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RESUMO

Esteroides Anabdlicos Androgénicos (EAAS) sdo derivados sintéticos do hormonio testosterona.
O uso médico € irrisério, atualmente, se comparado ao abuso ilicito dessas substancias, sendo o
Brasil um dos grandes consumidores mundiais, principalmente entre adolescentes e adultos
jovens do sexo masculino. O estudo atual objetivou analisar o efeito de dois dos anabolizantes
mais utilizados no pais sobre a dosagem sérica da enzima hepatica Aspartato Aminotransferase
(AST). Para isso, foram utilizados 182 ratos Wistar macho, divididos em 26 grupos de 7 animais
cada. Os animais receberam duas doses semanais, subcutaneas, de Decanoato de Nandrolona,
Cipionato de Testosterona ou um Mix dos dois anabolizantes, nas doses de 0, 5, 10 e 15 mg/kg,
submetidos ou ndo ao exercicio fisico resistido (escada vertical). O tratamento durou 8 semanas,
sendo considerado um tratamento crénico. Os resultados mostraram uma elevagdo dos niveis
séricos da enzima hepatica AST, que apresentou um aumento progressivo na curva dose-resposta.
Os dados possibilitam tecer uma relacdo direta entre 0 aumento da dose dos anabolizantes
utilizados com as alteragdes do parametro analisado.

Palavras-chave: Esteroides Anabdlicos Androgénicos (EAAS), pardmetros bioquimicos,

enzimas hepaticas.

Effect of chronic use of anabolic steroids in aspartate aminotranferase dosage.

ABSTRACT

Anabolic Androgenic Steroids (AAS) are synthetic derivatives of the hormone testosterone.
Medical use is now ridiculous compared to the illicit abuse of these substances, Brazil being one
of the great consumers worldwide, especially among adolescents and young adult males. The
present study aimed to analyze the effect of two of the most used anabolic agents in the country

on the serum dosage of the liver enzyme Aspartate Aminotransferase (AST). For this, 182 male
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Wistar rats were divided into 26 groups of 7 animals each. The animals received two weekly
doses, subcutaneous, of Nandrolone Decanoate, Testosterone Cypionate or a Mix of the two
anabolic agents, at doses of 0, 5, 10 and 15 mg / kg, submitted or not to resisted physical exercise
(vertical ladder). The treatment lasted 8 weeks and was considered a chronic treatment. The
results showed elevated serum levels of the AST liver enzyme, which showed a progressive
increase in the dose-response curve. The data make it possible to establish a direct relationship
between the dose increase of the anabolic agents used and the changes in the parameter analyzed.
Key words: Anabolic Androgenic Steroids (AAS), biochemical parameters, liver enzymes.

INTRODUCAO

Os esteroides anabdlicos androgénicos (EAAS) sdo hormdnios sintéticos derivados da
testosterona (BARCELOUX; PALMER, 2013). Nas ultimas décadas, a quantidade de
anabolizantes utilizados pela medicina se tornou irrelevante se comparado ao abuso dessas
substancias feito de maneira ilicita (LUSSETI et al., 2015). O Brasil € o segundo pais no ranking
mundial dos maiores consumidores de anabolizantes, com o uso registrado em capitais e cidades
das cinco regides do pais, inclusive entre alunos do ensino médio e fundamental (NOGUEIRA,
2015).

Os efeitos colaterais do abuso dessas substancias estdo relacionados, a nivel de frequéncia
e intensidade/gravidade, com o principio ativo da droga, com a via de administracdo utilizada,
com a duragdo do ciclo de uso e com fatores e susceptibilidades individuais. (MHILLAJ et al.,
2015; NIEDFELDT et al., 2018). Efeitos hepaticos devido ao abuso de esteroides aparecem em
relatos de casos da década de 1950, como colestases e tumores (SOLIMINI et al., 2017). A
hepatotoxicidade dos EAAs pode estar relacionada a fatores como susceptibilidade genética e um
aumento da infiltracdo de neutréfilos, eosindfilos e linfécitos no tecido hepatico. Pesquisas ja
relataram alteragbes de estrutura e funcdo, acarretando hepatite, hiperplasia e adenoma
hepatocelular (SOLIMINI et al., 2017). A hepatotoxicidade pode ser vista na elevagdo das
enzimas transaminases, em injurias vasculares que se tornam crénicas, em tumores hepaticos e
também na esteatose hepéatica. Porém, grande parte das mudancas e injdrias hepaticas causados
por EAASs cessam e o figado consegue recuperar sua fungéo e atividade normais quando o uso é
interrompido (BOND et al., 2016; SOLIMINI et al., 2017).

O atual trabalho objetivou relacionar o uso de esteroides anabolizantes androgénicos
(EAAS), em quatro doses diferentes, em animais sedentarios e exercitados, sobre 0 peso médio
ganho por cada animal (peso final menos o peso inicial — em gramas) e sobre a dosagem sérica

da enzima hepética AST (aspartato Aminotransferase).
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METODOLOGIA

Foram utilizados 182 ratos Wistar machos (26 grupos com 7 animais cada) (TANEHKAR
et al., 2013) com 8 semanas de vida e peso inicial entre 250 e 350 gramas. Foram escolhidos dois
anabolizantes: Cipionato de Testosterona (vendido no Brasil como Deposteron®) e Decanoato de
Nandrolona (vendido no Brasil como Deca-Durabolin). As doses utilizadas (0, 5, 10 e 15 mg/kg)
foram aplicadas de forma subcuténea, duas vezes na semana (nas segundas-feiras e quintas-
feiras), durante 8 semanas, totalizando 16 aplica¢fes por animal. Metade dos animais foram
submetidos a trés sessdes semanais de exercicio fisico resistido, em um modelo conhecido como
Escada Vertical, baseado no modelo de Casilhas e seus colaboradores (2013).

Apos realizacdo do tratamento, o sangue dos animais foi coletado através do método de
decapitacdo. As amostras de sangue foram armazenadas em tubo sem anticoagulante e
centrifugadas durante 10 minutos a 2.500 RPM. O soro obtido foi armazenado a -20 graus célsius
para a analise bioguimica subsequente. A enzima Aspartato transaminase (AST) foi determinada
utilizando-se um analisador automético (LabMax Pleno®, labtest Diagndstica, Brasil) com um
kit Labtest® comercial, através do método cinético (UV-IFCC).

O estudo representa um delineamento inteiramente casualizado (DIC), portanto, a analise
estatistica foi realizada por meio da Analise de Variancia (ANOVA three-way), seguida do teste
de comparacgdo de médias Tukey. Além disso, as quatro doses escolhidas para cada anabolizante
e para o mix permitiram que fosse feita uma Regressdo Linear Simples, onde foi obtida uma curva

dose e resposta com seu correspondente Coeficiente de Determinagdo (R2).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A figura 1 mostra os resultados da regressdo linear feita com as médias das dosagens
séricas da enzima hepatica AST. A figura 1-A apresenta os valores dos animais submetidos ao
tratamento com anabolizantes e exercicio fisico, enquanto a figura 1-B apresenta os resultados

obtidos dos animais tratados com anabolizantes, porém sedentarios.
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Figura 1 — Curva dose-resposta da dosagem sérica média da enzima hepética Aspartato

Aminotransferase dos grupos tratados com anabolizantes com e sem exercicio fisico resistido.
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Legenda: 1A — Dosagem sérica média da enzima hepéatica AST (em U/L) nos grupos tratados com
anabolizante e exercicio fisico resistido. 1B — Dosagem sérica média da enzima hepéatica AST (em U/L)
nos grupos tratados com anabolizante e sedentérios. Onde: D = Deca; Dp = Deposteron; M = Mix; E =
Exercicio; S = Sedentério.

A figura 1A demonstra que o anabolizante Deca-Durabolin aumento, efetiva e
significativamente, os niveis da enzima AST. Seu coeficiente de determinacéo de 97% demonstra
que o modelo explica 97% do aumento sérico da enzima, ou seja, conforme aumenta-se a dose do
anabolizante em questdo, maiores os valores séricos da enzima AST dos animais tratados. Para o
anabolizante Deposteron® e para 0 Mix dos dois anabolizantes, 0 modelo apresentou um baixo
coeficiente de determinacdo, mostrando que o modelo ndo € significativo, ou seja, conforme
aumentamos a dosagem dos anabolizantes, 0 modelo ndo explica 0 aumento sérico da enzima
AST.

A figura 1B demonstra que para os anabolizantes Deca-Durabolin® e Deposteron®,
separados, 0 modelo explica mais de 95% das alteragdes observadas, ou seja, conforme aumenta-
se a dose destes anabolizantes, aumenta-se também os valores séricos da enzima hepatica AST.
O Mix dos dois anabolizantes mostrou um coeficiente de determinacéo (R2) mais baixo, de 83%,
mostrando que o modelo é significativo, porém, uma quantidade de enzimas séricas maior nos
animais tratados com 10mg/kg em comparacdo com os animais tratados com 15 mg/kg, demonstra
gue quando misturados, esses anabolizantes apresentam maior hepatotoxicidade na dosagem de
10 mg/kg.

As enzimas AST e ALT estdo presentes em grandes quantidades nos hepatdcitos, e um
aumento de seus niveis plasmaticos reflete um dano hepatocelular ou ao menos um aumento da

permeabilidade da membrana hepatocelular (NIEDTIFIELD, 2018). Aumentos dos niveis dessas
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enzimas causado pelo abuso de esteroides esta na faixa de 2 a 3 vezes maior do que as dosagens
dessas enzimas em sujeitos ndo usuarios (HARTGENS, KUIPERS, 2004).

Porém, apenas o aumento nos niveis das enzimas hepéticas no plasma demonstra uma
relacdo muito simplista entre o0 uso de esteroides e efeitos hepaticos (SOLIMINI et al., 2017),
uma vez que 0 aumento dessas enzimas acontece também em praticantes de musculagdo e animais
submetidos a atividades fisicas mesmo sem o uso de esteroides, relacionado exclusivamente com
o dano muscular gerado pelo exercicio (HARTGEN, KUIPERS, 2004). Por esse motivo, e pelo
curto tempo de duracdo das enzimas AST e ALT na circulagdo sanguinea apés lesdo muscular,
no atual estudo os animais fizeram a uma atividade fisica pelo menos 30 horas antes do sacrificio,

evitando assim possivel interferéncia do exercicio fisico nos niveis de AST e ALT.

CONCLUSOES

Conclui-se que os anabolizantes utilizados elevaram a dosagem sérica da enzima hepatica
AST, independente da presenga ou ndo de exercicio fisico resistido. Observando os valores da
dosagem sérica de AST para os tratamentos Deposteron e Mix, conclui-se que 0s animais
submetidos ao exercicio fisico resistido podem ter se beneficiado de um possivel efeito hepato-
protetor do treinamento, uma vez que os coeficientes de determinacdo de ambos os modelos

demonstram uma menor relacéo entre 0 aumento das doses e 0 aumento na quantidade de enzimas.
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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a obtencdo de nanoparticulas liofilizadas obtidas a partir de
complexos polieletroliticos (PECs) de quitosana associada a ftalato de hipromelose (HPMCP)
empregando crioprotetores como trealose, manose e manitol. Os resultados de distribuigdo de
tamanho de particula, indice de polidisperséo, eficiéncia de encapsulacao, morfologia e perfil de
liberacdo do farmaco apontam a manose como melhor crioprotetor na manutengdo da estrutura
dos PECs.

PALAVRAS-CHAVE: liofilizacao; crioprotetor; quitosana; ftalato de hypromelose

Performance of mannose, trehalose and mannitol as cryoprotectants for chitosan

polyelectrolytic complexes

ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate the obtention of freeze-dryed nanoparticles from
polyelectrolyte complexes (PECs) based on chitosan and hypromellose phthalate (HPMCP).
Trehalose, mannose and mannitol were used as cryoprotectants. The particle size, polydispersity
index, drug entrapment efficiency, morphology and drug release profile indicate mannose as the

best cryoprotectant in order to maintain the PECs struture.

KEYWORDS: freeze-drying; cryoprotectant; chitosan; hypromellose phthalate.
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INTRODUCAO

A complexacdo polieletrolitica € muito empregada na obtengcdo de nanoparticulas de
quitosana, por ser um método que nao requer equipamentos onerosos, porém o produto final
obtido é uma suspensdo aquosa, que pode sofrer problemas de estabilidade. Como alternativa
podemos liofilizar o produto. Os crioprotetores mais reportados no caso dos PECs sdo agucares,
principalmente trealose e manitol (ABDELWAHED et al., 2006). A manose é um sacarideo que
vem sendo explorado com finalidade de aumentar a internalizacdo das particulas pelos
macrdfagos, mas ainda ndo ha relatos sobre seu efeito crioprotetor. Os estudos encontrados
empregam estes acUcares de maneira isolada, e poucos estudos avaliam a eficiéncia comparativa
entre 0s mesmos na manutencdo da estrutura nanoparticulada dos PECs apds a liofilizacdo.
Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar e comparar o efeito da presenca de manose, trealose

e manitol durante a liofilizacdo de PECs de quitosana e HPMCP.

METODOLOGIA

Uma solucdo de metotrexato 0,5 mg.mL™* em tampdo fosfato pH 7,4 foi gotejada sobre
uma disperséo de quitosana 4,0 mg.mL* em &cido acético 0,1 mol.L* pH 5,5, contendo NaCl 200
mmol.L?, sob agitagdo magnética. Em seguida, uma dispersdo de HPMCP 2,0 mg.mL™? em
solucdo de NaOH 0,1 mol.L™* pH 5,5, contendo NaCl 200 mmol.L™* foi gotejada sobre a primeira
mistura. O sistema foi mantido sob agitagdo por mais 30 minutos. A proporcao quitosana:HPMCP
foi 3:1 e a concentracdo de metotrexato em relagcdo a massa polimérica foi 5%. A suspensao fresca
de PECs foi refrigerada por 24 h antes da caracterizagdo ou da adi¢do de crioprotetores.

Os crioprotetores avaliados foram: trealose 10% (T10); trealose 5% (T5); manose 10%
(M10); manose 5% (M5); trealose 5% + manose 5% (TM10); trealose 2,5% + manose 2,5%
(TM5); manitol 10% (ML10) e manitol 5% (ML5). Apos a dissolugdo do aglcar nas supensdo de
PECs, as amostras, contidas em pequenos frascos redondos de vidro, foram parcialmente
mergulhadas em nitrogénio liquido e giradas a fim de se congelarem na forma de um filme fino
ao longo das paredes internas do frasco de vidro.

As amostras congeladas foram liofilizadas a temperatura de 224,15 K e pressao de 2,4
Pa. Uma amostra sem crioprotetor (SC) foi congelada e liofilizada sob as mesmas condigdes.

Para caracterizagdo, as amostras descongeladas foram ressuspensas numa mistura de
solucdo acido acético 0,1 mol.L* pH 5,5, solucdo de NaOH 0,1 mol.L™! pH 5,5 e solucéo tampé&o
fosfato pH 7,4, na mesma proporcéo do meio em que as particulas foram obtidas.

O tamanho e PDI dos PECs foram determinados por espalhamento dindmico de luz (DLS)
a 25°C (Zetasizer Nano ZS, Malvern). A morfologia por microscopia de forca atbmica (MFA) foi
determinada no microscopio NX10 (Park Systems), no modo “True-non-contact”.

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) foi determinada por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (CLAE), no sobrenadante das amostras centrifugadas a 12000xg por 2h. A liberacdo de
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MTX foi realizada em células de difuséo tipo Franz cobertas com membrana de diélise de acetato
de celulose regenerada (MENDES et al., 2019). Como meio receptor utilizou-se fluido sinovial
simulado composto por solugdo aquosa de cloreto de sédio 0,80%(m.v?), cloreto de potassio
0,02%(m.v?), fosfato de sddio dibasico 0,14%(m.v?') e fosfato de potassio monobasico
0,02%(m.v1), com pH ajustado para 6,8. O teste foi realizado a 37°C, sob agitacdo de 300 rpm e
as condicdes sink foram garantidas. O meio receptor foi analisado por CLAE.

A analise estatistica foi feita pelo teste Kruskal Wallis, pelo software R (R CORE TEAM,
2018) usando o pacote Agricolae (MENDIBURU, 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados de tamanho de particula, PDI e EE encontram-se na Figura 1. O tamanho
das particulas apo6s a liofilizagéo variou de 397,00£14,20 nm (ML10) a 447,84+1,66 nm (TM10).
N&o houve diferenca estatistica entre qualquer dos tratamentos e AF (amostra fresca, ndo
liofilizada) (461.93+4,68 nm) ou SC (411,38+47,52 nm).

Figura 1 — Influéncia dos diferentes crioprotetores sobre o tamanho, a polidispersao e a eficiéncia

de encapsulagdo dos complexos polieletroliticos
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Legenda: PECs= complexos polieletroliticos; AF= suspensdo fresca de complexos polieletroliticos;
SC=liofilizado sem crioprotetor; T10=liofilizado contendo trealose 10%; T5=liofilizado contendo
trealose 5%; M10=liofilizado contendo manose 10%; Mb5=liofilizado contendo manose 5%;
TM10=liofilizado contendo trealose 5%+manose 5%; TMb5=liofilizado contendo manose
2,5%+manose2,5%; ML10=liofilizado contendo manitol 10%; ML5=liofilizado contendo manitol 5%;
os colchetes foram usados para delimitar grupos com igualdade estatistica.

Fonte: DO AUTOR (2019)

As amostras nas quais apenas trealose foi utilizada como crioprotetor foram facilmente

ressuspensas. Entretanto, o PDI de T10 foi equivalente ao de SC. Apesar do PDI de T5 ter sido

menor que o de SC, foi mais alto que o de AF. T10 e T5 também foram estatisticamente diferentes
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de AF e iguais a SC com relacdo a EE. Pela analise de MFA (Fig. 2 e 3) T10 e T5 exibiram
numerosas particulas uniformes cuja altura foi menor do que de FS. Aparentemente, 0 uso de
trealose causou a desagregacgdo das particulas, o que pode ser desejavel. Entretanto, também pode
ter ocorrido fragmentagdo uma vez que o PDI aumentou significativamente com o tratamento,

independente da concentragao utilizada.

Figura 2 - Imagens topogréaficas em 3D dos PECs, antes e apés a liofilizagdo, obtidas por
microscopia de forca atdbmica

AF

Legenda: AF=amostra fresca; SC= liofilizado sem crioprotetor; T10= liofilizado com trealose 10%; T5=
liofilizado com trealose 5%; M10= liofilizado com manose 10%; M5= liofilizado com manose 5%;
TM10= liofilizado com trealose 5% + manose 5%; TM5= liofilizado com trealose 2,5% + manose 2,5%
Fonte: DO AUTOR (2019)

A utilizacdo de manose a 10%, além de preservar o tamanho, manteve o PDI e a EE
inalterados ap6s a liofilizagdo. Além disso, a microscopia revelou que M10 e M5 foram as
amostras mais semelhantes a AF tanto no aspecto topografico quanto na distribuicdo de altura. A
eficiéncia crioprotetora da manose também ficou evidente pela liberacdo de MTX a partir de M5,

cujo perfil foi equivalente ao demonstrado por AF (Fig. 4).
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Na literatura consta que a trealose possui bom desempenho como crioprotetor devido a

apresentar alta temperatura de transicdo vitrea (ABDELWAHED et al., 2006). A temperatura de
transigdo vitrea da trealose é 241,15 K (SIMPERLER et al., 2007) e a da manose, 258 K (NOEL;
PARKER; RING, 2000). A temperatura de transicdo vitrea do manitol é ainda mais alta, 284 K

(ZHU et al., 2015). Entretanto, ndo foi possivel ressuspender adequadamente as amostras

liofilizadas com manitol e com excecdo da EE apresentada por ML5, ndo se observou outra

caracteristica a favor de tal crioprotetor.

Figura 3 — Curvas de distribuicdo de altura dos PECs, analisados por microscopia de forca atbmica
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Legenda: AF= amostra fresca; SC= liofilizado sem crioprotetor; T10= liofilizado com trealose
10%; T5= liofilizado com manose 5%; M10= liofilizado com manose 10%; M5=liofilizado com

manose 5%; TM10= liofilizado com trealose 5% + manose 5%; TM5= liofilizado com trealose
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A associacdo de manose e trealose, tanto a 5 quanto a 10%, foi eficaz para manter o PDI.
TM5 preservou também a EE (Fig. 1). O perfil de liberacdo de MTX a partir de TM10 foi

equivalente ao de AF (Fig. 4).
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Figura 4 — Perfis de liberacdo de MTX a partir de AF, M5, TM 10 e solucéo do farmaco.
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Legenda: MTX= metotrexato; AF= amostra fresca; M5= liofilizado com manose 5%; TM10= liofilizado
com trealose 5% + manose 5%.
Fonte: DO AUTOR (2019).

CONCLUSAO
O trabalho revelou a manose como crioprotetor mais eficaz para os PECS de quitosana
gue os crioprotetores reportados até entéo.
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RESUMO

De acordo com as autoridades regulatorias mundiais os estudos de biodisponibilidade relativa
com produtos de liberagdo modificada administrados por via oral devem ser realizados em
condiges de jejum e pos-prandial. A venlafaxina € um inibidor potente da recaptacdo neuronal
de serotonina e norepinefrina e inibidor fraco da recaptacio da dopamina. E utilizada como
antidepressivo e no tratamento da ansiedade. O objetivo deste trabalho foi avaliar a
bioequivaléncia de uma nova formulacéo de venlafaxina capsulas de liberacdo controlada de 75
mg (teste) e a formulagao de referéncia para cumprir os critérios regulatérios de comercializagéo
do produto teste no Brasil. Foram conduzidos dois estudos em voluntérios sadios e as formula¢Ges
administradas em dose Unica, sob as condigdes de jejum e pos-prandial. Cada estudo foi
conduzido de maneira independente, sendo ambos abertos, do tipo cruzado 2x2, randomizados,
envolvendo 48 voluntarios de ambos os sexos, com intervalo de quatorze dias entre os periodos
de administracdo. Os eventos adversos foram monitorados durante todo o estudo. Uma série de
amostras de sangue foram coletadas até 96h e as concentracdes de venlafaxina foram
determinadas por um método bioanalitico utilizando CLUE-EM/EM. As analises
farmacocinéticas e estatisticas foram realizadas através do software WinNonlin™. As
formulacGes foram consideradas bioequivalentes pois os ICs 90% para as médias geométricas
(teste e referéncia) para Cmax € ASC estdo dentro do intervalo 80% a 125%. Em ambas as
condicbes de administracdo, jejum e poés-prandial, de acordo com os critérios exigidos

pela ANVISA, as formulagBes sdo intercambiaveis.

PALAVRAS-CHAVE: Bioequivaléncia; Venlafaxina; Jejum; Pds-prandial.
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Relative bioavailability of two formulations of venlafaxine 75 mg given in healthy

volunteers under fasted and fed conditions

ABSTRACT

According to the world regulatory authorities, relative bioavailability studies with modified-
release products administered orally should be performed under fasted and fed conditions.
Venlafaxine is a potent inhibitor of neuronal reuptake of serotonin and norepinephrine and a weak
dopamine reuptake inhibitor. It is used as an antidepressant and in the treatment of anxiety. The
objective of this study was to evaluate the bioequivalence of a new formulation of venlafaxine
controlled release capsules of 75 mg (test) and the reference formulation to meet the regulatory
criteria for the commercialization of the test product in Brazil. Two studies were conducted in
healthy volunteers and formulations given as a single dose under fasting and fed conditions. Each
study was conducted independently, both open-label, 2x2 crossover, randomized, involving 48
volunteers of both sexes, with a fourteen day interval between administration periods. Adverse
events were monitored throughout the study. A series of blood samples were collected up to 96 h
and venlafaxine concentrations were determined by a bioanalytical method using CLUE-MS /
MS. Pharmacokinetic and statistical analyzes were performed using WinNonlinTM software. The
formulations were considered bioequivalent since the 90% Cls for the geometric means (test and
reference) for Cmax and ASC are within the range of 80% to 125%. In both conditions of
administration, fasting and postprandial, according to the criteria demanded by ANVISA, the

formulations are interchangeable.

KEYWORDS: Bioequivalence; Venlafaxine; Fasting; Fed.

INTRODUCAO

A venlafaxina e a O-desmetilvenlafaxina (ODV), seu metabdlito ativo, tém efeito
farmacoldgico Unico e sdo inibidores potentes da recaptacdo neuronal de serotonina e
norepinefrina e inibidores fracos da recaptacdo da dopamina. O cloridrato de venlafaxina é
indicado no tratamento da depressdo, incluindo depressao com ansiedade associada, na prevengao
de recaida e recorréncia da depressao. No tratamento de ansiedade ou transtorno de ansiedade
generalizada (fobia social) e no transtorno do panico (ALLGULANDER, HACKETT, SALINAS
2001).

Apobs a administracdo oral, pelo menos 92% de uma dose Unica de venlafaxina é
absorvida. A biodisponibilidade absoluta da venlafaxina é de 45% e as concentragdes plasmaticas
maximas do farmaco e de seu metabdlito ativo foram alcancadas em 55 e 9 horas,

respectivamente. Ambas apresentam cinética linear no intervalo de dose de 75 a 450 mg/dia ap6s
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administracdo a cada 8 horas. As respectivas taxas de ligacdo as proteinas plasmaticas de
venlafaxina e de ODV s&o de aproximadamente 27% e 30%. A venlafaxina sofre extenso
metabolismo hepético e é biotransformada no seu principal metabdlito ativo, a ODV, pela
isoenzima CYP2D6 do citocromo P450. A eliminagdo renal da venlafaxina e seus metabolitos é
a principal via de excrecdo com cerca de 5% de uma dose administrada excretada na urina como
farmaco inalterado. As meias-vidas de eliminacdo da venlafaxina e da ODV sdo de
aproximadamente 5 horas e 11 horas, respectivamente A liberacdo prolongada de venlafaxina,
fornece uma taxa mais lenta de absor¢do, mas a mesma extensdo de absor¢do comparada com o
comprimido de liberacdo imediata (MONTGOMERY, ET AL., 2004; LIEBOWITZ, et al, 2005).

