, 0,03% e 0,05% em
massa contra Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. Resultados
promissores foram encontrados, pois mesmo na menor concentragao foi
detectada inibicao total da formacio de biofilme nas condicées testa-
das. Diante desses resultados, verifica-se que a impregnagao do carvao
ativado com metais representa uma interessante estratégia no controle
da formagio de biofilmes e no retardamento da saturagio nos sistemas
de filtragem domésticos e industriais por micro-organismos.
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.

EFICACIA E SEGURANGA DA ESPECIE MEDICINAL
Pimenta pseudocaryophyllus (GOMES)
LANDRUM (MYRTACEAE): UMA REVISAQ

BRUCE SOARES CARDOSO
VANESSA CRISTIANE SANTANA AMARAL

terapéutica baseada em plantas medicinais, uma das mais
disseminadas priticas da medicina tradicional, tem mantido
seu papel fundamental no atendimento as necessidades prim4-
rias de satde publica nos paises em desenvolvimento, enquanto
ressurge nos paises desenvolvidos como parte de uma medicina alter-
nativa ou complementar as préticas alopdticas vigentes (OMS, 2014).

No Brasil, a cria¢do do Programa Nacional de Plantas Medici-
nais e Fitoterdpicos (PNPMF) buscou promover o uso sustentdvel da
biodiversidade da flora brasileira, a valorizagio e a preservacao do
conhecimento tradicional e o estimulo & pesquisa cientifica voltada
para a elaboragio de medicamentos fitoterdpicos (BRASIL, 2009).
Assim, ao colocar a pesquisa bdsica voltada para a bioprospecgao de
seus recursos naturais como uma politica ptblica do Estado, o governo
brasileiro estimulou centros de pesquisa privados e publicos a desen-
volverem tecnologia que lhes permitisse explorar a riqueza da biodi-
versidade brasileira, cuja flora contém 22% das espécies de plantas
superiores conhecidas no mundo (BRASIL, 2002). Dentre as espécies
de interesse medicinal que tém sido muito estudadas, destaca-se a
Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum, Myrtaceae, uma planta
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tipica do Brasil, que possui diversos usos atribuidos pela cultura popu-
lar e potenciais propriedades farmacoldgicas (D’ANGELIS, 2013).

A espécie P. pseudocaryophyllus é uma dentre as cerca de 1000
espécies de mirtdceas encontradas na flora brasileira, mas é a Gnica
representante do género Pimenta Lindl. nativa da América do Sul.
Pode ser encontrada como uma drvore de pequeno e médio porte
(Figura 1), embora menos frequentemente forme apenas arbustos

(LANDRUM; KAWASAKI, 1997).

Figura 1 — Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum, Sao Gongalo
do Abaeté-MG

Fonte: Préprios autores (2013).

Tradicionalmente usada por comunidades caigaras do litoral dos
Estados de Sao Paulo e Parand, as folhas de P. pseudocaryophyllus tém
uso enraizado na cultura popular brasileira, seja na culindria, na
aromatizacio de bebidas alcodlicas e refrescantes (LIMA et al., 2006),



seja no preparo de inalagoes, de solugoes alcodlicas para massagens
(MORGANTE et al,, 2012) e, principalmente, de chds com agoes
diurética, afrodisiaca, antigripal (SANTOS, 2010), antidiarreica, antis-
sifilica, antigonorreica, antirreumatoide, anti-helmintica, antipirética
(D’ANGELIS; NEGRELLE, 2014), calmante, digestiva e regulatéria
menstrual (LEGRAND; KLEIN, 1978 apud LANDRUM, 1986).

A investigagao cientifica da espécie teve inicio no século XIX, com
os primeiros esfor¢os para identificagao botanica e classificacao taxono-
mica de P. pseudocaryophyllus e, s foi concluida em 1986 (Tabela 1)
(LANDRUM, 1986).

Tabela 1 — Classificagao taxondmica da espécie Pimenta pseudocaryo-

phyllus (Gomes) Landrum (Myrtaceae)

Classificacao taxonémica

Pimenta pseudocaryophyllus

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Classe Magnolipsida

Ordem Myrtales

Familia Myrtaceae Juss.

Subfamilia Myrtoidea

Tribo Myrtaea

Subtribo Myrtinae

Género Pimenta Lindl.

Espécie Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum

Fonte: Landrum (1986).

P. pseudocaryophyllus ainda apresenta trés variedades regionais:
P. pseudocaryophyllusvar. hoehnei(Burret) Landrum; P. pseudocaryophyllus
var. fulvescens (DC.) Landrum; P.  pseudocaryophyllus  var.
pseudocaryophyllus ¢ a0 menos 3 quimiotipos: citral, (£)-cariofileno e
(E)-metilisoeugenol (PAULA et al., 2011).
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Os estudos fitoquimicos identificaram mais de 60 compostos vola-
teis apenas nos Oleos essenciais (OEs) extraidos das folhas de
P. pseudocaryophyllus, popularmente conhecida como craveiro ou cataia.
Em sua maioria de natureza terpénica ou fenélica, substincias como
(E)-metilisoeugenol, eugenol, geranial/neral, (E)-cariofileno e chavibe-
tol destacam-se por estarem presentes como constituintes majoritdrios

nesses OEs (PAULA et al., 2012).

Nos poucos estudos sobre a andlise do extrato etandlico bruto
(EE,) ou de suas fragoes (EE,) organicas e inorganicas (CAMPANINI
et al., 2014; PAULA et al., 2012), foram identificados flavonoides como
a catequina, a quercitrina e a rutina, e taninos como os acidos gélico,
eldgico e tinico. A presenga de compostos terpénicos e fenélicos, como
o lupeol e o eugenol, recorrentes nos dleos essenciais, foram confirma-
das nas anilises dos extratos brutos.

Até o momento, hd descri¢oes na literatura apenas da andlise fito-
quimica das folhas de espécimes de P. pseudocaryophyllus coletados nos
estados de Sao Paulo, Minas Gerais, Parand e no Distrito Federal. A
escolha da técnica de extragio dos dleos essenciais por hidrodestilagao
com aparato de Clevenger foi undnime nos estudos, bem como a técnica
de maceragio, quando produzidos os extratos etandlicos brutos (Tabe-
las 2 e 3). Quando extraido o dleo essencial, a identificacio de seus
constituintes foi realizada pela combina¢io das técnicas de cromatogra-
fia gasosa (CQ), seguida de espectrometria de massas (MS), enquanto os
extratos etandlicos brutos foram analisados por cromatografia liquida
de alta eficiéncia (CLAE) (CAMPANINI et al., 2014) ou purificados
por cromatografia em coluna, tendo seus principais componentes carac-
terizados por ressonincia magnética nuclear (RMN) (PAULA et al.,
2012).

A identificagao de compostos nos extratos etandlicos brutos e
dleos essenciais e as prospecgdes fitoquimicas de P. pseudocaryophyllus
nao apenas fornecem valiosas informagdes que ajudam a compreender
alguns usos etnofarmacolégicos da espécie, como também ampliam e
embasam o entendimento de seus efeitos farmacoldgicos e toxicoldgi-
cos potenciais.



Perfil farmacolégico da P. pseudocaryophyllus

Estudos realizados na ultima década tém identificado o amplo
potencial farmacolégico das folhas de P. pseudocaryophyllus, que inclui
propriedades ansiolitica, antidepressiva (FAJEMIROYE et al. 2012a,b,
2013), antioxidante/anti-inflamatéria (CAMPANINI et al., 2013,
2014), antinociceptiva/anti-inflamatéria (PAULA et al., 2012), anti-hi-
peruricémica (FERRARI et al., 2016), antibacteriana e antifiingica
(CUSTODIO et al., 2010; EL ASSAL et al., 2014; FERNANDES et
al., 2012; LIMA et al., 2006; PAULA et al., 2009; SANTOS, 2010;
SUZUKI et al.,, 2014; YOKOMIZO; NAKAOKA-SAKITA, 2014).

Além do vasto potencial para exploragio comercial pela indis-
tria farmacéutica, estudos tém demonstrado que a espécie P. pseudo-
caryophyllus apresenta, ainda, aplicabilidade para a inddstria quimica
como um agente natural contra larvas e insetos (PAVARINI;

ANSANTE; CACERES, 2010; RIBEIRO et al., 2015).
A atividade antimicrobiana das folhas de P. pseudocaryophyllus é

a propriedade farmacolégica mais descrita na literatura. Até o
momento, diversos estudos analisaram as ac6es antibacteriana e anti-
fungica de seus OE e de seu extrato etandlico, como mostram as
Tabelas 2 e 3, respectivamente.

Tabela 2 — Atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais extraidos das

folhas da espécie Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum

(Myrtaceac)
Microrganismo Método CEPA CIM (ng/mL) Referéncia
ou Halo (mm)
Bactérias Gram +
Staphylococcus Microdilui¢io ATCC 6538 >1000/250* Paula ecal,
aureus (2012)
Microdiluicio ~ ATCC 25923 >1000/125* Paula et al.
¢ (2012)

Custodio et al.

Microdiluigao ATCC 25923 17 (2010)
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CIM (pg/mL)

Microrganismo Método CEPA Referéncia
ou Halo (mm)
. P 0,0015/47x10°  Limaetal.
Microdiluigao ATCC 25923 o (2006)
Difusiao em dgar ~ ATCC 25923 R Santos (2010)
Staphylococcus . o . Paula et al.
epidermidis Microdiluigao ATCC 12229 >1000/125 (2012)
. S Suzuki et al.
Microdiluigao ATCC 12228 R (2014)
Corynebacterium TR Suzuki et al.
werosis Microdiluigio IAL 105 1000 (2014)
. " . S Custodio et al.
Bacillus subtilis Microdiluicao ATCC 8272 17
(2010)
Micrococcus Microdiluicio ATCC 7468 500 Suzukietal.
yunnanensis (2014)
Micrococcus luteus  Microdilui¢ao ATCC 9341 >1000/125* F;(l)lll;)et al-
Micrococcus roseus  Microdilui¢io ATCC 1740 >1000/125* F;(;lll;)et al.
Bacillus cereus Microdiluicio ATCC 14579 >1000/62,5* F;gll;)et al,
Bacillus . oo . Paula et al.
atrophacus Microdiluicao ATCC 6633 >1000/125 (2012)
Bactérias Gram -
Escherichia coli Microdiluicao ATCC 8739 >1000/>1000* an(l)lllaz)et al-
Microdiluicio ~ ATCC 11229 >100051000+  Laulaecal
¢ (2012)
. S Custodio et al.
Microdiluigio ATCC 25922 17 (2010)
Lima et al.
. . P Kk
Microdiluicao ATCC 25922 0,048/0,048 (2006)
Difusio em dgar ATCC 25922 21 Santos (2010)
Enterobacter . oo . Paula et al.
cloacae Microdiluicao CI >1000/>1000 (2012)



CIM (pg/mL)

Microrganismo Método CEPA Referéncia
ou Halo (mm)
Enterobacter Microdiluicdo ATCC 13048 1000/>1000+  L2ulaeral.
aerogenes (2012)
Entero‘coccu: Difusiao em 4gar ~ ATCC 29212 R Santos (2010)
Sfaecalis
Pseudomonas Microdiluicio ATCC 27483 »1000/>1000%  Loulaeal
aeruginosa (2012)
Microdiluic CI -1000/51000%  Daulaecal
crodiluigio (2012)
. g Custodio et al.
Microdiluicao ATCC 27853 66 (2010)
Lima et al.
. e os *ok
Microdiluigio ATCC 9027 0,048/0,048 (2006)
Difusio em d4gar ~ ATCC 27853 R Santos (2010)
Difusio em 4gar ~ ATCC 110699 R Santos (2010)
Serratia . g Paula et al.
Microdiluigao ATCC 14756 >1000/>1000*
marcescens (2012)
Salmonella spp. Microdilui¢io ATCC 19430 >1000/>1000* F;(;lll;)et al-
. . oo Suzuki et al.
Proteus hauseri Microdiluicio ATCC 13315 500
(2014)
Fungos
Candida albi Microdiluica c 500/500* Paula ecal.
ndida albicans icrodiluicio > (2012)
. g Custodio et al.
Microdiluicao CI 4 (2010)
. PR o Lima et al.
Microdiluicao ATCC 10231 0.024/0,048 (2006)
. oo El Assal et al.
Microdiluigio CI >256 (2014)
Microdiluicao ATCC 90028 2250 Santos (2010)
Microdiluigao ATCC 76615 2250 Santos (2010)
Difusido em 4gar ~ ATCC 90028 35 Santos (2010)
Candida albicans Difusio em 4gar ~ ATCC 76615 35 Santos (2010)
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CIM (pg/mL)

Microrganismo Método CEPA ou Halo (mm) Referéncia
Candida . o N Paula et al.
parapsilosis Microdiluigio CI >500/500 (2012)

Microdiluiga ATCC 22019 500/500* Paula ccal.
icrodiluigao (2012)
Microdilui¢ao ATCC 22019 2250 Santos (2010)
Difusio em 4gar ~ ATCC 22019 >35 Santos (2010)
. . . o Custodio et al.
Candida krusei Microdiluicao CI 4 (2010)
Microdiluigio ATCC 6258 1125 Santos (2010)
Difusido em 4gar ~ ATCC 6258 38 Santos (2010)
Cryptococcus i o . Paula et al.
neaformans Microdiluigao ATCC 28957 125/15,6 (2012)
. S « Paula et al.
Microdiluicao CI 250/62,5 (2012)
. S N Paula et al.
Microdilui¢ao CI 250/62,5 (2012)

Legenda: * CIM (ug/mL) para o 6leo essencial extraido do quimiotipo (£)-metilisoeugenol/ CIM (pg/
mL) para o dleo essencial extraido do quimiotipo citral; ** CIM (ug/mL) para espécime coletado em
Paranapiacaba, SP/ CIM (pg/mL) para espécime coletado em Ilha do Cardoso, SP;

Abreviaturas: CIM — Concentragio inibitério minima; CI — Clinicamente isolada; R — Resistente; IAL
— Instituto Adolfo Lutz.

Ao analisar a atividade antimicrobiana dos OE de P. pseudocaryo-
phyllus sobre fungos filamentosos clinicamente isolados utilizando o
método de difusio em dgar, Custédio et al. (2010) verificaram que, na
maior concentragio de OE testada, que foi de 4 mg/placa, cerca de 40
e 80% do crescimento das micelas de Botryosphaeria rhodina e Fusarium
verticillioides foi interrompido. Yokomizo e Nakaoka-Sakita, (2014),
por sua vez, também analisaram o potencial antimicrobiano dos OE
extraidos das folhas de dois espécimes de P. pseudocaryophyllus pelo
método de difusdo em dgar. Nesse estudo, verificou-se que o espécime
procedente de Campos do Jordao — SP tinha atividade antimicrobiana
bem superior ao espécime coletado em Itaquaquecetuba — SP, indicando
a ocorréncia de polimorfismo quimico. Na média, os OE de P. pseudo-



caryophyllus apresentaram forte atividade contra a bactéria Gram-posi-
tiva Staphylococcus aureus e contra os fungos Aspergillus niger e Penicil-
lium verrucosum, sem, contudo, serem capazes de inibir expressivamente
o crescimento de Escherichia coli.

Acredita-se que os diferentes niveis de atividade antimicrobiana
apresentados pelos 6leos essenciais extraidos da espécie P. pseudocaryo-
phyllus estejam relacionados as variagoes na concentragao de alguns de
seus constituintes com propriedades antibacteriana e antifingica conhe-
cidas, como o eugenol (CUSTODIO et al., 2010; SUZUKI et al.,
2014), o citral, o 4cido oleandlico, o dcido eldgico (PAULA et al., 2012)
e os flavonoides catequina e quercitrina (E1 ASSAL et al., 2014).

Tabela 3 — Atividade antimicrobiana de extratos etanélicos obtidos das

folhas da espécie Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum

(Myrtaceae)
Mlcfo— Método CEPA CIM (ug/mL) Referéncia
organismo ou Halo (mm)

Bactérias Gram +

Staphylococcus Microdiluicio ATCC 6538 1000/500" Paula ec al. (2012)

aureus
Microdiluicao ATCC 25923 1000/500" Paula et al. (2012)
Difusio em dgar ATCC 29213 17/19/17° Paula et al. (2009)
Microdiluicio ATCC 29213 0,39/0,78/0,39*  Paula et al. (2009)
Microdiluigio CI 0,78/1,56/0,78%  Paula et al. (2009)

Staphylococcus Microdiluicio ATCC 12229 1000/1000' Paula ec al. (2012)

epidermidis

Z’;ZZ“’””S Microdiluicao ATCC 9341 1000/500" Paula et al. (2012)
Microdiluigio ATCC 9341 0,78/1,56/0,78%  Paula et al. (2009)
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or:f;;;o Método CEPA f:ﬁ:lig(’::i)) Referéncia
Micrococcus roseus  Microdiluicio ATCC 1740 1000/500" Paula et al. (2012)
Difusao em dgar ATCC 1740 27/29/28° Paula et al. (2009)
Microdiluigao ATCC 1740 0,78/0,78/0,78*  Paula et al. (2009)
Bacillus cereus Microdiluigao ATCC 14579 1000/500' Paula et al. (2012)
Difusio em dgar ATCC 14579 16/18/16° Paula et al. (2009)
Microdiluigio ATCC 14579 0,39/0,78/0,39%  Paula et al. (2009)
f;;;f/b’;m Microdiluicio ~ ATCC 6633 1000/500" Paula ctal. (2012)
Difusio em dgar ATCC 6633 14/16/14° Paula et al. (2009)
Microdiluigao ATCC 6633 1.56/1,56/1.56*  Paulaetal. (2009)
Bacillus
stearothermophil-  Difusio em dgar ATCC 1262 13/15/13° Paula et al. (2009)
lus
Microdiluigio ATCC 1262 0,78/1,56/0,78*  Paula et al. (2009)
Bactérias Gram -
Escherichia coli Microdiluigao ATCC 8739 >1000/>1000" Paula et al. (2012)
Microdiluicao ATCC 11229 >1000/>1000" Paula et al. (2012)
Difusio em dgar ATCC 8739 0/0/0° Paula et al. (2009)
Difusao em dgar ATCC 25922 0/0/0° Paula et al. (2009)
Microdiluicao ATCC 8739 12,5/1,56/1.56*  Paula et al. (2009)
Microdiluigio ATCC 25922 SE/25/25 Paula et al. (2009)
Enterobacter Microdiluicio cI >1000/>1000'  Paula et al. (2012)
cloacae
Difusio em dgar HMA/FT502  0/0/0° Paula et al. (2009)
Microdiluicao HMA/FT502  3,12/12.5/1.56* Paula et al. (2009)
fe’ifg’::jf’” Microdiluicio ATCC 13048  >1000/>1000'  Paula etal. (2012)
Difusao em 4gar ~ ATCC 13048  0/0/0° Paula et al. (2009)
Microdiluigio HMA/FT502  12,5/25/1.56* Paula et al. (2009)



Micro- Método CEPA CIM (ug/mL) Referéncia
organismo ou Halo (mm)
Pseudomonas Microdiluicio ATCC 27483 1000/1000! Paula et al. (2012)
aeruginosa
Microdiluicao CI 1000/1000! Paula et al. (2012)
Difusio em dgar ATCC 9027 13/12/13% Paula et al. (2009)
Difusio em dgar ATCC 27253 13/15/16° Paula et al. (2009)
Microdiluicao ATCC 9027 3,12/1,56/1.56* Paula et al. (2009)
Microdiluigio ATCC 27253 0,39/1,56/0,78*  Paula et al. (2009)
Pseudomonas . g 4
. Microdiluicao CI 0,39/1,56/0,78 Paula et al. (2009)
stutzeri
Microdiluigao ATCC 27253 0,78/1,56/0,78%*  Paula et al. (2009)
Serratia Microdiluicio ATCC 14756 >1000/>1000'  Paula ecal. (2012)
marcescens
Difusdo em dgar ATCC 14756 15/14/15° Paula et al. (2009)
Paula et al. (2012)
Salmonella spp. Microdiluigao ATCC 19430  1000/1000'
Fungos
Candida albicans ~ Microdiluigao CI 125/62,5! Paula et al. (2012)
Difusao em dgar ATCC 1023 T/T/13 Paula et al. (2009)
Microdiluicao ATCC 1023 0,19/0,19/0,19* Paula et al. (2009)
. o El Assal et al.
Microdiluigio CI 256 (2014)
Candu'la . Microdilui¢ao CI 62,5/31,2! Paula et al. (2012)
parapsilosis
Microdiluicao ATCC 22019  62,5/31,2! Paula et al. (2012)
Cryptococcus Microdiluicio ATCC 28957  15.6/15,6! Paula et al. (2012)
neoformans
Microdiluigio CI 125/7,8! Paula et al. (2012)
Microdiluicao CI 125/15,6! Paula et al. (2012)
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Micro- CIM (ug/mL)

. Método CEPA Referéncia
organismo ou Halo (mm)
Microdiluicio ~ ATCC 32045 642 Fernandes et al.
(2012)
Microdiluigao CI 64° Fernandes ecal.

(2012)

Legenda: 1. CIM (pg/mL) para o extrato etandlico obtido do quimiotipo (E)-metilisoeugenol/ CIM
(pg/mL) para o extrato etandlico obtido do quimiotipo citral; 2 CIM de 64 pg/mL) tanto para C.
neoformans melanizados, quanto niao melanizados; 3. Halo, em mm, para o extrato I (coleta em Brasilia,
abril de 2005)/ para o extrato II (coleta em Brasilia, setembro de 2005/ para o extrato III (coleta em Sao
Gongalo do Abaeté, Julho de 2000); 4. CIM, pg/mL, para o extrato I (coleta em Brasilia, abril de 2005)/
para o extrato II (coleta em Brasilia, setembro de 2005/ para o extrato III (coleta em Sao Gongalo do

Abaeté, Julho de 2000)

Abreviaturas: CIM — Concentragio inibitério minima; CI — Clinicamente isolada; T — Tracos de inibi-
¢do do crescimento; SE — Sem efeito.

Quando analisada a atividade antimicrobiana das fragoes hexano,
diclorometano, acetato de etila e aquosa obtidas a partir do extrato
etanélico bruto de dois quimiotipos de P. pseudocaryophyllus, (E)-meti-
lisoeugenol e citral, Paula et al. (2012) verificaram que apenas as fracoes
diclorometano de ambos os quimiotipos apresentaram moderada agio
antimicrobiana (CIM: 250 a 500 pug/mL) sobre as bactérias Gram-posi-
tivas testadas e nenhuma fracio teve efeito sobre as bactérias Gram-
negativas. Por outro lado, vdrios niveis de agao antifingica sobre C.
albicans, C. parapsilosis e C. neoformans puderam ser identificados, com
destaque para o potencial apresentado pelas fragoes hexano (CIM: 15,6
a 62,5 pg/ml) e aquosa (CIM: 7,8 a 62,5 pg/mL) do quimiotipo
(£)-metilisoeugenol e pelas fragoes acetato de etila (CIM: 7,8 a 31,2 pg/
ml) e aquosa (CIM: 15,6 a 62,5 pg/mL) do quimiotipo citral. Tais
propriedades antifingicas também foram verificadas por El Assal et al.
(2014), que observaram inibi¢ao do crescimento, redu¢io na aderéncia
as células epiteliais e na formacao de hifas em 12 isolados de C. albicans
e C. parapsilosis apds exposigo as fragoes aquosa e acetato de etila obti-
das das folhas de P. pseudocaryophyllus, quimiotipo citral. Em resumo,
as fragdes aquosa e acetato de etila, bem como o extrato bruto de P.
pseudocaryophyllus demonstraram agao antifingica, induziram altera-
¢oes metabolicas, causaram lesdes nas membranas e reduziram a expres-



sao de fatores de viruléncia em fungos, podendo, portanto, ser fonte
para desenvolvimento de novos agentes antimicéticos.

Além das propriedades antimicrobianas, estudo realizado por Paula
et al. (2012) investigou a ago dos extratos etandlicos brutos obtidos das
folhas de P. pseudocaryophyllus em modelos de contor¢oes abdominais
induzidas por 4cido acético e de edema de orelha induzido por éleo de
créton em camundongos. Como resultado, foi verificado que tanto o
quimiotipo citral quanto o (£)-metilisoeugenol apresentaram proprieda-
des anti-inflamatéria e antinociceptiva, possivelmente atribuidas 2
presenca de compostos analgésicos e anti-inflamatérios em seus extratos,
como lupeol, a-amirina, B-amirina, quercetina, quercitrina e afzelina.

A agao anti-inflamatéria do extrato etandlico bruto obtido das
folhas de P. pseudocaryophyllus também foi descrita por Campanini et
al. (2013, 2014), que testaram a capacidade de duas formulagoes topicas
lipidicas incorporadas ao extrato de P. pseudocaryophyllus, de reverter o
processo inflamatério e oxidativo instalado na pele irradiada por raios
ultravioleta B (UV-B). De forma significativa, as formulacoes contendo
o extrato nio sé reduziram o edema, como também combateram o
surgimento de diversos fatores pré-inflamatérios e oxidativos deletérios
a pele dos camundongos testados, inibindo a atividade de mieloperoxi-
dases e da matriz metaloprotease e a produc¢ao de interleucina-13 e de
anion superdéxido. Por fim, ambas as formulacoes testadas nio sé
aumentaram a expressao de 4cido ribonucleico mensageiro (RNA )
para glutationa redutase, como também inibiram a deplegao dessa
enzima antioxidante.

Mais recentemente, Ferrari et al. (2016) mostraram que camun-
dongos suicos tratados com os extratos aquosos das folhas e galhos de
P. pseudocaryophyllus reduziram os niveis séricos de dcido trico, demons-
trando, assim, atividade anti-hiperuricémica da espécie. A agao hipou-
ricémica de P. pseudocaryophyllus foi demonstrada pela inibigao da ativi-
dade residual da xantina oxidase dosada no figado desses animais.

A capacidade de o extrato etandlico bruto obtido das folhas de P.
pseudocaryophyllus (EPp_), bem como de suas fracoes aquosas (FA),
hexano (FH), diclorometano (FD) e acetato de etila (FAE) apresentarem
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atividade sobre o sistema nervoso central (SNC) foi avaliada em estudo
desenvolvido por Fajemiroye et al. (2012a). Nesse estudo, a avaliagio do
tempo de sono induzida por barbituricos foi realizada pela administragao
de pentobarbital 40 mg/kg a camundongos suicos, 60 minutos apds
terem sido tratados com o extrato e suas fragées por via oral (EPp : 1g/
kg; FA: 0,64 g/kg; FEA: 0,42 g/kg; FD: 0,25 g/kg; FH: 0,16 g/kg).
Os resultados mostraram que apenas a FD nao foi capaz de reduzir a
laténcia do sono, enquanto o EPp_, a FA e a FD aumentaram o tempo de
sono nos camundongos quando comparados ao grupo controle. No teste
de campo aberto, também realizado 60 minutos apds a administracao de
EPp_ e suas fragoes, com as mesmas doses adotadas na avaliagao do
tempo de sono, a FA mostrou efeito sedativo verificado pela reducio do
nimero de cruzamentos totais ¢ pelo aumento no tempo de congela-
mento. Por outro lado, os camundongos tratados com FD ficaram mais
tempo no centro do campo aberto sem quaisquer sinais de incoordenagao
motora, um resultado indicativo de acao ansiolitica.

Em investigagdo subsequente do potencial ansiolitico da FD,
administrada oralmente a camundongos suigos machos, nas doses de
125, 250 e 500 mg/kg, Fajemiroye et al. (2012b) sugeriram que a ativi-
dade ansiolitica identificada pudesse ter sido mediada pela agio dos
receptores serotonérgicos do tipo 5-HT | ,. Isso porque os camundongos
tratados com FD exibiram comportamentos ansioliticos nos testes do
labirinto em cruz elevado e transi¢ao claro e escuro que nao puderam
ser bloqueados pelo tratamento prévio dos camundongos com flumaze-
nil (2 mg/kg), 30 min antes da administracio de FD e 90 minutos
antes dos testes comportamentais. Por outro lado, o tratamento prévio
com o antagonista serotonérgico NAN-190, na dose de 0,5 mg/kg,
reverteu completamente os efeitos ansioliticos dessa fragao. Diante
desses resultados, Fajemiroye e colaboradores sugerem que os efeitos
ansioliticos da FD, obtida do extrato etandlico das folhas de P. pseudo-
caryophyllus, podem estar relacionados A neurotransmissao serotonér-
gica, com envolvimento dos receprores do tipo 5-HT ,.

Adicionalmente, em andlise do efeito antidepressivo da FD, admi-
nistrada por via oral a camundongos suicos machos nas doses de 125, 250
e 500 mg/kg, Fajemiroye et al. (2013) verificaram uma redugao significa-



tiva no tempo de imobilidade dos animais tratados com 125 e 250 mg/kg
quando comparados ao grupo controle, tanto no teste de nado forcado,
quanto no teste de suspensio pela cauda. Todavia, esse efeito nio se
mostrou diretamente relacionado com a dose, nao sendo observado nos
animais tratados com 500 mg/kg de FD. Importante ressaltar que os
efeitos antidepressivos da FD observados no teste de nado forcado foram
completamente revertidos em animais previamente tratados com paraclo-
rofenilalanina, um agente depletor de monoaminas, como a serotonina.
Por outro lado, no teste de campo aberto, os animais tratados com 500
mg/kg de FD reduziram significativamente o nimero de cruzamentos e
levantamentos, assim como os animais tratados com diazepam (5 mg/
kg), o que sugere atividade ansiolitica da FD.

Fica claro, portanto, que as contribui¢ées de Fajemiroye e colabo-
radores fornecem um precioso exemplo de como o conhecimento cien-
tifico pode confirmar potenciais usos farmacolégicos de uma planta
medicinal advindos da cultura popular. Desde os estudos de Legrand e
Klein (1978), a agao calmante dos chds das folhas de P. pseudocaryophyl-
lus ja estava tradicionalmente indicada, mostrando como os conheci-
mentos etnofarmacoldgicos podem nortear a pesquisa cientifica.

Perfil toxicolégico da espécie P. pseudocaryophyllus

Até o momento, ¢ escassa a literatura cientifica destinada a cara-
terizagao do perfil de seguranca da P. pseudocaryophyllus. A maior
parte das informagdes disponiveis sobre a toxidade dessa espécie
limita-se a dados extraidos de estudos iz vivo que investigaram
propriedades farmacolégicas, mas nao o perfil de seguranca do uso
dessa planta medicinal.

Nos estudos realizados por Fajemiroye et al. (2012b, 2013), por
exemplo, que investigaram a agdo central da fracio diclorometano do
extrato bruto de P. pseudocaryophyllus em camundongos nas doses
orais de 125, 250 e 500 mg/kg, nao hd descri¢ao de efeitos neurotdxi-
cos significativos atribuidos a espécie. Tampouco, Campanini et al.
(2013, 2014) demonstraram quaisquer reagoes topicas de toxicidade
em camundongos que receberam aplicacoes de formulagoes fotopro-
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tetoras contendo o extrato etandlico bruto de P. pseudocaryophyllus
em concentragdes que variaram de 2-/0%. No entanto, quando reali-
zada a avaliagao neurofarmacoldgica geral do extrato bruto de P. pseu-
docaryophyllus, Fajemiroye et al. (2012a) utilizaram as vias de admi-
nistragao oral, intraperitoneal e subcutinea e adotaram as doses de
500, 1.000 ¢ 2.000 mg/kg. Contor¢des abdominais, reducao da capa-
cidade exploratéria e alienagao foram observadas apés 10 minutos da
administragao intraperitoneal e 30 minutos apds a administragao oral
das trés doses testadas. A administragio subcutinea do extrato bruto
na dose de 2.000 mg/kg provocou redu¢io na atividade motora
espontinea e piloere¢io apés 30 minutos. Apds 60 minutos, os
animais apresentaram ataxia. Os animais que receberam 2.000 mg/
kg de extrato bruto pelas vias intraperitoneal e subcutinea foram a
6bito em até 24h, enquanto aqueles que receberam essa mesma dose
por via oral apresentaram tremores, convulsoes e alteragdes compor-
tamentais que podem estar relacionadas ao efeito geral depressor do
extrato bruto de P. pseudocaryophyllus, como também podem ser
interpretadas como sinais indicativos de neurotoxicidade. Por outro
lado, Paula et al. (2012) também testaram doses orais de 500, 1.000
e 2.000 mg/kg em camundongos durante a realizagao de estudo que
investigava as propriedades anti-inflamatéria e antinociceptiva de
P. pseudocaryophyllus e nao observaram reagdes toxicoldgicas.

No tnico estudo toxicoldgico iz vive disponivel na literatura, o
extrato seco obtido das folhas de P. pseudocaryophyllus, (E)-metili-
soeugenol, foi administrado a ratas Wistar, por gavage, nas doses de
2.000, 2.500 e 3.000 mg/kg, do dia gestacional (DG) 6 ao 15 (periodo
da organogénese). Os resultados mostraram que, durante o periodo da
organogénese, houve redugio no ganho médio de massa corporal
materna em todos os grupos tratados quando comparados ao controle.
Todavia, o tratamento com o extrato nio alterou o consumo de ragio,
nem o desempenho reprodutivo das progenitoras. Esses resultados suge-
rem que o extrato seco de P. pseudocaryophyllus apresenta toxicidade
materna, sem, contudo, afetar a capacidade reprodutiva de ratas Wistar

(CARDOSO et al., 2015, 2017).



Conclusao

O interesse cientifico pela espécie P. pseudocaryophyllus tem aumen-
tado nos tltimos anos devido ao aumento no nimero de publicacoes
que investigam os aspectos botinicos e fitoquimicos, bem como as
propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas dessa espécie medicinal
brasileira. Todavia, a maioria das prospec¢oes fitoquimicas analisou os
dleos essenciais extraidos das folhas P. pseudocaryophyllus, fazendo-se,
entdo, necessdrias andlises mais amplas envolvendo outros grupos de
compostos vegetais e outras partes dessa planta medicinal. Os estudos
farmacoldgicos, por sua vez, apontam para diferentes propriedades
farmacolégicas da espécie, embora a caréncia de estudos toxicoldgicos
permaneca como uma grande lacuna na literatura dedicada 2

P. pseudocaryophyllus.
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TECNOLOGIAS APLICADAS A0
DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS

ALESSANDRA RIBEIRO SARTOR LIMA
EDEMILSON CARDOSO DA CONCEICAO
JOELMA ABADIA MARCIANO DE PAULA

desenvolvimento tecnolégico de produtos fitoterdpicos abrange
multiplas etapas, que percorrem desde a obtengao do insumo
farmacéutico ativo vegetal até as acoes de transformagao farma-
cotécnica que viabilizam o medicamento fitoterdpico
(BASSANI; PETROVICK, 2017). O insumo farmacéutico ativo
vegetal obtido na fase inicial de um trabalho serd a base dos estudos
de pré-formulagio, formulagdo, estabilidade, transposi¢ao de escala
produtiva e também estudos pré-clinicos e clinicos para obtengao de
um medicamento fitoterdpico. Dessa forma, ¢ evidente a importincia
da qualidade do insumo desenvolvido, tanto no que diz respeito a

seguranca na sua administragao terapéutica, quanto a sua performance
no produto final (IZZO et al., 2016).

O termo qualidade abrange as caracteristicas varidveis que tém
impacto significativo sobre um produto. Para firmacos a base de plan-
tas, tais caracteristicas varidveis incluem a origem da planta, sua identi-
dade botnica, pureza, poténcia, estabilidade e teor de seus marcadores,
podendo estender-se as boas prdticas agricolas e as boas prdticas de
fabricagao que sao também importantes e impactam diretamente na
qualidade de fitoterdpicos (CALIXTO, 2000; SHUKLA et al., 2009;
ZHANG, 2012).
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Neste capitulo serio abordadas as tecnologias aplicadas nos
processos de obtengio e secagem de extratos vegetais e aspectos impor-
tantes sobre a padronizacio de extratos vegetais aplicdveis & produgao
de fitoterdpicos.

Processos extrativos

O estudo das plantas medicinais come¢a com a pré-extragao e
extragao, passos importantes no processamento dos constituintes bioa-
tivos. Métodos tradicionais, como macera¢io, percolagio e extragio de
Soxhlet s20 comumente usados no ambiente de pesquisa ou até mesmo
em pequenas empresas, porém apresentam limitagoes a producao de
fitoterdpicos, relacionadas ao seu rendimento, alto consumo de solvente
e custo de produgao. Essas limita¢oes impulsionaram estudos que resul-
taram em importantes avangos no processamento de plantas medici-
nais, com o desenvolvimento de modernos métodos de extra¢ao. Dentre
estes métodos, podem ser citados, a extra¢io por micro-ondas (AZWA-
NIDA, 2015), extragio assistida por ultrassom (PAULA et al., 2016),
extragao com fluidos supercriticos (MUSHTAQ et al., 2014) e extragio
a quente com fluido pressurizado (CAMEL, 2001), as quais tém por
objetivo comum aumentar o rendimento e diminuir o custo do processo
extrativo. Além disso, as modificacoes nesses métodos sio desenvolvi-
das continuamente, disponibilizando uma grande variedade de possibi-
lidades extrativas.

Portanto, com a variedade de métodos existentes, a selecio do
método de extragdo adequado requer uma avaliagdo meticulosa, que
deve ir além da simples comparagao dos rendimentos dos extratos
brutos, gerando a necessidade de conhecer o fundamento e o impacto
de cada técnica ao composto bioativo de interesse (GHOSH; HAQ;
CHAKRABORTY, 2011; MUSHTAQ et al., 2014; PAULA et al.,
2016; ZHOU et al., 2016).

Maceragdo

A maceragdo ¢ uma técnica na qual a extragao da matéria-prima
vegetal (inteira ou em pé grosseiro) é realizada em um recipiente fechado



a temperatura ambiente, por um periodo prolongado de pelo menos trés
dias e sem renovagao do liquido extrator. O processo visa suavizar e
quebrar a parede da célula vegetal para liberar os compostos fitoquimi-
cos soltiveis, apds o periodo de maceragdo a mistura é prensada e filtrada

(HANDA, 2008).

A maceragao nao conduz ao esgotamento da matéria-prima devido
a saturagio do liquido extrator e ao equilibrio difusional entre o meio
extrator ¢ o interior da célula. Variagoes dessa técnica objetivam o
aumento da eficiéncia de extrago, entre elas, a digestao (maceragao
realizada com aquecimento entre 40 e¢ 60 °C), macera¢ao dinimica
(realizada sob agitagao constante) e remaceragio (onde a maceragao ¢é
repetida utilizando a mesma matriz vegetal e o liquido extrator ¢ reno-
vado). Na maceragio, a escolha do liquido extrator é determinante para
o tipo de composto que se deseja extrair (BASSANIL; PETROVICK,
2017; GHOSH; HAQ; CHAKRABORTY, 2011).

Percolagdo

A percolagio é uma técnica dindmica que consiste na utilizagao de
um recipiente estreito, em forma de cone, aberto em ambas as extremi-
dades (percolador), no qual a droga moida umedecida e intumescida é
deixada em contato com o liquido extrator por 24 horas. Na sequéncia,
o liquido extrator inicia a passagem através da droga empacotada no
percolador. Entao, o percolador é aberto e o liquido ¢ deixado escorrer

lentamente (PANDEY; TRIPATHI, 2014).

Tanto a maceragao quanto a percolagio sio métodos de execugio
simples. No entanto, um grande volume de solventes é consumido, o
que exige uma preocupagao com o custo do processo e a gestao dos

residuos gerados durante a extragao (AZWANIDA, 2015).

Extragdo de Soxhlet

Entre as técnicas tradicionais, a extracio de Soxhlet é a mais citada
em processos de otimizagao de novas técnicas extrativas, sendo conside-
rada como referéncia devido a sua extra¢ao exaustiva (SULAIMAN et
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al., 2011). O aparato de Soxhlet consiste em uma fonte de calor elétrica,
um reservatdrio de solvente (frasco de destilagao), que contém o solvente
extrator, um corpo extrator (composto por um tubo que conduz o vapor
ao condensador, um sifao e um cartucho poroso, que contém a amostra
s6lida) e um condensador de refluxo arrefecido com dgua. A amostra é
colocada no cartucho, que ¢, entdo, posicionado no corpo do extrator.
O solvente é vertido no frasco de destilagio (reservatério de solvente) e
o corpo extrator e o condensador sio montados sobre o frasco, sequen-
cialmente. O reservatério de solvente ¢, entdo, colocado sob aqueci-
mento e, a medida que a temperatura aumenta, o solvente é vaporizado.
Uma vez que o solvente chega ao condensador, condensa e escorre para
baixo no corpo do extrator, entrando em contato com o cartucho que
contém a amostra. A medida que o processo continua, a amostra é
macerada com o solvente até atingir o volume desejado. No final de
cada ciclo, aumenta-se a concentracio do extrato no reservatério de
solvente. Uma vez que o extrato tem uma temperatura de ebuli¢io mais
elevada do que o solvente, apenas o solvente puro atingird o cartucho da
amostra, aumentando, assim, a eficiéncia de extragao. A caracteristica
inteligente desse método deve-se 4 pequena quantidade de solvente
necessdria para a realizagio de cada ciclo extrativo. Esse processo pode
continuar durante vdrios ciclos (até 4 ciclos por hora dependendo do
volume do solvente), enquanto que o tempo de extragio total pode
variar de 6 a 24 h, dependendo da matriz e da solubilidade dos compos-
tos desejados (CASTRO; GARCIA-AYUSO, 1998; SULAIMAN et
al., 2011).

A extragao de Soxhlet tradicional tem algumas vantagens, porque
o aquecimento continuo do solvente mantém a temperatura cons-
tante, evita o passo de filtragao e permite que o rendimento de extra-
¢ao seja aumentado por corridas paralelas. As principais desvantagens
incluem o longo periodo de extragdo e a possivel degradagao de
compostos bioativos devido ao aquecimento continuo do extrato no
reservatério de solvente, além do que a amostra ideal para a extracao
Soxhlet ¢ limitada a um sélido seco e finamente dividido. Muitos
fatores do processo, como temperatura, relagio solvente-amostra e



velocidade de agitacio precisam ser avaliados para a melhor perfor-

mance do método (AZWANIDA, 2015).

Por ser considerada um ponto de referéncia para outras técnicas de
extragao, hd vdrias modificagdes da técnica para aumentar sua eficiéncia
e superar seus inconvenientes, como a extragao automadtica ou Soxtec e
a extragao Soxhlet assistida por micro-ondas, em que a energia prove-
dora de calor ¢ fornecida por micro-ondas ao invés do aquecedor elétrico
(MUSHTAQ et al., 2014; PRIEGO-LOPEZ et al., 2003; VIROT et
al., 2007).

Extragdo assistida por micro-ondas

O método utiliza energia de micro-ondas para facilitar a partigao
de analitos da matriz da amostra para o solvente. A radiagao de micro
-ondas interage com dipolos de materiais polarizdveis (por exemplo,
solventes e amostra), provoca aquecimento perto da superficie dos mate-
riais e o calor é transferido por condugao. A rotagio de dipolo das molé-
culas induzidas por micro-ondas eletromagnéticas interrompe a ligagao
de hidrogénio, aumentando a migragao de ions dissolvidos, e promove
a penetragao do solvente na matriz vegetal. Em solventes nao polares, o
aquecimento pobre ocorre quando a energia é transferida pelo dielétrico
apenas por absor¢do. A extragdo por micro-ondas pode ser considerada
um método seletivo que favorece moléculas e solventes polares com alta
constante dielétrica (CAMEL, 2001; XIE et al., 2010).

Contudo, esse método estd limitado a compostos fenélicos de
pequenas moléculas, tais como 4cidos fendlicos (icido gdlico e dcido
eldgico), quecertina, isoflavona e transresveratrol, porque essas molécu-
las sao estdveis sob condi¢des de aquecimento por micro-ondas até 100
°C, durante 20 minutos. Ciclos adicionais de extracio em micro-ondas
resultaram em diminui¢do drdstica no rendimento de fendis e flavano-
nas, causada principalmente pela oxidagio de compostos (AZWA-
NIDA, 2015; ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2016; KARAMI et
al., 2015; XU et al., 2017).

Como em qualquer tipo de método de extragao, o solvente desem-
penha um papel importante na extra¢ao por micro-ondas e ird afetar a
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eficiéncia do método. A escolha do solvente depende da interagao do
solvente com a matriz, da solubilidade do composto de interesse e da
capacidade de absor¢io de micro-ondas. O solvente selecionado para esse
método extrativo deve: ser compativel com a matriz da amostra; ser capaz
de solubilizar o(s) compostos(s) alvo; ter capacidade de absorgao de micro
-ondas. A capacidade de absor¢ao de micro-ondas dos solventes depende
da sua constante dielétrica: em teoria, quanto maior a sua constante dielé-
trica, maior a sua capacidade de absorver energia e tornar-se quente
(DEAN, 2009). Alguns solventes com suas constantes dielétricas corres-
pondentes sao mostrados na Tabela 1. A dgua tem a absor¢ao de micro
-ondas mais alta, enquanto que o hexano, o qual ¢ literalmente transpa-
rente a micro-ondas, nao aquece (TATKE; JAISWAL, 2011).

Os solventes podem ser utilizados separadamente ou em combina-
¢oes, dependendo da natureza das extragdes. As propriedades solventes
podem ser modificadas utilizando misturas de diferentes polaridades e
diferentes constantes dielétricas, para tornd-las mais adequadas para
diferentes compostos de interesse (MUSHTAQ et al., 2014).

Tabela 1 — Solventes comuns utilizados na extra¢ao por micro-ondas,
pontos de ebuli¢ao e de fusao e constantes dielétricas (a 20 °C)

Solvente Ponto de fusao (°C) Ponto de ebuligio (°C) diSl(:':tl:it::g()
Acetona -95 56 20,7
Acetonitrila -44 82 37,5
Cloroférmio -64 61 4,81
Hexano -95 69 1,89
Etanol -114 78 24,5
Metanol -98 65 32,7
Agua 0 100 80,1

Fonte: Mushtaq et al. (2014).

As dreas de aplicacao da extragao assistida por micro-ondas sio
extensas ¢ abrangem uma ampla gama de produtos, sendo amplamente



aplicadas para extragio de moléculas voldteis, tais como Sleos essen-
ciais, com o beneficio de melhor qualidade e maior rendimento do dleo
essencial obtido. Muitos trabalhos de pesquisa nesse campo exibiram
aceleragao de cinética e melhoria de qualidade, pois a composigao
quimica dos 6leos essenciais se assemelha a da planta fresca, sem qual-
quer contaminagio do processo (BERKA-ZOUGALI et al., 2012;
ESQUIVEL-HERNANDEZ et al., 2016).

Extragdo assistida por ultrassom

Entre as técnicas mais recentes, a extragao assistida por ultrassom
(EAU) tem se destacado por ser uma alternativa barata, com menor
consumo de solvente, simples e eficiente, e que tem sido amplamente
aplicada na extragao de produtos naturais. Seu mecanismo de extragao
envolve cavitagio, forgas mecnicas e impacto térmico (ILBAY; SAHIN;
KIRBASLAR, 2013; PAULA et al., 2016; WANG et al., 2013; ZOU
et al., 2013).

A sonicagao promove a formagao de cavidades, para onde os gases
dissolvidos no sistema migram, formando microbolhas, que aumentam
e diminuem de tamanho, gerando ciclos de expansao, compressao e
implosao, liberando calor e exercendo elevada pressao nas regioes proxi-
mas a implosao (CARCEL et al., 2012). As colisdes causadas por esse
ciclo fazem com que a célula vegetal seja rompida, facilitando a difusao
do solvente extrator para o interior da matriz (PATIST; BATES, 2008).
Soma-se, ainda, a esse processo, o calor liberado pelas implosées, que
aumenta a solubilidade do soluto e favorece o aumento da eficiéncia da
extragao, possibilitando, simultaneamente, agitar a mistura e extrair os
compostos em um tempo muito curto e utilizando pequena quantidade

de solvente (CHEMAT et al., 2011; VILKHU et al., 2008).

Ha4 evidéncias de que a EAU facilita o processo de extragao de uma
variedade de componentes alimentares (por exemplo, 6leos, proteinas,
polissacarideos), bem como ingredientes bioativos (por exemplo, antio-
xidantes) de recursos vegetais e animais (VILKHU et al., 2008).

Estudos de Wong-Paz e colaboradores (2015), para avaliagao do
uso da EAU de polifendis de plantas nativas do deserto mexicano,
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demonstraram a eficiéncia do método nas preparagdes antioxidantes,
com tempo médio de extragdo de 40 minutos e uso de solugdo hidroe-
tandlica 35% (v/v).

Conforme Pradal e colaboradores (2016), a técnica de EAU tem sido
largamente aplicada para a extragao de antioxidantes devido a sua elevada
eficiéncia em termos de rendimento de recuperagio e taxa de extragio. O
processo de EAU para a obten¢io de um insumo antioxidante, prove-
niente de polifendis da espécie Cichorium intybus L. var. sativum (Astera-
ceae), mostrou-se adequado. Durante estudos preliminares, foi possivel
identificar o tempo de extragio, o teor de etanol no solvente, a tempera-

tura e a energia de ultrassom, como os principais parimetros que influen-
ciam o processo de extragao (PRADAL et al., 2016).

Pesquisas para a avaliagdo cinética do processo de EAU de polife-
nodis, a partir da casca de Picea abies Karst. (Pinaceae) caracteristica da
drea dos Cdarpatos (Roménia), demonstraram que o efeito do ultrassom
no processo de extragio melhora significativamente a taxa de extragao,
sendo o teor de fendlicos duplicado em relagio ao processo de extragio
cldssico sem ultrassom. Analisando os dados comparativos entre a EAU a
323 K (Kelvin), por 30 minutos e 333 K, por 45 minutos, observou-se que
a quantidade recuperada de cada composto fenélico individual aumen-
tou, em alguns casos, de 1% para 37%, com a elevagao da temperatura de
323 para 333 K. Por outro lado, um maior tempo de exposi¢ao a agao de
ultrassom provocou uma suave diminuicao de fenéis, devido a possivel

ocorréncia de processos de degradagao (LAZAR et al., 2016).

Extragio com fluidos supercriticos

O fluido supercritico ou também chamado de gds denso é uma
substincia que compartilha as propriedades fisicas do gés e do liquido
em seu ponto critico. Fatores como temperatura e pressio sio os deter-
minantes que levam uma substincia a sua regiao critica. O fluido super-
critico comporta-se como um gds, mas tem a caracteristica solvatante de
um liquido (ABBAS et al., 2008; PATIL et al., 2014). Um exemplo é o
CO, que se torna um fluido supercritico a mais de 31,1 °C e 7380 kPa,
sendo um excelente solvente para compostos nao-polares, prontamente



disponivel a baixo custo e com baixa toxicidade. A grande vantagem
desse método consiste na possibilidade de alteragao da seletividade de
extragao por mudangas na temperatura ou pressao do gds (BASSANI;
PETROVICK, 2017). Além disso, mesmo que o CO, supercritico ainda
tenha pouca solubilidade para os compostos polares, a modifica¢io,
como a adi¢io de pequena quantidade de etanol e metanol, permite
extrair compostos polares e também produz extratos concentrados, a
medida que o CO, vaporiza a temperatura ambiente. Um grande incon-
veniente desse método ¢ o custo inicial do equipamento, que ¢ muito

elevado MUSHTAQ et al., 2014).

Poucas sao as substincias que podem ser utilizadas como solventes
na extragao por fluidos supercriticos, as quais estao listadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Propriedades criticas dos solventes utilizados para a extragio
por fluidos supercriticos

Solvente TC (K) PC (MPa) VC (cm?/mol)
Amoénia 405,4 11,35 72,5
CO, 304,1 7.37 94,1
Metanol 512,6 8,09 118,0
n-Hexano 507,5 3,02 368
Agua 647,1 22,06 55,9

Fonte: Mushtaq (2014).

Abreviaturas: TC-Temperatura critica, PC-Pressio critica, VC-Volume critico.

Extragio a quente com fluido pressurizado

Denominada extragao de fluido pressurizado, extra¢io acelerada
de solvente (Dionex °), extragao liquida pressurizada, extragao pressuri-
zada de solvente ou extracio melhorada de solvente, essa técnica deriva
em parte da extragdo com fluido supercritico. Contudo, na extragio a
quente com fluido pressurizado, o agente extrator ¢ mantido no seu
estado liquido e, para atingir temperaturas elevadas, aplica-se uma pres-
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sao dentro da célula de extragdo, alcangando temperaturas em torno de
100-200 °C com solventes organicos cldssicos. Desse modo, nessas
condi¢oes de temperatura e pressdo, o solvente pode ser considerado
como estando num estado subcritico, com vantajosas propriedades de
transferéncia de massa. Portanto, essa técnica proporciona a capacidade
de realizar extragoes rdpidas e eficazes, pois o uso de temperaturas
elevadas proporciona a diminuigao da viscosidade do solvente, ajuda a
interromper as interagdes soluto-matriz e aumenta os coeficientes de
difusao. Além disso, a temperatura elevada favorece a solubiliza¢ao dos
compostos pelo solvente devido a uma alteragao nos seus coeficientes de
distribui¢do. Finalmente, a pressdo favorece a penetragao do solvente na
matriz, 0 que novamente favorece a extragio e o aumento da tempera-
tura melhora a eficiéncia da extracio devido ao aumento da taxa de
transferéncia de massa e taxas de difusaio (CAMEL, 2001; OSORIO-
TOBON; MEIRELES, 2013).

A extragdo com fluido pressurizado é uma alternativa atraente,
porque permite extra¢ao rdpida e consumo reduzido de solventes, carac-
terizada por ser facilmente automatizada. Tem sido frequentemente
utilizada na extragao de vérios compostos bioativos, tais como flavonoi-
des, polifendis e vdrios compostos antioxidantes a partir de matrizes
naturais. Considerada uma alternativa mais econémica que a extragao
exaustiva por Soxhlet, permite alto rendimento em um tempo reduzido
(GARCIA-MENDONZA et al,, 2017; OSORIO-TOBON; MEIRE-
LES, 2013).

Processo de secagem de extratos vegetais

O desenvolvimento tecnolégico de extratos secos tem proporcio-
nado uma crescente expansio de formas fitoterdpicas sélidas. No Brasil,
dos 512 medicamentos fitoterdpicos registrados até outubro de 2007,
71,93% foram de formas farmacéuticas sélidas (CARVALHO et al.,
2008). A matéria-prima para esses produtos é constituida, majoritaria-
mente, Por extratos secos, 0s quais possuem como vantagens a maior
estabilidade quimica, fisico-quimica e microbioldgica, ficil padroniza-
¢a0, maior concentragao de compostos ativos e elevada capacidade de



transformacao em diferentes tipos de formas farmacéuticas (OLIVEIRA;

PETROVICK, 2010).

Dentre as técnicas de secagem conhecidas, a secagem por aspersao
ou atomizagio (spray drying) é uma das principais técnicas aplicadas a
extratos vegetais (OLIVEIRA; PETROVICK, 2010). Esse processo foi
reconhecido pela primeira vez hd 129 anos, mas os principios bdsicos de
operagio permanecem essencialmente os mesmos, isto é, um processo
de energia intensiva, continua e escaldvel, que pode gerar particulas de
tamanho nanométrico a micrométrico, com distribuicio estreita em
um perfodo de tempo muito curto (HUANG et al., 20006).

Historicamente, a secagem por aspersao tem sido extensivamente
utilizada na inddstria quimica e de alimentos, porém, seu uso foi rapi-
damente estendido para outras dreas da industria, incluindo a industria
farmacéutica, principalmente na obten¢io de insumos farmacéuticos
ativos e, a partir de entdo, sua aplicagdo tem aumentado ainda mais
com a aplica¢io especializada para obtengao de microcdpsulas, particu-
las de liberagao controlada, microparticulas, nanoparticulas e liposso-
mas (SINGH; MOOTER, 2015). Nessa técnica, pequenas gotas do
extrato sdo geradas por atomizagio durante a alimentagdo liquida, o
que aumenta a drea superficial de contato do extrato liquido com um
fluxo de ar quente, provocando uma evaporagio muito rdpida do
solvente, evitando a degradagao de compostos bioativos, preservando,
portanto, a bioatividade do extrato (CORTES-ROJAS; SOUZA;
OLIVEIRA, 2015).

A defini¢ao das condigoes de funcionamento e o design do secador
dependem das caracteristicas de secagem desejdveis ao produto final
(extrato seco) e da especificacao requerida do pé. O produto final deve
geralmente respeitar padroes de qualidade precisos como, por exemplo,
tamanho de particula, distribui¢ao do tamanho de particula, massa e
densidade das particulas, friabilidade, dispersibilidade e teor de
umidade. A massa e a densidade das particulas sao importantes, uma
vez que tém uma influéncia sobre os custos de transporte, definicio de
embalagem e até mesmo sobre a cor geral do produto. O teor de
umidade, o tamanho de particula, a distribuigao do tamanho de parti-
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cula, a morfologia da particula, a densidade aparente e fluidez do pé
s30, da mesma maneira, caracteristicas importantes para a qualidade do
p6 obtido. A capacidade de controlar tais caracteristicas ¢ uma grande
vantagem do processo de secagem por aspersao em relagiao a outros
métodos de secagem, especialmente quando se trata de produtos de
elevado desempenho. Muitas propriedades a granel em pé e em parti-
culas estdo relacionadas com a morfologia das particulas (WALTON;

MUMEFORD, 1999).

A introdugao do conceito de difusio seletiva de Thijssen durante a
década de 1970 levou a uma maior compreensao de como as varidveis
do processo, como temperatura do ar de secagem, fluxo de alimentacao,
porcentagem de adjuvantes e condigoes de atomizacio podem ser otimi-
zadas para dar maior reten¢do voldtil, por exemplo, aroma e sabor de
produtos alimenticios. Do mesmo modo, estudos morfolégicos sobre
particulas secas proporcionam uma visio valiosa dos fundamentos da
secagem de goticulas, assim como das suas caracteristicas fisico-quimi-
cas. Esses estudos permitem a comparacio das taxas de secagem entre
diferentes produtos e permitem a selecao e melhoria das condigdes do

processo, permitindo uma concepgio e simulagao do processo de seca-
gem (WALTON; MUMEFORD, 1999).

A secagem por aspersdo ¢ uma abordagem eficiente para a microen-
capsulagio de bioativos (BAKAR et al., 2013; SOUKOULIS et al.,
2014; SUN-WATERHOUSE et al., 2013). Porém, a aderéncia do pé
apds secagem ¢ um importante problema de derivados vegetais, princi-
palmente aos que apresentam altas concentragoes de agucares de baixo
peso molecular e 4cidos organicos (BHANDARI et al., 1997). Adju-
vantes de secagem de elevado peso molecular, tais como a maltodex-
trina e o diéxido de silicio coloidal, sao frequentemente adicionados ao
extrato liquido antes da secagem por pulverizagao para contornar esse
problema, reduzindo, ao mesmo tempo, a higroscopicidade do pé

(RIGHETTO; NETTO, 2005; SAENZ et al., 2009).

As maltodextrinas, que compreendem unidades de D-glicose
ligadas principalmente através de ligagoes glicosidicas (1—>4), sio
consideradas seguras pela Food and Drug Administration (FDA) dos



EUA e tém sido amplamente utilizadas nos processos de secagem por
spray drying para produtos alimenticios (BAKAR etal., 2013; VILLA-
CREZ et al., 2014).

Sun-Waterhouse e Waterhouse (2015), em seu trabalho para o
desenvolvimento de um processo por spray drying para dispersos do
suco de kiwi verde e dourado, descreveram o método de secagem por
aspersdo como eficaz para preservar, através da encapsulacio in situ, os
pigmentos e antioxidantes incluindo vitamina C, fendlicos e carotenoi-
des do sumo de kiwi, produzindo pds com densidade desejivel para
embalagem (isto ¢é, 0,40-0,57 g/cm?), propriedades satisfatérias de
reconstitui¢io em dgua (eficiéncia de dissolugiao 21-28 s, viscosidade
2-23 mPa.s) e boa vida util (ou seja, baixo risco de deterioragao micro-
biana devido a valores de atividade de 4gua de 0,22-0,28). A maltodex-
trina foi o adjuvante de secagem escolhido neste estudo, utilizado em
quantidade minima, visando a melhores propriedades fisico-quimicas,
de seguranca e salutares do produto final (SUN-WATERHOUSE;
WATERHOUSE, 2015).

O diéxido de silicio coloidal, que apresenta elevada superficie espe-
cifica e alto poder sorvente, é extensivamente empregado como adju-
vante de secagem e apresenta excelentes resultados na obtengao de
produtos secos por aspersio a partir de solugdes extrativas de diferentes
espécies vegetais (CAMPOS, 1996; SOUZA, 1997; OLIVEIRA;
PETROVICK, 2010). Porém, conforme a Notificacio da Determina-
cao GRAS (Generally Recognized As Safe) do diéxido de silicio, quando
adicionado diretamente ou indiretamente a alimentos humanos, emitida
pelo FDA, esse adjuvante apresenta perfil de toxicidade aguda de mode-
rado a baixa, sendo seu uso aprovado e classificado como seguro em
concentragdes de até 2% (p/p) em alimentos, o que limita em muito o
emprego do diéxido de silicio como adjuvante em processo de secagem
de extratos com baixo teor de sélidos.

A influéncia da concentraciao de diéxido de silicio coloidal foi
analisada na secagem de solugoes extrativas de Maytenus ilicifolia
Martius ex Reissek. (Celastraceae). A adi¢ao desse adjuvante a 10% e a
20%, em relagdo ao teor de sélidos na solugdo extrativa, causou redugao
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significativa na higroscopicidade dos produtos secos, nio ocorrendo

formagao de aglomerados (CARVALHO, 1997).

Em estudos com o extrato de Bidens pilosa L. (Asteraceae), Cortés
-Rojas e colaboradores (2015) concluiram que o processo de secagem
por aspersao foi eficaz na produ¢io de extratos secos padronizados,
obtendo pés com maior teor de compostos bioativos e maior atividade
antioxidante a temperaturas de secagem de entrada menores e com
maior fluxo de entrada. A temperatura de secagem mais baixa na saida
aumentou o teor de umidade do produto, o que melhorou as proprieda-
des de escoamento. No que diz respeito as composicoes de secagem,
verificou-se que os menores tamanhos de particulas foram obtidos
quando a propor¢ao de didxido de silicio aumentou em relagao a celu-
lose microcristalina. Observou-se, ainda, maior recuperagio do produto
com maior propor¢ao de diéxido de silicio coloidal, maior temperatura
de entrada e maior taxa de fluxo de alimentacio do extrato (CORTES

-ROJAS; SOUZA; OLIVEIRA, 2015).

Padronizagio de extratos vegetais

Em geral, todos os medicamentos, sejam eles sintéticos ou de origem
vegetal, devem satisfazer os requisitos bdsicos de seguranca e eficicia
(BRASIL, 2014; EMEA, 2005; OMS, 1988, 1996, 1998, 2000). A maté-
ria-prima vegetal estd propensa a uma grande variagao de seus constituin-
tes, devido a vérios fatores como local de coleta (ex. plantas nativas e
naturalizadas), tempo e época de coleta, diferentes condi¢oes ambientais
(causas primdrias como luz e umidade), variagoes genotipicas e quimioti-
picas e presenca de xenobidticos (substincias quimicas estranhas encon-
tradas dentro de um organismo que naturalmente nao se espera que ocor-
ram) (KULEN etal., 2012). Dessa forma, hd necessidade de se estabelecer
e executar testes de controle de qualidade para garantir a qualidade, tanto
da droga vegetal quanto do medicamento fitoterdpico, com cuidados
desde a identifica¢io adequada da planta, estacio e local de coleta, méto-

dos de extragao e purificagaio (AHMED; HASAN, 2015).