No Brasil, os testes de biodisponibilidade relativa sdo necessarios para o registro de
medicamentos similares e genéricos que utilizam o critério de bioequivaléncia. Com base nessa
concluséo, pode-se afirmar posteriormente que a qualidade terapéutica dessas formulacGes é
essencialmente a mesma. Isto significa que os efeitos benéficos e os eventos adversos sao
essencialmente os mesmos e, portanto, as formulag¢fes séo intercambidveis.

De acordo com as autoridades regulatérias mundiais os estudos de biodisponibilidade
relativa de produtos de liberacdo modificada administrados por via oral devem ser realizados em
condi¢des de jejum e pos-prandial. O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioequivaléncia de uma
formulacéo teste contendo 75 mg de cloridrato de venlafaxina em capsulas de liberagdo controlada
e comparada com a formulacdo de referéncia em voluntarios sadios de ambos 0s sexos em

condi¢es de jejum e pos-prandial.

MATERIAL E METODO

Protocolo clinico

Os protocolos foram aprovados pelo CEP da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP. Os estudos foram conduzidos de acordo com a Declaracdo de Helsinque e as Boas
Préaticas Clinicas, além das diretrizes da ANVISA para estudos de biodisponibilidade relativa /
bioequivaléncia. Todas as etapas foram realizadas pelo Instituto Claudia Marques de Pesquisa e
Desenvolvimento (ICMP&D). Apo6s explicacdo da natureza e finalidade da pesquisa 0s
voluntarios assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido antes do inicio do estudo.

Voluntarios

Os dois estudos foram realizados com 48 individuos adultos sadios de ambos 0s sexos,
com idades entre 18 a 50 anos com indice de massa corporal (IMC) de 18 a 30 kg/m?. Todos 0s
voluntarios gozavam de boas condi¢es de saude, como evidenciado nas histérias médicas,

exames fisicos e exames clinicos e laboratoriais realizados durante o processo de selecao.
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Desenho do estudo

Foram conduzidos dois estudos de bioequivaléncia e as formulagdes foram administradas
em dose Unica, sob as condi¢des de jejum e pos-prandial. No estudo em condicGes de jejum, 0s
voluntérios receberam uma Unica cdpsula gelatinosa dura de liberagdo controlada de 75 mg
contendo cloridrato de venlafaxina da formulagdo teste ou formulacéo de referéncia, ndo tendo
consumido alimentos desde o jantar da noite anterior (aproximadamente 9 horas de jejum). No
estudo pdés-prandial, os voluntéarios receberam um desjejum padronizado (hiperlipidico e
hipercaldrico) 30 minutos antes da administracdo das formulacGes de cloridrato de venlafaxina
75 mg em dose Unica (teste ou referéncia). Os eventos adversos foram monitorados durante todo
0 estudo com base em sinais vitais, exames laboratoriais, observacdo por parte da equipe e relatos
espontaneos dos voluntarios. As amostras de sangue (7,5 mL) foram coletas nos tempos: 0 (basal),
0,5;1;15; 2; 2,5; 3; 3,5; 4, 4,5; 5, 5,5; 6; 6,5, 7; 7,5; 8; 8,5; 9; 10; 11; 12; 24; 48; 72; 96 horas,
em tubos contendo heparina. O plasma obtido por centrifugacdo a 3.500 rpm por 10 minutos a
4°C foi armazenado a -20°C.

Determinacao de venlafaxina em amostras de plasma

Foi desenvolvido e validado um método bioanalitico utilizando cromatografia liquida de
ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas (CLUE-EM/EM), de acordo com as
diretrizes da ANVISA e as Boas Praticas de Laboratério. Foram determinados os parametros de
validacdo sendo eles, recuperacdo, linearidade, limite inferior de quantificagdo, preciséo,
exatiddo, especificidade e estabilidade foram determinados. Todas as amostras do mesmo
voluntério foram analisadas na mesma corrida analitica.

Andlise farmacocinética e estatistica.

As andlises farmacocinéticas e estatisticas foram realizadas através do software
WinNonlin™ 5.3. As formulacoes seriam consideradas bioequivalentes se os ICs 90% para as
médias geomeétricas (teste e referéncia) para Cmsx € ASC estivessem dentro do intervalo 80% a
125%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

De acordo com as agéncias regulatérias os estudos de biodisponibilidade relativa de
produtos de liberacdo modificada administrados por via oral devem ser realizados em condicGes
de jejum e pds-prandial. Um total de quarenta voluntarios saudaveis de ambos os sexos do estudo
em jejum e quarenta e um do estudo pos-prandial completaram os estudos. Os perfis das
concentragdes médias no plasma para as formulagdes teste e referéncia contendo cloridrato de

venlafaxina sdo mostrados na figura 1.
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Figura 1 - Curva de concentracdo versus o tempo.
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Sob condicdes de jejum e pos-prandial, 0 Tma da formulacdo de referéncia ocorreu mais
tarde do que o da formulacdo teste. As diferengas ndo foram estatisticamente significativas e
provavelmente ndo sdo clinicamente relevantes. Os parametros farmacocinéticos obtidos para a

venlafaxina em ambos os estudos estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Média aritmética dos parametros farmacocinéticos de venlafaxina apos administracao
oral em dose Unica de 75 mg em cépsula de liberacdo controlada (teste e referéncia) em jejum (N
= 40) e po6s-prandial (N = 41).

Jejum Pés-prandial
Parametros Referéncia Teste Referéncia Teste
Crmax (Ng/ML) 43,01 46,10 48,00 54,34
ASCo.: (ng*h/mL) 758,51 766,58 641,72 668,80
ASCo.int ((ng*h/mL) 815,12 819,10 694,93 728,39
Tmax (h) 6,50 5,74 6,22 5,50
Ker (1/h) 0,08 0,08 0,08 0,09
Tz (h) 9,52 9,15 9,07 8,66

Nestes estudos realizados em condicdes de jejum e pds-prandial, os ICs de 90% para as
médias de Cmax € ASCo.restdo dentro da faixa de aceitacdo da ANVISA de 80% a 125% e descritos

na tabela 2.
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Tabela 2. O intervalo de confianga de 90% (IC 90%) das raz6es médias (teste / referéncia) log-

transformados para os parametros farmacocinéticos Cmax € ASCos,, NOS estudos jejum e pos-

prandial.
R Jejum Pos-prandial
Parametros
Razéo T/R (%) IC (%) Razédo T/R (%) IC (%)
Crax 108,20 102,76 — 113,93 113,40 106,31 — 120,96
ASCo- 97,80 90,86 — 105,27 102,31 96,75 - 108,19

Os resultados dos estudos mostraram que as duas formulacdes sdo compardveis em
relacdo a taxa e extensao da absorcdo nas duas condicdes jejum e pos-prandial. Além disso, ambas
as formulagdes foram bem toleradas na administracéo de dose Unica. Nao houve eventos adversos
graves relatados neste estudo. Os eventos adversos mais comuns (>5%) no estudo em jejum foram
nausea (20%), cefaleia (17,5%), vomitos (4%) e diarreia (5%) e no estudo alimentado foram
nausea (34%), cefaleia (17%). N&o houve alteragdes significativas no pré-estudo e avaliagdo

laboratorial pos-estudo em quaisquer voluntarios.

CONCLUSAO
As formulagdes teste e referéncia foram consideradas estatisticamente bioequivalentes

em ambas as condi¢des de administracdo podendo ser as mesmas intercambiaveis.
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RESUMO

Moléculas efetoras do Sistema Renina-Angiotensina (SRA), exercem a¢des imunomoduladoras
sobre leucdcitos, apresentam efeitos na patogénese da doenca de Chagas, porém seu impacto na
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi ainda é pouco conhecido. Neste contexto, utilizamos uma
revisdo sistematica para integrar evidéncias pré-clinicas (in vitro e in vivo) e clinicas, para
investigar a relevancia de farmacos moduladores da angiotensina no tratamento de infecgdes por
T. cruzi. A partir de uma busca estruturada e abrangente nos bancos de dados, apenas estudos
originais foram analisados. Os farmacos captopril, enalapril e losartan, moduladores do SRA,
foram usados nos estudos pré-clinicos e clinicos. Os principais achados in vitro indicam que esses
farmacos aumentam a captacao do parasito pela célula hospedeira, expressao de IL-12 por células
dendriticas infectadas e atenuacdo da producéo de IL-10 e IL-17 por linfécitos T CD8*. Nos
estudos em modelos animais redugdo da parasitemia, do parasitismo tecidual, da infiltracdo de
leucécitos e da mortalidade foram observados nos animais infectados pelo T. cruzi recebendo
farmacos moduladores do SRA. Nos estudos clinicos, os farmacos exerceram um impacto
controverso nos niveis de citocinas e hormdnios, e um efeito limitado na funcdo cardiovascular.
A avaliacdo das evidéncias pré-clinicas e clinicas devem ser analisadas cuidadosamente, devido

ao alto risco de viés encontrado na avaliacdo da qualidade metodoldgica desses estudos.

PALAVRAS-CHAVE: inibidores da angiotensina; doenca de Chagas; parasitologia

experimental e clinica; sistema renina-angiotensina.
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Could the modulatory drugs of the renin-angiotensin system be relevant for the

treatment of Trypanosoma cruzi infection?

ABSTRACT

Effector molecules of the Renin-Angiotensin System (RAS), which exert immunomodulatory
actions on leukocytes, have effects on the pathogenesis of Chagas disease, but their impact on
Trypanosoma cruzi infection is still poorly understood. In this context, we used a systematic
review to integrate pre-clinical (in vitro and in vivo) and clinical evidence to investigate the
relevance of angiotensin-modulating drugs in the treatment of T. cruzi infections. From a
structured and comprehensive search in the databases, only original studies were analyzed. The
RAS modulating drugs captopril, enalapril and losartan were used in preclinical and clinical
studies. The major in vitro findings indicate that these drugs increase parasite uptake by the host
cell, expression of IL-12 by infected dendritic cells, and attenuation of 1L-10 and IL-17 production
by CD8" T lymphocytes. In the animal studies, parasitemia reduction, tissue parasitism, leukocyte
infiltration and mortality were observed in the T. cruzi infected animals receiving modulating
SAR drugs. In clinical studies, the drugs had a controversial impact on cytokine and hormone
levels, and a limited effect on cardiovascular function. The evaluation of preclinical and clinical
evidence should be carefully analyzed because of the high risk of bias encountered in assessing
the methodological quality of these studies.

KEYWORDS: angiotensin inhibitors; Chagas disease; experimental and clinical parasitology;

renin-angiotensin system.

INTRODUCAO

A Doenga de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, € uma infeccdo
tropical negligenciada que acomete cerca de 6-7 milhdes de pessoas no mundo, sobretudo nos
paises da América Latina (Lara et al., 2018; Ribeiro et al., 2018; WHO, 2018). A infecgéo pelo
T. cruzi é uma zoonose em areas endémicas e exibe aumento na incidéncia e prevaléncia em areas
ndo endémicas, especialmente na América do Norte, Europa, Asia e Africa (Angheben et al.,
2015; Noireau et al., 2009). Na auséncia do inseto vetor, a propagacdo da doenga de Chagas em
paises ndao endémicos, geralmente ocorre devido a migracdo de pessoas infectadas de paises
endémicos, transfusdo sanguinea, transplante de 6rgados infectados e transmissao vertical (Rassi
et al., 2009).

As manifestacGes clinica da doenca de Chagas na fase aguda sao inespecificas, podendo
apresentar febre, vomito, letargia e anorexia (Malik et al., 2015; Pinto et al., 2008). Cerca de 60-

70% dos individuos infectados permanecem assintomaticos durante anos de infecgdo (Fresno e
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Girones, 2018), contudo, 30% das pessoas infectadas podem apresentar anormalidades
anatdémicas e funcionais cardiacas e/ou digestivas na fase cronica (Rassi et al., 2012). Embora a
patogénese ndo seja completamente compreendida, a Cardiomiopatia chagasica é a manifestacdo
clinica mais séria e frequente da fase cronica sintomatica e est4 associada a altas taxas de
morbidade e mortalidade (Medei et al., 2008; Biolo et al., 2010).

O tratamento da doenga de Chagas é baseado nos farmacos nitroheterociclicos
benznidazol e nifurtimox, os quais sdo mais efetivos na infec¢do aguda, com taxas de cura de 50-
60% (Nogueira et al., 2018). Entretanto, ambos induzem toxicidade sistémica, baixa efetividade
nas infec¢des crbnicas (taxa de cura de 0 a 30%), efeitos colaterais o qual esta relacionado a altas
taxas de descontinuacdo do tratamento (14,5-75%) (Gulin et al., 2018; Pérez-Molina et al., 2013;
Rassi et al., 2017).

Nesse sentido, € necessario e urgente investigar alvos moleculares UGteis no
desenvolvimento de novos farmacos tripanocidas. Além de estarem envolvidas na patogénese da
doenca de Chagas, moléculas efetoras do Sistema Renina-Angiotensina (SRA) estdo envolvidas
na patogénese da doenga de Chagas (Botoni et al., 2007; Teixeira et al., 2011). A quimioterapia
baseada em farmacos moduladores do SRA, tais como enalapril, captopril e losartan, podem
alterar a parasitemia e mortalidade de camundongos infectados pelo T. cruzi, por meio da
modulacdo das moléculas angiotensina Il (Ang I1) e angiotensina 1-7 (Ang 1-7) (Leon et al., 2003;
de Paula Costa et al., 2010; Botoni et al., 2013; Penitente et al., 2015). A resposta imune é a
principal linha de defesa contra o parasito, e 0 potencial efeito antiparasitario de farmacos
moduladores do SRA parece ser dependente do efeito de moléculas do SRA em células do sistema
imune inato e adaptativo (de Paula Costa et al., 2010; Santos et al., 2010). Leucdcitos como
macrdfagos, neutrofilos, eosinofilos, células dendriticas, mastocitos e linfocitos T, expressam
diversas moléculas do SRA, tais como renina, angiotensinogénio, enzima conversora de
angiotensina (ECA), angiotensina Il e receptores de angiotensina (Costerousse et al., 1993; Reilly
etal., 1982; Resende e Mill, 2002).

As evidéncias disponiveis sobre o impacto de fArmacos moduladores dessas moléculas
do SRA sobre a evolugéo da infeccéo pelo T. cruzi ainda é pouco compreendido. Assim, por meio
de uma revisdo sistematica, este estudo integrou evidéncias pré-clinicas (in vitro e in vivo) e dados
clinicos, para investigar o potencial efeito antiparasitario e imunomodulador de farmacos

moduladores da angiotensina no tratamento de infeccGes pelo T. cruzi.

MATERIAL E METODOS

A revisdo foi realizada baseada na diretriz PRISMA (Moher et al., 2009), e duas
estratégias de busca de artigos relevantes foram adotadas: (i) uma primeira busca nos bancos de
dados eletronicos, e (ii) uma busca secundaria da lista de referéncia de todos os estudos

identificados na busca priméria (Pereira et al., 2017). Na busca priméria foram usados os bancos

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, V. 1, N. 1, 2019.



Anais do | Workshop do Programa de Pés-graduacédo de Ciéncias Farmacéuticas “
de dados Pubmed/Medline, Web of Science e Scopus. Os filtros desenvolvidos para a busca
primaria foram estruturados nos niveis: (i) modelo doenca: Tripanossomiase americana (doenga
de Chagas) e (ii) estratégia farmacoldgica/alvo bioldgico: farmacos moduladores do SRA.
Nenhum limite cronoldgico ou de idioma foi aplicado na busca primaria, e todos os artigos
completos publicados até dezembro de 2018 foram incluidos na revisao sistematica.

Todos os estudos identificados na busca priméria e secundaria, foram analisados quanto
ao titulo, resumo, e dados da publicacdo (jornal, volume, nimero, pégina e ano). O critério de
inclusdo adotado foi: estudos originais pré-clinicos e clinicos avaliando o impacto dos farmacos
moduladores do SRA na infec¢do pelo T. cruzi. Os critérios de exclusdo foram: artigos sem texto
completo disponivel, estudos secundarios (revisfes de literatura, comentarios, cartas ao editor e
editoriais), estudos ndo revisados por pares, estudos com multiplas intervengdes em gue o efeito
de farmacos moduladores do SRA ndo pode ser isolado (Pereira et al., 2017).

Nos estudos pré-clinicos foram extraidos dados a respeito das caracteristicas dos modelos
animais (espécies, linhagens, sexo e idade), cepa do parasito, in6culo (tamanho e via de
administracdo), duracdo da infeccdo, desfechos primérios (parasitemia, carga parasitéria,
mortalidade) e desfechos secundarios (dados histopatoldgicos, imunol6gicos, marcadores
neuroendocrino). Nos estudos clinicos, foram extraidos dados de: caracteristicas da populagédo
(pais, idade, sexo), caracteristicas da doenca (método de diagndstico, tempo de infeccdo, fase da
doenca — aguda ou crénica), forma da doenca (cardiaca, digestiva ou indeterminada), desfechos
primarios (mortalidade, funcdo cardiaca), e desfechos secundarios (marcadores neuroenddcrinos).

A qualidade dos estudos pré-clinicos foram avaliados utilizando a ferramenta ARRIVE,
um instrumento que fornece uma analise completa de todas as se¢des do artigo, considerando
elementos essenciais que devem ser relatados em estudos sobre tripanossomiase humana (Pereira
et al., 2017; Mcgrath e Lilley, 2015). O risco de viés em estudos pré-clinicos in vivo foi avaliado
por meio da ferramenta SYRCLE’s (Hooijmans et al., 2014). Os estudos clinicos foram avaliados
guanto a qualidade e o potencial risco de viés, utilizando a ferramenta Downs and Black
Measuring Quality (Downs and Black, 1998; Nogueira et al., 2018; Simic et al., 2011).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos estudos pré-clinicos e clinicos, captopril, enalapril e losartan foram os farmacos
usados como moduladores do SRA. As linhagens celulares usadas nos ensaios in vitro foram
heterogéneas (mondcitos, células dendriticas, linfocitos T, células endoteliais da veia umbilical
humana e células do ovério de hamster chinés), assim como o tamanho do indculo de parasitos e
o tempo de infeccdo (3 h a 10 dias). Essa heterogeneidade limita a comparacao entre esses estudos,
e para uma abordagem imparcial requer uma analise individual da relacdo entre modelos
experimentais e resultados bioldgicos. Mesmo que qualquer célula de mamifero nucleada possa

ser parasitada por T. cruzi (Brener, 1973; Fernandes e Andrews, 2012), os modelos pré-clinicos
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in vitro devem considerar se as linhagens celulares séo relevantes para a fisiopatologia da doenca
de Chagas. Assim, a aplicacdo de células de ovario de hamster chinés e células endoteliais da veia
umbilical priméaria humana estabelecidas por Scharfstein et al. (2000), apresenta resultados
diferentes dos modelos sugeridos para o entendimento de alvos priméarios ou mecanismos efetores
associados ao desenvolvimento de infec¢des por T. cruzi. Entretanto, o uso de mondcitos, células
dendriticas e linfocitos T como células hospedeiras (Santos et al., 2010; Monteiro et al., 2006),
sdo importantes modelos in vitro para a interacdo direta do T. cruzi com células efetoras
diretamente envolvidas no controle imunoldgico da sobrevivéncia e replicagdo do parasito (Ferraz
et al., 2009; Da costa et al., 2014; Cardillo et al., 2015). O enalapril, um inibidor da enzima
conversora de angiotensina (ECA), foi analisado o potencial efeito citotoxico direto sobre formas
epimastigotas de T. cruzi. Foi observado um efeito antiparasitario dose-dependente, porém a
abordagem do mecanismo ndo foi apresentado neste estudo. Apesar da heterogeneidade
experimental, os principais achados dos estudos in vitro, indicam que os inibidores da ECA
podem modular a interacdo patdgeno-hospedeiro. Neste sentido captopril aumentou a captagdo
do parasito pelas células hospedeiras (Scharfstein et al., 2000; Santos et al., 2010), a expressdo de
IL-12 pelas células dendriticas infectadas e IFN- y pelos linfocitos T (Monteiro et al., 2006). Além
disso, os estudos mostram que ha uma atenuagdo da producéo de IL-10 e IL-17 por células T
CD8" (Santos et al., 2010). Embora néo seja conhecido nenhum outro estudo sobre os inibidores
da ECA e T. cruzi, foram indicadas as propriedades imunomoduladoras do captopril, a partir da
supressao da sintese de TNF-a ¢ IL-10 em células mononucleares desafiadas com LPS (Schindler
et al., 1995; Peeters et al., 1998).

Nos modelos pré-clinicos in vivo todos os estudos utilizaram animais isogénicos, a
maioria machos (n=4, 80%), de 4 a 10 semanas. As cepas de T. cruzi usadas para infec¢do foram
heterogéneas, assim como o tamanho do in6culo, que variou de 50 a 10.000 parasitos por animal,
sem uma relagdo direta com a massa corporal. Apenas enalapril, captopril e losartan foram usados,
com doses de 15 a 25 mg/kg/dia. Muitos estudos indicaram que os farmacos moduladores do SRA
foram efetivos em reduzir a parasitemia, fibrose e parasitismo tecidual, infiltragdo de leucdcitos
e mortalidade em animais infectados pelo T. cruzi. Esses efeitos foram parcialmente atribuidos as
propriedades imunomoduladoras dos farmacos testados, 0s quais sdo principalmente associados
com a reducéo dos niveis de TNF-a, IFN-y, CCL2/MCP1 e CCL5/RANTES (de Paula Costa et
al., 2010; Leite et al., 2017). Como todos os estudos apresentaram uma abordagem imunolégica
limitada, é dificil determinar até que ponto os efeitos protetores relatados foram resultados das
adaptacOes imunologicas induzidas pelo captopril, enalapril e losartan.

As evidéncias disponiveis do efeito dos farmacos moduladores do SRA em pacientes com
doenca de Chagas sdo baseadas em casos clinicos, visto que nenhum ensaio clinico controlado

randomizado foi identificado. Ao contrario dos estudos in vitro e in vivo os farmacos ndo foram
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usados com finalidade antiparasitaria, mas sim para melhorar a funcdo cardiovascular em
pacientes com Cardiomiopatia Chagésica Crdnica (CCC).

Similar aos estudos em modelo animal, apenas captopril, enalapril e losartan foram
analisados nas investigacBes clinicas. A indicacdo desses farmacos foi consistente com as
diretrizes para o tratamento da cardiopatia chagasica, as quais recomendam administracdo de
inibidores da ECA em todos pacientes com disfuncéo ventricular (Andrade et al., 2011). Todos
0s estudos determinaram a gravidade da CCC de acordo com a classificacdo estabelecida pela
New York Heart Association (NYHA). O periodo de tratamento foi heterogéneo (4-120 dias),
com doses de 5-150 mg/dia, e no geral o tratamento de pacientes Chagésicos com captopril,
enalapril e losartan exerceram efeitos limitados na frequéncia cardiaca, pressdo sanguinea, fracdo
de ejecdo, dimensbes atriais e ventriculares e frequéncia de taquicardia ventricular. Apenas um
estudo avaliou marcadores imunolégicos (Botoni et al., 2007), o qual indicou que os farmacos
moduladores do SRA foram efetivos em reduzir os niveis de RANTES, mas sem afetar MIP-1a.
Além disso, o tratamento foi efetivo em reduzir os niveis de norepinefrina (Roberti et al., 1992)
e peptideo natriurético cerebral (PNC) (Botoni et al., 2007), porém sem impacto nos niveis de
renina. Além de exercer um importante papel regulador da fungéo cardiovascular, essas moléculas
sédo relevantes marcadores de leséo cardiaca na doenga de Chagas. Assim, altos niveis circulantes
de PNC é frequentemente detectado em pacientes com CCC (Talvani et al., 2004; Garcia-Alvarez
et al., 2010), e niveis elevados de norepinefrina vem sendo associado a um mau progndstico em
pacientes Chagasicos, um aspecto potencialmente relacionado com sobrecarga hemodinamica e
risco elevado de falha cardiaca (Kao et al., 1989; Roberti et al., 1992).

Embora nosso grupo de revisédo sistematica analise criticamente as evidéncias pré-clinicas
e clinicas sobre o efeito da modulacdo do SRA em infec¢Bes por T. cruzi, a interpretacdo dos
resultados deve considerar limitagdes especificas de cada desenho de estudo. Uma alta propor¢édo
de critérios essenciais relatados em estudos com animais foram negligenciados. Em geral, as
principais fontes de vies foram associadas a alocag&o, avaliacao de desfechos aleatoérios, ocultagdo
de alocacdo e cegamento experimental. Tais informacGes quando ndo relatadas, limitam a
reprodutibilidade e a confiabilidade dos resultados pré-clinicos, indicando uma limitada validade
interna e externa dos estudos individuais. Os estudos clinicos apresentaram uma melhor qualidade
do que estudos em modelos animais. No entanto, a auséncia de estudos controlados randomizados
e todas as limitagcGes metodoldgicas observadas, indicam que as evidéncias clinicos aqui descritas,

devem ser cuidadosamente interpretadas.

CONCLUSAO
Embora haja uma base clara para o uso de farmacos moduladores do SRA como agentes
imunomoduladores, a relevancia desses farmacos como terapia antiparasitaria ou estratégia de

suporte cardiovascular em pacientes com CCC requer mais estudos controlados com uma
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abordagem mecanicista. Como procedimento simples para melhorar a qualidade da pesquisa,
requerimentos metodoldgicos essenciais podem ser incorporados nos estudos pré-clinicos e
clinicos. Neste sentido, estudos pré-clinicos com maior qualidade podem ser desenvolvidos a
partir do uso de diretrizes bem delimitadas, incluindo aqueles fornecidos pela CAMARADE
(Collaborative Approach to Meta-Analysis and Review of Animal Data from Experimental
Studies — http://camarades.info), e SYRCLE (Systematic Review Centre for Laboratory animal
Experimentation — http:// www.SYRCLE.nl).
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RESUMO

Atualmente estudos envolvendo biomateriais estdo em crescimento, com destaque na area médica
e odontoldgica. Utilizados por exemplo, na presenga de defeito 6sseo e lesdes periapicais. Assim,
verificou-se 0 comportamento in vitro de osteoblastos MG63 em contato com membranas
reabsorviveis porosas de policaprolactona (PCL), incorporadas com fibras ceramicas de silicato
de célcio (CaSiOs3), visando aplicacdo na regeneragdo 6ssea guiada. Foram utilizados os seguintes
grupos, PCL P - porosa sem adicdo de CaSiOs; PCL + 5%CaSiOs; PCL + 10%CaSiOs e 0 grupo
controle. Foram avaliadas a viabilidade celular, atividade da fosfatase alcalina e presenca de
nodulos de mineralizagdo. Os dados foram analisados por ANOVA e Tukey (p<0.05). Nenhum
grupo experimental foi citotoxico, PCL P e PCL 10% apresentaram maior viabilidade celular com
diferenca estatistica do grupo PCL 5% (p<0.05), a presenca de células viaveis em todos 0s grupos,
sugere que ions de CaSiOsnao tém efeito significativo sobre a proliferacdo celular. A atividade
de ALP foi semelhante estatisticamente ao controle (p>0.05) no entanto, observou-se que todos
0s grupos exibiram maior atividade de ALP que o grupo controle, sugere-se que a incorporagao
de CaSiOzpode ter acelerado a fase de diferenciacdo celular. Em um periodo de 21 dias, houve a
producdo de nodulos mineralizados, indicando que as células MG63 foram capazes de aderir,
proliferar e produzir nédulos mineralizados em membranas poliméricas. Conclui-se que as
membranas de PCL incorporadas com CaSiOs ndo apresentam citotoxicidade celular, assim
como, o biomaterial contribui com a osteogénese, demonstrando a capacidade de ser utilizado no

tratamento de lesdes periapicais.

PALAVRAS-CHAVE: Biomateriais; polimeros; osteogénese.
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In vitro study of osteogenic potential of PCL polymer porous membrane for

guided bone regeneration

ABSTRACT

Currently, studies involving biomaterials are growing, with emphasis in the medical and dental
areas. Used for example, in the presence of bone defect and periapical lesions. Thus, it verified
the in vitro behavior of MG63 osteoblasts in contact with polycaprolactone porous resorbable
membranes (PCL), incorporated with calcium silicate ceramic fibers (CaSiQOs), for application in
guided bone regeneration. The following groups were used, PCL P - porous without addition of
CaSiOs; PCL + 5% CaSiOs; PCL + 10% CaSiOs; and the control group. Cell viability, alkaline
phosphatase activity and presence of mineralization nodules were evaluated. Data were analyzed
by ANOVA and Tukey (p <0.05). No experimental group was cytotoxic, PCL P and PCL 10%
presented greater cell viability with a statistical difference of the PCL 5% group (p <0.05), the
presence of viable cells in all groups, suggests that CaSiOzions have no significant effect on cell
proliferation. The ALP activity was statistically similar to the control (p> 0.05); however, it was
observed that all groups showed higher ALP activity than the control group, it is suggested that
CaSiOs incorporation may have accelerated the cell differentiation phase. In a period of 21 days,
there was the production of mineralized nodules, indicating that MG63 cells were able to adhere,
proliferate and produce mineralized nodules in polymer membranes. It is concluded that the PCL
membranes incorporated with CaSiO; do not present cellular cytotoxicity, as well as, the
biomaterial contributes to the osteogenesis, demonstrating the capacity to be used in the treatment

of periapical lesions.

KEYWORDS: Biomaterials; polymers; osteogenisis.

INTRODUCAO

Atualmente, pesquisas voltadas ao desenvolvimento de biomateriais estdo em crescente
evolucdo. A éarea de biomateriais ¢ um campo com amplas perspectivas de crescimento futuro e
apresenta uma diversidade de aplicacGes de interesse médico e odontoldgico. Particularmente na
clinica odontoldgica, a utilizacdo de biomateriais representa um potente instrumento terapéutico
nas atividades cirargicas na presenca de defeitos dsseos e lesBes periapicais (CORDAS, 2006;
BUGARIN, GARRAFA, 2007; SHEIKH et al., 2015; FERNANDES et al., 2017; SLADKOVA
etal., 2017).

O tecido 6sseo é um tecido com alta capacidade de regeneracao, assim, experimentos
vém sendo estimulados a serem estudados, utilizando a associacdo de diferentes biomateriais a

diversas substancias objetivando a reconstrucao de defeitos 6sseos (SICCA et al., 2000; NACER,
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2009; CHAI et al., 2017). Esses defeitos sdo provenientes de patologias congénitas ou adquiridas,
como infecgdes, traumatismos e varios outros fatores clinicos que podem influenciar a
funcionalidade das areas afetadas.

Os biomateriais sdo empregados em componentes implantados no corpo humano doente
ou danificados. Polimeros, ceramicas, metais podem ser usados como biomateriais (CALLISTER
Jr, RETHWISCH, 2016).

Nos ultimos anos, os polimeros biodegradaveis tais como a policaprolactona (Poly ¢ —
Caprolactone, PCL) tém sido pesquisados para aplicagcbes como matriz extracelular em

bioimplantes. O PCL apresenta degradacdo mais lenta, sendo ideal para condi¢des médicas que
necessitam de um tempo prolongado para regeneracéo 6ssea (BEACHLEY, WEN, 2010).

Porém, segundo Nair e Laurencin (2007) este polimero tém uma baixa resisténcia mecéanica
limitando a aplicagdo na medicina regenerativa dssea.

Para solucionar esta baixa resisténcia mecanica destes polimeros, sugere-se a
incorporacdo de fibras de silicato de célcio, as quais podem melhorar a resisténcia mecénica e a
biocompatibilidade (CALLISTER Jr, 2008).

Atualmente, se faz necessario desenvolver novas técnicas de fabricagdo de biomateriais,
como também, compreender através de um estudo mais detalhado as caracteristicas de suas
propriedades. Este trabalho teve por objetivo investigar o comportamento celular in vitro de
membranas porosas de polimero PCL incorporadas com fibras de silicato de célcio, se apresentam
biocompatibilidade e capacidade osteocondutora, para que possam ser aplicados em eventos

relacionados a regeneragdo Gssea guiada em lesdes periapicais.

METODOLOGIA

Para o teste de citotoxicidade, foram plaqueadas 20.000 células por pogo (n=3 para cada
grupo experimental) e incubadas em estufa com 5% CO; a 37°C por 24h. Apos este periodo, as
culturas celulares foram expostas aos grupos experimentais e mantidas em estufa por mais 24 h.
O grupo controle foi determinado como sendo 0 poco com a presenga de células e auséncia das
membranas poliméricas testadas. Assim, posteriormente ao periodo de 24h, realizou a remocao
do contetdo dos pogos e a placa foi lavada trés vezes com PBS estéril para descartar células
mortas e residuos. Apds a lavagem, acrescentou 50 pul do reagente Alamar Blue (Thermo
Scientific — EUA) a 10% em meio de cultura (DMEM) em cada pogo e a placa foi levada a estufa
por 4 h, sob temperatura de 37°C e 5% de CO,. Durante este periodo, a resazurina azul ndo-
fluorescente é reduzida a resofurin de cor rosa fluorescente. Posteriormente, foi realizada a leitura
da absorbéancia dos pogos em espectrofotdmetro de microplacas (Cambrex EIx808cse - Lonza)
com comprimento de onda de 570 nm. A viabilidade celular foi expressa como a porcentagem em

relagdo ao grupo controle (=100%).
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A atividade da fosfatase alcalina foi determinada ap6s 14 dias (n=3 para cada grupo
experimental), nos mesmos lisados utilizados para quantificar a proteina total, por meio da
liberacdo de timolftaleina por hidrélise do substrato timolftaleina monofosfato, utilizando kit
comercial de acordo com as instrucdes do fabricante (Labtest Diagndstica). Inicialmente, 50 pL
de timolftaleina monofosfato foram misturados com 0,5 mL de tampdo dietanolamina a
0,3 M, pH 10,1. A solug&o foi acrescentada aliquota de 50 pL dos lisados obtidos de cada
poco, permanecendo por 10 minutos a 37°C em banho-maria. Para o desenvolvimento de
cor, foram adicionados 2 mL de Na>COs a 0,09 M e NaOH a 0,25 M. A absorbéncia foi
mensurada em espectrofotémetro utilizando comprimento de onda de 590 nm e a atividade
da fosfatase alcalina avaliada seguindo os procedimentos dos calculos preconizados na bula do
kit comercial. Os dados obtidos foram expressos como atividade da fosfatase alcalina normalizada
pelo contetido de proteina total e os valores apresentados em pumol de timolftaleina/h/pg de
proteina/mL.

Para a formagdo de nddulos de mineralizagdo as células foram colocadas em placas de
24 pogos (n=3 para cada grupo experimental), foi realizado o plaqueamento de 20.000 células por
pogo e incubadas por 24 h a 37°C. Apo6s esse periodo, 0 meio antigo foi removido e as culturas
celulares foram expostas aos grupos experimentais. O grupo controle foi caracterizado como
sendo 0 pogo com a presencga de células e auséncia das membranas poliméricas testadas. As
culturas celulares foram mantidas em estufa por 21 dias. As células aderidas foram lavadas em 1
mL de solugdo de Hank’s (Sigma) a 37°C por duas vezes ¢ as células foram fixadas em 2 mL de
alcool 70% por 1 h a 4°C. Em seguida, o alcool foi retirado e os pogos lavados com 1 mL PBS
(Cultilab) por duas vezes. Posteriormente, o PBS foi retirado, a cultura celular lavada com 1 mL
de agua deionizada por duas vezes e corada com vermelho de Alizarina S 2% (Sigma), pH 4,2,
por 15 min a temperatura ambiente. Depois disso, cada pogo foi lavado vérias vezes com intuito
de retirar 0 excesso de corante e as placas deixadas por 24 h em temperatura ambiente para
secagem total dos pocos. Depois da secagem, os pocos foram avaliados qualitativamente em
relacdo a formagdo de nddulos de matriz mineralizada. Essa anélise qualitativa foi baseada em
avaliagBes macro e microscopicas das formacdes nodulares de matriz mineralizada, as quais
foram fotografadas com camera digital (Sony Digital F828, CyberShot, 8.0 megapixels) acoplada
em microscépio de luz invertida (Microscopio Carl Zeiss Microlimaging GmbH — Axiovert 40 C,

Alemanha).

RESULTADO E DISCUSSAO
Os valores obtidos de viabilidade celular pelos grupos experimentais (Figura 1a), foram
menores e exibiram diferenca estatisticamente significante (p<0.05) quando comparados com o

controle. O grupo PCL P apresentou maior viabilidade celular 90,5%, seguido do grupo PCL 10%
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que resultou em 84,3% de viabilidade celular. Por outro lado, o grupo PCL 5% apresentou menor
viabilidade celular, 77,5%, diferindo estatisticamente dos demais grupos (p<0.05). Os resultados
revelaram que o0s grupos experimentais sdo biocompativeis in vitro, pois ndo apresentaram
citotoxicidade, sugerindo que ions de silicato de célcio ndo tém efeito significativo sobre a
proliferacdo celular.

Um importante marcador para a diferenciacdo osteoblastica é a producéo da enzima da
fosfatase alcalina. O grupo PCL 5% apresentou maior atividade de fosfatase alcalina em relagédo
ao PCL 10% e o PCL P. De acordo com os valores obtidos na anélise da atividade da fosfatase
alcalina, todos o0s grupos experimentais ndo apresentaram diferenca significativa (p>0.05) com
relacdo ao grupo controle, como pode ser observado na (Figura 1b). Dziadek et al. (2014)
avaliaram a atividade da fosfatase alcalina de osteoblasto em contato com materiais poliméricos
de PCL, no periodo de 7 dias e concluiram que o efeito de particulas como ions de célcio, silicio
e fosfato liberados pelos vidros bioativos presentes na matriz polimérica de PCL esté relacionado
com a intensificacdo da atividade da fosfatase alcalina. A partir do nosso estudo sugere-se que a
incorporagdo de silicato de célcio pode ter acelerado a fase de diferenciacdo celular, como
também, a mineralizag&o. J& que nos grupos experimentais aos 14 dias, observou-se que todos 0s
grupos exibiram maior atividade de fosfatase que o grupo controle, porém sem diferenca
estatistica (p>0.05).

Figura 1. Andlise in vitro. a) Viabilidade celular em célula osteoblastica MG63 pelo teste de
Alamar Blue. b) Gréfico de ALP.
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Legenda - Letras diferentes indicam diferencas estaticamente significativas entre os grupos experimentais
(ANOVA, teste de Tukey, p< 0.05).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 2 - Formag0es nodulares.

Legenda: a) PCL 5%, b) PCL 10% e ¢) PCL 15%.
Fonte: Do autor.

Pode-se observar, conforme a (Figura 2), que todos 0s grupos experimentais permitiram
a formacdo de nddulos de mineralizacdo. Uma vez que 0s grupos experimentais apresentaram
quantidade de formacdo de nodulos semelhantes entre eles. Indicando que as células MG-63
foram capazes de aderir, proliferar e formar nddulos mineralizados em membranas poliméricas.
Da mesma forma, que acredita-se que a alta atividade da fosfatase alcalina, pode estar relacionada
com a incorporacao de silicato de célcio e assim favorecer a diferenciagdo celular, sugere-se que
este fato ocorra também com o processo de mineralizagdo. A mineralizagdo € a fase final da
diferenciacdo de osteoblastos, onde a matriz mineral constituida por hidroxiapatita é secretada e
depositada por osteoblastos maduros (FAREA et al., 2014).

CONCLUSAO

Concluiu-se que experimentalmente que as membranas reabsorviveis porosas de
policaprolactona (PCL) incorporadas com fibras cerdmicas de silicato de calcio quando
submetidas a ensaios in vitro ndo apresentam citotoxicidade celular, assim como, verificou-se que

0 biomaterial contribui com a osteogénese.
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O alopurinol é um inibidor de xantina oxidase utilizado no tratamento de gota. Ele apresenta baixa
solubilidade em &gua e solventes organicos, sendo somente soltvel em sistemas aquosos &cido-
base. Um método adequadamente desenvolvido e validado é necessério para identificar e
guantificar um farmaco, e fornece uma importante ferramenta no controle de qualidade de
medicamentos. O objetivo desse projeto foi desenvolver e validar um método para quantifica¢éo
de alopurinol em matérias-primas e comprimidos. Utilizou-se CLAE-UV para tal estudo e a RDC
166/2017 como 6rgdo regulador para os parametros analisados (seletividade, linearidade, efeito
matriz, precisdo, exatidao, limite de quantificacdo, limite de deteccéo e robustez). As andlises
estatisticas foram realizadas utilizando o software BioEstat 5.0. As condi¢es otimizadas foram:
tampdo fosfato pH 5,25, forca idnica (FI) 0,1 mol. L-1 como solvente; fase mével constituida de
tampéo fosfato (pH 5,25 e forca ibnica 0,1): metanol (95:5, v/v); coluna C18, 150 mm x 4,6 mm,
5 pm; temperatura de 25 °C; fluxo de 1 mL. min-1 e inje¢ao de 20 pL. O estudo foi realizado em
dois comprimentos de onda: 230 nm e 250 nm de acordo com o espectro de varredura do
alopurinol. O método demonstrou-se linear nas concentragdes 8, 12, 16, 20 e 24 pg.mL?, em 250
nm, além de apresentar maior coeficiente angular a partir da equacao da reta (y = 69862x + 22764)
do que em 230 nm (y = 45872x + 8599,2). O método mostrou-se seletivo e exato em ambos 0s
comprimentos de onda. Além disso, ndo foram observados efeitos de matriz em 230 nm ou 250
nm, sendo que os valores de LD e LQ para 230 nm foram 1,62 ug.mL-1 e 4,91 pg.mL?,
respectivamente, e para 250 nm foram 0,70 ug.mL-1 e 2,12 pg.mL™, respectivamente. O método
demonstrou-se preciso em 250 nm, sendo que, no ensaio de precisao intermediaria as amostras se
mostraram estatisticamente diferentes na concentragdo baixa de 4 ug.mL? para 230 nm com
adicdo de placebo. No ensaio de robustez foram realizados estudos de alteragOes de parametros
como tempo de extracdo, pH da fase movel e colunas de marcas diferentes com mesmas
especificagdes. O estudo a partir da anélise de t de student demonstrou que o método néo é robusto
em pH fora da faixa de 5,25, portanto, é necessario controlar o pH da fase mével para uma analise
adequada. Concluimos que um método adequado e validado é importante para conseguir um bom
resultado ao objetivo do método utilizado.

Palavras-chave: Alopurinol; Métodos analiticos; Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia;
Validacdo Analitica; RDC 166/2017.
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A paracoccidioidomicose (PCM) é a micose sistémica mais prevalente na América Latina,
causada pelo fungo Paracoccidioides brasiliensis (Pb), requer tratamento longo e complicado,
justificando estudos que ampliem as opgdes terapéuticas. O Itraconazol (lItra) é eficaz paraa PCM
e requer terapia mais curta que outras drogas. Propomos a administragdo simultanea de
Itraconazol (Itra) e Terapia Laser de Baixa Poténcia (LLLT) para melhor controle dos estagios
iniciais da PCM experimental. Obtivemos uma populagdo celular muito rica em neutrofilos
(PMN) inoculando Pb em bolsas de ar subcutanea em camundongos, e avaliamos o efeito de Itra
e/ou LLLT em seu tamanho, composi¢éo e arquitetura de tecidos e intensidade de inflamacéao
analisando vasos, neovas, numeros de fibroblastos, fibrocitos e de fungos. A viabilidade das
células da bolsa de ar foi sempre superior a 70%, portanto, nenhum dos tratamentos teve efeitos
adversos, e cerca de 80% das células eram PMN. Analisando a ‘’air pouch’’ em termos de volume,
peso e didametro, observamos diferencas significativas entre os grupos tratados com diferentes
doses de Itra e também quando este tratamento foi associado a LLLT. A mais alta dose de Itra (50
mg/mL) resultou em redugdo significativa da “’air pouch’’. Lesdes de camundongos infectados
ndo tratados tinham estroma mal definido, parénquima desorganizado, grandes areas de
inflamacdo consistindo de PMN e fibrose com necrose coagulativa e liquefativa. Animais
infectados e tratados com LLLT mostraram padrdes semelhantes, exceto para a necrose
coagulativa. Camundongos tratados com Itra (independente da dose) e LLLT apresentaram
parénquima discretamente desorganizado, com algumas areas de inflamacdo, fibrose e necrose
liquefativa. As areas de lesdo foram menores no grupo LLLT. A intensidade do processo
inflamatdrio e o nimero de vasos e neovasos diminuiram quando a concentragdo de Itra em
combinacdo com LLLT aumentou. Itraa 3 e 10 mg/mL associada a LLLT aumentou o nimero de
fibroblastos e fibrdcitos. Numeros de Pb diminuiram significativamente quando Itra foi
administrada em todas as concentracgdes, e quando usado em combinacdo com LLLT. Itra a 50
mg/mL causou uma redugdo significativa no tamanho da “’air pouch’’, indicando um controle
dose-resposta. Portanto, nossos resultados sugerem fortemente que a eficiéncia da Itra é
aprimorada pela LLLT.

Auxilio financeiro: CNPg 305216/2016-3 and FAPEMIG APQ 012941-16. Grisolia, JC and
Santos, LA are recipient of CAPES scholarship.
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O fungo termo-dimoérfico Paracoccidioides brasiliesis € agente etioldgico da
paracoccidioidomicose. Micose sistémica granulomatosa de maior prevaléncia no Brasil que
quando estabelecida o tratamento € longo. Portanto, é relevante os estudos dos mecanismos
patoldgicos e 0 quanto o tratamento influencia no combate deste fungo. Neste trabalho os animais
foram infectados via intraperitoneal com a cepa virulenta de P. brasiliensis (Pb18) e apds trés
dias de infecgdo iniciou-se o tratamento por gavagem nos grupos com itraconazol (3mg/mL),
celecoxib (6mg/mL) e combinacdo de itraconazol (3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL) por 15 dias
diariamente. Apos, os animais foram pesados, realizado o teste de hipersensibilidade do tipo
tardio com paracoccidioidina e coletados sangue total para a obtencéo de soro com 7 e 15 dias de
infeccdo. No dltimo dia de infecgdo os animais foram sacrificados e coletados bago, pulmao,
figado e epiplon/pancreas. Os 6rgaos foram pesados, medidos, macerados, processados e corados
com H/E para histologia geral, realizagdo de unidades formadoras de col6nias (CFU) e dosagem
de Oxido nitrico. Os resultados de hipersensibilidade mostraram que os animais tratados com
itraconazol (3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL) tiveram menor reatividade e no ensaio de ELISA
tiveram menores titulos de anticorpos anti-lgG quando comparado com o grupo infectado néo
tratado. O peso corporal ndo teve diferenga estatistica. O bago e epiplon tiveram menor peso e o
pulmdo menor volume no grupo tratado com itraconazol (3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL). O
didmetro dos 6rgdos ndo teve diferenca estatistica. O nimero de CFU foi menor para todos 0s
6rgdos e a concentracdo de 6xido nitrico menor no figado e epiplon no grupo tratado com
itraconazol (3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL) quando comparado com o grupo infectado e néo
tratado. Na histologia geral mostrou que o tratamento com itraconazol (3mg/mL)/celecoxib
(6mg/mL) reduziu as lesdes e severidade da resposta granulomatosa para todos os 6rgdos. O
epiplon 6rgdo de choque para este modelo de infeccdo nos animais tratados com itraconazol
(3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL) notou-se que tinha pouca quantidade de fungos com morfologia
preservada. A partir destes resultados pode-se concluir que a combinagdo de fa&rmacos influenciou
de forma positiva no controle da resposta granulomatosa auxiliando no combate do fungo,
sugerindo que o tratamento combinado com a resposta imunopatolégica interagiram refletindo na
reducdo das lesoes.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose. Itraconazol. Celecoxib
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Paracoccidoides brasiliensis é o fungo agente etiolégico da paracoccidioidomicose. E uma
doenca granulomatosa que a formacdo do granuloma € um mecanismo para tentar bloquear e
limitar a invasividade deste fungo. Nas formas benignas desta micose pode ser caracterizado com
granulomas compactos e com poucos fungos. Nas formas severas podem ser encontrados
granulomas frouxos, necrose e varios fungos com morfologia preservada. Neste estudo foi
analisado os aspectos estereolégicos da resposta granulomatosa em animais infectados com P.
brasiliensis e tratados com itraconazol e celecoxib na fase inicial da infecgdo. Os animais foram
infectados via intraperitoneal com a cepa virulenta de P. brasiliensis (Pb18) e ap6s trés dias de
infeccdo iniciou-se o tratamento por gavagem nos grupos com itraconazol (3mg/mL), celecoxib
(6mg/mL) e itraconazol (3mg/mL)/celecoxib (6mg/mL) por 15 dias. Apds, o periodo de 15 dias
de infeccdo os animais foram sacrificados e coletados baco, pulméo, figado e epiplon/pancreas
processados corados com H/E para anélises estereoldgica e sangue total para avaliagcdo do nimero
relativo de células periféricas. Os resultados demonstraram que na contagem diferencial de sangue
periférico os animais que receberam a combinacdo de drogas tiveram uma mudanca do perfil
celular quando comparado com os animais infectados nédo tratados. Na celularidade tecidual
também foi possivel verificar esta mudanca celular em todos os 6rgéos coletados. Ao avaliarmos
a quantidade de processo inflamatério (pulméo, figado e epiplon) verificou-se que o nimero de
células inflamatérias diminui em todos os 6rgaos coletados gradativamente nos grupos tratados
com celecoxib, itraconazol e na celecoxib/itraconazol. Ao analisar o score de inflamag&o observa-
se que nos animais tratados com itra/celecoxib tiveram em todos os 6rgaos coletados score
moderado de inflamacgdo, sendo significativamente estatistico quando comparado com grupo
infectado e ndo tratado, somente celecoxib e itraconazol. A quantidade de vasos e neovasos foi
menor no pulmao e epiplon nos grupos tratados com itra e celecoxib quando comparados com 0s
grupos infectado e ndo tratado e somente itra e celecoxib. A quantidade de granulomas totais no
figado, pulmé&o e epiplon foi dimimuindo nos grupos tratados com celecoxib, itraconazol e itra e
celecoxib respectivamente, no pulméo ndo teve significancia estatistica. Ao avaliar o tipo de
granuloma é possivel perceber que 0s animais que receberam a combinagdo de farmacos tiveram
menor quantidade de granulomas exudativos quando comparados com os demais grupos, também
obtiveram menor numero de granuloma organizados para todos os 6rgdos coletados. A partir
destes resultados é possivel concluir que o intraconazol e celecoxib combinados diminuiram as
lesdes ocasionadas pela presenga do fungo e sugerindo.
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Espironolactona (SRP) de formula molecular C24H3204S é um farmaco pertencente a Classe |1
de acordo com o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica (baixa solubilidade e alta
permeabilidade). A variagdo no estado-sélido desse farmaco pode acometer caracteristicas como
solubilidade, biodisponibilidade e estabilidade fisico-quimica, o que pode prejudicar a qualidade
do medicamento. Neste estudo foi obtida a SPR 1/3 hidratada a partir da recristalizacdo utilizando
um sistema de solubilizagdo em acetona a frio. Portanto, o objetivo desse trabalho foi a obtencéo
e caracterizacdo da SPR 1/3 hidratada em comparacdo com a forma preferencialmente
comercializada, a SPR forma I, pelas técnicas de Difragdo de Raio X (DRX), espectroscopia na
regido do infravermelho (IV), calorimetria diferencial exploratéria (DSC) e termogravitometria
(TG). O estudo foi realizado no Nucleo de Controle de Qualidade da Unifal-MG. A partir dos
resultados de caracterizacdo por DRX, IV, DSC e TG, pode-se perceber que a forma 1/3 hidratada
se converte totalmente em forma Il apds aquecimento a 180 °C. Os estudos de solubilidade a 37
°C mostraram que a SPR 1/3 hidratada é estatisticamente menos soltvel que a SPR forma Il em
todos os meios testados, e que apresenta conversao parcial do estado solido da SPR forma Il em
SPR 1/3 hidratada nos meios de H20 e HCI 0,01 M. Ap6s seis meses, no estudo de estabilidade
acelerada a 40 °C e 70 % UR, as formas estudadas apresentaram estabilidade fisico-quimica.
Conclui-se, a partir destes resultados, que o controle adequado dos medicamentos a partir de sua
caracterizagcdo do estado-sdlido é de fundamental importancia para ndo comprometer sua
qualidade.