A palavra padronizagio deve englobar todo o campo de estudo,
desde o cultivo de plantas medicinais até a sua aplicagao clinica, e focar



todos os aspectos da pesquisa com plantas medicinais, tais como a etno-
farmacologia (uso medicinal tradicional), a utilizagdo em doengas espe-
cificas, o isolamento e identificagao de agentes ativos para avaliagao da
eficdcia, seguranga, formulacio e avaliagao clinica. A padronizacio é
um cbédigo de conduta que visa garantir a substincia correta em quan-
tidade correta para o efeito terapéutico desejado (segurancga, qualidade
e eficdcia). Descreve todas as medidas a serem tomadas durante o
processo de fabricagao e controle de qualidade de forma a se alcancar
qualidade reprodutivel de um determinado produto, confirmar a iden-
tidade da droga vegetal (autenticagdo) e determinar sua qualidade e
pureza (SHUKLA et al., 2009).

O controle de qualidade de insumos farmacéuticos ativos vegetais
necessita da avaliagao constante de fontes de variabilidade para a quali-
dade quimica do insumo, de maneira que seja possivel estabelecer especi-
ficagoes de concentragdes para compostos que estejam relacionados ou
que sejam indicativos da resposta clinica (SOARES; FARIAS, 2017).
Padrdes para fitoterdpicos estao sendo desenvolvidos em todo o mundo,
mas ainda nio h4 consenso sobre como devem ser adotados. A padroni-
zagao, a estabilidade e o controle de qualidade dessa classe de medicamen-
tos sao vidveis, mas dificeis de realizar  MATHEW; BABU, 2011).

O controle de qualidade de fitoterdpicos ¢ realizado através da apli-
cagdo de métodos quimicos, fisico-quimicos e bioldgicos especificos, os
quais devem ser aplicados em toda a cadeia produtiva, abrangendo a
qualifica¢ido da matéria-prima, insumos e produto acabado. Essa avalia-
¢io compreende, principalmente, trés fatores, que sdo: autenticidade,
integridade e pureza. Nesse contexto, na avalia¢io da qualidade de um
material vegetal, podem estar envolvidas andlises para a caracterizagio
organoléptica, identificagdo macroscépica e microscépica do drgao
vegetal, pesquisa de materiais estranhos, contaminantes bioldgicos,
umidade, cinzas totais, cinzas insoltveis em dcido e andlises qualitativas
e quantitativas dos marcadores quimicos (compostos ou classe de
compostos presentes na matéria-prima vegetal, correlacionado com o
efeito terapéutico e utilizado como referéncia no controle de qualidade
dos produtos derivados da espécie) (BRASIL, 2014; FONSECA et al.,
2010; KULEN et al., 2012; ZOU, 2010).

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

73



SHIVNITIIOSIAYALNI SVOLLYHd d SHYIIVS :HANVS VA SYIONHTID)

74

Padronizar um extrato significa estabelecer a relacio ideal entre
droga vegetal x extrato e a relagao extrato x marcador. Muitos extratos
sao comercializados sem ao menos apresentar a concentragio dos prin-
cipios ativos. A utilizagao de extratos padronizados colabora significati-
vamente para assegurar a eficicia de um fitoterdpico, garantindo sua

seguranga e qualidade (ISAAC et al., 2008).

O uso de extratos padronizados centrados em grupos especificos
de principios ativos visando garantir a homogeneidade quimica do
produto lote a lote, pode contribuir para a melhoria da qualidade das
matérias-primas vegetais e, consequentemente, dos medicamentos

assim elaborados (BARA, 2006; CALIXTO, 2000).
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EXOPOLISSACARIDEQS BACTERIANOS:
CARACTERISTICAS E UTILIZAGAO'

LUCAS LEONARDO DA SILVA

KARINA FREIRE D’ECA NOGUEIRA SANTOS
PLINIO LAZARO FALEIRO NAVES

CLAUDIA CRISTINA GARCIA MARTIN-DIDONET

olissacarideos sao polimeros naturais constituidos por unidades
monossacaridicas, produzidos por plantas, algas, animais e
microrganismos. Devido a grande diversidade fisica e quimica
observada em polissacarideos de origem microbiana, este tem
gerado grande interesse industrial, sendo foco de muitos estudos

(LUVIELMO; SCAMPARINI, 2009; MACIEL et al., 2012).

Por apresentarem consisténcia viscosa em meio aquoso os polissa-
carideos microbianos, s2o0 comumente conhecidos como gomas e podem
ser classificados de acordo com sua localiza¢io em rela¢io ao microrga-
nismo, sendo: 1) intracelulares— polissacarideos capsulares presentes
dentro das células; 2) polissacarideos de parede— associados a superficie
das células, e 3) extracelulares — quando secretados para o meio externo,
sendo denominados exopolissacarideos (EPS) (MISHRA; JHA, 2013).

Com base na sua composi¢io quimica, os EPS podem ser classifi-
cados como homopolissacarideos, heteropolissacarideos e polissacari-
deos de estrutura irregular (MISHRA; JHA, 2013). Os homopolissaca-

1 Capitulo vinculado ao projeto de pesquisa “Caracterizacio bioquimica e molecu-
q ¢ q
lar de bactérias associadas a Oryza sativa L. produtoras de biocompostos”, finan-

ciado pela Fundagao de Amparo a Pesquisa do Estado de Goids (FAPEG).
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rideos sao constituidos por um dnico tipo de monossacarideo, como a
dextrana, constituido apenas por D-glicose. J4 os heteropolissacarideos
sao compostos por duas ou mais moléculas de monossacarideo em uma
estrutura regular, como a gelana, formada por dois residuos de 3-D-
glicose, um de o-L-ramnose e um de dcido 8-D-glucurénico (ARAN-
DA-SELVERIO et al., 2010; DONOT et al., 2012). Os EPS de estru-
tura irregular apresentam sequéncias variadas de monossacarideos,
como o alginato, constituido de dcidos a-L-gulurénicos e 3-D-manuré-

nicos em propor¢oes distintas (MISHARA; JHA, 2013).

Foram identificados vdrios géneros bacterianos produtores de EPS,
que sao utilizados biotecnologicamente nas industrias (BARRETO et
al., 2011; SAMPAIQ, 2014; SUTHERLAND, 2001). Para a bactéria, a
produgdo dos EPS estd associada a diversas fun¢oes como: viruléncia,
adesdo e colonizagao de superficies sélidas e prote¢io da célula micro-
biana contra ressecamento e outros estresses ambientais. Estes ainda
podem participar da sinalizacio e intera¢ao entre planta-bactéria, além
de fornecer protego contra patégenos (BARRETO et al., 2011; LIU et
al., 2013).

Dentre os grupos de polissacarideos produzidos por bactérias, os
EPS sao os mais estudados, apresentando vantagens na obtengao, como
menor nimero de etapas de purificacio, por serem exsudados das célu-
las, produzindo, em geral, polissacarideos em quantidade e qualidade
com menor custo de obtencao (SHAH et al. 2000). Por essas caracterfs-
ticas, tém sido preferidos quando comparados com EPS de outras
fontes, por apresentam menor susceptibilidade as alteragoes climdticas
com menor custo ¢ tempo de produgio (ERNANDES, GARCIA-
CRUZ, 2005). Seu potencial biotecnolégico tem sido demonstrado em
diversos estudos, sendo utilizados em inddstrias de alimento, farmacéu-
tica, cosméticos, téxtil, petrdleo, construgio civil, entre outras
(MORENO et al, 2000; SATHIYANARAYANAN; KIRAN;
SELVIN, 2013; XIE et al., 2013).

Um dos passos iniciais no estudo dos EPS em bactérias é a identifi-
cagdo da capacidade de producio e, posteriormente, a determinagdo das

melhores condigoes para sua sintese (MISHARA; JHA, 2013; SAMPAIO,



2014). Muitos autores tém demonstrado que alguns fatores podem contri-
buir de forma significativa para produgao de EPS. Para algumas bactérias,
a fonte de carbono ¢ decisiva no processo de biossintese do composto,
determinando a quantidade e qualidade do produto sintetizado (GHAR-
ZOULI et al.,, 2012; RUAS-MADIEDO; DE LOS REYES, 2005).
Assim, é possivel, através de técnicas em meio de cultivo, manipular a
composi¢io, quantidade e qualidade de EPS. Outras condi¢oes de cultivo,
como temperatura e pH, também podem ser utilizadas para determinar
os parAmetros ideais para a produgio e obten¢io de polimeros especificos
com baixo custo de producao (FERNANDES et al,, 2010; GHAR-
ZOULI et al., 2012; MENESES et al., 2009).

A sintese dos polimeros requer, além das condigdes externas ideais,
a presenga de complexos enzimdticos especificos para cada espécie e
composto, sendo a taxa de produ¢io influenciada pelas condi¢oes
ambientais (DE VUYST; DEGEEST, 1999). Desse modo, as moléculas
produzidas podem apresentar grande diversidade de estrutura na
composi¢ao monossacaridica, nas ligacoes entre as unidades da cadeia,
na presenca de cadeias laterais e na conformagio estereoquimica

(KUMAR; MODY, 2009; MISHARA; JHA, 2013).

Os processos de biossintese dos diferentes tipos de polissacarideos
s20 bem complexos, envolvendo vérios grupos de enzimas e proteinas.
Em geral, podem ser observados quatro grupos dessas macromoléculas,
envolvidas na: 1) absor¢ao do substrato; 2) fosforilacao do substrato; 3)
polimerizacio; 4) nos passos de modificagbes pds-sintese e 5) proteinas
de transporte e a exsudacio (KUMAR; MODY, 2009). A sintese do
EPS ¢ controlada por genes localizados nos cromossomos ou elementos
extracromossomais das bactérias, variando em fun¢io da espécie e/ou

do polimero sintetizado (MISHARA; JHA, 2013).

No caso da produgio de levanas e dextranas, homopolissacarideos,
a sintese ocorre extracelularmente, sendo necessdria a presenga de um
substrato especifico, em sua maioria, a sacarose. Durante a rea¢io, uma
glicosiltransferase promove a polimerizagao do EPS nas adjacéncias da
parede celular, utilizando a energia resultante da hidrélise do substrato

(CERNING, 1995). J4 a sintese de heteropolissacarideos requer um
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maior gasto de energia e de vdrias unidades monossacaridicas formadas
no citoplasma celular, sendo, posteriormente, translocadas para o meio
extracelular, onde serdo polimerizadas. Para os polissacarideos de estru-
tura irregular, o processo de sintese assemelha-se a dos heteropolissaca-

rideos (DE VUYST, DEGEEST, 1999).

Como pode ser encontrada uma grande variagao nos sistemas de
biossintese dos diferentes polimeros nos géneros bacterianos, hd estudos
focando tanto a elucidagao dos tipos dos biopolimeros, quanto dos dife-
rentes mecanismos de sintese envolvendo varios grupos génicos especi-

ficos para cada organismo (MISHARA; JHA, 2013).

Bactérias produtoras de exopolissacarideos

Na natureza, varios grupos de bactérias sao conhecidos como produ-
tores de EPS, sendo, na maior parte, pertencentes a Classe Proteobacteria.
Muitos estudos tém demonstrado que as rizobactérias promotoras do
crescimento de plantas (RPCP) ou Plant-Growth Promoting Rhizobacte-
ria (PGPR), pertencentes aos géneros Rhizobium, Beijerinckia, Azotobac-
ter, Xanthomonas e Erwinia, entre outros, sao capazes de produzir grandes
quantidades de EPS. Dessas, os EPS de Xanthomonas campestres (xantana),
Acetobacter xylinum (celulose) e Rhizobium sp. (succinoglucana) ji sao
utilizados em escala industrial (BARRETO et al., 2011; SUTHER-
LAND, 2001; VERMANIL KELKAR; KAMAT, 1995).

As bactérias da Classe Firmicutes, que englobam os géneros Lacto-
bacillus e Bacillus, também produzem EPS com propriedades importan-
tes e sio utilizados na elaboragio de produtos alimenticios. Quando
empregado na composigao de produtos licteos, resulta em uma melhora
das caracteristicas sensoriais e do valor nutritivo desses produtos, além
de elevar sua viscosidade (BADEL; BERNARDI; MICHAUD, 2011).
Segundo a FDA (Food and Drug Administration), instituigao responsa-
vel pelos critérios de classificagio de risco dos agentes bioldgicos, esses
géneros abrangem bactérias reconhecidas como seguras (FDA, 2017), o
que facilita o uso de seus biopolimeros na constitui¢io de alimentos e
na produgio de agentes biologicamente ativos (FIALHO et al., 2008).



Para a aplicagio e utilizagdo em processos e produtos, a bactéria
fonte de EPS deve ser analisada e preencher os critérios de seguranca
microbioldgica. Os 6rgaos responsdveis para determinar os critérios de
seguranca desses produtos sdo especificos para cada pais, devido aos
fatores regionais que influenciam a sobrevivéncia do agente bioldgico
e na sua endemicidade (BRASIL, 2006). No Brasil, sao estabelecidos
pelo Ministério da Sadde critérios de classificacio de risco dos agentes
bioldgicos, os quais utilizam como base diversos aspectos como: viru-
léncia, modo de transmissao, estabilidade do agente, concentragao e
volume, origem do material potencialmente infeccioso, disponibili-
dade de medidas profildticas eficazes, disponibilidade de tratamento
eficaz, dose infectante, tipo de ensaio e fatores referentes ao trabalha-

dor (BRASIL, 20006).

Os agentes bioldgicos que afetam o ser humano, os animais e as
plantas sao ainda distribuidos em classes de riscos. Grande parte das
bactérias estdo classificadas como baixo risco individual e para coletivi-
dade (classe de risco 1), incluindo os agentes biolégicos que nao provo-
cam danos ao organismo humano ou animal (BRASIL, 2006).

Em contrapartida, nos Estados Unidos, qualquer produto quimico
ou substancia utilizada como suplemento em alimentos, cosméticos,
medicamentos, material biolégico dentre outros, adquire o “status” de
GRAS (Generally Recognized as Safe), pela designacio da FDA (FDA,
2017). Dentre os EPS mais utilizados comercialmente, quatro jd sao
aprovados pelo FDA como aditivo alimentar: curdlana, dextrana,
gelana e xantana (PORTILHO, 2002).

Para EPS produzidos por vdrias bactérias ja foram estudadas e
determinadas a composi¢ao quimica e estrutural, assim como as
propriedades e aplicagdes desses biopolimeros (Tabela 1).

Propriedades e aplicagoes de exopolissacarideos bacterianos

Os EPS bacterianos apresentam grande diversidade quimica e
estrutural, o que permite uma ampla aplicagao, devido a suas proprie-
dades reoldgicas, sendo utilizados como aditivos em intimeros produtos

de diversificados segmentos industrial (MISHARA; JHA, 2013).
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Tabela 1 — Propriedades e aplicagoes de EPS produzidos por alguns

géneros bacterianos

Exopolissacarideos Género/espécie Aplicagoes
Alginato Azotobacter vinelandii, Pseudomonas Agente espessante, estabilizante,
Composigao: aeruginosa, P. fluorescens, P. mendo- encapsulagio e geleificagao

Acidos o-L-gulurénicos e
8-D-manurénicos

Celulose
Composigao:
B-glicose

Curdlana
Composigao:
D-glicose

Dextrana
Composigao:
D-glicose

Gelana

Composigao:

8-D-glicose, a-L-ramnose
e dcido B-D-glucurdnico

Levana
Composigao:
Frutose

Succinoglucana
Composigao:
Galactose e glicose

Xantana

Composigao:

Glicose, manose e 4cido
glucurénico

cina, P. putida

Acetobacter xylinum', Agrobacterium
sp., Pseudomonas sp., Rhizobium sp.

Agrobacterium radiobacter, Alcaligenes
faecalis var. mixogenes

Lactobacillus  hilgardii, Leuconostoc
dextranicum, L. mesenteroides, Strepto-

coccus mutans

elodea,
elodea, S. paucimobilis

Aureomonas

Sphingomonas

Acetobacter suboxydans, Actinomyces
viscous, Aerobacter levanicum, Bacillus
polymyia, B. subtilis, Corynebacterium
laevaniformans, Erwinia amylovora, E.
herbicola,  Gluconobacter  oxydans,
Rhanella aquatilis, Streprococcus sp.,
Pseudomonas sp., Zymomonas mobilis

Agrobacterium sp., Alcaligenes faecalis,
Rhizobium sp., Sinorhizobium meliloti

Xanthomonas mmpe:zri:

Agente dispersante, geleificante,
emulsificador e tratamento de
queimaduras

Agente dispersante, geleificante
e retengio de dgua em alimentos
processados

Agente geleificante, espessante e
matéria prima para fabricacao
de medicamento

Agente geleificante

Agente espessante, estabilizante
e aditivo de  alimentos
funcionais

Agente geleificante e matriz
imobilizadora de drogas

Agente espessante, estabilizante
e emulsificante

! Espécie classificada atualmente como Komagataeibacter hansenii.
Fonte: Adaptado de Satpute et al. (2009) e Mishara e Jha (2013).

O termo reologia vem do grego rheo (fluxo) e logos (ciéncia), sendo
proposto para descrever as deformagées de sélidos e a fluidez de liquidos
(LABA, 1993). As caracteristicas reolégicas dos EPS sio propriedades

importantes a serem consideradas quando utilizados para fins biotecno-



l6gicos, sendo que, em geral, hd a necessidade de adequagdes no compor-
tamento reolégico do produto proposto, a fim de atender a sua finali-
dade, como por exemplo, 0 EPS deve possuir certo do grau de elasticidade
ou viscosidade quando utilizado como aditivo alimenticio (BRETAS;
D’AVILA, 2005; LEONARDI; MAIA CAMPOS, 2001).

Pela estrutura e composicio, os EPS podem ser classificados em
oito tipos mais comuns: alginato, celulose, curdlana, dextrana, gelana,
levana, succinoglicana e xantana. Recebem a nomenclatura geral de
gomas, possuindo, cada uma, caracteristicas fisico-quimicas especificas
e aplicagoes derivadas de suas especificidades (Tabela 1).

Alginato

O alginato é um polimero linear constituido de dcido a-L-guluré-
nico e B-D-manurénico unidos por ligagdes tipo B (1—4), arranjados
em diversas propor¢oes (Tabela 1), sendo um produto comercial obtido
a partir de algas marrons marinhas. Entretanto, a partir dos anos 60,
foram identificadas vdrias bactérias produtoras desse mesmo polimero,
como algumas dos géneros Pseudomonas e Azotobacter de ampla ocor-
réncia nos habitats (MULLER; SANTOS; BRIGIDO, 2011;
REMMINGHORST; REHM, 2009).

Estudos tém revelado semelhancas entre os alginatos de algas com
os de origem bacteriana, sendo possivel a substitui¢ao da fonte de obten-
¢ao tradicional do polimero e suas respectivas aplicagoes biotecnolégi-
cas, principalmente pelo custo de produgio, pois a bacteriana é menor

(REMMINGHORST; REHM, 20006).

Devido as suas propriedades, o alginato tem sido utilizado com
espessante, estabilizante de emulsoes e de espuma, na geleificacio e
formagcao de filmes e fibras sintéticas (MULLER; SAN'TOS; BRIGIDO,
2011). Na industria farmacéutica, ¢ utilizado como biomaterial na
encapsulagao e liberagao de medicamentos, na fabricagao de curativos e
implantesdentdrios (DRAGET; TAYLOR, 2009; REMMINGHORST;
REHM, 2006). No setor agricola, ¢ utilizado na formulagao de inocu-
lantes, prevenindo o dessecamento de sementes e raizes de plantas

(KUMAR; MODY, 2009; SIMSEK et al., 2009).

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

87



SHIVNITIIOSIAYALNI SVOLLYHd d SHYIIVS :HANVS VA SYIONHTID)

88

Celulose

A celulose é um homopolissacarideo linear constituido unicamente
por moléculas de glicose unidas entre si por ligagoes glicosidicas $
(1—4) (Tabela 1). E considerada o polimero mais abundante do mundo,
sendo sua produgio estimada de 10" toneladas por ano (DONINT et
al., 2010; SHODA; SUGANO, 2006). Além das plantas, vérios géne-
ros bacterianos produzem celulose, sendo essas denominadas de nano-
celulose devido a sua cristalinidade e a formac¢io de nanofibras (LEE et
al., 2014). Esse biopolimero apresenta elevado grau de pureza, polime-
rizagdo e estabilidade mecénica, além de apresentar elevada capacidade

de absorgido de dgua (GAMA; GATENHOLM; KLEMM, 2013).

Na industria, a celulose é utilizada na produgio de papel, tecidos,
cosméticos, alimentos, como agente dispersante, geleificante e emulsifi-
cador. Na drea médica, tem sido usada no tratamento de queimaduras
e tlceras e como componente de implantes dentdrios, dsseos e de subs-
tituigoes vasculares, devido a sua estabilidade fisica no corpo humano e
por nio desencadear a resposta imune (DONINI et al., 2011; GAMA;
GATENHOLM; KLEMM, 2013). Sua aplicabilidade jd foi relatada
também para tratamento de lixo, na reciclagem de minerais e éleos e
purificacdo de esgotos urbanos (DONINI et al., 2011).

Curdlana

A curdlana é um polimero pertencente a classe das moléculas
conhecidas como D-glucanas, sendo constituida por moléculas de
D-glicose, unidas por ligagoes  glicosidicas (Tabela 1). Foi descoberta
em 1961, no Japao, e recebeu essa denominagao devido a sua habilidade
de coagulagio, quando aquecida em solu¢ao (CUNHA; GOMEZ;
AMORIM, 2003; YUKIHIRO et al., 1991). O polimero sintetizado
por bactérias do género Alcaligenes e Agrobacterium foi introduzido no
mercado para melhorar a textura e capacidade de reten¢io de dgua em
alimentos processados (KIM et al., 2000; YUKIHIRO et al., 1991).
Seu uso foi aprovado pela FDA, em 1996, sendo utilizada na industria
alimenticia como aditivo alimentar, principalmente em alimentos de



baixo valor calérico, como geleias (CUNHA; GOMEZ; AMORIM,
2003; KUMAR; MODY, 2009).

Dextrana

A dextrana ¢ uma classe de homopolissacarideos bacterianos
formado por unidades D-glicose com ligacoes o-glicopiranosil (1—06)
(Tabela 1). A produgio do polimero é mediada por diversas enzimas,
como as dextranassacarases, glucanassacarases e glicosiltransferases.
Dentre as bactérias produtoras de dextrana, destacam-se as da familia
Lactobacillaceae, sobretudo a espécie Leuconostoc mesenteroides, utilizada
na produgdo em escala industrial (GIL et al., 2008; MEHVAR, 2000;
VIET; BECK-CANDANEDO; GRAY, 2008).

A dextrana apresenta diversas aplicagdes industriais, sendo o
principal uso voltado para a indistria clinica e farmacéutica, pois esse
biopolimero ¢ empregado como matéria-prima para fabricagio de
medicamentos, expansor e substituto do plasma sanguineo, além de
compor solugdes para preservacao de 6rgaos humanos em procedi-
mentos cirdrgicos (RODRIGUES, 2003). Ainda tem aplicagao na
producao de géis para purificacio e separagio de moléculas, como
proteinas e 4cidos nucleicos, com diferentes graus de porosidade
(NAESSENS et al., 2005). Na industria de alimentos é empregado no
preparo de sorvetes, geleias, doces, chicletes e xaropes, por suas
propriedades como inibidor de cristalizagdo, agente geleificante e

espessante (KUMAR; MODY, 2009).

Gelana

A gelana é um heteropolissacarideo bacteriano que contém repeti-
¢ao de dois residuos de 3-D-glicose, um de a-L-ramnose e dcido 3-D-
glucurdnico, respectivamente, sintetizado especialmente por algumas
espécies do género Sphingomonas (Tabela 1). Comparada aos outros
EPS, a gelana possui propriedades com maior estabilidade termal em
condi¢oes dcidas, sendo géis que possuem elasticidade e rigidez ajustdvel
através da adequacio da composicao (FIALHO et al., 2008; JANS-
SON et al., 1983).
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Esse polissacarideo ¢ muito utilizado atualmente na industria
alimenticia, como agente geleificante e aditivos em produtos derivados
do leite e bebidas (KIANTI et al., 2010). J4 na inddstria farmacéutica,
como agente de revestimento ou formador de matriz para liberagao

controlada (VILLANOVA et al., 2010).

Levana

A levana ¢ um EPS constituido predominantemente por poli-
mero de frutose formado por reagdes de transfrutosilagdo, catalisa-
das pela enzima levanassacarase. Foi inicialmente descrita em 1943,
em cepas de Bacilus subtilis, B. polymyxa e Aerobacter levanicum
(ARVIDSON; RINEHART; GADALA-MARIA, 2006; SANTOS;
CAVALCANTI; CELLIGOI, 2011; YAMAMOTO et al., 1985).

A levana possui ampla aplica¢do industrial, com destaque na
inddstria alimenticia, onde é utilizada como espessante em vdrios
alimentos, estabilizante e fixador de sabores e cores, e ainda usada na
elaboragao de produtos dietéticos, pois o polimero de frutana possui
baixa absor¢ao (PAULA et al., 2008). Nos alimentos funcionais ou
probiéticos, como iogurte, a levana representa um eficiente aditivo,
podendo influenciar de modo benéfico o funcionamento do trato intes-
tinal e o balan¢o nutricional do organismo humano (ERNANDES;
GARCIA-CRUZ, 2005). Além disso, a levana produzida por Zymomo-
nas mobilis, demonstra grande potencial terapéutico, por exemplo, agao
anticarcinogénica (CALAZANS et al., 2000), anti-inflamatéria
(VIGANTS; RICKS; MARX, 2001), imunomoduladora (YOO et al.,
2004) e hipocolesterolémica (YAMAMOTO et al., 1999).

Succinoglucana

As succinoglucanas sio heteropolissacarideos dcidos compostos
por repeticoes de octassacarideos, de residuos de galactose e glicose
(Tabela 1), sendo polimeros estdveis em condigoes de alta temperatura,
pressao e pH (SIMSEK et al., 2009). Sua produgao é mais conhecida e
estudada em bactérias associadas a plantas como as rizobactérias,
promotoras de crescimento de plantas (RPCP), pois os EPS atuam



durante o processo de invasio da bactéria e formagio do nédulo em
leguminosas para que ocorra a fixagdo biolégica do nitrogénio
(SERRATO et al., 2008). Essas bactérias sao consideradas seguras
(classe de risco 1) e sao capazes de sintetizar quantidades considerdveis
em cultivo in vitro (ARANDA-SELVERIO et al., 2010; BRASIL,
2006;). As succinoglucanas tém importincia na industria alimenticia e
farmacéutica como agente geleificante e matriz imobilizadora de drogas,

respectivamente (KUMAR; MODY, 2009).

Xantana

A goma xantana é o EPS bacteriano mais bem estudado e caracte-
rizado, produzido por bactérias do género Xanthomonas. Foi descoberta
em 1950 e teve seu uso permitido em alimentos pela FDA em julho de
1969 (RINAUDO, 2008; ROTTAVA et al., 2009). A goma xantana é
um heteropolissacarideo formado por unidades repetidas de glicose,
manose e uma 4cido glucurdnico na proporgao 2:2:1 (Tabela 1). E um
polimero solivel em dgua e possui capacidade de produzir géis de alta
viscosidade, sendo estéveis a variagoes de temperatura e pH (GARCIA

-OCHOA et al., 2000; NERY, 2007).

Sao produzidas por ano cerca de 50 mil toneladas, sendo 40% desti-
nado 2 industria alimenticia como espessante e emulsificante (MAYER et
al., 2008; ROSALAM; ENGLAND, 2006). Nas inddstrias farmacéutica
e cosmética, ¢ usada como retentor de dgua e estabilizador de produtos,
como nos cremes hidratantes, logoes, tinturas para cabelo e xampus,

conferindo uniformidade ao produto (KATZBAUER, 1998).

Técnicas de produgio

A produgio de EPS bacteriano tem sido objeto de intensa pesquisa,
tendo em vista todos os fatores jd mencionados. Porém, a selecao de
espécies que produzam EPS com propriedades funcionais e de interesse
econdmico, bem como estudos que buscam otimizar seu rendimento e
sua producao ¢ um desafio constante (BOZA, 2003).
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Para determinar as caracteristicas e o potencial biotecnoldgico de
EPS bacterianos, assim como as condi¢oes ideais de produgio, sio
necessarios estudos de natureza bioquimica e molecular (MISHARA;
JHA, 2013). Tais abordagens irdo permitir identificar se a linhagem da
bactéria em estudo representa uma nova espécie e se hd informagoes
sobre a sintese do produto para o género ou familia da espécie identifi-
cada. Outros pardmetros a serem considerados como composi¢ao do
meio de cultivo, temperatura e pH precisam ser delineados para possi-
bilitar as melhores condicoes de produgio e com otimizagio da sintese
de produtos poliméricos (MISHARA; JHA, 2013; SAMPAIO, 2014).

O crescente interesse na andlise estrutural e nas propriedades
fisico-quimicas de EPS tem ampliado as técnicas de estudo, permitindo
elucidar melhor essas caracteristicas. Para tal, sdo empregados métodos
como: cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC); cromatografia
gasosa com espectrometro de massa (GC-MS); espectroscopia de infra-
vermelhos com transformadas de Fourier (FTIR); ressonancia magné-
tica nuclear (RMN); microscopia de for¢a atomica (AFM); microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM) e microscopia eletronica de varre-
dura (MEV) (MISHARA; JHA, 2013). Abordagem com enfoque gené-
tico e molecular também tem sido citada em diversos estudos, visando
ao aumento no rendimento e redugao do tempo de fermentagao, simpli-
ficando o processo de recuperacao e purificagao do produto (MISHARA;
JHA, 2013; ROSALAM; ENGLAND, 2006). Além disso, o uso de
ferramenta como a genodmica, transcriptomica, metabolémica e proteo-
mica pode contribuir para a compreensio e elucidagao das condicoes
mais eficazes e elaboragao de estratégias biotecnoldgicas da produgao de
exopolissacarideos bacterianos.

Consideragoes finais

Atualmente, hd um interesse crescente em biopolimeros bacteria-
nos devido as diversas caracteristicas que apresentam. Muitos estudos
tém permitido a elucidagio das propriedades fisicas e quimicas deste
grupo de polissacarideos, visando otimizar o processo de produgio e
obten¢ao do produto com propriedades especificas. Desse modo, a



exploragiao dessa fonte de produgio de biopolimeros poderd gerar
inimeros beneficios, principalmente para os processos que envolvem a
biotecnologia, uma vez que hd uma menor producio de poluentes
ambientais e baixo custo de produgao, sendo atrativo para diversos seto-
res industriais.
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0.

AVALIAGAO DA TOXICIDADE EM Artemia salina,
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA E CARACTERIZACAO
FITOQUIMICA DE EXTRATOS DAS FOLHAS DE
Machaerium opacum VOGEL (FABACEAE)

RENATO GOMES SANTOS
ANTONIO CARLOS SEVERO MENEZES
PLINIO LAZARO FALEIROS NAVES

s atividades farmacoldgicas dos produtos naturais tém sido utili-

zadas no tratamento de doencas desde o inicio da histéria

humana, ressaltando que, no comego do século XX, antes da “era

da sintese”, 80% de todos os medicamentos eram provenientes de
raizes, cascas e folhas, o que evidencia ainda mais a importincia das
atividades farmacoldgicas dos produtos naturais, as quais se estendem
aos dias atuais, desempenhando um papel altamente significativo, prin-
cipalmente no que concerne a descoberta de novos firmacos, que,
muitas vezes, sao provenientes dos produtos naturais ou derivados deles
(MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007; NEWMAN;
CRAGG, 2012).

Dentre os produtos naturais de origem vegetal, destaca-se a familia
Fabaceae, que apresenta iniimeros metabdlitos secunddrios, cuja maioria
demonstra algum tipo de atividade bioldgica, farmacoldgica ou toxicolo-
gbgica (WINK, 2013), constituindo uma das principais familias de plan-
tas medicianais (MOERMAN et al., 1999), o que justifica o continuo e
extenso estudo fitoquimico e farmacolégico das plantas desta familia.

Pertencente a familia Fabaceae a espécie Machaerium opacum
Vogel, género Machaerium, é popularmente conhecida como jacaranda,
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jacarandéd-ta-do-campo, jacarandi-do-campo, jacarandd-da-bahia,
jacarandd cascudo e jacarandd-do-cerrado, que ocorre no campo sujo,
campo cerrado, cerrado sentido restrito, cerraddo e nas bordas de matas
de galeria, no Distrito Federal e nos estados: BA, GO, MG, MT, MS,
SP e TO. Em relagao a sua fenologia e reprodugio, encontra-se sempre
verde, sendo a sua floragao de outubro a janeiro, polinizacio realizada
por abelhas, frutificagio de janeiro a abril e dispersio pelo vento

(LORENZI, 1998).

Embora sejam encontradas intimeras atividades bioldgicas e medi-
cinais descritas na literatura para as espécies (seiva, extratos e isolados)
do género Machaerium, tais como M. moritzianum com atividade inse-
ticida e téxica contra Artemia salina (SOTO; GARCIA, 2000), M. aris-
tulatum com atividade antitumoral (SEO et al., 2001), M. multiflorum,
com atividade bactericida, antimalarial, fungicida e leishmanicida
(MUHAMMAD et al., 2001, 2003), e M. floribundum com atividade
contra bactérias que induzem acne, efeitos citoprotetor e antioxidante
sobre fibroblastos (DIAZ et al., 2011), nio h4 relatos na literatura sobre
o estudos bioldgicos relacionados a espécie M. opacum.

Contudo, no que se refere a caracterizacio fitoquimica dos consti-
tuintes de M. opacum, Ollis et al. (1978) relataram o isolamento e iden-
tificagao de cinco compostos, trés derivados benzénicos, 2,3-dimetédxi-
fenol, pinosilvina monometiléter e dimetiléter, e dois flavonoides,
mucronulatol e duartan.

Nesse contexto, devido a necessidade de se conhecer as aplicabili-
dades e potenciais biolégicos de plantas, sobretudo de espécies do
cerrado pertencentes a familia Fabaceae, e com base em vdrias ativida-
des bioldgicas de plantas do género Machaerium, objetivou-se, com o
presente trabalho, realizar a caracterizacio fitoquimica das folhas, o
estudo da toxicidade e da atividade antibacteriana dos extratos das
folhas de M. opacum.



Material e método

Coleta e identificagio do material vegetal

As folhas da planta Machaerium opacum Vogel (Fabaceae) foram
coletadas no Cimpus Andpolis de Ciéncias Exatas e Tecnoldgicas da
Universidade Estadual de Goids (CCET-UEG), tendo como coordena-
das geograficas: latitude 16°22°42,2076” sul e longitude 48°56’53,8548”
oeste, em setembro de 2015. Essa planta foi identificada pela Profa. Dra.
Mirley Luciene dos Santos e a exsicata do material vegetal foi deposi-
tada no Herbdrio da Universidade Estadual de Goids “HUEG”, sob o
registro 10.858.

Obtengdo do extrato bruto etandlico

Para a obtencio do extrato bruto etanélico das folhas de M.
opacum, foram coletados 4,4 kg de folhas frescas, que foram secas em
estufa (MA035-Marconi) com circulacio de ar a 45 °C durante 48
horas e pulverizadas a fino p6, em moinho Willey (MA—-580). O mate-
rial pulverizado (2,2 kg) foi, entdo, submetido a um processo de mace-
racio a frio com etanol 96%, sendo o solvente evaporado em um rotae-
vaporador (TECNAL-120), obtendo-se o extrato bruto etanélico
(384,32 g), conforme metodologia proposta por Matos (2009).

Ao extrato bruto etanélico obtido (364,06 g), adicionou-se celu-
lose microcristalina D, cuja mistura resultante foi fracionada por meio
de filtragao a vécuo, utilizando-se como eluentes os seguintes solventes,
por ordem crescente de polaridade: hexano, diclorometano, acetato de
etila e metanol, obtendo-se os seguintes extratos: hexanico (68,66 g),
diclometanico (8,04 g), acetato-etilico (2,71 g) e metandlico (120,63 g).

Caracterizagdo fitoquimica

A andlise fitoquimica do pé das folhas de M. opacum foi reali-
zada em triplicada para a detec¢io dos metabdlitos secunddrios mais
relevantes, utilizando-se uma série de reacoes de caracterizacao fito-
quimica para detecgdo de metabdlitos secunddrios segundo adapta-
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¢oes das metodologias propostas por Costa (2001), Matos (2009) e
Simées et al. (2010).

Avaliagdo da toxicidade contra Artemia salina Leach

A avaliagio da toxicidade contra A. Salina foi realizada segundo a
metodologia de Molina-Salinas e Said-Ferndndez (2006), com algumas
adaptagoes. Foi empregado o meio de 4gua marinha sintética preparado
com a dissolugdo de sal marinho (40 g.L"') em dgua destilada, suple-
mentado com extrato de leveduras (6 mg.L") e esterilizado em auto-
clave. O pH foi ajustado a 8,5 com solu¢io de Na,CO, 0,1 mol.L .

Os cistos (100 mg) foram incubados por 36 horas em 1 L do meio
com iluminagao natural, temperatura ambiente (20-25 °C) e oxigena-
¢ao constante, a fim de promover a eclosio dos cistos e liberacao dos
nduplios. Apds a eclosdo, os nduplios foram atraidos por fonte de luz,
pipetados e transferidos para uma placa de Petri com 10 mL de meio
fresco, para que entdo fossem transferidos para microplacas de poliesti-
reno estéreis, com 96 pogos. Os indculos foram padronizados com 101
nduplios por cada pogo.

O extrato bruto etanélico das folhas de M. opacum e demais extra-
tos fracionados foram solubilizados em solucao salina e DMSO (dime-
tilsulféxido) nas concentracoes de 4000, 2000, 1000, 500, 250 e 125
pg.mL' e, em seguida, foram adicionados aos pogos das microplacas,
apresentando concentragées finais de 2000, 1000, 500, 250, 125 ¢ 62,5
pg.mL". Foram incluidos controles de viabilidade e de letalidade, utili-
zando diluicoes de 100 pg.mL" de KZCrzO7, dgua salina e DMSO
2,5% (concentragio médxima obtida apés diluicio seriada dos extratos).
Todos os ensaios foram realizados em triplicatas independentes.

O cilculo das CL foi realizado pela contagem de nduplios
mortos e vivos apds 24 h de exposi¢io aos compostos (20-25 °C) pelo
método grafico para dose-resposta — Probit, no programa Statplus®
versao 5.7.8 — 2014 professional (Analyst Soft), a partir da regressio
linear obtida da relacao entre a porcentagem de nduplios mortos e a
concentragdo do extrato.



Para a classificacao do nivel de toxidade, foi utilizado o critério
proposto por Ngutaet al. (2011). Os autores consideram toxicidade forte
para compostos com valores de CL,, de até 100 pg.mL", toxicidade
moderada para CL, entre 100 e 500 pg.mL", toxicidade baixa para
CL50 entre 500 pg.mL" e 1000 pg.mL", e ndo tdxico para valores acima
de 1000 pg.mL™".

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

O teste de avaliacao da atividade antimicrobiana foi realizado pelo
método de difusio de disco em dgar, conforme preconizado pelo CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute), fasciculo M1000-S21
(CLSIL, 2014) e segundo adaptagoes dos trabalhos de Fonseca et al.
(2014) e Matte, Deak e Mata (2015).

Para os testes de difusiao em disco, discos de papel filtro (discos
testes) de cinco mm de didmetro foram esterilizados em autoclave, e
individualmente impregnados com 20 pL do extrato bruto etandlico
(MOFE) e extrato hexdnico (MOFEH), diclometinico (MOFED),
acetato-etilico (MOFEA) e metandlico (MOFEM), todos nas concen-
tragoes de 250, 500, 1000 e 2000 pg.mL™.

O preparo do extrato bruto e dos demais extratos nas concentra-
¢oes mencionadas deu-se de duas formas, uma delas solubilizando-se
os extratos: MOFE, MOFEH, MOFED e MOFEA em etanol e
MOFEM em metanol. A outra, solubilizando-as em DMSO e em
caldo Mueller Hinton. A solubiliza¢ao das amostras deu-se dessas
duas formas para que se averiguasse possiveis problemas de solubili-
dade para posterior impregnacio nos discos, assegurando-se, assim, a
acurdcia dos ensaios realizados.

Os mesmos volumes (20 pL) de etanol P.A., metanol P.A. e DMSO
10% (quantidade mdxima presente nas amostras apds diluigao em caldo
Mueller Hinton) foram aplicados em discos de papel filtro para o
preparo dos controles negativos. Os discos testes adicionais preparados
foram, entdo, levados para a estufa até evaporagio completa dos solven-
tes. Os discos com etanol e metanol permaneceram por 30 minutos a
37 °C + 1 °C, enquanto que os com DMSO por 4 horas & mesma

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

105



SHIVNITIIOSIAYALNI SVOLLYHd d SHYIIVS :HANVS VA SYIONHTID)

106

temperatura. Ressalta-se que também foram preparados discos-controle
com esses mesmos solventes, sem que estes fossem evaporados, de modo
a constatar sua interferéncia, ou nio, na inibicao dos microorganismos
testados, atribuindo-se, assim, o efeito de possiveis inibicoes apenas no
extrato bruto etandlico e demais extratos testados, e nao nos solventes
utilizados. Além desses, utilizaram-se como controles positivos discos
de 10 pg de gentamicina.

Os discos testes foram analisados contra seis culturas padroes, trés
gram-positivas, Staphylococcus aureus (ATCC 29213), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923) e Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), e trés
Gram-negativas, Escherichia coli (25312), Klebsiella pneumoniae (700603)
e Pseudomonas aeruginosa (27853). As culturas bacterianas foram prepara-
das a partir de colonias isoladas de cepas reativadas e suspendidas em 5
mL de solucio salina estéril. A turvagio da suspensio bacteriana foi
padronizada comparando-se com a escala 0,5 de MacFarland, a qual
corresponde 3 concentragio de 1,5x10° UFC.mL", semeando cada
suspensdo bacteriana com o auxilio de um swab estéril sobre a superficie
da placa contendo cerca de 40 mL de Agar Mueller Hinton. Em seguida,
as placas foram entio incubadas por 24h a 37 °C + 1 °C, medindo-se os
halos de inibigio produzidos, sendo todos os procedimentos realizados

em cAmara de fluxo (QUIMIS MOD PA310) e em triplicata.

Resultado e discussao
Caracterizagdo fitoquimica

Com os resultados provenientes da prospecgao fitoquimica, foi
possivel identificar como metabdlitos principais presentes nas folhas de
M. opacum: flavonoides, triterpenos, antraquinonas, cumarinas, tani-
nos e esteroides (Tabela 2). Tais resultados reforcam ainda mais os estu-
dos relacionados com esse género, sendo, os flavonoides, seguidos dos
triterpenos e esteroides os metabdlitos mais comumente isolados e estu-
dados, o que pode ser evidenciado no trabalho de Amen et al. (2015),
sendo esses metabdlitos, provavelmente, os principais responsdveis pela
maijoria das atividades biolégicas desse género.



Tabela 2 — Metabdlitos Secunddrios pesquisados nas de folhas de M.

opacum
Metabélitos Resultados
Flavonoides +
Antraquinonas +
Cumarinas +
Taninos +
Esteroides +
Triterpenoides +
Alcaloides -
Saponinas -

Legenda: sinal (+) indica presenca e (-) auséncia de constituinte quimico.

Avalia¢ao da toxicidade contra Artemia salina Leach

Os resultados demonstraram que o extrato etandlico de M. opacum
apresentou CL, = 620 pg.mL"', enquanto os extratos hexanico e meta-
ndlico, CL50>2000 pg.mL?, diclorometinico, CL50 = 1115 pg.mL' e
acetato-etilico, CL, = 904 pg.mL" (Tabela 3).

Tabela 3 — Toxicidades do extrato bruto e demais extratos de M. opacum
expressados como CL,; (Concentragio Letal média em pg.mL"' para
50% da populagao) contra Artemia salina

Extrato bruto e fragdes CL;, (ng-mL") Classificagio da toxicidade
MOFE 620 Baixa
MOFEH >2000 Atéxica
MOFED 1115 Atdxica
MOFEA 904 Baixa
MOFEM > 2000 Atdxica

Legenda: MOFE = Machaerium opacum Folhas Etanol -Extrato brutoetandlico; MOFEH =Machaerium
opacum Folhas Etanol- Hexano — Extrato HexAnico; MOFED =Machaerium opacum Folhas Etanol—
Diclorometano -Extrato diclorometanico; MOFEA =Machaerium opacum Folhas Etanol— Acetato de Etila
— Extrato acetato-etilico; MOFEM =Machaerium opacum Folhas Etanol— Metanol — Extrato metandlico.
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De acordo com os critérios propostos por Nguta et al. (2011) para
a classificagao do nivel de toxicidade, observou-se que os extratos hexa-
nico, metandlico e diclorometinico foram atdxicos contra A. salina,
enquanto o extrato acetato-etilico e extrato etanélico apresentaram
toxicidade fraca.

Soto e Garcia (2000) estudaram a bioatividade de M. moritzianum
e observaram que o extrato bruto e o extrato acetato-etilico apresenta-
ram toxicidades bem mais elevadas, 145 pg.mL"' — moderada e 0,036
pg.mL" — alta, respectivamente, segundo os mesmos critérios de Nguta
etal. (2011). Enquanto isso, os extratos de éter de petréleo e dgua-etanol
apresentaram CL50 de 1050 pg.mL", fraca.

Esses mesmos autores realizaram estudos da atividade inseticida
contra Alconeura sp e detectaram que o extrato bruto apresentou CL,|
de 6,903 pg.mL", acetato etilico de 4,113 pg.mL" e éter de petrdleo,
com 11,745 pg.mL". Esses extratos também apresentaram atividade
fagoinibidora contra Atta cephalotes L. Tais resultados correlacionaram-
se com os ensaios preliminares, bem como as doses utilizadas, demons-
trando a importincia da realizagdo de ensaios preliminares com A.
salina para selegao de plantas com vistas ao estudo de diferentes bioati-

vidades (SOTO; GARCIA, 2000).

Avaliagdo da atividade antimicrobiana

No estudo antimicrobiano de M. opacum contra bactérias Gram
-positivas e negativas, constatou-se que nenhuma das concentragdes
testadas (2000, 1000, 500 e 250 pg.mL") do extrato bruto (MOFE) e
demais extratos (MOFEH, MOFED, MOFEA e MOFEM) apresentou

atividade antimicrobiana (Figura 1).

Atividade antimicrobiana de M. hirtum sio descritos contra S.
aureus, Salmonella sp., E. coli e Helicobacter pylori (CARVALHO et al.,
2011) e de M. floribundum contra as bactérias S. epidermidis, S. aureus
e Propionibacterium acnes (DIAZ et al., 2011).

Uma procianidina, proveniente da espécie M. floribundum, apre-
sentou atividade antimicrobiana contra S. maltophilia (\WAAGE;
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HEDIN; GRIMLEY, 1984) e hexahidrodibenzopiranos isolados de M.
multiflorum com resultados positivos de inibi¢ao em ensaios realizados

com S. aureus e S. aureus resistente 3 meticilina (MUHAMMAD et al.,
2001, 2003).

Figura 1 — Teste de suscetibilidade antimicrobiana dos extratos das
folhas de Machaerium opacum

Legenda: 1, 2, 3 e 4 = concentragdes dos extratos dissolvidos em solvente (etanol ou metanol), sendo 1 =
2000 pg.mL", 2 = 1000 pg.mL", 3 = 500 ug.mL", 4 = 250 ug.mL"; D1, D2, D3 e D4 = concentragbes
dos extratos dissolvidos em DMSO e caldo Mueller Hinton, sendo D1 = 2000 pg.mL", D2 = 1000
pg.mL?, D3 =500 pg.mL", D4 = 250 pg.mL"; D = DMSO 10% (evaporado); D* = DMSO 10% (recém
impregnado); M/E = solvente metandlico ou etanélico P.A. (evaporados); M/E* = solvente metanélico ou
etandlico P.A. (recém aplicado); G = controle com gentamicina.

Conclusao

As andlises fitoquimicas realizadas neste trabalho revelaram que a
espécie estudada apresenta como metabdlitos secunddrios majoritdrios
flavonoides, triterpenos, antraquinonas, cumarinas, taninos e esteroi-
des, os quais podem ser potencialmente ativos em modelos biolégicos e
farmacoldgicos, sobretudo os flavonoides e triterpenos, principais meta-
bélitos responséveis pelas atividades bioldgicas e farmacolédgicas descri-
tas para as espécies do género Machaerium.

Os ensaios com A. salina mostraram que os extratos hexanico,
diclorometinico e metandlico foram atéxicas, enquanto o extrato aceta-
to-etilico e extrato bruto etandlico apresentaram toxicidade fraca, sendo
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que os resultados encontrados nesses ensaios correlacionaram-se com os
obtidos contra bactérias gram-positivas e gram-negativas, ji que nio se
constatou nenhuma inibigao de proliferacio bacterioldgica.
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b.

UMA BREVE REVISAO SOBRE
Aeollanthus suaveolens E AS LACTONAS
&-DECALACTONA E y-DECALACTONA

EDUARDO LOPES DE PAULA
MAISA BORGES COSTA

tratamento de doengas que acometem o homem tem sido uma

preocupagao constante da humanidade desde o inicio da civiliza-

¢ao. Inicialmente, os recursos terapéuticos usados eram prove-

nientes da natureza (plantas, animais e minerais) (CALIXTO,
2008) e, devido a isso, a busca por novas substancias, com potencial
atividade farmacolégica, as chamadas moléculas bioativas, tem sido um
dos grandes desafios enfrentados pela ciéncia (VIEGAS et al., 2000)
principalmente em relagdo ao crescimento da resisténcia a vdrios micror-
ganismos (LIESEN et al., 2008).

De maneira geral, a natureza é responsdvel pela produgao de grande
parte das substincias organicas conhecidas, ressaltando-se que a diver-
sidade de compostos quimicos é oriunda do Reino Vegetal (MONTA-
NARI; BOLZANI, 2001). No inicio do século XIX, a maioria dos
tirmacos era de origem natural e sua estrutura quimica e natureza eram

desconhecidas (LIPINSKI, 2000; MELO et al., 2000).

A sintese de fairmacos é considerada como um desdobramento da
sintese orgAnica por permitir o acesso a inimeros compostos com fina-
lidade profildtica, curativa, paliativa e para diagnéstico médico, bem
como auxiliar a construgdo de moléculas, independentemente da
complexidade estrutural, com elevado grau de pureza e propriedades
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farmacoldgicas especificas. De forma geral, envolve uma sequéncia
planejada de reagdes orginicas aplicadas sobre um composto de partida
para a produgio de novas moléculas (BARREIRO, 1991).

Consequentemente, um dos grandes desafios enfrentados pela
ciéncia é desenvolver firmacos eficazes e nao tdxicos ao ser humano,
principalmente, relacionados a0 aumento da resisténcia de enfermida-

des a antibidticos e antiftingicos (LIESEN, 2008; VIEGAS, 2000).

O desenvolvimento de novos firmacos estd organizado em basica-
mente trés etapas, na qual a descoberta de um composto com atividade
terapéutica consiste na primeira etapa deste processo. A segunda etapa
refere-se aos estudos pré-clinicos, com testes in vitro, visando a avalia-
¢ao das propriedades biolégicas dos compostos obtidos e bioensaios in
vivo, com a investigagio da farmacocinética e farmacodinimica em
animais. Os estudos clinicos em humanos sio realizados numa terceira
e ultima etapa do processo, dividida em virias fases até a comercializa-
¢ao do medicamento (GUIDO et al., 2010).

Dos virios firmacos sintetizados ou isolados de produtos naturais,
estao os relacionados a psicofarmacologia, com importincia atribuida
ao valor terapéutico, que resulta em efeitos fisiolégicos e psicoldgicos
especificos que possibilitam aos seus usudrios terem uma vida relativa-
mente normal (FREITAS, 2011).

O emprego de produtos naturais, pelas comunidades, como medi-
camentos para a cura de doengas, torna necessirio um estudo etnofar-
macolégico para a busca de fdrmacos em potencial, sendo a etnofarma-
cologia um segmento da bot4nica que relaciona o conhecimento popular
e o conhecimento cientifico na investigacao experimental das atividades
biolégicas de substincias ativas de origem vegetal e animal da medicina
tradicional, além de permitir a elucidagao e comprovagao de tais ativi-

dades (ELISABETSKY, 2007).



Atividade anticonvulsivante

Dentre as diversas classes de firmacos, destacam-se, como uma
das mais importantes, a dos psicofdirmacos. Essa grande importincia,
atribuida aos componentes dessa classe, estd associada ao seu valor tera-
péutico, que promove efeitos fisiolégicos e psicoldgicos especificos,
possibilitando, assim, uma vida relativamente normal as pessoas sube-
metidas a esse tipo de tratamento (FREITAS, 2011). Em relagao a
epilepsia, hd estimativas de que 50 milhoes de pessoas no mundo, em
torno de 1% da populagao mundial, e somente 25 a 45% estao comple-
tamente livres de crises apds o tratamento (FREITAS, 2011).

A definigao de epilepsia dd-se ao grupo de desordens caracterizado
por crises espontineas e recorrentes, cujo resultado é um processo
complexo, envolvendo vérios sistemas neurotransmissores, tais como os
glutamatérgicos, colinérgicos e sistema gabaérgicos, gerando a ocorrén-
cia de convulsées (QUINTANS, 2002; SHIHA et al., 2015; WANG et
al.,, 2015).

O tratamento com Drogas Antiepilépticas (DAE’s) ou anticonvul-
sivantes tradicionais é importante para o controle das crises convulsivas.
O tratamento ¢ sintomdtico e atua como um possivel neuroprotetor
(ROGAWSKI et al., 2016), no qual o firmaco deverd agir diretamente
em algumas moléculas do cérebro como neurotransmissores, seja no
neurotransmissor GABA ou no neurotransmissor glutamato (PFLU-
GER et al,, 2016).

Os principais firmacos antiepilépticos disponiveis atualmente sao
moléculas sintéticas. Como exemplo, podemos destacar a fenitoina (1),
fenobarbital (2), felbamato (3), lamotrigina (4), gabapentina (5), os
benzodiazepinicos (6) e o felbamato (7) (Figura 1) (ALMEIDA, 2003;
QUINTANS, 2002).
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Figura 1 — Estruturas moleculares das moléculas sintéticas dos princi-
pais firmacos antiepiléticos
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Fonte: Adaptado de Almeida (2003) e Quintans (2002).

O uso continuo das DAE’s pode evidenciar efeitos satisfatérios no
controle das crises convulsivas, bem como efeitos colaterais (HABIBI et
al., 2016; KAMINSKI et al., 2014; QUINTANS, 2002; PFLUGER et
al., 2016). Como exemplos, podemos citar os firmacos que atuam no
neurotransmissor GABA (como por exemplo, os barbitiricos 2 ¢ 6) e
podem causar ganho de peso, fadiga e diminuicio cognitiva, além dos
que atuam no neurotransmissor glutamato (como por exemplo, o
felbamato 7) e podem causar perda de peso (HABIBI et al., 2016;
KAMINSKI et al., 2014; PFLUGER et al., 2016).

Na tentativa de obter resultados mais promissores com a aplicagio
das DAE’s, algumas pesquisas foram e ainda estdo sendo desenvolvidas
com o intuito de se chegar a firmacos mais eficazes (QUINTANS, 2002).

Algumas espécies de plantas aromdticas, constituidas por 6Sleos
essenciais, tém sido o alvo cientifico de grupos de pesquisa, por apresen-
tarem um largo espectro de atividades farmacolégicas, incluindo a agao
antiepiléptica, e direcionando, assim, o desenvolvimento de novos
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compostos com potencial anticonvulsivante e com vantagens sobre as

DAFE’s atuais (ALMEIDA, 2003).

Dentre as diversas espécies aromdticas, destaca-se a Aeollanthus
suaveolens (Mart. ex Spreng), uma Lamiaceae conhecida como medici-
nal e que foi estudada por apresentar efeitos psicofarmacolégicos
(ELISABETSKY, 2007; TUCKER; MACIARELLO; ALKIRE, 1995).
Estudos mostraram que os componentes presentes no 6leo essencial das
folhas e flores dessa espécie apresentaram efeitos psicofarmacoldgicos

(ELISABETSKY, 2007).

Aeollanthus suaveolens

Aeollanthus suaveolens Mart. Ex Spreng. (Figura 2), uma espécie
aromdtica de origem africana, conhecida no Brasil, mais comumente
nos estados do Pard, Acre e Amazonas, como “macaca” ou “catinga-
de-mulata”, ¢ utilizada popularmente para afecgdes da pele e olhos,
sedativa, ansiolitica, analgésica e também como anticonvulsivante

(ELISABETSKY, 2007; OLIVEIRA et al., 2004).

Figura 2 — Imagem da planta Aeollanthus suaveolens Mart. Ex Spreng

Fonte: https://viveirosabordefazenda.wordpress.com/2016/03/03/0-perfumado-macassa/
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A A. suaveolens é fortemente aromdtica e seu 6leo essencial é cons-
tituido por vdrios componentes quimicos, dentre eles, as lactonas
(Figura 3), que foram detectados e identificados por andlise cromato-
grafica acoplada ao espectrémetro de massas (CG/EM) (TUCKER;
MACIARELLO; ALKIRE, 1995).

Figura 3 — Representagao estrutural das moléculas com efeito psicofar-
macolégico encontradas na espécie A. suaveolens
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Fonte: Adaptado de Elisabetsky (2007).

Lactonas sao moléculas que apresentam, em sua grande maioria,
bioatividades, em que se destacam as atividades inseticidas, herbicidas,
antimicrobianas e citotéxicas (COELHO et al., 1997). Também é preciso
ressaltar o potencial neuroativo, anestésico, anti-inflamatério, antipiré-

tico, miorrelaxante e propriedades sedativas (COELHO et al., 1997).

Ensaios farmacol6gicos com as lactonas 8, 11 e 12, presentes no
6leo essencial da A. suaveolens, foram realizados e monitorados em ratos
com a indugao de convulsdes com o pentilenotetrazol (PTZ) (COELHO



et al., 1997; ELISABETSKY; MARSCHNER; SOUZA, 1995). Os
resultados evidenciaram que as lactonas 8 e 11 nao apresentaram poten-
cial anticonvulsivante. Entretanto, a y-decalactona (12) apresentou
efeito dose-dependente no sistema nervoso central (SNC), incluindo
hipnético, atividades anticonvulsivantes e hipotermia. A administragio
de uma unica dose de y-decalactona (12) foi eficaz contra convulsoes
induzidas (COELHO et al., 1997; ELISABETSKY; MARSCHNER;
SOUZA, 1995), além de apresentar atividade antigenotdxica, por repa-
rar o dano no DNA induzido por PTZ (OLIVEIRA etal., 2004, 2008).

1T e 6-decalactona — isolamento e atividade biolégica

As lactonas 11 e 12, monoterpenos com férmula molecular
C,,H,,0,, s3o encontradas em diversas espécies de plantas (COELHO
etal., 1997; ELISABETSKY; MARSCHNER; SOUZA, 1995) e usadas
principalmente como um agente aromatizante nas industrias alimenti-
cias, cosméticas e farmacéuticas (GOPINATH, 2008).

Na inddstria alimenticia, sdo empregadas como aromatizantes e
espessantes em bebidas como sucos de frutas, vinho, aguardente e refri-
gerantes, para melhorar o odor, sabor e potabilidade (GOPINATH,
2008).

Em relagao a drea cosmética, as lactonas sao empregadas como
ingredientes de perfumaria em preparagdes para o cabelo, cremes, deso-
dorantes, perfumes, colonias, logdes e protetor solar. Além disso, estao
presentes na composi¢ao produtos para cuidados de animais e para a
higiene corporal, tais como pasta de dentes, gel dental, cremes dentais

(GOPINATH, 2008).

A grande demanda na industria farmacéutica estd associada a apli-
cagdo de fragrincia, em comprimidos soliveis ou para os mastigdveis,
para garganta ou tosse, pastilhas, pés ou grinulos farmacéuticos

(LOYAUX, 1981).

Pesquisas sobre o potencial aromdtico das lactonas 8-(11) e y-Deca-
lactona (12) sao amplos. Entretanto, poucos sio os estudos relacionados

a outras atividades biolégicas (BORATYNSKI et al., 2016), ¢ os jd exis-
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tentes evidenciam um amplo espectro de atividades, como, por exem-
plo, o poder antifingico frente a fungos filamentosos (Aspergillus niger),
contra leveduras (Candida albicans) e bactérias (Staphylococcus aureus)
(BORATYNSKI et al., 2016).

8-Decalactona (11) foi detectada na produgdo do veneno glandu-
lar de formigas Pachycondyla apicalis e o seu enantiémero (R)-(+), como
componente de alguns animais. J4 o enantiémero (R)-(+) da y-Decalac-
tona ¢ utilizado pelo besouro Elater ferrugineus como um cairoménio
para o besouro Osmoderma eremita (BORATYNSKI et al., 2016).

Devido a importancia biolégica dessas lactonas, vdrias sao as vias
metabdlicas e metodologias sintéticas para a produgao (GOPINATH et
al., 2008). Entretanto, com relagao a y-Decalactona (12), é observado

que artigos relacionados a sua biossintese, com diversos microrganis-
mos, sao mais comuns (GOPINATH et al., 2008).

Obtengao da y-decalactona 12

A y-Decalactona (12) vem sendo estudada hd mais de 70 anos e,
consequentemente, inimeras sao as pesquisas cientificas relacionadas
com essa lactona, seus diferentes mecanismos de obtengao por reagoes
de biotransformacio, biocatélise ou biossintese (BORATYNSKI et al.,
2016; GOPINATH et al., 2008; KRZYCZKOWSKA, 2012).

Como exemplo de biotransformagao desenvolvida para a produgao
de y-Decalactona (12), destaca-se a do 4cido ricinoleico (13), catalisada
por leveduras envolvendo 4 etapas de B-oxidacio para a formagao da
y-Decalactona (12) (Esquema 1) (BORATYNSKI et al., 2016; GOPI-
NATH et al., 2008; KRZYCZKOWSKA, 2012).



Esquema 1 — Representagao estrutural da biotransformagao do 4cido

ricinoleico (13) para a produgao da y-Decalactona (12)
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Fonte: Gopinath et al. (2008) e Krzyczkowska (2012).