O projeto foi aceito para publicagdo na revista Journal of Pharmaceutical Scienses, DOI:
https://doi.org/10.1016/j.xphs.2019.03.001.

Palavras-chave: Espironolactona; Estado-sélido; Caracterizacdo; Solubilidade; Estabilidade
Acelerada.
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O alopurinol é um medicamento utilizado na forma farmacéutica comprimidos para tratamento
de hiperuricemia. E classificado como classe 11 pelo Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(baixa solubilidade e alta permeabilidade) e apresenta, até o momento, trés formas solidas
descritas na base de dados Cambrigde Strutural Database: base livre anidra e dois sais, um sal de
cloridrato e outro de hemissulfato, sendo a base livre anidra a forma comercializada em matérias-
primas e comprimidos. E de conhecimento que sais geralmente apresentam maiores solubilidade
e velocidade de dissolucdo do que suas correspondentes formas ndo ionizadas. Os objetivos deste
trabalho sdo obter e caracterizar diferentes formas sélidas do alopurinol, partindo de sua base livre
em matérias-primas. Os ensaios foram realizados no nlcleo de Controle de qualidade da Unifal-
MG. As técnicas utilizadas na caracterizagdo sdo difragdo de raios-X por policristais (DRX),
espectroscopia na regido do infravermelho (1V), analises térmicas como calorimetria diferencial
exploratdria (DSC) e termogratometria (TG), além de estudos de solubilidade a 25 °C e 37 °C e
estabilidade acelerada. O cloridrato de alopurinol foi obtido por recristalizagdo sob evaporacao
lenta de solvente em solucdo aquosa de HCI 0,1 M. Os resultados de caracterizacdo demonstraram
que a base livre e o cloridrato de alopurinol apresentam padrdes distintos de difracdo de raios-X
e diferentes espectros na regido do infravermelho. Além disso, os resultados de analises térmicas
mostraram que o cloridrato de alopurinol apresentou um evento endotérmico entre 111 °C e 234
°C com perda de 20 % de massa na faixa de 141 a 234 °C, que foi atribuido a saida do HCI da
estrutura cristalina. Os ensaios de solubilidade a 25 °C e a 37 °C serdo testados em trés meios de
pHs 1,2; 4,5 e 6,8 e em trés tempos amostrados (24, 48 e 72 horas). O estudo de estabilidade
acelerada sera realizado por caracterizagdo e doseamento do p6 armazenado em 40 °C e 75 % UR
durante os tempos de amostragem de 0, 3 e 6 meses. Concluindo, os estudos de caracterizagdo
realizados foram suficientemente capazes de diferenciar as duas formas solidas de alopurinol
estudadas. Além disso, o estudo de solubilidade e estabilidade acelerada poderdo demonstrar se
cloridrato de alopurinol pode ser uma estratégia viavel para melhorar as caracteristicas de baixa
solubilidade apresentadas pelo alopurinol base livre.

Palavras-chave: Alopurinol; Estado-solido; Caracterizagdo; Solubilidade; Estabilidade
Acelerada.
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Obtencao, caracterizacao e estudos de solubilidade e estabilidade de

formas solidas de acetato de fludrocortisona

Ataislaine Batista, Thalio Wliandon Lemos Barbosa, Milena Carla Esp6sito, Magali Benjamim
de Araujo, Rudy Bonfilio

Universidade Federal de Alfenas, Faculdade de Ciéncia Farmacéutica, Farmacia.
a.taislainecangere@hotmail.com

As moléculas no estado sdlido podem apresentar mais de um empacotamento ou arranjo
cristalino, o que pode resultar em alterac@es nas propriedades farmacotécnicas, na estabilidade
fisica e quimica, na solubilidade, nas taxas de dissolugdo e na biodisponibilidade dos insumos e
medicamentos. O acetato de Fludrocortisona é um corticosteroide que possui alta atividade
mineralocorticoide sendo utilizado no tratamento da insuficiéncia adrenocortical. Até o momento,
ha descri¢bes de duas formas anidras e dois solvatos (um hidrato e um solvato de propanol) para
0 acetato de fludrocortisona no banco de dados de Cambridge Structural Database (CSD). Sabe-
se que hidratos geralmente apresentam maior estabilidade e menor solubilidade que as formas
anidras. O objetivo desse estudo foi obter formas sélidas de acetato de fludrocortisona a partir da
matéria-prima por técnicas de recristalizacéo e caracteriza-los utilizando as técnicas de difracdo
de raios-X por policristais (DRXP), analises térmicas como a termogravimetria (TG) e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e espectroscopia na regido do infravermelho (IV-
ATR). Além disso, realizar estudos de solubilidade e estabilidade acelerada entre as formas
caracterizadas. Uma forma cristalina com padréo de difragdo de raio X diferente da matéria prima
e das formas descritas no banco de dados CSD foi obtida através de recristaliza¢do por evaporagdo
lenta de solvente em cloroférmio e acetona 6:4 v/v e caracterizada até 0 momento pelas técnicas
de DRX, 1V e DSC. Os ensaios de solubilidade serdo realizados em pelo menos trés diferentes
solventes aquosos a temperaturas 37°C = 1°C. Nos estudos de estabilidade, as formas solidas
serdo acondicionadas em cadmara climéticaa 40 °C + 2 °C/ 75% UR + 5% UR. As amostras serdo
entdo analisadas nos tempos 0 (zero), 3 (trés) e 6 (seis) meses pelas técnicas descritas acima. Com
0s resultados obtidos busca-se verificar o0 comportamento dessa nova forma cristalina perante a
forma preferencialmente comercializada e, assim, fornecer informag@es para contribuir para uma
melhor seguranga e garantia na qualidade de medicamentos contendo acetato de fludrocortisona.

Palavras-chave: Acetato de Fludrocortisona, Formas solidas, Solubilidade, Estabilidade
acelerada.
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Extratos de sementes de camu-camu (Myrciaria dubia) previnem dano

cromossdmico e atuam como agentes antiproliferativos

Mariana Araldjo Vieira do Carmol, Marina Fidelis2, Caroline Andolfato Sanchezl, Carolina
Girotto Pressetel, Daniel Granato2, Luciana Azevedol

1 Universidade Federal de Alfenas; PPG Biociéncias Aplicadas a Salde
2 Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG)
E-mail: marianavieiraO6@hotmail.com

As sementes e cascas de camu-camu podem apresentar maior potencial antioxidante e niveis
importantes de polifendis quando comparadas a polpa, uma vez que a maioria dos compostos
bioativos € retida nessas partes da fruta. No entanto, esses subprodutos geralmente sdo descartados
sem o beneficio de seus componentes quimicos. Recentemente, a extracdo e analise de compostos
bioativos de subprodutos de frutas tem sido cada vez mais estudada para evitar perdas e
desperdicios importantes, além de representar potenciais beneficios para aplicagdes nas industrias
de alimentos e farmacéutica. Sendo assim, o presente trabalho tem como objetivos avaliar a
atividade antiproliferativa in vitro de extratos de semente de camu-camu e a capacidade dos
extratos em inibir dano cromossémico induzido pela cisplatina. As sementes dos frutos maduros
foram obtidas para preparo dos extratos 100% H20, 100% EtOH, 50% H20 + 50% EtOH, 25%
H20 + 75% EtOH, 75% H20 + 25% EtOH. Para a avaliacdo citotoxica dos extratos de semente
de camu-camu foi realizado o teste de proliferacdo celular (MTT) com concentragdes entre 100-
900 pg/ml em células cancerosas de pulmao A549. Para o ensaio de aberracdo cromossdmica, as
células A549 foram semeadas em frascos de 75 cm3 a uma densidade de 5 x 10° células/frasco e
as culturas foram divididas em quatro grupos: controle negativo, isto é, as células receberam
apenas meio de cultura. No grupo 2, as células foram tratadas com 4 umol/L de cisplatina
(controlo positivo). No grupo 3, as células foram tratadas com 50% H20 + 50% EtOH extrato de
semente de camu-camu (IC50) e grupo 4 com uma combinagdo de 4 uM cisplatina e extrato 50%
H20 + 50% EtOH, por 48h. Seis horas antes da coleta das células, foram adicionados 200 pl de
solucéo de colchicina (0,0016%) para interromper a divisdo celular na metéfase. Laminas foram
feitas e coradas com Giemsa 10% para posterior anélise do indice de aberragcbes cromossémicas.
Todos os extratos de semente de camu-camu testados apresentaram atividade antiproliferativa
contra células A549, sendo que o extrato 50% H20 + 50% EtOH apresentou maior ag&o citotoxica
(IC50 = 278 pg/ml), enquanto o extrato 100% EtOH mostrou menor citotoxicidade (IC50 = 785
ug/ml). As aberragdes cromossomicas, independentemente do tipo, foram significativamente
aumentadas em células tratadas com cisplatina 4 pmol/L (controle positivo) (1,62 £ 2,2) em
comparagdo com o grupo controle negativo (0,22 + 0,55). Além disso, o tratamento com camu-
camu sozinho ndo induziu aberracbes significativas (0,06 = 0,24), indicando sua néo-
clastogenicidade/aneugenicidade. Além do efeito ndo téxico, o extrato apresentou agdo protetora
diminuindo 37% do indice de quebras cromossémicas (1,02 £+ 1,39) em relagéo ao grupo controle
positivo, sugerindo que o extrato de semente de camu-camu pode atenuar 0 dano mutagénico
induzido pela cisplatina. Os extratos de sementes de camu-camu apresentaram potente efeito
citotoxico contra células A549, especialmente o extrato 50% H20 + 50% EtOH, que apresentou
também efeito protetor contra aberragdo cromossdmica induzida por cisplatina.

Palavras-chave: Atividade antiproliferativa; aberragdo cromossémica, camu-camu.
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Avaliacdo da atividade leishmanicida in vivo a partir de derivado da

miltefosina
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Espurit, Fabio Antonio Colombo?, Marcos José Marques?
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No presente estudo, o potencial terapéutico do composto 5-(4-(3- methanesulfonatepropyl)-1H-
1,2,3-triazol-1-yl) dodecyl methanesulfonate (C11), analogo da Miltefosina, foi avaliado para
leishmaniose visceral experimental. Para avaliar o potencial terapéutico do C11, hamsters foram
infectados com L. (L.) infantum e foram tratados diariamente durante 10 dias com 25 mg de
C11/kg de peso corporal por gavajem, ou com 50 mg de Glucantime/kg de peso corporal por via
intraperitoneal. Um dia ap6s a Ultima dose, foi feita a eutanasia e a coleta de material para avaliar
a expressao relativa de RNAm das citocinas IFN-y, TNF-q, IL-17, TGF-B, IL-4 e IL-10 em
fragmentos de baco e figado; além do parasitismo do baco e do figado e o registro das principais
alteracOes histopatoldgicas. Os animais tratados com C11 apresentaram maior expressdo das
citocinas IL-17 e TNF-a e redugdo da expressdo de IL-10 no bago comparado com o grupo
controle infectado e ndo tratado (INT). Os grupos C11 e GLU apresentaram redugdo significativa
dos niveis de 1gG em relacdo ao grupo INT, p <0,05. Além disto, os animais tratados com C11
tiveram menos parasitos no bago e no figado quando comparados com o grupo INT, além de
maior preservacdo da arquitetura de polpa branca no bago comparado com grupo controle INT e
Glucantime. Em conjunto, esses achados indicam que o C11 é um composto interessante que deve
ser considerado para o desenvolvimento de novos farmacos contra a leishmaniose visceral, devido
seu efeito leishmanicida e agdo imunoestimulante.

Palavras-chave: Leishmania; Derivados da Miltefosina; Ensaios in vivo; Resposta Imune.
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Sclerotinia sclerotiorum: efeitos citotdxicos e antiproliferativos in vitro
da fraco acetato e fracdo 100% metanol em células de cancer e

normais

Carolina Girotto Pressete!, Mario Ferreira Conceicdo Santost, Mariana Aradjo Vieira do Carmo?,
Carolina adolfato Sanchezt, Marisi Gomes Soares?, Luciana Azevedo!

1 Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL, Alfenas/Minas Gerais — Brasil.
carolinagp_94@msn.com

O fungo Sclerotinia sclerotiorum parece estar entre 0s patdgenos vegetais mais devastadores e
representa um dos maiores desafios para a producdo agricola, uma vez que o patdgeno pode
infectar culturas e hortalicas economicamente importantes, como feijdo, soja, batata, ervilha e
tomate. Por outro lado, um grande nimero de metabdlitos secundarios de fungos ocupa uma
posicéo significativa na industria farmacéutica e foram integrados ao desenvolvimento de drogas
devido a ampla variedade de atividades bioldgicas, incluindo anticancer, anti-inflamatdria,
antimicrobiana, antibacteriana e antiviral. Este estudo avaliou os efeitos citotoxicos e
antiproliferativos in vitro de S. sclerotiorum como possivel elemento estratégico de saide. A
amostra seca da espécie fungica foi homogeneizada e extraida com 2 L de etanol. O solvente foi
evaporado para 500 mL. O extrato etanolico resultante foi diluido com 50 mL de H20 e
particionado com acetato (3 x 500 mL), sendo obtido a fracdo acetato. A fracdo acetato foi
submetido a uma cromatografia em coluna de fase reversa com um gradiente de H20 / MeOH
(metanol) como o eluente. Trés fracBes acetato foram obtidas: 100% de H20, 1: 1 H20 / MeOH
e 100% de MeOH. Para os ensaios in vitro utilizou-se a fragéo acetato e a fragdo 100% MeOH. A
atividade citotdxica e anti-proliferativa foram realizadas em células de adenocarcinoma do
pulmdo humano epitelial (A549), adenocarcinoma colorretal ileocecal (HCT8) e células
pulmonares normais (IMR90). Considerando a atividade antiproliferativa, ambas as células
cancerosas exibiram valores mais elevados de 1G50 para a fracdo acetato (HCT8: 20 pg/mL e
A549: 102 pg/mL) e a fragdo 100% MeOH (HCTS8: 123 pg/mL e A549: 277 pg/mL) em
comparagdo com a célula normal IMR90 (fracdo acetato: 16 ug/mL e fracdo 100% MeOH: 13
pg/mL). Estes resultados indicam que tanto a fragdo acetato como a fragdo 100% MeOH s&o mais
citotoxicas para a célula normal, em comparacdao com as células cancerosas. Tanto para a fragcdo
acetato como para a fracdo 100% MeOH, os resultados sugerem que, para as células cancerosas
é necessario utilizar concentracGes mais elevadas da fracdo para inibir o crescimento de metade
das células, ou seja, baixa citotoxicidade e acdo antiproliferativa. Esta fracdo também teve
atividades citotoxicas mais na linhagem celular ndo-cancerosa em comparagdo com a linhagem
de células cancerosas, indicando que baixas concentra¢des desse tratamento podem matar a célula
normal, mas ndo matam a célula cancerosa.

Auxilio financeiro: Este trabalho foi financiado pela Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Minas Gerais (FAPEMIG) [APQ 0285515] e concedeu bolsa de estudo a autora (Carolina
Girotto Pressete). Agradecemos também ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo apoio financeiro e bolsas de estudo para autores.
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Sclerotinia sclerotiorum: efeitos antimaldrios in vitro da fracdo acetato

e fracao 100% metanol em linhagens de Plasmodium falciparum
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O fungo Sclerotinia sclerotiorum parece estar entre 0s patdgenos vegetais mais devastadores e
representa um dos maiores desafios para a producdo agricola, uma vez que o patdégeno pode
infectar culturas e hortalicas economicamente importantes, como feijdo, soja, batata, ervilha e
tomate. Um grande nimero de metabdlitos secundarios de fungos ocupa uma posicéo significativa
na industria farmacéutica e foi integrado ao desenvolvimento de drogas devido a ampla variedade
de atividades bioldgicas, além disso, sabe-se que este fungo pode produzir compostos, como
ergosterol e peroxido de ergosterol e compostos deste tipo que possuem alta atividade
antimalarica, antibacteriana, citotoxica e outras atividades farmacoldgicas. Este estudo avaliou 0s
efeitos antimaléricos in vitro de S. sclerotiorum contra cepas de Plasmodium falciparum. A
amostra seca da espécie fungica foi homogeneizada e extraida com 2 L de etanol. O solvente foi
evaporado para 500 mL. O extrato etandlico resultante foi diluido com 50 mL de H20 e
particionado com acetato (3 x 500 mL), sendo obtido a fracdo acetato. A fragdo acetato foi
submetido a uma cromatografia em coluna de fase reversa com um gradiente de H20 / MeOH
(metanol) como o eluente. Trés fracBes acetato foram obtidas: 100% de H20, 1: 1 H20 / MeOH
e 100% de MeOH. Para a avaliacdo da atividade antimalarica, a fragdo acetato e a fragdo 100%
MeOH foram utilizados em duas linhagens de Plasmodium falciparum: W2 (resistente a
cloroquina) e 3D7 (sensivel a cloroquina). Considerando a atividade antimalarica, o teste mostrou
que a fracdo acetato e a fragdo 100% MeOH apresentaram efeitos diferentes para ambas as cepas
de P. falciparum. A fracdo acetato e a fracdo 100% MeOH apresentaram valores mais baixos
IC50 para W2 (330,4 e 362,3 pug/mL, respectivamente) em compara¢do com 3D7 (449,9 e 139,5
pg/mL, respectivamente). Assim, destacamos ambas as fragdes apresentaram melhores resultados
frente a linhagem resistente a cloroquina quando comparada a linhagem sensivel a cloroquina,
pelo fato de apresentarem menores valores de 1C50. Sabe-se que o S. sclerotiorum pode produzir
compostos, como o ergosterol e o perdxido de ergosterol, e este compostos podem possuir alta
atividade antimalarica e outras atividades farmacolégicas como uma fonte importante de pistas
para a descoberta de drogas. No entanto, a partir dos resultados relatados neste trabalho, pode-se
propor que a fragdo acetato e fragdo 100% MeOH extraidas deste fungo podem ndo ser valiosas
para desenvolver uma nova classe de farmacos direcionados as vias plasmodiais, ja que é
necessaria alta concentracdo para atingir o efeito terapéutico. O presente estudo €, no entanto, o
primeiro relato das propriedades antiplasmodiais de S. sclerotiorum contra o P. falciparum.

Auxilio financeiro: Este trabalho foi financiado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado
de Minas Gerais (FAPEMIG) [APQ 0285515] e concedeu bolsa de estudo a autora (Carolina
Girotto Pressete). Agradecemos também ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico (CNPq) e a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
(CAPES) pelo apoio financeiro e bolsas de estudo para autores
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Potencial terapéutico do ravuconazol em combinacdo com farmacos

reposicionados na infec¢éo por Trypanosoma cruzi
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Trypanosoma cruzi é o agente etioldgico da doenga de Chagas, parasitose que afeta atualmente
cerca de seis milhGes de pessoas e é considerada uma doenca negligenciada. Pesquisas recentes
demonstram a necessidade de desenvolvimento de estratégias inovadoras na tentativa de obter
tratamentos mais eficazes. O reposicionamento de farmacos é uma opg¢ao promissora, uma vez
que avalia farmacos em uso, com perfil farmacocinético bem estabelecido. O ravuconazol é um
antifungico azolico com potente a¢éo anti-T.cruzi; apds resultados promissores desse farmaco em
estudos experimentais, foi desenvolvido o E1224, um pro-farmaco do ravuconazol. Este pro-
farmaco, apesar alcancar excelentes resultados pré-clinicos, quando testado em estudo clinico ndo
foi efetivo em monoterapia, sendo sugerida sua utilizagdo em terapia combinada a outros
farmacos. O objetivo do nosso estudo foi analisar in vitro e in vivo a natureza da interagédo entre
o ravuconazol e farmacos reposicionados sobre a cepa Y de T.cruzi. Inicialmente foram definidos
os valores de EC-50 de cada farmaco (ravuconazol, amiodarona, clomipramina, nitazoxanida)
sobre a infeccdo de células H9c2 por meio da incubag&o, por 48 horas, de diferentes concentrages
dos farmacos com células previamente infectadas pelo parasito. Para determinacdo do efeito
tripanossomicida foi analisado o percentual de infeccdo observado nas células infectadas na
presenca e auséncia de tratamento. A seguir foram determinados os perfis de toxicidade das
combinagdes utilizando a metodologia de reducdo da resazurina. A partir desses dados foram
definidas as concentragdes iniciais de cada farmaco para utilizagcdo combinada no mesmo modelo
experimental. A natureza da interacdo foi identificada por meio dos valores de FIC (frational
inhibitory concentration) obtidos com auxilio do programa CompuSyn. Para os estudos in vivo
foram utilizados 45 camundongos fémeas da linhagem Balb/C experimentalmente infectados pela
cepa Y. Grupos-controle infectados ou ndo foram incluidos. Os tratamentos foram administrados,
por via oral, durante 5 dias, a partir do primeiro dia de parasitemia patente (ravuconazol 0,5mpk;
ravuconazol 10mpk; benznidazol 100mpk; amiodarona 50mpk; ravuconazol 0,5mpk +
amiodarona 50mpk). Nos diferentes grupos experimentais foram avaliados os pardmetros
parasitemia e curva ponderal (até 15 dias de infecgdo). Os valores de EC-50 obtidos para cada
farmaco foram: nitazoxanida >100 pum; clomipramina 11,1 £+ 2,6 um; amiodarona 26,5 £+ 3,5 um;
ravuconazol 4,8 = Inm e benznidazol 7,5 + 4,8 um. A concentrag@o citotoxica dos farmacos foi
no minimo duas vezes maior do que os valores de EC-50, exceto para clomipramina que
apresentou induziu mortalidade de 50% das células hospedeiras na concentracdo de 11,1 + 2,6
pm. Nao houve toxicidade adicional resultante da combinac¢do dos medicamentos. Tendo em vista
a atividade anti-T.cruzi e perfil de toxidade in vitro foram selecionados os farmacos para estudo
em combinag&o; o ravuconazol e a amiodarona. Os resultados mostraram que ha uma interacéo
sinérgica entre eles, uma vez que a mistura de ambos resultou em valores de FIC (EC-50) < 0,5.
Considerando este resultado promissor, foi realizada a avalia¢do in vivo da mesma combinacéo.
A andlise da parasitemia mostrou reducdo no nimero de parasitos nos animais tratados com
0,5mg/Kg de ravuconazol (301+181,5 parasitos/0,1mL de sangue) quando comparados aos
camundongos ndo tratados (1442,5+415,3 parasitos/0,1mL de sangue); o mesmo efeito néo foi
observado com a amiodarona (50mg/Kg), cujo grupo apresentou média de 1198,33+601,6
parasitos/0,1mL de sangue. De forma interessante, nos animais tratados com os dois farmacos em
combinacdo houve uma dréastica reducdo do parasitismo (0,714286+1,75 parasitos/0,1mL),
evidenciando um efeito benéfico resultante do uso concomitante. Adicionalmente, a terapia
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combinada protegeu os animais da perda de peso induzida pela infec¢do, observada nos
camundongos tratados com amiodarona e ravuconazol em monoterapia. Os resultados permitem
concluir que ha uma interagdo positiva entre o ravuconazol e a amiodarona in vitro e in vivo. O
uso desta associa¢do constitui uma alternativa promissora na busca de novos tratamentos para
doenca de Chagas, principalmente considerando que ambos os farmacos apresentam mecanismos
de acdo bem estabelecidos e sdo aprovados para uso clinico.

Palavras-chave: Doenca de chagas; quimioterapia experimental; combinacdo de farmacos;
modelos experimentais.

Auxilio financeiro: Capes; FAPEMIG.
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Bioprospeccéo e caracterizacdo de fungos endofiticos produtores de

compostos bioativos isolados de Dalbergia ecastaphyllum L.Taub

Rayra Annara da Fonseca Otacilio Pinto!, Daniel Viera de Morais2, Amanda Tristdo Santinis,
Patricia Lunardelli Negreiros de Carvalho4, Livia Maria Maciel da Fonseca5, Masaharu Ikegaki6.
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E-mail : annara.rayra@bol.com.br

Os produtos naturais possuem potencial para a prospec¢do de moléculas em razdo da diversidade
de compostos quimicos abundantes na natureza. Os metabdlitos secundarios de microrganismos
endofiticos sdo conhecidos por suas atividades antimicrobianas, antitumorais, antioxidantes e por
sua utilizagdo na agroindustria. A Dalbergia ecastaphyllum é uma espécie vegetal distribuida na
costa brasileira, sendo a principal fonte da matéria-prima da resina utilizada para a producao da
prépolis vermelha brasileira, produto com propriedades medicinais, seus endéfitos constituem
fontes atrativas para a bioprospecgdo de novos compostos biologicamente ativos. Este trabalho
objetivou isolar fungos endofiticos de D.ecastaphyllum , avaliar seus extratos brutos, oriundos de
processos de fermentagdo liquida, em ensaios bioldgicos in vitro de triagem antimicrobiana e
investigar a produgdo enzimética de amilase. Um total de 60 folhas de D.ecastaphyllum coletadas
em Canavieiras-BA, tiveram seus fragmentos inoculados em meio de cultura, resultando na
obtencdo de 150 fungos endofiticos, que foram categorizados previamente em 5 morfologias
baseadas em suas caracteristicas macroscopicas de cultivo. Os mesmos foram submetidos ao teste
de producédo de amilase sendo 12,67% (19) capazes de produzir a enzima in vitro. Uma triagem
para selecionar cepas produtoras de antimicrobianos foi realizada frente a S.aureus ATCC 6538,
E.coli ATCC 25922 e C.albicans ATCC 10231, de acordo com a metodologia do 4gar em bloco.
Apresentaram halos de inibicao no teste de triagem 35 (23,33%) endofitos, os quais produziram
halos de inibicdo com médias entre 11,5 mm a 24,5 mm de didmetro. A partir da triagem pela
metodologia do &gar em bloco, 11 endofitos foram selecionados de acordo com a expressividade
e especificidade dos halos de inibicéo, e foram posteriormente submetidos & fermentagéo liquida
para obtencdo de seus extratos brutos, a partir dos quais serdo aferidas as concentragdes
inibitorias, bactericidas e fungicidas minimas frentes a microrganismos Gram-positivos, Gram-
negativos e leveduras, bem como ensaios biol6gicos in vitro para atividade antioxidante,
antiproliferativa, caracterizagdo quimica por CG-EM e identificacdo fenotipica das espéecies
fangicas. Os resultados obtidos até o presente momento constituem a primeira evidéncia de que
a D.ecastaphyllum é colonizada por fungos endofiticos e que estes produzem compostos bioativos
de interesse biotecnolégico e farmacéutico.

Palavras-chave: Dalbergia ecastaphyllum, produtos naturais, enddéfitos, bioativos.

Auxilio financeiro: UNIFAL-MG.
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Acéo antimalarica do camu-camu (Myrciaria dubia) ndo envolve

inibicdo da polimeriza¢do do heme

Mariana Araldjo Vieira do Carmol, Marina Fidelis2, Caroline Andolfato Sanchezl, Carolina
Girotto Pressetel, Daniel Granato2, Luciana Azevedol

1 Universidade Federal de Alfenas; PPG Biociéncias Aplicadas a Salde
2 Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG)
E-mail do(a) primeiro(a) autor(a): marianavieiraO6@hotmail.com

Apesar dos grandes investimentos de recursos e avangos cientificos em pesquisa molecular,
celular e clinica sobre maléria, clinicamente vacinas eficazes ainda estdo longe de estar
disponiveis como ferramentas para o controle e erradicacdo da malaria. Sendo assim, se torna
necessaria a descoberta de novos compostos alternativos que possam ser associados aos
tratamentos convencionais. O vacutolo digestivo é a organela do Plasmodium spp. onde ocorre
intensa degradag&o da hemoglobina eritrocitaria. O heme, produto da digestdo da hemoglobina, é
toxico para o parasita. Sendo assim, este € metabolizado pelo parasito em cristais de hemozoina
(atoxico) para sua sobrevivéncia. A inibicdo da polimerizacdo do heme em hemozoina é
considerada um dos principais mecanismos de acao de varios antimalaricos em uso clinico, como
por exemplo a cloroquina. O presente trabalho tem como objetivo avaliar o potencial antimalarico
dos extratos de sementes de camu-camu e seu mecanismo de ag&o. Diferentes concentragdes (10
- 500 uL/mL) de extratos de sementes de camu-camu foram incubadas a 37°C com as linhagens
de Plasmodium spp (3D7 e W2) (0,5% de parasitemia e 2% de hematdcrito) em microplacas de
96 pocos. Apds 48h, o sobrenadante da cultura foi removido e substituido por 100 pL. de tampao
de lise [Tris (20 mM; pH 7,5), EDTA (5 mM), saponina (0,008%) e Triton X-100 (0,08%)]
seguido pela adigdo de 0,2 uL. / mL de Sybr Safe. As microplacas foram incubadas no escuro por
30 minutos e a fluorescéncia foi feita com excitagdo a 485 nm e emisséo a 535 nm. Para 0 ensaio
de polimerizacdo do heme, extratos de sementes de camu-camu foram adicionados a placa (96
pogos) (20 uL 10 -80 mg/mL) sequidos da adicdo de solugdo de hematina bovina (101 ul; 1,68
mM em hidréxido de sédio 0,1 M) e tampé&o acetato de sodio a pH 5 (12 M; 58 ul) com agitacéo
constante a 60 °C. Apos incubagdo a 60°C por 1h, a placa foi centrifugada a 1570 rpm durante 8
min. O sobrenadante foi descartado e os cristais de hemozoina foram redissolvidos em 200 pul. A
leitura foi realizada a 405 nm. Todos os extratos de semente de camu-camu (100% H20; 100%
EtOH, 50% H20 + 50% EtOH; 25% H20 + 75% EtOH; 75% H20 + 25% EtOH) testados
apresentaram acdo antimalarica, no entanto foram classificados com baixa atividade
antiparasitaria, exceto pelo extrato 25% H20 + 75% EtOH, que apresentou atividade promissora
para a linhagem 3D7 (IC50=10 puL/mL). No ensaio de inibicdo da polimerizagdo do heme, a
cloroquina inibiu em 60% a inibicdo da formacdo de hemozoina na sua concentragdo maxima
usada (80 mg/mL). Em contrapartida, nenhum dos extratos foi capaz de inibir a polimerizacdo do
heme; indicando que a atividade antimalarica observada envolve outros mecanismos de agdo. A
fraca propriedade antiparasitaria encontrada nos extratos de sementes de camu-camu néo indica
a auséncia de atividade antimalarica; em vez disso, mostra que uma alta concentracdo seria
necessaria para alcancar o efeito terapéutico desejado. O mecanismo de ac¢do antimaléarica dos
extratos ndo envolve a inibi¢do da polimerizacdo do heme.

Palavras-chave: Plasmodium falciparum; hemozoina, camu-camu.

Auxilio financeiro. CAPES; CNPq; UNIFAL-MG.
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Avaliacédo de Lavandula angustifolia mill. e Lavandula dentata I. sobre
células plancténicas e biofilmes de Candida albicans e espécies néo-

albicans de Candida spp.

Lais Stempniewski Nascimento, Tamires Rodrigues Ribeiro Roberto, Renan Gomes Bastos, Ana
Flavia da Silva Amorim, Naiara Chaves Silva, Josidel Concei¢do Oliver, Marcelo Aparecido
Silva, Amanda Latercia Tranches Dias

Universidade Federal de Alfenas, Minas Gerais, Brasil. Departamento de Microbiologia e
Imunologia. Programa de Pés-graduacdo em Ciéncias Biologicas.
E-mail: laisnas@hotmail.com

A ocorréncia de infeccBes fungicas, especialmente aquelas causadas por Candida spp., tem
aumentado nas Ultimas décadas e estdo associadas a alta mortalidade, especialmente em
individuos imunocomprometidos. Candida albicans é frequentemente encontrada em pacientes
com infeccOes hospitalares e de comunidade, podendo causar infec¢gbes mucosas, superficiais e
invasivas. Algumas espécies de Candida spp. apresentam importantes fatores associados a
viruléncia, entre eles destaca-se a formacéo de biofilmes, que pode provocar mudancas no perfil
de sensibilidade dos isolados aos antifungicos disponiveis. Devido a esses fatores, faz-se
necessaria a pesquisa de novas opgOes terapéuticas para o tratamento de infec¢Bes causadas por
Candida-albicans e espécies ndo-albicans de Candida spp. O uso de fitoterapicos tem se
intensificado e o Brasil possui uma grande biodiversidade, destacando-se, assim, a importancia
da busca de bioativos em fontes naturais. As plantas do género Lavandula pertencem a familia
Lamiaceae e sdo utilizadas em todo o mundo devido as suas propriedades terapéuticas, tais como
relaxante, cicatrizante, atividade antimicrobiana e antioxidante. O objetivo deste trabalho é
avaliar, in vitro, as atividades antifungicas dos extratos e 6leos de Lavandula angustifolia e
Lavandula dentata sobre isolados de Candida albicans e espécies ndo-albicans de Candida spp.
cultivados em estado planctonico e na forma de biofilme. Para tal, foi realizada a caracterizacéo
fitoquimica dos extratos hidroetandlicos de folhas e flores de Lavandula e dos seus Gleos
essenciais. Posteriormente, fez-se a avaliagdo da Concentragdo Inibitéria de 50% e 90% (IC50 e
IC90) do crescimento dos isolados, na qual os extratos hidroetandlicos e os 6leos essenciais de
Lavandula foram adicionados aos cultivos de Candida albicans, Candida krusei e Candida
glabrata. Nao houve atividade significativa contra C. albicans, entretanto, L. angustifolia foi ativa
em células planctonicas de C. Krusei e C. glabrata: flores frescas (IC90 500ug/mL e 1C90 1000
ug/mL), folhas frescas (IC50 500 pg/mL), flores debulhadas (IC50 250 pg/mL e IC90 500ug/mL)
em C. krusei, e folhas frescas (IC50 1000ug/mL) e flores debulhadas (IC50 1000 pg/mL) em C.
glabrata. L. dentata foi ativa apenas em C. krusei: flores frescas e folhas frescas (IC50 1000
ug/mL). Em biofilmes, o extrato de folhas frescas foi menos ativo (IC50 5000 pg/mL) e flores
debulhadas (IC50 312,5ug/mL) de L. angustifolia em C. glabrata. Estes resultados confirmam o
gue ja esta descrito na literatura, de que o biofilme é uma forma de resisténcia microbiana, sendo
mais dificil de ser destruido e reforcam a importancia de estudos de investigacdo do potencial
antifingico em materiais vegetais como esse.

Palavras-chave: Lavandula angustifolia; Lavandula dentata; Candida spp.; Candida albicans;
atividade antifangica.

Auxilio financeiro: FAPEMIG.
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Avaliacao do efeito do composto 4-nitrobenzoilcumarinico em
monoterapia ou associado com o benznidazol na miocardite de

camundongos infectados pelo Trypanosoma cruzi

Luana Sueli Silval, Diego Fernandes Vilas Boasl, Raphaela da Rocha Gaban de Oliveiral, Elda
Gongcalves dos Santosl, Diogo Teixeira Carvalho2, Guilherme Andrade Brancaglion2, Livia de
Figueiredo Diniz1, Romulo Dias Novaesl, Ivo Santana Caldasl.

1. Departamento Patologia e Parasitologia, Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
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A doenga de Chagas, causada pelo Trypanosoma cruzi, afeta cerca de 7 milhdes de pessoas em
todo 0 mundo. Mesmo atingindo consideravel nimero de pessoas, permanece como sendo uma
doenca negligenciada devido ao reduzido investimento financeiro para desenvolvimento de novos
farmacos. Desta forma, considerando as limitagdes dos farmacos existentes, a procura por novas
alternativas para o tratamento da doenga de Chagas continua sendo altamente relevante. Estudos
tém mostrado que compostos cumarinicos apresentam atividade anticancerigena, antimicrobiana
e antiparasitaria. Estudos prévios realizados por nosso grupo de pesquisa mostraram importante
atividade in vitro do composto 4-nitrobenzoilcumarinico (4 NBC) e assim, o objetivo deste
trabalho foi verificar o efeito desta cumarina na capacidade de prevenir a miocardite de
camundongos experimentalmente infectados pela cepa Y do T. cruzi Para isso, foram utilizados
56 camundongos Swiss, divididos em 8 grupos com 7 camundongos cada. Um grupo ndo foi
infectado, os demais foram infectados com o T. cruzi, tratados com benznidazol e cumarina por
20 dias consecutivos em diferentes dosagens e associados ou ndo. Para verificacdo do possivel
efeito toxico do 4NBC, os camundongos foram pesados semanalmente e foi realizada a dosagem
da Transaminase Oxalacética (AST) e da Transaminase Pirtvica (ALT) como marcadores de
toxicidade hepatica. Ao final do experimento os animais foram eutanasiados e o tecido cardiaco
foi utilizado para preparacao de laminas coradas pela hematoxilina e eosina para posterior anélise
do infiltrado inflamatério. De forma geral o tratamento foi bem tolerado pelos animais, sem perda
de peso significativa nas diferentes estratégias de tratamento. Em relago as enzimas AST e ALT,
foi observado que nos animais infectados e ndo submetidos ao tratamento, houve o0 aumento de
ambas as enzimas, sendo o Unico grupo a apresentar diferenca estatistica em relagdo aos animais
ndo infectados por T. cruzi. A maior quantidade de nucleos inflamatorios foi observada no coracao
dos animais tratados com Bz (50 mg), enquanto no grupo tratado com a associagdo 4NBC (50
mg) + Bz (50 mg) quatro de sete camundongos ndo apresentaram acumulo de células
inflamatdrias em seus tecidos cardiacos. A combina¢do 4NBC (100 mg) + Bz (50 mg), mostrou
um resultado diferente, pois foi possivel observar areas inflamadas. Quatro animais do grupo
tratado com Bz (100 mg) foram considerados curados e 0S mesmos ndo apresentaram focos
inflamatérios em seus tecidos assemelhando-se ao que foi observado nos animais do controle
negativo. Os resultados indicam que o composto 4NBC é bem tolerado pelo hospedeiro e que este
pode interferir positivamente na prevencdo da miocardite tipica da doenca de Chagas.

Palavras-chave: Tripanossomiase americana. Compostos cumarinicos. Miocardite.
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Avaliacao da formacéao de biofilmes por isolados clinicos e ambientais
de Cryptococcus neoformans e determinacdo da sensibilidade

antifingica de células sésseis e plancténicas

André Luis Gongalves Mendes, Kevin Antonio Lealdini Madruga, Josidel Oliveira, Naiara
Chaves Silva, Amanda Latercia Tranches Dias.

Universidade Federal de Alfenas, Departamento de Microbiologia e Imunologia, Farmécia
andre.luis.mnds@gmail.com

Cryptococcus neoformans é considerada levedura oportunista e est associada a micose que,
geralmente, apresenta quadro inicial pulmonar, com passagem para o sistema nervoso central e
estabelecimento de meningite criptocococica. Entre as micoses sisttmicas em humanos, a
criptococose é a que mais acomete o sistema nervoso central e tal fato pode ser explicado pela
grande quantidade de substancias, principalmente neurotransmissores como dopamina, que
favorecem o tropismo do fungo para o local em questdo. A espécie C. neoformans pode apresentar
fatores que estdo relacionados a sua viruléncia, tais como formagdo de biofilmes. Durante os
altimos anos, estudos evidenciaram que Cryptococcus spp., sob a forma de biofilme, pode
apresentar resisténcia antifungica quando comparado as células em estado plancténico. Esse
fendbmeno pode explicar inlmeras falhas terapéuticas relacionadas ao tratamento da criptococose.
A formacdo de biofilmes é considerada estratégia de resisténcia antimicrobiana e pode estar
associada a refratariedade ao tratamento antifungico em casos de criptococose e assim justifica-
se a importancia de se investigar a capacidade de formacgdo de biofilmes e a sensibilidade
antifangica dos mesmos a antiflngicos convencionais e a bioativos de origem vegetal. O objetivo
deste trabalho é avaliar a capacidade de formacédo de biofilmes por estes fungos e determinar a
sensibilidade antifingica dos mesmos. Isolados clinicos e ambientais de C. neoformans foram
selecionados para estudo e os primeiros ensaios de formacéo de biofilme foram realizados. A
metodologia utilizada foi proposta inicialmente para Candida spp., entretanto, modificacfes tém
sido feitas para que o ensaio de formacdo de biofilmes de C. neoformans seja padronizada e
permita a comparagdo entre os isolados. Ensaios-piloto ja foram conduzidos e a metodologia tém
se mostrado adequada para tal estudo, entretanto, ainda ha muito a ser feito.

Palavras-chave: Cryptococcus spp. Células planctdnicas. Biofilmes. Sensibilidade.
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Desenvolvimento de nanoparticulas de quitosana contendo pregabalina

para tratamento de dor neuropatica
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A pregabalina (PRE) é o farmaco preconizado para o tratamento da dor neuropatica, no entanto
apresenta como desvantagens a sonoléncia e a rapida meia-vida de eliminacdo. O preparo de
nanoparticulas (NPs) de quitosana (QS) contendo PRE pode ser uma estratégia inovadora pois 0s
sistemas nanoparticulados podem propiciar vantagens como o aumento da biodisponibilidade e
reducdo dos efeitos colaterais, favorecendo a adesé&o do tratamento pelo paciente. Sendo assim, o
objetivo do trabalho foi desenvolver NPs de QS para liberacdo de PRE e avaliar o tamanho, a
carga de superficie, o indice de polidispersdo o pH e a morfologia, além de avaliar o efeito
antinociceptivo da formulacdo. NPs foram desenvolvidas através do método de geleificagdo
ionotropica utilizando ftalato de hidroxipropilmetilcelulose (HPMCP) como agente reticulante, a
partir de uma proporcéo fixa predeterminada de QS e HPMCP (3:1 v/v), contendo 80% de
farmaco, em relagdo a soma da massa polimérica envolvida. As NPs foram caracterizadas quanto
ao tamanho, morfologia, pH e potencial zeta. Para a avaliagdo dos perfis antinociceptivos, foram
utilizados ratos Wistar machos (220-250g, n=12/grupo, 6 sham e 6 operados), aprovados pelo
Comité de Etica em Uso Animal (57/2016) divididos em 4 grupos: PRE (10mg/Kg); NP PRE
(10mg/Kg — contendo 80% de PRE); agua (veiculo — 10mg/Kg)) e NP vazia (veiculo — 10mg/Kg).
Os animais operados foram anestesiados e submetidos & inducdo da dor neuropética pela
constrigdo crénica do nervo ciatico. Os animais sham passaram por falso procedimento. No 14°
dia apds a indugdo da dor neuropética, 0s animais receberam as substancias por via oral, em dose
Gnica. A avaliacdo antinociceptiva foi realizada pelo teste de von Frey de filamentos
imediatamente antes da inducdo da dor neuropatica, no 14° dia: antes da administracdo das
substancias, 1h, 2:15h, 4h e 8h apds a administracdo das substancias e de 24h a 72h ap6s a
administracdo das substancias. Os resultados obtidos foram comparados entre si pelo teste de
ANOVA de medidas repetidas. As amostras apresentaram diametro médio de 192,57nm, PDI
médio de 0,214, potencial zeta médio de 19,4mV, pH médio de 5,73 e morfologia esférica. Sobre
o perfil antinociceptivo, ao se comparar 0s grupos PRE e NP PREG, o perfil antinociceptivo foi
semelhante em todos os tempos de avaliacdo, por ndo haver diferencgas significativas (p>0,05),
exceto 48h apds a administracdo das substancias, no qual o grupo NP PRE apresentou efeito
antinociceptivo significativamente maior (p<0,01). Além disso, foi possivel observar que o grupo
NP PRE ndo apresentou sonoléncia apds a administracdo da substancia. Estes resultados indicam
que foi possivel produzir NPs contendo pregabalina, com caracteristicas fisico-quimicas e
morfoldgicas 6timas e adequadas para manutencao da sua estabilidade, confirmando a viabilidade
do método empregado, além de mostrar que o emprego da NP prolongou a liberagdo de PRE e
reduziu efeitos colaterais. Ainda serdo realizados testes farmacocinéticos para verificar a
biodisponibilidade do medicamento neste nanocarreador. Sendo assim, as NPs se apresentam
como uma alternativa inovadora,vantajosa e benéfica ao tratamento convencional da dor
neuropatica, contribuindo para o bem-estar dos pacientes.

Palavras-chave: Nanoparticula polimérica; tratamento alternativo; dor neuropatica; pregabalina
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Avaliacdo do potencial insulinotropico do 6leo de baru in vitro e in vivo
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Foi descoberto que o Oleo extraido da semente de baru (Dipteryx alata Vog) apresenta
propriedades anti-inflamatdrias, antioxidantes, e é rico em &cidos oleico, que segundo estudos
recentes tem funcdo hipoglicemiante, sendo capaz de estimular a secrecdo de insulina, por meio
do aumento da liberacdo do peptideo 1 semelhante ao glucagon (GLP-1). Apesar de relatos de
alguns estudos envolvendo respostas metabdlicas frente a ingestdo de améndoas torradas de
barueiros em modelo animal e em seres humanos, ainda ha poucas informagdes cientificas a
respeito dos efeitos do 6leo extraido destas sementes sobre o controle glicémico. Portanto, o
estudo dos efeitos do 6leo de baru sobre a salde se faz necessario possibilita a descoberta de
novas propriedades e usos terapéuticos do 6leo além de ser relevante para a para a seguranga
alimentar, ja que este é consumido pela populacdo do cerrado brasileiro, como produto da
culinaria local. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo avaliar o potencial insulinotropico
do 6leo de baru em ensaios de cultura celular e in vivo. Para a cultura de células serdo usadas
células produtoras de insulina (RINm5F) que serdo cultivadas em meio RPMI 1640. As células
serdo plaqueadas, cultivadas e expostas a diferentes concentragdes de glicose e do 6leo de baru.
Como controle serdo utilizados farmacos indutores da liberagdo de insulina. O sobrenadante da
cultura celular sera utilizado para a determinagédo da concentracdo de insulina e expressdo de PKC
e GPR40. Para o estudo in vivo, os ratos serdo divididos em 9 grupos diferentes, o diabetes
mellitus tipo 2 serd induzido por meio de dieta hiperlipidica e injegdo de estreptozotocina em
baixa dosagem. Os animais receberdo 6leo de baru em concentragBes variadas por meio de
gavagem. Serdo dosados: glicemia de jejum, insulina, glucagon, frutosaminas, marcadores do
perfil lipidico, marcadores do perfil hepatico. Serdo calculados os fatores de HOMA-IR e HOMA
R. Sera realizada andlise histopatoldgica do figado para avaliacdo do glicogénio hepatico. O
pancreas sera homogeneizado em tampdo Tris-HCL a 4°C e centrifugado para analise da
expressdo de GPR40 por Western blotting. As concentragdes de insulina e GLP-1 serdo
determinados por Elisa.

Palavras-chave: Diabetes Mellitus Tipo 2. Dipteryx alata. Hipoglicemiantes. Alimento
Funcional.

Auxilio financeiro: Fapemig (Processo APQ 00637-16), CAPES (Cadigo de Financiamento 01).

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, V. 1, N. 1, 2019.



64
Anais do | Workshop do Programa de Pés-graduagéo de Ciéncias Farmacéuticas

Efeitos do hipotireoidismo induzido experimentalmente sobre o
comportamento depressivo e na farmacocineética da venlafaxina em

ratos Wistar adultos

Milton Kennedy Aquino Janiort, Silvia Graciela Ruginsk Leitdo?, Vanessa Bergamin Boralli
Marquess.