Odutra vertente empregada para a obten¢io da lactona 12 ocorre a
partir da aplicacao de biocatdlise com a enzima 4lcool deidrogenase,
obtida do figado do cavalo e recombinada com Escherichia coli, que
promove a oxida¢ao do decano-1,4-diol (14) para produzir a mistura
enantiomérica (-)-(§) e (+)-(R) da y-Decalactona (12) (Esquema 2)

(BORATYNSKI et al., 2016).
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Esquema 2 — Representagao estrutural da biotransformacio do deca-

no-1,4-diol (14) para a produgio da y-Decalactona (12)

14 Alcool deidrogenase

- OH recombinada com E. coli

(6]

HO

OH
Alcool deidrogenas

AN

o °
Fonte: Boratynski et al. (2016).

A metodologia por biocatdlise com o emprego da enzima dlcool
deidrogenase, recombinada com E.coli, também foi aplicada para a
obtengio da lactona §-decalactona (11) (Esquema 3). Entretanto, dife-

rentemente da lactona 12, nesse caso, a produgio teve um excesso enan-
tiomérico de 30-50% do enantiémero (+)-(R)— O-decalactona (11)
(BORATYNSKI et al., 2016).

Destacam-se, na literatura, outras rotas sintéticas para a obten-
¢ao da lactona 11, que nao estao relacionadas com reagdes de biotrans-
formacio, biossintese ou biocatdlise. Podemos observar que as reagoes
que envolvem biotransforma¢io estdo diretamente relacionadas a
quimica verde, pois tentam promover a sintese de novos compostos
com auséncia de solventes ou o minimo possivel de solventes e/ou
reagentes toxicos.



Esquema 3 — Representagao estrutural da biotransformacio do deca-

no-1,4-diol (14) para a produgdo da 8-Decalactona (11)
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Fonte: Boratynski et al. (2016).

Sinteses convencionais para a obten¢ao da d-decalactona (11)

Para a sintese da 8-decalactona (11), algumas metodologias sinté-
ticas convencionais sio descritas na literatura (CORMA et al., 2004).
Dentre elas, podemos destacar a oxidagao de Baeyer-Villiger, ressal-
tando que a reagao entre a cetona ciclica (15) e o agente oxidante peré-
xido de hidrogénio, juntamente com o catalisador Sn-Beta, favorecem a

formagao da 8-decalactona (11) (Esquema 4) (CORMA et al., 2004).

Nessa metodologia, Corma e colaboradores (2004) desenvolveram
a sintese da lactona 11, com sistema catalitico como Sn-Beta/peréxido
de hidrogénio, que direciona para a migracao da assimetria do centro
do carbono com retengdo de configura¢io, além de desenvolver a reagao
na auséncia de qualquer solvente orginico, o que seria de total impor-
tancia industrial (CORMA et al., 2004).
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Esquema 4 — Representagio estrutural da Reagio de Baeyer-Villiger
para obtengio da d-decalactona (11)

&%@o /\/\ Sn-Bet_a.
& H,0, O [6)
(11)

15
Fonte: Corma et al. (2004).

Li colaboradores (2013) sintetizaram a 8-decalactona (11) a partir
da reacio de oxidagao, acompanhada por cicliza¢io do anel, da 2-pente-
nil ciclopentanona (Esquema 5). A vantagem dessa metodologia, em
comparacio as oxidagoes de Baeyer-Villiger, é a produgao do anel lacto-
nico sem expansio do seu anel.

Esquema 5 — Representagdo estrutural da Reagdo de oxidag¢io com
peréxido de hidrogénio da ciclopentanona para obtengao da §-decalac-

tona (11)

H,S0, H,0,
\ MeOH () 0
16 50°C 11

Fonte: Li et al. (2013).

A partir das consideragdes descritas nesta breve revisao, relaciona-
das a parte quimica e potencial biolégico da 8-decalactona (11), nosso
grupo de pesquisa vem desenvovlendo uma nova metodologia sintética
para a obten¢ao desta lactona (Esquema 06).

Essa metodologia ¢ baseada em reagoes de condensagao aldélica
entre o butilraldeido (17) e o 4cido 4-acetilbutirico (18) em meio bésico,
na qual, sequencialmente, reagoes de ciclizagao e redu¢io serao empre-
gadas para a obtengao da 8-decalactona (11), com menos etapas, e sem



o desenvolvimento de reacoes de oxida¢io de Baeyer-Villiger, na tenta-
tiva de evitar a expansao do anel lactonico.

Esquema 6 — Representacio estrutural da Reacio de condensagio aldé-
lica para a obtengao da 8-decalactona (11)
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Fonte: Préprios autores (2017).

Consideragoes finais

O vasto espectro de atividades farmacoldgicas apresentadas pela
d-decanolactona (11), bem como a quantidade limitada de artigos
descritos na literatura, sobre metodologias sintéticas para a sua obten-
¢a0, faz dessa molécula um interessante alvo sintético para vérios grupos
de pesquisa, sempre com o foco de desenvolver compostos biologica-
mente ativos com rotas sintéticas curtas e vidveis economicamente.

Nesse sentido, esta breve revisio sobre a 0-decanolactona (11) vem
com a tentativa de nos auxiliar nesta pesquisa cientifica que estamos
desenvolvendo no Programa de Mestrado em Ciéncias Aplicadas a

Produtos para a Satde (CAPS).
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MICROENCAPSULAGAO: ESTRATEGIA TECNOLOGICA
NA OBTENGAO DE BIOPRODUTOS DE ALTA QUALIDADE

DEBBORAH GONCALVES BEZERRA
IVANO ALESSANDRO DEVILLA
JOELMA ABADIA MARCIANO DE PAULA

desenvolvimento tecnolégico de bioprodutos envolve virias

etapas que demandam conhecimentos interdisciplinares. Uma

das técnicas recentemente utilizadas na cadeia de transformacio

de derivados vegetais para o bioproduto intermedidrio é a
microencapsulagio. Embora seja conhecida hd muitas décadas, essa
técnica tem ampliado seu espago em aplicagoes nas mais diversas 4reas,
tais como a farmacéutica, alimentar e cosmética (VANDEGAER, 1974;
GAONKAR et al.,, 2014; SIMOES et al., 2017).

A concepgao da microencapsulagao de materiais foi inspirada no
modelo celular, no qual o niicleo é envolvido por uma membrana semi-
permedvel que o protege do meio externo e, a0 mesmo tempo, controla
a entrada e a saida de substancias na célula (RE, 2006). Por analogia a
esse modelo, a microencapsulagio envolve processos que levam a incor-
poragao de substincias de interesse (nicleo ou material ativo) em um
sistema de revestimento (material de parede, carreador ou agente encap-
sulante). Tais sistemas microencapsulados podem apresentar as seguin-
tes vantagens: (1) controle da velocidade de liberagao do principio ativo;
(2) segregamento fisico dos constituintes ativos das condigdes ambien-
tais ao seu redor; (3) direcionamento dos constituintes ativos ao sitio de
a¢ao; (4) estabilidade fisico-quimica e bioldgica; (5) redu¢io no niimero
de aplicagoes, doses ou quantidade do ativo administrado; (6) manu-
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tengdo da concentracio constante do principio ativo; (7) biodegrada-
¢a0; (8) possivel redu¢io de impactos ambientais (MADENE et al.,
2006; OBEIDAT, 2009; TIWARI et al., 2010).

O presente capitulo faz uma revisio sobre os principais aspectos e
aplicagdes da técnica de microencapsulagio, especialmente por meio de
spray drying, na obtencao de bioprodutos de alta qualidade.

Aplicagoes da microencapsulagao

As primeiras encapsulagées ocorreram em nivel de macroescala e,
mais tarde, foram reduzidas para o nivel micro. Seguindo essa tendén-
cia, muitas empresas inovadoras no campo de encapsulacao hoje estao
buscando novas maneiras de explorar, desenvolver e comercializar
encapsulagio em nivel micro e nanométrico (BENITA, 20006;
GAONKAR et al.,, 2014, ANANDAHRAMAKRISHNAN; ISHA-
WARYA, 2015).

A tecnologia de microencapsulagao é amplamente utilizada em
uma variedade de campos, incluindo produtos farmacéuticos, produtos
quimicos, medicina, alimentos, ragdo, téxtil, impressao, agricultura,
tratamento de residuos e cosméticos. Essa gama de aplicagdes decorre
da verificagao de que os sistemas microencapsulados tém excelentes
caracteristicas, tais como estabilidade das propriedades fisico-quimicas
e biolégicas do produto (protegem o material de nicleo dos efeitos da
radiagao ultravioleta, umidade ou do contato com oxigénio), aumento
do tempo de prateleira, facilidade de armazenamento e distribui¢ao,
biodisponibilidade de bioativos no sitio ou local alvo, solubilidade em
dgua e liberagao controlada do principio ativo (MADEIRA, 2009;
SILVEIRA et al., 2013; SINGH; DIXIT, 2014; ANANDAHRAMA-
KRISHNAN; ISHAWARYA, 2015; KESHANI et al., 2015).

Dentre as diversas aplicagdes da microencapsulacio, destacam-se
os produtos alimenticios. Os tipos de materiais de niicleo que s2o encap-
sulados para aplicagoes alimenticias incluem sabores, vitaminas, mine-
rais, gorduras, dleos, corantes, enzimas, micro-organismos, probidticos
e outros compostos nutricionais. Os materiais de parede utilizados para
encapsulagdo de ingredientes alimentares incluem hidrocoléides (goma



ardbica, dgar, alginato, quitosano, pectina), carboidratos (amido, malto-
dextrinas, xarope de milho, ciclodextrinas), celulose (carboximetilcelu-
lose, metilcelulose, etc.), proteina de soro de leite, gelatina, proteinas de
soja e lipidios (Sleos, gorduras, cera, parafina, fosfolipidios) (MURU-
GESAN; ORSAT, 2012; MAHDAVT et al., 2014).

Oliveira (2011) produziu microparticulas lipidicas contendo Lacto-
bacillus acidophilus ou Bifidobacterium lactis por meio da técnica spray
chilling (injeao de ar frio para permitir a solidificacdo da particula,
técnica na qual é comum a utilizagao de lipidios como agente encapsu-
lante). No estudo, foi avaliada a sobrevivéncia dos micro-organismos a
passagem pelo trato gastrointestinal. Os resultados mostraram que
91,8% das células de L. acidophillus e 90,7% de B. lactis permaneceram
vidveis no intestino.

A microencapsulagio de produtos naturais oriundos de plantas
também tem sido investigada como estratégia tecnolégica para o desen-
volvimento de bioprodutos com aplicagdes alimenticias, farmacéuticas
e cosméticas. Estudos realizados por Barros e Stringheta (2006) e revi-
sao de Mahdavi et al. (2014) demonstraram que antocianinas microen-
capsuladas apresentam maior estabilidade diante dos fatores luz, pH e
calor do que as ndo microencapsuladas. Sansone et al. (2014) obtiveram
microcdpsulas do extrato de Lannea microcarpa Engl e K. Krause
(Anacardiaceae), com estabilidade funcional e caracteristicas tecnolégi-
cas melhoradas mediante secagem por aspersdo. A microencapsulagao
do extrato de Ilex paraguariensis A. St. Hil. (Aquifoliaceae) por spray
drying, utilizando maltodextrina como material de parede, foi investi-
gada por Nunes et al. (2015).

A obtencio de dleos essenciais microencapsulados é outra impor-
tante drea de aplicagido da microencapsula¢io, uma vez que aumenta
significativamente a vida de prateleira desses produtos, por prevenir sua
oxidagao, sua volatiliza¢ao e sua aglomeracao, além de possibilitar a
liberagao controlada e a conversao de aromatizantes liquidos em sélidos
(BERTOLINTI et al., 2001; KANAKDANDE et al., 2007; ALVES et
al., 2014).
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Sistemas de encapsulagao

o sistema de encapsulagao pode ser classificado quanto a estrutura,
a disposi¢ao do ingrediente na matriz polimérica e as dimensoes do
encapsulamento. Quanto 2 estrutura, pode ter trés formas: (1) Quando
o ingrediente que ¢ encapsulado ou agente ativo é o preenchimento ou
a fase interna do encapsulamento, semelhante a um sistema de reserva-
tério ou cdpsula mononuclear; (2) Quando o ingrediente ativo pode
estar disperso sobre os materiais encapsulantes ou adsorvido na superfi-
cie da matriz, com distribui¢do relativamente homogénea; (3) Quando
o ingrediente é encapsulado em nucleos dispersos no centro da matriz
polimérica (JAIN et al., 2011; ARAN-AIS et al., 2012; GAONKAR et
al., 2014; SINGH; DIXIT, 2014; ANANDAHRAMAKRISHNAN;
ISHWARYA, 2015).

O ingrediente ativo pode assumir diferentes disposi¢des na matriz
polimérica em uma microencapsulagio, dentro de uma esfera ou de
forma amorfa. Essas caracteristicas podem afetar significativamente a
estabilidade e a liberacio do ingrediente ativo. As propriedades fisico-
quimicas do ingrediente ativo (solubilidade, volatilidade e propriedades
quimicas), a composi¢ao do material de parede, a técnica empregada no
processo de encapsulacio e as condicoes de secagem vao direcionar o
tamanho, a forma e a estrutura interna do produto obtido. E impor-
tante observar se, na formacao das micro ou nanoesferas, nio hd muitos
defeitos como furos ou curvaturas, pois podem interferir na estabili-
dade do produto. A presenga de defeitos pode causar degradacao oxida-
tiva ou hidrolitica durante longos periodos (THILAGAVATHI; BALA,
2007; STECANELLA, 2011; SALOMAO, 2012; SOUTO; SEVE-
RINO; SANTANA, 2012; VIDAL et al., 2013).

Quanto 2 classificagdo dimensional, o encapsulamento pode ser
classificado em escala macro, micro e nano. A distingao entre micro e
nanoencapsulamento, em termos de dimensao, nao foi claramente dife-
renciada e ambas as formas tém sido usadas indiferentemente na litera-
tura. Baseado no tamanho, o nome e a tecnologia de encapsulagio sao
diferentes, a saber: cdpsulas de 0,2 a 1000 pm de tamanho sao chamadas
microcdpsulas, particulas menores que 0,2 um sao chamadas nanocdpsu-



las e cdpsulas maiores que 1000 pm sao referidas como macrocdppsulas.
Algumas microcdpsulas menores que 1 pm podem ser descritas como
nanocipsulas (TANAKA, 2007; MADEIRA, 2009; CARVALHO,
2010; FANG; BHANDARI, 2010; ARAN-AIS et al., 2012).

Encapsulantes

A escolha do agente encapsulante depende de uma série de fatores,
entre eles, a nao reatividade com o material a ser encapsulado, o processo
utilizado para a formagao da microcdpsula e o mecanismo de liberagao
ideal. Os agentes encapsulantes sao basicamente materiais formadores
de filmes, que podem ser selecionados de uma ampla variedade de poli-
meros naturais e sintéticos. A abundéncia de polimeros naturais e sinté-
ticos fornece um amplo escopo para a escolha do material do invélucro,
que pode ser permedvel, semipermedvel ou impermedvel. As cdpsulas
permedveis sio utilizadas para aplicagoes de ficil liberagao, enquanto as
cépsulas semipermedveis sao impermedveis aos materiais de ntcleo, mas
permedveis a liquidos de baixo peso molecular. Podem ser utilizadas
para absorver substincias do ambiente e liberd-las novamente quando
introduzidas no meio.

Os invélucros impermedveis envolvem o material do nicleo e
protegem-no do ambiente externo. Por conseguinte, para liberar o
conteddo do nicleo, a casca deve ser rompida por pressio externa,
fundida, dissolvida em solvente ou degradada sob a influéncia da luz. A
liberagao do material do nucleo através do invélucro permedvel é prin-
cipalmente controlada pela espessura da parede do invélucro e pelo

tamanho de poro (ARAN-AIS et al., 2012).

O tipo de material apropriado para a encapsulacao depende do
tipo de material a ser encapsulado, considerando a hidrofilicidade ou
hidrofobicidade, solubilidade, entre outras caracteristicas. Muitos mate-
riais podem ser utilizados como cobertura para as microcdpsulas, dentre
eles: goma ardbica, dgar, alginato e carragena; os carboidratos amido,
amidos modificados, dextrinas e sacarose; as celuloses carboximetilce-
lulose, acetilcelulose, nitrocelulose; os lipidios parafina, mono e diacil-
glicerdis, dleos e gorduras; os materiais inorgnicos sulfato de cdlcio e
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silicatos; as proteinas do gliten, caseina, gelatina e albumina e algumas
fontes alternativas como quitosana, obtida a partir da quitina, extraida
da casca de crusticeos (FAVARO-TRINDADE; PINHO; ROCHA,
2008; RIGHETTO, 2003).

A goma ardbica tem mostrado resultados promissores no encapsu-
lamento de substincias bioativas devido a sua habilidade de agir como
emulsificante, com excelente desempenho, portanto, no encapsula-
mento de 6leos essenciais e aromas. Esse polissacarideo é um polimero
natural ramificado de mondmeros de galactose, ramanose, arabinose e
dcido glucurénico com boa solubilidade em dgua (500 g/L) e baixa
viscosidade em altas concentracoes (KRISHNAN; KSHIRSAGAR;
SINGHAL, 2005; FERNANDES; BORGES; BOTREL, 2014).

Segundo Kennedy, Phillips e Williams (2012), sua extragdo é
feita a partir de espécies de Acacia senegal ou Acacia seyal. E muito
utilizada na industria alimenticia e é considerada um produto seguro
para o consumo humano, desde que seja assegurado pelo controle
microbiolégico e fisico-quimico que nio houve contaminagio nas
etapas de coleta, transporte e armazenamento. A goma arabica prove-
niente da espécie Acacia senegal é considerada de melhor qualidade
para a emulsificagdo e formacao de biofilme. Ela tem a excelente
funcio de proteger ou reter compostos voldteis durante o processo de
secagem em spray dryer. Apesar de sua habilidade de emulsificagio e
boa retengdo de compostos voldteis, ela tem um alto custo. Suas
propriedades fisico-quimicas variam de acordo com sua origem, idade
da drvore que foi extraida, tipo de exsudagao, tipo e condi¢oes de
armazenamento (KRISHNAN; KSHIRSAGAR; SINGHAL, 2005;
KENNEDY; PHILLIPS; WILLIAMS, 2012; FERNANDES;
BORGES; BOTREL, 2014).

Dentre os carboidratos utilizados como encapsulantes, desta-
cam-se as maltodextrinas. As maltodextrinas sao biopolimeros origi-
nados da hidrdlise parcial do amido e tém extensa utilizagio como
ingredientes por proporcionarem caracteristicas desejdveis, especial-
mente a alimentos processados. A importincia comercial desses hidro-
lisados de amido tem aumentado devido as suas propriedades espe-



ciais. Em geral, as maltodextrinas sdo carboidratos de baixa densidade,
totalmente soldveis em dgua e nao possuem aroma de amido (COUTI-
NHO; CABELLO, 2008).

Maltodextrinas sdo classificadas pelo seu grau de hidrélise, expresso
em dextrose equivalente (DE). A dextrose equivalente (DE) é uma
medida que caracteriza a extensio da hidrélise do amido e também
indica uma média do peso molecular. Conforme aumenta o grau de
hidrélise, a média do peso molecular diminui e a DE aumenta. Esta é
uma medida essencialmente empirica da quantidade de agtcar redutor
presente no produto e é expressa na base seca. A dextrose usada como
padrio ¢ o amido (DE=0) e a glicose (DE=100). Por defini¢io, malto-
dextrina ¢ todo material que tenha uma DE entre 3 e 20. A DE reflete,
simplesmente, o poder de reducio, e indica sua estabilidade e funciona-

lidade (MOLLAN-JR; CELIK, 1996; GIL, 2009).

Apesar de suas aplicagoes variadas, normalmente, a adi¢ao desses
hidrolisados de amido na formagdo de material de parede em micro-
cdpsulas nio ¢ suficiente para suprir as caracteristicas e qualidades
desejadas, sendo necessdria a adigdo de outros carboidratos, como a
goma ardbica, para conferir maior viscosidade, estabilidade, fornecer
maior protecio e menor custo (SCHIERBAUM et al, 1992;
MOLLAN-JR.; CELIK, 1996).

Técnicas de encapsulagao

os primeiros registros de microencapsulagao estdo associados ao uso
de spray drying, umas das principais técnicas de secagem de microemul-
soes. As metodologias citadas na literatura para a microencapsulagio sao:
spray drying, spray chilling, spray colling, cobertura por spray em leito flui-
dizado, extrusio, extrusao centrifuga em multiplos orificios, cocristaliza-
¢do, liofilizacdo, inclusao molecular, polimeriza¢io interfacial, coacerva-
¢do ou separagio de fases e emulsificacdo seguida de evaporacio do
solvente. As técnicas para a preparagio de microcdpsulas podem ser divi-
didas em fisicas (spray drying, spray chilling, spray colling, extrusao e etc.),
quimicas (polimerizacio interfacial) e fisico-quimicas (coacervagao,
captura de lipossoma, etc.) (CONTO, 2012; OLIVEIRA, 2010).
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A escolha de cada técnica deve ser direcionada de acordo com a
composi¢ao do material a ser encapsulado e das propriedades fisico-
quimicas desejadas para o produto final, que sio determinadas pelo
tamanho, forma e cor das particulas, capacidade de sor¢ao da dgua,
estabilidade quimica, solubilidade em dgua, higroscopicidade e proprie-
dades de escoamento (PEDRO, 2009; MORE; WAGH, 2014;
RIBEIRO, 2014).

Spray drying ou secagem por atomizagio

Uma das técnicas mais utilizadas é o spray drying ou secagem
por atomizagdo. Esse método é amplamente utilizado na secagem de
fluidos na forma de fluxo simples. Suas principais aplicagdes sao na
industria alimenticia, farmacéutica e cosmética. O processo ¢ um
fendmeno multifisico, que envolve fase gasosa (ar de secagem), fase
liquida (goticulas) e fase sélida (particulas). O pé obtido no processo
de secagem por atomiza¢io tem suas caracteristicas influenciadas
por varidveis de processo do liquido atomizado (teor de sélidos,
tamanho das particulas, viscosidade, tipo de coadjuvantes), meca-
nismo de funcionamento do atomizador, caracteristicas do ar de
secagem, evaporag¢ao da dgua e separagao de particulas (MADEIRA,
2009; MORAES, 2014) (Figura 1). Cada etapa exerce influéncia na
qualidade do produto final.

A atomizagio ¢ a fragmentagao do liquido ou sélido em pequenas
unidades, como, por exemplo, em um spray dryer, é a dispersao de um
liquido em goticulas, formando uma névoa. A distribui¢ao do liquido
em unidades menores ou em um nimero maior de goticulas conduz o
resto do processo de secagem, reduzindo a resisténcia interna de trans-
feréncia de umidade da goticula para o meio a sua volta, devido ao
aumento da drea superficial do fluido. O aumento da drea de superficie
do fluido permite que a secagem por pulverizagao atinja uma velocidade
de secagem mais rdpida, caracteristica importante para perda minima
de compostos sensiveis ao calor. A atomizagio é o processo central para
secagem por pulverizacio, pois influencia a forma, estrutura, velocidade
e distribui¢ao de tamanho das goticulas e, por sua vez, o tamanho das



particulas e a natureza do produto final (VANDEGAER, 1974;
OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; JAIN et al., 2011).

A desintegragio do liquido na ponta do atomizador ocorre em
virtude da pressao no jato liquido emergente e da acao das forcas aéreas.
A resisténcia a desintegragdo ¢ oferecida pela viscosidade e forcas de
tensdo superficial no liquido. O realinhamento das tensoes de cisalha-
mento no interior do liquido, uma vez que a goticula estd no ar, contri-
bui para a separagao das goticulas durante a atomizagao (VANDE-
GAER, 1974; BENITA, 2006; GAONKAR et al, 2014;
ANADAHRAMAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

Figura 1 — Etapas do processo de Spray drying. (A), Atomizagao; (B),
Contato do liquido pulverizado com o ar quente; (C) Evaporagao da
dgua; (D) Separagio de particulas
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Fonte: Ribeiro (2014).

Quando as goticulas entram em contato com o ar quente da
cAmara de secagem, hd aumento da agitacao térmica e diminug¢io das
forgas de coesao (atragao natural por outras moléculas de dgua) presen-
tes na dgua, resultando na diminuigdo da tensao superficial da goticula.

137



SHIVNITIIOSIAYALNI SVOLLYHd d SHYIIVS :HANVS VA SYIONHTID)

138

Fisicamente, o aumento da temperatura faz com que a energia cinética
das moléculas de dgua e o efeito das colisdes aumentem a um ponto
critico aos quais as forgas intermoleculares (dipolo-dipolo ou forca
adesiva) nao tenham dominio e resultam no desagrupamento das molé-
culas promovendo a passagem da dgua do estado liquido para o estado
de vapor. Com a evaporagio da dgua de superficie das goticulas, criam-
se forcas de capilaridade que carreiam a dgua livre das zonas mais inter-
nas, fazendo a dgua fluir para a superficie do material a ser seco.
Portanto, a umidade residual ou atividade de dgua do produto final
depende do sistema de pressao, temperatura e volume de alimentagio
do fluido (CARVALHO, 2010). Assim, a fase de atomizagdo garante
mais que a secagem do produto, também a formagao de particulas com
estrutura especifica, de acordo com o tipo do bico de atomizacio, os
parimetros de secagem e forma da cimara de secagem.

O uso de atomizadores centrifugos (o liquido de alimentagdo ¢é
bombeado para um disco giratério e pela forga centrifuga ¢ expelido
pelas extremidades do atomizador) promovem rotagdes do disco entre
10000 a 20000 rpm e a pressao nos bicos varia entre 17 a 25 MPa.
Segundo esses pardmetros, sao formadas particulas uniformes com o
didmetro médio de 20 a 150 pm. Nos atomizadores que utilizam alta
pressao (700 a 1000 KPa) através de um orificio no interior da cAmara
de secagem, as goticulas podem variar de 100 a 300 pm de didmetro.
Para fluidos com alta viscosidade, uma opgao ¢ o bico pneumitico (ar
comprimido) ou duplo fluido (MADEIRA, 2009; PEDRO, 2009;
SILVEIRA et al., 2013).

Apés a escolha do tipo de atomizador e suas propriedades, o
préximo passo ¢ o contato do material pulverizado com o ar quente.
Isso permite a evapora¢io rdpida da umidade da superficie de todas as
gotas de uma maneira uniforme. Aqui, o requisito critico ¢ o fluxo de
gds uniforme para todas as partes da cAmara de secagem. Existem dife-
rentes fluxos de corrente de ar, como fluxo cocorrente, contracorrente e
misto (PEDRO, 2009).

No fluxo cocorrente, o produto e o meio de secagem passam atra-
vés do secador na mesma diregao. Nessa disposi¢ao, as goticulas atomi-



zadas que entram na cAmara de secagem logo entram em contato com
o ar de entrada quente, mas a sua temperatura é mantida mais baixa do
que a temperatura de entrada, devido a elevada taxa de evaporacio,
préximo ao bico de atomizagao. O ar mais frio, por sua vez, transporta
pneumaticamente as particulas secas através do sistema. O tempo de
contato do ar quente com as gotas pulverizadas é de apenas alguns
segundos, durante os quais a secagem ¢ alcangada e a temperatura do ar
cai instantaneamente. Isso resulta em vantagens, tais como baixa
temperatura e baixo tempo de permanéncia das particulas, com menos
degradagao térmica de produtos sensiveis ao calor (MORE; WAGH,
2014; ANANDAHRAMAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

Na configura¢io contracorrente, o produto e o ar de secagem
entram em extremidades opostas da cimara de secagem. A temperatura
do produto de saida é maior do que a temperatura do ar de exaustao e
estd quase na temperatura do ar de alimentacio, com a qual estd em
contato. Esse tipo de arranjo é usado somente para produtos resistentes
ao calor (MORE; WAGH, 2014; ANANDAHRAMAKRISHNAN;
ISHWARYA, 2015).

J4 no fluxo misto, a conformagao do secador incorpora fluxo de
cocorrente e contracorrente. Esse tipo de fluxo ¢ utilizado para secar o
p6 grosso de escoamento livre, mas o inconveniente é a temperatura de
saida mais elevada. Nesse processo, o ar desempenha papel duplo,
atuando como veiculo de calor e como adsorvente. Assim, a tempera-
tura de secagem, umidade relativa e vazao de ar afetam na secagem do
produto. ParAmetros como temperatura de entrada e saida sao impor-
tantes para determinar as caracteristicas fisico-quimicas do produto
final (densidade, porosidade, solubilidade, morfologia do p6, umidade
e cor) e no rendimento de secagem. A temperatura de saida normal-
mente nao ¢ controlada e depende da temperatura de entrada, apresen-
tando uma relagao direta. A temperatura de entrada deve ser alta o
suficiente para se obter um produto final com baixa umidade residual e
maior rendimento de secagem (a escolha da temperatura de entrada
deve levar em conta a sensibilidade térmica dos componentes da alimen-
tacao para evitar a degradagao térmica) (MORAES, 2014).
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As varidveis do processo de secagem devem ser controladas para
minimizar a aderéncia de particulas na cAmara de secagem, fenémeno
conhecido como sticking. A elevada temperatura do ar de secagem ao
retirar a umidade do produto provoca mudangas de viscosidade, deixan-
do-o mais concentrado. Na concentragio critica, observa-se um abrupto
aumento da viscosidade e, nesse momento, o material passa a apresentar
adesividade, diminuindo o rendimento de secagem. Isso ocorre devido a
transigao vitrea (7g) do material e a geracao de cargas eletrostdticas. O
material seco é transformado em um material pegajoso. Essa caracteris-
tica pode estar associada a elevada concentragio de agicares e dcidos
orginicos de baixo peso molecular, pois facilmente podem apresentar
comportamento termopldstico. A adi¢ao de coadjuvantes ou materiais de
parede podem aumentar a temperatura de transi¢ao vitrea e o rendimento

de secagem (PEDRO, 2009; BARBOSA, 2010; MORAES, 2014).

No processo de secagem por atomizagao, alguns parimetros
importantes devem ser observados, de acordo com Pedro (2009);
Handscomb, Kraft e Bayly (2009); Barbosa (2010); Mahdavi et al.
(2014); Moraes (2014); More e Wagh (2014); Anandahramakrishnan e
Ishwarya (2015):

a) O aumento da velocidade de fluxo de alimentagao reduz a
temperatura de saida e a diferenca de temperatura entre a
temperatura de entrada e a temperatura de saida. Isso resulta
em produto com maior umidade residual.

b) A alta velocidade do ar de aspiragdo leva o maior grau de sepa-
racdo no ciclone e a menor velocidade de aspiragdo resulta em
menor umidade residual. Quanto maior a velocidade de
alimentagao, maior o tamanho das particulas no produto

final.

¢) A temperatura do ar de secagem deve estar abaixo da tempe-
ratura de transi¢io vitrea (7g), a fim de evitar colapso do
produto e viscosidade na cimara de pulverizagao. A 7z do
fluido pode se tornar mais elevada para uma operagio de seca-
gem por pulverizagao pela adi¢ao de adjuvantes de elevado
peso molecular, tais como maltodextrina. O teor de dgua no



fluido de alimentagdo é também um parimetro significativo
no controle de 7g, j& que a dgua reduz a 7g.

O exame da cinética de secagem do processo de atomizagio ¢é
critico na previsio da transferéncia de calor e massa no material de seca-
gem. Isso pode ser mais bem explicado por um modelo matemdtico
para a evapora¢do de uma Unica gota que ¢ submetida a secagem por
atomizagao. Inicialmente, quando a gota é exposta a gds quente, ocorre
rdpida evaporagio. Durante essa exposicio, a goticula é aquecida desde
a sua temperatura inicial (T ) até a temperatura de evaporagao de equi-
librio (Teq). Ap6s esse periodo, a remog¢ao da umidade permanece cons-
tante na curva de velocidade de secagem. A superficie da gota perma-
nece saturada com umidade nessa fase e sua temperatura é constante
com a temperatura do ar de secagem (VANDEGAER, 1974; BENITA,
2006; MAHDAVT et al., 2014; MORAES, 2014; MORE; WAGH,
2014; ANANDAHRAMAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

A medida que a remoc¢io de umidade da goticula prossegue, o
soluto dissolvido no liquido atinge uma concentragio além da sua
concentragao de saturacio e tende a formar uma camada fina na super-
ficie da goticula descrita como formagao de crosta (ANANDAHRA-
MAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

O inicio do evento de formacao de crosta é uma caracteristica ciné-
tica importante do processo de secagem por atomiza¢ao a medida que se
aumenta a temperatura. Apds a formagio da crosta, a remoc¢io de umidade
se transforma em um processo controlado por difusio e a taxa de evapo-
ragdo depende da taxa de difusdo do vapor de dgua através da camada

superficial seca (ANANDAHRAMAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

Quando a pressao parcial do vapor de umidade do centro da gota
excede a pressaio ambiente, hd a formagio da bolha e subsequente
aumento da temperatura. E necessdria uma consideravel energia para a
vaporizagao. Com a diminui¢do da umidade, a bolha alcanga a secagem
pela temperatura do ar. A inflagao da gota para outros raios pode resul-
tar em particulas irregulares ou amorfas (ANANDAHRAMAKRISH-
NAN; ISHWARYA, 2015). Em alguns casos, nio hd a inflacio da

bolha, mas a formagao de um furo ou vacuélos no interior da esfera ou
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cdpsula. Por meio da microscopia eletronica de varredura, é possivel
observar furos nas microcdpsulas (BOUMAN et al., 2016).

No que se refere ao sistema de recolhimento de particulas, hd vdrios
modelos, tais como ciclone, filtro de saco e o precipitador eletrostético. O
sistema de recolhimento mais utilizado é um ciclone (Figura 1), integrado
a camara de secagem por pulverizagao, em que se utiliza a for¢a centrifuga
para separar as particulas sélidas do ar transportador. E constituido por
uma parte cilindrica superior e uma parte conica inferior. A corrente de
ar, carregada com particulas sélidas, deixando a cAmara de secagem, entra
tangencialmente na parte superior do cilindro e vai em dire¢ao ao cone,
formando um vértice. A velocidade crescente do ar no vértice externo
exerce uma forca centrifuga sobre as particulas, separando-as da corrente
de ar. Quando a corrente de ar atinge o fundo do cone, um vértice interno
¢ criado, invertendo, assim, sua diregdo e saindo na parte superior como
ar limpo. As particulas caem no recipiente de recolhimento ligado ao
fundo do ciclone (GAONKAR et al, 2014; ANANDAHRAMA-
KRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

A morfologia das particulas obtidas no processo de secagem por
atomizacao ¢ influenciada pelos pardmetros do processo, adjuvantes de
secagem e natureza do material encapsulado. O formato da maior parte
das particulas atomizadas ¢ esférico, o que garante a fluidez do biopro-
duto. Isso auxilia o processo de manuseio e envase, por exemplo, ¢ a
diminuicio de custos. E importante que as particulas possuam, ainda,
homogeneidade na composigao e na distribui¢io de tamanho, minimi-
zando a produgio de particulas muito finas (PEDRO, 2009; MAHDAV1
et al., 2014).

A morfologia das particulas afeta as principais caracteristicas de
qualidade de produtos secos por atomizagao, tais como fluidez, friabili-
dade, umidade, massa e densidade. Por isso, é vital compreender as
varidveis que decidem a morfologia e os padroes de morfologia frequen-
tes nos produtos secos por atomizagao. A baixa concentragio de sélidos
no material a ser seco, por exemplo, pode contribuir para a nio forma-
¢ao de esferas; a alta temperatura pode transformar uma microcdpsula
seca em particulas amorfas, causar a ruptura da superficie das micro-



cdpsulas e murchi-las (HANDSCOMB; KRAFT; BAYLY, 2009;
SLOTH et al., 2009; BOUMAN et al., 2016).

A literatura mostra que é possivel alterar a morfologia das particu-
las secas por pulverizagao, aplicando estratégias estatisticas de otimiza-
¢ao dos parAmetros do processo. Ao mesmo tempo, ¢ dificil quantificar
e avaliar as varidveis do processo que influenciam a morfologia, devido
as interagbes complexas entre as varidveis e os padroes de secagem exclu-
sivos de diferentes materiais submetidos a secagem por pulverizagio
(OLIVEIRA; PETROVICK, 2010; GAONKAR et al., 2014; ANAN-

DAHRAMAKRISHNAN; ISHWARYA, 2015).

A porosidade da particula é outro aspecto a ser considerado. Algu-
mas matérias-primas podem originar uma porosidade elevada e desor-
denada. Tais condicoes dependem da temperatura de secagem e das
propriedades fisico-quimicas do material de secagem (nicleo e mate-
riais de parede ou agentes encapsulantes) (SLOTH et al., 2009).

Conclusao

A microencapsula¢io de produtos naturais é uma tecnologia em
expansdo na atualidade como passo importante para a obtengio de
bioprodutos de alta qualidade, por ser uma forma particular de carrear
diferentes compostos bioativos dentro de outros compostos chamados
materiais de parede. Essa tecnologia permite incorporar ingredientes
instdveis, tais como polifendis, dleos essenciais, corantes, enzimas e
micro-organismos em matrizes poliméricas, de forma a estabilizé-los,
protegé-los e preservé-los por um periodo maior. Ademais, a microen-
capsula¢io pode simplificar os processos de manufatura de bioprodutos
por converter liquidos em sélidos pulverizados, diminuindo os custos
de produgio. Nesse sentido destaca-se a técnica de secagem por atomi-
zagdo. As microcdpsulas obtidas por essa técnica de secagem podem
originar produtos com caracteristicas como fluidez, friabilidade,
umidade, massa e densidade adequadas aos processos industriais.
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ENZIMAS HIDROLITICAS BACTERIANAS DE INTERESSE
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ENDERSON PETRONIO DE BRITO FERREIRA
CLAUDIA CRISTINA GARCIA MARTIN-DIDONET

s enzimas sao catalisadores biolégicos presentes nas diferentes

classes dos organismos vivos. A partir do estudo de animais,

plantas e microrganismos, algumas enzimas foram isoladas e

purificadas, sendo observado um grande potencial para aplica-
¢oes biotecnoldgicas em diversas dreas (NELSON; COX, 2014).

O estudo da tecnologia enzimitica tem relevincia internacional
crescente, tanto no ambiente académico como na inddstria, motivada
pela necessidade do desenvolvimento de processos que gerem produtos de
qualidade por tecnologias limpas (POLITZER; BON, 2006). Atual-
mente, as enzimas tém sido empregadas na degradacio de compostos
orginicos, sendo bastante utilizadas na industria de tecidos, detergentes,

alimentos e bebidas (BALDO et al., 2013; GRIEBELER et al., 2015).

As enzimas bacterianas sao atualmente o segundo grupo de produ-
tos mais explorado na inddstria biotecnolégica. Dentre as caracteristicas
que contribuem para isso, estao o menor custo, facilidade de produgao
e amplo espectro de caracteristicas fisico-quimicas desses microrganis-

1 Capitulo vinculado ao projeto de pesquisa “Prospecgio de enzimas isoladas de
bactérias associadas a sorgo com interesse biotecnolégico”, financiado pelo Pro-

grama de Bolsas Institucionais da Universidade Estadual de Goids (UEG).
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mos (STAMFORD; ARAG]O; STAMFORD, 1998). Entre os princi-
pais géneros citados para obtengao de enzimas bacterianas, estao Bacil-
lus, Pseudomonas e Thermomonospora (DAHIYA; RATHI, 2015;
IRWIN et al., 1998; KOKA; WEIMER, 2000a;).

As enzimas bacterianas utilizadas na inddstria, em sua maioria,
s4o de agao hidrolitica, tais como as proteases, amilases, lipases e celu-
lases. As que clivam liga¢oes peptidicas, produzindo fragmentos protei-
Cos, $30 as proteases, que se destacam como principais enzimas, corres-
pondendo a cerca de 60% do mercado industrial (DAHIYA; RAO et
al., 1998; RATHI, 2015). As amilases, por sua vez, s2o capazes de cata-
lisar a degradagdo do amido em agtcares e possuem ampla variedade de
fungdes na inddstria, sendo o segundo maior grupo, representando
25% do mercado de enzimas (GURUNG et al., 2013). As lipases sio
enzimas que tém a capacidade de catalisar a hidrélise de triacilglicerol e
sao consideradas enzimas-chave na industria, por suas propriedades
multifacetadas, estabilidade, seletividade e ampla especificidade de
substratos (GUPTA; GUPTA; RATHI, 2004). Ji as celulases sio
descritas com um grupo de enzimas que atuam em conjunto na degra-
dacao de celulose em agticares simples, com ampla utiliza¢ao na indas-

tria (SILVA; CARUSO, 2015).

Apesar dos beneficios econdmicos e ambientais relacionados ao
uso de enzimas bacterianas, somada a abundante diversidade da micro-
biota nacional, o Brasil atualmente é um pais essencialmente importa-
dor de enzimas (DAIHA et al., 2016). Comparado a outros paises, que
jé lideram o uso desta tecnologia, o Brasil ainda tem um reduzido uso
de enzimas em processos industriais, importando o que utiliza, sem
considerar as enzimas como uma estratégia tecnolégica para a explora-

¢ao da biodiversidade dos pais (DAIHA et al., 2016).

Assim, o delineamento do tema abordando as principais enzimas
bacterianas de a¢do hidrolitica utilizada nas mais variadas dreas de apli-
cagdo, visa permitir o entendimento da importincia do estudo e elabo-
ragdo de projetos utilizando essas enzimas como alvos. Desse modo,
esta revisao se propoe a expor, de modo geral, este tema.



Enzimas

Com o avango tecnolégico no século XX, milhares de enzimas
foram descobertas, sendo que, em decorréncia desse fato, foi estabele-
cida, em 1992, uma comissdo internacional para a sistematiza¢ao do
estudo e classificagdo: a Comissao de Enzimas (EC), mantida pelo
Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de Bioquimica e
Biologia Molecular (NC-IUBMB). Essa comissao vem atuando desde
entdo e estabeleceu uma classificagao contendo seis grandes grupos de
enzimas, adotando como critério a agio catalitica que desempenham

(Tabela 1) (NELSON; COX, 2014).

Atualmente, as enzimas requeridas pela industria biotecnolégica
devem atender uma ampla gama de aplica¢oes, bem como atividade cata-
litica estdvel, elevada quimiosseletividade e tolerar limites altos de tempe-
ratura, pH e condicoes atmosféricas (QUAX, 2013). Dessa forma, aten-
dendo tais necessidades, as enzimas sio consideradas importantes
alternativas em processos perigosos envolvendo altas temperaturas, pres-
soes, acidez ou alcalinidade, auxiliando na reducao de custo de investi-
mento em equipamentos e sistemas de controle projetados para suprir

essas demandas (ADRIO; DEMAIN, 2014; BINOD et al., 2013).

Tabela 1 — Classificagao das enzimas segundo a Comissao de Enzimas
(EC — Enzyme Commission), mantida pelo Comité de Nomenclatura da
Uniao Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB)

1 gl(‘:gm) Classe Tipo de reagao catalisada
1 Oxidoreductases Transferéncias de elétrons (oxidagao / redugio)
2 Transferases Transferéncia de grupo
3 Hidrolases Transferéncia de grupos funcionais para a d4gua (hidrélise)

Clivagem de ligagoes (C-C; C-O; C-N) ou outras ligagoes
4 Liases por eliminacio; rompimento de ligacoes duplas, anéis; ou
adigdo de grupos a ligagoes duplas

Transferéncia de grupos dentro de uma mesma molécula

5 Isomerases . . -
produzindo formas isoméricas
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1 digito

EC Classe Tipo de reagao catalisada
Formagido de ligagoes (C-C; C-O; C-N) por reagoes de
6 Ligases condensagio acopladas a hidrélise de ATP ou cofatores

similares

Fonte: Adaptado de Nelson e Cox (2014).

A diversidade de processos biotecnoldgicos que essas moléculas
podem ser aplicadas ocasiona uma demanda crescente e impulsiona o
avanco de pesquisas que visam a solugoes sustentdveis, ambientalmente
favordveis e economicamente vidveis (ADRIO; DEMAIN, 2014). No
atual cendrio econdmico, as enzimas de aplicagao industrial contribuem
significativamente para a receita anual global, sendo que, em 2014, foi
estimado em torno de US$ 4,2 bilhées. No ano de 2016, esse valor
atingiu US$ 5 bilhées, sendo que hd a estimativa de atingir US$ 6,3
bilhoes para 2021, considerando uma taxa de crescimento anual
composta (CAGR) de 4,7% entre 2016-2021 (BBC-RESEARCH,
2017; SINGH et al., 2016). Das vendas mundiais de US$ 2,9 bilhoes
em enzimas microbianas com uso industrial, cerca de 50% correspon-
dem a enzimas bacterianas (QUAX, 2013).

Na contramio do mercado mundial, um estudo recente de Daiha
etal. (2016) revelou que, no Brasil, a balanga comercial de bens relacio-
nados a enzimas é negativa. O estudo aponta que isso pode estar rela-
cionado ao baixo investimento em pesquisas de inovagdo na drea enzi-
mdtica destinada ao uso industrial, observada pelos indicadores de
inovag¢io no pais, como poucas elaboracoes de patentes nessa drea.
Outro fator a ser considerado pode ser também a baixa demanda das
empresas privadas brasileiras no desenvolvimento de produtos e proces-
sos no setor enzimatico (DAIHA et al., 2016).

Enzimas bacterianas industriais

As enzimas bacterianas foram inicialmente introduzidas nas indus-
trias de detergentes (ROHM, 1915). A primeira enzima comercial
produzida por bactérias do género Bacillus foi comercializada a partir de
1959 e passou a ser utilizada pelas principais fébricas de detergentes por



volta da década de 1960 (BINOD et al., 2013). Em compara¢io com
enzimas de origem vegetal e animal, as de fontes microbianas (bactérias
e fungos) tém vantagens econdmicas, técnicas e éticas (ROBINSON,
2015). Além disso, as enzimas bacterianas destacam-se pela facilidade
de manipulagio. Esse aspecto é importante para a aplicagio biotecnol-
gica e de engenharia genética, visando a produgao de enzimas modifi-
cadas com alta pureza, atividade catalitica e especificidade, que vém
revolucionando a utilizagdo global das enzimas (CHOL HAN; KIM,
2015; ROBINSON, 2015).

Com a tendéncia ascendente na utilizagao e consumo de enzimas
no dia a dia e no setor industrial, h4 um aumento na demanda mundial
por esses bioprodutos (GOPALAN; NAMPOOTHIRI, 2016). Como
consequéncia, diferentes e variados tipos de abordagens tém sido
propostos, como prospecgdo de enzimas de diferentes fontes naturais
(CHOL HAN; KIM, 2015). Aliado a isso, o incremento tecnoldgico
ocorrido nas ultimas décadas permitiu que o custo competitivo da
produgio das enzimas bacterianas fosse reconhecido, tornando-as mais

amplamente utilizadas (ROBINSON, 2015).

No cendrio atual, cerca de 200 tipos de enzimas de origem micro-
biana sdo usadas comercialmente, dentre as quais 20 sao de procedéncia
bacteriana, produzidas em escala industrial (LI et al., 2012; ROBIN-
SON, 2015). Diante da grande demanda mundial por enzimas, os
esforcos estao focados para encontrar enzimas potenciais a partir de
bactérias, j4 que as enzimas provenientes de vegetais e animais jd sao
insuficientes para suprir o mercado mundial (FAWZYA et al., 2013;
RAO et al., 1998).

Do total de enzimas utilizadas pela inddstria, cerca de 75% sao
enzimas hidroliticas de fonte bacteriana, sendo utilizadas para a degra-
dacio de vdrias substincias naturais (Tabela 2) (LI et al., 2012). Carac-
teristicas como: estabilidade operacional, capacidade de catalisar diver-
sas reacoes e independéncia de cofatores garantem as enzimas hidroliticas
uma alta eficiéncia e ampla utilizacdo na quimica orginica sintética

(ZADEO-DOBROWOLSKA et al., 2106).
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As bactérias representam uma extraordindria fonte de enzimas
devido 2 sua diversidade bioquimica e a sua capacidade de crescimento
rdpido, o que as tornam fontes preferenciais para produgio de enzimas
extracelulares (KARN; KUMAR, 2015). Entre as enzimas hidroliticas
bacterianas comercialmente disponiveis as mais utilizadas sao: amilases,

proteases, lipases e celulases, com empregabilidade em diferentes dreas
(Tabela 2) (LI et al., 2012).

Tabela 2 — Principais enzimas hidroliticas e suas aplicagoes tecnolégi-

cas em diferentes setores da inddstria

«
E Aread Enzi
kS| rea ’c Utilizagao técnica nmfna Bactéria produtora Referéncia
5 aplicagao especifica
serina Bacillus subtilis
Hidrdlise de anopeptl- Van Der
Inddstriade  manchas de proteinas ase , , ,
detergente em aminodcidos subtilisina  B. licheniformis Laan etal.
3 lavei . (1991)
2 soltiveis em tecidos
[
g
~
Degradagio de
1 Kok
Inddstria proteina em seus mf(t)ie(;se Pseudomonas \XZ: ifnzr
alimenticia peptideos constituin- di Jinco Sfluorescens RO98 (20002)
tes e aminodcidos
Inddstri hi
ndustria de Remocao de residuos . . . Da ya e
detergentes de amido resistentes B. licheniformis, Rathi
para roupas (2015)
Clivagem de ligagoes
o-1,4-glicosidicas na
8 regido interna do
= amido camilase El Enshasy
<‘:E Processa- Clivagem de ligacses B. stearothermophilus (2007);
mefll;o de o-1,4 a partir de
amido extremidades nio B. amyloliquefaciens Bozi¢ et al.
redutoras de (2011)

moléculas de
amilose, amilopec-
tina e glicogénio




1

g Area d Enzi

‘] r.ea ’e Utilizagdo técnica nzllma Bactéria produtora Referéncia

5 aplicacio especifica

DecofnP?Si?éo de Bacillus sp. B207 Khoo e
substincias 5 Ibrahim
Indastriade  gordurosas, tais lpase (2009);
detergentes como gorduras, Salihu ,e
»  pararoupas manteiga, mqlf}os.e alcalinas Alam

a as manchas dificeis 2012)

3 em golas e punhos P. paucimobi '
Inddstriade  Acetilacio, carboxiles B. subrilis Quaxe
sintese desacetilacio, rerase Broekhui-
orginica enantio separagio Thai -8 zen (1994).

Remocio da felpa e
microfibras, Thermomonospora Irwin et al.
Indstria conferindo ao tecido fusca (1998)
il uma aparéncia mais
lisa e mais brilhante,
3 e, para o jeans, uma
2 o
5 aparéncia de desgaste 1 1o oo
()

© Modificando a
Indistria de  €StrUtur da fibra de B. subtilis Jones ¢

lul
detergentes celulose para . Quax
para roupas aumentar o brilho da (1998)

cor e suavizar o

algodao

Fonte: Adaptado de Li et al. (2012) e Quax (2013).

Proteases

As proteases constituem um grande grupo de enzimas que catali-
sam a hidrdlise de ligagoes peptidicas em outras proteinas, classificadas
como hidrolases peptidicas ou peptidases (EC 3.4) e podem ser dividi-
das em endopeptidases (EC 3.4.21-24 e EC 3.4.21-99) e exopeptidases
(EC 3.4.11-19) (SOUZA et al., 2015).

A ampla variagao do centro ativo dessas enzimas faz com que dife-
rentes tipos de proteases realizem a mesma reagio por mecanismos cata-
liticos diferentes e que sejam classificadas de acordo com essa caracteris-

tica SUNAR; KUMAR; DESHMUKH, 2016). As exopeptidases, que

atuam proximo as extremidades das cadeias polipeptidicas e, na porgao
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N terminal, sio denominadas de acordo com o resultado de sua reacio,
sendo elas: aminopeptidases (EC 3.4.11), quando gera um dnico resi-
duo de aminodcido, dipeptidil-peptidases e tripeptidil-peptidases (EC
3.4.14), quando gera um dipeptideo ou um tripeptideo, respectivamente

(NC-IUBMB, 2017).

J4 as exopeptidases, que atuam na porg¢ao C terminal livre do poli-
peptideo, sio denominadas carboxipeptidases (EC 3.4.16-18) e podem
ser divididas em trés tipos, segundo seu mecanismo catalitico: serina
(EC 3.4.16), metalocarboxipeptidase (EC 3. 4.17) e cisteina (EC 3.4.18)
(SOUZA et al., 2015). As endopeptidases tém sua acdo nas ligacoes
peptidicas no interior da cadeia polipeptidica e s3o divididas de acordo
com o mecanismo catalitico em: serina endopeptidases (EC 3.4.21),
cisteina endopeptidases (EC 3.4.22), endopeptidases aspérticas (EC
3.4.23), metaloendopeptidases (EC 3.4.24) e treonina endopeptidases
(EC 3.4.25). As endopeptidases, que nio se encaixam em tais caracte-
risticas, encontram-se agrupadas na subclasse EC 3.4.99 (NC-IUBMB,
2017; SOUZA et al., 2015).

As enzimas proteoliticas constituem o maior grupo de enzimas
usadas na induastria (SUNAR; KUMAR; DESHMUKH, 2016), com
ampla variedade de aplicacoes desde a inddstria alimenticia, téxtil e até
na produgao de produtos agroquimicos, representando mais de 60% do
mercado global de enzimas (ADRIO; DEMAIN, 2014; KARN;
KUMAR, 2015) (Tabela 2). As principais aplicagdes industriais para as
proteases sdo na fabricagdo de produtos farmacéuticos, em limpeza a
seco e na industria de detergentes (Tabela 2). Proteases sao produzidas
pelas espécies B. subtilis ¢ B. licheniformis, como a serina endopeptidase
subtilisina, que é uma protease extracelular, de grande importancia para
a industria de detergentes, por sua elevada estabilidade térmica e de pH
(SUGANTHI et al,, 2013; VAN DER LAAN et al.,, 1991). Outro
exemplo promissor é a enzima metalo-protease de zinco, isolada da
estirpe RO98 de Pseudomonas fluorescens, que apresenta atividade étima
em pH 5,0 a 35 °C, podendo ser empregada no tratamento do amargor
de queijos Cheddar (KOKA; WEIMER, 2000a,b).



Amilases

Amilases (E.C: 3.2.1.0) sao enzimas classificadas como hidrolases
glicosidicas, que, quando extracelulares, sao capazes de hidrolisar liga-
coes a-1,4-glicosidicas em polissacdridos contendo trés ou mais unida-
des de glicose, como o amido (DEB et al., 2013). As amilases podem se
apresentar em trés tipos principais: a-amilase, 3— amilase e y-amilase,
definidas de acordo com seus papéis nas reacoes enzimdticas (DEB et

al., 2013; SOUZA; MAGALHAES, 2010).

As o-amilases (E.C.3.2.1.1) catalisam a hidrdlise de ligagoes
alfa-1,4-glicosidicas internas no amido em produtos de baixo peso
molecular, tais como unidades de glicose, maltose e maltotriose
(SOUZA; MAGALHAES, 2010). As B-amilases (EC 3.2.1.2) sio
exo-hidrolases que atacam o substrato a partir da extremidade nao-re-
dutora e hidrolisam a ligagdo « (1—4) glicosidicas do amido, resultando
a maltose (ABD-ELHALEM et al.,, 2015; ZANELLA et al., 2016). A
y-amilase (EC 3.2.1.3), por sua vez, é mais eficiente em ambientes
dcidos, com um pH 6timo de 3. A enzima y-amilase é capaz de clivar
ligagoes o (1—06) glicosidicas e as ligagoes o (1-4) glicosidicas na extre-
midade nao redutora da amilose e amilopectina, produzindo glicose

(SUNDARRAM; MURTHY, 2014).

As amilases estdo entre as enzimas hidroliticas mais importantes
para a biotecnologia, pois constituem cerca de 25% do mercado mundial
de enzimas com utiliza¢ao industrial (DEB et al., 2013). Entre as amila-
ses de aplicagao comercial, as principais sdo as produzidas pelas bacté-
rias das espécies de Bacillus, tais como: B. licheniformis, B. stearothermo-
philus e B. ampyloliquefaciens. Essas espécies possuem diferentes
empregos, atuando na hidrélise de amido para fabricagao de papel, na
industria téxtil e alimenticia; na preparagdo de tintas, na produgio de
xaropes de agticar, bem como em setores da agroinddstria e engenharia
ambiental (ABD-ELHALEM et al.,, 2015; BOZIC et al., 2011; EL
ENSHASY, 2007).
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Lipases

As lipases, ou éster hidrolases de triacilglicerol (EC 3.1.1.3),
possuem a capacidade de catalisar a hidrélise de triacilglicerol em glice-
rol e dcidos graxos livres. As lipases catalisam a hidrélise, a transesteri-
ficagao e a sintese de ésteres com especificidade enantiosseletivas
(SALIHU; ALAM, 2015; TREICHEL et al., 2010). As lipases possuem
elevada estabilidade em solventes orginicos e, normalmente, nio neces-
sitam de cofatores para catdlise, sendo utilizadas em diferentes reacoes

hidroliticas e sintéticas (AKOH et al., 2007; SALIHU; ALAM, 2015).

Os avangos na biotecnologia associados a clonagem, expressio e
mutagénese, bem como as particularidades fisiolégicas dos microrganis-
mos, podem conferir s lipases aspectos importantes, como: amplitude de
pH e termoestabilidade especificos. Dessa forma, as lipases produzidas
por bactérias podem ser utilizadas em aplicagdes biotecnolégicas distintas

(GOSWAMI; BASU; DE, 2013; SALIHU; ALAM, 2015).

Um exemplo dessa versatilidade sao as lipases alcalinas, produzidas
pelas bactérias Bacillus sp. B207 e Pseudomonas paucimobilis, que podem
ser utilizadas como aditivos na formulagiao de detergente, pois essas
lipases apresentaram excelente estabilidade ao pH (entre 7,0 € 9,0) e a
temperatura (30 a 50 °C) (KHOO; IBRAHIM, 2009; SALIHU;
ALAM, 2012). As lipases do tipo carboxilesterase, de B. subtilis Thai
[-8, sao a principal escolha da industria de quimica fina (QUAX;
BROEKHUIZEN 1994).

Celulases

Celulases pertencem as enzimas carboidratos-ativo (CAZymes),
que possuem mddulos cataliticos e de ligagao a hidratos de carbono (ou
dominios funcionais), que degradam, modificam ou criam ligagoes
glicosidicas (LOPEZ—MONDE]AR et al., 2016). Para a despolimeriza-
¢ao completa da celulose, é necessdria nao s6 uma celulase, mas um
sistema de celulases para a hidrélise dessa substdncia (BROWN;
BROWN, 2013). As enzimas com atividade celulolitica, ou hidrolases
glicosidicas (GHs), sdo classificadas de acordo com similaridades entre



sequéncias de aminodcidos que comp6em a estrutura proteica de cada

enzima individual (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2016).

A hidrdlise completa de celulose, pelo sistema de enzima celulases,
produz glicose e 0 minimo conjunto necessario sio trés tipos de celula-
ses, que, sinergicamente, conferem a hidrélise completa da celulose,
sendo elas as endoglucanases (EC 3.2.1.4), exoglucanases (EC 3.2.1.91)
e B-glucosidases (EC 3.2.1.21) (CHRISTY; GOPINATH; DIVYA,
2014; JUTURU; WU, 2014). A endoglucanase age sobre as regides de
baixa cristalinidade da fibra de celulose, nas regides internas do poli-
mero. A exoglucanase remove as unidades de celobiose da regiao livre
nas extremidades de cadeia de celulose. Por fim, a B-glucosidase hidro-

lisa as unidades de celobiose em glicose (GUPTA; VERMA, 2015).

A hidrdélise de celulose por enzimas bacterianas é uma estratégia
econdmica, uma vez que 0s avangos recentes permitem o desenvolvi-
mento e selecao de microrganismos cada vez mais eficientes na produ-
¢io de enzimas especificas (MORRELL-FALVEY; ELKINS; WANG,
2015). H4, atualmente, um interesse crescente na celulase bacteriana
devido ao bom potencial de utilizacio e producio (FAWZYA et al.,
2013). Recentes avangos tém sido obtidos pela sele¢ao de bactérias cada
vez mais eficientes na producio de enzimas especificas, assim com o
desenvolvimento de estratégias de otimizagao de rendimento de celula-
ses pelo aumento da expressio através de manipulacio genética
(CASTRO; PEREIRA JUNIOR, 2010; MORRELL-FALVEY;
ELKINS; WANG, 2015).

Amplamente utilizada em vdrias aplicagdes industriais, a celulase
tem despertado o interesse nao sé da inddstria de bioetanol, mas
também na industria de celulose e papel, téxtil, detergente, alimentos e
ragoes, cervejeira e agricola (FAWZYA et al., 2013).

As espécies de Bacillus subtilis produzem uma celulase alcalina (EC
3.2.1.4), que apresenta excelentes propriedades para a producio de
detergentes (JONES; QUAX, 1998). As celulases produzidas por 7her-
momonospora fusca so de grande interesse para inddstria téxtil e sao
aplicadas visando a obtengao do aspecto desgastado do jeans, pois agem
sobre a fibra de celulose, tornando-a mais macia. Essa enzima chega a
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movimentar mais de US$ 40 milhoes em vendas por ano (IRWIN et

al., 1998; QUAX, 2013).

Consideragoes finais

as enzimas bacterianas tém significativa importincia para a indus-
tria, diante da variedade de processos industriais que podem ser benefi-
ciados, tanto tecnoldgica como economicamente. As diversas caracteris-
ticas e particularidades presentes nas diferentes espécies de bactérias e
nos variados tipos de biomoléculas que produzem trazem perspectivas
promissoras na obten¢do de novas enzimas bacterianas com aplicabili-
dade em processos industriais.

Essas perspectivas ampliam-se diante da megadiversidade do Brasil,
considerado um pais com grandes perspectivas de inovagao e descoberta
de novos produtos. A exploragio da biodiversidade para a geracao de
bioprodutos, como as enzimas bacterianas, ¢ uma estratégia essencial para
o Brasil se tornar autossustentdvel nas tecnologias enzimdticas.
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MEDICINA & CIENCIA DA DANGA EM UMA
PERSPECTIVA HISTORICA E INTERDISCIPLINAR

CIBELLE KAYENNE MARTINS R. FORMIGA
RAFAELA NOLETO DOS SANTOS
ADRIANO JABUR BITTAR

m uma perspectiva de arte e de satde, a danca entremeia os dois

caminhos, ganhando um pouco mais de espago a cada ano com o

desenvolvimento de pesquisas que abordam assuntos diversos e

tentam aproximar essa temdtica da visdo de que, para além do
artistico, a danca busca entrar no imbito cientifico das pesquisas
médicas.

N3o se tratando apenas de corpos que se movem pelo espago, ela
aborda todo um sistema de masculos, tendoes, ligamentos, ossos, arti-
culagoes e 6rgaos em constante e alta demanda energética, o que leva a
diversas situagoes que requerem estudos. E nesse sentido que o Programa
de Pés-graduagiao em Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Sadde
(PPGCAPS) abre espago para a interdisciplinaridade deste tema em
mais uma de suas dreas de pesquisa.

O objetivo deste capitulo é fazer uma reflexdo tedrica sobre o
campo de estudo da Medicina e Ciéncia da Danga (MCD) e as possibi-
lidades desenhadas em nova Rede estabelecida entre o Brasil e o Reino
Unido, no sentido de serem constituidos grupos e linhas de pesquisa
para consolidar a produ¢io do conhecimento e a criago de servigos
nessa drea. Através de um percurso histérico embasado por uma pesquisa
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bibliografica, pretende-se apresentar os diversos estudos que vém sendo
desenvolvidos no mundo, que mostram os potenciais da MCD, ao
mesmo tempo em que apontam os desafios enfrentados por esse campo
para a constitui¢ao da Rede no Brasil.

A emergéncia da medicina e ciéncia da danga e a rede Brasil-Reino

Unido em MCD

A constitui¢do do campo da MCD deu-se pela integragao de dreas
relacionadas aos estudos do movimento e da satde, estimuladas pela
constatagio de que as demandas da prética da danca poderiam causar
lesoes, principalmente quando a prépria danga era mal aplicada. As esco-
las de balé cldssico foram as grandes responsdveis pelo inicio desse movi-
mento, tendo como base toda uma pedagogia detalhada descrita para o

ensino dessa danca (FIGUEIREDO; BITTAR; FERREIRA, 2017).

Historicamente, o primeiro marco nesse campo deu-se por volta
de 1700, quando Bernardino Ramazzini relatou as primeiras lesdes em
prdticas corporais, em seu livro “Diseases of the Workers”, na drea da
saide ocupacional. Outro marco foi o surgimento do termo Medicina
do Esporte, com as doencas dos atletas sendo mais largamente descritas,
em 1928, nos II Jogos Olimpicos de Inverno, na Suica. Nesse mesmo
ano, aconteceu o primeiro congresso internacional da Medicina do

Esporte, em Amsterda (RYAN, 1997).

A primeira publica¢ao que correlacionava algumas leses com a
prética da danga apareceu em meados dos anos de 1950, no “Occupatio-
nal Marks and Other Physical Signs”. Nessa mesma época, comegaram a
aparecer os primeiros artigos sobre lesoes na danca. Ja o termo Medicina
da Danga foi utilizado em 1979, no I Simpdsio Internacional sobre os
Aspectos Médicos e Ortopédicos da Danga, em Nova lorque. Seguindo
o desenvolvimento dessa drea, deve ser citado que, em 1982, dois impor-
tantes simpésios médicos sobre a Dancga foram realizados em Paris

(RYAN, 1997).

A primeira escola a oferecer um curso na drea da MCD, em 1985,
localizava-se em Alicante, Espanha. Ela nasceu pela iniciativa do
médico Dr. Juan Bosco Minguez e fortaleceu a drea, promovendo,



ainda, a formagdo da Associacio Espanhola de Medicina da Danga.
Estimulados por essa iniciativa, em 1990, bailarinos, profissionais da
MCD, professores e cientistas de danca dos Estados Unidos da América
(EUA), Inglaterra e Bélgica formaram a International Association for
Dance Medicine & Science — Associagao Internacional para a Medicina
& Ciéncia da Danga (IADMS), objetivando promover e desenvolver
agdes para melhorar a satide, bem-estar, treinamento e desempenho de
dancarinos, cultivando exceléncia educacional, médica e cientifica

(FIGUEIREDO; BITTAR; FERREIRA, 2017).

Atualmente, a IADMS conta com mais de 900 sécios dangarinos
e de outras profissdes da drea da satide, provenientes de mais de 35
paises. Ela organiza uma conferéncia anual e o “Journal of Dance Medi-
cine & Science”, dentre outras agoes. A IADMS conta ainda com vdrias
organizagoes parceiras, que oferecem cursos técnicos, mestrados, douto-
rados e pds-doutorados, assim como servigos e produtos especificos
voltados para a drea da MCD. No Brasil, existem até hoje apenas 11
profissionais membros da IADMS, a saber: Adriano Bittar, Aline Haas,
Barbara Marques, Clara Fischer, Cldudia Daronch, Daisy Machado,
Flora Pitta, IzabelaGavioli, Kaanda Gontijo, Mdrcia Leite e Mariana
Bahlis (IADMS, 2016).

Como visto, poucos profissionais brasileiros fazem parte de uma
das tnicas associagoes voltadas para o estudo e difusaio da MCD. De
forma corajosa e desbravadora, eles tém tentado alavancar agdes perti-
nentes que possam estimular a criagdo de servicos e pesquisas nesse
campo. Sabe-se que a MCD em terras brasileiras inicialmente desenvol-
veu-se pelos esforgos isolados de agentes da prépria danga, que, estimu-
lados por lesdes pessoais, ou ao vivenciarem a realidade da satide dos
bailarinos em companhias e academias de danga constituidas, sensibili-
zaram-se e criaram servigos locais para dar conta dessa demanda.

Entretanto, um didlogo mais concreto nessa drea tornou-se possi-
vel somente a partir da criagdo de alguns cursos de danga em universi-
dades como a Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), que acabou por
focar toda uma linha de pesquisa na MCD. Atualmente, outras insti-
tui¢bes, como a Universidade de Sao Paulo (USP), a Universidade Esta-
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dual de Campinas (UNICAMP), a Universidade Estadual de Goids
(UEG) e a Universidade Federal deste mesmo Estado (UFG) tém se
esforcado para produzir pesquisas de alta qualidade nesse campo de
estudo. Assim, a emergéncia da MCD como um campo integrado e
autdnomo no Brasil ainda estd por acontecer.

Uma das iniciativas mais recentes para a expansao da MCD, acon-
tecida no Brasil em 2016, foi a criagdo da Rede Brasil-Reino Unido em
MCD. Ela é coordenada pelos Profs. Drs. Adriano Bittar, da UEG, e
Matthew Wyon, da Universidade de Wolverhampton, lider na drea da
MCD no Reino Unido. O objetivo dessa Rede é desenvolver pesquisas
e servigos colaborativos durante o periodo de 15 anos. Como parceiros,
a Rede conta com o National Institute of Dance Medicine & Science
(NIDMS), formado pela Universidade de Wolverhampton, do
Birmingham Royal Ballet, One Dance UK, Trinity Laban Conserva-
toire of Music and Dance e Universidade de Birmingham, e, dentre os
brasileiros, a UFG, Instituto Federal de Goids (IFG), USP, UNICAMP,
Universidade Salgado de Oliveria (UNIVERSO) e UFRGS, além de

outros interessados na temdtica.

Essa Rede surgiu da realizagao de um projeto de extensao/workshop'
que ocorreu no periodo de 27-31 de agosto de 2016, no Centro Cultural
da Universidade Federal de Goids (CCUFQG), em Goiania, Goigs. Esse
evento foi inicialmente proposto e idealizado pelo Prof. Bittar, da UEG/
Escola Superior de Educacao Fisica e Fisioterapia de Goids (ESEF-
FEGO), e pelo Prof. Wyon, da Universidadede Wolverhampton/School
of Performing Arts. Esse encontro foi cofinanciado pelo British Council,
através do Newton Fund, e pela Funda¢io de Amparo a Pesquisa do
Estado de Goids (FAPEQ), e realizado pela UEG/ESEFFEGO/Pré-rei-
toria de Extensao (PRE), Universidade de Wolverhampton e NIDMS.
Como parceiros, o workshop teve o Curso de Danca da Faculdade de
Educacio Fisica e Danca (FEFD)/UFG e o Curso de Danca do IFG/
Campus Aparecida de Goiania. Jd como parceria institucional, o apoio

foi do CCUFG/Pré-Reitoria de Extensao e Cultura (PROEC) da UFG.

1 Ver anais do evento publicado na Revista Movimenta (volume 9, nimero 4,
2016): <http://www.revista.ueg.br/index.php/movimenta/issue/view/276>



Os objetivos do workshop foram:

1 - introduzir o campo de estudo da MCD para pesquisadores de
danga e de satde no Brasil; 2 - descrever como o campo de estudo
da MCD ¢ crescente em todo o mundo, suas potencialidades e
desafios; 3 - efetivar o intercimbio de conhecimentos, experién-
cias e ideias sobre a base de investigagao da MCD e os servigos jd
existentes no Reino Unido e no Brasil; 4 - tornar consciente quem
interessar-se, sobre as oportunidades de financiamento e de desen-
volvimento de carreira e de como formar colaboragées internacio-
nais no campo de estudo da MCD; 5 - criar estratégias e um
plano de agao relacionado ao desenvolvimento de uma colabora-
cdo internacional Brasil-Reino Unido, relativa a futura evolugao
do campo de estudo da MCD para o crescimento econémico € o
bem-estar  social de  populagées  pobres.(BR-UKDMS
NETWORK/REDE BR-UK EM MCD, 2017)

Inicialmente, um grupo de diferentes pesquisadores desse campo
no Brasil e Reino Unido reuniu-se para pensar a dinimica do workshop
e o futuro da MCD, como o préprio Prof. Dr. Wyon, o Prof. Dr. Bittar,
a Profa. Dra. Valéria Figueiredo, da UFG/ FEFD, a Profa. Dra. Luciana
Ribeiro, do IFG/Curso de Danga, a Profa. Dra. Aline Haas, da UFRGS/
Faculdade de Educagao Fisica, Fisioterapia e Dan¢a (FEFID), a Profa.
Dra. Mércia Strazzacappa, da UNICAMP/Faculdade de Educacao, o
Prof. Dr. Alexandre Ferreira, da UFG/FEFD, e as Profas. Dra. Andreja
Picon e Isabel Sacco, da Faculdade de Medicina (FM)/USP. Esse cole-
tivo de pesquisadores com diferentes experiéncias na drea da MCD, e
com a mesma vontade de desenvolver colaboragoes inovadoras, propos
os primeiros formatados para o evento e da Rede, e, assim, foram-se
afinando colaboragdes frente ao enorme potencial disponivel.

Além disso, outras agdes concomitantes foram surgindo antes de o
workshop da Rede no Brasil ser realizado, como a participagio do Prof.
Bittar no encontro de pesquisadores da MCD, acontecido na Universi-
dade de Wolverhampton, depois do convite feito pelo Prof. Wyon.
Desse encontro, ainda participaram as pesquisadoras Clara Fischer,
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Profa. Aline e Birbara Pessali Marques, que também apresentaram seus
trabalhos de pesquisa por ld. Esse mesmo grupo de brasileiros ainda
participou em Londres de um simpésio voltado ao desenvolvimento da
carreira na MCD, acontecido no Trinity Laban, a convite de Clara
Fisher, ex-aluna dessa instituigao, e de Edel Quin, professora do Laban.
Por ultimo, vale registrar o primeiro minicurso especifico de biomeca-
nica aplicada a danca jd realizado no Brasil, no I Congresso Centro
-oeste de Biomecinica, em Goi4nia, dado pela Prof. Dra. Andreja
Picon, depois de convite feito pelos Profs. da UEG/ESEFFEGO Flavia

Gervisio e Bittar.

Os membros da Rede do Reino Unido sao: Matthew Wyon
(coordenador), Liliana Aratjo, Frances Clarke, Derrick Brown, Sarah
Needham-Beck, Lucie Clements, Christine Bergeron, Ross Arms-
trong, Moira McCormack, Barbara Pessali-Marques, Erin Sanchez,
NefeliTsiouti e Janine Bryant. Esses pesquisadores dedicavam-se a
diferentes campos da MCD, como: psicologia e exceléncia fisica, trei-
namento e¢ melhora da performance, equilibrio/neurologia, demandas
cardiorrespiratérias, imagem e criatividade, Pilates, avaliacio fisica,
satde Ossea, street dance, danga contemporanea e balé, dentre outros.
J4 do Brasil, participam: Adriano Bittar (coordenador), Valéria Figuei-
redo (mentora), Luciana Ribeiro (mentora), Aline Haas, Isabel Sacco,
Clara Fischer, Andreja Picon, Cldudia Daronch, Cibelle Formiga,
Maria Eugénia Ghizellini, Debora Cantergi, Janete Hernandes, T4nia
Hamu, IzabelaGavioli, Flora Pitta, Marcia Strazzacappa, Flavia
Gervisio, Alexandre Ferreira, Julia Ziviani, Diego Pizarro, Fernanda
Nora, Ana de Pellegrin, Mdrio Hebling Campos, Maria Cristina
Bonetti, Rafaela Noleto dos Santos e Monica Dantas. Eles estavam
envolvidos com temdticas como: melhora de performance e diminui-
¢ao de lesoes, condicionamento fisico, biomecinica, Pilates, terapias
manuais, capacidade aerdbia, Parkinson, ballet e sapatilhas, neuro-
ciéncia, adolescentes, criangas, avaliacoes fisicas, danca do ventre e
qualidade de vida, processos criativos em danga contemporanea,
educacao somdtica, controle postural e marcha e flamenco.

A anilise dos perfis dos diferentes pesquisadores que compoem
efetivamente a Rede mostra que existe uma importante e reveladora



discrepncia no amadurecimento da MCD nos dois territdrios partici-
pantes. Isso jd era esperado, pois a MCD enquanto drea efetiva existe no
Reino Unido hd aproximadamente 25 anos e, no Brasil, ela ainda luta
para tornar-se visivel. Enquanto Brasil e Reino Unido tém participantes
semelhantes no tocante as formacoes académicas, incluindo doutores de
campos como a fisioterapia, danga, psicologia, educacio fisica e medi-
cina, dentre outros, os britdnicos representam mais instituigoes que os
brasileiros. As institui¢oes as quais eles pertencem sio da mais variada
natureza, como as que agenciam os bailarinos no Reino Unido, ou
mesmo as que se devotam ao patrocinio de iniciativas que possam fazer
a MCD crescer. J4 os brasileiros s3o quase que em sua totalidade repre-
sentantes de institui¢des de ensino superior.

Ainda mesmo que em crescimento, nota-se que a MCD tem cola-
borado de maneira tinica para que a satide do dancarino seja mais levada
a sério em todo o mundo. E preciso valorizar e entender a importancia
de tais agdes e drea, haja vista a prevaléncia majoritdria das lesoes em
dangarinos. E passada a hora de termos a satide do dangarino conside-
rada como prioridade absoluta na danga.

Temas mais estudados no Journal of Dance Medicine & Science

O Journal of Dance Medicine & Science (JDMS) é uma revista
trimestral, de revisao por pares, com um conselho editorial internacio-
nal e é a publicagao oficial da IADMS. A revista ¢ indexada no
MEDLINE e é publicada por J. Michael Ryan Publishing, Inc. Cada
edigdo centra-se em trazer os resultados atuais de investigagoes clinicas
e experimentais. O objetivo do JDMS ¢é fornecer uma fonte para infor-
macoes atualizadas.

A cada ano, a revista fornece um tema de revisao orientada para
uma 4rea da MCD que tenha um impacto significativo sobre gestao,
reabilitacio, cuidados de longo prazo e formagao de dangarinos. Esse é
o maior veiculo de disseminacio das pesquisas realizadas na 4rea de
MCD, j4 tendo vinculado mais de 385 artigos, desde o ano de 1997, em
20 volumes, com quatro nimeros cada um. J4 foram abordados em
torno de 35 temas, representados na Tabela 1.
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Algumas pesquisas jd vém sendo publicadas em outros jornais da
drea esportiva e do movimento. No entanto, o JDMS ¢ o local onde se
encontra a maior concentra¢io e diversidade de temas de interesse para o
crescimento interdisciplinar da danga na medicina. Por esse motivo, um
panorama feito sobre os temas mais estudados nesse jornal poderia repre-
sentar o que mais vem sendo estudado no mundo sobre esse assunto.

Esse poderia ser um caminho para despertar novos pesquisadores
que invistam nesses temas, nao sé para o conhecimento e crescimento
tedrico de tal, mas para que seja levado até as companhias e salas de
danga, a fim de que também o bailarino seja influenciado e beneficiado
por essas informagdes de forma a transformar sua qualidade de movi-
mento e poder desfrutar dela por mais tempo e de forma mais sauddvel.

Novos temas ainda precisam ser abordados, mas diversos cami-
nhos j4 tém sido desvendados de forma interdisciplinar.

Tabela 1 — Temas mais abordados no Journal of Dance Medicine &
Science de 1997 a 2016

Principais temas abordados Quantidade de artigos (n)

Lesoes 94
Biomecanica 63
Tratamento de lesoes 29
Treinamento 20
Capacidade aerébica 19
Psicologia 18
Satde geral 15
Overtrainingloveruse e fadiga 14
Desordens alimentares, nutri¢io 13
Avaliagao 10
Desenvolvimento da crianga e adolescente 9
que danca

Epidemiologia 9



Principais temas abordados Quantidade de artigos (n)

Performance 9
Maturacao e sexual e desordens hormonais 8
Densidade mineral éssea 8
Turnout 8
Composigao corporal 7
Imagem corporal 7
Pilates 6
Consideragbes para professores de danga 6
Sapatilhas de ponta 5
Controle motor 5
Novas tecnologias e inovacoes 4
Tabagismo 3
Propriocepgio 3
Desenvolvimento de programas de 3
condicionamento

Poética 2
Qualidade de vida 2
Flexibilidade 2
Comunicagio entre equipe médica e bailarinos 2
Histéria 2
Gravidez 1
Percepgao da dor e da lesao 1
Vitamina D 1

Fonte: Préprios autores (2016).

O maior nimero de pesquisas publicadas no JDMS discute sobre
leses na populagio de bailarinos, seja em estudos epidemiolégicos,
estudos de casos de condi¢bes mais raras ou revisdes bibliograficas
daquelas que sao mais comuns e recorrentes. Em um total de 94 artigos

publicados até o ano de 2016, esse é um tema que requer atengao e
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cuidado, pois revela o que mais aflige aqueles que se dedicam a danga
profissional ou até mesmo de forma amadora.

E altamente relevante o nimero de lesées que acontece com essa
populagio, o que pode ser notado também pelos préximos temas mais
estudados pelos pesquisadores: biomecanica (n=063 artigos) e tratamento
de lesdes (n=29 artigos). Esses estudos vém se destacando devido a cres-
cente demanda da necessidade de entendimento de por que as lesoes
acontecem e o que pode ser feito para tratd-las de forma eficiente ou até
mesmo preveni-las.

Ainda nesse raciocinio, outros programas de treinamento vém
sendo desenvolvidos para capacitar e condicionar melhor os bailarinos,
para que sejam aptos a desempenhar suas tarefas com a técnica e o
controle motor necessdrios, o que ¢ visto pelo quarto tema mais estu-
dado com 20 artigos publicados.

A danga em geral, assim como o balé, é uma atividade que requer
alta habilidade, na qual grandes demandas sao colocadas sobre o corpo
do dangarino em termos de articulagao, amplitude de movimento,
coordenacio e equilibrio. Os corpos estao expostos a movimentos
prolongados, complexos e de alta demanda cognitiva para realizar tare-
fas como saltar, girar e movimentar-se de forma rdpida e explosiva,
fazendo tudo com fluidez, leveza e tantas outras qualidades. Espera-se
que os dangarinos sejam expressivos através dos seus corpos e, acima de
tudo, comuniquem-se com uma plateia. Na preparagao para a perfor-
mance, eles precisam ser capazes de recordar séries de movimentos
complicados e coordenados. E, entio, esperado que uma parte signifi-
cante dos ensaios seja designada para o treino da técnica, porém, o foco
especifico deveria ser no desenvolvimento fisiolégico geral e nio na
aquisi¢do de habilidades (REDDING, 2013).

A capacidade aerébica, quinto tema mais estudado, com 19 arti-
gos ja publicados, representa uma grande drea de pesquisa que visa a
novos testes e formas de treino de VO, médx e capacidade cardiorres-
piratéria em geral para caracterizar melhor a populagao de bailarinos
que apresenta uma demanda especifica, que difere da prdtica de
outros esportes.



Ainda digno de nota, como sexto tema mais estudado com 18
artigos publicados, o aspecto psicolégico é extremamente importante
no que diz respeito a transtornos, ansiedade, disttirbios de imagem, alto
grau de competi¢io, sentimentos de fracasso, entre outros, que estiao
constantemente envolvidos nas priticas didrias dos bailarinos.

Fica claro, entdo, que existem muitas lesoes na danga hoje, princi-
palmente no balé, e que muitas delas poderiam ser prevenidas. Igual-
mente, estd claro que os dangarinos nao estao bem preparados, fisica e
psicologicamente, como deveriam estar, para as demandas do caminho
que escolheram. Todos que se preocupam com a danga podem e devem
ajudar nisso. Os dancarinos precisam aprender a ter responsabilidade
por eles mesmos, ainda que o treinamento que eles tiveram nio tenha
encorajado isso. As companhias tém o dever de cuidar dos seus partici-
pantes, que precisam ser considerados cuidadosamente sob a luz desses
achados. Professores e escolas precisam encarar esse gratificante desafio

(BRINSON; DICK, 1996).

Todos os temas ja estudados pelo JDMS e aqui apresentados sao
extremamente atuais e relevantes no que diz respeito aos bailarinos, o
que tem trazido mais clareza sobre como tratar essa populagio.

A danga como campo de atuagao interdisciplinar

A drea de Medicina e Ciéncia da Danga constitui-se um campo de
atuagdo interdisciplinar, em que profissionais de diferentes dreas podem
envolver-se e contribuir para o conhecimento tedrico e prético (FIGUEI-

REDO; BITTAR; FERREIRA, 2017).

Apesar de grande parte dos pesquisadores que se dedicam a estu-
dar e pesquisar sobre a drea sejam pessoas com experiéncia pregressa na
danga em alguma época da vida, a drea também abre portas para
pesquisadores que desejam vislumbrar novas oportunidades de pesquisa.
Sdo bem-vindas as contribui¢ées de profissionais da educagao, sadde,

artes e ciéncias exatas (FIGUEIREDO; BITTAR; FERREIRA, 2017).

No contexto académico, o Brasil possui 34 universidades que
oferecem cursos de graduagao em danga, mas apenas uma oferece pés-
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graduacgdo especifica em Danga e outras com proximidade a 4rea, e
nenhuma abrange a MCD. Em GoiAnia, e em outras cidades do Brasil,
a dan¢a é um importante campo no desenvolvimento econémico e
bem-estar social de uma parte considerdvel da populagao. Goiinia é a
cidade sede de uma das mais renomadas companhias de danga contem-
porinea no Brasil. Além disso, dois cursos de graduacio em danga e
uma escola de danga profissional do estado também estao disponiveis.
Todos esses cursos sio oferecidos gratuitamente e concentram-se em
atender as populagdes carentes, que podem frequentd-los, ou mesmo
participar dos projetos de extensao/pesquisa ofertados (FIGUEIREDO;
BITTAR; FERREIRA, 2017).

Apesar desse cendrio, percebe-se a necessidade de novos cursos
voltados para a drea da Danga e também investimento em ensino e
pesquisa em niveis de especializacao e mestrado, com foco na atuagio
na drea de MCD. Nesse sentido, o Programa de Pés-graduagio em
Ciéncias Aplicadas a Produtos para a Satde (PPGCAPS) da UEG pode
ser um importante passo para a formagao de recursos humanos inseri-
dos nessa linha de pesquisa. H4 necessidade de formagdo de mais profis-
sionais em nivel de mestrado e doutorado para o crescimento académico

da 4rea de MCD.

Consideragoes finais

Este capitulo apresentou uma sintese sobre a drea de Medicina e
Ciéncia da Danga e uma perspectiva histérica da formagao da Rede
BR-UK. A expectativa do grupo envolvido é de que, nos préximos 15
anos, sejam feitas colaboracoes inovadoras para o desenvolvimento de
servicos, pesquisas e oportunidades educacionais, tanto para os profis-
sionais e pesquisadores envolvidos, quanto para o publico-alvo que atua
diretamente com a danga. Hd muito ainda a se aprender dentro da drea
e diversas pesquisas podem ser executadas em diferentes temdticas.
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PREVENGAO EM SAUDE E PROMOGAO DO
CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO DA CRIANGA

MARTINA ESTEVAM BROM VIEIRA
TANIA CRISTINA DIAS DA SILVA HAMU
CIBELLE KAYENNE MARTINS ROBERTO FORMIGA

crescimento e desenvolvimento infantil tem sido alvo de muitas
pesquisas por diversos profissionais da 4rea da satide. E consenso
que o investimento em preven¢do em satide na infincia tem um
impacto positivo na formag¢io de adultos mais saudéveis e produ-
tivos, tanto do ponto de visto fisico, intelectual, quanto do ponto de
vista econdmico de uma sociedade organizada (FORMIGA, 2015).

Durante muitos anos, o estudo da preven¢io e promogao de satide
na infincia tem fascinado os pesquisadores pela complexidade do tema
e pela diversidade de pesquisas cientificas que podem emergir. Essas
pesquisas podem levar a aplicagdes prdticas preciosas na atengao a satide
da gestante e da crianga em desenvolvimento e também suscitar a
ado¢ao de politicas publicas que envolvam a grande populagio

(FORMIGA; PEDRAZZANI; TUDELLA, 2010).

Nesse sentido, o objetivo deste capitulo ¢ fazer uma abordagem
geral de diferentes possibilidades de temas que podem ser pesquisados
em um programa de pés-graduacao sobre a temdtica da prevencio em
satde e promogio do crescimento e desenvolvimento da crianga. Alia-
mos, aqui, o conhecimento teérico com a nossa experiéncia pratica de
anos em contato com bebés, criangas e suas familias.
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Aspectos conceituais sobre crescimento e desenvolvimento na
infancia

O senso comum frequentemente trata o desenvolvimento e o cres-
cimento como sindnimos, porém, tais indicadores apresentam conceitos
distintos. Apesar disso, possuem algumas caracteristicas em comum, a
saber: sdo interdependentes, iniciam-se desde o momento da concepgio,
resultam em efeitos longitudinais, ou seja, caracterizam-se por mudan-
¢as ao longo do tempo, podem ocorrer durante toda a vida do individuo
e sdo influenciados por processos biolégicos (intrinsecos) e ambientais
(extrinsecos) (GALLAHUE; OZMUN; GOODWAY, 2013; PAPA-
LIA; FELDMAN, 2013).

O crescimento ¢ conceituado pela biologia como a altera¢ao do
tamanho, forma e funcoes das células do organismo. No 4mbito das
ciéncias da sadde, sua definicio relaciona-se ao desenvolvimento fisico
representado pelo aumento da massa corporal, sendo essa a expressao
macroscépica da hiperplasia (aumento do ntimero) e hipertrofia
(aumento do tamanho e do volume) das células (GALLAHUE;
OZMUN; GOODWAY, 2013). O acompanhamento do crescimento
na infincia é realizado basicamente pela avaliagao de medidas antropo-
métricas de peso e estatura/comprimento, combinando-as com as varid-
veis sexo e idade. Destaca-se que, nos primeiros meses apds o nasci-
mento, medidas dos perimetros cefdlico e tordcico também devem ser

analisadas (BRASIL, 2002).

O exame clinico utilizado para avaliar o crescimento do feto
durante a gestagdo inclui as medidas da altura do fundo de ttero para
idade gestacional e o ganho de peso materno para a idade gestacional.
A associagio dessas medidas ¢ preditora do retardo do crescimento
intrauterino (BRASIL, 2002; MARTINELLI; BITTAR; ZUGAIB,
2004). A avaliagio do crescimento durante a infincia considera os
seguintes indicadores: peso por idade, estatura por idade, peso por esta-
tura e IMC (indice de massa corporal) por idade (BRASIL, 2011). Para
tanto, o Ministério da Satide brasileiro adota as curvas da Organizagao
Mundial de Sadde (OMS) como referéncia para avaliagiao do cresci-



mento ¢ estado nutricional da populagao (BRASIL, 2011; DE ONIS et
al,, 2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 20006).

Desenvolvimento refere-se ao processo continuo e longitudinal de
progressdo de habilidades e comportamentos necessdrios a adaptagio
psicossocial do individuo em seu contexto ambiental e social
(GALLAHUE; OZMUN; GOODWAY, 2013). As criangas vao adqui-
rindo habilidades funcionais a partir das alteragdes e compensagoes
adaptativas ou, até mesmo, como decorréncia da perda de um padrao
ou comportamento. Durante o primeiro ano pds-natal, a crian¢a vai
perdendo os reflexos primitivos que, consequentemente, o que permite
a aquisi¢ao de habilidades cada vez mais funcionais.

Desenvolvimento ¢, por conseguinte, um conceito amplo, consti-
tuido pelos seguintes principais dominios: (a) desenvolvimento fisico,
composto pelo crescimento corporal, sistema sensorial, saide e desem-
penho motor (amplo e fino); (b) desenvolvimento cognitivo que engloba
as fungoes psiquicas incluindo a capacidade de aprendizado, memdria,
aten¢ao e linguagem; (c) desenvolvimento psicossocial, constituido
pelas emocgoes, personalidade e relacionamento social. Muitas pesquisas
abordam esses dominios de forma separada. Contudo, deve-se conside-
rar que um dominio sempre interfere no outro, pois estao inter-relacio-

nados (PAPALIA; FELDMAN, 2013).

A avaliagao do desenvolvimento pode ser realizada por meio de
entrevista com os responsdveis ou cuidadores e por meio de observagio
direta das habilidades e capacidades da crianga, considerando a sua
faixa etdria. Para tanto, o examinador deve possuir conhecimento apro-
fundando do desenvolvimento normal e sua sequéncia. Além disso,
estao disponiveis diversos instrumentos de avaliagdo do desenvolvi-
mento e seus dominios. Ainda hd escassez de instrumentos padroniza-
dos para a avaliagdo de criangas brasileiras, sendo necessaria a utilizagao
de testes e escalas internacionais com dados normativos baseados em

criangas de outros paises (VIEIRA; RIBEIRO; FORMIGA, 2009).

O intercAmbio de efeitos entre o crescimento e o desenvolvimento
¢ evidentemente notado nas criangas, uma vez que problemas de saide
que afetem o indice de crescimento infantil acabam por comprometer
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seu desenvolvimento. Essa situagdo pode ser constatada em estudos com
bebés que nasceram prematuramente (menos de 37 semanas completas
de idade gestacional) e com baixo peso (menos do que 2.500 gramas),
considerados recém-nascidos de risco para diversos problemas no desen-
volvimento infantil, tais como disfuncoes neuroldgicas, comprometi-
mentos cognitivos, atraso no desenvolvimento psicomotor e problemas
de comportamento e de aprendizado, verificados desde o primeiro ano
de idade até a fase adulta (BURNETT; VIEIRA; LINHARES, 2011;
HACK et al., 2004; SCRATCH; ANDERSON, 2013).

Ressalta-se que existem multiplos fatores relacionados ao atraso e/
ou desvio do desenvolvimento, e em casos da presenca de fatores de
risco como a prematuridade ou baixo peso ao nascimento, por exemplo,
podem coexistir outras situagdes (fatores de protegao) capazes de ameni-
zar os efeitos negativos das condigoes de risco. Dessa forma, os peque-
nos desvios no crescimento podem ser compensados e as criangas podem
retomar os padroes adequados de crescimento e desenvolvimento. Por
outro lado, o persistente retardo no crescimento e privacao de estimulos
a0 desenvolvimento infantil durante os dois primeiros anos de idade
podem comprometer permanentemente o futuro do individuo

(GALLAHUE; OZMUN; GOODWAY, 2013).

Niveis de preveng¢ao em satude

A prevengao de agravos na satde de criangas baseia-se na vigilan-
cia sistematizada do processo de crescimento e desenvolvimento
infantil idealmente realizado desde o nascimento e priorizando a
identificagdo de grupos de risco, ou seja, daquelas criangas mais vulne-
rdveis biolégica ou socialmente que, portanto, sao mais suscetiveis a
apresentar atrasos ou desvios em seu desenvolvimento (FORMIGA;
PEDRAZZANI; TUDELLA, 2010). Essa vigilancia do crescimento e
desenvolvimento infantil ¢ realizada em programas de acompanha-
mento (originado do inglés, ‘follow-up’), nos quais as criancas e suas
familias sao acompanhadas por uma equipe interdisciplinar, que visa
aos diversos aspectos da sadde da crianga, desde as condigdes fisicas
até os problemas cognitivos e comportamentais especificos (VIEIRA;



RIBEIRO; FORMIGA, 2009). A atuacio dos programas de follow-up
compreende todos os 3 niveis de preven¢io em satide descritos a seguir

(PEREZ-RAMOS, 1990):

1) Prevencio primdria — sio medidas realizadas antes que os
problemas ou doencas ocorram (pré-patogénese), incluindo
estratégias de promogao da satde, com a finalidade de melho-
rar a sadde ou manter sauddveis as criancas com desenvolvi-
mento normal. Exemplo: mudan¢a/manutencao de hébitos de
vida, vacinagao, suplementagao de vitaminas durante a gesta-
¢a0, acompanhamento pré-natal da gestante, estimulagao do
aleitamento materno, orientagao aos pais sobre como estimu-
lar seus filhos em casa, orientacoes nutricionais.

2) Prevencio secunddria — inclui agoes que visam a detecgao e ao
tratamento precoce das criangas mais suscetiveis a apresentar
algum problema. Baseia-se na identificagao e elimina¢io de
fatores de risco. Exemplo: rastreamento (screening) de criangas
com maior risco para problemas no desenvolvimento, encami-
nhamento para avaliagao especifica e estimulagdo essencial.

3) Prevencao tercidria — estabelece agdes com objetivo de reduzir
o impacto negativo do atraso no desenvolvimento jd diagnos-
ticado (criangas portadoras de deficiéncias em diferentes dreas
do desenvolvimento), tratando e reabilitando o individuo e
diminuindo fatores de risco. Exemplo: ampla gama de terapias
disponiveis para cada transtorno especifico (Fisioterapia
neurolégica infantil, Fonoaudiologia, Nutri¢ao, etc).

Fatores que influenciam o crescimento e desenvolvimento
da crianga

O Quadro 1 sintetiza os principais fatores que podem influenciar o
crescimento e desenvolvimento da crianca em diferentes momentos de
sua formagao: durante a gestagao (fatores pré-natais), durante o trabalho
de parto (fatores perinatais) e apds o parto (fatores pds-natais. Em seguida,
serdo comentados alguns desses fatores e apresentadas as recomendagoes
para a prevengio e promogao da sadde do binémio mae-filho.
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Quadro 1 — Principais fatores de risco para o crescimento e desenvolvi-
mento sauddvel da crianga

Periodo Fatores de Risco

Infecgoes maternas

Ganho de peso materno > 12 kg
Pré-natal com < 8 consultas
Pré-natal Alimentacio deficiente

Diabetes gestacional

Doenga hipertensiva da gestagio

Consumo de dlcool, fumo e/ou drogras

Parto demorado

Prematuridade (< 37 semanas de IG)
Perinatal Asfixia perinatal

Baixo peso do bebé (< 2.500g)

Pré-eclampsia

Enfermidade Crénicas
Nutrigdo deficiente

Pés-natal Auséncia do aleitamento materno
Situagao de pobreza

Violéncia doméstica e urbana
Acidentes na infincia

Fonte: Adaptado de Brasil (2016) e World Health Organization (2012).

Fatores pré-natais

O periodo pré-natal possui como objetivo primordial acompa-
nhar a mulher desde o inicio da gestagdo até o nascimento do bebé
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2016). A assisténcia pré-
natal pode ser considerada como um dos principais indicadores do
progndstico da crianga ao nascimento. A a¢des do pré-natal envolvem
todos os niveis de aten¢do, sendo que a atengao bdsica estd dirigida



para aspectos preventivos, promogao da satide e diagndstico precoce e
tratamento de qualquer agravo que ocorra durante o periodo gestacio-

nal (BRASIL, 2006, 2012).

A recomendagao usual para nimero de consultas no pré-natal era
de que fossem realizadas um minimo de seis consultas (BRASIL, 2006).
No entanto, a partir do ano de 2016, a recomendagio da Organizagio
Mundial de saide para o nimero minimo de consultas do pré-natal
subiu para oito. A recomendagao é que as consultas ocorram da seguinte
forma: uma no primeiro trimestre (8 a 12 semanas), duas no segundo
trimestre (20 a 26 semanas) e cinco no terceiro trimestre (30, 34, 36,
38, 40 semanas), sendo que as trés tltimas consultas serio realizadas a
cada 15 dias e um retorno deverd acontecer na 41° semana, caso o nasci-
mento ainda nao tenha ocorrido (WORLD HEALTH ORGANIZA-
TION, 2016).

O grau de desenvolvimento econémico e cultural e a qualidade da
satde populacional de um pais pode ser avaliado indiretamente pelos
indices de mortalidade materna. A qualidade da assisténcia pré-natal
garante o bom progndstico materno e envolve procedimentos e reco-
mendagoes relacionados ao adequado suporte nutricional, detecgao de
possiveis transtornos genéticos e teratogénicos e identificagao precoce
de situagdes de emergéncia obstétrica (CALDERON; CECATTI
VEGA, 2000).

O suporte nutricional estd relacionado a adequada ingestao de
nutrientes e de alimentos que suprem as necessidades do organismo e
que refletem as préticas culturais e sociais de uma populagio (BRASIL,
2014). Melhores condigbes de sadde para gestante e crescimento e
desenvolvimento fetal estdo relacionados a um adequado consumo de
proteinas, frutas, vegetais cru e cozidos, pois garantem a composicao
adequada de carboidratos simples e micronutrientes, como minerais e
vitaminas (BRASIL, 2014; TEIXEIRA; CABRAL, 2016).

Relacionado ao suporte nutricional, é importante salientar a suple-
mentagao didria de Ferro e dcido félico durante a gestagao com o intuito
de minimizar o risco de baixo peso ao nascimento, anemia materna e
déficit de ferro. A recomendagao da Organizagdo Mundial de satide
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para suplementacio didria de ferro é de 30-60 mg, ¢ a de dcido félico é
de 0,4 mg, sendo instituida o quanto antes, devendo perdurar durante
toda a gesta¢o. O uso de 4cido félico foi associado a uma diminuigao
de possiveis defeitos do tubo neural (sendo necessiria a suplementagao
no minimo trés meses antes da gestagdo e até a 122 semana), melhor
desenvolvimento motor-grosso em criangas, melhora das habilidades
neurocomportamentais e emocionais, incluindo minimizacio do risco
de distarbios do espectro autista e outros transtornos do desenvolvi-
mento. No entanto, possiveis riscos do excesso de dcido félico jd sao
descritos na literatura, sendo que riscos de atraso no desenvolvimento
motor no primeiro ano de vida foram identificados em criangas cujas
maes fizeram uso de doses didrias superiores a 5 gramas de dcido f6lico
durante a gestacdo (GAO et al., 2016; OMS, 2013; VALERA-GRAN
et al., 2014; WEHBY; MURRAY, 2008).

A deficiéncia de vitamina D é outro aspecto importante do suporte
nutricional da gestante e existem indicativos de que essa deficiéncia
possa estar relacionada com a presenga de pré-eclimpsia, diabetes gesta-
cional e com o comprometimento da linguagem da crianga (URRU-

TIA-PEREIRA; SOLE, 2015; WHITEHOUSE et al., 2012).

O controle do peso evitando quadros de sobrepeso e obesidade
também merece aten¢do no suporte nutricional da gestante. A relagao
entre o0 excesso de peso e riscos para a gestante e para o desenvolvimento
do feto sdo condicoes metabdlicas adversas associadas a gestagdo, como
quadros hipertensivos, diabetes mellitus, parto prematuro e partos
cirargicos (GARMENDIA et al., 2015; GONCALVES et al., 2012;
MATTAR et al., 2009; TEIXEIRA; CABRAL, 2016).

Na gestagio de alto risco, existe uma correlacdo significativa entre
o risco e o atraso no desenvolvimento de criangas. Gestagoes de alto
risco sdo consideradas aquelas em que ocorre uma ou mais das situagoes
a seguir: desnutricao materna, idade maternal, curto intervalo entre as
gestagoes, mais de cinco gestagoes, pré-eclimpsia, restri¢ao do cresci-
mento intrauterino, doengas de base da mae e dependéncia de drogas

(TORABI et al., 2012).



Dentre as condicoées metabdlicas adversas, o diabetes mellitus
pré-gestacional e gestacional exigem maior atengao, pois estdo relacio-
nados a um aumento da taxa de complicagdes maternas (pré-eclamp-
sia, parto prematuro) e de malformagoes fetais, como defeitos cardio-
vasculares e neurais. Em relagao ao desenvolvimento da crianga,
pode-se destacar um atraso no desenvolvimento cognitivo, risco de
déficit na motricidade grossa e fina, Transtorno de Déficit de Atengdo
com Hiperatividade (TDAH), dificuldades de aprendizagem e, possi-
velmente, Transtorno do Espectro de Autismo (ORNOY et al., 2015;
TORABI et al., 2012).

Relacionada ou nao a diabetes gestacional, quadros de eclimpsia
e pré-eclimpsia caracterizam uma gestagdo de risco, com repercussoes
para a mie e a crianga. As complica¢oes hipertensivas na gestagao sio
relevantes e sio definidas como aumento da pressao arterial (PA),
podendo ser de leve a grave, envolvendo vérios drgaos. A presenga de
eclimpsia aumenta a mortalidade materna e acarreta riscos ao desen-
volvimento da crianga, como prematuridade, morbidade neonatal,
atraso no desenvolvimento da motricidade grossa e fina, déficits
visuais e relagdo com o Transtorno do Espectro Autista (BEZERRA
et al., 2005; CHENG et al., 2004; SZYMONOWICZ; YU, 1987;
WALKER et al., 2015).

A influéncia da satide materna e dos aspectos do desenvolvimento
no periodo pré-natal no desenvolvimento de criancas pode ser obser-
vada em estudos que avaliaram o bem-estar das maes e o desenvolvi-
mento de criancas em inicio da fase escolar (4 a 7 anos). Fatores como a
idade materna (25-30 anos), educagio materna (no minimo o ensino
médio), maior renda familiar, nao beber durante a gestagao foram asso-
ciadas com maior pontuagao no desenvolvimento. Enquanto isso, fato-
res como menor condi¢ao socioecondmica, agressdo sofrida pela mae e
abuso de dlcool e nicotina durante o periodo gestacional podem acarre-
tar comprometimento no desenvolvimento dessas criangas (HILL et al.,

2000; LIU et al., 2015; TOUGH et al.; 2010).

A exposi¢ao pré-natal ao dlcool, aliada ao risco familiar para
dependéncia alcodlica, pode acarretar alteragoes na morfologia cerebral
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dos conceptos, perdurando até a fase adulta, com repercussoes inclusive

cognitivas e comportamentais (SHARMA; HILL, 2017).

Durante o desenvolvimento fetal, existe uma previsao de eventos
genéticos esperados. No entanto, em algumas situagdes, pode ocorrer
alguma alteracao nessa sequéncia de desenvolvimento, seja por influén-
cia externa, ou até mesmo fatores desconhecidos. Em geral, essas falhas
sequenciais sao divididas em duas categorias, denominadas problemas
genéticos/cromossdmicos e eventos teratogénicos, que podem ser indu-
zidos por alguma substincia ou acontecimento.

Os problemas genéticos sao divididos em autossdmicos dominan-
tes (doenca de Huntington, hipertensio arterial, polidactilia, esquizo-
frenia, cefaleias do tipo enxaqueca), autossdmicos recessivas (anemia
falciforme, fibrose cistica, fenilcetontria, albinismo) e transtornos
recessivos ligados ao sexo (hemofilia, daltonismo, alguns quadros de
distrofia muscular, sindrome do X-frégil). As consequéncias dessas alte-
racoes podem variar de situagdes mais leves e adaptacionais, como o
daltonismo, até complicagoes severas, como a possibilidade de retardo
mental na sindrome do X-frigil (BEE; BOYD, 2011).

Entre os eventos cromossdmicos, estio classificadas as anomalias
do cromossomo sexual (Sindromes de Turner e Klinefelter), que acarre-
tam discreta alteracdo da linguagem, no entanto, sem retardo mental, e
as Trissomias. Nas trissomias autossdmicas completas, apenas as dos
cromossomos 21 (sindrome de Down), 18 (sindrome de Edwards) e 13
(sindrome de Patau) sio compativeis com a sobrevida pds-natal. A
motricidade de criangas com trissomia 21 deve ser caracterizada como
atipica e nio definitivamente como atraso no desenvolvimento. A
mortalidade das demais ¢ alta apés nascimento (ALTUG-TEBER et al.,
2007; BEE; BOYD, 2011; JOVER et al., 2010; MEYER et al., 2015).

As alteragdes oriundas de teratogenia compreendem diversas
causas, a maioria relacionada com a manifestagao de doengas no periodo
pré-natal. Nos eventos teratogénicos, observa-se a interposi¢ao de fato-
res ambientais no desenvolvimento do embrido/feto. Doengas como
rubéola, toxoplasmose, citmogelaovirus, Sindrome da Imunodeficiéncia
adquirida (SIDA/AIDS), e outras doencas sexualmente trasnmissiveis



(DST), como a sifilis, e, mais recentemente, o zika virus, podem inter-
ferir e até mesmo comprometer o desenvolvimento da crianga (BEE;

BOYD, 2011).

Fatores perinatais

E inquestiondvel que um bom acompanhamento pré-natal aumenta
as chances de um desfecho positivo no momento do nascimento da
crianga. Contudo, a gestante nao estd livre de complicagoes que podem
ocorrer na hora do parto e, a esses eventos déd-se 0 nome de complica-
cOes perinatais.

Independentemente do tipo de parto, normal ou cesariana, as
complicagdes perinatais podem ocorrer. De maneira ideal, a realizagao
de uma cesariana deveria ser o método escolhido quando a saide do
bebé ou da mie estdo em risco durante o parto. Contudo, no Brasil,
ainda se observam elevados indices de cesarianas por primeira opgao da
gestante e da equipe médica que a acompanha.

Pesquisa realizada com 100 gestantes, sendo 56 nuliparas e 44
primiparas, verificou que a maioria das participantes relataram preferir
o parto normal e nio houve diferenca das respostas entre as nuliparas e
primiparas. Os pesquisadores concluiram que a vivéncia anterior do
parto nio exerce influéncia na expectativa do processo de parturigio
nem na escolha por determinada vida de parto (BENUTE et al., 2013).

As recomendagdes do Ministério da Sadde sdo que a parturiente
seja bem acompanhada como durante o trabalho de parto e seja avaliada
e orientada para os procedimentos para a condugao de um parto normal
com garantia de saide mie-filho. Para tanto, toda a equipe de satide
deve estar preparada para receber a parturiente e conduzir o trabalho de
parto de maneira mais tranquila, com menos estresse para a mulher e os
familiares que a acompanham (BRASIL, 2016).

A prematuridade tem sido considerada um dos principais proble-
mas de saide no periodo perinatal e pés-natal e, geralmente, é antece-
dida por um agravamento de uma complicagio pré-natal, tais como
ruptura prematura de membranas, anomalias uterinas, pré-eclimpsia,
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md nutricio materna, infeccbes ou outras causas desconhecidas.
(BRANDAO et al., 2015). O nascimento prematuro ¢ aquele em que o
bebé nasce com < 37 semanas de idade gestacional — IG) e, frequente-
mente, encontra-se associado ao baixo peso ao nascer quando o recém-
nascido possui menos de 2.500g (WORLD HEALTH ORGANIZA-
TION, 2012).

O nascimento prematuro representa grande impacto tanto para a
vida do bebé e de sua familia quanto para a sociedade. Para o bebé, a
prematuridade é uma condi¢do adversa que se configura em um impor-
tante fator de risco para a saude e a trajetéria de desenvolvimento da
crianga e, portanto, fonte de estresse e sobrecarga para as familias
(LINHARES et al., 2004; RESEGUE; PUCCINI; SILVA, 2007). No
ambito da sociedade, a prematuridade representa grande desafio para as
medidas de assisténcia a sadde, considerando seus altos indices de
morbimortalidade e o 6nus econémico, devido a sua alta incidéncia e
por estar associada a permanéncia hospitalar prolongada, reinternagoes
frequentes e despesas em decorréncia da reabilitagao dos individuos
com sequelas fisicas e/ou mentais (WHO, 2012; WILSON-
COSTELLO, 2007).

A associagio entre prematuridade e baixo peso ao nascer, especial-
mente naqueles bebés nascidos com menos de 1.500g, aumenta a chance
da ocorréncia de hemorragia intracraniana (HIC), que pode levar a
problemas neurolégicos e atraso no desenvolvimento dos bebés nos
primeiros anos de vida (O’'SHEA et al., 2012).

Outra complicagio importante que pode ocorrer durante o parto
¢ a asfixia perinatal e geralmente estd associada a partos prolongados
ou laboriosos de bebés pré-termo (< 37 semanas de IG), a termo (37 a
41 semanas incompletas de IG) ou pds-termo (> 42 semanas de IG) e
pode evoluir para a sindrome hipé6xico-isquémica. A asfixia também
pode ser reconhecida como sofrimento fetal, situacao que existe
quando hd um decréscimo ou interrup¢iao do fluxo de oxigénio por
complicagdes do tipo prolapso do cordao (na qual o cordao umbilical
precede o bebé na sua passagem pelo canal de parto), problemas na



placenta, presenga de mecdnio no liquido amniético, dentre outros

(PROCIANOQY; SILVEIRA, 2001).

Estudo realizado em Sao Paulo verificou, no triénio de 2001 a
2003, que, dos 14.597 ébitos neonatais precoces, 3.247 (22%) foram
associados 2 asfixia perinatal, sendo 11,5% decorrentes de causas nao
evitdveis (95 casos com idade gestacional <22 semanas ou peso <400g e
279 ébitos por anomalia congénita incompativel com a vida). (DARIPA
et al., 2013).

Fatores pos-natais

Apés o nascimento, a preocupa¢io da equipe médica é manter a
sobrevida dos recém-nascidos e o bem-estar geral mae-filho. Frequente-
mente, complicagdes perinatais podem gerar consequéncias na satide do
bebé no periodo pés-natal. Assim, serdo discutidas brevemente aqui os
principais fatores de risco para o crescimento e desenvolvimento dos
bebés durante o periodo pds-natal.

No periodo neonatal, as principais complicacoes identificdveis
estdo relacionadas com o sistema respiratério, tais como a Doenga da
Membra Hialina (DMH), Taquipneia Transitéria do Recém-nascido
(TTRN), Sindrome da Aspiragio de Meconio (SAM) problemas de
adaptagoes fisiolégicas do neonato ao meio ambiente extrauterino

(BRASIL, 2012).

Um dos aspectos importantes apds o nascimento e que se manterd
nos primeiros anos de vida do bebé estd relacionado com a nutrigao.
Uma das recomendacoes ¢ realizar precocemente contato pele a pele,
entre mie e filho, dando apoio ao inicio da amamentagio na primeira
hora do pds-parto, conforme diretrizes sobre o aleitamento materno.
Além disso, recomenda-se que o bebé seja amamentado exclusiva-
mente no seio materno até o sexto més de vida e, apds essa idade, a
mae pode optar em continuar o aleitamento de maneira associada a
introdugao de outros alimentos recomendados pelo pediatra. A ausén-
cia do aleitamento materno no periodo neonatal e nos meses iniciais
do crescimento aumenta a chance de a crianga apresentar desnutrigao,
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diarreias, infecgdes respiratdrias e aumentando a taxa de mortalidade

infantil (BRASIL, 2015).

O aspecto social e econdmico das familias também deve ser levado
em consideragdo, pois ambientes de risco social, em que a crianga nao
tem acesso a condicoes bdsicas de moradia, higiene e alimentacio,
também sdo fatores de risco para o desenvolvimento de doengas nos
primeiros anos de vida ou agravamento de enfermidades cronicas

(ANDRADE et al., 2005; MARTINS et al., 2004).

Criangas que vivem em situagao de pobreza podem apresentar alte-
racoes morfoldgicas cerebrais que podem comprometer seu desenvolvi-
mento neuropsicomotor e desempenho escolar. Pesquisadores america-
nos analisaram o desenvolvimento cerebral das criangas a partir de
ressondncias magnéticas realizadas durante a infincia e descobriram
que a massa cinzenta do cérebro era sensivelmente menos desenvolvida
em meninos e meninas pobres nos Estados Unidos. Mais especifica-
mente, a massa cinzenta do lobo frontal, do lobo temporal e do hipo-
campo era até 10% menor em criancas criadas abaixo da linha da

pobreza (HAIR et al., 2015).

Ovutro fator de risco importante para a satide da crianca diz respeito
aos acidentes na infincia. Os acidentes domésticos infantis sao impor-
tante fonte de preocupacio, pois sio causas crescentes de mortalidade e
invalidez no Brasil. Os acidentes acontecem em ambos os sexos e em
todas as faixas de idade. A principal causa dos acidentes domésticos tem
sido quedas, choques elétricos e queimaduras (XAVIER-GOMES et
al., 2013).

O acompanhamento da satide do bebé nos primeiros anos de
vida ¢ essencial para garantir um bom funcionamento dos sistemas
orginicos e o fornecimento de informagoes as pessoas que cuidam
diretamente do bebé em casa, na creche e na escola. Assim, a familia
deve atentar para as consultas mensais ao pediatra no primeiro ano de
vida, visando a um bom acompanhamento do crescimento e desenvol-
vimento do bebé. A partir do primeiro ano, as consultas pedidtricas
passam a ser semestrais até por volta de cinco anos e, posteriormente,
anuais. Além disso, por meio das consultas pedidtricas, o profissional



pode acompanhar o cumprimento do calenddrio vacinal para imuni-
zar a criancas das principais enfermidades da primeira infincia

(BRASIL, 2012).

Consideragoes finais

O conhecimento dos principais fatores que influenciam negativa-
mente o crescimento e desenvolvimento é o primeiro passo para
ado¢io de medidas de promog¢io e prevengdo na saide do recém-
nascido e lactente. O assunto é complexo e niao é possivel detalhar
todos os fatores em um tnico texto. Os aspectos abordados neste capi-
tulo podem ser tteis para subsidiar a estruturagao de futuras pesqui-
sas com a temdtica de prevencao de problemas no crescimento e
desenvolvimento da crianga.
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A VITAMINA D E A SAUDE PUBLICA

IRIS TASMINE DE REZENDE ARAUJO
LUCAS HENRIQUE FERREIRA SAMPAIO
CIBELLE KAYENNE MARTINS ROBERTO FORMIGA

os ultimos anos, muito tem sido divulgado e publicado no
Ambito cientifico e nos meios de comunicacio de massa a
respeito da a¢io da vitamina D no corpo humano. Apesar de
diferentes opinides, parece haver um consenso sobre a impor-
tincia da presenca de determinados niveis de vitamina D no orga-
nismo para a prevengio e tratamento de problemas de sadde. Sabe-se
que a vitamina D é um termo genérico para uma série de compostos
considerados como hormoénios lipossoldveis obtidos apds exposi¢ao
solar ou por meio da alimentagio, sendo essencial para o corpo
humano, e sua auséncia pode proporcionar uma série de complicagoes

(GRUDTNER et al., 1997).

Em geral, a populagio tem se protegido da exposicio a luz solar
para a prevengio do cancer de pele, gerando a diivida sobre o quanto de
vitamina D ¢é obtida a partir dos alimentos e quais as recomendagoes
seguras de suplementagio em caso de diagndstico de deficiéncia

(MAEDA et al., 2014).

Nesse sentido, o objetivo deste capitulo é realizar uma revisao
sobre a temdtica, incialmente abordando aspectos fisiolégicos do meta-
bolismo da vitamina D e seus beneficios no corpo humano, além de
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abordar de forma geral a avalia¢io e as recomendagoes de suplementa-
¢ao da Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia.

A vitamina D e sua importincia no crescimento e desenvolvimento
corporal humano

A vitamina D é a nomenclatura generalista que designa um grupo
de compostos lipossoltveis secosteroides, derivados do 7-desidrocoleste-
rol (7 DHC ou pré-vitamina D3), que sao crucias para a manutengao
do equilibrio mineral do organismo. Apesar da denominagao cldssica
de vitamina, esses compostos lipossoltveis que compéem o grupo das
chamadas vitaminas D devem ser conceitualmente considerados como
horménios e pré-hormoénios, pois podem ser produzidos no préprio
organismo, e os niveis desses metabdlitos sao regulados por um meca-
nismo complexo de feedback, envolvendo enzimas e receptores, o que
sugere uma regulacio mais semelhante a dos horménios do que a dos

nutrientes (ARANTES et al., 2013).

No entanto, essas estruturas ainda sio descritas como vitaminas,
devido ao uso dessa denominagio hd quase um século. Os estoques
corporais de Vitamina D dependem fundamentalmente da sintese cuta-
nea pela exposigao aos raios ultravioleta-B (UVB). Na maioria dos indi-
viduos, a exposicio ao sol ¢ o principal determinante do estado de vita-
mina D, o que representa 80-90% das reservas corporais de vitamina D

(BUENO; CZEPIELEWSKI, 2008).

Além de a vitamina D ser produzida por exposi¢iao da pele aos
raios solares, sua obtengdo pode ser proveniente do consumo dietético.
Entretanto, poucos alimentos sao boas fontes de vitamina D, como a
gema de ovo, figado, manteiga, cogumelo e leite integral. Também sao
ricos em vitamina D peixes como o atum, o linguado, o bacalhau, o
salmio, a cavala, a sardinha, a enguia, o arenque e dleos de figado de
peixes. De modo geral, carnes e peixes magros tém apenas tracos de

vitamina D (BUENO; CZEPIELEWSKI, 2008).

As formas consumiveis de vitamina D sdo o ergocalciferol (vita-
mina D2) e o colecalciferol (D3). A principal diferenca entre a vitami-
nas D2 e a D3 é a fonte nutritiva. Em sintese, a vitamina D é fornecida



por fontes vegetais e fingicas, sob a forma de vitamina D2, enquanto
que aquela fornecida pelas fontes animais é a vitamina D3. O colecaci-
ferol difere apenas pela presenca de uma ligagdo dupla adicional e um
grupo metil incorporados a longa cadeia lateral da forma biolégica
denominada vitamina D2 (WACKER; HOLIACK, 2013).

O ergocalciferol ¢ produzido a partir do ergosterol, ingerido em
fungos e vegetais, pela incidéncia dos raios ultravioletas (UV) B (290-
315 nm). Em mamiferos, o inicio da sintese fotoquimica endégena da
vitamina D3 ocorre nas camadas mais profundas da epiderme (subca-
madas espinhosa e basal). Quando sintetizada na pele, a vitamina D
(7-dehidrocolesterol) necessita de duas etapas metabdlicas de hidroxila-
a0 para sua ativa¢do. A primeira hidroxilagao converte em a 7-dehidro-
colesterol em calcidiol. A segunda rea¢io metabdlica transforma o calci-
diol em calcitriol, a vitamina D biologicamente ativa, que atua como
um verdadeiro hormonio essencial para praticamente todas as células

do organismo humano (HAMILTON, 2010).

Na derme e epiderme, encontra-se uma forma de pré-vitamina D,
o 7-dehidrocolesterol (ou calciferol), que é transformado em vitamina
D3, sob a acio de raios ultravioleta B (UVB). A vitamina D3, ainda nao
fisiologicamente ativa, ¢, ento, transportada pela corrente sanguinea
até o figado. Nos hepatécitos, a vitamina D3 sofre uma hidroxilagao no
carbono 25, tornando-se a 25-hidroxivitamina D [25(OH),D] ou calci-
diol. A maior parte do calcidiol produzido no figado é depositada na
hipoderme (BUENO; CZEPIELEWSKI, 2008).

Para se tornar a vitamina D fisiologicamente ativa, o calcidiol precisa
passar ainda por uma tltima hidroxila¢ao na posi¢ao 1. Essa hidroxilagao
ocorre nas mitocondrias dos tibulos contornados proximais do rim, sob
acao da enzima la hidroxilase. Apds essa tltima reacio metabdlica nos
rins, forma-se a 1,25 dihidroxivitamina D [1,25(0OH),D] ou calcitriol, a
forma biologicamente ativa da vitamina D.

Essa passagem renal, ao contrdrio da hepdtica, é estreitamente
regulada por vdrios fatores. A elevagio plasmdtica do PTH e a diminui-
¢do do fosfato estimulam a atividade da 1-a hidroxilase. A 1,25(0OH),D
retrorregula sua prépria produgio, inibindo a atividade da 1-o hidroxi-
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lase. O calcitriol também regula o PTH (paratormoénio) e a eleva a
concentragdo plasmitica de fosfato (Figura 1) (PEDROSA, 2005).

A vitamina D ¢ um hormoénio esteroide, cuja fungao mais estu-
dada consiste na regulagio da homeostase do cilcio e fésforo. Essa
regulacio ocorre por uma interagio com as paratireoides, rins e intesti-
nos. Ao manter os niveis séricos de célcio e fésforo em um estado
normal, o calcitriol é capaz de propiciar condi¢oes a maioria das fun¢oes
metabdlicas, entre elas, a mineralizagio dssea (HOLICK, 2006;
GRUDTNER; WEINGRILL; FERNANDES, 1997). Por estar envol-
vida no crescimento esquelético, a vitamina D torna-se essencial durante

a infincia e a adolescéncia (GORDON et al., 2004).

O célcio (Ca) é necessdrio em intimeras reacoes metabdlicas do
organismo. E, por exemplo, crucial ao crescimento e desenvolvimento
dos ossos e dentes, para a formagio e manutengao da matriz Gssea,
estabilizacgado membranas de células excitdveis, como musculos e
nervos, no processo de coagulagio sanguinea e na atividade de diver-
sas enzimas. A concentracio de cdlcio nos tecidos é varidvel. Dentro
das células, o Ca ¢ encontrado, principalmente, no reticulo endoplas-
madtico e nas mitocondrias. Representa o mineral mais abundante do
corpo humano e corresponde de 1 a 2% do peso corporal. Os princi-
pais locais de armazenamento de cdlcio no organismo humano sao os
0ssos, que reservam cerca de 99% desse mineral. O célcio nao presente
nos ossos encontra-se principalmente no sangue, no espago extracelu-
lar e nas células de tecidos moles (GRUDTNER; WEINGRILL;
FERNANDES, 1997).

Durante a infincia e a adolescéncia, devido a alta demanda de
calcio relacionado ao crescimento, niveis séricos normais de vitamina D
promovem a absor¢ao de mais de 60-80% de do célcio dietético
(HOLICK, 2004). Quando hd deficiéncia de vitamina D, apenas
10-15% do cdlcio dietético ¢ absorvido. Por isso, especialmente durante
a infincia, a deficiéncia de vitamina D pode causar retardo de cresci-
mento, anormalidades ésseas e aumento do risco de fraturas na vida
adulta (ROVNER et al., 2008). A deficiéncia de vitamina D ¢é a causa
mais comum de raquitismo, pois impede a absor¢ao eficiente de célcio



Figura 1 — Representagao esquemdtica da sequéncia de eventos envolvi-

dos na sintese da 1,25(0OH), D3
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Fonte: Adaptado de Pedrosa (2005)
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dietético, gerando as deformidades dsseas caracteristicas da doenga.

(HOLICK, 20006).

Apesar de a fun¢io mais estudada da vitamina D ser a regulacio
da homeostase do cdlcio e fésforo, esses compostos sio essenciais a
centenas, ou talvez milhares de fun¢ées metabélicas humanas. J4 foram
encontrados receptores em diversas células do sistema imune, glindulas
mamdrias e sexuais, neur6nios, adipdcitos, enterdcitos e fibras muscula-
res lisas, esqueléticas e cardiacas. Estima-se que a chamada Resposta
Genomica da Vitamina D seja um processo que envolva cerca de 5% de
todo genoma humano (SCHUCH et al., 2013).