1 Mestrando em Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Alfenas

2 Docente do Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade Federal de Alfenas

3 Docente da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Alfenas
miljuniorl@hotmail.com

O hipaotireoidismo é um distarbio com alta incidéncia mundial, sendo sua maior causa relacionada
a deficiéncia de iodo na dieta. Geralmente o aparecimento € gradual, levando varios anos para
desenvolver sintomas e sinais notaveis. A doenca é caracterizada pela baixa ou falta de produgéo
dos horménios tireoidianos (HT) pela glandula da tireoide, ocorrendo por diversos fatores, como
autoimunes, deficiéncia de iodo, doencas infiltrativas ou desenvolvimento anormal da glandula.
Individuos com hipotireoidismo geralmente desenvolvem comorbidades relacionadas a falta dos
HT, como exemplo de uma dessas doengas estd a depressdao. Em alguns casos, pacientes com
depressao nao respondem bem ao tratamento com farmacos antidepressivos, sendo uma possivel
causa para este fato, a falta de reposi¢do hormonal de tiroxina (T4). Por este motivo, este trabalho
busca avaliar se o hipotireoidismo induzido experimentalmente, com reposi¢do ou ndo de T4,
altera a farmacocinética da venlafaxina, buscando correlacionar o hipotireocidismo a um
comportamento depressivo em ratos Wistar machos. A avalia¢éo foi feita comparando-se ratos
com inducdo experimental ao hipotireoidismo por duas formas diferentes, através da
tireoidectomia e tratamento com metimazol (MMI), com reposicéo e sem a reposi¢cdo hormonal
de T4 (20pg/kg/dia v.0). Foram considerados animais controles do procedimento cirurgico
aqueles submetidos a cirurgia simulada (Sham). Para caracterizacao do quadro de hipotireoidismo
foram realizadas dosagens hormonais de T4 livre, hormonio estimulador de tiredcitos (TSH), bem
como a medida das massas de tecidos relacionados a funcédo do eixo tireoidiano [hip6fise, adeno-
hipdfise, tecido adiposo marrom (TAM), tecido adiposo branco (TAB) perigonadal e a tireoide].
Para avaliagdo do comportamento depressivo foram realizados os testes de nado forgado e de
preferéncia & sacarose. Em relacdo a farmacocinética, foram realizadas as coletas de sangue com
volume de 0,3mL em tubos com heparina nos tempos: 0,16; 0,33; 0,5; 1,0; 1,5; 2,5; 3,5; 5,0; 8,0
e 12,0h, sendo separado o plasma e armazenado em -70°C para posterior analises. De acordo com
o0s resultados obtidos até o presente momento, os grupos Tireoidectomizado (Tx) e MMI sem
reposi¢do hormonal apresentaram concentracdes plasmaticas significativamente menores de T4
livre (p<0,0001), em relagdo ao grupo SHAM e os grupos com reposicdo hormonal. Estes
resultados foram corroborados pela analise de massa da adeno-hip6fise, tireoide e TAM, nas quais
se mostraram reduzidas nos grupos sem reposi¢do para 0 TAM (p<0,05) e aumentadas para a
adeno-hipofise (p<0,001) e a tireoide (p<0,0001), efeitos estes trazidos para 0s niveis basais
(grupo SHAM). Em conjunto, esses resultados apontam o correto funcionamento do mecanismo
de retroalimentacdo negativa no eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide. Em relagdo a avaliacdo do
comportamento depressivo, somente o grupo MMI sem reposigdo demonstrou valores
significantes nos testes comportamentais, apresentando maior tempo de imobilidade (p<0,0001)
e menor preferéncia por sacarose (p<0,05) em relacdo ao grupo SHAM. As analises
farmacocinéticas ainda deverdo ser realizadas. Diante dos resultados obtidos até o presente
momento é possivel concluir que o modelo de hipotireoidismo clinico foi reproduzido com
sucesso e que o comportamento depressivo foi caracterizado para o grupo MMI sem reposicao
hormonal.
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Ao longo dos anos, estudos tém demonstrado o aumento significativo de infecges fungicas.
Dentre essas infec¢bes destacam-se aquelas causadas por espécies do género Candida spp.,
principalmente Candida albicans. As espécies apresentam inumeros fatores associados a
viruléncia e habilidade em evadir o sistema imune do hospedeiro, fazendo com que haja
predominancia de infeccBes em ambito hospitalar e na comunidade, principalmente em individuos
imunocomprometidos. No hospedeiro, as células fagociticas respondem a diversos estimulos
microbianos com producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), responsavel, em parte, pela
atividade microbicida dessas células, que atuam a nivel proteico, lipidico e genético. Na resposta
central frente ao ambiente oxidante encontra-se 0 gene CAP1, do inglés “adenylate cyclase-
associated protein”, responsavel pela ativagdo de diversos outros genes associados ao estresse
oxidativo, e, cuja requisicdo a tolerancia ao ambiente oxidante por C. albicans é conhecida. Os
antifangicos utilizados na clinica, tanto com finalidade profilatica ou de tratamento, incluem
anfotericina B, fluconazol e caspofungina. Vem sido atribuido a estes, como mecanismo de agao
adicional, o aumento da producdo de ERO, o que pode contribuir com o efeito positivo do
tratamento, mas, em contrapartida, pode colaborar com o aumento da resisténcia do fungo a essas
espécies. O trabalho visou andlise da expressdo do gene CAP1, mediante RT-qPCR, de C.
albicans SC5314 tratadas com concentragdes subinibitérias de anfotericina B, ¥ IC 0,03125
ug/mL, fluconazol %4 IC 0,03125 pug/mL e caspofungina 1/8 IC 0,008 ug/mL. Foi constatado que
0 subtratamento com o fluconazol aumentou em 5x a expressdo de CAPL, enguanto a
caspofungina modulou positivamente em 11x a expressdo do gene. Doses ditas subterapéuticas
ou subinibitérias, sdo administradas em pacientes com finalidade profilatica, como aqueles
portadores do virus da imunodeficiéncia humana. Diversos estudos relacionam essas subdoses
sendo benéficas para espécies desse género, contribuindo para a invaséo, aderéncia e colonizagdo
efetiva de tecidos. Nesse caso, a superexpressdo do gene CAP1, pode induzir a expressdo de
outros genes antioxidantes, como os da familia das superdxido dismutases e catalase, e colaborar
na defesa e sobrevivéncia do fungo frente a ERO produzida durante o processo fagocitico.
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A doenca de Chagas constitui um importante problema médico e social, sendo responséavel por
relevante morbidade e mortalidade em diversos paises da América Latina, incluindo o Brasil. Na
auséncia de tratamento etioldgico eficaz, o parasitismo por T.cruzi pode induzir o
desenvolvimento de um processo inflamatorio crénico, seguido de fibrose, que ocasiona arritmias,
fendmenos tromboembolicos e insuficiéncia cardiaca. Dados obtidos por meio de estudos pré-
clinicos e clinicos demonstram que a evolugéo para formas clinicas cardiacas esta relacionada ao
desequilibrio da relagdo parasito-hospedeiro, especialmente no que tange a polarizagdo da
resposta imune celular para o perfil Th1l. Deste modo, na busca de novas terapias contra a doenca
de Chagas deve ser considerado, além do potencial tripanossomicida dos farmacos, a influéncia
do tratamento na resposta imune do hospedeiro. Recentemente nosso grupo de pesquisa
identificou que a associagdo de ravuconazol e anlodipino tem efeito sinérgico na eliminagédo da
infeccdo por T.cruzi. Nesse contexto, este trabalho teve como objetivo avaliar o impacto do
tratamento com esta associacdo de farmacos no perfil de citocinas de camundongos
experimentalmente infectados pela cepa Y de T.cruzi. Camundongos Swiss infectados por formas
tripomastigotas , foram tratados por via oral durante 20 dias consecutivos com uma subdose de
ravuconazol (5 mg/Kg) isoladamente e em associagdo com 10 mg/Kg de anlodipino. Grupos
controle constituidos de animais infectados e ndo infectados e tratados ou ndo foram incluidos.
Como terapia de referéncia foi utilizado o benznidazol, a 100 mg/Kg. A parasitemia foi avaliada
diariamente até 30 dias ap6s o tratamento. Neste mesmo ponto, foram coletadas amostras de
sangue para obtencdo de plasma, utilizado para quantifica¢do das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2,
IL-6, IL-17, IL-10 e IL-4 por citometria de fluxo utilizando o kit BD-CBA (Cytometric Beads
Array) Th1/Th2/Th17. Os resultados mostraram que o tratamento com anlodipino ndo foi capaz
de interferir significativamente no parasitismo, enquanto o ravuconazol isolado e em combinagéo
com o anlodipino levou a supressdo completa da parasitemia durante o tratamento. A
administracdo dos farmacos aos animais ndo infectados ndo levou a alteragcBes nos niveis de
citocinas, independentemente do esquema terapéutico. Ja na presenca da infeccdo, como
esperado, foi observada intensa produgdo de citocinas dos diferentes perfis, com niveis similares
detectados entre camundongos ndo tratados e tratados com anlodipino isoladamente. Por outro
lado, o ravuconazol em monoterapia induziu reducao significativa nos niveis de todas as citocinas
avaliadas, o que corrobora com a reducdo da carga parasitaria. De maneira interessante, nos
animais tratados com a combinacao, os niveis das citocinas pro-inflamatoérias IFN-y, TNF-o foram
inferiores aos observados com a administracéo isolada de ravuconazol e anlodipino e similares
aos detectados nos animais tratados com o farmaco de referéncia. Estes resultados mostram que
a administragcdo concomitante de ravuconazol e anlodipino interfere positivamente na fase aguda
da infeccdo experimental pela cepa Y de T.cruzi, induzindo equilibrio na resposta inflamatdria
resultante do parasitismo.
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O sulfato de neomicina é um antibi6tico aminoglicosideo utilizado para inibir o crescimento de
bactérias gram-positivas, gram-negativas e micobactérias. Além disso, este farmaco € utilizado
em diversas preparacdes farmacéuticas, como oftalmicas, topicas, orais e administracdo
intravenosa, devido a sua alta solubilidade em agua. Em estudos de formulacgdes é necessario que
0 método utilizado para quantificar o farmaco seja adequado para a finalidade pretendida. Os
objetivos deste projeto consistiram na validagdo de métodos analiticos fisico-quimicos e
microbiologico de acordo com a RDC n°166/2017 da ANVISA para determinacdo quantitativa
de sulfato de neomicina capsulas além da analise estatistica dos métodos para as diferentes
formulacBes. A validagdo do método foi conduzida segundo os pardmetros de seletividade,
linearidade, preciséo, exatidao, limite de quantificacdo, limite de deteccéo e robustez. O método
espectrofotométrico foi realizado a partir de uma reacao de complexacao de sulfato de neomicina
com cobre em tampéo Tris pH 6,8. O método microbiolégico foi validado a partir do ensaio por
difusdo em agar descrito na farmacopeia Brasileira 2010 utilizando como microrganismo cepas
de Staphylococcus aureus ATCC 6538P, e a poténcia foi calculada a partir da equacéo de Hewitt.
Foram realizados dois planejamentos fatoriais completos 22 para escolha das formulagdes tendo
como parametros 0s excipientes lactose e manitol para um planejamento, e amido e celulose para
0 outro, tempo de mistura (2 e 5 minutos) como segundo fator e a quantidade de aerosil como
terceiro fator. Os resultados de comparagdo das formulagdes escolhidas foram analisados pela
estatistica T-student no software BioStat 5.0. A reacdo de complexacdo no método
espectrofotométrico se mostrou seletiva e linear na faixa de concentragdo de 525, 750 e 975ug
mL-1, apresentando equacdo de y=0,0007x+0,3407 (r=0,9958), DRP entre 1,11 — 3,79% e
robustez. No método microbiolégico, o intervalo de concentragdo foi de 0,5 — 2,0ug mL-1,
apresentando seletividade com equacdo de y=6,2268x+2,9858 (r=0,9968), precisdo DPR =
5,47%, e robustez para o periodo de 24h com a utilizacdo de templates. As formulagdes propostas
para sulfato de neomicina atenderam aos requisitos e especificagcdes farmacéuticas estabelecidas
pelos codigos oficiais, com valores de poténcia entre 90 a 125%. Embora a analise estatistica de
comparagdo entre os dois métodos se demostraram diferentes (p < 0,05), ambos apresentam
vantagens na sua utilizacéo na rotina do controle de qualidade.
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A doenca de Alzheimer é uma desordem neurodegenerativa que atinge cerca de 50 milhGes de
pessoas mundialmente. Uma das terapias mais utilizadas no tratamento dessa patologia € por meio
da administracdo de farmacos inibidores reversiveis da enzima acetilcolinesterase, como a
donepezila, que se encontra disponivel comercialmente como comprimido para administracao
oral. A administragdo oral desse farmaco apresenta inimeros efeitos adversos como diarreia e
nausea, por essa razdo, tem- se estudado novos sistemas de liberagdo para vias de administracdo
alternativas. A via de administragdo nasal supera os efeitos adversos gastricos e a barreira
hematoencefalica, porém pode acarretar baixa disponibilidade dos farmacos em decorréncia do
curto tempo de contato das formulages com a cavidade nasal, devido a depuragdo mucociliar.
Diante do exposto, o presente trabalho se prop6s a desenvolver um sistema para administragdo
nasal de donepezila, que apresentasse caracteristicas de gelificagdo in situ e bioadesividade, e com
isso fosse capaz de aumentar a biodisponbilidade nasal do farmaco. Para tanto, construiu-se um
diagrama de fases ternario combinando diferentes propor¢des de CETEH-10, &cido oleico e &gua,
caracterizou-se os sistemas obtidos macroscopicamente e por microscopia de luz polarizada e
aqueles considerados possiveis precursores de cristais liquidos foram avaliados quanto a
capacidade de gelificacdo in situ. Os sistemas constituidos CETETH — 10:&cido oleico:agua nas
proporcdes (50:45:5) e (40:45:15) gelificaram com a menor propor¢do de agua (11,7 %) e
formaram fase hexagonal. Esses sistemas foram avaliados segundo suas capacidades de
carregamento, sendo capazes de incorporar 5 e 25mg de DNP/mI de sistema, respectivamente.
Também foram verificadas suas propriedades mecéanicas, sendo consideradas satisfatorias.
Posteriormente, foram realizados estudos de liberagdo in vitro da donepezila a partir dos dois
sistemas ja citados anteriormente, nas concentracdes de 5 e 25mg/ml, respectivamente e de uma
solucdo de DNP em &gua na concentra¢do de 5mg/ml, utilizada como controle comparativo. O
estudo de liberagdo foi realizado empegando-se células de difusdo vertical tipo “Franz” (Hanson
Research Corporation, modelo sistema Microette Plus®) e membrana sintética de acetato de
celulose Spectra/Por® com poros de 12 — 14 KDa. A solugdo receptora utilizada foi tampao
fosfato 20 mM, pH 6,8, mantida sob agitacdo de 300 rpm/min e & temperatura de 32 °C, com o
intuito de simular o ambiente nasal. 200ul dos sistemas em andlise e da solu¢do do farmaco em
agua foram colocados sobre a membrana, aliquotas de 1mL da solucdo foram coletadas nos
intervalos de 0,5; 1; 1,5; 3; 4; 6 e 8 horas e a concentragdo de DNP liberada foi determinada por
cromatografia liquida de alta eficiéncia. Os resultados obtidos nos estudos de liberag&o in vitro
foram plotados graficamente como concentracdo cumulativa liberada por area de difusdo
(pg/cm2) em fungdo do tempo em horas e diferentes modelos cinéticos foram aplicados. Os
resultados do teste de liberagcdo demonstraram que os sistemas foram capazes de controlar a
liberacdo de DNP, sugerindo obedecer a cinética de liberacdo de Higuch. Os resultados apontaram
0 sistema precursor de cristal liquidos de fase hexagonal desenvolvido como promissor para
administracdo nasal de donepezila no tratamento do Alzheimer e estudos da farmacocinética
plasmética e cerebral da donepezila em ratos estdo sendo conduzidos.
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No cenério atual, grande parte dos medicamentos comercializados, apresenta baixa solubilidade
aquosa.Aproximadamente metade das formulacdes solidas possuem o IFA (do inglés Active
Pharmaceutical Ingredients) em forma de sal devido & baixa solubilidade normalmente
apresentada pelos &cidos e bases livres. Sabe-se que para um medicamento ser eficiente, seu IFA
deve possuir solubilidade adequada nos meios fisioldgicos para conseguir chegar no seu local de
acdo. O farmaco de estudo deste trabalho é o Dicloridrato de Buclizina, IFA de baixa solubilidade,
derivado piperazinico que apresenta atividades anti-histaminicas, antimuscarinicas, orexigenas e
antieméticas. Apesar de ter sido lancado no mercado ha mais de 60 anos, ndo ha estrutura
determinada para nenhuma forma sélida da buclizina e nem classificacdo no Sistema de
Classificacdo Biofarmacéutica (SCB). Objetivos: elucidar as estruturas cristalinas da buclizina,
obter novas formas e correlacionar com as propriedades de interesse farmacéutico como
solubilidade, perfil de dissolucdo e estabilidade. Para a obtencdo das novas formas, foram
realizadas diversas recristalizages com diferentes solventes e o produto final foi caracterizado
por difracéo de raios X por policristais (DRXP), espectrofotometria na regido do infravermelho
(IV) e andlises térmicas (calorimetria exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria (TG)).
Comprimidos contendo a buclizina base livre, o dicloridrato e 0 monocloridrato foram produzidos
individualmente e sua qualidade foi verificada pelos testes de dureza, friabilidade, peso médio.
Para a quantificacdo da buclizina nos ensaios solubilidade, teor e perfil de dissolu¢do dos
comprimidos um método previamente desenvolvido por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC) foi parcialmente validado para aplicacdo. Duas estruturas anidras inéditas foram obtidas
e elucidadas mediante a técnica de difracdo de raios X por monocristais: 0 monocloridrato, o
dicloridrato de buclizina. As formas monocloridrato, dicloridrato e buclizina base livre foram
caracterizadas pelas técnicas de DRXP, 1V, TG/DSC e HPLC. O ensaio de solubilidade em
equilibrio, na faixa de pH fisioldgico demonstrou que o dicloridrato é a forma mais soltvel (16,3
pg.mL-1) , seguida pelo monocloridrato (3,1 ug.mL-1) e base livre (ndo determinado), em pH
4,5. Acima desse pH, todas as formas sdo insoltveis. O perfil de dissolucédo realizado em tampéao
pH 4,5 + 1,0 % lauril sulfato de s6dio, demonstrou diferencas entre as formulac@es. A estabilidade
realizada a 40 °C e 75% de umidade relativa demonstrou que o IFA nos comprimidos se
mantiveram estaveis. Com a realizacdo deste trabalho foi possivel criar parametros para o controle
de qualidade da forma comercial dicloridrato de buclizina, buclizina base livre e monocloridrato
de buclizina contribuindo com a seguranca e eficcia deste medicamento.

Palavras-chave: Buclizina. Determinacdo estrutural. Caracterizacdo. Solubilidade. Estabilidade.
Perfil de dissolucéo.

Auxilio financeiro: CAPES.
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Determinacéo de acidos biliares empregando fase sélida

molecularmente impressa no preparo de amostras de soro

Gabriela Berti Colombo, Alberto Silveira, Isarita Martins.

Universidade Federal de Alfenas, UNIFAL - MG
gabrielabertic@gmail.com

Solventes organicos volateis como o benzeno, tolueno e Xxilenos (BTX) formam uma perigosa
mistura presente em atividades relacionadas ao processamento do petréleo, nas refinarias,
oferecendo grande risco aos trabalhadores expostos. Absorvidos principalmente na forma de
vapor, sdo rapidamente levados a corrente sanguinea e sdo metabolizados pelas enzimas
microssomais hepéticas do sistema citocromo P450 (CYP). A ocupacdo dessa via metabolica
promove mudancgas na concentracdo de acidos biliares no sangue (sdo produzidos a partir do
metabolismo hepatico do colesterol e sdo armazenados na vesicula biliar) em niveis milimolares.
Como se trata de analitos com concentragcbes muito baixas, se torna necessario um preparo de
amostra mais sofisticado. A extracdo em fase solida € uma técnica tradicional no preparo de
amostras que contorna questdes relacionadas ao efeito matriz e detectabilidade através da pré
concentragdo e remocéo de interferentes, porém, em busca de maior sensibilidade, seletividade,
recuperacdo e precisdo nas determinacBes bioanaliticas, novos processos de tratamentos de
amostras foram desenvolvidos como por exemplo os polimeros de impressdo molecular
(Molecularly Imprinted Polymer - MIP). Na analise em cromatografia liquida, foi usado um
sistema column switching onde alguns microlitros da amostra passavam pelo material, e ap6s a
pré concentracdo, seguiam em dire¢do a uma segunda coluna de separacgéo onde os &cidos biliares
de fato eram separados e entdo seguiam ao detector UV e de massas para a andlise. Dessa forma,
0 objetivo do estudo foi sintetizar e caracterizar os RAMIP-BSA e otimizar um método analitico,
usando polimeros impressos molecularmente de acesso restrito revestidos com albumina sérica
bovina (RAMIP-BSA), para posterior deteccdo/quantificacdo de 4&cidos biliares por
Cromatografia Liquida acoplada ao Espectrdmetro de Massas (LC-MS/MS), visando o
desenvolvimento de um método que podera ser aplicado no biomonitoramento de individuos
expostos ao BTX. O material foi sintetizado e revestido, com controle e aplica¢do de testes, tais
como: espectroscopia no infravermelho, testes de cinética e isoterma e pH 6timo de adsorcéo.
Assim, foram estabelecidas as condi¢Bes otimizadas de analise no Ultra High Performance Liquid
Chromatography tandem Mass Spectrometer (UHPLC-MS/MS), utilizando eletrospray como
fonte de ionizagdo no modo negativo (ESI -), com voltagem de ionizagdo de -3,5kV, com
monitoramento da analise de 0 a 35 minutos no sistema. A razdo m/z monitorada para o0 acido
colico foi 407,20 e para o &cido ursodeoxicdlico foi 391,35. Vazdo de gas de nebulizagdo de 2 L
min-1 , fluxo do gas de secagem de 15 L min-1 , sob a temperatura de 250°C na linha de
dessolvatagdo e 400°C no Heatblock. O RAMIP-BSA foi previamente empacotado em uma
coluna de extragdo que, durante a analise fica disposta anterior a coluna analitica de separa¢do no
equipamento.Através da sintese, foi possivel obter um material com caracteristicas adequadas
para o processo de separagdo e a partir do método descrito, foi possivel analisar parametros de
linearidade, precisdo e exatiddo de curvas analiticas de amostras diluidas 3 e 4 vezes. Tais
resultados nos mostram que o0 RAMIP-BSA sintetizado é um material com capacidade de reter os
acidos biliares no soro sanguineo de forma expressiva. Com os dados obtidos experimentalmente,
foi possivel concluir que os RAMIP-BSA sédo polimeros capazes de reter significativamente os
AB em amostras de soro, nas condi¢des e no sistema em questdo podendo assim ser usados, apés
otimizacéo e validacao, no biomonitoramento da exposicdo ao BTX, de forma efetiva e prética,
demonstrando ter potencial para ser aplicada de forma rotineira nas analises desses bioindicadores
de efeito.

Palavras-chave: toxicologia ocupacional, LC-MS/MS, biomonitoramento, RAMIP-BSA.

Auxilio financeiro: CNPq.
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Uso de nanoparticulas de albumina sérica bovina para o preparo de

amostras complexas

Mariana Azevedo Rosa, Henrique Dipe de Faria, Diailison Teixeira de Carvalho, Eduardo Costa
de Figueiredo

Universidade Federal de Alfenas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Laboratério de Analises
de Toxicantes e Farmacos
mariana-azevedo@hotmail.com.br

O preparo de amostras é fundamental para o procedimento analitico e é a etapa que apresenta
maiores possibilidades de erros e contaminacfes, e na qual geralmente é dispendido o maior
tempo. Os materiais de acesso restrito (RAMS) sdo desenvolvidos e aplicados para minimizar as
dificuldades presentes no preparo de matrizes complexas (como as bioldgicas, as alimentares e as
ambientais) e para serem uma alternativa viavel as técnicas classicas como a precipitacdo de
proteinas (que apresenta limitagcdes como diluicéo e a variagdo do pH das amostras, além de baixa
seletividade). Uma das estratégias empregadas para a obtengdo de RAMSs é o uso da albumina
sérica bovina (BSA) como uma camada externa em materiais ja utilizados em preparo de amostras
(silica, polimeros e nanotubos de carbono, por exemplo). Assim, 0 material passa a apresentar a
capacidade de excluir macromoléculas interferentes (principalmente proteinas) por mecanismos
fisicos e quimicos, e, concomitantemente, extrair os compostos de interesse de baixo peso
molecular (como farmacos e seus metabdlitos) e metais. No entanto, uma pergunta ainda nao
respondida é se a BSA também apresenta a capacidade de se ligar aos analitos, uma vez que a
albumina é frequentemente utilizada em sistemas de drug delivery, nos quais a proteina pode ser
conjugada com diversos farmacos. Nesse contexto, tem-se o objetivo principal do trabalho: a
sintese de nanoparticulas de BSA (sem materiais suporte) e 0 seu uso como RAM em sistemas de
extragcdo em fase solida (uso inédito desse material) para a determinagdo de B-bloqueadores em
plasma humano ndo tratado. As novas nanoparticulas de acesso restrito (RANPs) foram
sintetizadas por processo de coacervacdo (usando-se BSA, tampdo fosfato 0,2 mmol L-1
pH=5,00, etanol, glutaraldeido 25% e borohidreto de s6dio 1% como reagentes de sintese) e
caracterizadas por técnicas diversas (infravermelho, analises termogravimétricas, potencial zeta e
microscopias). A exclusdo de proteinas foi avaliada tanto para uma solugdo de BSA (44 g L-1)
guanto para plasma branco néo tratado. Moléculas com alta (propranolol) e baixa (atenolol) taxa
de ligagdo a proteinas plasméticas foram utilizadas para avaliar a capacidade extrativa do material
sintetizado. Bandas caracteristicas da estrutura secundaria da albumina, estabilidade térmica até
aproximadamente 215°C, cargas de superficie de £35 mV, ponto isoelétrico de 4,06 e tamanho
de 311+96 nm foram resultados obtidos durante a caracterizagdo. Atenolol e propranolol foram
rapidamente e eficientemente extraidos das amostras, de acordo com os testes de cinética e
isoterma de adsorcdo. Aproximadamente 100% das proteinas percoladas pelas nanoparticulas
foram excluidas para ambos os testes realizados, mostrando a eficiéncia do material como um
meio de acesso restrito. O procedimento de preparo de amostras consistiu em uma microextragao
em fase sélida usando uma fibra preparada a partir da fixacdo das RANPSs em um capilar de vidro.
Trés etapas distintas foram realizadas i) fibra foi mergulhada por 10 min em 200 pL de plasma
diluido em NaCl (4:1 v:v), para a extracdo dos analitos ; ii) limpeza da fibra em &gua ultrapura
por 5 s, para se retirar 0 excesso de matriz da superficie extratora; iii) fibra foi mergulhada em
200 pL de fase de eluicdo - metanolol:agua (70:30 v:v) por 2 min, para a dessorcéo dos farmacos
retidos. Atenolol, metoprolol e propranolol foram extraidos de plasma humano néo tratado e
analisados por LC-MS/MS. O método foi otimizado e validado apresentando coeficientes de
correlagdo superiores a 0,99 para as faixas de trabalho analisadas (100-1200, 80-1000 e 15-200
ug L-1, para atenolol, metoprolol e propranolol, respectivamente), precisdo e exatiddo adequadas
(segundo guias de validacao) e robustez para sete parametros avaliados. Dez amostras puderam
ser simultaneamente extraidas em aproximadamente 15 min e a analise por LC-MS/MS permitiu
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uma frequéncia analitica de 20 amostras/h. Plasma de pacientes em tratamento com os [-
bloqueadores em estudo foram eficientemente analisadas com o método proposto, tornando
possivel 0 uso do mesmo para monitoramento terapéutico e ajustes de doses. As fibras provarem
ser Uteis, simples, reproduziveis, resistentes e de baixo custo, sendo uma alternativa viavel para o
preparo de amostras bioldgicas com diversas possibilidades de aplicagéo.