Agoes fisioldgicas da vitamina D no corpo
Mineralizacdo dssea

A 1,25(0OH)2D3 induz a diferenciagao de células estromais para
células osteobldsticas. Os osteoblastos respondem pela elaboragao de
todos os componentes da matriz dssea. Essas células também secretam
a fosfatase alcalina necessdria a alcalinizagao do meio, pois favorecerao
a deposicao de minerais. Os osteoblastos maduros secretam, ainda, a
osteocalcina. Essa proteina, em conjunto o dcido y-carboxiglutdmico, é
responsavel pela formagao do residuo y-carboxiglutamil, que efetiva a
mineralizagio do tecido ésseo (AVOLIO et al., 2008).

Um sensor de cdlcio presente nas glaindulas paratireoides detecta a
diminui¢do dos niveis séricos de cdlcio. Quando esses sensores parati-
reoideanos detectam a diminuigao sérica de cdlcio, a paratireoide
aumenta da sintese e secre¢ao do horménio paratireoide ou paratormo-
nio (PTH). O PTH item como fun¢io fisiolégica promove a maior
reabsor¢io de cdlcio e diminui a reabsorcio de fdésforo nos rins

(HOLICK, 2006).

Contragdo muscular

Com a deficiéncia de vitamina D, o transporte ativo do cdlcio para
o interior do reticulo sarcoplasmdtico (RS) de coelhos encontra-se redu-
zido e se normaliza com o pré-tratamento com vitamina D (CURRY;



BASTEN; FRANCIS, 1974). A 1,25(0OH),D seria a responsdvel pela
estimulagdo do transporte ativo de cdlcio para o interior do RS pela
cilcio-ATPase e a atividade dessa enzima é regulada pela fosforilagao de
proteinas na membrana do RS estimulada pela 1,25(OH),D (BOLAND
et al,, 1983; POLLY; TAN, 1986).

Na célula muscular esquelética, a vitamina D estd ligada a0 meta-
bolismo e a sintese proteica. A adigao de calcitriol em cultura de tecido
de musculo de ratos com a deficiéncia vitaminica aumentou o contetido
intracelular de ATP e tropomina C em musculo de coelhos raquiticos.
A proteina supramencionada compde o complexo actinomiosina com
alta afinidade pelo célcio e encontrava-se com niveis diminuidos compa-
rados aos niveis presentes nos musculos de animais normais (PEDROSA,
2005). Rejnmark (2011), em sua revisao das evidéncias de ensaios clini-
cos randomizados em humanos, aponta que os efeitos da suplementagao
de vitamina D sio avaliados beneficamente sobre a fungao muscular em
termos de uma for¢a muscular melhorada, um balango do corpo redu-
zido, um teste funcional TUG (Zimer Up Go) melhorado, uma veloci-
dade de marcha aumentada em 12 minutos ou uma medida melhorada

de habilidades fisicas.

Apesar de os estudos ainda nio serem conclusivos, muitas pesquisas
tém apontado para os efeitos benéficos da vitamina D em vdrios sistemas
organicos. O Quadro 1 sintetiza os principais efeitos da agao da vitamina
D no corpo humano de acordo com os achados de diversos estudos.

Quadro 1 — Principais beneficios da agdo da vitamina D no corpo
humano

Local ou sistema corporal Beneficios encontrados

. .. Fortalecimento dssco e protege os musculos
Sistema Musculoesquelético B
de lesoes

Auxilia no processo de perda de peso em

Metabolismo Lipidico . .
pacientes com obesidade

. L. Modulagao dos linfécitos T, auxiliando a
Sistema Imunolégico

resposta imune contra infecgdes
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Local ou sistema corporal Beneficios encontrados

Auxilia no musculo cardfaco, estimula a
Sistema Cardiovascular producio de insulina, auxiliando no
tratamento do diabetes e hipertensio arterial

Auxilia na prote¢do neuronal em pacientes
Sistema Nervoso com esclerose multipla e outras doengas
neurolégicas degenerativas

Fonte: Adaptado de Holick et al. (2011, 2012) e Maeda et al. (2014).

Avaliagao sérica da vitamina D

O calcidiol sérico é considerado o parimetro mais confidvel e
apurado para definir o estado da vitamina D, visto que representa a
forma circulante em maior quantidade e tem uma semivida de aproxi-
madamente duas semanas. A producio da 25(OH),D no figado sofre
pouca regulacao Desse modo, os niveis plasmaticos do calcidiol refle-
tem de forma mais realistica a reserva corporal de vitamina D. O calci-
triol [1,25(OH),D], apesar de ser a forma metabolicamente ativa da
vitamina, nao é considerado uma forma adequada para avaliar a concen-
tragao sérica de Vitamina D, uma vez que apresenta uma semivida curta
(cerca de 4 horas) e a sua concentragio é 1000 vezes menor do que seu

precursor, o calcidiol [25(OH),D].

O calcitriol pode ter suas concentragdes séricas modicadas a qual-
quer instante, pela agao de inimeras modificagoes metabdlicas e hormo-
nais. Além disso, sempre que um déficit de vitamina D ¢ detectado pelo
organismo, ocorre um aumento da secre¢ao da PTH, que estimula o
rim a produzir mais calcitriol. Dessa forma, quando hd deficiéncia de
vitamina D, observa-se diminui¢ao dos niveis de cardiol, enquanto os
niveis calcitriol apresentam-se dentro da normalidade ou até elevados

(ARANOW, 2011; MARQUES et al., 2010).

Ainda hoje nao existe consenso sobre as concentragoes ideais de
vitamina em humanos. O Institute of Medicine (IOM) e a Endocrine
Society definem como deficiéncia vitaminica D valores inferiores a 20
ng/mL (50 nmol/L). No entanto, o IOM e a Endocrine Society (ES) sao

discordantes no que se refere aos niveis considerados suficientes e ideais



de vitamina D. O IOM considera como suficientes niveis de vitamina
D superiores a 20 ng/mL (50 nmol/L). Jd a ES segundo considera ideais
os niveis de vitamina D acima 30 ng/mL (75 nmol/L) (MARQUES et
al., 2010).

Também nio existe consenso na literatura médica internacional
acerca dos niveis ideais de vitamina D. Diferentes trabalhos tém suge-
rido que os niveis suficientes da referida vitamina apresentam distintos
parimetros comparando-se as doengas mediadas pelo sistema imune, a
homeostase dssea e mineral. Os valores ideais para a os niveis séricos de
Vitamina D, baseados em estudos populacionais com énfase na homeos-
tase do cdlcio e na saide dssea, variam de 20 a 32 ng/mL (50 a 80
nmol/L) (HEANEY et al., 2003; REID; AVENELL, 2011; SILVA et
al., 2008).

Especialistas defendem que, para corregao do hiperparatiroidismo
secunddrio, redugao do risco de quedas e fraturas e a mdxima absor¢ao
de cdlcio, o melhor ponto de corte de 25(0H), D ¢ de 30 ng/mL (75
nmol/L) (HOLICK et al., 2011; NORMAN; BOUILLON, 2010). Por
isso, concentragoes séricas de 25(OH),D abaixo de 30 ng/mL (75
nmol/L) sio consideradas como hipovitaminose D. Portanto, concen-
tragoes séricas abaixo de 20 ng/mL (50 nmol/L) sao classificadas como
deficiéncia, entre 20 ¢ 29 ng/mL (50 e 74 nmol/L), como insuficiéncia,
e entre 30 e 100 ng/mL (75 e 250 nmol/L), como suficiéncia (HOLICK
et al.,, 2011, 2012; REID; AVENELL, 2011; VIETH; BISCHOFF-
FERRARI; BOUCHER, 2007).

A Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM)
recomenda que concentragoes de 25(OH)D acima de 30 ng/mL sao
desejdveis e devem ser as metas para populagdes de maior risco, pois,
acima dessas concentragdes, os beneficios da vitamina D sdo mais

evidentes, especialmente no que se refere a doengas osteometabdlicas e
redugdo de quedas (MAEDA et al., 2014).

Segundo a Endocrine Society, é recomenddvel a suplementagao de
criancas até 1 ano com pelo menos 400 Ul/dia para alcancar uma
melhor saldde éssea. Para individuos com idade entre 1 e 70 anos, é
recomenddvel pelo menos 600 Ul/dia, e para individuos com mais de
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70 anos, preconiza-se uma suplementagao de 800 Ul/dia (HOLICK et
al., 2011). Porém, deve-se tomar cuidado com o excesso de vitamina D,
para evitar a chamada hipervitaminose D. Niveis séricos de cardiol
superiores a 150 ng/mL (375 nmol/L) podem causar intoxicagao aguda
de vitamina D com hipercalcemia, hipercalcidria e calcificagoes em

diferentes 6rgaos (MARQUES et al., 2010).

A concentragao sérica de 25(OH),D circulante é considerado em
todo 0 mundo como o melhor método para se avaliar os niveis corpé-
reos de vitamina D. Alguns fatores devem ser considerados quando se
avaliam os niveis dessa vitamina. Por exemplo, a falta de um controle
regulatério fisiolégico preciso (feedback), a variabilidade dos métodos e
padrées e a inclusio de metabdlitos contaminantes na andlise.
O radioimunoensaio (RIA) utilizado no passado foi substituido por
imunoensaios automatizados quimioluminescentes ou ensaios imunoen-
zimdticos (ELISA) que medem a 25(OH)D total. Ou seja, atualmente,
os ensaios laboratoriais medem a combinacio da vitamina D2 (25(OH)

D2) e vitamina D3 (25(OH)D3) (LAI et al., 2010).

Apesar de os imunoensaios serem os testes mais utilizados na
rotina laboratorial de medicao da vitamina D, os métodos tidos como
referéncia e considerados o padrio-ouro de avaliagao sdo a cromatogra-
fia liquida de alto desempenho (HPLC) aliada & espectrometria de
massa (LC-MS). Essa metodologia associada pode distinguir niveis
individuais de 25(OH) D2 e 25(OH)D3 (HEANEY, 2013). Os resulta-
dos para avaliar o status de vitamina D podem ser expressos em nano-
grama por mililitro (ng/mL) ou nanomol por litro (nmol/L). Simplifi-
cadamente falando, os métodos automatizados e o ELISA sio rdpidos e
utilizados em rotinas clinicas, mas apresentam niveis de 25(OH)D2 e
25(OH)D3 em conjunto. Enquanto isso, métodos de HPLC aliados ao
LC-MS podem distinguir entre 25(OH) D2 e 25(OH)D3, sendo fteis,
portanto, na avaliacdo da efetividade da suplementagio de D2 versus
D3 enddgena. Esses métodos cromatogréficos, embora mais precisos,
sao mais trabalhosos e mais caros (ONG et al., 2012).

Considerando-se o custo relativamente elevado para mensuragio
de 25(OH)D, o Departamento de Metabolismo Osseo e Mineral da



Sociedade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM) estd de
acordo com as diretrizes publicadas pela Endocrine Society e nao reco-
menda a avaliagdo da vitamina D para a populagdo geral. Atualmente,
recomenda-se a avaliagao laboratorial apenas em individuos com risco
para a hipovitaminose D ou naqueles cuja situagio clinica seja rele-
vante. Os candidatos 3 mensuracio seriam: idosos com histéria de
quedas e fraturas, pacientes com quadro de raquitismo ou osteomaldcia,
portadores de osteoporose, gravidas, lactentes, obesos, pacientes com
sindromes de md-absorcao (fibrose cistica, doenca inflamatéria intesti-
nal, doenga de Crohn, cirurgia baridtrica), hiperparatiroidismo, insufi-
ciéncia renal ou hepdtica, doengas granulomatosas e linfomas. A avalia-
¢ao da vitamina D também ¢é recomenddvel em individuos em uso de
medicagoes que interfiram no metabolismo da vitamina D (anticonvul-
sivantes, glicocorticoides, antifingicos, antirretrovirais, colestiramina,

orlistat) (HOLICK et al., 2011; MCDUFFIE et al., 2002).

Doses didrias recomendadas para manutengao de vitamina D

A hipovitaminose D ¢é descrita na literatura como um problema
clinico de propor¢oes globais. Estima-se que um bilhao de pessoas em
todo o mundo sejam acometidas pela hipovitaminose D. Porém, a
maioria casos nio siao diagnosticados adequadamente, ocasionando
uma epidemia oculta em diversos paises do mundo (LAI et al., 2010).
Uma revisao sistemdtica de 2014 mostra que a situagao da hipovitami-
nose D pode ser ainda mais preocupante e que um ter¢o de toda popu-
lacdo mundial sofre com essa moléstia (HILGER et al., 2014).

As doses de manutencio didrias de vitamina D, recomendadas
para populacio geral e para populagao de risco para deficiéncia, estao
descritas no Quadro 2, de acordo com as recomendacoes da SBEM.
As dosagens descritas ndo variam muito entre as faixas etdrias de crian-
cas, adolescentes e adultos.

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

213



S Va SVIONFID)

0

SHIVNITIIDSIAYALNI SYOLLYYd 4 SHIHIVS ANV

214

Quadro 2 — Doses de manutengao didrias de vitamina D recomenda-
das para populagao geral e para populagio de risco para deficiéncia

Faixas etdrias Populagio geral (UT) Populagio de risco (UT)
0 —12 meses 400 400-1.000
1 — 8 anos 400 600 - 1.000
9 — 18 anos 600 600 —1.000
19 — 70 anos 600 1.500 - 2.000
> 70 anos 800 1.500 —2.000
Gestantes 14 — 18 anos 600 600 - 1.000
Gestantes >18 anos 600 1.500 —2.000
Lactantes 14 — 18 anos 600 600 - 1.000
Lactantes > 18 anos 600 1.500 - 2.000

Fonte: Maeda et al. (2014)

No Brasil, os estudos indicam valores subétimos de vitamina D,
verificando-se alta prevaléncia de hipovitaminose D em diversas faixas
etdrias. A tabela 3 apresenta alguns dos estudos brasileiros e dois multi-
nacionais (que incluiram o Brasil), sobre a hipovitaminose D, publica-
dos na ultima década. A maioria dos estudos abordou principalmente
idosos e mulheres na pés-menopausa, que sao populagdes de risco para
osteoporose. Dois estudos envolvendo adolescentes mostraram uma alta
prevaléncia de hipovitaminose D nessa parcela da populagao brasileira

(MAEDA et al., 2014)

A populagao geridtrica é mais suscetivel a hipovitaminose D por
vérios fatores. Dentre eles, elenca-se a reduzida exposi¢ao ao sol, a redu-
¢a0 na capacidade de produgao cutinea de vitamina D, alimentagao
inadequada, menor absor¢ao de vitamina D pelo trato gastrintestinal,
utilizagao de mdaltiplas drogas que interferem na absor¢ao/metaboliza-
¢ao da vitamina D e comprometimento renal. Dentro desse grupo,
pacientes institucionalizados tém um risco ainda maior para essa situa-
¢ao, que se reflete em um aumento de até 10,5 vezes no risco de fratura

(SARAIVA et al., 2007).
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Consideragoes finais

Com base no exposto, verifica-se que a vitamina D ¢ importante
para o funcionamento adequado do corpo humano, especialmente nas
populagdes mais vulnerdveis, tais como lactentes e idosos. Para a Socie-
dade Brasileira de Endocrinologia e Metabologia (SBEM), em casos de
deficiéncia de vitamina D, as doses de ataque deveriam ser de 7000 UI/
dia por periodos de 2 a 3 meses. De modo geral, recomenda-se também
que a popula¢io nio faga o uso indiscriminado da vitamina sem reali-
zar acompanhamento médico adequado para controle periédico dos
niveis séricos de vitamina D.

Nos pacientes em que hd prescri¢ao de suplementac¢ao, o Sistema
Unico de Satde (SUS) jd fornece a dose de 400 UI Vitamina D em
associagdo com sais de cdlcio, embora a maioria dos pacientes nao
precise de suplementagio de cdlcio. Indubitavelmente, a suplementagao
da referida vitamina deveria ser integrada no escopo de programas de
Promocao e Prevencio da Satde e no Tratamento de Doencas da Rede
Publica de Saide de forma a otimizar a relagdo custo-beneficio dos
cofres publicos e na qualidade de vida do cidadio.

A importincia da temdtica impulsiona o avango cientifico nos
campos de investigagdo da vitamina D e seus efeitos na satde publica
no Brasil, especialmente no que se refere ao crescimento e desenvolvi-
mento corporal humano. Apesar dos achados até o momento, ainda é
escassa a quantidade de pesquisas cientificas a respeito dos efeitos da
vitamina D e de sua suplementa¢io. Futuros estudos abrangendo essa
temdtica poderao produzir importantes desdobramentos aplicados a
saide de populagoes especificas, tais como criangas, jovens, idosos,
pacientes com doengas autoimunes, sedentdrios, obesos e cardiopatas.
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a satde da gestante e da crianga em desenvolvimento e também suscitar a adogdo de
politicas publicas que envolvam a grande populagao (FORMIGA; PEDRAZZANI;
TUDELLA, 2010).
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12.

PRODUTOS NAO ALOPATICOS APLICADOS A SAUDE:
A PERSPECTIVA DA PSICOLOGIA NA INTERVENGAO
EM ONCOLOGIA

ISABELA JUBE WASTOWSKI
DANIELA SACRAMENTO ZANINI

GRAZIELE LOPES TELES

conceito de satide-doenga passou por diversas modificagoes ao
longo da histéria, em fungao das condicoes histérico-culturais e
da organizagao social da época, além dos diferentes aspectos
privilegiados em cada periodo histérico. Desde a medicina
pré-histdrica e os tratamentos a base de trepanacio (perfuragio do
crinio que tinha como objetivo liberar os espiritos causadores do mal
estar no individuo) até a atualidade, muito se desenvolveu no campo da
saide e da compreensio da relagao entre os estados de saide-doenga

(OGDEN, 1999).

Ao longo da histéria da humanidade, alguns aspectos contribui-
ram significativamente para a mudanga de paradigma na compreensao
do processo de satide-doenca. Entre eles, podem-se citar as medidas de
saneamento bdsico e politicas de sadde publica realizados na Grécia e
em Roma, por volta dos séculos V e I a.C.; a postulagido realizada por
Hipdcrates (460 a 377 a.C) de que a doenga é um fenémeno natural (e,
portanto, nao mistico) e suas causas, tratamento e prevengao podem ser
conhecidos e estudados; a comparagio do corpo humano a uma
mdquina, proposi¢io da separa¢ao de mente e corpo e atribuicio de leis
causais diferenciadas para ambos, realizada por René Descartes (1596-

1650) (STRAUB, 2005).
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Em conjunto, essas mudangas sociais propiciaram significativos
avanc¢os na medicina, na primeira metade do século XX, e contribuiu
para o nascimento do modelo biomédico de satide (STRAUB, 2005).
Este modelo sustenta que: 1 — as doengas sempre podem ser descritas
em niveis biolégicos, sendo causadas por fatores externos aos individuos
(tais como bactérias, virus ou desequilibrios bioquimicos), ou por
predisposi¢oes genéticas; 2 — o individuo é vitima dessas forgas externas
que provocam mudangas bioldgicas; 3— cabe ao profissional da drea da
satde o tratamento medicamentoso, cirtrgico ou outro correspondente
que devolva o estado de satde do individuo (OGDEN, 1999). Como
consequéncia, pode-se concluir que, a partir desse modelo, saude e
doenga sdo dois pélos de uma mesma moeda em que, ou se estd sauddvel
ou se estd doente.

No modelo biomédico, prevalece a concep¢ao cartesiana de
mente-corpo como instincias separadas. Na prdtica, entendia-se que
determinados estados de doenga poderiam ter consequéncias ou
influenciar os aspectos psicolégicos, mas nao o inverso, ou seja, que
aspectos psicossociais ou emocionais influenciassem fisiologicamente
o individuo (OGDEN, 1999). Tratava-se, portanto, de uma relagio
unilateral ou unidirecional.

Contudo, com o continuo avanco da ciéncia, de técnicas de
neuroimagem, o desenvolvimento social e o surgimento de patologias
até entdo nio descritas, comegou-se, no século XX, a se questionar o
papel dos patégenos como tnicos determinantes das doengas. Aliado a
isso, alguns questionamentos quanto a prépria definicao da sadde da
Organizac¢ao Mundial de Satde, por meio de uma descrigao negativa
(satide era considerada como a auséncia de doenga), impulsionou uma
mudanga de paradigma. Dessa forma, em 1958, a Organiza¢io Mundial
de Satde postula a satide como “o completo bem-estar biopsicossocial”

(PERESTRELO, 1974), inaugurando o modelo biopsicossocial.

O modelo biopsicossocial, diferentemente do modelo anterior
(biomédico), amplia a concep¢ao de saide e propde que, para se
compreenderem os processos de saide-doenga, é necessdrio analisar ao
menos trés dimensdes da esfera humana: o aspecto bioldgico, o psicolé-



gico e o social. Essas esferas sio determinantes para o desenvolvimento
de satide-doenga, além de influenciarem na vivéncia deste processo, na
resposta ao tratamento, nas complicagdes associadas e etc.

Outro aspecto que cabe destacar é que essa definicado também
evidencia que satide é um conceito utépico e dificil (ou mesmo impossi-
vel) de ser atingido, uma vez que nao se consegue chegar a um completo
bem-estar biopsicossocial. Dessa forma, pode-se pensar que os estados de
satide-doenca sio, em realidade, dois extremos de um continuum (e nao
mais dois pdlos opostos), em que o que se busca é pender para o lado da
saide, mesmo sabendo que o completo bem-estar nao ¢ atingivel.

Por ultimo, cabe ressaltar que a definigao de sadde da OMS, em
1958, introduz a ideia da avalia¢o que o individuo realiza de seus esta-
dos internos e externos, sejam eles em nivel bioldgico, psicolégico ou
social. Dessa forma, essa defini¢io insere a ideia de uma avaliagdo subje-
tiva e centrada no paciente e no processo de satide-doenca e chama a
aten¢ao dos atuais profissionais da drea de satide para a importancia da
percepeio do individuo sobre si mesmo e sobre o que o cerca, tornando-
se uma definicdo mais apropriada para explicacdo de problemas de
satde relacionados a aspectos psicossociais ou aspectos biolégicos em

interagio com aspectos psicossociais (STRAUB; BERGER, 2004).

Algumas doencas descrevem claramente essa interagao biopsicos-
social. A Fibromialgia pode ser descrita como um claro exemplo disso.
Apesar da existéncia de marcadores bioldgicos relacionados a seu diag-
néstico e a possibilidade de tratamento farmacolégico, sua compreen-
s30 passa, necessariamente, pela avaliacdo dos aspectos psicossociais
envolvidos e, mais especificamente, pela avaliagao subjetiva do indivi-
duo de seus estados alterados, motivo pelo qual seu diagndstico torna-se
complexo e, muitas vezes, discutivel dentro da perspectiva médica.

Por outro lado, geralmente, a apresentagio sintomatoldgica rela-
ciona-se fortemente as atividades desenvolvidas pelos individuos, seus
tragos de personalidade e caracteristicas pessoais, o meio social que estd
inserido, seu trabalho, etc., e nao apenas a predisposi¢ao genética.
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Por fim, pode-se dizer que, a partir dessa defini¢do de saide mais
positiva e baseada na avaliacdo do bem-estar do individuo, houve uma
mudanga do enfoque dado aos processos e intervengio em satide. Em
termos gerais, podemos dizer que avangos significativos foram realiza-
dos em termos do descobrimento do que adoece os individuos, contudo,
pouco ¢ sabido sobre os aspectos que mantém os individuos sauddveis
mesmo quando confrontados com fatores de riscos. Dessa forma, estu-
dos atuais buscam ressaltar menos os aspectos deficitdrios ou estados
alterados para valorizar os aspectos sauddveis do individuo e a compreen-
sao de como desenvolvé-los (ALDWIN, 1987; KAZDIN et al., 1997).
Tendo em vista que a auséncia total de doenga, assim como o estado de
sadde total, é impossivel, resta, aos profissionais de satde, buscar a
potencializagio dos aspectos sauddveis dos individuos em detrimento
dos aspectos disfuncionais.

Por essas e outras questoes, a defini¢do de Sadde da OMS e o
modelo biopsicossocial representam uma quebra de paradigma do
conceito de satide e inauguram uma nova forma de se pensar em satide
que vai além de meros aspectos fisiolégicos. Além disso, introduz a ideia
de que: 1 — as doengas sdo resultado da interagao do individuo com o
meio e, portanto, sio fruto de um desequilibrio biopsicossocial; 2 —
existe uma participagao ativa do individuo no seu processo de satide-
doenca assim como em todas as etapas de seu tratamento; 3 — cabe &
equipe multiprofissional o tratamento em todas as esferas do individuo

(biopsicossocial) (OGDEN, 1999).

-

E nessa perspectiva que o presente capitulo pretende discutir o
impacto psicoldgico sobre o desenvolvimento do cincer, considerando-
se a perspectiva da neuroendocrinoimunologia, bem como apresentar
possibilidade de intervengao nao-alopdtica, que vai além da atuagio
fisiolégica, englobando o desenvolvimento da satde nas esferas psicos-
sociais, conforme preconizado pela OMS desde 1958.

Fatores psicossociais e o cancer

O céncer caracteriza-se como um grupo heterogéneo de doencas
apresentando distintas etiologias e patofisiologia. Geralmente, é classifi-



cado em decorréncia do tecido onde originou-se. Carcinomas sio origi-
ndrios de células epiteliais; sarcomas s3o oriundos de tecido conectivo e
linfomas e leucemias afetam células da resposta imune e células forma-
doras de leucdcitos e células sanguineas, respectivamente (HANAHAN;
WEINBERG, 2011).

A associagao entre fatores psicossociais e o desenvolvimento de
tumores malignos tem sido discutida desde o século II. Nessa época,
Claudius Galeno, médico grego, propds que mulheres deprimidas eram
mais propensas a desenvolver cAnceres. Atualmente, vdrios estudos tém
avaliado o impacto de fatores psicossociais, como a ansiedade, o estresse,
araiva e a repressao de emogoes sobre a carcinogénese e evolug¢ao clinica
de diversos cinceres, incluindo o pulmonar, colorretal, do aparelho
reprodutor feminino, préstata, estdbmago, figado, cabeca e pescoco,
sanguineos e cerebrais (ANDERSEN et al., 1998; ANTONI et al.,
2009; LUTGENDORFetal.,2005; NELSON etal.,2008; SEPHTON
et al., 2013; THORNTON et al., 2007).

Nesses estudos, observou-se que a maior suscetibilidade para o
desenvolvimento de um tumor estaria associada a falhas na resposta
imune, que poderiam ser desencadeadas por fatores psicossociais. Gold et
al. (2003) demonstraram que mulheres com risco genético aumentado
para o cancer apresentavam problemas na resposta imune e anormalida-
des da resposta enddcrina ao estresse. Levy e colaboradores (1987, 1985,
1990) documentaram, em estudos clinicos, a associagao entre depressio e
apoio social, a atividade de células Natural Killer (NK), um importante
tipo celular da resposta imune contra tumores. Outros pesquisadores
observaram que o estresse e o isolamento social estao associados a anor-
malidade da resposta imune contra diversos tumores, dentre eles, de
mama, ovirio e cervical (SEPHTON et al., 2013).

Os fatores psicossociais podem influenciar, nao apenas o processo
de carcinogénese, mas também a evolugio clinica da doenga. Estudos
envolvendo pacientes com cinceres de células do sistema imune demons-
traram que o estado depressivo, o estresse psicoldgico, a falta de apoio
social e a falta de qualidade de vida estao associados & menor sobrevida

(LAMKIN; SLAVICH, 20106).
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No entanto, os mecanismos pelos quais os fatores psicossociais
atuam sobre a carcinogénese e a evolug¢do clinica de diferentes tipos de
tumores nio estao esclarecidos. Todavia, hi um consenso sugerindo
que, pelo menos em parte, o impacto desses fatores seria decorrente da
influéncia de tais fatores sobre o sistema nervoso autbnomo, o sistema
enddcrino e o sistema imune (LISSONI et al., 2001).

A drea do conhecimento que busca compreender as diversas cone-
xdes entre o sistema neuroldgico, enddcrino e imunolégico e, dessa
forma, descrever como as emogoes e comportamentos podem influen-
ciar no desenvolvimento de doencas denomina-se Psiconeuroendocri-

noimunologia (MARQUES-DEAK; STERNBERG, 2004).

A relagao entre a imunossupressio e o cAncer foi demonstrada em
diversos estudos clinicos e experimentais. No entanto, a deficiéncia da
resposta imune parece nao estar associada a danos primdrios do sistema
imune, mas sim a alteracio da regulagio psiconeuroendécrina da
resposta antitumoral (LISSONT et al., 2001).

A carcinogénese sob a perspectiva da
psiconeuroendocrinoimunologia

O Eixo Hipotdlamo-Pituitdrio-Adrenal (HPA)

O eixo HPA e os corticoides tém fungio central na resposta adap-
tativa aos diversos tipos de estresse. Esse eixo é formado por trés compo-
nentes: o nicleo paraventricular do Hipotdlamo (NPV), a glindula
pituitdria e o cértex das glandulas adrenais (NADER et al., 2010).

O NPV ¢ o componente central e contém neur6nios que secretam
o Hormoénio Liberador de Corticotropina (CRH) e arginina-vasopres-
sina (AVDP). Esses horménios sao liberados no sistema porta da pituitd-
ria e estimulam a secregio do Horménio Adrenocorticotrépico (ACTH)
por essa glaindula. O ACTH liberado age sobre a zona fasciculata do
cértex adrenal, estimulando a produgao e secrecao de glicocorticoides

(CHROUSOS, 2009).



Em um estado basal, o eixo HPA apresenta atividade circadiana
que ¢ controlada pelo Nucleo Supraquiasmdtico do Hipotdlamo. Essa
atividade ¢ caracterizada pela tipica flutuagio diurna de corticéides
(NICOLAIDES et al., 2010). Quando exposto a estressores, 0 €ixo
HPA perde o controle circadiano regular e secreta grande quantidade de
corticoides para ajustar a resposta do organismo ao estresse. Apds a
resposta, o eixo HPA retorna a atividade e ciclos normais (CHROU-
SOS, 2009).

A resposta neuroimune e a carcinogénese

Em decorréncia do estresse excessivo ou persistente, o eixo HPA
serd continuamente ativado e grande quantidade de corticoides serd
liberada, causando vérios problemas ao Sistema Nervos Central (SNC)
e aos 6rgaos periféricos. Receptores para glicocorticoides estao presentes
em praticamente todos os drgaos e tecidos, incluindo o SNC.

Os efeitos do estresse sobre células do sistema imune ji observados
incluem o decréscimo da funcao de células T e células NK e reducio da
capacidade de fagocitose de macréfagos. As alteragdes provocadas nesses
tipos celulares prejudicam a resposta anti-tumoral (KRONFOL;
REMICK, 2000).

Os glicocorticoides, a norepinefrina e a epinefrina alteram, ainda,
a sintese e a liberacao de diversas citocinas, dentre elas, a IL-12. Essa
citocina é importante para estimular a resposta imune do perfil Thl, ou
resposta celular citotdxica, que é crucial no combate a células tumorais

(KIM; MAES, 2003).

Além dos efeitos dos glicocorticoides, uma segunda via de regula-
¢ao neuroenddcrina do sistema imune durante o estresse é através da
liberacao de catecolaminas da medula adrenal ou terminagoes nervosas
do sistema nervoso autbnomo. Os principais érgaos imunes (timo, baco
e linfonodos) sao abundantemente inervados por fibras nervosas aut6-
nomas e linfécitos possuem receptores $-adrenérgicos (FELTEN, 1993).
A ativacao do sistema nervoso simpdtico causa alteragoes no trifego de

leucécitos (SCHEDLOWSKI, 1996).
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Os corticoides adrenais, juntamente com as catecolaminas, aumen-
tam ainda a disponibilidade de glicose, através da gliconeogénese, glico-
genolise e lipdlise. As alteragoes metabdlicas induzidas pelas corticoides
aumentam também o estresse oxidativo com aumento da producio de
radicais livres (ROS) (GROENEWEG et al., 2011). Além disso, os
corticoides estimulam a angiogénese, ou seja, a formagao de novos
vasos, favorecendo, dessa forma, o desenvolvimento de tumores, pois
aumenta o aporte de sangue e nutrientes para as células tumorais

(BAUER, 2004).
Falhas no reparo do DNA e bloqueio da apoptose, processos que

M A 7 A . .
favorecem a carcinogénese, também tém sido associadas ao estresse

(BAUER, 2004).

Intervengao terapéutica psicolégica no cincer

O maior potencial dos estudos sobre a influéncia dos fatores psicos-
sociais sobre o surgimento do cincer é o desenvolvimento de interven-
¢oes que minimizem a suscetibilidade & doenga e melhorem a evolugao
clinica, caso j4 esteja instalada.

Diversos estudos tém confirmado que a atitude mental pode influir
sensivelmente na evolu¢ao de um tumor. Uma pesquisa considerada
marco na temitica foi realizada em 1970. Pacientes com cancer de
mama que receberam suporte psicoldgico semanal por 12 meses apre-
sentaram aumento de duas vezes na sobrevida. Em outro estudo, pacien-
tes com melanoma que participaram de terapia de grupo por seis sema-
nas apresentaram reducao do distresse psicoldgico e alteragoes
imunolégicas favordveis ao combate do tumor. Apés seis anos, a inter-
vengdo mostrou-se associada ao aumento da sobrevida (LAMKIN;

SLAVICH, 2016).

Os tratamentos psicolégicos, em pacientes oncolégicos, tém
demonstrado ser eficiente a intervengdo para reduzir o distresse e a
depressao, o tempo de hospitalizacao, atenuar os efeitos colaterais da
quimioterapia, melhorar a resposta imune e a qualidade de vida.



Relato de intervengdo: o jogo como proposta de intervengdo psicols-
gica em oncologia pedidtrica

A atuagio do psicdlogo hospitalar com pacientes oncoldgicos visa
possibilitar assisténcia psicolégica, suporte emocional, orientagio e
acesso a informagées (GASPAR, 2011). Perina (2002) propde que o
atendimento psicolégico com criangas hospitalizadas visa compreender
o seu mundo nos seus aspectos emocionais e sociais, por meio da utili-
zagdo de instrumentos lddicos que possibilitario um aumento da
expressio, seja pelo desenhar, pelo falar e pelo brincar. E através da
linguagem simbdlica que o psicélogo vai compreender os aspectos mais
profundos da crianga, quanto as suas emogdes, expectativas, sonhos,
frustragoes, sentimentos de culpa, dentre outras questoes relevantes
para a sua realidade naquele momento (RIBEIRO; ANGELO, 2005).

Nesse sentido, o estudo teve como objetivo propor uma alternativa
de intervengao psicolégica por meio do jogo “Imagem e A¢ao”, entre
criangas de 6 a 10 anos, adaptado ao contexto hospitalar. Mais especifi-
camente, pretendeu-se avaliar esse modelo de intervencio e verificar
como a crianga expressa, através do jogo, seus aspectos fisicos, emocio-
nais e sociais.

Foi realizada uma pesquisa exploratéria, de cardter descritivo e
transversal, com abordagem qualitativa. Participaram quatro criancas
em atendimento no servi¢o de pediatria do Hospital Aratjo Jorge, no
més de agosto de 2016. As criangas estavam internadas, apresentavam
diagnéstico de Leucemia Linfoide Aguda de células “B”. Nesse estudo,
elas receberam nomes de herdis, que foram escolhidos por elas ou que
se enquadravam com a sua personalidade.

Como instrumento de intervengao psicoldgica, foi utilizado o jogo
“Imagem e A¢do” adaptado ao contexto da hospitalizacio e ao trata-
mento do cincer. Na adapta¢ao do jogo foram utilizados tabuleiro,
uma ampulheta, 50 cartas desenvolvidas especificamente para esta
pesquisa, folhas A4, ldpis de escrever, borracha e o espaco fisico da sala
de psicologia da Pediatria.
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Apbs a aprovagio do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa —
CEP/ ACCG, foram contatados responsdveis e as criangas, a fim de
realizar o convite para participagdo na pesquisa. Foi realizada uma
entrevista com os responsdveis, com o objetivo de coleta de dados
quanto 2 histéria de vida e, no segundo encontro, foi proposto o jogo
“Imagem e A¢dao” com um grupo de duas criangas.

Os resultados sao sumarizados e discutidos a seguir:

Descrigio do jogo Imagem e Agio

O jogo foi proposto entre criancas de 6 a 10 anos, adaptado ao
contexto hospitalar e de tratamento oncolégico, com o objetivo de
possibilitar um atendimento psicoldgico diferenciado entre um grupo
de duas criangas. Cada crianca pertencia a equipes diferentes, no
entanto, deveriam realizar as mimicas ou desenhos para que a outra
acertasse, andando a quantidade de casas que a carta indicasse. Nos
dois grupos, a cada palavra que era sorteada, o participante emitia um
comentdrio ou a pesquisadora propunha um espago acolhedor para as
criancas expressarem o que elas tinham de experiéncia e de informagao
relacionada aquela temdtica.

Quando pertinente, era lembrado e relacionado com a rotina
hospitalar. Nos dois grupos, foi possivel observar uma competi¢ao entre
os participantes, principalmente os do sexo masculino, que demonstra-
vam uma reacio de frustra¢io quando perdiam alguma rodada. Tal
atitude que corrobora o que Chateau (1987) propée quanto aos jogos
com meninos a partir de 7 anos: predominam jogos de valentia e de
competi¢cio, em que cada um deve demonstrar o seu valor.

Temdticas expressadas durante o jogo
a) Aspectos fisicos

Um dos objetivos dos procedimentos para tratamento é a cura.
Segundo a Mulher Maravilha, “Curar é quando a gente machuca a
pessoa e ajuda a pessoa a sarar o machucado. Quando a gente td com
uma doenga, a gente vem pra um hospital pra ser curada”. Percebeu-se,



aqui, a associagao da cura com a passagem por algum procedimento
que envolvesse dor, visto que a defini¢do de curar passou antes pelo ato
de machucar. Dessa forma, Ferro (1995) propée que, através da expres-
sa0 da crianga pelo jogo, ¢ possivel fazer com que ela elabore angustias
ou conteudos dificeis, como no caso de Mulher Maravilha, que comega
a integrar o conceito de cura como a obten¢io do bem-estar através de
uma interven¢io dolorosa.

Os procedimentos invasivos foram expressos durante o jogo atra-
vés da fala: “Quando eu tomo injegao, déi, eu choro” (Supergirl),
“Quando eu tomo, eu nio sinto muita dor, nio” (Dead Pool). Esses
procedimentos foram falados como situagoes dificeis, apesar de cada
pessoa apresentar uma reagao emocional diferente, corroborando a
preocupagdo de Straub, (2005) que diz que os procedimentos podem
criar um ambiente de hospitalizagao dificil de conviver, uma vez que ha
a perda de controle pelo préprio corpo quando necessitam ser submeti-
dos a tais condigoes.

Em relacio aos efeitos colaterais, uma das criangas relatou: “Tomei
ontem plaqueta, por isso que eu to com febre” (Dead Pool), o que corro-
bora Gaspar (2009), que diz que a utiliza¢do de quimioterdpicos pode
provocar efeitos colaterais, como o caso de Dead Pool, que teve de tomar
uma bolsa de plaqueta para repor a quantidade de células no sangue.

b) Aspectos emocionais

Quanto as estratégias de enfrentamento, Thor compartilhou com
a Mulher Maravilha qual era a estratégia que ele utilizava para nao
puncionar a mao direita, que era utilizada para realizar suas ativida-
des. Ele relatou: “Quando foi por a agulha, eu falei que tava doendo,
mas nao tava, sé pra colocar na outra”. Pode-se perceber que a estraté-
gia de enfrentamento que ele utilizou foi focada na razao e na emocgio,
que Simonetti (2004) descreve como utilizagao de ideias e emogoes
para a expressao de sentimento diante do desconforto emocional e da
situagdo estressante.

No contexto de manifestacbes emocionais, a Mulher Maravilha
relatou: “Lembra hospital? J4 chega de hospital. T6 cansada do hospital,
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quero ir embora”. Dead Pool também expressou: “Quando eu brigo
com meus irmios, eu fico com raiva. E muito ruim ficar com raiva”.
Dessa forma, as criangas, ao verbalizarem, na situagio do jogo, assuntos
relacionados a situagdes e sentimentos dificeis, acabam compartilhando
e transformando angustias (Ferro, 1995).

As fantasias eram relacionadas a jogos, filmes e desenhos anima-
dos, como nas falas: “Eu queria ser a Mulher Maravilha” (Mulher
Maravilha), “Eu queria ser o Thor, porque ele ¢ o rei do trovao, ai eu
podia voar, voar e voar” (Thor). Dessa maneira, Ribeiro e Angelo (2005)
propoem que cabe ao psicélogo compreender a linguagem simbdlica de
cada heréi para compreender os aspectos mais profundos da crianga.

¢) Aspectos sociais

As criangas descreveram o contexto hospitalar, remetendo a inter-
nacio, profissionais que tinham contato e espago fisico que conviviam,
como pode se observar nas verbalizagdes: “Essa profissdo tem aqui no
hospital” (Dead Pool), “O palhaco que vem sdbado é chato porque ele
vem s6 pra cantar’ (Dead Pool) e “Lugar aqui no hospital... tem os
quartos, tem a salinha, tem o posto, recepgio, cadeira, consulta, tem o
elevador” (Thor). Dessa forma, as exposi¢oes das temdticas relacionadas
a rotina hospitalar visaram compreender o mundo de cada crianca em
seus aspectos emocionais e sociais (PERINA, 2002). Pelo tempo em que
se encontravam em tratamento era importante que descrevessem e se
apossassem mais e mais do universo hospitalar.

Durante o jogo também foi falado o quanto as pessoas significa-
tivas servem como suporte emocional em situagdes dificeis na hospi-
talizagao, principalmente em interveng¢oes como a injegao ou a pungao
venosa “Quando eu vou tomar inje¢ao, eu gosto que a minha mae
esteja comigo” (Super-Girl). Confirmando a teoria de Straub (2005)
que diz que cada individuo lida de maneira diferente com situagoes
aversivas de acordo com os fatores bioldgicos, sociais e psicoldgicos
como a presenga do apoio emocional da familia sendo utilizado como
estratégia de enfrentamento.



Avaliagdo do modelo de intervencdo

Pode-se verificar que a utilizagdo do Jogo é uma possibilidade de
intervencao eficaz para o psicélogo hospitalar, uma vez que se trabalhou
conteddos relacionados a histéria de vida e a realidade dos participantes,
proporcionando um ambiente de escuta para exposi¢io de aspectos
sociais, fisicos, emocionais e biologicos. Além de ser uma ferramenta
para amenizar a dor, ansiedade e angustia que a crian¢a estivesse
passando durante a internago e contribuindo para a construgio e forta-
lecimento dos vinculos entre os participantes e a pesquisadora. O que
condiz com a teoria de Perina (2002) em que o psicélogo vai propiciar
um ambiente de escuta, de assisténcia psicoldgica e suporte emocional,
por meio da utilizagao de instrumentos lidicos como o jogo, aumen-
tando a expressio de contetidos significativos por meio do simbolismo
do brincar.

Conclusées

Os canceres desenvolvem-se sob a influéncia de fatores presentes
no microambiente, mas também em todo o contexto ambiental ligado
ao paciente. A maioria dos modelos sobre mortalidade e sobrevida livre
de doenga considera apenas as caracteristicas do tumor e a exposi¢ao aos
tratamentos como indicadores (MERLETTT et al., 2011; WARD et al.,
2004; WEI et al., 2010). Colditz e Wei (2012) afirmam que a proje¢io
tradicional acerca da mortalidade em cincer falha em quantificar
adequadamente as interacoes multiplas entre aspectos fisioldgicos,
psiquicos, sociais e ambientais e fatores comportamentais. Modelos
mais dindmicos que captem a exposi¢ao a diversos tipos de riscos, nio
puramente fisiolégicos, e a fatores protetivos, prometem melhorar o
entendimento das diferencas nos riscos ao desenvolvimento de tumores
e da sobrevida em diversas populagoes e individualmente. Além disso,
pesquisas que avaliem a perspectiva biopsicossocial da doenga tumoral
tém fundamentado o desenvolvimento e a aplicagio de intervengoes
nao-alopdticas complementares que favorecam a prevengdo, o trata-
mento e a melhoria da qualidade de vida de pacientes oncolégicos

(EVANS; KIM, 2010).
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CHALCONA: DEFINIGAO, SINTESE, ATIVIDADE BIOLOGICA
E ESTUDOS ESPECTROMETRICOS

JAQUELINE EVANGELISTA DE QUEIROZ
GIULIANA MUNIZ VILA VERDE
GILBERTO LUCIO BENEDITO DE AQUINO

s chalconas pertencem ao grupo dos flavonoides e sao precursores
naturais desses importantes metabdlitos secunddrios de plantas,
sintetizados a partir da via dos fenilpropanoides, oriundos de
aminodcidos aromdticos, como a fenilalanina, tirosina e unida-

des de acetato (CAMPOS, 2010; ZUANAZZI, 2001).

Os flavonoides sao polifendis de relativa abundéincia nos vegetais.
Possuem grande diversidade estrutural quando comparados a outros
produtos de origem vegetal. Contudo, essa variabilidade estrutural
pertence as angiospermas, ja que esses COmpostos sao praticamente
ausentes em algas e de pouca ocorréncia em bridfitas, fungos e pterid6-
fitas. Os flavonoides, por serem os pigmentos das plantas, participam da
fase luminosa da fotossintese, na qual catalisam o transporte de elétrons

(CAMPOS, 2010).

Assim, as chalconas constituem os pigmentos amarelos das flores
e podem ser armazenadas em vdrias partes das plantas, como raiz,
rizomas, cerne, brotos, folhas, flores e sementes. Si0 comumente
encontradas em espécies pertencentes aos géneros Angelica, Sophora,

Glycyrrhiza, Humulus, Scutellaria, Parartocarpus, Morus e Artocarpus
(YADAV et al., 2011).
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As chalconas possuem potencial quimico e farmacoldgico, visto
que inimeros trabalhos relatam suas atividades biolégicas (DIMMOCK
et al., 1999; NI et al., 2004; NOWAKOWSKA et al., 2007), fazendo

delas moléculas promissoras na busca de novos farmacos.

Estrutura das chalconas

O termo chalcona foi introduzido em 1899 por Kostanecki e Tabor
(KOSTANECKI, et al., 1899). Estruturalmente, pertencem a um grupo
de compostos que possui um esqueleto 1,3-difenil-2-propen-1-ona que
corresponde a um flavonoide de cadeia aberta, sendo dois anéis aromdti-
cos separados por um grupo cetona o,B-insaturado (-C(O)CH=CH-),
demonstrado na Figura 1. Quimicamente, elas podem ser facilmente
ciclizadas por adi¢ao de Michael na posi¢ao B do sistema carbonil para
formar uma flavona. A existéncia da ligagao dupla resulta em formas cis-
trans isoméricas das chalconas na natureza, em que a forma trans é termo-
dinamicamente mais estidvel (QYVIND et al., 2000).

Figura 1- Estrutura geral das chalconas
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Fonte: Préprios autores (2017).

As chalconas sio encontradas na forma de dimeros, oligdmeros,
adutos de Diels-Alder e conjugados de vérios tipos. Substitui¢des nos
anéis aromdticos da estrutura bdsica também contribuem para sua

variacao estrutural (QYVIND et al., 2006).

Sintese de chalconas

As chalconas podem ser obtidas de fontes naturais e sintéticas. A
condensagao de Claisen-Schmidt é a rota sintética mais simples e
comum para sua obten¢ao, caracterizada pela reagdo de uma acetofe-



nona substituida com aldeidos, substituidos por aromdticos apropriados
(Esquema 1), usando metanol ou etanol como solvente e hidréxido de
s6dio ou hidréxido de potdssio como catalisador (VOGEL et al., 1989).

Esquema 1 — Reagio de acetofenona e benzaldeido substituidos para

formar a chalcona

Fonte: Préprios autores (2017).

A sintese de chalconas via catdlise bdsica ocorre em quatro etapas
(Esquema 2). A primeira etapa é caracterizada pela catédlise bdsica do
NaOH, que desprotona um préton do carbono a da carbonila da aceto-
fenona, formando o fon enolato. O fon formado é estabilizado por
ressondncia. Na segunda etapa, o fon enolato reage como nucleéfilo,
atacando o carbono carbonilico do aldeido aromdtico substituido,
produzindo o alcéxido que, na terceira etapa, desprotona uma molécula
de dgua para formar o aldol. Na quarta etapa, ocorre a remogao do
hidrogénio a da carbonila, devido a sua acidez. Em seguida, ocorre a
estabilizacdo do produto final pela ressonincia das duplas ligagoes

conjugadas (CAREY et al., 2007; PATIL et al., 2010).
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Esquema 2 — Mecanismo da reagio de condensagio alddlica via catd-
lise bdsica

Etapa 1 3 _)
6] 0]
HG g >
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/\/ “ 2 R
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fon enolato estabilizado por ressonancia
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Fonte: Carey et al. (2007).

O mecanismo reacional via catdlise 4cida (Esquema 3) ocorre na
presenga de SOCL/EtOH. O HCl ¢ gerado in situ pela reagao do SOCI,

com etanol absoluto. Em seguida, o oxigénio carbonilico desprotona o
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dcido gerado, formando o ion enolato, que se estabiliza por ressonincia
(CAREY etal., 2007). O grupo carbonilico do aldeido é ativado para o
ataque nucleofilico por meio da protonacio do oxigénio. Assim, os
elétrons da dupla ligagao do enol adicionam-se ao carbinion formado.
Em seguida, ocorre a formagao direta do aldol, levando a remogao do
hidrogénio o carbonila.
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Esquema 3 — Mecanismo da reagao aldélica de chalconas via catdlise
dcida
Etapa 1: Enolizagdo
ow oH" OH
X X N
| T —
R HZCl RE a R~

Etapa 2: Adicéo

OH OH O
A O/ X X X
|
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Fonte: Carey et al. (2007).

Variagoes da condensacio de Claisen-Schimdt tém sido descri-
tas, como, por exemplo, a utilizagdo de ultrassom e uso de reator de
micro-ondas para acelerar a reagdo, melhorar os rendimentos e estar
em consonincia com a quimica verde (CHENG et al., 2008; GO et
al., 2005).

Estudos demostram que reagdes orginicas podem ocorrer mais
rapidamente quando aquecidas por energia na faixa das micro-ondas
do que quando aquecidas por outros meios. O aquecimento por irra-
dia¢ao de micro-ondas pode ser mais uniforme, nio sendo influen-
ciado pelas limitagoes de processos condutivos ou convectivos ou
pelas caracteristicas de alta viscosidade do sistema (GAVIN et al,,
1994; HAYES et al., 2002). Em substitui¢io ao aquecimento conven-
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cional, o uso da irradiagao de micro-ondas nas reacoes orginicas leva
a uma diminui¢do dos tempos de reagdo e redugio de produtos inde-

sejaveis (SOUZA et al., 2012).

Relagio estrutura atividade das chalconas

Chalconas e seus andlogos desempenham diversas atividades biols-
gicas (DI CARLO etal., 1999). A presenga da dupla ligagao em conju-
gacio com o sistema cetona o, B-instaurado, é essencial para as ativida-
desbiolbgicas das chalconas, umavez que aremogao dessa funcionalidade

torna-as inativas (GUIDA et al., 1997).

Estudos sobre as suas mdltiplas atividades bioldgicas, incluindo
antimicrobiana (TRISTAO et al., 2012), antioxidante (SIVAKUMAR
et al,, 2011), antibacteriana (BASIC et al., 2014), anti-inflamatéria
(BHATTIA et al., 2010), antitubercular (SIVAKUMAR et al., 2010),
larvicida (PASQUALE et al., 2012), antileishmania (BELLO et al.,
2011) e inibi¢ao da formagao de biofilme por Haemophilus influenza
(KUNTHALERT et al., 2014) sao alguns exemplos da sua vasta gama

de acao.

A relagao estrutura-atividade quantitativa (QSAR, do inglés,
Quantitative Structure—Activity Relationship) para as atividades descri-
tas a seguir foram realizadas de acordo com a estrutura bdsica das chal-

conas da Figura 2.

Figura 2 - Estrutura da chalcona para estudo da relagio
estrutura-atividade

5! 5

Fonte: Préprios autores (2017). Legenda: A: anel fenila A; B: Anel fenila B; 2°,6’, 2 e 6: posigoes orto (0);
3, 5, 3 e 5: posicoes meta (m); 4’ e 4: posicoes para (p).



Atividade Antimicrobiana

Tristao et al. (2012) sintetizaram andlogos de chalcona (amino,
acetamido e nitrochalconas) para avaliagao da atividade antibacteriana/
antifiingica por estudos QSAR e citotoxicidade dos compostos. Sobre a
influéncia do substituto no anel A, foi verificado que a adi¢io do grupo
amino ou grupo acetamida resultou em redugao da atividade, ao passo
que essas moléculas sao compardveis com as chalconas sem substituinte
no anel A. Avaliando as nitrochalconas, verificou-se que chalconas com
substituintes 3,4-dicloro e 4-cloro no anel A foram ativas contra A. niger,
evidenciando a influéncia do grupo retirador de elétron. O composto
com o grupo metoxila na posicao 4 (elétron doador), no entanto, foi
inativo contra A. niger, mas foi ativo contra outras espécies de fungos (7
mentagrophytes). Chalconas com substitui¢des amino no anel A exibiram
maior grau de toxicidade, quando comparado com os outros substituin-
tes. Grupos eletronegativos na posicao B diminuem a citotoxicidade, jd
que o deslocamento da densidade eletronica desse sistema diminui a reati-

vidade do grupo amino no anel A (TRISTAO et al., 2012).

Atividade Antioxidante

O potencial antioxidante das chalconas estd relacionado com a (I)
capacidade de doa¢do de hidrogénio ou elétrons, (II) capacidade para
estabilizar e deslocalizar o elétron nao emparelhado e (III) o potencial
para quelar os fons metdlicos de transicao.

Sivakumar et al. (2011) sintetizaram uma série de chalconas com
metoxila, tiometoxila, dimetilamino no anel A e avaliaram sua ativi-
dade antioxidante. Chalconas com hidroxilas (OH) no anel A e -tiome-
til (p-SCH,) no anel B demostraram alto potencial de redugao. Muitas
das chalconas sintetizadas exibiram atividade antioxidante mais elevada
do que o 4cido ascérbico, firmaco padrao. Todos os compostos ativos
tém essencialmente substitui¢do hidroxila no anel A. Grupos retirado-
res de elétrons no anel fenila B diminuem a atividade antioxidante

(SIVAKUMAR et al., 2011).
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Atividade Antibacteriana

Basic et al. (2014) evidenciaram que chalconas dihidroxiladas
apresentaram alta atividade antimicrobiana, enquanto metilchalconas
apresentaram uma menor atividade. As chalconas halogenadas e orto-
metoxichalconas apresentaram atividade antimicrobiana moderada. A
atividade das chalconas trifluorometiladas e cloradas ¢ ligeiramente
melhor em comparagio com as chalconas fluoradas. A presenca de
grupos hidroxilas no anel B tende a ter um efeito menor ou a diminuir
a eletrofilicidade do carbono . Contudo, esses derivados foram consi-
derados os mais ativos (BASIC et al., 2014).

Atividade Anti-Inflamatéria

Bhatia et al. (2010) sintetizaram uma série de chalconas e testaram
sua atividade anti-inflamatérias. evidenciando que a presenca de um
dtomo eletronegativo distante do sistema carbonilo o, B-insaturado,
p-e. como um substituinte no anel B, aumenta a atividade das chalco-
nas. Chalconas com multiplos substituintes como metoxilas e dimetila-
mino diminuem a atividade. O aumento da hidrofilicidade e polaridade
das chalconas contribui positivamente para o aumento da atividade

(BHATIA et al., 2010).

Atividade Antitubercular

Sivakumar et al (2010) avaliaram uma série de chalconas para
elucidar o requisito para a atividade anti-infecciosa em termos de subs-
tituigoes no anel A e B através de estudos QSAR, evidenciando que
substitui¢oes p-sulfonilmetil (p-SO,CH,) no anel B aumentam a ativi-
dade; substitui¢ées o-cloro (0-Cl) no anel A e/ou B aumentam a ativi-
dade e grupos hidréfilos nas posi¢des 3 ou 4’ aumentam a atividade.
A importancia do volume, refratividade molar e peso molecular dos
compostos na atividade foram evidenciados por QSAR (SIVAKUMAR
et al., 2010).



Atividade Larvicida

Pasquale et al. (2012) avaliaram a atividade larvicida de chalconas,
evidenciando a influéncia da densidade eletronica em um ou ambos os
anéis. Grupo o-hidroxila, elétron doador, no anel A, aumenta a atividade,
sugerindo que a ligacdo -hidrogénio assistida por ressonincia no anel A
aumenta a densidade eletronica no anel B. Chalconas com p-Cl no anel
B apresentaram alta atividade e chalconas com um grupo 0-OH no anel

A tiveram redugao na atividade. A presenca de grupo elétron-retirador
(p-e., p-NO,) no anel A diminui a atividade (PASQUALE et al., 2012).

Atividade Antileishmania

Bello et al. (2011) avaliariam a atividade antileishmania de chalco-
nas e evidenciaram um alto perfil de atividade para substituintes meto-
xila nos anéis A e B em compara¢io com a substitui¢dao de um dtomo de
cloro. A inser¢ao de metoxilas diorto no anel A impée rigidez estrutural
e reduz a liberdade conformacional do anel fenila A que melhora a ativi-
dade leishmanicida. Angulos de tor¢io diedros sio definidos como a
diferenca angular entre o plano do grupo carbonila e o anel fenila A. Os
derivados com atividade antileishmanial significativa tém variagio
maior nos angulos de tor¢do diedros, que sao influenciados pelo grupo
metoxila na posigao orto. Esses dados apontam para a importincia esté-
rica do grupo carbonila e da por¢ao do anel fenila A para a atividade
antileishmania. Compostos com melhor atividade antileishmanial
possuem densidade alta densidade eletronica no anel fenila A, enquanto
os inativos apresentaram no anel fenila B (distante do grupo carbonila)
(BELLO et al., 2011).

Inibi¢ao da Formacao de Biofilme por Haemophilus influenza

Kunthalert et al. (2014) avaliaram a inibicao da formacio de
biofilme de chalconas frente a Haemophilus influenza e evidenciaram
que chalconas com hidroxilas (-OH) nos anéis A e B inibiram a forma-
¢ao de biofilme e foram mais potentes que azitromicina, férmaco
padrio, indicando que a fungao oxigenada ¢é essencial para a atividade.

chalcona com hidroxila na posicao meta do anel B exibiu alta ativi-
A chal hidroxil ¢ ta d | B exibiu alta at
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dade, cerca de seis vezes mais ativa que a azitromicina. A inser¢do de um
grupo metoxila adicional na posi¢ao 4 dessa chalcona provocou uma
diminui¢ao da atividade, indicando que o grupo hidroxila deve estar
livre. Tomadas em conjunto, essas observagoes indicam que um grupo
hidroxila livre na posi¢io meta no anel B é um requisito estrutural
crucial para a atividade antibiofilme de chalconas (KUNTHALERT et
al., 2014).

ESTUDOS ESPECTROMETRICOS DE CHALCONAS

Estudos dos dados espectrométricos so uteis para a elucidagao de
estruturas moleculares, estereoquimica e propriedades fisico-quimicas
de compostos orginicos, bem como determinagdo qualitativa e quanti-
tativa de compostos orginicos e inorginicos. Os métodos espectroscé-
picos de andlise sao baseados na medida da quantidade de radiagao
produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdmicas de
interesse. Os métodos espectroscépicos sio classificados de acordo com
a regido do espectro eletromagnético envolvida na medida (SKOOG et
al., 2006). Entre as técnicas utilizadas para elucida¢ao estrutural das
chalconas, podem-se citar a Espectroscopia de infravermelho (IV),
Espectrometria de Ressonancia Nuclear Magnética (RNM), Espectro-
metria de Massa (EM) e Cristalografia de Raio X.

Espectroscopia de infravermelho (IV)

No espectro IV de chalcones assimétricas e de estiramento simé-
trico, sao observadas vibragoes das ligagdes aromdticas C-H a 3120-
3080 cm™ e 3060-3040 cm™ com duas bandas de baixa intensidade. A
banda de estiramento C-H do grupo =C-H ¢ observada a 3030-3010
cm™. As bandas a 1610-1570 cm™ sao atribuidas as vibracoes do anel
aromdtico. A deformagao em plano da ligacio =C-H aparece como
banda fraca larga a 1460-1430 cm™. As vibragoes de estiramento
carbonilico para as enonas (=C-C=0) podem ser encontradas entre
1650 ¢ 1685 cm™ (ISSA et al., 1983). O grupo cetona conjugado apre-
senta um pico a 1640 cm™ e o pico de ligacao dupla apareceu em torno

de 1580 cm (KAMAKSHI et al., 2008).



A chalcona (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluilprop-2-en-1-ona,
CH,;O,, (Figura 3) possui espectro de infravermelho teérico, conforme
Figura 1. Os picos caracteristicos, descritos anteriormente, e 0s especiﬁ—
cos dos substituintes metila e metoxila podem ser visualizados no espec-

tro da Figura 4.
Figura 3 - Estrutura da  (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)-1-p-toluil
prop-2-en-1-ona
O
g O
/O

Fonte: Préprios autores (2017).

Figura 4 — Espectro de IR teérico da (E)-3-(3,5-dimetoxifenil)
-1-p-toluilprop-2-en-1-ona
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Fonte: Adaptado de Ternavisk et al. (2014).
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Espectrometria de Ressondncia Nuclear Magnética (RNM)

Uma vez que os compostos flavonoides contém, em geral, poucos
prétons, a espectroscopia de ressonincia magnética de protoes (P-NMR)
¢ uma ferramenta Util na elucida¢ao estrutural. Os prétons H-o e H-3
(Figura 6) das chalconas ocorrem como dois dupletos (J = 17 Hz) nas
faixas de 6,774 ppm (H-a) e 7,3-77 ppm (H-P) nos espectros de
'H-NMR (MABRY; MARKHAM, 1970).

Os prétons aromdticos aparecem geralmente entre & 6,9-8,0,
dependendo do tipo de anel aromdtico/heteroaromético e também com
base nos efeitos eletronicos dos substituintes presentes nesses anéis. O
carbono carbonilico das chalconas aparece habitualmente entre 5 188,6

e 194,6 no seu espectro de "C-RMN (PELTER et al., 1976).

Figura 6 — Carbonos e hidrogénios caracteristicos das chalconas
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Fonte: Préprios autores (2017).

Legenda: 1. Hidrogénio aromdtico; 2. Carbono carbonilico; 3. Carbono alfa; 4. Hidrogénio alfa; 5.

Carbono beta; 6. Hidrogénio beta.

A (E)-1,3-dip-tolylprop-2-en-1-one apresenta os espectros de
RMN para Carbono-13 (*C) e Hidrogénio-1 ("H), conforme Figuras 7
e 8, respectivamente.



Figura 7 — Espectro RMN "“C da (E)-1,3-dip-toluilprop-2-en-1-ona
(CDCl,, 125 MHz)
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Fonte: Cidade (2011).

Figura 8 — Espectro RMN 'H da (E)-1,3-dip-toluilprop-2-en-1-ona
(CDCl,, 500 MHz)
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Espectrometria de Massa (EM)

O espectro de massa da chalcona foi registado pela primeira vez
por Beynon e as principais fragmentagoes desse composto foram racio-
nalizadas e consideradas caracteristicas. O mecanismo de isomeriza¢ao
em solugdo aquosa envolve um préton do solvente pela isomerizagao
intramolecular. As vias de fragmentagao bdsicas das chalconas sao obti-
das pela perda do grupo fenila do anel A ou B, perda de H O, perda de
CO e dos substituintes nos anéis A ou B (Esquema 4), quando presentes
(VAN et al.,, 1972).

Esquema 4 — Mecanismo proposto de fragmentagdo de chalconas
protonadas

H
O
R “CeHsRy - [RITC R -CeHsR, =
ll\\ / a \ |
~ |
e Ql | -CgH,R, i
—col Q lco
N
X Ri—1
— i — R
f d
c

Fonte: Van et al. (1972).

A metilchalcona (E)-1,3-di-p-toluilprop-2-en-1-one (Figura 9)
possui padrao de fragmentagao, de acordo com o esquema 5, e espectro
de massa, conforme Figura 10, em que o pico de 236 m/z equivale ao
fon molecular.



Figura 9 — Estrutura da (E)-1,3-dip-toluilprop-2-en-1-ona (236,3 g/

mol)
O

Fonte: Préprios autores (2017).

Esquema 5 — Fragmentagao da (E)-1,3-di-p-toluil-prop-2-en-1-ona
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Fonte: Préprios autores (2017).
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Figura 10 - Espectro de massas da (E)-1,3-di-p-toluil-prop
-2-en-1-one
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Fonte: Préprios autores (2017).

Cristalografia de Raio X

A cristalografia de raios X tem por objetivo obter uma estrutura
molecular tridimensional a partir de um cristal exposto a um feixe de
raios X. Os padroes de difracio resultantes podem entio ser processa-
dos para produzir informagio sobre a simetria do cristal. A estrutura
resultante ¢ refinada para e adotar uma conformagio termodinamica-
mente favorecida e assim definir a estrutura molecular. As propriedades
cristalogrficas variam para cada molécula (SMYTH et al., 2000). A
disposi¢ao molecular na rede cristalina determina as propriedades
fundamentais do material, tais como estabilidade, solubilidade, cor,
resisténcia e, como resultado, as suas aplicacoes farmacoldgicas e tecno-

l6gicas (KERNS et al., 2010).

A metoxichalcona (E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimetoxifenil)
prop-2-en-l-ona (C H, O,), sistema cristalino monoclinico, possui
grupo espacial P2 /ce Z=4. A molécula refinada é apresentada na Figura
11 e possui uma conformagao nao planar. A estrutura cristalina é esta-
bilizada por ligagdes intermoleculares de hidrogénio (C-H--O)
(CARVALHO Jr et al., 2011).



Figura 11 — Molécula refinada (E)-1-(4-metoxifenil)-3-(3,4,5-trimeto-
xifenil)prop-2-en-1-ona

Fonte: Carvalho Jr et al. (2011).

Consideragoes finais

Diante do exposto, as chalconas apresentam-se como moléculas
altamente promissoras e a realiza¢do de estudos que contemplem a
exploracdo de seu potencial estrutural certamente terdo significativa
importincia na drea farmacéutica.
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ESTRATEGIAS PARA FORMULAGAO DE PRODUTOS
FARMACEUTICOS MUCOADESIVOS

RAYANE SANTA CRUZ MARTINS DE QUEIROZ ANTONINO
ELTANA MARTINS LIMA

THAIS LEITE NASCIMENTO

avango em tecnologias que buscam melhorias e inovagdes na drea
da sadde inclui o desenvolvimento de novos produtos e materiais.
Os frutos dessas pesquisas visam atender as necessidades de tera-
pias com objetivos cada vez mais especificos e refinados

(CAMBLIN et al., 2016; LATHEESHJAL et al., 2011).

Na drea de tecnologia farmacéutica, a pesquisa em medicamentos
busca maior eficdcia, seguranga e melhoria do bem-estar do paciente em
tratamento (PATIL et al., 2016). Essa busca movimenta trés setores
importantes da sociedade: pesquisa, inddstria e clinica. Dentro das
inimeras estratégias de desenvolvimento de novas formas farmacéuti-
cas, estdo as formula¢oes mucoadesivas, que tém como objetivo aumen-
tar o tempo de contato do firmaco com a superficie mucosa, aumen-
tando sua absor¢io e eficiéncia terapéutica (LAFFLEUR, 2016;
RAJARAM; LAXMAN, 2017).

Neste capitulo, o leitor serd introduzido as definigdes sobre muco e
o processo de interagao de formulacoes com as mucosas. As formas
farmacéuticas mucoadesivas e os materiais que as compdem, assim
como as técnicas e ensaios utilizados para quantificarem a mucoadesao
de formulagées, serdo abordados.
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Muco e mucoadesao

Para o desenvolvimento de formulacbes mucoadesivas, faz-se
necessdrio compreender as bases fisiolégicas, composicio, fun¢io e
localiza¢ao do muco no corpo humano. A mucosa representa a superfi-
cie umida que recobre algumas regiées do corpo, como a cavidade oral,

trato respiratério, trato gastrointestinal (TGI), regiao vaginal e conjun-
tiva ocular (LAFFLEUR, 2016).

Além de desempenharem um papel importante na protegao do
epitélio celular contra danos quimicos e mecénicos, as membranas
mucosas também proporcionam lubrificagio e molhabilidade do epité-
lio da célula e regulam o seu teor de umidade (KHUTORYANSKIY,
2011). A mucosa é composta por proteinas livres, lipidios, glicoprotei-
nas, sais minerais e dgua (Quadro 1), sendo essa composi¢ao varidvel de
acordo com a localiza¢io do muco no organismo.

Quadro 1 — Representacio geral da composi¢ao quimica do muco

Constituintes Proporgoes
Proteinas livres 0,5-1%
Lipidios e glicoproteinas 1-5%
Sais minerais 0,5-5%
Agua 95%

Fonte: Adaptado de Kharenko et al. (2009) e Laffleur (2016)

A mucina ¢é a principal glicoproteina do muco, responsavel por
formar uma camada de gel viscoeldstico quando hidratada, que confere
a0 muco sua viscosidade caracteristica. Essa biomacromolécula tem
elevado peso molecular (0,5 — 40 MDa), com subunidades de 500 KDa
unidas por ligacoes peptidicas e pontes dissulfeto de cisteina — cisteina

intramoleculares (KHUTORYANSKIY, 2011; PEPPAS; SAHLIN,

1996) e pode estar estruturada de forma linear ou nio linear.

Cada unidade de mucina é composta por cadeias de oligossacari-
deos associadas a agregados proteicos. A regido proteica representa 12 a
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17% do peso total da mucina e é 70% composta pelos aminodcidos
prolina, treonina e serina. J4 as cadeias de oligossacarideos sio feitas de
N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, galactose, fucose e dcido
N-acetilneuramico (dcido sidlico) (YANG; ROBINSON, 1998). As
cadeias de oligossacarideos recobrem mais de 60% da fragao proteica,
sendo o restante nio glicosilado (KHARENKO et al., 2009). A cober-
tura dos oligossacarideos confere carga negativa 2 mucina, devido 2
presenca dos grupamentos carboxilatos do 4cido sidlico e dos ésteres
sulfatados em algumas unidades de agicar (Figura 1). O pKa aproxi-
mado desses grupos 4cidos estd entre 1,0 a 2,6, resultando na sua ioni-
zagao sob condicoes fisiologicas (LAFFLEUR, 2016).

Figura 1 — Imagem esquemdtica da subunidade de mucina

Regido Proteica 0 ;
Terminal de Acido Sialico
(pK, = 2,6)

“\

A

Q

Q

0
— Q

Cadeias de Oligossacarideos
Fonte: Adaptado com autorizagio de Macromolecular Bioscience (Khutoryanskiy, 2011).

Em 1986, Longer e Robinson definiram o termo bioadesao como
a “ligacdo de uma macromolécula sintética ou natural a uma superficie
biolégica” (LONGER; ROBINSON, 1986; SALAMAT-MILLER et
al.,, 2005). J4 a mucoadesio ¢ definida como a interagio entre duas
superficies, sendo uma delas material natural ou sintética e a outra, o
muco (humano ou animal) e/ou uma superficie epitelial (RAJARAM;

LAXMAN, 2017; SMART, 2005).
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O processo de mucoadesao acontece em dois estdgios, o estdgio de
contato e o de consolidagao. O primeiro é caracterizado pelo umedeci-
mento, expansio e inchago da formulagio adesiva, aumentando o
contato com a mucosa (CAMBLIN et al, 2016; RAJARAM,;
LAXMAN, 2017). No estdgio de consolida¢io, a umidade facilita o
movimento das moléculas poliméricas mucoadesivas. Essas moléculas
separam-se umas das outras e comegam a interagir com o muco/epitélio
através de forcas de van der Waals, atragdes eletrostiticas, ligagoes de
hidrogénio e interagées hidrofébicas (SMART, 2005). Evidentemente,
para que a adesao das duas superficies seja consolidada, é necessario que
as forgas atrativas sejam mais dominantes que as forgas repulsivas

(REINEKE et al., 2013) (Figura 2).

Figura 2 — Esquema ilustrativo dos estdgios de mucoadesao

Estagio de contato
Formulagio —»

Estagio de consolidagio Area de interacao

Camada
Mucosa
Cé|u|as - - - - - - - - - - -
Epiteli_aii - - L= - =3 - L1 @ F=1 & -

Fonte: Adaptado com autorizagao de Elsevier (Patil et al., 2016)

As teorias que baseiam os mecanismos pelos quais acontece o
processo de mucoadesdo serdo abordadas no préximo tépico deste
capitulo.

Mecanismos de mucoadesao

O processo de mucoadesio é extensamente detalhado na litera-
tura por algumas teorias. Alguns autores consideram cinco teorias



(KHARENKO et al., 2009; LAFFLEUR, 2016) e outros, seis
(KHUTORYANSKIY, 2011; SMART, 2005). Abordaremos aqui as

seis teorias que explicam os mecanismos de mucoadesao, sendo elas:

1) Teoria eletronica — Aplica-se quando o material mucoadesivo e
o muco tem diferentes caracteristicas eletronicas, gerando uma
transferéncia de elétrons e atragao eletrostdtica devido as cargas

opostas (AHUJA et al., 1997; KHUTORYANSKIY, 2011);

2) Teoria da adsor¢io — Considera-se que a atragao entre o muco
e os polimeros mucoadesivos é conseguida através de intera-
¢oes especificas, como ligacao de hidrogénio e forgas de van
der Waals, como também as intera¢oes hidrofdébicas, quando
o material mucoadesivo tem caracteristicas anfifilicas. Consi-
dera, ainda, a possibilidade de formar fortes ligagoes covalen-
tes entre a mucina e o material mucoadesivo (SMART, 2005;

UGWOKE et al., 2005);

3) Teoria da molhabilidade — Aplicével principalmente a sistemas
liquidos, considera a energia superficial e a interfacial. Corre-
laciona a tensio superficial do muco e do material mucoade-
sivo com a sua capacidade de se espalhar sobre a camada de
muco. A afinidade de um liquido para uma superficie pode ser
determinada considerando o 4ngulo de contato do liquido na
superficie. A regra geral é de que, quanto menor o ingulo de

contato, maior a afinidade do liquido na superficie (RAJA-
RAM; LAXMAN, 2017; SHANKAR et al., 2010);
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4) Teoria da difusao — Descreve a interdifusio de macromoléculas
mucoadesivas no gel de muco. Esse processo ¢ conduzido pelo
gradiente de concentracio e sofre influéncia do peso molecular
do material adesivo e da sua mobilidade de cadeia. A profundi-

dade de interpenetragio depende do coeficiente de difusio e do
tempo de contato (GARTT, 2008; LAFFLEUR, 2016);

5) Teoria da fratura — Relaciona a dificuldade de separacao de
duas superficies apds a adesao. Essa teoria ¢ bastante aceita e
descreve que a forga de fratura (ou tensio de tragao) ¢ a forca
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necessdria para separar as duas superficies apds a adesio. A
forga de fratura pode ser calculada pela seguinte equagao

(RAJARAM; LAXMAN, 2017):

Sm= meﬂﬂ

Em que:

Sm — Forga de fratura

Fm — For¢a mdxima de desprendimento
Ao — Area de superficie

6) Teoria mecinica — Essa teoria considera o efeito da rugosidade
superficial, favorecendo a adesio devido & maior 4drea de
contato. A contribuicio dos efeitos da teoria mecinica na
mucoadesdo torna-se mais importante para os materiais dspe-

ros e porosos (BATCHELOR, 2004a).

Cada teoria aqui apresentada ¢ igualmente importante para descre-
ver o processo de mucoadesio. Nenhuma delas isoladamente explica a
mucoadesdo das variadas formulagdes farmacéuticas ja desenvolvidas,
pois tal processo resulta da combinagao de védrios mecanismos (RAJA-

RAM; LAXMAN, 2017).

Alguns autores explicam a mucoadesio em fases sequenciais,
estando cada uma das fases associadas a um mecanismo diferente.
Primeiramente, o material mucoadesivo molha e dilata (teoria de
molhagem), sequencialmente, sao criadas ligagoes (fisicas) nao covalen-
tes, dentro da interface muco/polimero (teorias eletronicas e de adsor-
¢20). Em seguida, as cadeias de polimero e mucina interpenetram-se
(teoria da difusdo) e entrelacam-se, formando ligagdes nao covalentes e
covalentes adicionais (teorias eletronicas e de adsor¢cao) (KHUTORYA-
NSKIY, 2011; SMART, 2005).



Formulagoes farmacéuticas mucoadesivas

Os materiais utilizados na obten¢io de formulagoes mucoadesivas
podem ser classificados quanto a sua natureza quimica, sendo eles:
metélicos, cerAmicos e poliméricos. Polimeros sio macromoléculas
arranjadas por meio de ligacoes quimicas entre pequenas unidades
repetidas, os mondmeros. Essas moléculas sao a base das formulagoes
mucoadesivas, devido a sua capacidade de formar ligagoes quimicas
com outras superficies. Polimeros mucoadesivos devem ser nao téxicos,
nao irritantes, podem ser soltiveis ou insoltveis em dgua e devem inte-
ragir com a mucosa rapidamente (PATIL et al., 2016). Eles podem
também ser divididos quanto as suas propriedades (Quadro 2).

Quadro 2 — Classifica¢ao dos polimeros mucoadesivos quanto as suas

propriedades
Natural Alginato de sédio, pectina, gelatina, carragenina, goma xantana, goma
Guar
L Polivinil dlcool (PVA), poliamidas, policarbonatos, celulose e seus deriva-
Sintético . .
dos, polimetacrilatos
Biocompativel Esteres de 4cido hialurénico, polivinil acetato, etilenoglicol
Biodegradivel Polfla.ctatos, quitosana, policaprolactona (PCL), poliglicoides, 6xido de
polietileno

Fonte: Adaptado de Lohani e Chaudhary (2012).

As formulag6es farmacéuticas mucoadesivas podem estar na forma
s6lida, liquida e semissélida. No estado sélido, os comprimidos mucoa-
desivos sao aplicados, principalmente, na cavidade oral, mas podem
também ter aplicacio ginecolégica (KHARENKO et al., 2009). Os
comprimidos que se ligam a mucosa bucal tém sido bem sucedidos
comercialmente, como as formulagoes de testosterona (Striant®, Colum-
bia Laboratories Inc, EUA) e nitroglicerina (Nitrogard®, Forest Phar-
maceuticals Inc., USA). Com o objetivo de melhorar as propriedades
mucoadesivas desses comprimidos, polimeros mucoadesivos como
carbomeros, gomas, resinas naturais e derivados de celulose sao adicio-
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nados a formulagao. Apesar da eficicia dos comprimidos mucoadesivos
para aplicagio local, a principal restrigao a sua ampla utiliza¢ao decorre

do seu tamanho e forma (VAN ROEY et al., 2004).

Filmes poliméricos mucoadesivos também sio comumente propos-
tos para aplicagdo oral e oftdlmica (AHU]JA et al., 2006; CHUN et al.,
2003; OKAMOTO et al., 2001). Ao contririo dos comprimidos, os
filmes tém maior flexibilidade para se adequar a superficie de aplicagao.
Eles também apresentam algumas vantagens em comparagao a formu-
lagoes semissolidas (cremes e géis), uma vez que podem manter uma
dose precisa de fdrmaco no local de aplicagao (BIRUDARA] et al.,
2005; SALAMAT-MILLER et al., 2005). Filmes para aplica¢ao ocular,
em compara¢ao as formulacoes liquidas, apresentam vantagens, como
maior tempo de retengdo, maior tempo de meia vida de eliminacio,
maior precisao da dosagem e maior estabilidade (LUDWIG, 2005).

As formulagées no estado liquido sao utilizadas normalmente com
finalidade terapéutica ou protetora (BATCHELOR, 2004b). Ligrimas
artificiais e saliva artificial, por exemplo, sao formulagées liquidas a base
de polimeros mucoadesivos (carbomeros e corboximetilcelulose de
s6dio), cuja fungdo é proteger os olhos e a boca ou auxiliar no trata-
mento da sindrome do olho seco e na secura da boca (xerostomia)

(ALBIETZ; DOUGLAS, 2003; PREETHA; BANERJEE, 2005).

Os liquidos mucoadesivos também sao utilizados para a protegao
da mucosa esofdgica. Por exemplo, o medicamento Gaviscon (Gaviscon
Liquid®, Reckitt Benckiser Healthcare, Reino Unido), que usa alginato
de sédio como polimero mucoadesivo, pode aderir & mucosa esofdgica
durante 1 hora apés o uso, proporcionando prote¢ao ao esofago contra
0 suco géstrico em casos de refluxo estomacal (BATCHELOR, 2004b;
YADAV; DESHMUKH, 2016). Formulagdes mucoadesivas para apli-
cagdo no esdfago tém sido estudadas para o tratamento de disfun¢oes
motoras, infec¢oes fungicas e tumores esofdgicos (BATCHELOR,
2005; ZHANG et al., 2008).

Formulagbes contendo liquidos formadores de géis tém sido
propostas para tratamento ocular, nasal e transdérmico (KHARENKO
et al., 2009; LEE et al., 2000; UGWOKE et al., 2005). Essas formula-



¢oes contém poloxamer, pectina, carbopol ou dcido hialurénico
(GERAUD et al., 2017; SOUSA et al., 2017; WILLATS et al., 2006) ,
que sao polimeros caracterizados por transicoes de fase e a formagao de
géis viscoeldsticos em resposta & temperatura, forca idnica ou pH
(LUDWIG, 2005). A adigao de polimeros mucoadesivos aumenta o
tempo de contato do gel com o local de a¢ao, melhorando a eficdcia
terapéutica. Os produtos NyoGel® (timolol, Novartis, Suica, contendo
um carbomero e dlcool polivinilico) e Pilogel® (cloridrato de pilocar-
pina, Alcon Laboratories, Suica, contendo carbopol 940) sao exemplos
comerciais de géis poliméricos mucoadesivos para tratamento oftal-
mico. Um outro exemplo de formacio de gel mucoadesivo é o Zilactin®
(Zilactin®, Zila Pharmaceuticals, EUA), produto contendo benzocaina e
lidocaina, indicado para o tratamento sintomdtico do herpes nos ldbios

(LUDWIG, 2005; VALENTA, 2005; ZHANG et al., 2008).

Sistemas micro e nanoestruturados também tém sido desenvolvi-
dos para aplicagao em formula¢oes mucoadesivas (PATIL et al., 2016).
Micro e nanoparticulas oferecem a possibilidade de aumentar a superfi-
cie e o tempo de contato do fidrmaco com o local de a¢io, proporcio-
nando vantagens adicionais a terapia medicamentosa (NAPPINNALI;
SIVANESWARUI, 2013). Essas particulas podem ser obtidas a partir de
polimeros biocompativeis (derivados de celulose e amido, polietilenogli-
col e seus copolimeros, dlcool polivinilico, dcido hialurdnico e seus éste-
res) e polimeros biodegraddveis (polilactatos, poliglicélidos, policapro-
lactonas e quitosana), bem como misturas de polimeros e complexos
polieletrdlitos (COSTANTINO et al., 2007; VASIR et al., 2003). A
maior parte dos estudos de sistemas micro e nanoestruturados mucoa-
desivos ainda ¢ realizada em centros de pesquisa. A complexidade do
escalonamento do nivel laboratorial para o industrial é, atualmente, o
principal desafio para sua ampla comercializagio (KHARENKO et al.,
2009; LAFFLEUR, 2016).

Ensaios de mucoadesio in vitro

Os ensaios de mucoadesio sio importantes para quantificar a
eficdcia da formulagao em aderir a0 muco. Variados métodos de carac-
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terizacio, desenvolvidos em diferentes centros de pesquisa, estao descri-
tos na literatura. Contudo, um método de ensaio normatizado e padrao
para os ensaios de mucoadesio ainda nio foi definido (DAVIDOVICH
-PINHAS; BIANCO-PELED, 2010; PEPPAS; SAHLIN, 1996;),
devido a grande variabilidade entre as formulagdes e possibilidade de
avaliagao da mucoadesao. De forma geral, essas técnicas podem ser clas-
sificadas em medidas diretas e indiretas e estao apresentadas nesta segao.
A Figura 3 apresenta de forma esquemdtica exemplos de método direto
e indireto, texturdmetro e 4ngulo de contato, respectivamente.

Figura 3 — Representagio esquemdtica de métodos direto e indireto
que medem a mucoadesio in vitro; (a) equipamento texturémetro; (b)
grafico forca x tempo do texturdmetro; (c) medi¢do por angulo de
contato
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Métodos Diretos

A determinagio direta da mucoadesio de uma formulagio normal-
mente envolve a quantificagio da for¢a necessdria para separar a superficie
mucoadesiva do muco. Outra abordagem possivel é a determinagao de
outro parimetro quantitativo envolvido nessa separagio, como o tempo.
Esses ensaios de mucoadesao 77 vitro sao comumente realizados em modo
de tensdo, no qual a forga aplicada atua na dirego axial, ou no modo de
cisalhamento, e a for¢a atua na diregao tangencial (Figura 4).

Figura 4 — Tipos de forcas aplicadas em ensaios de mucoadesao iz vitro

Mucoadesivo

Mucoadesuvo

/IIIIIIIIIIIIIII
IIIIIIIIII F7r7

Tensao Cisalhamento
Fonte: Adaptado com autorizagio de Taylor & Francis (Davidovich-Pinhas e Bianco-Peled, 2010)

O ensaio de tensio é realizado utilizando instrumentos comercial-
mente disponiveis, tais como mdquinas de ensaios mecinicos ou anali-
sadores de textura (texturdmetros). Os resultados sio normalmente
apresentados como for¢a de desprendimento médxima e trabalho total
de adesio, que significam a for¢a mdxima necessdria para quebrar a
ligacao adesiva e a drea sob a curva representando o trabalho de despren-
dimento, respectivamente (BALOGLU et al., 2003). O tipo de subs-
trato utilizado para o teste é um paridmetro que influencia diretamente
os resultados obtidos. O substrato mais préximo das condi¢oes fisiol6-
gicas ¢ a superficie mucosa fresca, obtida de fonte animal. Devido a sua
disponibilidade limitada, a utilizagdo de outras superficies é comum
(GRABOVAC et al., 2005; VENTER et al., 2006). Os pés de mucina,
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por exemplo, sio comercialmente disponiveis e amplamente usados na
pesquisa. Eles podem ser preparados como solugio aquosa concentrada
(gel), disco comprimido parcialmente hidratado, filme hidratado ou
podem ainda ser utilizados para embeber discos de papel de filtro com
solucio de mucina (FRANSEN et al., 2008; MUNASUR et al., 2007).
Nesse tipo de teste, hd uma variedade de fatores que afetam os resulta-
dos, como o tipo de amostra (estado fisico, geometria), condigoes
ambientes (seco ou umido) até os parimetros de andlise (velocidade de

desprendimento, for¢a de pré-carga e tempo de contato) (PATIL et al.,
2016; PEPPAS; SAHLIN, 19906).

O ensaio dindmico sob for¢a de cisalhamento pode ser realizado
por tempo de duragio de mucoadesio, com o método do cilindro rota-
tivo, ou como ensaio de fluxo continuo. No primeiro, avalia-se a capa-
cidade de formula¢coes mucoadesivas sélidas ou semissdlidas de manter
contato com a superficie mucosa sob forcas de cisalhamento. O pari-
metro quantitativo mensurado é o tempo de desprendimento, desinte-
gragio e/ou erosio da formulagio (BERNKOP-SCHNURCH; STEI-
NINGER, 2000). No ensaio de fluxo continuo, a capacidade de um
polimero para manter a ligacao com a superficie da mucosa sob for¢a de
cisalhamento, quando submetida a um fluxo continuo, é quantificada

(BELGAMWAR et al., 2009).

A microscopia de forga atdmica também permite que as forgas
moleculares e superficiais sejam mensuradas em uma escala quase mole-
cular, sendo, portanto, adequada para o monitoramento da interagao
mucina-polimero. O uso dessa técnica estende-se ainda & caracterizagao

da alteragao na rugosidade da superficie que ocorre com ligagdes entre
o polimero adesivo e o tecido mucoso (BASSI DA SILVA et al., 2017;
Cleary et al., 2004).

Métodos Indiretos

Os ensaios de reologia, espectroscdpicos e de energia de superficie
/ angulo de contato sdo uns dos principais métodos indiretos de quan-
tificagao da mucoadesividade de uma formulagao. Por meio da reologia,
é possivel monitorar a forga de interacio das cadeias poliméricas com a



mucina e prever a capacidade de mucoadesdo. Dois tipos de experimen-
tos reoldgicos sao empregados: a medida de viscosidade e a relagdo entre
o médulo eldstico (G’) e o médulo viscoso (G”) (HAY et al., 2017),
moédulos viscosimétricos que relacionam o comportamento viscoelds-
tico da formulagdo e sua capacidade de armazenamento e perda de

energia frente a deformagio (BASSI DA SILVA et al., 2017).

O método espectroscépico detecta a interagao do polimero e do
muco em liga¢oes quimicas. Por meio de um espectrémetro de infraver-
melho com transformada de Fourier (FTIR) acoplado ao modo de
reflexdo total atenuada (ATR), é possivel analisar as interagoes interfa-
ciais ou a interpenetragao entre o filme polimérico e a amostra de
mucina hidratada (CILURZO et al., 2005; SRIAMORNSAK et al.,
2008). J4 as medigoes dos 4ngulos de contato podem predizer a natu-
reza mucoadesiva da amostra devido ao papel da energia superficial no
processo de mucoadesao. Angulos de contato maiores sao indicativos de
melhor molhabilidade e indicam o aumento da adesio (DAVIDOVI-
CH-PINHAS; BIANCO-PELED, 2010; SANTOS et al., 2003).

Conclusao

A superficie umida e aderente da camada mucosa contribui para
a aplicagao de sistemas mucoadesivos. Essas formulagoes apresentam-
se como alternativas promissoras para o transporte de fdrmacos para
epitélios cobertos por muco, jd que podem ser delineadas para promo-
ver prote¢do da mucosa, liberagio controlada e direcionamento de
agentes ativos a sitios-alvo especificos. Deve-se ter em mente, durante
o desenvolvimento de formulagdes mucoadesivas, quais sio as carac-
teristicas particulares da mucosa alvo na qual a formula¢io serd admi-
nistrada e como adaptar a formulagao para seu alvo. Diversos méto-
dos para avaliar o desempenho mucoadesivo de formulagées sao
descritos na literatura. Sua padronizagio e validagao, a fim de se obter
resultados mais confidveis e intercambidveis entre diferentes estudos e
centros de pesquisa, sio fundamentais e devem acompanhar a evolu-
¢4o da pesquisa na 4rea.
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ADMINISTRAGAO PULMONAR DE FARMACOS:
BARREIRAS BIOLOGICAS E DESAFIOS A SEREM
TRANSPOSTOS

ANA PAULA BERNARDES ALMEIDA
ELIANA MARTINS LIMA

THAIS LEITE NASCIMENTO

sforcos crescentes tém sido empregados no desenvolvimento de
formulagées de firmacos para administragao local nos pulmaes.
A aplicagao direta nos pulmoes oferece as vantagens de permitir o
acesso imediato do fdrmaco no local de acio e de facilitar a admi-
nistragdo nao-invasiva de grande quantidade de firmaco (NASCI-
MENTO et al., 2012). A via inalatéria de administra¢io possibilita
ainda atingir maiores concentragdes pulmonares locais do agente tera-
péutico com uma dose total consideravelmente menor do que a neces-
sdria para a administragdo sistémica, resultando em menor risco de
toxicidade e efeitos adversos. A administracio de firmacos através dessa

via envolve varios desafios (NASCIMENTO et al., 2012).

Este capitulo tem como objetivo a descri¢io das barreiras biolégi-
cas e desafios que as formula¢oes para administragao pulmonar preci-
sam transpor para promover o efeito terapéutico desejado. Propriedades
aerodinimicas da formula¢do, depuragio mucociliar, estabilidade da
formulagao no fluido bronco-alveolar e penetragao celular sao aspectos
relacionados 2 interagao da formulagio com o caminho percorrido até
as células e estao diretamente relacionados ao sucesso da terapia. Assim,
este estudo contribuird para o delineamento de formula¢oes para admi-
nistracao local nos pulmées. Ele orientard o desenvolvimento de formu-
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lacoes destinadas a esta via de administracio altamente relevante,
¢ ¢
promovendo avanco do conhecimento na 4rea.

O sistema respiratério como via de administragiao

O sistema respiratério possui diferentes superficies que se modifi-
cam de acordo com a evolugio da sua segmentacio. O trato respiratdrio
superior, que compreende traqueia, bréonquios e bronquiolos, possui um
epitélio colunar povoado por células ciliadas e secretoras de muco que
culmina em uma fina membrana (0,1-0,2 pm de espessura), composta
por células alveolares tipo I nos alvéolos apds 16-17 sucessivas bifurcagoes
(PATTON, 1996). As células alveolares tipo I ém como func¢ao primdria
o revestimento da unidade funcional dos pulmées, enquanto que as célu-
las alveolares tipo II contribuem para o reparo local, diferenciando-se em
células alveolares tipo I quando necessdrio. Os sacos alveolares possuem
uma vasta drea de superficie de mais de 100 m’ (FEHRENBACH, 2001),
onde ocorrem as trocas gasosas entre meio externo e corrente sanguinea,
com absor¢ao de oxigénio pelo 6rgio e liberacao de diéxido de carbono
através de barreiras semipermedveis, as células tipo I (Figura 1) (PATTON;
BYRON, 2007; STONE et al., 1992;).



Figura 1 — Espessura das diferentes regides do epitélio pulmonar.
Quanto mais profunda a regido, mais fino ¢ o epitélio que separa o meio
externo da corrente sanguinea. Nos alvéolos, o epitélio possui apenas
0,1-0,2 pm de espessura. A camada em vermelho representa a barreira
aquosa (muco ou surfactante alveolar) que diminui progressivamente
até a espessura de <1 um nos alvéolos

Bronguiolos terminais

humanos
0.5-1 mm Alvéolos humanos

difimetro 250 um didmetro

Brénguios humanes
3-5 mm didmetro

8 pm

58 pm O Farticula aerossol - 2 um

Ew T
{ 0,1-0,2 ym

Célula tipo I

Célula de Goblet

Célula ciliada
Membrana basal

Fonte: Adaptado com autorizagao de Macmillan Publishers Ltd: Nature Reviews Drug Discovery

(Patton e Byron, 2007).

A terapia inalatéria conquistou grande atengdo nos ultimos anos
como forma de administragdo alternativa de fdrmacos e outros ativos
biolégicos (BACKMAN et al., 2014; LIM et al., 2009; MANSOUR;
RHEE; WU, 2009; SHAM et al., 2004). O estabelecimento de uma
interface de ficil acesso pelo meio externo caracteriza essa via como
promissora, principalmente para administragao de proteinas e dcidos
nucleicos NASCIMENTO et al., 2015; YANG et al., 2013; ZHAO et
al.,, 2011). Isso porque, nos alvéolos pulmonares, a distdncia que separa
o espaco alveolar da corrente sanguinea é de apenas 0,5 pm e 1,0 pm de
comprimento, devido a reduzida espessura do epitélio alveolar

(SCHEUCH et al., 20006).
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Assim, a escolha da via pulmonar para administragao de substan-
cias terapéuticas apresenta vantagens em relacdo as demais vias, como:
diminui¢io de efeitos adversos, devido & menor exposicio sistémica ao
firmaco; o escape dos efeitos de primeira passagem pelo figado, ji que
os ativos entram diretamente na circulacao sistémica; o cardter nio
invasivo da administragdo, comparado a via parenteral, e o rdpido inicio
de agdo, pois, ao ser inalado e depositado nos alvéolos pulmonares, o
firmaco ¢ absorvido dentro de minutos a segundos a corrente sanguinea
(PATTON; BYRON, 2007; SCHEUCH et al., 2006). A via pulmonar,
dessa forma, pode ser explorada tanto para o tratamento local, direcio-
nado as condigoes patoldgicas e/ou outras desordens do trato respiraté-
rio, como para tratamento sistémico de outras doengas no organismo.

Barreiras biolégicas a4 administragao de medicamentos

O conhecimento dos mecanismos de barreira de que dispoe a via
respiratéria é fundamental para o sucesso no desenvolvimento de formu-
lacoes a serem administradas nos pulmées. Dentre eles, dois podem ser
citados como principais: a barreira mecnica, relacionada a propria fisio-
logia e anatomia do pulmio e das vias aéreas superiores (GRONEBERG
et al., 2003) e a barreira imunolégica, basicamente composta pelos siste-
mas de imunidade inata e de imunidade adquirida. Os macréfagos alveo-
lares e neutréfilos recrutados compoéem a imunidade inata atuante no
pulmao, enquanto que a imunidade adquirida é realizada por linfécitos T
eB, célulasplasmdticaseimunoglobulinas(Ig) secretadas(LAMBRECHT;
NEYT; GEURTSVANKESSEL, 2011).

A barreira mecinica de protegdo do sistema respiratério inicia-se
nas narinas. Os cilios presentes nessa regiao impedem mecanicamente a
passagem de micro-organismos e particulas presentes no ar. Por isso,
apesar de a administra¢ao de aerosséis poder ser feita via nasal ou inala-
¢ao oral, o tltima ¢ preferida (GRONEBERG et al., 2003). O segundo
mecanismo que constitui a defesa mecanica do sistema respiratério é
sua segmentagdo progressiva em traqueia, bronquios, bronquiolos e
alvéolos pulmonares (RUDOKAS et al., 2016). Durante seu trajeto,
dependendo do didmetro e densidade, as particulas colidem sucessiva-



mente nas paredes da drvore bronquica e acabam se depositando antes
de atingir as por¢des mais profundas dos pulmées (LAMBRECHT;
NEYT; GEURTSVANKESSEL, 2011).

Quando todos esses mecanismos falham na expulsao de particulas
do sistema respiratério, a depurac¢ao mucociliar ird aprisionar e deslocar
as particulas e micro-organismos que aderiram ao muco pulmonar em
direcao a orofaringe. Consequentemente, eles serao deglutidos e elimi-
nados através do trato gastrointestinal (LAMBRECHT; NEYT;
GEURTSVANKESSEL, 2011). A depura¢io mucociliar ocorre com a
ajuda das células ciliadas, que se encontram na parede epitelial das vias
aéreas e sdo responsdveis pela propulsao do muco através do batimento

ciliar (DE SOUZA CARVALHO; DAUM; LEHR, 2014).

O muco ¢ constituido basicamente por fibras de mucinas em
ligagoes cruzadas. As mucinas sao glicoproteinas produzidas predo-
minantemente pelas células de Goblet e que formam um gel, caracte-
rizando a viscosidade do muco de cerca de 1000 — 10000 vezes maior
do que a da dgua (LAI; WANG; HANES, 2009; THORNTON;
SHEEHAN, 2004). O grande desafio no design de particulas capazes
de transpor essa barreira tem sido desenvolvé-las de modo que possam
movimentar-se livremente, sem que sejam aprisionadas no emara-
nhado constituinte do muco.

Em um estudo de difusao no muco cervical feito por micrografias
eletronicas, porém, sugeriu-se a existéncia de poros de viscosidade
préxima a dgua de aproximadamente 100 — 200 nm de didmetro no
emaranhado de fibras de mucinas. Essas fibras ligam-se frouxamente,
permitindo a formagao dos poros. Assim, entende-se que particulas
menores que ~100 nm sdo capazes de difundir-se através dos poros de
baixa viscosidade no emaranhado mucoso. Esse achado colabora para o
desenvolvimento de particulas mucopenetrantes transportadoras de

farmacos (SALTZMAN et al., 1994).

Entretanto, mesmo que particulas de tamanho compativel aos
poros do muco tentem difundir-se através dele, ainda assim, s6 o fario
se forem desenhadas de modo a driblar possiveis interacoes quimicas
com os constituintes do muco. Dois mecanismos principais podem
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ocorrer entre constituintes quimicos do muco e macromoléculas/parti-
culas: interagoes adesivas polivalentes (NORRIS; SINKO, 1997) e inte-
racoes eletrostdticas.

Intera¢oes adesivas ocorrem pela atragao de forgas hidrofébicas
entre regioes especificas dos mondmeros de mucina e o material adsor-
vido. Essas forcas sao consideradas fracas, mas, ocorrendo em diferentes
regides do emaranhado mucoso, tém alto poder de aprisionamento de
particulas. Grupos carboxila e sulfato das cadeias dos proteoglicanos de
mucina contribuem nessa interagao. Quanto a interacio eletrostdtica, a
carga total do muco é negativa, e assim, pressupde-se que particulas
carregadas de carga contrdria associam-se eletrostaticamente ao muco,

sendo também aprisionadas (LAL; WANG; HANES, 2009).

Seguindo seu trajeto em dire¢ao ao trato respiratdrio inferior, as
moléculas/particulas entrario em contato com o surfactante que reveste
os alvéolos pulmonares. O surfactante alveolar é composto por aproxima-
damente 90% de fosfolipidios, fosfatidilcolinas e fosfatidilgliceréis, em
sua maijoria. Os outros 10% sao proteinas especificas do surfactante (SP,
surfactant proteins), das quais SP-A e SP-D sao os grupos predominantes.
Seus componentes agem de modo a diminuir a tensao superficial alveolar
durante os ciclos de contragio e expansao, a fim de evitar colapso do

alvéolo (BECK-BROICHSITTER et al., 2011; GOERKE, 1998).

Por fim, uma vez no epitélio alveolar, as moléculas/particulas pode-
ro ser fagocitadas por células residentes do tecido local. Como parte do
mecanismo de defesa imunolégica do organismo, o sistema mononuclear
fagocitdrio, constituido por macréfagos, representa uma das primeiras
linhas de defesa na regido alveolar dos pulmées quando em contato com
patégenos e/ou particulas inaladas do meio externo (ALEXIS etal., 2006;
STONE et al., 1992). Dessa forma, particulas que se depositarem nessa
regiao poderio sofrer internalizacio e serao neutralizadas.

Além disso, a adsor¢do de proteinas a superficie de nanoparticulas
(fendmeno conhecido pela formagao de coroa proteica), apds seu contato
com o meio biolégico do paciente, serd fator determinante para que a
particula transportadora de firmaco exer¢a sua fungdo. A formacio da
coroa proteica poderd influenciar no reconhecimento celular, tanto pelo



epitélio pulmonar e sua internalizac¢io pelas células do tecido, como
para sua depuragao através de células de limpeza, como os préprios
macréfagos alveolares. O grau de interagdo entre macréfagos e particu-
las depende, entao, da adsor¢ao de proteinas do fluido surfactante
alveolar. A partir dessa descoberta, chegou-se a conclusao de que a inte-
ragdo com macréfagos pode ser modulada de acordo com o material da
superficie das particulas. Proteinas adsorvidas a coroa proteica de nano-
particulas podem ocultar, estericamente, grupos quimicos superficiais
responsdveis pela interacio com receptores celulares e internalizacio.
Essa furtividade também pode ser obtida através de modificagdes no
tamanho e carga superficial das particulas (RUGE et al., 2011).

O desenvolvimento de formulagoes para administragao pulmonar
tem como objetivo driblar as principais barreiras do sistema respiratério
para viabilizar o tratamento local de tumores, infecgoes e doengas respi-
ratérias cronicas. A nanomedicina abre portas para a aplicagio de uma
variedade de estruturas como nanoparticulas poliméricas, lipossomas,
entre outras, que, inclusive, jd estdo em constante desenvolvimento e
investigacdo clinica no desenvolvimento de formulagées para tratamen-
tos alvo-direcionados, proporcionando reduzidos efeitos colaterais e

melhor eficicia (RUDOKAS et al., 2016).

Estratégias para administracao pulmonar de firmacos

Aerossdis

Os aerossdis sao utilizados na administragao de formulagoes liqui-
das. Essas formulagoes devem, idealmente conter, além dos fdrmacos
seguros e eficazes, uma quantidade minima de excipientes inertes em
sua composicdo. As particulas geradas devem ser homogéneas e apre-
sentar tamanho correspondente a regiao alvo (trato respiratério superior
ou inferior) (SHAIKH et al., 2010). A deposi¢ao das particulas é deter-
minada por diversos pardmetros que devem ser bem estudados no deli-
neamento de novas tecnologias de administragdo pulmonar: parime-
tros fisicos, que regem propriedades das particulas, como seu didmetro
aerodinAmico; quimicos, como propriedade do firmaco ou ativo biolé-
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gico a ser administrado e composi¢ao quimica do carreador e fisiologi-
cos, como padrio de respiragdo do paciente, doengas do trato respiraté-

rio, que sao de dificil controle (SCHEUCH et al., 20006) e fogem do

escopo deste capitulo.

O tamanho das particulas constitui fator critico a sua administra-
¢ao e eficiente deposigao. O tamanho geométrico, formato e densidade
sao considerados na determinagio do didmetro acrodinimico das parti-
culas (AD, aerodynamic diameter). O AD das particulas afeta direta-
mente a magnitude das forgas, atuando sobre elas. Enquanto os efeitos
de inércia e forga gravitacional aumentam com o aumento do tamanho
da particula, a difusio produz maior deslocamento, & medida que o
tamanho da particula diminui (Figura 2) (NASCIMENTO; HILL-
AIREAU; FATTAL, 2012).

Figura 2 — Padrio de deposigao de particulas no trato respiratério em
funcio de seu diAmetro aerodinAmico

Revia Difimetro

eglao aerodindmico (AD)
Nariz
Faringe >30 pm
Laringe
Traqueia 20-30 pm
Brﬁnquins 10-20
Bronquiolos <~/——— pm

Bringuialos (\ 310
terminais jm
Alvéolos <3pm

Fonte: Adaptado com autorizagio de Journal of Drug Delivery Science and Technology (Nascimento
etal., 2012).




Particulas grandes (AD > 5 um) geralmente se chocam com as
paredes das vias aéreas em bifurcagoes. Por esse motivo, elas acabam
depositadas nas vias aéreas superiores, como a parte de trds da garganta
ou faringe (SUAREZ; HICKEY, 2000). Quando o AD das particulas
éde 1 a5 pm, elas sao sujeitas a sedimentagao por for¢a gravitacional, o
que ocorre em vias aéreas inferiores e bronquiolos respiratérios. Consi-
dera-se 1-3 pm como tamanho ideal para uma eficiente deposicio das
particulas no trato respiratério inferior (SAKAGAMI, 2006; TSAPIS
et al., 2002).

Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas carreadoras de firmacos sdo prepa-
radas a partir de polimeros biodegraddveis ou biocompativeis e classifi-
cadas como nanocdpsulas ou nanoesferas. Nanocdpsulas sio constitui-
das por um nucleo oleoso e uma membrana polimérica, jd as nanoesferas
nao possuem essa fase oleosa, mas um nicleo denso, constituido pelo
polimero. Dentre as vantagens do uso desses carreadores, estao a capa-
cidade de protecio do principio ativo contra degradacao (SCHAFFA-
ZICK et al., 2005) e possibilidade de liberagao controlada do ativo
(MANSOUR; RHEE; WU, 2009) em fungao do polimero utilizado.

A modificagio na superficie das particulas ¢ uma estratégia usada
para direciond-las a um alvo especifico no organismo, torna-las invisi-
veis ao sistema imune, modificar suas propriedades fisico-quimicas,
entre outros. Por exemplo, o revestimento de nanoparticulas com quito-
sana ¢ uma estratégia usada para aumentar sua capacidade de adesao ao
muco das formula¢oes administradas por via pulmonar (VARSHOSAZ;
TAYMOURIL HAMISHEHKAR, 2014; YAMAMOTO et al., 2005).
Dessa maneira, particulas mucoadesivas terao sua depuracio mucoci-
liar diminuida, devido as interagdes de grupos quimicos com as muci-
nas e a absor¢do do ativo serd favorecida em fun¢io do maior contato
com o epitélio subjacente & camada mucosa.

Outro exemplo ¢ a inser¢do do antagonista ao receptor CXCRA4,
envolvido em processos de metdstase, em nanoparticulas de poli(dcido

ldtico-co-dcido glicdlico) (PLGA) (CHITTASUPHO et al., 2014). A
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vetoriza¢do de fdrmacos antitumorais através da sua encapsulacio em
nanoparticulas pode diminuir a citotoxicidade provocada no trata-
mento do cAncer de pulmao. A modificagao aumenta a concentragdo de
doxorrubicina nas células-alvo e, ainda, proporciona uma liberagio
controlada do quimioterdpico em fun¢io da presenca do polimero de
PLGA. O PLGA ¢é um dos polimeros mais seguros para desenvolvi-
mento de nanoparticulas. Sua degradagio no organismo produz acido
ldtico e glicdlico, que sao prontamente metabolizados no ciclo de Krebs

(MIRAKABAD et al., 2014).

Apesar do cardter biodegraddvel dos polimeros, sua taxa de degra-
dacgao deve ser estudada quanto a potencial capacidade de causar proces-
sos inflamatérios ao tecido pulmonar (PARANJPE; MULLER-
GOYMANN, 2014). Nesses casos, estudos iz vivo sio importantes
ferramentas para auxiliar na escolha do polimero a ser utilizado e para
determinagio da sua seguranga (MENON et al., 2014).

Sistemas mucoadesivos s3o incapazes de atravessar a barreira
mucosa e transpor o epitélio. Dessa forma, essas particulas nio sio
adequadas para o carreamento de firmacos que requerem liberagio
intracelular. Para transpor essa barreira, a estratégia de desenvolvimento
de formulagdes capazes de atravessar o muco, com particulas mucope-
netrantes ou mucoinertes (MPPs, mucus-penetrating particles), tem sido
explorada (Figura 3). Resultados promissores de carreamento de molé-

culas de DNA ou RNA interferente (siRNA) jd foram observados (LA
WANG; HANES, 2009).



ADMINISTRAGAO PULMONAR DE FARMACOS

Figura 3 — Ilustragio esquemdtica do comportamento de particulas
mucopenetrantes (MPP) e particulas mucoadesivas convencionas (PC)
administradas a uma superficie mucosa. Enquanto as MPPs pronta-
mente penetram a camada mucosa aderente, as PCs néo sio capazes de
vencer a camada mucosa, ficando imobilizadas. Assim, as células epite-
liais serao expostas ao firmaco por mais tempo quando estes forem
transportados por MPPs, ao contrario das PCs.

Lumen CV

- A‘ | Camada mucosa luminal

Wy

l— I Epitélio
tempo (~min-hrs)
Particulas muco-penetrantes (MPP)
Lumen CV

| Camada mucosa luminal
(depuragio rapida)

tempa (~min-hrs)

Fonte: Adaptado com autorizagio de Macmillan Publishers Ltd: Advanced Drug Delivery Reviews (Lai;
Wang e Hanes, 2009)

Particulas MPPs apresentam uma carga superficial total neutra,
devido 4 presenca do polimero polietilenoglicol (PEG) (LAL; WANG;
HANES, 2009). O PEG ¢ um polimero neutro, tradicionalmente usado
no desenvolvimento de particulas furtivas, conferindo a elas maior
tempo de circulagao e reduzida opsonizagio por proteinas do meio em
que se encontram (POZZI et al., 2014). O baixo peso molecular do
polimero nio permite sua intera¢do com o muco, além de ocultar efeti-
vamente cargas e regioes hidrofébicas das particulas, que poderiam
permitir essa interagio, causando sua imobilizagio (LAL; WANG;

HANES, 2009).

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

293



SHIVNITIIOSIAYALNI SVOLLYHd d SHYIIVS :HANVS VA SYIONHTID)

294

Nanoparticulas porosas — agregados de particulas

Agregados que combinam em sua estrutura caracteristicas de micro-
particulas e nanoparticulas ao mesmo tempo, as PNAPs (porous nanopar-
ticle-aggregate particles), sao uma estratégia para aumentar o sucesso da
deposicao alveolar (LIANG, ZHENGLIN et al., 2015). As PNAPs
possuem uma “casca’ deformével de nanoparticulas, que confere baixa
densidade ao agregado (aproximadamente 0,1 g/cm’) e, consequente-
mente, favordveis propriedades aerodindmicas. Seu tamanho pode variar
de 26 nm a 3 pm, aproximadamente, favorecendo a deposigao nas regioes
mais profundas dos pulmées. Quando em contato com os fluidos, as
PNAPs desintegram-se em nanoparticulas e liberam o firmaco local-
mente (TSAPIS et al., 2002). Dessa forma, essa estratégia permite o
desenvolvimento de formulacées aerossolizadas, modulando a faixa de
tamanho e densidade das nanoparticulas para maior deposicio.

Lipossomas

Os lipossomas sio constituidos basicamente por fosfolipidios,
compostos anfifilicos, dispersos em meio aquoso, formando bicamadas
que se organizam concentricamente (DARAEE et al., 2014). Dentre as
vantagens do uso dos lipossomas em relagao as nanoparticulas, estd a
boa compatibilidade entre os lipidios e o tecido pulmonar, devido a sua
pré-existéncia no 6rgao (LIANG et al., 2015). Outras vantagens foram
alcangadas pela evolugao desse carreador, que lhe permitiu, através de
modificagoes superficiais e uso de conjugados lipidicos inseridos na
bicamada dos lipossomas, maior estabilidade, propriedades farmaco-
cinéticas melhoradas e maior eficiéncia terapéutica (BOZZUTO;

MOLINARI, 2015).

Em alguns casos, como no combate a patégenos intracelulares, os
alvos terapéuticos podem ser os préprios macréfagos ou mondcitos
(WEISS; SCHAIBLE, 2015). Nesse caso, deseja-se a internalizagao das
particulas pelos macréfagos residentes dos alvéolos para liberagao intra-
celular do firmaco. Essa estratégia pode ser conquistada através de
modificacoes na composicao lipidica dos lipossomas para o controle de
propriedades de tamanho, carga e a inclusdo de ligantes como protei-



nas, anticorpos, polissacarideos, entre outros (KELLY; JEFFERIES;
CRYAN, 2011). Essas estratégias fazem, portanto, uso das caracteristi-
cas dos receptores expressados por macréfagos e seu processo inato em
fagocitar corpos estranhos ao organismo. Por exemplo, o uso de anti-
corpos nao-especificos na superficie dos lipossomas, provocard sua
opsonizagdo por proteinas do meio, que serdo reconhecidas pelos
macréfagos, causando a internalizacio desses lipossomas, obtendo-se,
assim, sucesso no direcionamento do firmaco (KELLY; JEFFERIES;
CRYAN, 2011; YAN; SCHERPHOF; KAMPS, 2005).

Ainda sobre a liberagdo intracelular de firmacos por lipossomas
pela via pulmonar, a administra¢ao de dcidos nucleicos tem chamado
atengao como nova abordagem de tratamento. Os lipoplexos sao assim
denominados pela formagao de complexos entre estruturas lipossomais
e 4cidos nucleicos: através de interagdes eletrostdticas, as cargas negati-
vas dos dcidos nucleicos se associardo as cargas positivas de lipidios
catiénicos da bicamada lipidica dos lipossomas (ELHISSI et al., 2014).
Os lipoplexos tém sido usados por essa via no tratamento do cincer de
pulmio e tumores sélidos, principalmente, através de terapia génica de
silenciamento (LI et al., 2011). Dessa forma, pequenas moléculas de
RNA (siRNA, small interfering RNA) ao serem liberadas no interior
celular, provocario a degradagao do RNAm do gene alvo, silenciando,
assim, a expressao da condigao tratada.

Lipoplexos desenhados para essa finalidade sdo vetorizados para
que se acumulem de forma efetiva nas células-alvo. Por exemplo, lipo-
plexos de superficie modificada com acido hialurénico (HA, hyaluronic
acid), ao serem administrados pelo pulmao, serdo direcionados ao
receptor natural do polimero, o CD44. Esse receptor é altamente
expresso em células de processos tumorais. Assim, as moléculas de
siRNA serdo entregues de forma efetiva e mais concentrada nessas célu-
las (ARPICCO; DE ROSA; FATTAL, 2013; NASCIMENTO et al.,
2015; TAETZ et al., 2009).

Entretanto, uma desvantagem durante a administracio dessas
particulas é a forca de cisalhamento, possivelmente provocado por
nebulizadores com importante efeito na estabilidade de 4cidos nucleicos
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(LABIRIS; DOLOVICH, 2003). Logo, o aumento da razio lipidio-4-
cido nucleico tem efeito positivo sobre a transfec¢io, o que pode ser
atribuido ao efeito protetor do lipidio para a molécula (GUILLAUME
etal., 2001). Outra estratégia para contornar essa desvantagem ¢ uso de
lipidios chamados helpers (do inglés, “ajudantes”), que possivelmente
facilitam entrega do material a célula. Assim, o lipidio dioleilfosfatidile-
tanolamina (DOPE) tem sido usado na composi¢io de lipossomas por
ser capaz de melhorar resultados de transfecgiao para determinadas

formulagoes (KEARNS; PATEL; SAV VA, 2010).

Conclusao

A administra¢ao pulmonar de firmacos tem provado ser uma via
de grande eficiéncia para tratamentos sistémicos e locais e que propor-
ciona significativas vantagens em relagdo as demais vias, como oral e
parenteral. O conhecimento aprofundado das principais barreiras a
essa administracio é necessdrio no entendimento e design de estrutu-
ras que sejam capazes de vencé-las. Assim, a nanotecnologia desempe-
nha papel importante para a realizacao desse feito. Nanoparticulas
sao reconhecidas como sistemas ideais de carreamento de firmacos,
pois seu tamanho reduzido proporciona adequadas caracteristicas
aerodinamicas e fisico-quimicas a formulagao. Além disso, a possibi-
lidade de direcionamento 4 alvos especificos, com diminuicio de efei-
tos colaterais, e liberacao controlada do firmaco colocam esses siste-
mas a primeira escolha. Entretanto, na selecao do carreador mais
adequado, fatores como caracteristicas fisico-quimicas, farmacociné-
ticas e farmacodinimicas do firmaco administrado, bem como o alvo
terapéutico devem ser analisados para que o sucesso terapéutico seja
alcangado. Dessa forma, torna-se possivel a libera¢ao controlada de
firmacos e outros ativos biolégicos, como 4cidos nucleicos e protei-
nas, junto ao epitélio mucoso e/ou ao interior de suas células consti-
tuintes. Portanto, o uso da nanotecnologia em formulagdes de medi-
camentos para administragio pulmonar tem grande potencial,
contribuindo para o desenvolvimento de tratamentos alvo-direciona-
dos que certamente farao parte do futuro da medicina.
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USO DE TOMOGRAFIA POR EMISSAO DE
POSITRONS NO DIAGNOSTICO POR IMAGEM

RENATA AWAD
ERICK DE OLIVEIRA LEMES
GILBERTO LUCIO BENEDITO DE AQUINO

s técnicas de diagndstico por imagem sao especialidades médicas

surgidas no final do século XIX e inicio do século XX, que obje-

tivam a obtengdo de imagens de 6rgaos e tecidos para fins de

diagnéstico ou até mesmo na terapéutica, monitorando os efeitos
do tratamento (MORRIS; PERKINS, 2012).

A obten¢ao de imagens pode ser realizada através de diversas
modalidades, seja por radiagdo, ultrassom ou ondas de radiofrequéncia
(SHAH; BANSAL; LOGANI, 2014). A fluorescéncia, ressonincia
magnética (RM), ultrassonografia, tomografia computadorizada (TC)
e as técnicas de imagiologia nuclear com radionuclideos sao os princi-
pais exames que adentram as técnicas de radiologia (Esquema 1).
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Esquema 1 — Representagio esquemdtica das principais técnicas e
métodos de imagiologia médica

/ IMAGIOLOGIA MEDICA \
Técnica de
Tomografia Imagiologia Ressonancia o
Hleassom Computadorizada Nuclear com Magnética Fluorescéncia
radionuclideos
Técnicas de Fotdo Unico PET (Tomografia por

Emissao de Positrons)
(utiliza radionuclideos
emissores de pdsitrons)

(utilizam radionuclideos
emissores de radiagdo gama)

Fonte: Préprios autores (2017).

Com o avango constante da medicina, surgiram novas técnicas de
imagem, diagnéstico e terapéutica, como a Tomograﬁa por Emissao de
Pésitrons — (Positron Emission Tomography — PET). Diferentemente da
RM convencional, definida como uma ténica de diagnéstico médico
que fornece uma imagem da estrutura cerebral (tecidos), o PET ¢ uma
modalidade de imagiologia que permite informagoes metabdlicas celu-
lares desse 6rgio, evidenciando toda a sua fisiologia (HISTED et al.,
2012). O objetivo do presente trabalho é ressaltar a importancia, uso e
beneficios que essa categoria médica, o PET, proporciona aos seus
pacientes, relatando os principais isétopos e suas aplicabilidades.

Tomografia por emissao de pésitrons

A técnica de imagiologia nuclear com radionuclideos emissores de
p6sitrons (PET) oferece um diagndstico eficaz, dgil e nao-invasivo em
nivel molecular, utilizando isétopos de elementos com maior prevalén-
cia nas moléculas orginicas. Essa estratégia utiliza radiofirmacos, que
sao moléculas bioldgicas que incorporam um radionuclideo, emitindo
radiagao passivel de ser detectada e quantificada. Os agentes de imagem
podem ser administrados por boca, injetados por veia, artéria ou cavi-
dade corporal (BENADIBA et al., 2012; LEE et al., 2011).



Habitualmente, o composto marcado com radionuclideo ¢ intro-
duzido no organismo por inje¢ao intravenosa, acumulando em 6rgaos,
podendo atravessar a barreira hematoencefélica (BHE), e alcancando o
cérebro, em caso de pacientes com doengas neurodegenerativas. Dessa
forma, ha a formagao de contraste entre regides que tiveram pouca ou
nenhuma emissao de pésitrons, devido a baixa absor¢ao do radiofdrma-

cos (BENADIBA et al., 2012).

Os radionuclideos usados em diagndsticos de PET baseiam-se no
decaimento de niicleos emissores de pdsitrons (particulas B+, elétrons
com carga positiva). O processo de decaimento do radionuclideo a sua
forma mais estdvel leva a emissio de um pésitron e este, ao percorrer
uma pequena distdncia, aniquila-se com um elétron, emitindo fétons
em direcoes opostas (Figura 1). Um tomégrafo constituido por anéis de
detectores, colocado a volta do paciente, permite localizar a origem da
aniquilagao. O par de fétons gama emitidos na aniquilagao sao trans-
mitidos em forma de imagem em locais onde houve a emissao de pdsi-

trons (SALABERT et al., 2015; SUZUKI et al.; 2004).

Figura 1 — Esquema ilustrativo da técnica PET
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Fonte: Adaptado de Machado et al. (2006).

Um radiofdrmaco bastante utilizado para o diagnéstico é o fluor-
desoxiglicose ([®*F]JFDG), um andlogo da glicose, que permite a sua
utilizagao para o estudo do metabolismo oxidativo em 6rgaos e tecidos,
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pois as células apresentam um consumo de glicose aumentado e, conse-
quentemente, maior concentragao de [*F]JFDG. Essa técnica de imagio-
logia nuclear é uma modalidade promissora, que permite a detecgio
precoce de muitas doengas, como as neurodegenerativas. Isso se deve ao
fato dos radiofdrmacos possuirem diferentes caminhos funcionais e
afinidades metabdlicas especificas no organismo humano, precedendo
as alteragdes anatdmicas, muitas vezes, em estdgio avangado (SALA-

BERT et al,, 2015).

Principais is6topos radioativos

Os agentes de contrastes radioativos, conhecidos como radiofdr-
macos, sao preparagdes farmacéuticas, usadas na imagiologia nuclear
para a obten¢ao de imagens e, consequentemente, para gerar informa-
¢oes sobre o metabolismo dos tecidos ou alguma outra atividade mole-

cular especifica (JAMES; GAMBHIR, 2010).

Os radiofdrmacos sao resultados da ligacdo quimica entre radionu-
clideos, ou seja, nuclideo ou isétopos radioativos que apresentam
nucleos instdveis, que apds sofrerem o processo de decaimento radioa-
tivo, emitem radiagio, principalmente, na forma de particulas gama, e
moléculas, como substincias biologicamente ativas, que apresentam
uma afinidade especifica para determinado processo fisiolégico, 6rgao
ou tecido dos organismos. Os radionuclideos emissores de particulas
gama sdo utilizados tanto para diagnéstico quanto para o monitora-
mento de patologias, enquanto os isétopos radioativos emissores de
particulas alfa e beta sdo aplicados na terapéutica de algumas doengas

(MORRIS; PERKINS, 2012).

O uso de radionuclideos em imagiologia molecular baseia-se em
dois métodos: o SPECT (Tomografia Computarizada de Emissao de
Féton Unico), que utiliza radionuclideos emisso-
res gama (™ Tc, %I, “Ga, ?'T]) e o PET (Tomografia por Emissao de
Pésitrons), que usa radionuclideos emissores de pésitrons (particulas 7,
elétrons com carga positiva), sendo os mais utilizados:"'C, **Cu,'®F, além

do N, PO, menos aplicados (OLIVEIRA et al., 2006) (Quadro 1).



Quadro 1- Principais is6topos utilizados na medicina nuclear

Radionuclideo | 1¢™P° ‘i::eia'“da diﬁ;’i‘jﬁeﬁo Energia raios y (KeV)
9T 6h TI 140
123] 13h CE 159
7Ga 78 h CE 93,185,300,394
20T 73 h CE 135,167
nc 20,4 min g 511
BN 10 min g 511
150 2,07 min g 511
3 110 min B 511
“iCu 13h B 511

Fonte: Adaptado de Oliveira et al. (2006). Abreviaturas: TI = transi¢io isomérica; CE = captura

eletronica.