Palavras-chave: preparo de amostras, albumina sérica bovina, nanoparticulas, microextracdo em
fase solida

Auxilio financeiro: Capes ; CNPq; Fapemig.
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Prevaléncia de Helicobacter pylori em pacientes na regido do Vale do
Paraiba — SP

Fabiana Moreira Cascardo, Adriano Moraes da Silva, Simone Aparecida Biazzi de Lapena, Aline
Neves Araujo, Viviane Gadret Borio Conceic¢do, Wendel Simdes Fernandes.

Universidade Paulista, Campus Dutra S&o José dos Campos/ Instituto de Ciéncia da Saude, Curso
de Farmacia e Biomedicina.
E-mail: fabimoreira_cascardo@hotmail.com

As infeccOes pela bactéria Helicobacter pylori (H. pylori) podem afetar a estabilidade da mucosa
do estbmago, modificando 0 muco géstrico e comprometendo sua fungdo de protecdo, podendo
ocasionar doengas gastricas como, gastrite cronica, Ulceras ou até mesmo o cancer de estbmago.
A morfologia da bactéria facilita sua vivéncia e adaptacdo no local considerado ideal para seu
crescimento. Tendo em vista, a importancia clinica de um diagnostico preciso, para dar inicio ao
tratamento adequado, se faz necessario obter maiores informagdes sobre a prevaléncia e
incidéncia, causas e transmissdo dessa bactéria. O exame mais comum utilizado para auxiliar no
diagnéstico de infeccdo é a endoscopia, seguido de uma bidpsia, retirando pequenos fragmentos
da mucosa géstrica, que sdo depositados em formol e encaminhados para os laboratérios de
analises patoldgicas. Para esse trabalho, foram selecionados no banco de dados de um laboratério
situado no municipio de Sao José dos Campos, que atende alguns municipios do Vale do Paraiba,
pacientes que realizaram bidpsia por exame de endoscopia, no periodo de setembro a novembro
de 2018, buscando-se apontar 0 nimero de casos positivos nas cidades atendidas pelo laboratdério,
bem como a idade e sexo prevalente dos pacientes. Sendo assim, o projeto tem como objetivo
principal o levantamento da prevaléncia de positividade bacteriana para Helicobcter pylori nas
principais cidades do Vale do Paraiba, bem como debater as possiveis causas desses dados. A
coleta de dados foi realizada em um intervalo de tempo de trés meses, captando todos os pacientes
que deram entrada com exames para pesquisa da bactéria H. pylori nesse periodo, resultando em
um total de 372 pacientes (n=372). No laboratdrio em questdo, o processo para a analise do exame
se inicia com o recebimento das amostras de bidpsias gastricas vinda de hospitais e clinicas da
regido. O material é submetido por uma analise macroscépica, onde se especifica suas
caracteristicas visiveis a olho nu. Logo apds, € encaminhado para o setor de histotécnica, no qual
sera processado até ser transformado em blocos de parafina. Os blocos de parafina sdo cortados
em secOes extremamente finas, utilizando o equipamento micrétomo e essas finas camadas
contendo o tecido em andlise sdo depositadas em laminas e coradas, para por fim, serem
encaminhadas para a analise microscopica. Sendo assim, foram avaliadas as prevaléncias de
positividade de colonizacdo bacteriana, e posteriormente foi realizado a distribuicdo dos dados,
relacionando a presenca da bactéria em pacientes residentes das cidades da regido do Vale do
Paraiba. Dos pacientes avaliados 20,69% apresentam positividade para a presenca da bactéria H.
pylori, nimero esse considerado relativamente alarmante, quando comparado a outros trabalhos
com o mesmo objetivo, vale ressaltar a relagdo da presenca da bactéria com o desenvolvimento
de varias patologias gastricas, incluindo possivel desenvolvimento de cancer estomacal, uma
possibilidade a ser discutida é presenga de um numero ainda maior do que o obtido no presente
estudo, ja& que muitos pacientes sintomaticos ndo procuram atendimento médico e acabam
buscando o recurso da automedicacdo, e portanto acabam ndo realizando o exame. Dos casos
positivos encontrados 53,25% s&o homens e 46,75% sdo mulheres, achado este que demonstra
uma distribuicdo muito semelhante entre as duas classes, reforcando assim que o alerta sobre o
possivel diagndstico de H. pylori deve ser realizado de maneira ampla, corroborando assim com
outros trabalhos ja publicados. Entre as faixas etarias a presenca da bactéria se revelou maior na
faixa entre 41-50 anos (31,17%) seguida da populagéo entre 31-40 anos (23,38%), reforcando
assim a necessidade de conscientizar os mais idosos e 0s mais jovens sobre a importancia da
investigacdo de sintomas referentes ao problema. E possivel perceber um nimero relativamente
alto de casos de H. pylori na regido do Vale do Paraiba, quando comparados a outros estudos
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publicados com 0 mesmo objetivo, desta forma se torna importante o desenvolvimento de novos

trabalhos que reforcem esses dados e busquem evidenciar a relagdo entre as caracteristicas da

regido, o estilo de vida da populagéo nela inserida e 0 aumento dos casos de infecgdo pela bactéria
H. pylori.

Este trabalho contou com auxilio financeiro préprio.
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Sintese de derivados da licarina a como agentes tripanocidas potenciais

Dalila Jungueira Alvarenga; Laira Maria Faria Matias; Lucas Martins de Oliveira; Diogo Teixeira
Carvalho

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Alfenas, Alfenas, MG.
dalila.j.alvarenga@gmail.com

A Doenca de Chagas ou Tripanossomiase americana € uma doenga infecciosa que afeta
principalmente a América Latina. E causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), que vive e se reproduz em diversas células e tecidos. Classificada como uma
antropozoonose, a Doenca de Chagas é transmitida ao homem pelas fezes contaminadas do inseto
vetor, denominado de Triatomineo ou barbeiro. Os sinais e sintomas da doenca sdo bastante
variaveis, podendo passar por uma fase aguda (surgimento de chagomas), uma fase assintomatica
ou indeterminada e, por fim, uma fase cronica, relacionada aos efeitos mais graves da doenca nos
6rgdos atingidos, geralmente coracdo e intestino, levando a diversas complicagdes e mesmo ao
oObito. O tratamento disponivel ¢ ineficaz para todas as fases da doenca, atuando principalmente
da fase aguda, além de existirem poucos medicamentos para 0 combate a esta infec¢do, sendo o
benznidazol o tratamento de escolha. As neolignanas sdo metabolitos secundarios encontradas em
determinadas espécies vegetais e sdo formados pelo acoplamento de unidades alil e
propenilfendlicas, sendo a licarina A um de seus representantes que exerce diversas atividades
bioldgicas ja bem relatadas, como a tripanocida. Ainda ndo ha descrito o alvo de acdo molecular
da licarina A, porém hé evidéncias de que a mesma se envolve em processos relacionados a danos
oxidativos, o que levanta a possibilidade de envolvimento com a tripanotiona-redutase. Dessa
forma, a licarina A mostra-se uma substancia promissora como ponto de partida para o
desenvolvimento de agentes tripanocidas otimizados. Tendo em vista a atividade tripanocida
descrita da licarina A, tem-se por objetivo sintetizar derivados da mesma, a fim de obterem-se
substancias mais ativas e avaliar as relagdes estrutura-atividade envolvidas.Primeiramente, foi
avaliada a obtencdo da licarina A por trés métodos diferentes ja descritos (com reagentes quimicos
oxidantes ou com auxilio de oxidantes biolégicos, i.e. agua de coco verde (Cocos nucifera), fonte
de oxidases, e peroxido de hidrogénio). A partir da licarina A foram inicialmente sintetizados
derivados por modificacdo na hidroxila fendlica, por meio de éteres sintetizados por reacdes
classicas de eterificacdo empregando dimetilformamida, carbonato de potéssio e o haleto de
interesse. A obtencdo da licarina A mostrou-se mais efetiva pelo método biossintético do que
pelos métodos oxidativos tradicionais, com rendimento liquido de 40% apds purificagdo por
cromatografia em coluna de silica - CCS. Ao realizar o ensaio de desvio da luz polarizada foi
observada a obtencéo da mistura racémica da substancia, ao contrario do descrito na metodologia
empregada, na qual consta a obtengdo apenas do derivado levdgiro. As reacdes para obtencao dos
derivados eterificados tiveram rendimentos médios de 75% e foram inseridos a hidroxila fendlica
da licarina A os grupos metila, alila, prenila, n-octila, benzila, 4-nitro-benzila, 4-metdxi-benzila
e 4-flior-benzila. Os produtos obtidos tiveram suas estruturas confirmadas por espectrometria de
ressonancia magnética nuclear. Foram obtidos com sucesso oito derivados da licarina A, os quais
se encontram em fase de avaliacdo da atividade tripanocida in vitro e estudos de citoxicidade.

Auxilio financeiro: Agradecemos a CAPES pela concessao de auxilio financeiro para a execugdo
desse projeto.
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Analise do crescimento bacteriano de figado de camundongos

infectados e ndo infectados com Schistosoma mansoni.

Matheus Pereira de Araudjo, Micaella Sales Pereira, Gabriel Augusto Pires de Souza,
Luiz Felipe Leomil Coelho, Raquel Lopes Martins Souza, Marcos José Marques.

Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG) - Instituto de Ciéncias Biomédicas - Alfenas -
MG - Brasil.
matheus_araujo88@hotmail.com

A esquistossomose, doenca cronica causada pelo Schistosoma mansoni, afeta milhGes de pessoas
ao redor do mundo. Na evolucédo da doenga, hd um comprometimento da estrutura morfolégica e
funcional do trato gastrointestinal, e nestas condicdes, as bactérias da propria microbiota podem
atingir outros érgdos e até mesmo levar a septicemia. Sendo o figado o principal 6rgao afetado
durante o desenvolvimento da doenca, seu comprometimento pode ndo estar somente relacionado
a formacg&o de granulomas - devido a presenca do ovo do parasito - mas também, bactérias
advindas do intestino ou podem ser carreadas pelos vermes adultos. Desta forma, este trabalho
teve como objetivo identificar se ha ou ndo crescimento bacteriano a partir da analise do figado
de camundongos infetados por S. mansoni (Sm) e camundongos ndo infectados. Camundongos
BALB/c ndo infectados (n=3) e infectados (n=3) foram eutanasiados; uma porcéo do figado foi
retirada, macerada e plagueada em agar BHI (Brain Heart Infusion), Bile Esculina, EMB (Eosin
Methylene Blue) e MRS (deMan, Rogosa e Sharpe). O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
da Universidade Federal de Alfenas com numero de registro 04/2018 (N° Protocolo:
23087.000912/2018-10). Nao foi observado crescimento bacteriano nas placas do grupo controle;
no Animal 3 da placa contendo BHI; e nos trés animais das placas contendo MRS. Porém, foi
observado crescimento no grupo Sm nas placas contendo BHI - Animais 1 (1,63.10° UFC/mg) e
2 (1,6.102 UFC/mg); EMB - Animais 1 - (0,5.10 UFC/mg), 2 e 3 (0,58.10?> UFC/mg cada); Bile
esculina - Animais 1 (3,8.102 UFC/mg), 2 (0,35.10> UFC/mg) e 3 (0,14.102 UFC/mg). A
associacdo das bactérias ao S. mansoni possibilita infeccfes bacterianas mais prolongadas, o
desenvolvimento de resisténcia a antibioticos e a ineficacia de tratamento de ambas as infecgdes.
H4 trabalhos que relatam a associacdo de bactérias ao S. mansoni, e demonstraram dificuldades
no tratamento das infecgdes bacterianas quando associadas a esquistossomose devido a uma
possivel resisténcia aos antibidticos. Em nosso trabalho, também encontramos bactérias no
figado, e a presenca destas em outros 6rgdos é preocupante devido a propria evolugdo da
esquistossomose, que em casos graves, pode levar até mesmo a sepse. A presenca de crescimento
bacteriano no figado é um indicativo de que esta havendo uma possivel translocacdo bacteriana
do intestino para o figado. Em etapas posteriores, as bactérias serdo identificadas e comparadas a
microbiota intestinal para entendimento da origem destas bactérias.

Palavras chaves: Schistosoma mansoni; Microbiota intestinal; Figado.

Auxilio financeiro: O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001.
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Desenvolvimento e validacdo de método analitico para quantificacéo

de pregabalina aplicado ao teste de liberacéo in vitro da nanoparticula

Tainara Alves Vendreschil, Rafaela Figueiredo Rodriguesl, Vanessa Bergamin Boralli
Marquesl

1 Laboratério de Analise de Toxicantes e Farmacos, Universidade Federal de Alfenas, Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas, Alfenas, Minas Gerais, Brasil.
tainalvendreschi@hotmail.com

A pregabalina é um farmaco anticonvulsivante amplamente utilizado para o tratamento da dor
neuropatica. Entretanto, uma proporcéo significativa dos pacientes abandona o tratamento devido
a efeitos colaterais ocasionado pelo uso do medicamento, incluindo principalmente tonturas,
sonoléncia e problemas cognitivos, 0 que impacta negativamente na qualidade de vida dos
pacientes. Na tentativa de diminuir os efeitos colaterais causados pelo uso de pregabalina, foram
desenvolvidas nanoparticulas poliméricas (NP’s) como carreadoras deste farmaco. Como ¢ uma
formulacéo inédita, alguns testes de caracterizacdo fisico-quimica devem ser realizados, incluindo
o perfil de liberagdo in vitro da pregabalina. Para isso, faz-se necessario desenvolver e validar um
método analitico para quantificar a pregabalina liberada das NP’s, garantindo assim a
confiabilidade das andlises. A validacdo analitica foi realizada com base nos critérios
estabelecidos pela Resolucdo 166, de 24 de julho de 2017 da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) e os parametros avaliados foram linearidade, seletividade, exatiddo,
precisdo, limite de deteccdo (LD), limite de quantificagcdo (LQ) e robustez. Para isso, a curva
analitica foi construida utilizando solucGes de pregabalina nas concentracées de 0,06, 0,08, 0,1,
0,3,0,4,0,5, 0,6 mg/mL diluidas em tampao fosfato de potassio pH 7,4 e derivatizada com solucao
de ninidrina 0,2% diluida em &lcool etilico. Posteriormente, os tubos foram agitados por 1 minuto
a 1500rpm, levados a banho-maria a 70°C por 30 minutos e as leituras foram realizadas em
espectrofotdmetro UV/Vis, no comprimento de onda de 403nm. A metodologia desenvolvida
demonstrou-se linear na faixa de 0,06 a 0,6 mg/mL, obtendo um coeficiente de correlagéo (r) de
0,99015, superior ao especificado na RDC 166/2017 (0,99). A precisdo e exatiddo intercorridas e
intracorridas foram comprovadas e os valores obtidos atendem as especificacdes, sendo menores
que 20% para o limite inferior de quantificacdo (0,06 mg/mL) e menores que 15% para 0s outros
calibradores testados (0,1; 0,3 e 0,5mg/mL). Além disso, 0 método demonstrou-se seletivo para
compostos que apresentam grupamento amina em sua estrutura, como é o caso da molécula de
interesse e, por se tratar de um estudo controlado, a pregabalina é o Unico composto presente no
meio reacional com o grupamento amina, portanto, outros compostos ndo influenciam nesta
andlise. Ainda, 0 método mostrou-se robusto a pequenas variagdes no comprimento de onda e no
tempo de agitacdo mas, nao foi robusto para temperatura e tempo de permanéncia no banho maria,
0 que ¢é justificavel ja que a reacdo de derivatizacdo pela ninidrina é dependente da temperatura,
por isso 0 método foi otimizado, garantindo as melhores condicGes de preparo. Além do mais, o
método apresentou LD e LQ de 0,068mg/mL, mostrando-se adequado para o estudo em questdo.
Sendo assim, a metodologia desenvolvida e validada demonstrou-se linear, seletiva, precisa, exata
e robusta, garantindo a adequacao e eficacia para o objetivo proposto.

Palavras-chave: Pregabalina. Nanoparticulas. Ninidrina. Validacdo
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A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose granulomatosa sistémica, causada pelos fungos
termodimarficos Paracoccidioides brasiliensis e Paracoccidioides lutzii e constitui-se uma das
principais causas de mortalidade entre as doencas endémicas parasitarias do Brasil. Estima-se que
50% da populacdo residente em areas endémicas a tenha tido contato com o fungo, porém apenas
uma pequena parcela desenvolve as manifestacdes clinicas da doenca (SHIKANAY-YASUDA,
et al 2006.) A doenga manifesta-se principalmente em individuos do sexo masculino, entre faixa
etaria de 30 & 60 anos. As mulheres possuem menor suscetibilidade de desenvolvimento da doenca
devido a prote¢do desempenhada pelo estrogénio, que impede a transformagdo dos micélios
infectantes em leveduras patogénicas. As desigualdades sociais se configuram como condigdes
de risco para manifestacdo clinica da PCM, evidenciada pela polarizagdo da doenca em areas
desprivilegiadas, o que pode estar ligado ao fato da auséncia de notificagdo compulsoria ou pelo
declinio das taxas de 6bito por PCM em areas com melhor condicdo social. Neste contexto, o
objetivo do trabalho é fazer uma anélise espacial de dados obtidos nos laudos de bidpsia pelo
Laboratério de Anatomopatologia Bucal do departamento de Patologia da Universidade Federal
de Alfenas, possibilitando conhecer a distribuicdo dos casos de PCM em determinada area
geogréfica. Partindo da construcdo social do espago como um processo histérico, a descricao dos
casos de PCM pode trazer contribuicdes importantes aos estudos epidemioldgicos baseados em
construtos que utilizam a triade de pessoas-espago-tempo (OLIVEIRA, et al. 2008.) Sendo assim,
torna-se essencial a realizagdo de levantamentos epidemioldgicos de boa qualidade que
possibilitem o reconhecimento do padréo de distribuicdo dos casos de PCM, consequentemente ,
a viabilizagdo de estratégias de prevencgdo e controle mais eficazes, uma politica de notificagcdo
compulséria como acontece com outras doengas endémicas além de conhecer mais sobre 0s
aspectos da doenca ja que apesar de ser considerada uma das micoses sistémicas mais frequentes
no Brasil, possui dados de prevaléncia desconhecidos ou mal apurados. Essa falta de
conhecimento acerca de sua ocorréncia, associada a falta de notificacdo compulsoria da PCM
categorizam-na como doenca negligenciada. Neste contexto, parte-se da casuistica e metodologia
de estudo retrospectivo dos laudos histopatoldgicos obtidos no laboratério de Patologia da Unifal-
mg, ho periodo de 2007 a 2017, sendo empregado na analise além de idade, género e
caracteristicas clinicas e histologicas da lesdo, sera coletado também o endereco para posterior
cruzamento de dados em ferramenta de geoprocessamento, esperando como resultado, determinar
a real taxa de prevaléncia da PCM no Sul de Minas Gerais no periodo de 2007 a 2017, verificar
se os dados obtidos condizem com a literatura atualmente disponivel e também posterior
divulgacéo dos resultados por meio de publicacdo em futuros eventos cientificos.

Palavras-chave: paracoccidioidomicose, pcm, granulomatosa, micose sistémica.

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, V. 1, N. 1, 2019.



79
Anais do | Workshop do Programa de Pés-graduagéo de Ciéncias Farmacéuticas

Sintese e avaliacdo biologica in vitro de sulfonamidas potencialmente
antiproliferativas, obtidas por hibridacdo molecular a partir de

fenilpropanoides

Helloana Azevedo Barbosal; Guilherme Alvaro Ferreira da Silva?; Carolina Faria Silval; Bianca
Pereira do Vale!; Thiago Belarmino de Souza®; Danielle Ferreira Dias*; Ana Claudia Chagas de
Paula®; Marisa lonta?; Diogo Teixeira Carvalho®.

L LQFar, Universidade Federal de Alfenas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
2 Labalnt, Universidade Federal de Alfenas, Instituto de Ciéncias Biomédicas

% Universidade Federal de Ouro Preto, Escola de Farméacia

4 LFQM, Universidade Federal de Alfenas, Instituto de Quimica

5 Universidade Federal de Juiz de Fora, Escola de Farmacia
azevedohb@gmail.com

O céancer corresponde a segunda principal causa de mortes no mundo, sendo o cancer de mama o
principal tipo que acomete mulheres. Varios paises tém conseguido reduzir as altas taxas de
mortalidade do cancer de mama por meio do diagnostico precoce e tratamento mais efetivo,
contudo, ainda sdo elevadas as taxas de resisténcia tumoral e recidiva, que comprometem a
sobrevida e principalmente, a qualidade de vida das pacientes durante o tratamento. Neste
contexto, a identificagdo de substancias com atividade antiproliferativa e pro-apoptética capazes
de controlar o crescimento tumoral e que sejam mais seletivas, diminuindo os efeitos adversos, é
de extrema relevancia na pesquisa contra o cancer. A maioria dos farmacos atualmente em uso
terapéutico teve sua origem nos produtos naturais ou foram planejados quimicamente a partir
destes. Produtos naturais bioativos, como os fenilpropanoides, representam moléculas potenciais
no tratamento de diversas doengas com altos indices de mortalidade como, por exemplo, 0s
canceres. O eugenol, pertencente a essa classe, tém demonstrado atividades antiproliferativas de
interesse frente a linhagens tumorais distintas. Da mesma forma, substancias contendo o grupo
funcional sulfonamida exibem diversas atividades bioldgicas, inclusive a antiproliferativa.
Buscando a obtencéo de novos produtos bioativos e em vista das a¢Ges bioldgicas relacionadas
ao uso do eugenol e de sulfonamidas, empregou-se nesse trabalho a estratégia de hibridacdo
molecular para o planejamento de substancias inéditas que contemplassem residuos estruturais de
fenilpropanoides e uma subunidade sulfonamidica. Deste modo, objetivou-se mais
especificamente com este trabalho: a) Sintetizar substancias inéditas que contemplem residuos
estruturais do eugenol (4a, 4a’, Sa e 5a’) ou di-hidroeugenol (4b, 4b’, 5b e 5b’) e uma subunidade
sulfonamidica; b) Avaliar a citotoxicidade desses hibridos frente a quatro linhagens celulares
derivadas de canceres humanos (A549 — adenocarcinoma de pulmdo, HepG2 — carcinoma
hepatocelular, HT-144 — melanoma metastatico e MCF-7 — carcinoma de mama); ¢) Investigar o
mecanismo de acao antiproliferativa do hibrido mais promissor; d) Investigar o potencial pré-
apoptotico do hibrido mais promissor. Os hibridos propostos foram obtidos a partir da
condensacdo de cloretos de benzenossulfonila com aminas derivadas de eugenol ou di-
hidroeugenol. No que concerne a investigacao do potencial antiproliferativo, a viabilidade celular
foi avaliada por ensaio colorimétrico (MTS) e ensaio de exclusdo com azul de Trypano, assim
como, foram realizados os ensaios de capacidade clonogénica, indice mitético, andlise de
progressdo do ciclo celular e a expressdo proteica de importantes reguladores do ciclo celular
(ciclinas D1 ¢ E) através de “immunoblot”. O potencial pro-apoptético foi avaliado por meio dos
ensaios de AnexinaV/PE e MitoTracker Red Fluorescence, ambos por citometria de fluxo.
Também foram obtidas imagens de eventos de apoptose inicial através de microscopia confocal.
Os hibridos planejados foram obtidos com sucesso e suas identidades estruturais confirmadas por
meio de analises na regido de absor¢do do IV, de RMN e de EM. Os resultados da avaliagéo
bioldgica in vitro mostram que a viabilidade celular da linhagem MCF-7 foi eficientemente
reduzida pelos derivados 4b, 4b’ e 5a. Vale ressaltar que os derivados 4b, 4b’ e 5a foram cerca de
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10 vezes mais ativos que os seus precursores (eugenol, di-hidroeugenol e sulfanilamida). O perfil
citotoxico de 4b, 4b’ ¢ 5a frente duas linhagens celulares normais humanas (CCD-1059Sk -
fibroblastos de pele e MCF 10A - células epiteliais de mama) também foi investigado e os
resultados demonstraram menor citotoxicidade destes hibridos frente as células normais quando
comparadas as células tumorais, indicando seletividade dos derivados para células MCF-7. 4b
também foi efetivo em reduzir a capacidade clonogénica e indice mitético de culturas de MCF-7.
Observou-se também que 4b induziu parada do ciclo celular na transicdo G1/S, provavelmente
devido a sua capacidade de reduzir a expressdo de ciclinas D1 e E. Além disso, 4b exibiu potencial
pré-apoptotico frente células MCF-7, considerando o aumento de células positivas para anexina
V, diminuicdo da frequéncia de células com integridade mitocondrial e presenca de eventos
condizentes com apoptose inicial. Desta forma, o hibrido de fenilpropanoide-sulfonamida 4b
possui uma estrutura quimica inovadora e exibiu perfil de atividade antiproliferativa e pro-
apoptdtica promissora frente células MCF-7. Tomados em conjunto, esses resultados demonstram
que 4b pode ser considerado para otimizacdo estrutural e farmacoldgica, além de estudos in vivo,
em busca de potencializar a atividade antitumoral previamente observada e validar essa atividade
frente ao cancer de mama positivo para receptor de estrogeno.