Os critérios de escolha de um elemento radioativo para o desenvol-
vimento de um radiofdrmaco envolve principalmente as suas proprieda-
des fisico-quimicas, determinando afinidade por diferentes 6rgaos. Sao
essas caracteristicas, especiﬁcamente, o tipo de emissao nuclear, tempo
de meia-vida e energia das particulas e/ou radiacio eletromagnética
emitida, que distinguem o uso de cada radionuclideo. Ao contrdrio dos
radiofirmacos utilizados na terapia, que incluem, em sua composicio,
um radionuclideo emissor de particulas ionizantes (x ,  ou
elétrons Auger), pois leva a destruigo seletiva de tecidos, os radiofirma-
cos aplicados para diagnéstico devem apresentam radionuclideos emis-
sores de radiagdo ou emissores de pésitrons (%), jd que o decaimento
desses radionuclideos resulta na radiacao eletromagnética penetrante,

atravessando os tecidos, e é passivel de ser detectada externamente
(OLIVEIRA et al., 20006).

Os elementos radioativos, devido as suas caracteristicas fisico-
quimicas, apresentam afinidade e especificidade por diferentes érgaos,
sistemas ou patologias. As caracteristicas fisicas determinam “o tipo de
emissao nuclear, o tempo de meia-vida e a energia das particulas e/ou
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radiagao eletromagnética emitida”. A energia do féton y, emitida pelos
radionuclideos que formam os radiofirmacos utilizados para diagnés-
tico, deve variar entre 80-300 keV, pois, quando inferiores a essa faixa,
os raios sao absorvidos pelos tecidos e nao sao detectados exteriormente.
Em contrapartida, a eficicia dos detectores é comprometida quando a
sua energia excede 300 keV, resultando em imagens de md qualidade

(ARAU]JO, 2005).

Em ambos os casos, tanto para fins de diagnéstico ou terapéutico,
ot,, deve ser satisfatério para que o radiofirmaco seja preparado, admi-
nistrado ao paciente e as imagens sejam representadas (YEONG;

CHENG; NG, 2014).

Aplicagao biolégica dos principais isétopos radioativos

%4Cu: O *Cu ¢ considerado um importante isétopo radioativo
usado em ensaios clinicos e aplicacoes biolégicas. O radiofirmaco
%4Cu-ATSM: *Cu diacetil-bis(N*-methylthiosemicarbazona) (Figura
2) conhecido como ATSM ou cobre 64, é um quelato metdlico de ditio-
carbazona, considerado agente de imagem usado em PET devido a sua
capacidade em elucidar tecidos hipéxicos (tecidos com baixo oxigénio).
O cobre (II)-diacetil-bis (N*-metiltiossemicarbazonas = Cu-ATSM)
pode ser marcado com os vérios isétopos, sendo o **Cu de maior rele-
vancia. Apés passar pela membrana celular, o **Cu ¢ reduzido, resul-
tando em um composto instdvel, que é reoxidado na presenga do oxigé-
nio e se distribui a partir da célula. Em tecidos com baixa quantidade
de oxigénio, o cobre dissocia-se do quelato e torna-se irreversivelmente

capturado (ANDERSON; FERDANI, 2009).



Figura 2 — Radiofirmaco **Cu-ATSM

HaC, CHj,
/ \
N_ _N
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Fonte: Préprios autores (2017).

1C: O is6topo carbono-11 apresenta uma atividade bioldgica rele-
vante quando se trata da Doenga de Alzheimer (DA). Virios estudos
confirmaram a utilizagdo do radioisétopo "C para a confirmagio
precoce da DA, uma vez que se observa seu acimulo no cértex cerebral,
quando comparado a imagens de pacientes sauddveis, que podem apre-
sentar quantidades pequenas. Além disso, o PET associado ao tragador
de imagem amiloide tem sido utilizado para facilitar na diferenciagao
de DA e outras doencas neuropatoldgicas, possibilitando o acompanha-
mento das evolugdes patoldgicas, o desenvolvimento de drogas que sao
mapeadas por suas atividades modificadoras em tecidos doentes e o
monitoramento dos efeitos de tratamento. O carbono-11 ("'C) é consi-
derado o primeiro tragador molecular emissor de prétons produzido
para ligar exclusivamente as placas fibrilares $-amiloides (AB). Um
exemplo de radioligante é o [11C] racloprida (Figura 3), usado no exame
PET para determinar o tipo de receptor dopaminico no cérebro humano

em condi¢oes patolégicas (TU; MACH, 2010).

Figura 3 — Radioligante [''C] racloprida
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Fonte: Préprios autores (2017).
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BE: O radionuclideo F é o mais utilizado em exame PET. O
complexo Fluordesoxiglicose-"*F (FDG-"*F) é um radioisétopo andlogo
a glicose (Figura 4), utilizado tanto em exames PET (tomografia por
emissao de pdsitrons), que possui resolugao de imagens capaz de detec-
tar tumores a partir de 2 mm, como também em exames do tipo SPECT
(tomografia por emissio de féton tnico). Em exames FDG-PET, o alto
teor de consumo de agtcar por células tumorais, em comparagio a teci-
dos normais, atribui a esse isétopo a capacidade de identificar células
cancerosas, além de estudar a resposta tumoral ao tratamento. O fliior-
18, ao contrdrio dos demais isGtopos, apresenta um elevado tempo de
meia-vida (110 minutos), possibilitando um prazo maior para os proces-
sos de sintese, purificagdo e imagem, sendo possivel ser usado fora do
centro de produgio (DOLLE, 2008; LEE et al., 2011). A aplicagao de
maior relevincia concentra-se na cardiologia, para pesquisa de viabili-
dade miocdrdica. A FDG-18F sofre um processo de fosforilagio em
FDG-18F-6-fosfato, apds atravessar a membrana do cardiomidcito. Ao
contrdrio do que ocorre com a glicose, esse andlogo nao sofre a desfos-
forilagao, ficando retido no miocdrdio, pois apresenta a caracteristica de
ser impermedvel 4 membrana celular. O miocdrdio isquémico consome
glicose como forma de energia, fato que se atribui a utiliza¢do da

FDG-18F nesse tipo de exame (ALAUDDIN, 2011).

Figura 4 — Radiofdrmaco fluordesoxiglicose-"*F (FDG-*F), andlogo a
glicose
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“Ga: O gilio-67, agente de imagiologia nuclear, é utilizado para a
detecgao de neoplasias e processos inflamatérios, como a miocardite,
contribuindo em grande parte com a drea cardioldgica, pois ¢ conside-
rado um marcador ao detectar a rejeigdo apds transplante cardiaco.
Além disso, dreas de divisao celular rdpida, como as células cancerosas,
podem ser identificadas a partir desse radioisétopo. Com meia-vida de
78 horas, 0 “’Ga emite radia¢do gama de multiplas energias e pode levar
alguns dias (2-3 dias) para acumular-se no tecido afetado (KIRCHER;
LAPA, 2017). O citrato de gdlio é um radiofirmaco utilizado para
obten¢io de imagens e localizagao de tumores, diagndstico e avaliagio
de resposta ao tratamento de linfomas, indicativo de lesdo e inflamacao,
entre outros (Figura 5). O citrato de gdlio (“Ga) deve estar associado

com outras técnicas de imagem (ALAUDDIN, 2011).

Figura 5 — Radiofdrmaco de diagndstico “’Ga — citrato

67Ga 3+ 0 0

Fonte: Préprios autores (2017).

PmTe: O tecnécio-99m ¢ isétopo utilizado para marcar muitos
radiofirmacos comuns. Seu uso concentra-se, em grande parte, em
exames de ossos e tecidos cardiacos. Entre todos os isétopos em uso nos
dias atuais, o tecnécio-99m ¢ responsivel por consagrar as principais
caracteristicas fisicas que resultam em imagens nas cimaras Anger. O
processo do seu decaimento libera energia de 140 keV (88%). Na sua
forma eluida, pertecnetato-"’"Tc, apds a passagem pelo gerador, pode
ter aplicagao direta, como estudos de primeira passagem, visto que,
introduzido por via venosa, chega ao espaco intersticial. Confere ao
pertecnetato-"""Tc, a capacidade de marcar inimeras moléculas para a
identificagdo de diversas estruturas e 6rgaos, possuindo um papel
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importante como agente de imagem na medicina nuclear. Assim como
a maioria dos isétopos acima, possui uma atividade de grande interesse
na cardiologia, principalmente em estudo da perfusdo miocirdica.

Além disso, ¢ considerado relevante em estudos da tireoide, ativi-
dades cerebrais, distirbio hepatolégicos, renais, hematoldgicos e pulmo-
nares (RUTH, 2007). Alguns radiofirmacos a base desse isétopo sao de
grande importincia para estudos renais: o complexo DTPA-99mTc ¢é
aplicado para avaliar a fun¢ao de filtra¢io glomerular dos rins, além dos
radiofdrmacos utilizados em avaliagbes anatdmicas e estudos morfolé-
gicos localizados no cértex renal. O radiofirmaco formado com a
(ECD) (Figura 6) ¢é aplicado para diagndstico de morte cerebral, através
de realizacio de perfusio sanguinea e no acompanhamento de neuro-
patologias, tais como o mal de Parkinson e a doen¢a de Alzheimer

(ARAU]JO, 2005).

Figura 6 — Radiofdrmaco etilenodicisteina dietil éster (ECD)

O

)*( /N J g

Fonte: Préprios autores (2017).

2]: O iodo 123 ¢ um dos principais agentes da tireoide, possuindo
aplicagdes em estudo de carcinoma dessa glandula, metdstase e hipoti-
reoidismo. Como agentes clinicos, sao considerados receptores adrenér-
gicos pré-sindpticos, em estudos de tumores neuroenddcrinos, feocro-
mocitoma e neuroblastoma (NGUYEN et al., 2015). Radioligantes
para receptores do neurotransmissor dopamina sio utilizados no acom-
panhamento de algumas doencas, principalmente aquelas relacionadas
a motricidade, como o mal de Parkinson, paralisia supranuclear progres-
siva (mal de Steel Richardson). Além disso, sao aplicados para diagnés-
tico diferencial do mal de Parkinson e usado na terapéutica de doengas.



Dentre os radiofdrmaco utilizados com isétopos de iodo 123, hd o
grupo de moléculas familia das benzamidas, como o iodobenzamida,
que se ligam seletivamente a receptores dopaminérgicos D2 (Figura 7)

(GRALLERT; TAVARES; ARAUJO, 2003).

Figura 7 — Estrutura do radioligante [*’I]iodobenzamida (IBZM)

123|
N—CHj

HO

Fonte: Préprios autores (2017). H

201T: Cétion monovalente produzido em ciclotron e considerado
um andlogo do potdssio, o tdlio-201 possui um tempo de meia-vida de
73horas e é utilizado tanto para alteragoes no miocdrdio, como perfu-
sao miocdrdica, quanto para caracteriza¢io do miocdrdio vidvel, devido
a sua concentragdo em dreas de baixo fluxo sanguineo. Por possuir
propriedades biolégicas semelhantes ao potdssio, ¢ aplicado para a dife-
renciagdo entre miocdrdio isquémico e fibrose. Quanto maior a quanti-
dade de miocirdio vidvel, maior serd a captagao do radiotragador em
relagdo ao tecido normal. Injetado por via venosa, o tdlio-201 espalha-se
na maioria dos tecidos do corpo (a exce¢ao do cérebro, pois nao é imper-
medvel a barreira hematoencefilica). Acumula-se principalmente no
miocdrdio, rins, figado, intestinos e musculatura esquelética. O talio-
201 sofre um processo denominado fenémeno da redistribuigao, ou
seja, ¢ a sua capacidade de se redistribuir, tornando possivel as modifi-
cagoes de fluxo acometidas por estresse. Em decorréncia de algum
estresse, as dreas hipoperfundidas tendem a normalizacio em relagao as
dreas normoperfundidas, o que leva a um indicativo de isquemia, ji
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que, em caso de estresse, a alteragao de fluxo tende a ser maior se compa-

rada ao repouso. Apesar disso, hd preferéncia pelo tecnécio-""™

em estu-
dos de perfusio miocdrdica, devido ao fato de o *'TT apresentar um
perfil energético menos favorecido e da meia-vida maior que limita a
dose utilizada. Entretanto, é o agente de escolha em aplicagio da cardio-

patia isquémica (NOTGHI, LOW, 2011).

BN: Em PET, o radiofirmaco aménia-13N (Figura 8) é conside-
rado relevante em estudos de perfusao do miocdrdio. Quando o fluxo é
normal, a taxa de amoénia que ¢ extraida chega 70 a 80% pela célula do

miocdrdio (HUNG et al., 2016).

Figura 8 — Radiofarmaco amoénia-"N

Fonte: Préprios autores (2017).

50: O radiofirmaco dgua-"O vem sendo utilizado em estudo de
perfusio cerebral, devido a sua capacidade de atravessar a barreira
hematoencefilica e o tracador difundir-se no organismo, com taxa de
extragio de aproximadamente 100% (GRUNER et al., 2011).

Aplicagoes clinicas do exame PET

Abaixo, estao sumarizadas algumas dentre inimeras aplicagoes em
que a modalidade PET vém sendo utilizada para fins clinicos (JAMES;
GAMBHIR, 2012; TAKALKAR; EL-HADDAD; LILIEN, 2008):

* Indicativo de altera¢oes neuronais, responsédvel pelo diag-
néstico diferencial das deméncias, como a doencga de Alzhei-
mer, doenca de Pick e indicar estados depressivos acometi-
dos por idosos;



*  Avaliagio pré-cirtrgica do paciente diagnosticado com epilep-
sia focal;

*  Mensurar a severidade da degenerescéncia dopaminérgica em
doentes acometidos pela doenga Parkinson;

*  Avaliacao e diagnéstico diferencial entre parkinsonismo, provo-
cado por firmacos, doenga de Parkinson e tremor benigno;

e Atestar morte cerebral, como casos de coma induzido por
ansioliticos;

* Indicagao da veracidade dos insultos vasculares (na auséncia
de outros avaliadores clinicos, como ressonincia Magnética);

e Apés traumatismos encefdlicos, analisar as consequéncias das
sequelas neuropsiquidtricas;

Vantagens do exame PET em relagio as outras modalidades
competitivas

A medicina nuclear é uma inova¢io tecnolégica, que veio com o
intuito de auxiliar e beneficiar os seus usudrios, através de um diagnds-
tico precoce e nio invasivo. Em relagao aos outros exames de imagiolo-
gia, o exame PET, especificamente, pode ser favorecido por apresentar
algumas vantagens, tais como: oferecer informagées acerca do metabo-
lismo celular, visualizando alteracées funcionais/metabdlicas, e nio
necessariamente da morfologia do érgao, o que o caracteriza como um
diagnéstico precoce e que permite imagens de modo nio-invasivo.
Além disso, utiliza doses pequenas de substincias ao realizar o exame e
seu efeito adverso ¢ quase insignificante, principalmente na parte clinica

(BENADIBA et al., 2012).

Ainda denotando acerca da tomografia por emissao de pésitrons
em relacao as demais modalidades, o PET é o exame de primeira esco-
lha quando se busca caracterizar tecidos em exames oncoldgicos,
como presenca de tumores, cicatriz e inflamagéo, a busca por imagem
funcional, tais como angiogénese, avaliagao de rddio/quimioterapia,
uso em aplicagdes cardioldgicas, ao diferenciar tecido normal com
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alguma anomalia, e quantificar a fun¢io orginica de algum 6rgio,
como fungio renal, respiratéria, neuronal, entre outros (GUIMA-
RAES et al., 2014).

Consideragoes finais

apesar da utilizagdo e producio de radiofirmacos no Brasil
apresentar uma inferioridade em relagao a outros paises produtores,
como paises europeus e Estados Unidos, principalmente em relacio
a legislacao/burocracia, percebe-se que houve grandes avancos no
uso dessa tecnologia medicinal. Em menos de 100 anos, desde o
primeiro registro da aplicagdo de um radionuclideo em humanos,
em 1927, os avang¢os da medicina nuclear tém se mostrado relevantes
para fins de diagndstico e terapia. Atualmente, o diagndstico precoce
¢ o grande desafio para pesquisadores e industrias farmacéuticas,
direcionando a pesquisa para sintese de radiofdrmacos especificos e
também para uma terapia que nao afetem outros tecidos, através de
técnicas de Teragndstico.
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Biopolimeros

ma larga faixa de polimeros naturais de fontes renovaveis diversas
sao usados em aplicagdes materiais. Entre estes, a celulose e
amido destacam-se nas aplica¢oes, enquanto outros permanecem
subutilizados. Com o rdpido avango dos conhecimentos de bioge-
nética e biossinteses, novas oportunidades para uso de polimeros de
fontes naturais estao sendo consideradas. Esses materiais, denominados
BIOPOLIMEROS, sio polimeros produzidos por um organismo vivo
e sdo derivados de polissacarideos, protéinas, lipidios, polifendis e, espe-
cialmente, polimeros produzidos por bactérias, fungos, plantas e

animais (KAPLAN, 1998).

Os biopolimeros diferem dos biomateriais bioativos, que tém a
capacidade de interagir com tecidos naturais ou sintéticos. A matéria
-prima principal usada na manufatura geralmente usa uma fonte de
carbono renovdvel, um carboidrato derivado de plantas, como a cana-
de— agtcar, milho, batata, trigo e beterraba, ou éleo de origem vegetal
extraido de soja, girassol ou palma. Como exemplo, temos o polilactato
(PLA), o polihidroxialcanoato (PHA), os polimeros de amido (PA) e a
goma xantana (micro-organismos) (BORSCHIVER, 2008). Os biopo-
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limeros de origem animal sdo, de longe, os mais utilizados na inddstria
farmacéutica. Dentre eles, destacam-se a gelatina (bovina, suina e
pescados) (Figura 1) e a quitosana (crusticeos) (Figura 2) (SARANYA;
RADHA, 2014).

O estudo e a utilizagdo de polimeros naturais sio uma ciéncia
antiga, tais como comprovam os papéis, sedas, peles e artes dsseas nos
museus ao redor do mundo. Como a maioria dos petrolatos, os polime-
ros oriundos de recursos renovdveis raramente sio usados como eles
mesmos e sim como compdsitos com outros materiais. A histéria mostra
que os compdsitos de materiais renovaveis s2o muito mais antigos que o
uso de polimeros. Na Biblia, livro de Exodo, Joquebede, a mae de
Moisés, construiu o cesto com junco, argamassa e limo, um tipo de
composto reforcado com fibras. Durante a guerra do 6pio, hd mais de
1000 anos, os chineses construiram seus castelos para se proteger dos

invasores, usando um tipo de composto mineral reforcado com gliten
de arroz, actcar, carbonato de cdlcio e areia (YU; DEAN; LI, 20006).

Modernas tecnologias fornecem ferramentas poderosas na elucida-
¢ao de microestruturas em diferentes niveis e no entendimento das rela-
¢oes entre estruturas e propriedades. Esses novos niveis de entendimento
trazem oportunidades no desenvolvimento de novos materiais e suas
aplicagoes. A inerente biodegradabilidade de polimeros naturais
também se mostra importante para controlar o ambiente em que os
polimeros siao usados, prevenindo a degradagiao prematura. Como
exemplo, a solubilidade em dgua de muitos polimeros aumenta sua
degradabilidade e sua velocidade de degradacao. Contudo, essa sensibi-
lidade & umidade limita suas aplicagoes, bem como sua baixa tempera-

tura de fusao (YU; DEAN; LI, 20006).

Sa0 muitos os beneficios de usar biopolimeros em aplicacoes
correntes. Por exemplo, compatibilidades ambientais podem ser obtidas
pelos encargos do ambiente introduzidas durante o uso do biopolimero.
A biodegradabilidade ¢ outra vantagem adicional do uso dos biopolime-
ros. Algum polimero sintetizado por um sistema biolégico pode ser
biodegradavel internamente. A biocompatibilidade é um beneficio
potencial em alguns casos. Outro beneficio que merece destaque é o



controle genético da produgio de polimeros que oferece vantagens
como a manipula¢io e constru¢io da estrutura dos biopolimeros e
outras fungées, como peso molecular, estereoquimica, sequéncia primé-

ria e reatividade quimica (KAPLAN, 1998).

Até mesmo os biopolimeros oriundos de xenobidticos, compostos
quimicos sintéticos encontrados em um organismo, mas que necessaria-
mente ndo foram produzidos por ele, apresentam muitos exemplos de
compostos biodegraddveis ou com uma taxa de biodegradagao elevada.
Como exemplo, tem-se a lignina, polimero abundante na natureza e

degradado por alguns microrganismos (STEINBUCHEL, 2005).

Figura 1 — Representagdo da estrutura quimica da gelatina

Fonte: Adaptado de Li et al. (2014).

Figura 2 — Representagdo da estrutura quimica da quitosana parcial-

mente desacetilada
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Blendas de polimeros naturais

Grande parte dos polimeros ocorre naturalmente de fontes renovd-
veis e sdo avaliados em aplicacoes diversas. Amido, celulose e borracha
sao amplamente usados na atualidade, enquanto outros permanecem
subutilizados. Os polimeros naturais sio classificados de acordo com
suas caracteristicas fisicas. Por exemplo, amido e celulose sio classifica-
dos em diferentes grupos fisicos, contudo, ambos sao polissacarideos de
acordo com a classificagiao quimica (YU; DEAN; LI, 2006). Os conjun-
tos supramoleculares da celulose ¢ do amido sao influenciados por sua
arquitetura macromolecular especifica e as morfologias naturais sao

fibras para celulose e granulos para amido (GANDINI, 2008).

Uma das muitas desvantagens de polimeros biodegradaveis obti-
dos de fontes naturais renovdveis é sua caracteristica hidrofilica domi-
nante, além da taxa de degradagao rdpida e propriedades mecinicas
insatisfatérias sob condicoes ambientais timidas. Para melhorar essas
condi¢des, a mistura de polimeros em blendas é uma técnica muito
utilizada, uma vez que usa tecnologia de baixo custo, objetivando nao
alterar totalmente suas propriedades, mas aumentar o desempenho
funcional dos componentes (YU; DEAN; LI, 2000).

Blendas de poliésteres alifdticos

Os poliésteres alifdticos sao reconhecidos por sua biodegradabili-
dade e alta taxa de degradacao. Como exemplo desse grupo, tem-se os
PLA’s (polilactideos) que também tém como vantagem a cristalinidade
e hidrofilicidade. Uma outra familia de poliésteres sao os PHA’s (polihi-
droxialcanoato), substincias produzidas por uma grande variedade de
microrganismos e que possuem como caracteristica o armazenamento
interno de carbono e energia como mecanismo de sobrevivéncia. Sao

verdadeiramente biodegraddveis e altamente biocompativeis (YU;
DEAN; LI, 20006).



Blendas de polimeros hidrofébicos e hidrofilicos

A maioria dos polimeros naturais sio hidrofilicos, j4 que contém
grupos hidroxilo ou polares. Todavia, a maioria dos polimeros biode-
graddveis sintéticos sao hidrofébicos ou sensiveis & umidade. A mistura
desses dois compostos ¢ significativa, uma vez que pode conduzir a um
novo grupo de materiais biodegradéveis. Como exemplo podem ser
listados as blendas de amido/PLA e amido/PHB, blendas de derivados
de celulose/PHB, blendas Quitosana/PHB e blendas de quitosana/PHB
com quitina/PHB (YU; DEAN; LI, 20006).

Compésitos multicamadas

Polimeros naturais como amido e proteina também sao alternati-
vas potenciais aos polimeros petrolatos em uma série de aplicagoes.
Entretanto, um problema inerente ao uso de polimeros naturais siao
suas caracteristicas de biodegradabilidade e a sensibilidade a umidade
do ambiente. Para resolver o problema, a solu¢io apresentada é laminar
amido termopldstico com polimeros resistentes a dgua e biodegraddveis.
A técnica de laminagiao mais usada é a coextrusio ou multicamadas,
cuja vantagem principal é completar o processo inteiro em um dnico
passo livre de solvente (THAKUR; THAKUR; KESSLER, 2017; YU;
DEAN; LI, 2006;).

Compostos fibra-reforcadas

Compostos pldsticos reforcados com fibra tém sido aplicados em
vérias situagdes devido as suas excelentes propriedades especificas, tais
como alta resisténcia, rigidez e baixo peso molecular. As fibras naturais
sa0 de maior interesse por possuirem capacidade funcional e peso
adequado em substitui¢io as fibras de vidro amplamente utilizadas.
Como potencial na gestao de residuos sélidos no meio ambiente, apre-
sentam biodegradabilidade alta e produzem menor quantidade de
cinzas na incineracio. Estudos tém relatado o uso de fibras de linho,
juta, rami, palma e celulose cujos biocompésitos naturais foram obtidos
embebendo fibras naturais nas matrizes poliméricas de celulose, amido,
dcido ldctico, etc.. Uma das vantagens mais importantes em usar fibras
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naturais para reforcar polimeros é sua elevada compatibilidade (YU;

DEAN; LI, 2000).

Nanocompdsitos

Nanocompésitos poliméricos tém atraido uma crescente atengao,
em especial os nanocompésitos de polimero/silicato, que apresentam
melhores propriedades em comparagio com polimeros ou compdésitos
convencionais. A inclusio de nanosilicatos bem dispersos em polimeros
levou a alteracdo de algumas propriedades, tais como aumento do
moédulo de armazenamento, aumento das propriedades de tensio e
flexdo e diminui¢ao da permeabilidade e inflamabilidade (THAKUR;
THAKUR; KESSLER, 2017; YU; DEAN; LI, 20006).

De maneira geral, os nanocompésitos de silicato sao dispostos em
camadas em trés diferentes tipos (YU; DEAN; LI, 2000):

*  Nanocompésito intercalado com a inser¢io da cadeia de sili-
cato. Ocorre em camadas cristalogréficas regulares com
distdncia de repeti¢ao de alguns nandmetros, independente-
mente do polimero base;

*  Nanocompésito que intercala e empilha camadas de silicato
floculado devido a interacio borda-borda hidroxilada das
camadas de silicato;

e Nanocompésito esfoliado, em que as camadas de silicato sao
separadas da matriz polimérica por distdncias médias depen-
dentes da argila de carreamento.

Biopolimeros naturais, quando utilizados na formagao de nano-
particulas (particulas menores que 100 nm), possuem propriedades
que permitem manté-los estdveis no meio em que sio produzidos e
também possuem a vantagem de formar agregados em diferentes
estruturas e arranjos quimicos. As proteinas e polissacarideos, por
exemplo, tém sido utilizados para nanoencapsulagao de compostos
nutricionais (EL-SALAM; EL-SHIBINY, 2016). Nanobiopolimeros
também tém despertado interesse em sistemas de liberagao de firma-
cos em face a seu potencial de aplicagdo em sistemas de liberacao



controlada de moléculas com atividade biolédgica, direcionando a a¢io
em tecidos/érgaos especificos, carreando DNA em terapia génica e
liberando proteinas, peptideos, genes administrados por via de oral

(SARANYA; RADHA, 2014).
Aplicagdes ja consolidadas

Encapsulagio de compostos naturais

Compostos naturais sdo produtos extraidos de plantas ou produzi-
dos por microrganismos. Alguns desses produtos possuem atividade
biolégica em outros sistemas vivos e, por esse motivo, sao estudados
com o objetivo de desenvolver tratamento para doengas como o cincer,

doengas infecciosas e outras doencas como agente alternativo ou
complementar na medicina (WATKINS et al., 2015).

A curcumina, extrato do acafrio da I[ndia, ¢ indicada para trata-
mento de diversas doencas, incluindo o tratamento da maldria. Nano-
cdpsulas de curcumina, obtidas em hidrogel de hidroxipropilmetilcelu-
lose e polivinilpirrolidona, foram obtidas através de metodologia
reprodutivel e mostraram-se um produto com elevado potencial de uso
como adjuvante no combate a infecgao (NIDHI et al., 2010).

Diferentes cadeias poliméricas de caseina, proteina presente no leite,
sao capazes de interagir entre si através de interagoes hidrofébicas, sendo
utilizadas para formar nanocdpsulas para nutracéuticos de caracteristicas
lipiticas, como, por exemplo, a Vitamina D (SEMO et al., 2007).

Nanobiopolimeros em sistemas de liberagdo de farmacos

O uso de nanobiopolimeros associados aos firmacos permitem que
essas moléculas permanecam no organismo por periodos prolongados
de tempo, uma vez que protegem o firmaco da metabolizagao ou que
possibilitam a agdo somente no local desejado, diminuindo a possibili-
dade de reagdes adversas. A aplicagao da nanotecnologia nas ciéncias da
satde ¢ util nao somente para o desenvolvimento de novas terapias, mas
também para dar “nova vida” a terapias antigas, aumentando a segu-
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ranca e eficicia dos medicamentos administrados (MORACHIS et al.,
2012; SITHOLE et al., 2016).

Biopolimeros associados a firmacos formam sistemas nanoméricos
nos quais a droga ¢ confinada dentro da cavidade de uma vesicula
formada por uma tnica membrana polimérica, denominada nanocép-
sula, ou por uma matriz na qual a droga ¢ distribuida uniformemente,

denominada nanoesfera (SARANYA et al., 2014).

Nanocdpsulas ou nanoesferas podem carrear fdrmacos aprisiona-
dos em seu interior ou adsorvé-los em sua superficie, conforme ilustrado
na Figura 3. Esse tipo de sistema pode ampliar a eficdcia de firmacos
com baixa biodisponibilidade ou instdveis & fotodegradacio, com o

nifedipino (TAGLIARI et al., 2015).

Figura 3 — Tipos de nanoparticulas biodegraddveis
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Pesquisas para formagdo de nanocdpsulas ou nanoesferas em asso-
ciagado com nanobiopolimeros tém sido diversificadas e aplicadas a
diversas drogas, de diferentes classes terapéuticas. A seguir, estao rela-
cionados exemplos de aplicagdo dessas técnicas em drogas de uso na
dermatologia, tratamento de infecgoes e tratamento de neoplasias.

Tratamento das doengas infecciosas

Desde sua descoberta, os antibiéticos tém sido muito utilizados na
prdtica clinica, o que tem gerado um dos maiores problemas para a
medicina atualmente: a resisténcia de microrganismos aos antibidticos.
Para contornar o problema, existem diversas pesquisas direcionados a
descoberta de novos agentes antimicrobianos. Outras pesquisas, porém,
estao relacionadas ao desenvolvimento de novas formulagoes para molé-
culas existentes na terapéutica contra infecgdes (GAO et al., 2011).

A osteomielite é uma infecgao microbiana nos ossos que pode
ocorrer principalmente apés fraturas. Seu tratamento, geralmente,
envolve desbridamento cirtrgico e uso de antibiéticos (NANDI et al.,
2009). Com a finalidade de reparar defeitos nos ossos pds-cirdrgicos e
evitar a proliferagao microbiana, foi desenvolvido um tecido de enxerto
com uso de Vancomicina associada a um nanocarreador formado por
coldgeno, hidroxiapatita e dcido ldtico. A vancomicina, associada ao
coldgeno mineralizado, apresentou eficicia no reparo do tecido dsseo e
no tratamento antimicrobiano da infecgao (LIAN et al., 2013).

Dermatologia

No campo da dermatologia e da cosmética, as nanoparticulas tém
sido estudadas hd décadas, sendo que algumas formulagées ji estao
disponiveis no mercado (RANCAN et al., 2009). Sabe-se que, em
preparagdes de uso topico, as nanoparticulas tendem a se distribuir de
acordo com seu tamanho. Particulas menores, por exemplo, acumulam-
se nos foliculos (ALVAREZ-ROMAN et al., 2004). Alguns experimen-
tos realizados através da preparagio de nanoemulsées de Vitamina A
em fase lipidica utilizando glicerol e goma xantana corroboram para o
fato de que a penetra¢io do firmaco na pele depende do tamanho da
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particula (JENNING et al., 2000). O uso de nanotecnologia na produ-
¢ao de filtros e/ou bloqueadores solares também tem mostrado elevado

desempenho desses produtos ao elevar o nivel de protegao de células
epidérmicas a radiagao UV (DENG et al., 2015).

Tratamento de neoplasias

O desenvolvimento racional de nanoparticulas a partir do conhe-
cimento da biologia do cincer e do microambiente gerado préximo ao
tumor aumenta a seguranga e eficicia de agentes antineopldsicos e bene-
ficia os pacientes acometidos por esta enfermidade (TIWARI, 2012).

A prescri¢ao da doxorrubicina (DOX) na oncologia ¢ cldssica,
porém, seu uso ¢ limitado por danos progressivos no miocdrdio rela-
cionados ao efeito cumulativo causado por seu uso prolongado, que
pode levar 4 insuficiéncia cardiaca (SWAIN et al., 2003; VON HOFF
et al., 1979).

Em 2016, sistemas nanobiopoliméricos conjugadores de doxorru-
bicina (Figura 4) foram desenvolvidos por Tsai e colaboradores para o
tratamento de tumores do cAncer. O sistema consiste na conjugagao da
DOX em moléculas de gelatina, uma proteina derivada do coldgeno. As
células tumorais, produtoras de metaloproteinases que clivam o coli-
geno, foram capazes de quebrar também as moléculas de gelatina, libe-
rando a DOX especificamente no local de a¢ao. O sistema ainda era
composto por moléculas de ouro e da epigalocatequina, que potenciali-
zam a agao do medicamento ao permitirem a concentragio da molécula
na prostata (TSAI et al., 2016).



Figura 4 — Diagrama esquemadtico mostrando a sintese e as proprieda-
des 6ticas de GLT-DOX/EGCG-AuNPs montadas camada por
camada. AuNP: nanoparticula de ouro; DOX: doxorrubicina; EGCG:
galato de epigalocatequina; FL: fluorescéncia; GLT: gelatina
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Fonte: Adaptado de Tsai et al. (2016).

Nanobiopolimeros em terapia génica

Essa terapia objetiva consiste transferéncia de material genético
para células especificas do paciente de forma a corrigir ou suplementar
a iveis po e o cancer, si a
falhas em genes responsdveis por doencas como cincer, sindrome d

imuno deficiéncia adquirida (AIDS) e problemas do coragao
(MANSOURI et al., 2004).

A ciclodextrina, biopolimero produzido por bactérias, tem sido
amplamente utilizada como carreadora de moléculas ligantes a transfer-
rina, que possui reguladores em células cancerigenas, e moléculas de
siRNA em tratamentos contra as neoplasias (DAVIS et al., 2010;
SZEJTLI, 1998).

Moléculas de ciclodextrina, como as representadas na Figura 5,
tém estrutura tridimensional semelhante & de um cone ou de um “copo
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sem fundo” e sio usualmente representadas como tal nas publica¢oes
em geral (Figura 6).

Figura 5 — Representacoes das estruturas quimicas das ciclodextrinas
o, B ey, consistindo em seis (1), sete (2) e oito (3) unidades de a-d-
glucopiranésido, respectivamente
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Fonte: Adaptado de Myrick et al. (2014).

Figura 6 — Nanoparticulas baseadas em ciclodextrina para entrega
sistemdtica de siRNA. Ilustragdo esquemdtica do sistema de entrega. As
moléculas de polietileno glicol (PEG) sao terminadas com adamantano
(AD), que forma complexos de inclusio com ciclodextrina na superficie
para decorar a superficie da nanoparticula com PEG para estabilizagao
estérica e PEG-TF para encontrar o alvo

Polimero contendo ciclodextrina

YV Y
+

SIRNA \\M —

Auto-montagem

AD-PEG I !ngante AD-PEG

Fonte: Adaptado de Mizrahy e Peer (2012).




A quitosana, polissacarideo biodegraddvel, extraida de crustdceos,
tem sido utilizada para formar carreadores de DNA interagoes eletros-
téticas. A formagio de plasmideos carreadores de moléculas de DNA e
transferrina também foi possivel, gerando alta especificidade e distri-
buigao das nanoparticulas (BORCHARD, 2001; MAO et al., 2001).

Uma nova técnica para tratamento de cincer proposta recente-
mente foi um carreador de RNA interferente pequeno (do inglés,
siRNA) colina quinase, feito com polimero dextrano (Figura 7). Os
pesquisadores observaram que, em tumores malignos, hd uma maior
atividade de colina quinase, por isso, sua associagdo ao siRNA como
forma de entrar na célula doente (CHEN et al., 2016).

Figura 7 — Procedimento sintético de geragao de um amino-dextrano
degraddvel carreador de siRNA. 1. Dextrano com grupo acetal. 2.
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18,

TESTES DE TOXICIDADE EM ANIMAIS EXPERIMENTAIS
VOLTADOS PARA A PESQUISA E 0 DESENVOLVIMENTO
DE PRODUTOS PARA A SAUDE

BRUCE SOARES CARDOSO
CATIA LIRA DO AMARAL
VANESSA CRISTIANE SANTANA AMARAL

fim da Segunda Guerra Mundial revelou as atrocidades cometi-

das nos campos de concentragio nazista, onde experimentos

médicos foram realizados em seres humanos. No Cédigo de

Nuremberg, criado a partir do horror nazista, constam as primei-
ras diretrizes éticas internacionais para a pesquisa cientifica em seres
humanos. Essa normatiza¢ao ganhou novo impulso no inicio da década
de 1970, com a divulgagao do estudo de sifilis nao tratada realizado no
Estado do Alabama (EUA). No estudo de Tuskegee, como ficou conhe-
cido, 399 pacientes negros com sifilis tiveram o avango da doenga inves-
tigado ao longo de quatro décadas sem tratamento e sem o devido diag-
néstico, enquanto acreditavam receber acompanhamento médico
gratuito oferecido pelo Servigo de Saude Publica (CDC, 2015). Essas
atrocidades contribuiram para a cria¢io de leis internacionais mais rigo-
rosas para nortear a pesquisa cientifica envolvendo seres humanos.
Desde entao, animais de laboratério tém sido utilizados como uma
alternativa no processo de investigacio de doencas que afligem a huma-
nidade e em testes que avaliam novas moléculas farmacologicamente

ativas (WHO, 2004).

A realizacao de testes de toxicidade em animais experimentais visa
predizer os efeitos téxicos decorrentes da exposicao de compostos
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quimicos aos seres humanos. As espécies a serem utilizadas nos estudos
devem ser selecionadas com base em sua relevincia para a extrapolagio
de dados aos humanos (ANVISA, 2013). A escolha pelos mamiferos
como os ratos ¢ os macacos justifica-se pela necessidade do uso de
animais filogeneticamente mais proximos dos seres humanos do que
outras cobaias nao mamiferas. Eles sao metabolicamente mais comple-
xos que culturas de células e geram dados toxicoldgicos mais confidveis
e passiveis de extrapolagao para os seres humanos (WHO, 2004). Sendo
assim, os estudos nao clinicos realizados em animais fornecem os
conhecimentos bédsicos necessirios para iniciar a fase clinica da prospec-
¢ao de novos medicamentos, ou seja, a fase em que os testes sao realiza-
dos em humanos.

Todavia, estudos de toxicidade em animais experimentais
também demandam estrita atengdo aos postulados éticos. A comuni-
dade cientifica internacional enfatiza a necessidade de que ensaios
toxicolégicos sejam conduzidos de acordo com os principios dos 3 Rs
(Substitui¢ao, Redugao e Aprimoramento, do inglés: “Replacement,
Reduction and Refinement”) elaborados por Willian Russell e Rex
Burch em 1959, como resultado dos trabalhos do comité criado pela
Federagiao das Universidades para o Bem-estar Animal (Universities

Federation for Animal Welfare — UFAW) (CAZARIN; CORREA;
ZAMBRONE, 2004).

O principio da Redugdo (Reduction) implica adotar ou desen-
volver protocolos que utilizem o menor nimero possivel de animais
por experimento, evitando a replica¢ao e a adogio de modelos animais
cujos resultados jd tenham, previamente, mostrado que nio podem
ser eficientemente extrapolados para a espécie humana. O principio
do Aprimoramento (Refinement) consiste no aperfeicoamento das
metodologias de investigagao com o objetivo de minimizar o descon-
forto e o sofrimento do animal experimental antes, durante e depois
da realiza¢do dos testes. Por fim, o principio da Substitui¢ao (Repla-
cement) evoca a necessidade do desenvolvimento de modelos alterna-
tivos que possam, em ultima instincia, abolir o uso de animais expe-
rimentais. Amparado no desenvolvimento tecnoldgico, o principio da
Substitui¢ao aposta no aprimoramento dos ensaios iz vitro, especial-



mente aqueles que fazem uso de células ou tecidos humanos (ensaio ex
vivo) e, mais recentemente, na criacio de modelos computacionais
capazes de predizer os efeitos toxicolégicos de determinado xenobié-
ticoem um organismo virtual (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE,
2004). Assim, o pesquisador/institui¢ao precisa elaborar protocolos
experimentais eticamente respaldados nos principios dos 3 Rs e condi-
zentes com as exigéncias regulatérias.

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (Anvisa)
publicou, em 2013, o Guia para Condugao de Estudos Nao Clinicos de
Toxicologia e Seguranca Farmacolégica Necessdrios ao Desenvolvi-
mento de Medicamentos, no qual discute e orienta sobre a realizagao de
estudos de toxicidade de dose tnica, dose repetida, genotoxicidade,
tolerincia local, seguranga farmacolégica e toxicocinética, carcinogeni-
cidade e, por fim, estudos de toxicidade reprodutiva (ANVISA, 2013).
Embora a Anvisa nio proponha métodos alternativos a experimentagao
animal no guia citado, a agéncia reguladora afirma que:

Caso o pesquisador/institui¢io consiga comprovar a seguranga
desses farmacos por outros estudos cientifica e tecnicamente
mais vidveis, os dados apresentados poderio ser avaliados pela
Anvisa. O uso de métodos alternativos iz vitro em substituicio

a estudos 7 vivo, desde que validados e aceitos internacional-
mente, sio recomendados (ANVISA, 2013).

Diante da importante contribui¢ao do conhecimento advindo de
estudos que utilizam animais de experimentagao, abordaremos, neste
capitulo, os principais protocolos utilizados em testes de dose tinica e
repetida, reprodutiva e genotoxicidade utilizados na pesquisa e desen-
volvimento de produtos para satide no Brasil. Esses testes sao regula-
mentados pela Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008 (BRASIL, 2008),
que dispde sobre a criagdo e a utilizagao de animais em atividades de
ensino e pesquisa em todo o territério nacional. As diretrizes dessa lei
aplicam-se apenas aos animais do filo Chordata, subfilo Vertebrata, ou
seja, animais com presenca de notocorda durante o desenvolvimento
embriondrio. Ademais, a referida lei criou o Conselho Nacional de
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Controle de Experimentagiao Animal (CONCEA) e estipulou a obriga-
toriedade da constituicio de Comissées de Etica no Uso de Animais
(CEUAS) em todas as instituigoes que realizam atividades de pesquisa e
ensino envolvendo animais. O CONCEA estabelece resolugoes norma-
tivas para que os principios dos 3Rs sejam aplicados. Inclusive, reco-
nhece métodos alternativos ao uso de animais em atividades de pesquisa
no Brasil.

Testes de toxicidade de dose tinica

Os testes de toxicidade de dose Ginica em animais, também conhe-
cidos como testes de toxicidade aguda, sao uma exigéncia regulatéria no
processo de desenvolvimento de medicamentos destinados ao consumo
humano. Eles auxiliam na selecao das doses adotadas na fase 1 dos estu-
dos clinicos, fornecem dados importantes sobre overdose do composto
testado, a classifica¢do de risco ambiental e para satide humana. Além
disso, informativos de seguranga que deverao constar na embalagem de
um provével medicamento também podem ser definidos a partir da

anilise de dados gerados pelos testes de toxicidade aguda (FDA, 1996).

Nesses testes, sao avaliados os efeitos téxicos gerados pela adminis-
tragao de uma ou mais doses de um composto ou mistura de compostos
(substincia(s)-teste) por um periodo de até 24 horas, em, no minimo,
duas diferentes espécies de mamiferos (roedores ou nao roedores), que
devem ser mantidos sob observacao por 14 dias apds a administragao
(duas vezes no dia da administragao e, no minimo, uma vez por dia nos

14 dias subsequentes) (ANVISA, 2013).

Os animais experimentais devem ter entre 8 e 12 semanas de idade
e ser do mesmo sexo (geralmente fémeas). Todos os sinais clinicos de
toxicidade devem ser registrados, incluindo informagoes sobre o surgi-
mento, duragio e reversibilidade dos efeitos adversos. Ao final do expe-
rimento, deve ser realizada a necropsia de todos os animais e, se possi-
vel, a andlise histopatolégica. Esses procedimentos também tém que ser
realizados em animais moribundos e naqueles que vierem a morrer ao
longo do experimento, e devem ser computados na interpretagio dos
resultados (OECD, 2008a).



Em estudos de toxicidade aguda, a dose testada nao deve ultra-
passar 1000 mg/kg/dia. Quando essa dose representar menos de 10
vezes a dose de exposicao clinica, pode-se adotar a mdxima dose
disponivel, que corresponde a dose 10 vezes maior que a dose clinica
ou 2000 mg/kg/dia (ANVISA, 2013). Todavia, protocolos internacio-
nais adotam intervalos de dose que variam de 5 a 2000 mg/kg/dia.
Em alguns paises, nao incluso o Brasil, chega a ser admitida a dose de
5000 mg/kg/dia. Substincias pouco téxicas podem ser testadas na
maior dose vidvel, respeitada a dose limite no Brasil, que é de 1000
mg/kg/dia. J4 as substincias téxicas, sabidamente irritantes ou corro-
sivas, nao devem ser testadas em doses que causem sofrimento exces-
sivo ao animal (OECD, 2001¢).

A via de administra¢ao pretendida para o uso em humanos deve
ser a mesma adotada no estudo, que também deve incluir a via parente-
ral para dirimir quaisquer diferengas entre a biodisponibilidade da
substincia teste no animal experimental e nos seres humanos. Caso a
via parenteral seja a pretendida para uso humano, o teste de dose tinica
s6 precisa ser realizado por essa via (ANVISA, 2013).

Os testes de dose letal para 50% dos animais testados (DL50), que
durante anos foram usados como um importante indicativo de toxici-
dade aguda, foram banidos dos protocolos da Organisation for Economic
Co-operation and Development (OECD) em 2002 e jd ndo eram exigi-
dos pela Food and Drug Administration (FDA) desde 1983 (CAZARIN;
CORREA; ZAMBRONE, 2004). Ao invés do protocolo de n° 401 da
OECD, que previa a determinagdo da DL50, métodos alternativos
preconizados pela OECD, como os de doses fixas (OECD 420), classe
toxica aguda (OECD 423) e up and down (OECD 425), sao os reco-
mendados pela Environmental Protection Agency (EPA) dos Estados
Unidas da América (EPA, 1996), pelo CONCEA e pela Anvisa no
Brasil (OECD 2001a,b; 2008a). Embora a letalidade ainda seja o ponto
final desses protocolos alternativos, todos os trés observam os principios
de Redugio e Aprimoramento.

Os dados obtidos nos testes de toxicidade aguda norteiam a esco-
lha das doses nos testes de toxicidade de doses repetidas e, ainda, podem
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indicar os érgaos mais atingidos pelos efeitos téxicos da substincia teste

(ANVISA, 2013).

Testes de toxicidade de doses repetidas

Os estudos de toxicidade de doses repetidas ajudam a compreender
o impacto toxicolégico da substincia teste sobre a satide do animal,
permitem identificar a acumulagdo da substincia teste ou de seus meta-
bélitos no organismo, seus érgaos-alvo e auxiliam na defini¢ao da dose
mdxima na qual nio sao observados quaisquer efeitos (NOEL do inglés
no observed effect level) e da dose mdxima na qual nao sao observados

efeitos adversos (NOAEL do inglés no observable adverse effect level).

Complementar ao teste de toxicidade aguda, no qual os efeitos de
uma ou multiplas doses da substincia teste sio avaliados por curto
periodo (24 h), a toxicidade cronica de uma substincia é avaliada por
meio da administracio de doses repetidas, buscando avaliar o perfil
toxicol6gico da substincia teste em ao menos duas espécies de mamife-
ros (roedor e nio roedor) por um periodo que pode variar, no minimo,
de 2 semanas a 9 meses (Tabela 1). A OECD preconiza a realizagio de
testes de toxicidade de doses repetidas nos quais a substincia teste é
administrada por 28 dias consecutivos em roedores (OECD 407)
(OECD, 2008b). Caso os dados obtidos no estudo de 28 dias indiquem
a necessidade de uma avaliagao mais prolongada, é recomendado o teste
por 90 dias, também em roedores (OECD 408) (OECD, 1998a).
Ademais, a anilise dos efeitos adversos e dos dados toxicocinéticos
observados nos estudos de toxicidade de doses repetidas com roedores
pode indicar a necessidade de uma avaliagdo em uma espécie nao
roedora pelo periodo de 90 dias (OECD 409) (OECD, 1998b). Como
citado anteriormente, para o registro de medicamentos no Brasil, a
Anvisa requer que o teste seja realizado em duas espécies de mamiferos,
incluindo uma nio roedora.



Tabela 1 — Critérios adotados para realizagiao dos testes de toxicidade
de dose tinica e doses repetidas segundo guia para a condugio de estu-
dos nio clinicos de seguranga farmacoldgica necessdrios ao desenvolvi-

mento de medicamentos

Testes de toxicidade

Critérios
Dose tinica Doses repetidas
Objetivo f:;;:;:;:icgiiijje Fornecer dados de toxicidade cronica
Vias Pretendida para uso Pretendida pra uso humano e
Administracio humano e parenteral parenteral
Periodo 24h Minimo de 2 semanas a 9 meses
Didria,
Observagao 14 dias
enquanto durar o teste
Espécie 2 espécies de mamiferos 2’espécies de mamiferos, sendo uma
nio roedora
10 a 20 (roedores)
Ndmero 5 a9 (roedores)
Animal 8 (ndo roedores)
Sexo Machos ou fémeas Machos e fémeas
Adultos Jovens
Idade
(8-12 semanas) (Ap6s desmame)
Dosagem* 1000 mg/kg/dia 1000 mg/kg/dia
Massa corporal Massa corporal
Sinais clinicos Sinais clinicos
Mortalidade Mortalidade
Consumo de dgua e ragao
Parimetros

Anatomo-histopatoldgi-
cos

Anatomo -histopatolégicos

Bioquimicos
Hematolégicos

Oftalmolégicos (ndo roedores)

* Quando a dose representar menos de 10 vezes a dose de exposicio clinica, pode-se adotar a mdxima

dose disponivel, a dose 10 vezes maior que a dose clinica ou 2.000 mg/kg/dia.

Fonte: Adaptado de ANVISA (2013)
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Nos estudos com roedores, sao usados preferencialmente ratos, de
ambos os sexos, sendo 5 animais por grupo no estudo de 28 dias e 10
animais por grupo no estudo de 90 dias. O teste de toxicidade de doses
repetidas com animais nio roedores utiliza, preferencialmente, cies
Beagle, sendo 4 machos e 4 fémeas por grupo. Os roedores inclusos nos
testes devem ter, em seu inicio, no maximo 9 semanas de idade e os
Beagles devem ter, preferencialmente, entre 4-6 meses de idade, nunca
ultrapassando 9 meses. Um grupo controle, com o mesmo niimero de
animais, deve ser adicionado ao estudo e ser submetido as mesmas
condi¢des de manuseio a que sao submetidos os grupos tratados com a
substincia teste. Além disso, a massa corporal dos animais deve ser
avaliada e o consumo de ra¢io mensurado, pelo menos, semanalmente

(OECD,1998a,b; 2008b).

Sao testadas ao menos trés doses graduadas pela mesma via de
administracao pretendida para o uso em humanos. A substincia teste
pode ser administrada por via oral (gavagem), dissolvida na dgua ou
misturada a ragao do animal. A via parenteral deve ser testada sempre
que a substincia teste for mal absorvida pela espécie animal usada no
experimento. As doses devem ser definidas com base em dados obtidos
dos estudos de toxidade aguda, sendo que a maior dose deve provocar
toxicidade, mas nao deve ser letal e tampouco causar sofrimento severo

ao animal (ANVISA, 2013).

Ao final do estudo, todos os animais devem ser eutanaseados e
submetidos A necropsia para andlise histopatolégica. Em testes de
toxicidade de doses repetidas, sio também avaliados sinais fisicos e
comportamentais de toxicidade, as taxas de mortalidade, as variagoes
de massa corporal, os consumos de ragao e dgua, bem como as altera-
¢oes hematoldgicas e bioquimicas. Uma particularidade desses testes
¢ que eles permitem avaliar os impactos toxicolégicos da substincia
testada sobre os sistemas nervoso, endécrino e imunolégico. O agra-
vamento ou a reversibilidade dos efeitos téxicos ao longo do tempo
sdo outros dois importantes critérios avaliados nos estudos de toxici-
dade de doses repetidas. Quando sao utilizadas espécies nao roedoras,
também ¢ possivel avaliar a toxicidade oftalmolégica da substincia

teste (ANVISA, 2013). Os dados de seguranga obtidos em estudos de



toxicidade de doses repetidas suportam as fases 1, 2 e 3 da pesquisa

clinica (ANVISA, 2013).

Toxicidade reprodutiva

A teratologia ¢ a ciéncia que busca compreender as causas das
malformagoes congénitas, que sao responsdveis pelo dbito de um quinto
das criancas de até um ano de idade e um terco das criancas de até um
més de vida. Menos da metade dessas causas sio conhecidas. Nesse
contexto, os testes de toxidade reprodutiva sao uma das principais ferra-
mentas para investigar os impactos de um composto ou mistura de
compostos sobre a reprodu¢io de mamiferos (KALTER, 2003).

Os estudos nao clinicos de seguranca que abordam a toxicidade de
xenobidticos durante a reprodu¢io de mamiferos podem ser realizados
durante cada uma das fases do desenvolvimento da prole (fertilidade e
desenvolvimento embriondrio inicial, desenvolvimento pré e pés-natal,
incluindo fun¢io materna e desenvolvimento embriofetal) ou em abor-
dagem de estudo tnico que contemple todo o periodo reprodutivo, da
fertilidade ao desenvolvimento pés-natal, incluindo a fungao materna

(ANVISA, 2013).

Os estudos de fertilidade e desenvolvimento embriondrio inicial
sao realizados para avaliar o impacto do composto testado sobre a matu-
racao de gametas, comportamento no acasalamento, fertilidade para os
machos, avangando até os estdgios de pré-implantagao e implantagio
para as fémeas. Sdo ensaios que devem ser realizados em a0 menos uma
espécie roedora, preferencialmente ratos, usando machos e fémeas na

proporgao de 1:1 (ANVISA, 2013).

A maior dose testada deve ser selecionada com base em dados
disponiveis em estudos previamente publicados e deve ser administrada
pela mesma via pretendida para uso humano. Doses menores sio esca-
lonadas de acordo com estudos de toxicidade de doses repetidas de, no

minimo, um més de duragdo e deverao embasar a escolha do periodo de
administragdo da substancia testada (ANVISA, 2013; OECD, 2015).
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Durante o teste, sio observados os sinais clinicos e a mortalidade
dos animais, bem como altera¢oes da massa corporal e do consumo de
racdo. Esfregacos vaginais devem ser analisados diariamente durante
o periodo de acasalamento. Caso ndo sejam observados efeitos toxicos
no sistema reprodutor, um intervalo de tratamento pré-acasalamento
de 2 semanas para fémeas e 4 semanas para machos pode ser utili-
zado. Além disso, as fémeas devem ser eutanaseadas para a contagem
de corpos lateos, niimeros de implantagoes e de fetos vivos e mortos.
Nos machos, deve ser avaliada a viabilidade dos espertozoides conti-
dos no epididimo ou nos testiculos. ()rgéos reprodutores e outros
6rgaos com alteragbes macroscopicas devem ser preservados para

andlise histolégica (ANVISA, 2013).

Os testes de toxicidade pré e pds-natal, incluindo fun¢io materna,
devem ser realizados em fémeas adultas de, a0 menos, uma espécie
roedora, preferencialmente ratos, e estender-se da implantagio até a
lactagio. A defini¢ao da dose e da via de administragdo segue o mesmo
critério adotado para os estudos de fertilidade e desenvolvimento
embriondrio inicial (ANVISA, 2013). Sao avaliados sinais clinicos de
toxicidade e mortalidade, alteragao da massa corporal materna, morta-
lidade pré e pés-natal dos filhotes, crescimento e desenvolvimento alte-
rados, alteracoes funcionais dos filhotes, incluindo comportamento,
maturidade (puberdade) e reproducdo. Ao término do estudo, a andlise
macroscopica de todos os adultos deve ser realizada. Quanto aos filho-
tes, ¢ necessdria a contagem de fetos vivos e mortos, a avaliagao da
massa corporal ao nascimento, durante a pré e pés-lactagio, maturagao
e fertilidade, desenvolvimento fisico, fun¢oes sensoriais, reflexas e regis-
tro do comportamento da ninhada (ANVISA, 2013; OECD, 1995).
Adicionalmente, um macho e uma fémea por ninhada devem ser sele-
cionados para acasalamento na idade adulta para que, dessa forma, a
competéncia reprodutiva da prole possa ser avaliada apds o tratamento
da progenitora com a substincia teste (ANVISA, 2013).

Os estudos de desenvolvimento embriofetal sdo os inicos testes de
toxicidade reprodutiva nos quais existe a obrigatoriedade regulatéria de
testar os efeitos da substincia de interesse em duas espécies de mamife-
ros, sendo uma roedora, preferencialmente ratos e, uma nao roedora,



preferencialmente coelhos, com idade e massa corporal compativeis. Os
mesmos critérios adotados nos demais estudos de toxicidade sao utiliza-
dos para a defini¢dao da dose e da via de administragio da substincia
(ANVISA, 2013). As fémeas testadas devem ter seus sinais clinicos e a
mortalidade, bem como altera¢oes na massa corporal e no consumo de
ragdo, obervados durante todo o periodo gestacional. Por fim, as proge-
nitoras sao eutanasiadas um dia antes do parto e analisadas quanto a
presenga de alteragbes macroscépicas em 6rgaos e quanto a sua capaci-
dade reprodutiva (contagem de corpos luteos, nimero de implantagées,
avaliagdo da placenta, entre outros dados analisados em outros estudos
de toxicidade disponiveis). Cada feto da prole dever ser analisado quanto
a sua vitalidade, massa corporal e presenca de anormalidades externas

e/ou histopatolégicas (ANVISA, 2013; OECD, 2015).

Embora os estudos de toxicidade reprodutiva nio possam oferecer
informagao completa e definitiva sobre a toxicidade de quaisquer subs-
tAncias na reprodu¢io humana, ainda assim, sio um valioso recurso
inicial na busca por manifestagoes pés-natais decorrentes da exposi¢ao
pré-natal a determinado xenobiético (OECD, 2015).

Genotoxicidade

Os ensaios de genotoxicidade so utilizados para prever o potencial
de a substéncia teste produzir alteragdes genéticas em células somdticas
e/ou células germinativas. Quando ocorrem em células somdticas, as
alteragoes genéticas podem resultar em cincer ou outras doengas dege-
nerativas. Caso ocorram em células germinativas, podem gerar doencas
genéticas que sdo transmitidas para as geracoes seguintes (OECD,
2016a). Os ensaios sao realizados 7 vitro ou in vive. Bactérias ou células
de mamiferos sio utilizadas in vitro, enquanto roedores (camundongos
ou ratos) sdo utilizados i vive. E importante observar que os testes de
genotoxicidade também sdo realizados com objetivos distintos da inves-
tigacio de toxicidade da substincia teste para fins regulatérios. E possi-
vel avaliar se populagoes humanas ou de outros organismos sao afetados
por exposicoes ambientais. Essas exposicoes podem ser, por exemplo,
dgua de rios, lodo de estagoes de tratamento de efluentes ou atmosfera
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poluida de cidades e locais de trabalho. Em relagdo as amostras analisa-

das, pode-se coletar células da mucosa bucal ou de sangue humanas,
g

amostras de peixes, partes de plantas entre outras.

A OECD publica e atualiza diretrizes para a condugio de ensaios
de genotoxicidade. A Anvisa solicita o teste mutagao génica em bacté-
rias (teste de Ames) e dano cromossdémico iz vitro e/ou in vivo (AN VISA,
2013). Dependendo da substincia teste, outros ensaios podem ser
conduzidos e incluidos no dossié de solicita¢ao de autorizagdo para estu-
dos em humanos junto & Anvisa. Neste capitulo serd abordado a avalia-
¢ao de dano cromossbmico iz wvive. Nesses ensaios, fatores como
biotransformagao, farmacocinética e processos de reparo contribuem
para avaliar a resposta téxica.

Para entender dano cromossdmico, é necessdrio abordar o conceito
de mutagenicidade e genotoxicidade. Uma substincia mutagénica induz
alteragdes na estrutura do DNA ou dos cromossomos. Essas alteracoes
s40 passadas para as geragdes seguintes. Os testes de microntcleo e de
aberragdo cromossdmica detectam se a substincia é mutagénica. Por
outro lado, o termo genotoxicidade é mais abrangente e afeta a integri-
dade e estabilidade do genoma. Inclui qualquer dano ao DNA, seja
ele irreversivel ou reversivel. Pode ou nao resultar em muta¢io direta.
Portanto, o termo genotoxicidade inclui a mutagenicidade. Por exem-
plo, o ensaio do cometa, também conhecido como eletroforese alcalina
de uma unica célula, é utilizado para detectar se a substincia é genot4-
xica, uma vez que algumas quebras da fita de DNA detectadas podem
ser reparadas. Para efeitos regulatérios, é melhor priorizar os eventos
irreversiveis como a mutagénese (OECD, 2016a).

Os testes para danos cromossémicos iz vive incluidos nas diretri-
zes da OECD sio: teste de microndcleo em eritrécito de mamife-
ros, teste de aberragio cromossdmica em medula dssea de mamiferos e
ensaio de translocacio hereditdria em camundongos. Este tlltimo requer
grande nimero de animais e é raramente utilizado. Agéncias regulat6-
rias como a Anvisa geralmente solicitam o teste de microntcleo ou o de
aberragao cromossémica. Para seguir os principios dos 3Rs, a OECD
sugere que diferentes tipos de ensaios genotdxicos sejam realizados no



mesmo animal, como o teste de microntcleo em medula éssea e o
ensaio do cometa em figado. Outra estratégia ¢ aproveitar os animais
utilizados nos protocolos de doses repetidas e conduzir o teste do micro-
ntcleo ao final do periodo de tratamento. A partir de 2014, 0o CONCEA
recomenda a utilizacio do procedimento de teste de micronicleo in

vitro (OECD 487) (OECD 2016b) como método alternativo ao uso de
animais para avaliar a genotoxicidade.

O teste do micronticleo (OECD 474) (OECD, 2016¢) em eritré-
citos de mamiferos é muito utilizado para identificar substdncias que
causam quebras no cromossomo. Quando a célula precursora dos eritré-
citos é exposta a substancia teste, esta pode induzir lesdes no DNA que
resultam ou nio em quebras nos cromossomos. Durante a mitose, o
fragmento de cromossomo nao se liga as fibras do fuso mitético. Apds a
divisao celular, o fragmento permanece no citoplasma, fora do nicleo
da célula, e dd origem ao microndcleo. Durante a diferencia¢ao do
eritrocito, o nicleo do eritroblasto é excluido para formar o eritrdcito
jovem. Se houver presenga de micronticleo, ele permanece no eritrécito
(Figura 1). A causa da formac¢io do micronicleo pode ser decorrente de
eventos clastogénicos (quebras com formagao de fragmentos de croma-
tina) ou aneugénicos (perda de cromossomo inteiro que resulta em
anormalidades numéricas). A quantifica¢io da frequéncia de micronui-
cleos ¢ realizada por técnicas de microscopia de fluorescéncia com
corante laranja de acridina, microscopia éptica com corante Giemsa ou
citometria de fluxo. O uso da técnica de FISH (do inglés fluorescence in
situ hybridization), assim como corantes especificos de centromeros,
permite identificar o mecanismo de indu¢io de micronicleo como
aneugénico se apresentar centromero ou clastogénico se o centrémero
estiver ausente. Nas técnicas de microscopia, o eritrécito jovem apre-
senta coloragio diferente do eritrcito maduro. Assim, é possivel mensu-
rar a frequéncia de microntcleos apenas nos eritrécitos jovens. Essa
diferenciagio permite ter certeza de que o eritrcito com microntcleo é
decorrente da exposi¢ao a substincia teste e nao a exposi¢oes prévias. Esse
teste pode ser realizado em eritrécitos da medula éssea ou eritrécitos do
sangue periférico. Deve-se considerar que os ratos, semelhantes aos
humanos, tém a capacidade de retirar os eritrécitos micronucleados da
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circulagio. Esse fato justifica o periodo de coleta apds a exposicio a
substancia teste. A amostragem ¢ realizada entre 18 e 24 h para medula
dssea, enquanto que para sangue periférico é de 36 a 72 h. Periodos
superiores nao sio recomendados. Em camundongos, que nio tém a
exclusao de eritrdcitos micronucleados na circula¢io sanguinea, é possi-
vel quantificar a frequéncia de eritrécitos micronucleados em eritrécitos
maduros. Entretanto, a exposi¢io deve ser superior a 28 dias, que é o
tempo necessdrio para renovagao das hemdcias da circulagao do camun-
dongo. Recomenda-se o uso de 5 animais por grupo. E realizado com
trés doses escolhidas a partir dos ensaios de toxicidade aguda ou de
doses repetidas. Nao exceder 2000 mg/kg/dia na exposicao até 14 dias
e 1000 mg/kg/dia em tempos maiores de exposi¢ao. Devem-se incluir
controles negativos e positivos. Para as andlises microscépicas, estima-se
a frequéncia de micronticleos em 4000 eritrécitos jovens. Caso a inci-
déncia de micronicleos no controle seja menor que 0,1%, deve-se
aumentar o nimero de eritrdcitos jovens analisados. Na andlise, deve-se
estimar a citotoxicidade do tratamento por meio da proporgao de eritr6-
citos imaturos para o total de eritrdcitos (eritrocitos jovens/[eritrcitos
jovens + eritrécitos maduros]).

Nessa fase, os cromossomos estdo condensados, mas nao hd sepa-
racao das cromdtides. Observar que a colchicina deve ser administrada
antes da coleta (3 a 5 h para ratos e 2 a 5 h para camundongos). Geral-
mente, utilizam-se 5 animais por grupo. O tratamento ¢ realizado em
trés doses e a maior dose deve indicar alguma toxicidade na medula
dssea. Nao exceder 2000 mg/kg/dia na exposicao até 14 dias e 1000
mg/kg/dia em tempos maiores de exposi¢ao. Incluir controles negativos
e positivos. A andlise é feita por microscopia dptica com corante Giemsa.
Determina-se o indice mit6tico em pelo menos 1000 células por animal.
A quantifica¢do de aberragoes cromossdmicas é realizada em pelo menos
200 metafases por animal.



Figura 1 — Representagao simplificada da formagao de eritrécitos micro-
nucleados na medula ssea. Quando a célula precursora é exposta a subs-
tAncia teste, podem ocorrer danos cromossdmicos. Fragmentos ou
cromossomos inteiros sao mantidos fora do nicleo durante a mitose. ApSs
a exclusao do ntcleo do eritroblasto, os micronticleos sio visualizados nos
eritrdcitos jovens da medula dssea ou na circulagio sanguinea

Eritroblasto EIJ’ict:/C'é?_li:O E'\I;:grcci)jlgo

Prg(:éLEslira / <.> < >_>< 7)
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‘ Substancia teste ‘

Fonte: Préprios autores (2017).

O teste de aberragao cromossémica (OECD 475) (OECD,
2016d) geralmente é realizado em medula dssea de roedores. As aberra-
¢Oes cromossOmicas estruturais OCorrem nos Cromossomos ou nas
cromdtides. Identificam-se delegoes, rearranjos de cromossomos e trans-
locagdes, que sdo visualizadas mais facilmente se utilizada a técnica de
FISH. E possivel observar alteragbes numéricas nos cromossomos, mas
o teste nao ¢ planejado para detectar aneuploidia. Quando presentes, os
resultados indicam perturbagdo no ciclo celular ou citotoxicidade.
Realiza-se a coleta da medula éssea em dois tempos, sendo o primeiro
entre 12 a 18 h apés o tratamento. A segunda coleta é realizada apds 24
h da primeira coleta e somente no grupo de maior dose. Para visualizar
os cromossomos, administra-se uma substincia que cause a parada do
ciclo celular na metédfase, como a colchicina iz vivo.

Os resultados para cada animal devem incluir o nimero de aber-
racoes por célula e a porcentagem de células com aberragées cromos-
sdmicas estruturais. Células com gaps, poliploides e cromossomos
endoreduplicados sao registrados separadamente. Para evitar interfe-
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réncia de artefatos durante a preparagio, o nimero de centrémeros
nao deve ser menor que 2 vezes o nimero haploide de cromossomos
para a espécie (7 + 2).

Conclusoes

O presente capitulo revisou alguns ensaios em animais para avaliar
a toxicidade. Além dos estudos citados, outros sao utilizados para carac-
terizar a toxicidade antes da realizacao de ensaios clinicos em humanos,
por exemplo, estudos de carcinogenicidade, toxicocinética, farmaco-
cinética, fotosseguranca, farmacoldgicos, imunotoxicoldgicos, entre
outros. A escolha do teste depende de como a substancia serd utilizada.
E importante observar que os testes de toxicidade em animais sio execu-
tados para caracterizar os efeitos toxicos que a substincia possa causar e
nao para mostrar que a substincia teste é plenamente segura. Os resul-
tados sdo utilizados para estabelecer os limites de exposi¢ao, assim
como, as doses a serem utilizadas nos ensaios clinicos em humanos. A
experimenta¢ao em animais continua sendo uma prética disseminada
em todo mundo. Todavia, a emergéncia de métodos baseados nos prin-
cipios dos 3 Rs contribui grandemente para minimizar o uso e o sofri-
mento das espécies animais experimentais.
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USO DE PRODUTOS ALTERNATIVOS AOS
ANTIMICROBIANOS NA AVICULTURA

ELIETE SOUZA SANTANA
MARIA AUXILIADORA ANDRADE
ROBSON RODRIGUES SANTANA

avicultura destaca-se entre as atividades do setor agropecudrio
mundial, com indices de produg¢ao em constante crescimento. O
aumento na produ¢io de carne de frangos foi consequéncia de
avancos em genética, nutri¢ao, sanidade e manejo, que elevaram

os niveis de produtividade e desempenho (VASCONCELOS, 2015).

O setor avicola tem se destacado, devido a grandes investimentos
tecnolégicos, passando a atividade a ser de grande importancia econd-
mica e representa, atualmente, 2% do Produto Interno Bruto (PIB) do
pais e movimenta mais de 7 bilhoes de délares ao ano. Nos tltimos 20
anos, a produgio de frangos por ano saltou de 2.469,7 milhoes de tone-
ladas para 4.304,1 milhoes de toneladas em 2015 (UBABEF, 2016).

O Brasil ¢, na atualidade, o segundo maior produtor mundial de
commodities avicolas e também o primeiro exportador de carne de frango.
Dentre as muitas agoes adotadas para manter-se nesse patamar de grande
exportador, o Brasil tem buscado adaptar-se as exigéncias internacionais,
atendendo as legislacoes vigentes sobre restri¢io do uso de antimicrobia-
nos como promotores de crescimento na alimentagao dos animais.

Em virtude do répido ciclo de produgio e da grande demanda por
produtos de origem avicola, a produgao de frangos tem direcionado
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esforcos nos ultimos anos na mdxima produgio de proteina animal em
menor tempo possivel. Ressalta-se que a utilizaco dos antimicrobianos
em vdrias fases do ciclo de produgio das aves tem contribuido para
maximizar a produtividade nessa espécie. Portanto, além do seu uso na
terapia, os antimicrobianos tém aplica¢ao em medidas de profilaxia e
como promotores de crescimento. De acordo com UBABEF (2016),
isso tem reduzido o valor terapéutico desses compostos, tanto para o
tratamento das doencas animais, quanto para a sua aplicagio em huma-
nos devido ao decréscimo da suscetibilidade desses microrganismos.

Devido ao surgimento de problemas relacionados ao uso de anti-
microbianos na ra¢ao de animais, principalmente em relagao a satide
publica, seu uso tem sido restringido, levando ao estudo por parte de
cientistas e empresas de potenciais produtos alternativos. Considerando
tais aspectos, buscou-se fazer uma revisiao de literatura a respeito do
conhecimento da microbiota intestinal e dos principais produtos alter-
nativos aos antimicrobianos utilizados na avicultura.

A polémica da utilizagido de antimicrobianos na produgio de aves

Os antimicrobianos tém sido utilizados como promotores de cres-
cimento na produgao de frangos de corte hd mais de cinco décadas,
sustentando a cadeia avicola, melhorando o desempenho animal, a
conversao alimentar e diminuindo a mortalidade causada por infec¢oes
clinicas. Os antimicrobianos promovem, assim, o barateamento do
custo do alimento para o consumidor, pois causam o encurtamento dos
dias de abate para o mercado, fazem que haja mais ciclos produtivos por
unidade de tempo, menor desperdicio e potencial redugio no impacto
ambiental e reducio da incidéncia de doencas (TORRES et al., 2015).

Apés anos de uso de antibidticos, como promotores de cresci-
mento na alimentagao de aves, alguns questionamentos foram levan-
tados. Entre eles, se esses produtos continham os mesmos principios
ativos de antibiéticos utilizados na terapéutica humana ou se apresen-
tavam moléculas cuja estrutura induzia resisténcia cruzada a antibié-
ticos administrados em humanos. Residuos desses antibidticos pode-
riam permanecer na carne e, assim, ser transmitidos ao consumidor



final, propiciando o aparecimento de resisténcia de bactérias intesti-
nais aos promotores de crescimento (FUKAYAMA et al.,, 2005),
evidenciando que a sadde dos animais produtores de alimento estd
diretamente relacionada a satide humana.

Esse fato ndo seria apenas tedrico, como pode ser exemplificado
com o ocorrido com as fluorquinolonas na criagao avicola. Um estudo
desenvolvido nos Estados Unidos da América (EUA), de 1992 a 1998,
mostrou haver um aumento de infecgoes ligadas a concessao de licenga
para uso de fluorquinolonas na produgao de frangos. Assim, verificou-
se um aumento na incidéncia de Campylobacter jejuni resistente, infec-
tando pessoas, que foi relacionado ao consumo de frangos contamina-
dos por Campylobacter. Essa resisténcia ocorreu primariamente apés
1995, o que coincide com a data que as quinolonas foram aprovadas
para uso nas aves como aditivo na dgua de beber (GORNIAK;
SPINOSA, 2007).

Estudos realizados indicam que a simples retirada dos antibidticos
promotores de crescimento da dieta de frangos de corte leva a uma dimi-
nui¢ao média no desempenho das aves de 3% a 7%, além do impacto
negativo sobre a satide animal e aumento da mortalidade. Provavelmente,
a proibi¢ao total dos antibiéticos promotores de crescimento resultard em
menor lucratividade para o setor (LANGHOUT, 2005).

Segundo Ito et al. (2005) e Souza et al. (2015), os antibidticos
promotores de crescimento sao prescritos para controlar ou equilibrar a
proliferacao de bactérias Gram-positivas que liberam metabdlitos t6xi-
cos que comprometem o ganho de peso.

Mas, para Gérniak e Spinosa (2007) os antibidticos promotores de
crescimento podem acarretar problemas potenciais a satide do homem,
como toxicidade, alergia e desenvolvimento de resisténcia, razao pela
qual vém sendo criticados severamente. Além disso, causam efeitos tera-
togénicos, carcinogénicos e mutagénicos, o que tem trazido preocupa-
¢oes a satde publica.

Entretanto, em consequéncia do banimento dos antimicrobianos
na ra¢io dos animais, na Europa, tornaram-se necessarios o conheci-

SHIVNITIIOSIAYALNI SYOLLY¥d d SHYIAVS :HANVS VA SYIONTID)

357



S Va SVIONFID)

0

SHIVNITIIDSIAYALNI SYOLLYYd 4 SHIHIVS ANV

358

mento e a criagdo de meios de manipula¢io da microbiota intestinal
através de produtos alternativos, para compensar as perdas de produti-
vidade com a retirada dos antimicrobianos promotores de crescimento

da dieta.

Principais produtos alternativos aos antimicrobianos na avicultura

Desde a segunda metade da década de 90, vdrios paises importa-
dores de carne de frango tém aumentado as exigéncias quanto a utili-
zagao de promotores de crescimento. Em 1999, a Uniao Européia
baniu o uso de cinco antibiéticos promotores de crescimento (avopar-
cina, bacitracina de zinco, espiramicina, virginiamicina e tilosina) e
em 2006 também foram proibidas a utilizagdo de mais quatro subs-
tAncias: monensina, salinomicina, avilamicina e flavofosfolipol. Dessa
forma, hd necessidade em substituir os antibidticos por substancias
naturais, que garantam a eficdcia nutricional das empresas produtoras
de frangos de corte sem deixar residuos (AGROBRASIL, 2008;
LEMOS et al., 2016).

Em escala mundial, estima-se em 27 mil toneladas a quantidade
de antibidticos usados em saide animal. Desses, 25% foram usados
dentro da Unido Europeia, sendo 50% destinados a fins terapéuticos,
25% incorporados na alimentagdo, com o objetivo de promover o cres-
cimento, e 25% usados na prevenc¢do da coccidiose em frangos e perus
de carne, como aditivos alimentares ionéforos (COSTA, 2007).

H4 consenso em vdrios paises que o uso indiscriminado de anti-
bidticos na produg¢io animal é uma das causas do aumento da resistén-
cia antimicrobiana devido a selecao de bactérias resistentes (DIARRA
et al., 2014). Na andlise do perfil de resisténcia de 195 amostras de S.
Enteritidis de origem humana e nio-humana, isoladas entre 1996 e
1999, frente a 19 agentes antimicrobianos, verificou-se resisténcia em
63,5% das cepas, com a maioria delas resistente a apenas um ou dois
antimicrobianos. Entretanto, observaram-se, também, algumas cepas
multirresistentes a até sete antibidticos, principalmente nas amostras de

origem humana (TAVECHIO et al., 1999).



Buscando atender as exigéncias mercadoldgicas, as empresas avico-
las passaram a investir em produtos alternativos aos antimicrobianos
para producio de aves com ragoes isentas de promotores de crescimento.
Entre os chamados “alternativos aos antimicrobianos”, estao os probi6-
ticos (microrganismos vivos), prebidticos (carboidratos especificamente
utilizados por um grupo de bactérias desejéveis), dcidos organicos, enzi-
mas e extratos de ervas/6leos essenciais (ﬁtoterépicos ou nutracéuticos)
(DIARRA et al., 2014).

Probiéticos

Probiéticos sao microrganismos vivos, capazes de afetar benefica-
mente o hospedeiro, melhorando o equilibrio de sua microbiota intesti-
nal, competindo com a biota patogénica por nutrientes, locais de adesao
no epitélio intestinal e sintetizando metabdlitos (icidos orginicos),
podendo realizar a “exclusao competitiva” de bactérias indesejaveis,
criando resisténcia ao crescimento de organismos patogénicos

(JUNQUEIRA; DUARTE, 2005; KURITZA et al., 2014).

Ao longo dos anos, a palavra “probiético” vem sendo usada de diver-
sas maneiras, (FULLER, 1989) tendo como caracteristicas ideais: ser do
hospedeiro de origem; nao patogénico; resistir ao dcido géstrico e bile;
aderir no epitélio e muco; persistir no trato intestinal; produzir compo-
nentes inibitdrios; modular a resposta imune e alterar a atividade micro-

biana local (LEMOS etal., 2016; PATTERSON; BURKOLDER, 2003).

Os probidticos trazem beneficios 4 satide do hospedeiro, nao
deixam residuos nos produtos de origem animal e nio favorecem o
aparecimento de resisténcia bacteriana a drogas (NEPOMUCENO;
ANDREATTTI, 2000).

Os probidticos podem conter bactérias totalmente conhecidas e
quantificadas ou culturas bacterianas nio conhecidas. Os principais
microrganismos bacterianos considerados como probiéticos sao aqueles
dos géneros Lactobacillus e Bifidobacterium, além de Escherichia, Entero-
coccus e Bacillus KURITZA et al., 2014; MORALIS; JACOB, 20006).
Na composi¢ao da maioria dos probidticos, dois géneros bacterianos se
destacam: os Lactobacillus e os Bifidobacterium. Entretanto, de acordo
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com Ferreira (2000), quanto maior for a heterogeneidade de microrga-
nismos que compéem a cultura, maior a eficicia do probidtico, ou seja,
a atuagdo estd estritamente dependente da quantidade e caracteristicas
das cepas dos microrganismos utilizados na elaboragao.

Os mecanismos de ac¢ao dos probidticos nio estao totalmente
elucidados e compreendidos, porém, sabe-se que a atuagio estd relacio-
nada & competi¢ao por sitios de ligacao (exclusao competitiva), ou seja,
as bactérias probidticas ocupam sitios de ligagdo na mucosa intestinal,
formando uma barreira fisica as bactérias patogénicas. Além desse
mecanismo, as bactérias probidticas competem por aminodcidos e
agucares, auxiliando a inibi¢ao de bactérias enteropatogénicas. Podem,
ainda, produzir 4cidos orginicos e bacteriocinas que reduzem o pH
intestinal e nao permitem o desenvolvimento bacteriano. Além disso,
podem estimular o sistema imune a produzir anticorpos, pela ativagio

de macréfagos, proliferagao de linfécitos (LUQUETTT et al., 2005).

Os probidticos podem melhorar o aproveitamento dos alimentos e
reduzir a excre¢ao de nutrientes. O uso de probidticos com alta ativi-
dade enzimdtica fornece beneficios adicionais nos termos de reduzir— se
custo do suplemento enzimdtico (KURITZA et al., 2014).

Pedroso et al. (2005) realizaram um estudo coletando amostras de
animais de cinco lotes provenientes de diferentes incubatérios da regiao
de Sao Paulo. Observou-se uma considerdvel populagio bacteriana
proveniente do tubo digestivo dos pintos jd no primeiro dia de vida,
sugerindo que a coloniza¢ao do TGI pela microbiota em aves pode se
iniciar antes mesmo da eclosio. Sendo assim, uma possivel alternativa
seria a utilizagao de probidtico, inoculado via ovo, para fornecer bacté-
rias benéficas aos pintos antes da eclosio e permitir a colonizagao de
bactérias desejdveis, antecipando a maturidade do TGI das aves

(DIARRA et al. 2014; OLIVEIRA, 2004).

Leandro et al. (2004), inoculando “in ovo” probidticos (Lactoba-
cillus casei, Lactobacillus plantarum e Enterococus faecium) aos 17 dias de
incubacdo e tendo como desafio Salmonella Enteritidis inoculada via
papo logo apés a eclosao, encontraram que pintos desafiados apresenta-
ram melhores resultados quando receberam probidtico. Os mesmos



autores observaram que, aos sete e 21 dias de idade, a Salmonella Ente-
ritidis foi identificada somente nas aves desafiadas que nao receberam o
tratamento do probidtico, sugerindo que as bactérias probiéticas evita-
ram a colonizagao do TGI das aves pela bactéria patogénica.

Tem sido relatado que alguns probidticos afetam a translocagao
(passagem de microrganismos através de mucosas) bacteriana a partir
do intestino, o que seria de grande importincia para evitar as infecgoes
de origem entérica, entre as quais as salmoneloses tém destacada impor-
tancia (SANTOS; TURNES, 2005). Line et al. (1998) nio observaram
a colonizagao por Salmonella apés a utilizagio de probiético, porém,
nao houve o mesmo efeito com relaciao ao Campylobacter. Ja Hakkinen
e Schneitz (1999) obtiveram como resultado a reduciao da colonizagio
de Campylobacter jejuni no ceco.

Prebidticos

O termo prebiético ¢ utilizado para designar um ou grupo de
ingredientes alimentares que nao sao digeridos pelas enzimas digestivas
normais, mas que atuam estimulando seletivamente o crescimento e/ou
atividade de bactérias benéficas no intestino que tém, por acio final,
melhorar a sadde do hospedeiro. Alguns agticares absorviveis ou nao,
fibras, dlcoois de agticares e oligossacarideos estao dentro desse conceito

(BRITO etal., 2013; JUNQUEIRA; DUARTE, 2005).

Para que um componente alimentar seja classificado de prebidtico,
nao deve ser hidrolisado nem absorvido na parte superior do trato
gastrointestinal, deve ser um substrato seletivo para uma ou um niimero
limitado de bactérias comensais benéficas no limen intestinal, as quais
sdo estimuladas a crescer e/ou ativadas metabolicamente I TURRINO,
2004; PESSOA et al., 2012).

Os prebidticos compreendem ingredientes nutricionais nao digeri-
veis que atuam como inibidores de adesao de bactérias patogénicas na
superficie epitelial e que potencializam o crescimento das populagoes de
bifidobactérias e lactobacillus. Esses produtos afetam beneficamente o
hospedeiro, ativando o metabolismo de uma ou mais bactérias benéfi-
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cas, induzindo a efeitos desejdveis sistémicos ou na luz intestinal

(ANDREATTT FILHO, 2008; BRITO et al., 2013).

As substancias que mais tém sido estudadas como aditivos alimen-
tares prebidticos sdo os oligossacarideos, especialmente os frutooligossa-
carideos (FOS), glucoligossacarideos (GOS) e mananoligossacarideos
(MOS). FOS sao polimeros ricos em frutose, podendo ser naturais deri-
vados de plantas (inulina) ou sintéticos resultantes da polimerizagao da
frutose (GIBSON; ROBERFROIDE, 1995). GOS e MOS sao obtidos
da parede celular de leveduras, tendo em sua constitui¢ao, principal-
mente proteina e carboidrato. O MOS consiste de fragmentos de
Saccharomyces cerevisae com uma estrutura complexa de manose fosfo-
rilada, glicose e proteina (MACARIL; FURLAN, 2005; SANTANA et
al., 2011).

Xu et al. (2003) relataram que o ndmero de Bifidobacterium e
Lactobacillus aumentou pela administragao de prebidticos na dieta de
pintos. No intuito de verificar se o fornecimento de prebiéticos poderia
promover o aumento de populagdo bacteriana comensal do TGI, impe-
dindo que outros microrganismos indesejéveis se estabelecam, Janssens
et al. (2004), fornecendo frutoligossacarireos na dgua de bebida para
pombos, verificaram que o prebidtico nio favoreceu a eliminagio de
Salmonella Thyphimurium testada como desafio.

Lan et al. (2005), realizando uma pesquisa com microrganismos e
prebiéticos, descreveram que prebidticos na dieta de aves aumentam sua
imunocompeténcia por eleva¢io dos niveis de anticorpos plasmaticos.
Também Loddi et al. (2006) relataram que monooligossacarideos
possuem caracteristicas especificas que permitem reduzir a colonizagao
de patdgenos no organismo, causando beneficios a satide do animal.

Embora os prebi6ticos sejam descritos na literatura como benéficos
a digestibilidade dos nutrientes e, consequentemente, a melhora do
desempenho, Oliveira et al. (2005) utilizando o mananoligossacarideo
(MOS) em dois niveis, 0% e 0,1 % na ragao, observaram que nio houve
efeito sobre os pardmetros de desempenho comparando com aves que
receberam ragao controle (com antibidtico).



A principal forma de agio dos prebidticos é sobre a modulagao
benéfica da microbiota nativa presente no hospedeiro e os efeitos resul-
tantes do uso de prebidticos sio evidenciados pelo crescimento das
populagoes microbianas benéficas, pela melhora nas condi¢oes lumi-
nais, aumentando seu valor osmético IMMERSEEL et al., 2004), nas
caracteristicas anatdmicas do trato gastrintestinal, promovendo o
aumento da superficie de absor¢io da mucosa intestinal e no sistema
imune e, em alguns casos, pela melhora no desempenho animal

(PESSOA et al., 2012; SILVA; NORNBERG, 2003).
Em funcio da capacidade dos oligossacarideos MOS de bloquear

a aderéncia de patdgenos e evitar a colonizagio intestinal, uma grande
quantidade de pesquisas foi direcionada, no sentido de conhecer, deta-
lhadamente, os beneficios da adigao desse prebidtico nas dietas de
frango de corte. Foi observado por Collett (2000) melhor conversao
alimentar, ao fornecer de 0,5 a 3% de mono-oligossacarideo para fran-
gos de corte (1 a 10%), em comparagdo ao tratamento sem O
mono-oligossacarideo.

Segundo Macari e Furlan (2005), a utilizagao de parede celular de
Saccharomyces cerevisae na dieta de frangos de corte causa aumento signi-
ficativo dos vilos intestinais nos trés segmentos na primeira semana de
vida dos pintos. Line et al. (1998), utilizando leveduras do género Saccha-
romyces boulardi, constataram a redugio da colonizagio de salmonelas.

Simbidticos

Os suplementos simbi6ticos sao uma mistura de espécies probidti-
cas, atuantes no intestino delgado, além dos prebidticos, que estimulam
as bactérias ja existentes no célon (PATTERSON; BURKHOLDER,
2003). Atuam beneficamente o hospedeiro, aumentando a sobrevivén-
cia e a implantagdo da flora bacteriana no TGI, estimulando seletiva-
mente o crescimento e/ou ativacio do metabolismo de uma bactéria ou
um ndmero limitado de microrganismos que promovem a satde, e,
portanto, o bem-estar do hospedeiro. Dessa forma, podem-se fornecer
componentes da microbiota intestinal e também substincias prebiéticas
especificas que, em conjunto, podem estimular o desenvolvimento e a
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atividade dessa mesma microbiota, podendo potencializar o efeito de
ambos os componentes (BRITO et al., 2013).

A interagio entre o probidtico e o prebiético iz vivo pode ser favo-
recida por uma adaptagao do probidtico ao substrato prebidtico anterior
ao consumo. Isso pode, em alguns casos, resultar em uma vantagem
competitiva para o probidtico, se ele for consumido juntamente com o
prebiético. Alternativamente, esse efeito simbidtico pode ser direcio-
nado as diferentes regides-alvo do trato gastrintestinal, os intestinos

delgado e grosso (PESSOA et al., 2012; SAAD, 2006).

A combinagio entre probidtico e prebidtico poderia melhorar a
sobrevivéncia do primeiro, pela disponibilidade do seu substrato. Isso
resultaria em vantagens para o hospedeiro, tanto pela presenca da
microbiota benéfica quanto pela fermentagio IMMERSEEL et al.,
2004; SANTANA et al., 2011), que atuam também no desenvolvi-
mento fisiolégico e imunolégico do trato digestdrio, melhorando a
digestibilidade, absor¢ao de alimentos e resisténcia as infecgoes e toxi-

nas (ANDREATTI FILHO; SILVA, 2005).

A inoculag¢io constante de simbidticos reduz a incidéncia de ente-
rites, controla patégenos intestinais como as Salmonellae, Clostridium
spp., Campylobacter spp., melhorando a absor¢ao de nutrientes, a
eficiéncia alimentar, a taxa de crescimento e uniformidade dos lotes

(JUNQUEIRA; DUARTE, 2005).

Acidos orgdnicos

Acidos orgnicos sio classificados na categoria de aditivos quimi-
cos (GONZALES, 2002; PICKLER et al., 2012) e alguns empregados
na alimentag¢ao animal. Contém uma ou mais carboxilas (R-COOH) e
sa0 dcidos fracos de cadeia curta, possuindo entre um e sete carbonos.
Por essas caracteristicas, sdo apontados como agentes de atividade anti-
microbiana, em que o pH do meio desempenha papel relevante na
preservagao de racoes (DIBNER; BUTTIN, 2002). A acidifica¢io dos
alimentos tem potencial para controlar bactérias, podendo melhorar o
crescimento e a eficiéncia alimentar, eliminando microrganismos que
competem por nutrientes (ROCHA et al., 2004).



Esses efeitos positivos dos dcidos orginicos podem ser explicados
por diversos mecanismos, incluindo um efeito de redugao do pH,
propriedades bacteriostdticas e diversas propriedades metabdlicas da
porgao anidnica dos dcidos organicos apés a dissociagao (LANGHOUT,
2005; PICKLER et al., 2012).

A a¢ao antimicrobiana desses aditivos de ragoes animais ainda gera
muita discussao (BLACK et al., 2006). Possuem poder bacteriostdtico e
bactericida, desde que haja moléculas dissociadas em quantidade sufi-
ciente e tempo de contato adequado com o alvo. Segundo Le Ny (2005),
os 4cidos tém primordialmente dois modos de agao: diminuigao de pH
intracelular, desfavorecendo a permanéncia dos patégenos, e interferén-
cia na sintese de DNA pela interrup¢ao da sintese proteica.

Os dcidos organicos tém potencial para controlar todas as bactérias
entéricas, tanto patogénicas quanto nio-patogénicas. Adicionalmente,
podem melhorar o desempenho e a eficiéncia alimentar por meio da
eliminacao dos organismos que competem com a ave por nutrientes,
beneficio que também é atribuido aos antimicrobianos (LANGHOUT,
2005; PICKLER et al., 2012).

Os 4cidos orginicos sdo facilmente absorvidos através da parede
celular das bactérias, quando nio dissociados. Uma vez na célula, a
porgao anidnica do dcido danifica a estrutura do DNA e, consequente-
mente, as bactérias nao conseguem mais dividir, ou acabam morrendo.
Jd a porgao catidnica reduz o nivel do pH na célula, obrigando a bacté-
ria a utilizar sua energia para liberar os prétons, levando a uma exaustao

bacteriana (GAUTHIER, 2002).

O efeito do dcido fumdrico sobre o desempenho de frangos de
corte foi verificado por Sakomura et al. (1994), que observaram redugao
no consumo de ragio e melhora na conversao alimentar, indicando o
nivel de 0,5% nas racoes. Outros dcidos também foram testados em
racoes de frangos de corte, como o dcido férmico e propidnico. Vale et
al. (1999) observaram que a adi¢ao de 2% da mistura dos 4cidos orga-
nicos reduziu o desempenho na fase inicial, ao passo que, no periodo
total (42 dias de idade), somente o consumo de racio foi afetado.
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Além do efeito bactericida, os dcidos orginicos agregam também
propriedades antifingicas. Krabbe et al. (1997) verificaram que a utili-
zagao dos dcidos propidnico e acético é eficiente para controlar o cresci-
mento fingico do milho com alto teor de umidade, desde que o arma-
zenamento nao seja superior a 40 dias para o propi6nico e 20 dias para
o acético.

Rocha (2008), ao fornecer 0,4% de misturas de dcidos organicos
na ra¢do de frangos de corte frente ao desafio com Salmonella Typhimu-
rium durante o periodo de um a 28 dias de idade, verificou que o dcido
melhorou os parimetros de desempenho e a sadde intestinal das aves.
Resultados semelhantes foram encontrados por Li et al. (2008), que
relataram que o produto na concentrac¢io de 0,5% melhorou o ganho
de peso e a conversao alimentar quando comparado ao grupo controle.

Enzimas

As enzimas exdgenas de maneira simplificada sao definidas como
catalisadores biolégicos que aceleram as reagoes quimicas. Nao sao
organismos vivos, mas sim produtos de organismos vivos como bacté-

rias e fungos (HANNAS; PUPA, 2007).

As enzimas exdégenas vém sendo utilizadas principalmente com o
objetivo de melhorar a digestibilidade de fontes alternativas de energia,
como centeio, trigo, cevada e aveia, tendo, como consequéncia, uma
melhora no ambiente dos animais ao apresentarem fezes mais secas e sem

residuo de alimento (MURAKAMI et al., 2007; SANTANA et al., 2011).

As aves nao sintetizam ou produzem em quantidades suficientes
certas enzimas enddgenas, utilizadas para a digestao dos vérios compo-
nentes quimicos encontrados nos alimentos de origem vegetal ou para
atuarem em alguns processos anti-nutricionais, como o fésforo fitico
(COSTA et al.,, 2007). As enzimas com maior potencial de utilizacio
na dieta das aves sdo a fitase, a glucanase e endoxilanase, amilase,

proteases e pectinases (LIMA, 1999).

A adigao de enzimas, em ragdes contendo ingredientes com alta
porcentagem de polissacarideos nao amildceos e/ou fatores antinutricio-



nais, melhora a digestibilidade dos nutrientes e, consequentemente,
exerce um efeito positivo sobre o desempenho de suinos e aves

(HANNAS; PUPA, 2007).

As enzimas s3o responsdveis pela clivagem dos componentes dos
alimentos, tornando os nutrientes mais disponiveis para a absor¢io. As
enzimas apresentam maior eficiéncia quando utilizadas com graos de
baixa qualidade, aumentando a disponibilidade energética e reduzindo
a variacao entre lotes do mesmo grao, resultando em melhor desempe-
nho das aves. Adicionar enzimas a dietas sem a presenga de antibiéticos
parece ser vantajoso. Tal fato decorre de que, além de bactérias patogé-
nicas, certos antibiticos também eliminam bactérias benéficas que

atuam sobre a digestao de amido e fibra (COSTA, 2007; LIMA, 1999).

Murakami et al. (2007), estudando o efeito da suplementagio
enzimdtica no desempenho e qualidade dos ovos de poedeiras comer-
ciais, concluiram que a inclusao de complexos enzimdticos nas ragoes
das aves pode maximizar o uso dos ingredientes energéticos e proteicos
das racoes. E fundamental, entretanto, uma correta avaliacdo nutricio-
nal dos ingredientes, conjuntamente com a viabilidade econémica do
uso dessa tecnologia.

Extratos de ervas e dleos essenciais

A utilizagao de extratos vegetais e plantas medicinais para huma-
nos data de milhares de anos, sendo difundida no Egito Antigo, China,
India e Grécia (FREITAS et al., 2012; MARTINS et al., 2000). Extra-
tos de ervas e 6leos essenciais tém sido usados como alimento humano
durante anos e muitos tém sido reconhecidos pelo seu beneficio 4 satide
humana e animal. E dificil distinguir entre eles, porque os dleos sio
uma mistura de fragrancia e compostos voldteis (FREITAS et al., 2012).

Os extratos herbais, utilizados como substiancias antimicrobianas,
podem controlar e limitar o crescimento e a colonizagio de numerosas
espécies bacterianas patogénicas e nao patogénicas nos intestinos
(HERNANDEZ, 2004). Hd evidéncias para sugerir que ervas e espe-
ciarias e vdrios outros extratos possuem propriedades antimicrobianas,
contudo, os mecanismos sao pouco entendidos. Efeitos de extratos
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herbais podem ser devido & maior eficiéncia na utilizagao dos alimentos,
resultando em melhor desempenho (DORMAN; DEANS, 2000;
FREITAS et al., 2012).

Estudos tém indicado atividade antimicrobiana dos éleos essen-
ciais (LEE et al., 2004) e ganharam muita aten¢io devido ao seu poten-
cial como alternativa a antibidticos. Lee e Ahn (1998) registraram que
o cinamaldeido, derivado do 6leo de canela, inibe Clostridium perfrin-
gens e Bacteroides fragilis in vitro e inibe moderadamente Bifidobacte-
rium longum e Lactobacillus acidophilus isolados de humanos.

Além disso, vdrias outras pesquisas iz vitro tém sido publicadas
com apresentagao de uma ampla atividade antimicrobiana dos 6leos
essenciais derivados da canela e do orégano (LEE et al., 2004). Entre-
tanto, o exato mecanismo antimicrobiano dos dleos essenciais é pouco
conhecido e acredita-se que esteja associado com suas propriedades lipo-
liticas e sua estrutura quimica.

Helander et al. (1998) investigaram como dois fendis isoméricos,
carvacrol e timol, e o fenilpropanoide, cinamaldeido, exercem seus efei-
tos sobre E. coli O: 157 e Salmonella Typhimurium. Tanto o carvacrol
como o timol desintegraram a membrana da bactéria, levando a libera-
¢ao de materiais associados 3 membrana. Alcangaram o interior das
células e danificaram o sistema enzimitico da bactéria. Portanto, essas
substincias obtidas de plantas apresentam efeito antimicrobiano, seme-
lhante ao dos antibidticos.

Estudos da atividade minima inibitéria, que corresponde a medida
padrio de poder bacteriostitico de extratos vegetais em alguns micror-
ganismos, demonstraram que alguns extratos sdo tao eficientes quantos
alguns antimicrobianos (KAMEL, 2000). O dleo essencial de uma
tGnica planta pode ter amplo espectro de agio bactericida in vitro. Por
exemplo, o 6leo essencial de canela, que contém cinamaldeido, eugenol
e carvacrol, apresenta atividade inibitéria contra Escherichia coli, P.
aeruginosa, Enterococcus faecalis, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella Typhimurium, Campylobac-
ter e Clostridium perfrigens (CHANG et al., 2001).



Consideragoes finais

A produgio avicola brasileira, visando ao estabelecimento como
um dos maiores exportadores, depende do bom desempenho zootéc-
nico e sanitdrio animal. O pais passa por um periodo de intensas modi-
ficacbes em sua estrutura de producdo, principalmente frente ao
mercado consumidor externo. Exigéncias quanto ao banimento de
determinados aditivos promotores de crescimento da racao das aves
implicam na necessidade de pesquisas em busca de novos produtos e de
resultados promissores que possam substituir os antibidticos.

A proibi¢ao imposta sobre os antibiéticos promotores de cresci-
mento na Unido Europeia vem promovendo intensas mudangas no
cendrio produtivo avicola brasileiro. O uso dessas substincias de forma
subterapéutica, aliado ao melhoramento genético, conhecimento das
exigéncias nutricionais e novas técnicas de manejo, permitiu a maximi-
zagao dos lucros na cadeia produtiva e o destaque da avicultura brasi-
leira no cendrio mundial.

A retirada dos antimicrobianos, que antes eram utilizados como
profildticos e promotores de crescimento em aves, tem causado a ocor-
réncia de vdrias doengas nos plantéis avicolas, havendo, entdo, a neces-
sidade de utilizagdo de antimicrobianos com efeitos curativos. Surge,
assim, uma maior utilizagao de antimicrobianos na avicultura do que
seria normalmente utilizada antes dessas novas legislacoes em vigéncia,
0 que causa sérios problemas a saide publica e 2 medicina humana,
surgindo a necessidade do uso de produtos alternativos aos antibiéticos
convencionais.

Pesquisas realizadas apontam os aditivos como uma boa opgao
para substituigiao dos antibiéticos, pois atuam nao somente no trato
gastrointestinal, mas também modificam a microbiota intestinal,
promovendo um melhor aproveitamento dos nutrientes, refletindo na
expressdo de todo o potencial genético. Apesar do montante de pesqui-
sas e de resultados, relativamente satisfatérios, ainda sio necessdrios
maiores investimentos na 4rea, para melhor entendimento e manipula-
¢ao da microbiota intestinal e, consequentemente, obten¢io de resulta-
dos eficazes que possam se equiparar aos resultados dos antibidticos.
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EFEITO DO MEDICAMENTO LACTULOSE NA SAUDE
SISTEMICA DE AVES INOCULADAS EXPERIMENTALMENTE
COM Salmonella Typhimurium
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questdo da seguranga alimentar constitui um problema atual e

relevante, que preocupa as autoridades sanitdrias e os consumi-

dores (ANVISA, 2014). Assim, programas de monitoria e estra-

tégias de controle de patégenos que podem ser veiculados pela
carne de frango devem ser estabelecidos nos periodos de pré e pés abate
de frangos para se obter um produto de qualidade.

Dentre esses patégenos que podem ser veiculados pela carne, estao
sorovares do género Salmonella, as quais compdem o grupo mais
complexo das Enterobacteriaceae, com 2.610 sorovares descritos (CDC,
2011; GUIBOURDENCHE et al., 2010), considerados importantes
em saude puablica por serem uma das principais causas de doengas
gastrointestinais em seres humanos em todo o mundo, como resultado
principalmente do consumo de carne de aves e ovos contaminados
(DESIN et al., 2011), e podem constituir-se, ainda, em barreira sanitd-
ria para o comércio de aves e dos seus produtos (SANTOS et al., 2012).

Entre as principais sorovares, destaca-se o Typhimurium, que
causa gastroenterites, usualmente benignas e autolimitadas, mas que
podem causar surtos e 6bitos, principalmente naqueles individuos que
desenvolvem a forma sistémica (DAWOUD et al., 2011).
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Os antibidticos promotores de crescimento foram utilizados na
produgdo animal desde décadas e conseguiam melhorar os indices
produtivos ao controlar a microbiota entérica (SAKITA, 2014). Porém,
seu uso foi proibido a partir de janeiro de 2006 na Europa, devido a
possibilidade de geracdo de resisténcia a patdgenos e consequéncias
negativas a saide, ao bem-estar animal e a seguranga alimentar

(GAGGIA et al., 2010; YAN et al., 2011).

Porém, a simples retirada dos antibi6ticos promotores de cresci-
mento da dieta das aves leva 2 diminui¢io média no desempenho de 3%
a7%, além do impacto negativo na saide animal e no aumento da morta-
lidade. Desse modo, hd necessidade de se introduzirem estratégias novas
a fim de contornar tais efeitos. A abordagem nutricional amplamente
utilizada é o uso de novos aditivos alimentares que sio eficazes na melho-
ria do desempenho das aves, provavelmente pela modulagao da micro-

biota no trato intestinal (LANGHOUT, 2005; LORENZONI, 2010).

Com o banimento dos antimicrobianos promotores de crescimen-
tos da dieta das aves, produtos alternativos capazes de manter o equili-
brio da microbiota benéfica sem causar prejuizos a saide do trato
gastrintestinal e sem alterar os pardmetros zootécnicos revelam-se de
importincia e devem ser pesquisados.

Atualmente, compostos vém sendo utilizados como alternativa aos
promotores de crescimento para manter o equilibrio da microbiota
intestinal, especialmente em animais jovens ou em iminente condi¢io
de estresse. Entre eles, estd a descoberta da década de 50 de que o leite
humano possui compostos que atuam como inibidores de adesio de
bactérias patogénicas na superficie epitelial (posteriormente identificado
como lactulose) e potencializam o crescimento das populacoes de Bifi-
dobacterias e Lactobacillus, aliviando os sintomas de encefalopatia

hepdtica em bebés (NICOLI; VIEIRA, 2000; WAITZBERG, 2009).

A lactulose, dissacarideo nao digestivel, tem sido utilizada na
medicina humana hd mais de 40 anos, principalmente no tratamento
de encefalopatia portosistémica e constipagao. A farmacodinimica da
lactulose faz dela uma droga segura e eficaz nessas indicagoes (SCHU-
MANN, 2002). Promove agdes antitumores (principalmente no célon



intestinal), antimicrobianas, hipolipidémica e hipoglicémica, podendo
melhorar também a absor¢io e o balango de minerais, além de possuir
atividade antiosteoporética. Outras experiéncias sugerem que a lactu-
lose pode ser util em doengas idiopdticas, bem como em doengas infla-
matérias infecciosas do intestino. A lactulose é usada no Japao e nos
Estados Unidos, em alimentos funcionais e como suplemento nutricio-

nal (HOLZ; MIDDLETON, 2005; SANTANA et al., 2012).

A lactulose atua bloqueando os sitios de adesao de bactérias, o que
resulta em melhoria na imunidade e permite que os patgenos sejam
apresentados as células imunes como antigenos atenuados, podendo
assim, substituir o uso de antibi6ticos nao recomendados pelos principais
paises importadores (AARESTRUP et al.,, 2010; YAN et al., 2011).
Segundo Holz e Middleton (2005), a lactulose constitui-se, ainda, em
uma droga segura e eficaz contra tumores (principalmente no célon intes-
tinal), com a¢oes antimicrobianas, hipolipidémica e hipoglicémica.

Em estudos realizados com a lactulose em animais domésticos, o
efeito laxativo e a eliminagao de Salmonella foram demonstrados como
os resultados observados em suinos por Kamphues et al. (2003). Quando
a lactose, isdbmero da lactulose, foi adicionada a dieta de perus junta-
mente com probidtico, estimulou o ganho de peso (TORRES-RODRI-
GUEZ et al., 2007) e, em perus desafiados com Salmonella sp., conse-
guiu reduzir os niveis de infec¢io (VICENTE et al., 2007).

Tendo em vista a exigéncia de mercado consumidor e com o intuito
de que essa substancia seja recomendada como aditivo na alimentagio
animal, a presente pesquisa foi realizada, com o objetivo de avaliar os
efeitos sistémicos da lactulose em frangos de corte, inoculados experi-
mentalmente, via inglivio com Salmonella Typhimurium.

Material e métodos
Local e manejo experimental

As aves foram alojadas no Nucleo Experimental de Doengas de
Aves da Escola de Veterindria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goiis, que possui isolamentos apropriados para inoculacoes experimen-
tais com patogenos
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O protocolo experimental utilizado nesse estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da UFG, sob o n° 103/09, e estd de acordo
com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal, adotado pela

Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL).

Pintos da linhagem Cobb, machos, de um dia de idade, foram
divididos em seis tratamentos, com sete repeticoes cada, alojados em
grupos de 15 aves por unidade experimental, num total de 42 unidades
experimentais, conforme o delineamento a seguir:

Tratamento 1: constituiu o grupo controle que nio recebeu o
inéculo microbiano nem a lactulose (Placebo);

Tratamento 2: constituiu o grupo de aves inoculadas diretamente
no inglivio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solu¢ao salina
tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 x 10> UFC/0,5
mL de Salmonella Typhimurium (ST);

Tratamento 3: constituiu o grupo que recebeu dgua adicionada
com lactulose, na dosagem de 0,023 mL/g de peso vivo do primeiro aos
14 dias de vida de alojamento (L);

Tratamento 4: constituiu o grupo inoculado diretamente no ingli-
vio no primeiro dia de vida, com 0,5 mL de solugao salina tamponada
a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0 x 10> UFC/0,5 mL de Salmo-
nella Typhimurium e, 48 horas depois, a lactulose foi fornecida na dgua
de bebida até 14 dias de vida da ave, na mesma quantidade do controle

(ST +L(48 h)J;

Tratamento 5: constituiu o grupo de aves que recebeu a dgua com
lactulose desde o primeiro dia de vida na mesma dose do controle e,
com 48 horas foram inoculadas diretamente no inglivio com 0,5 mL
de solugao salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente 5,0

x 102 UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium [(L(1°) +ST(48 h)];

Tratamento 6: constituiu o grupo inoculado no inglavio com 0,5
mL de solu¢io salina tamponada a 0,85%, contendo aproximadamente
5,0 x 10> UFC/0,5 mL de Salmonella Typhimurium e que recebeu a
lactulose na dgua, em dose de 0,023 mL/g de peso vivo do primeiro até

aos 14 dias [(ST(1%) +L(1%)].



As aves desafiadas e nao desafiadas foram alojadas separadamente,
mantendo-se a mesma ambiéncia, em baterias com cinco andares de ago
galvanizado, equipadas com comedouros e bebedouros tipos lineares e
bandejas para retirada de excretas. As baterias foram aquecidas com
uma limpada incandescente de 60 W por andar até os 21 dias de idade.

Preparagio do inéculo

O inéculo foi preparado com §. Typhimurium isolada de amostras
oriundas de frangos de corte cedida por Rezende (2002). A concentra-
¢ao do indculo foi de 5,0 x 10> UFC/0,5 mL, conforme descrito por
Rezende (2002).

Para obtengio do in6culo, a cepa foi repicada em dgar verde brilhante
e incubada a 37 °C, por 18-20 h. Em seguida, as células foram suspensas
em solugao salina tamponada a 0,85%, mantidas a 4 °C e concentragao de
5,0 x 10° UFC/mL ajustada com auxilio da escala de Mac Farland
(FERNANDEZ etal., 2001). A concentracio foi confirmada pelo plaquea-
mento das diluigoes decimais seriadas em dgar verde brilhante, com poste-
rior incubagio a 37 °C e quantifica¢io das UFC de Salmonella.

Recuperagao de Salmonella Typhimurium

Nos dias sete, 14, 21 e 28 de idade, uma ave por parcela foi sacrifi-
cada e necropsiada. De cada animal, foi colhido aproximadamente 1g
de cada 6rgao, sendo coletados o bago, figado, coracio, suabe de ingld-
vio e contetido cecal de aves. Para os tratamentos 1, 2 e 3, foram necrop-
siados cinco animais por idade avaliada, enquanto, para os demais
tratamentos, 4, 5 e 6, foram necropsiados sete animais. As amostras
foram homogeneizadas e transferidas para tubos contendo caldos de
enriquecimento e processados de acordo com Brasil (2003) e com o
Georgia Poultry Laboratory (1997).

Exames biométricos do figado

Para determinagio do indice biométrico do figado, uma ave por
parcela, ap6s jejum de seis horas, foi pesada e sacrificada aos 7, 14, 21 e
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28 dias de idade. O peso do figado foi anotado para cdlculo da relagao
peso de érgao/peso da ave.

Exames histopatolégicos

Fragmentos de figados foram coletados e processados de acordo
com a metodologia convencional de Luna (1968), uma vez fixadas por
24h em solugao de formalina neutra tamponada a 10%, os fragmentos
foram recortados, acondicionados em cassetes e identificados. Em
seguida, foram lavados em dgua corrente para retirada de excessos de
pigmentos de formol e posteriormente desidratados em dlcool etilico em
série crescente, desde 70% até dlcool absoluto.

Posteriormente, procedeu-se a clarificacio com xilol e impregna-
¢ao em parafina histolégica, com ponto de fusao a 56 °C. Os fragmen-
tos de 5,0 mm foram incluidos em blocos de parafinas histolégicas,
seccionados a 5,0 pum em micrétomo rotativo, marca American-Opti-
cal, modelo Spencer-820, utilizando navalhas descartéveis, laminados,
e coradas pelo método de Hematoxilina — Eosina (HE), sendo as [Ami-
nas lidas em microscépio 6ptico de campo claro, marca Carl Zeiss,

modelo JENAVAL.

Amndlise estatistica

Os dados quantitativos de biometria de figado e bioquimica sérica
foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA) e as médias foram
comparadas, quando necessério, pelo teste de Tukey a 5%, sendo utili-

zado o procedimento general linear model (GLM) do pacote estatistico
SAS (2009).

Resultados e discussao

Os resultados das anilises bacteriolégicas dos contetidos de ingld-
vio, ceco, bago, pool de figado mais coracio estdo apresentados na

Tabela 1.
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Observa-se, na Tabela 1, que ocorreu um declinio da frequéncia rela-
tiva a recuperagio da bactéria com o avangar da idade no grupo controle
positivo (ST) de 85,0% (17/20), aos sete dias; 70,0% (14/20) aos 14 dias;
50,0% (10/20) aos 21 dias e 40% (8/20) aos 28 dias de idade, das amos-
tras analisadas. Isso sugere que os mecanismos naturais do organismo
tentaram eliminar a Salmonella. A suscetibilidade das aves a colonizagao
intestinal por Salmonella sp. é maior durante os primeiros dias de vida,
sendo posteriormente reduzida & medida que hd o crescimento da micro-
biota intestinal normal. Segundo Beal et al. (2014), o mecanismo de resis-
téncia idade-dependente, imunidade idade-dependente estd correlacio-
nado ao desenvolvimento natural do sistema imune com a idade e do
estabelecimento da microbiota intestinal.

Ovutros fatores que podem ainda estar envolvidos na patogénese da
salmonelose avidria sio determinados pela habilidade da bactéria em
colonizar o trato gastrointestinal, que parece estar relacionada com a
imunidade inata da espécie hospedeira e com a diversidade de genes de
viruléncia codificados pelo patdgeno, pelas condi¢oes ambientais, grau
de exposicao, presenga de infeccoes concomitantes (FLORES et al.,
2008) e, ainda, pela via de inocula¢io, o tipo de sorovar e a dose do
inéculo (MARCQ et al., 2011; SANTANA et al., 2012).

Nas aves inoculadas com Salmonella Typhimurium no primeiro
dia de vida e que receberam lactulose simultaneamente [ST (1°d) + L
(Ie d)], o reisolamento da Salmonella ocorreu a partir de 14 e, até 28
dias, o patdgeno se manteve num percentual de 10,7 a 17,8%. Esses
dados indicam que a lactulose impediu a colonizagiao da bactéria
somente na primeira semana. Apds esse periodo sua agao foi reduzida,
pois ocorreu a reinfecgao dos animais, provavelmente, pela via orofecal,
que pode ser atribuida ao protocolo experimental, considerando que os
animais contaminados foram alojados no mesmo ambiente e que a dose
da lactulose foi ajustada para promover efeito discretamente laxante
com o objetivo de impedir a colonizacio da bactéria.

No grupo em que inoculou a Sa/monella Typhimurium e adminis-
trou a lactulose 48 horas depois [ST (1° d) + L (48 h)], as taxas de recu-
peragdo bacteriana apresentaram uma frequéncia de 10,7% (3/28) e
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7,1% (2/28) nos dias 21 e 28 do experimento, respectivamente (Tabela
1). Nota-se que o produto usado atuou, enquanto fornecido, e teve uma
agao mais discreta até 28 dias de tratamento, jd que se registrou uma
baixa frequéncia de recuperagao bacteriana,

Observa-se (Tabela 1), que houve melhor protegao contra a Salmo-
nella nos pintos que receberam a lactulose 48 horas antes de serem desa-
fiados. Esses resultados comprovam que a lactulose apresentou efeitos
preventivos, promovendo um trinsito mais rdpido do contetdo, o que
impediu a aderéncia do patdgeno a mucosa epitelial e, consequente-
mente, a sua invasio e colonizacao.

Os grupos que receberam a lactulose e o inéculo bacteriano 48
horas depois [L (1° d) + ST (48 h)] apresentaram uma frequéncia de
positividade maior que o grupo que recebeu inicialmente o indculo
bacteriano e a lactulose 48 horas depois [ST (1° d) + L (48 h)]. A menor
presenca de Salmonella nos tratamentos em que utilizou a lactulose
preventivamente pode ser explicada pelos principios dos compostos
com agoes prebidticas, os quais se ligam a sitios receptores dos macréfa-
gos através do reconhecimento de determinados agticares presentes nas
glicoproteinas da superficie epitelial das células, desencadeando uma
reagdo em cascata que resulta na ativagao dos macréfagos e liberacao de
citoquinas, ativando a resposta imune adquirida.

Outro aspecto que foi evidenciado neste estudo foi a capacidade de
invasao da Salmonella. Verificou-se que ocorreu uma diminuigio na
recuperagdo da bactéria nos pools de figado e coracio e nos bagos no
decorrer do experimento (Tabela 1). J4 nas aves que receberam o in6culo
no inglavio e a lactulose na dgua no primeiro dia de vida [ST (1°d) + L
(1° d)], observaram-se 0/28 (0%), 4/28 (14,2%); 3/28 (10,7%) e 3/28
(10,7%) aos sete, 14, 21 e 28 dias, respectivamente. Esses achados indi-
cam que a lactulose nio apresentou efeito sistémico, pois, apds a invasao
da bactéria, ela permaneceu no organismo na mesma frequéncia até 28
dias da fase experimental.

Diariamente, duas vezes ao dia, as aves foram examinadas e os
sinais clinicos observados consistiram, basicamente, na presenca de
excretas mais liquefeitas que, em determinadas situagoes, causaram



tamponamento de cloaca. Esses dados confirmam parcialmente as afir-
magoes de Barrow (2010) de que nao existe clareza na ocorréncia de
enterite em aves infectadas pela Salmonella, mas o acimulo de excretas
na regido pericloacal caracteriza certa disfungao intestinal, quando a
inoculagdo ocorre por via digestiva.

Tabela 2 — Frequéncia da mortalidade de frangos de corte, inoculados
com Salmonella Typhimurium e medicadas com lactulose no periodo

de 1-28 dias de vida

Tratamentos Aves/Tratamento Ne de 6bitos MI:::: d‘i‘:ie
Placebo 105 2 1,9
Controle Lactulose (L) 105 2 1,9
Controle positivo (ST) 105 3 2,85
ST (led) + L (1o d) 105 1 0,95
ST (1°d) + L (48 h) 105 1 0,95
L (lod) + ST (48 h) 105 1 0,95

Total 630 10(10/630) 9,50%(10/630)

*Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de qui-quadrado (P<0,05)

Acrescenta-se ainda que durante o periodo experimental, o indice
de mortalidade total foi de 9/630 (9,50%), sendo que o grupo inoculado
com S. Typhimurium apresentou 3/105 (2,85%), ndo mostrando dife-
rencas significativas entre os demais tratamentos. Essas observagoes
evidenciam que Salmonella Typhimurium e a lactulose nas doses admi-
nistradas nao determinaram mortalidade e que os ébitos ocorreram de
forma aleatéria e natural dentro da populagao. Por outro lado, o estado
de portador assintomdtico manteve-se nos tratamentos (ST), ST (1° d)

+ L (1°d) ST (1°d) + L (48 h) até os 28 dias.

Paralelamente, coletaram-se os figados para andlises biométricas,
os quais foram pesados com 7, 14, 21 e 28 dias de idade e tiveram seus
pesos relativos calculados e anotados (Tabela 3).
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Tabela 3 — Peso relativo de figados aos 7, 14, 21 e 28 dias de idade de
frango de corte, recebendo lactulose e/ou Salmonella Typhimurium

Tratamentos 7 dias 14 dias 21 dias 28 dias
Placebo 3,27C 2,70C 2,22B 2,00B
Controle Lactulose (L) 3,61BC 3,54A 2,16B 1,96B
Controle positivo (ST) 4,68AB 2,83BC 3,10AB 2,60AB
ST (1°ed) + L (1°d) 4,82AB 3,62A 3,16AB 3,11A
ST (1°od) + L (48 h) 5,412 2,83BC 3,67A 3,07A
L(led) + ST (48 h) 4,60ABC 3,35AB 3,78A 2,91A
CV. (%) 15,1938 10,8373 16,872 16,8876
P 0,0001 0,0001 0,0001 0,0001

A,B — médias seguidas de letras diferentes na mesma coluna diferem entre si pelo teste de Tukey
(P<0,005)

Os maiores pesos relativos do figado foram registrados nos grupos
que receberam a inocula¢io bacteriana, com ou sem a lactulose. Esse
aumento do peso pode ser resultante do processo infeccioso desenca-
deado pela Salmonella e mesmo pela acio da lactulose, pois o figado
tem a fung¢io metabdlica extremamente importante de regular a concen-
tragdo no sangue de metabdlitos, particularmente carboidratos e
aminodcidos, além de ser fisiologicamente responsdvel por neutralizar
diferentes substancias tdxicas, inclusive as produzidas por bactérias.

Dos mesmos figados, aos 14 e 28 dias de vida, coletaram-se frag-
mentos que foram processados de acordo com Luna (1968), e submeti-
dos as avaliagoes histopatoldgicas.
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Figura 1 — A: Necrose hepatocitdria difusa; B: Degeneragao macrova- I
cuolar hepatocitdria; C: Necrose massiva de hepatécitos; D: Granuloma
por Salmonella

Fonte: Préprios autores (2017).

Nas avaliagoes histopatoldgicas do figado aos 14 dias, do grupo
inoculado experimentalmente, somente com Sa/monella Typhimurium
(ST), observaram-se hepatdcitos intumescidos em 60% (3/5), necrose
difusa dos hepatdcitos em 20% (1/5) e moderada degeneragao microva-
cuolar com focos de necrose em 40% (2/5); aos 28 dias de idade, obser-
vou-se moderada e difusa degeneragdo hialina de hepatdcitos em 20%
(1/5) e necrose difusa de hepatdcitos em 80% (4/5). Essas alteragoes
refletem, provavelmente, os efeitos da bactéria. Entretanto, foram dife-
rentes dos resultados obtidos por Barcelos et al. (2006), que, ao analisa-
rem figados infectados com esse patégeno, nio observaram lesdes
microscdpicas indicativas de infecgao por Salmonella sp.
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Figura 2 — A: Dilatacio dos sinusoides; B: Degeneragao macrovacuolar
hepatocitdria; C: Infiltrado linfocitdrio; D: Necrose dos hepatdcitos

Fonte: Préprios autores (2017).

Os grupos inoculados com Salmonella Typhimurium e lactulose,
independentes do momento de inoculagio e fornecimento da lactulose,
apresentaram, aos 14 dias de idade, alteracoes histopatolégicas semelhan-
tes. Os achados incluiram discreta dilatagio de sinusoides em 33,3%
(5/15), necrose difusa dos hepatdcitos em 53,3% (8/15) e degeneragao
microvacuolar hepatocitdria em 40% (6/15); aos 28 dias, identificaram-se
as mesmas alteragoes dos 14 dias, incluindo multiplos focos de infiltrados
linfocitdrios em 100% (15/15) e necrose difusa de hepatécitos em 66,6%
(10/15). Esses resultados indicam a ocorréncia de uma reacio inflamaté-
ria, com infiltrados linfocitdrios e necrose, as quais se assemelham a outras
infecgoes bacterianas agudas. Esses achados foram parcialmente seme-
lhantes aos observados por Hoerr (1996), que relatou que a infec¢io por
Salmonella no tigado manifesta-se com zonas de necroses multifocais dos
hepatdcitos acompanhadas por infiltragio linfocitica.



EFEITO DO MEDICAMENTO LACTULOSE NA SAUDE SISTEMICA DE AVES INOCULADAS

Figura 3 — A: Degenera¢io microvacuolar dos hepatdcitos; B: presenca I
de émbolo linfocitdrio na artéria hepdtica; C; D: Evidenciagdo de sinu-
séides (20X e 40X)

Fonte: Préprios autores (2017).

Na anilise histopatolégica do figado que recebeu apenas a lactu-
lose (L), identificou-se, em 40% (2/5) das amostras, discreta dilatacao
de sinusoides e degeneracio microvacuolar hepatocitdria. A dilatagio
dos sinusoides hepdticos, observada em 40% (2/5) das amostras, foi um
achado comum as amostras de todos os tratamentos que receberam a
lactulose com ou sem o patégeno, mesmo apds a sua retirada. Por isso,
pode-se inferir que a lactulose promoveu discreta alteragao nos sinusoi-
des hepiticos, que sdo compativeis com um quadro de discreta conges-
tao (AGUIAR et al.,, 2011) sem uma indicagdo patoldgica especifica.
Segundo Randall e Reece (1996), as mais importantes alteragoes celu-
lares de metabdlicos téxicos ocorrem no figado, dai ter sido o érgao de
eleicao para realizar a histopatologia.
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Conclusao

A lactulose, enquanto fornecida na dieta, é capaz de impedir a
infecgao sistémica por Salmonella Typhimurium, mostrando melhor
efeito se administrada preventivamente, embora determine discreta
lesao hepdtica.
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