Palavras-chave: Fenilpropanoides; Sulfonamidas; Hibridacdo molecular; Atividade
antiproliferativa; Cancer de mama.
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O diabetes mellitus (DM) é uma desordem metabdlica de multipla etiologia caracterizada por
niveis elevados de glicose sanguinea que tem o estresse oxidativo como um ponto chave no
desenvolvimento de suas complicagdes cronicas (BERTOLUCI et al., 2008; ADA, 2006). A
incapacidade do corpo em produzir ou utilizar a insulina, caracteriza dois tipos classicos de
diabetes, o diabetes mellitus tipo 1 (DM1) e o diabetes mellitus tipo 2 (DM2) (IROBEKHIAN et
al., 2017), sendo 0 DM2 observado em cerca de 90% do total de diabéticos. A metformina (MET)
é utilizada como tratamento de primeira linha para controlar a hiperglicemia do DM2, sendo
também prescrita no diabetes gestacional e para retardar o inicio desta patologia (TAN et al.,
2016). A aminoguanidina (AG) possui alta semelhangca molecular com a MET e vem se
destacando em estudos do nosso grupo de pesquisa, onde foi observado um aumento da atividade
de NOX2 em neutrdéfilos de ratos tratados com AG. Este papel imunomodulador foi observado
tanto em ratos diabéticos, quanto ndo diabéticos. Ha necessidade de mais estudos com relagéo ao
aumento da atividade de NOX2 e também suas implicacdes no sistema redox. Sendo assim, nosso
objetivo € avaliar o efeito de AG e MET sobre a modulagdo da NOX2 de neutréfilos peritoneais
e as implicagdes no sistema redox de ratos “Wistar” em modelo experimental de DM2.
Adicionalmente, avaliar os efeitos de ambos compostos nos marcadores bioguimicos em ratos
“Wistar” e realizar analises histologicas em rim, figado e pancreas. Ratos wistar de 7 semanas
foram induzidos ao DM2 com dieta hiperlipidica e injecdo i.p. de estreptozotocina 45mg/kg. Apds
confirmagdo do diabetes (glicemia > 200mg/dL), os animais foram tratados com 200mg/kg de
metformina e/ou 200mg/kg de Aminoguanidina. No 31° dia, realizou-se administragdo
intraperitoneal de 2 mL de caseinato de sodio 12%, sendo possivel coletar os neutréfilos
peritoneais. A producdo de espécies oxidantes pelos neutrdfilos peritoneais foi avaliada por
guimioluminescéncia (NOX2) e por espectrofotometria (MPO). Além disso, coletou-se sangue e
o6rgdos (rim, figado e pancreas) para analise dos marcadores bioquimicos, estresse oxidativo e
andlises histoldgicas. Iniciou-se a padronizagdo do DM2 em ratos wistar com protocolos de
frutose 10 e 30% associados com injecdo de estreptozotocina, mas ndo foi possivel obter um
quadro de hiperglicemia. Posteriormente, trabalhou-se com dietas de cafeteria e hiperlipidica
(incrementada com banha de porco), sendo possivel induzir ao diabetes mellitus e escolher o
protocolo mais vidvel para o projeto. O monitoramento da producéo de espécies oxidantes pelos
neutrdfilos peritoneais, por feito por quimioluminescéncia dependente de luminol e lucigenina,
na presenca e na auséncia de PMA. Podendo-se notar que a atividade de NOX2 néo foi diferente
nos grupos controle e diabético, e nem nos grupos tratados com AG ou Met. No entanto, houve
aumento na atividade de NOX2 (produgdo de ERO), em ambos 0s grupos de animais tratados
simultaneamente com a AG e Met. Quanto a atividade de mieloperoxidase, pode-se notar quando
o animal diabético foi tratado com metformina, houve diminui¢do na producdo de HOCI. No
entanto, os demais grupos de tratamento ndo apresentaram diferenca na producéo de HOCI. Foi
possivel estabelecer um modelo de diabetes mellitus tipo 2 através de dieta hipercal6rica
(incrementada com banha de porco) e associada a injecdo de estreptozotocina. Apo6s a
padronizacéo, realizaram-se os tratamentos dos diferentes grupos experimentais. Houve aumento
da atividade de NOX 2 no grupo tratado com AG associada a MET. Houve diminuicdo na
producdo de HOCI somente nos animais diabéticos tratados com MET. A analise dos parametros
bioguimicos (glicemia, colesterol total, colesterol HDL, triglicérides, ureia, creatinina, creatina
quinase, AST e ALT) e histoldgicos (rins, figado e coragdo) j& estdo em andamento.
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A epilepsia é uma patologia caracterizada por crises convulsivas recorrentes, que ocorrem em
decorréncia de descargas elétricas excessivas que acometem as células cerebrais. A doenca é de
incidéncia mundial, acometendo cerca de cinquenta milhdes de pessoas, sendo de maior
prevaléncia em paises em desenvolvimento. Cerca de 30% desses pacientes ndo respondem ao
tratamento, devido a influéncia dos transportadores na farmacocinética dos farmacos
antiepilépticos. O principal transportador de efluxo responsével por essa resisténcia é a
glicoproteina-P (Pg-P), presente especialmente na barreira hematoencefalica. Uma vez que os
farmacos antiepilépticos sdo substratos da Pg-P, esses sofrem sua acdo de efluxo, ocasionando
alteragOes farmacocinéticas, como concentragBes subterapéuticas no sistema nervoso central, ja
que esse € o seu principal sitio de acdo farmacoldgica. Diante do exposto, o presente trabalho se
propbs a avaliar a farmacocinética da carbamazepina, comparando-se ratos sadios e epilépticos,
e 0 uso de inibidores da Pg-P, como possivel alternativa terapéutica. O protocolo experimental
foi aprovado pelo comité de ética animal da UNIFAL-MG sob o n°® 32/2017. Para a realizacéo da
avaliacdo farmacocinética, administrou-se 25mg/kg de carbamazepina, farmaco antiepiléptico e
substrato da Pg-P, em animais sadios e epilépticos induzidos pelo modelo quimico de inducédo de
epilepsia por pilocarpina (280mg/kg, por via intraperitoneal), sendo que os animais epilépticos
ficaram uma semana em recuperacao apos a inducdo da epilepsia, para entdo serem submetidos a
canulacdo. Também foi avaliada a farmacocinética da carbamazepina, frente ao inibidor da Pg-P,
verapamil na dose de 10mg/kg, administrado 2 horas antes da carbamazepina. As colheitas de
sangue foram realizadas através de canula, nos tempos: 0,08; 0,33; 0,66; 1; 1,5; 2; 3; 4; 6; 8 horas.
O volume de sangue coletado foi de 0,5mL, sendo esse mesmo volume reposto por salina. O
plasma foi separado e congelado a -80°C até 0 momento da analise. A analise foi feitaem UHPLC-
MS/MS, por meio de um método bioanalitico previamente validado, que utilizou-se de um
preparo de amostras por meio de uma extracao liquido-liquido com solugdo éter dietilico:acetato
de etila (6:4, v/v). A fase movel utilizada foi solugdo de acetonitrila: tampao formiato de amonio
2mM, 75:25v/v bombeados em fluxo de 0,2mL/min e a coluna analitica utilizada na separacao
foi Shim-pack ODSPhenyl®, Shimadzu, de dimensdes 3mm x 100mm x 2,2um. Os ions
monitorados foram na transicdo m/z de 236,80>193,90; 236,80>193,00; 236,80>191,85 para a
carbamazepina. Apds a obtencdo das concentragBes experimentais de carbamazepina, o software
WinNonlin® verséo 4.0, foi utilizado para a obtencéo dos parametros AUC, t1/2, Cmax, tmax e
clearance. Tambem foram realizadas comparacOes estatisticas entre os grupos (teste de Mann-
Whitney, nivel de confianca fixado em p<0,05). O grupo controle apresentou AUC de
20222h.ng/mL, t1/2 de 3,42h, Cmax de 2731ng/mL, tmax de 0,96h e Cl de 1236mL/h/Kg; 0 grupo
controle com inibidor apresentou AUC de 12840h.ng/mL, t1/2 de 4,71h, Cmax de 1584ng/mL,
tmax de 0,62h e Cl de 1947mL/h/Kg. O grupo epiléptico apresentou AUC de 10647h.ng/mL, t1/2
de 4,69h, Cmax de 1631ng/mL, tmax de 0,84h e Cl de 1694mL/h/Kg. O grupo epiléptico com
inibidor apresentou AUC de 16712h.ng/mL, t1/2 de 7,22h, Cmax de 1294ng/mL, tmax de 1,25h
e Cl de 2850mL/h/Kg. Ndo foram observadas diferencas estatisticas entre os grupos controle e
epiléptico, tampouco no uso do inibidor da Pg-P. Esses resultados podem ser explicados pelo fato
da carbamazepina ndo ser um substrato ideal da Pg-P em ratos, uma vez que trabalhos semelhantes
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na literatura também ndo notaram diferengas, enquanto que trabalhos em humanos mostraram que
a epilepsia altera a farmacocinética da carbamazepina.
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Auxilio financeiro: CAPES, CNPQ, FAPEMIG.

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, V. 1, N. 1, 2019.



84
Anais do | Workshop do Programa de Pés-graduagéo de Ciéncias Farmacéuticas

Desenvolvimento de prototipos de farmacos Leishmanicidas: estudos
computacionais por modelagem molecular, sintese quimica e avaliacéo

farmacoldgica de derivados oximicos a partir do Safrol.

Mariana Gabriela Risola da Silva, *Poliany Graziella de Freitas, Levy Bueno Alves, 1,2Marcia
Paranho Veloso.

Universidade Federal de Alfenas

L aboratério de Modelagem Molecular e Simulagdo Computacional (MolModCS)
2|_aboratorio de Pesquisa em Quimica Farmacéutica (LQFar)

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas.

marigrisola@gmail.com

Doenca parasitaria negligenciada, a Leishmaniose possui diferentes formas clinicas. Com cerca
de cinco milhGes de casos relatados nos Gltimos cinco anos pela Organizagcdo Mundial de Salde,
esta diretamente associada a pobreza e apontada como uma das seis doengas parasitarias que mais
matam atualmente. A maior parte dos casos provém de paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento, com cerca de 1 milhdo de novos casos por ano. A busca por farmacos
leishmanicidas menos toxicos, mais eficazes e que causem o minimo de efeitos colaterais é
essencial diante de um cenario no qual os farmacos disponiveis possuem elevada toxicidade, alto
custo e sdo de dificil acesso. A CRK3, uma proteina serina/treonina quinase da familia das CDK
isolada em Leishmania, e a rCPB 2.8, cisteino protease do tipo B, sdo essenciais para a regulacdo
do ciclo celular e diferenciacdo do parasita, respectivamente. Diante deste fato, inibidores das
enzimas CRK3 e rCPB 2.8 se mostram alvos potenciais para o desenvolvimento de novos
farmacos leishmanicidas. Este projeto apresenta como objetivo obter prot6tipos de farmacos
leishmanicidas por meio do estudo computacional, utilizando como ferramenta a Modelagem
Molecular de uma série de derivados oximicos inéditos obtidos a partir do safrol. Os resultados
dos estudos computacionais antecipardo o perfil de afinidade frente aos alvos moleculares
propostos, as enzimas CRK3 e rCPB 2.8, levando a proposi¢cdo de um aumento no nimero de
compostos da série de derivados oximicos, que serdo sintetizados utilizando as estratégias da
Sintese Organica Medicinal. Apds a sintese e a caracterizacdo estrutural, a série devera ser
submetida a ensaios farmacoldgicos visando avaliar o seu potencial leishmanicida, a fim de se
verificar a inter-relagdo com os resultados obtidos in silico. Os novos derivados poder&o se tornar
protétipos de candidatos a farmacos para o combate da Leishmaniose, que vém apresentando
ainda elevado indice de incidéncia no Estado de Minas Gerais e no Brasil. Os estudos
computacionais das moléculas da série de derivados oximicos foram realizados no Laboratério
de Modelagem Molecular e Simulagdo Computacional - MolModCS da Universidade Federal de
Alfenas - UNIFAL-MG, através de softwares e, considerando a estrutura tridimensional da
proteina CRK3 e rCPB 2.8 da Leishmania sp.. A sintese de derivados oximicos a partir do Safrol
estd sendo realizada no Laboratério de Pesquisa em Sintese Farmacéutica a fim de se obter
produtos para posteriores estudos de atividade biologica frente ao parasita, através de rota
sintética planejada e baseada em dados ja descritos na literatura. Os estudos de Modelagem
Computacional com as enzimas e ligantes desenhados provenientes do Safrol ainda estd em
processo de interpretacdo de resultados, uma vez que foram obtidos recentemente. No entanto,
foi possivel perceber que as estruturas propostas obtiveram resultados de docking molecular
(ancoramento) com as proteinas sugeridas, promissores, uma vez que seus valores de energia
foram menores que o ligante cristalografado e farmacos leishmanicidas ja conhecidos. A estapa
de sintese foi iniciada também recentemente, sem resultados para discussao; a atividade biol6gica
ndo comecou a ser testada. Com os resultados obtidos através do docking molecular entre as
proteinas do parasita e dos ligantes propostos derivados do Safrol, acredita-se ser possivel que,
através de um produto natural, seja possivel a descoberta de uma nova série de candidatos a
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farmaco leishmanicidas, com contribui¢do intimamente relacionada com o planejamento racional
de farmacos; correlagdo entre modelagem computacional, sintese e atividade bioldgica.

Palavras-chave: Leishmaniose, Safrol, FArmaco, Modelagem Molecular, Sintese Quimica.
CAPES.
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Candida albicans expostas a antifungicos e fagdcitos aumentam a

expressao génica de aspartato proteases secretadas
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Candida albicans esta entre os principais patdgenos em infec¢des fungicas invasivas de ambiente
hospitalar. Entre os fatores associados a sua viruléncia esti a expressdo génica de aspartato
proteases secretadas (Sap). Sap2p e Sap4p sdo enzimas secretadas extracellularmente, Sap2p é
comumente expressa em C. albicans enquanto Sap4p estd associado a formacdo de hifas que
podem contribuir para a invasdo de tecidos hospedeiros e destruicdo de macrofagos (M¢). Sap9p
e Sapl0p estdo ligadas a superficie celular fangica pelo glicosilfosfatidilinositol, podendo ter
funcgdo na interacdo patdgeno-hospedeiro. Nesse estudo, avaliou-se a expressdo dos genes SAP2,
SAP4, SAP9 e SAP10 em C. albicans SC5314 cultivadas na presenca ou auséncia de anfotericina
B, caspofungina e fluconazol e em interagdo com M¢. A linhagem celular monocitica humana de
origem leucémica (THP1) foi cultivada em meio RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino
e antibioticos a 37°C, sob atmosfera de 5% de CO2. Para diferenciacéo das células, 10° mondcitos
foram cultivados em meio RPMI-1640 suplementado e forbol-12-miristato-13-acetato (PMA)
100 nM por 48h. Em garrafas de cultura celular, foram cultivadas amostras de 107 C. albicans/mL
na presenca ou auséncia de 10° macréfagos/mL pré-expostas ou ndo a concentragdes inibitorias e
subinibitorias de antifungicos, a 37°C sob atmosfera de 5% de CO2 por 1h. O RNA total das
amostras foi extraido utilizando TRIzol®, apos a purificacdo do RNA com DNase | e conversao
em cDNA, os genes pesquisados foram quantificados por Reacdo em Cadeia de Polimerase
quantitativa (QPCR) utilizando ACT1 como gene normalizador. C. albicans cultivada na presenca
de concentragBes subinibitorias de anfotericina B, caspofungina e fluconazol apresentou
regulacdo positiva na expressdo dos SAP2, SAP4, SAP9 e SAP10, a expressdo génica foi ainda
maior em leveduras cultivadas em contato com os M¢. A exposicdo de C. albicans a
concentragdes inibitorias (IC) dos antifingicos mostrou um leve aumento na expresséo dos genes
pesquisados, entretanto, a exposi¢do a concentragBes subinibitorias induziram maior expressao
desses genes, principalmente apos interagdo com M¢. A amostra C. albicans pré-cultivada em Y4
da IC para anfotericina B e em contato com M¢ apresentou um aumento médio 235,8 vezes maior
na expressdo de SAP9, se comparada com amostras da levedura cultivada na auséncia de
macrdéfagos e antifangicos. C. albicans expostas a 1/8 da IC para caspofungina e em contato com
M¢ apresentou um aumento médio de 835,9 e 393,4 vezes maior na expressao de SAP2 e SAP4,
respectivamente, se comparada com amostras da levedura cultivada na auséncia de macréfagos e
antifungicos Esses resultados sdo preocupantes porque mostram que concentra¢des subinibitorias
de antifungicos podem aumentar a viruléncia de C. albicans. Estas concentracGes tém sido
utilizadas como tratamento sistémico empirico para pacientes com fatores de risco para candidiase
invasiva, bem como, pode ocorrer em falha terapéutica devido a pardmetros farmacocinéticos /
farmacodindmicos ou a ndo adesdo ao tratamento corretamente com erros de dosagem ou tempo
entre as doses. Além disso, compreender a expressao desses genes na patogénese flngica pode
auxiliar na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para candidiase.

Palavras-chave: Proteases asparticas secretadas; Caspofungina; Fluconazol; Anfotericina B;
Macréfagos; Fagdcitos.
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Avalicdo do potencial de membrana mitocondrial e de geracéo de
peroxido de hidrogénio em promastigotas de Leishmania tratadas com

compostos cumarinicos
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As leishmanioses representam um grupo de enfermidades causadas por protozoarios flagelados
pertencentes ao género Leishmania e sdo consideradas um grave problema de salde publica,
sendo classificadas como doenca tropical negligenciada. Apesar de se tratar da segunda
protozoose de maior importancia mundial, ainda ndo possui um tratamento de alta eficiéncia e
efeitos colaterais reduzidos. Sendo assim, a busca por novos farmacos leishmanicidas se faz
necessaria. Nesse contexto, a mitocdndria pode ser vista como um possivel alvo de ataque, pois
esta relacionada a diversos eventos celulares vitais ao parasita, como a geracao de energia. Esta
organela esta intimamente ligada também a producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que podem interferir na manutencao da integridade da membrana mitocondrial. Paralelamente, ha
relatos na literatura de que os compostos cumarinicos tém apresentado atividade leishmanicida e
poderiam estar relacionados com alteracGes na geracdo de peroxido de hidrogénio (H202) pelo
parasita, sendo assim potenciais candidatos a farmacos. Desse modo, 0 objetivo deste trabalho foi
de avaliar o potencial de membrana mitocondrial e a taxa de producéo de peroxido de hidrogénio
em promastigotas de Leishmania amazonensis tratadas ou ndo com 0s compostos cumarinicos,
nas fases lag e log da curva de proliferacdo. Para determinar a taxa de producdo de H202,
promastigotas (108 células/mL) de L. amazonensis nos dois estagios da curva de proliferacéo (fase
lag e log) tratados ou ndo (controle) com derivado cumarinico (C5) foram incubados em PBS/1
mM MgCl2 na presenga de SmM de succinato, 40 uM de digitonina, 0,1 U/mL de horseradish
peroxidase e 25 uM de Amplex Red (Molecular Probes®). A fluorescéncia foi monitorada em
comprimentos de onda de excitagdo e emissdo de 571 e 585 nm, respectivamente, em placa de 96
pocos no fluorimetro. O potencial de membrana mitocondrial foi analisado em citémetro de fluxo
usando Mitotracker. As promastigotas (10%/mL) em fase log, tratadas e ndo tratadas com C5,
foram incubadas com essa sonda em PBS/1 mM MgCI2 por 40 minutos. Incubou-se também um
grupo controle positivo com 0,25 pL CCCP (25 uM). Apos esse periodo, foi feita centrifugacéo
diferencial com as amostras em PBS. Em seguida, as promastigotas foram analisadas por
citometria de fluxo. Com relacéo a producédo de H202, foi observada uma redugéo de 32,53% em
parasitos tratados com o composto C5 se comparado ao controle na fase lag. Porém, na fase log
houve um aumento de 19,07% em promastigotas tratadas em relagdo ao grupo controle. Ainda,
se comparadas as duas fases, observa-se um aumento de 226, 89% na produc¢éo de H202 na fase
log em relacéo a lag nas tratadas com o composto C5. J& em relagdo ao potencial de membrana,
experimentos iniciais demonstraram uma maior despolarizacdo nos parasitas tratados em relacdo
ao grupo controle, comparados com o CCCP (controle positivo), porém esses experimentos ainda
nédo foram totalmente finalizados. Conclui-se que a diminuicdo da producdo de H202 na fase lag
do grupo tratado em relagéo ao controle pode interferir nas taxas de proliferacéo celular ao longo
da curva de proliferacdo. A partir disso, mais estudos serdo realizados em relagcdo aos mecanismos
de acdo do composto cumarinico C5, afim de propor a longo prazo o desenvolvimento de
potenciais candidatos a fArmacos leishmanicida.

Palavras-chave: Leishmania, Compostos cumarinicos. Bioenergética.
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Avaliacéo da atividade leishmanicida in vitro e in vivo de compostos de

prata contendo imidazolina-2-tiona
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A leishmaniose € um conjunto de doencas causadas por mais de 20 espécies de protozoarios
flagelados pertencentes ao género Leishmania com uma ampla distribuigdo mundial e considerada
um grande problema para a saude publica. A quimioterapia é principal medida para o controle da
doenca, mas em geral apresenta alta toxicidade, alto custo, diversidade de efeitos colaterais e
resisténcia parasitaria. Neste sentido, complexos de prata foram descritos exibir uma ampla gama
de atividades antimicrobianas apresentando baixa toxicidade, além de apresentar atividade
leishmanicida in vitro em L. mexicana. Portanto, uma nova série de compostos de prata poderia
ser de interesse na concepg¢do de novas drogas para o tratamento da leishmaniose. Os compostos
[Ag (phen) (imzt)] NO3 (1), [Ag (phen) (imzt)] CF3SO3 (2), [Ag (phen) 2] (BF4) [1H20 (3),
[Ag2 ( imzt)6] (NO3)2 (4) e imzt foram sintetizados e avaliados in vitro quanto a atividade
leishmanicida em amastigota de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi, e 0s compostos
(4) e imzt foram selecionados para estudos in vivo. Adicionalmente, se avaliou a produgéo de
peréxido de hidrogénio e a inibicdo de cisteina protease nos parasitos tratados com 0s compostos,
além de avaliar a citotoxicidade in vitro em macréfagos peritoniais murinos e 0 monitoramento
da toxicidade do composto (4) no contexto in vivo por analise histopatolégica do figado e rim de
Hamsters Dourados. Quanto a atividade leishmanicida, o composto (4) foi 0 mais potente contra
as formas amastigotas de L. (L.) amazonensis e L. (L.) infantum chagasi (IC50 = 1,88; 8,05 uM,
respectivamente) e comparavel ao da Anfotericina B (IC50 = 1,30; 4,00 uM, respectivamente),
farmaco leishmanicida classico. Além da excelente atividade, o composto (4) apresentou
citotoxicidade (CC50) de 94,06 uM, exibindo uma toxicidade mais baixa do que o medicamento
padrdo (Anfotericina B: CC50 = 27,05 uM). No contexto in vivo, 0 composto (4) reduziu
significativamente o nimero de amastigotas no figado e no baco quando comparado com o grupo
ndo tratado. Além disso, quando se compara o efeito do composto (4) e Glucantime® no baco,
ndo foi observada diferenca estatistica significativa. Adicionalmente, nenhum sinal de alteraces
histologicas significativas, tais como microabscessos, fibrose ou perda acentuada de tecido
hepatico e / ou renal, que indicariam uma toxicidade grave, foram observados ap6s o tratamento
com composto (4). Avaliando o efeito dos compostos sobre Leishmania, néo foi possivel observar
sua acao na cisteina protease. Mas, quando avaliou o nivel de producdo de perdxido de hidrogénio
no tratamento com o composto (4) foi possivel observar uma redugdo de 25,44 e 49,13% nas taxas
de perdxido de hidrogénio quando comparadas as fases lag e log nédo tratados, respectivamente.
Sendo assim, a reducdo desta espécie reativa de oxigénio reduz a sinalizagdo para proliferacdo
celular, o que pode ser observado pela redu¢do no nimero de parasitas ap6s o tratamento com o
composto (4). Sendo assim, o resultado mais notavel foi observado para o0 composto (4) como o
mais ativo. Em uma anélise comparativa de todos os resultados, verificamos que as modificagbes
feitas na molécula melhoraram sua atividade in vitro e in vivo. Portanto, concluimos que,
provavelmente, a presenca de ion nitrato na estrutura do composto (4) em conjunto com ion Ag+
foram importantes para a modulagéo da atividade leishmanicida, resultando na melhora de sua
atividade in vitro e in vivo. Assim, esse composto pode representar um modelo promissor para o
desenvolvimento de uma nova classe de agentes leishmanicidas e merece uma investigagdo mais
aprofundada de seus efeitos sobre a Leishmania.

Palavras-chave: Leishmania; Compostos de Prata; Efeitos bioldgicos.

Auxilio financeiro: CNPq, FAPEMIG, UNIFAL-MG, FINEP.

Revista Farmacia Generalista / Generalist Pharmacy Journal, V. 1, N. 1, 2019.



89
Anais do | Workshop do Programa de Pés-graduagéo de Ciéncias Farmacéuticas
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inflamatodria da cerveja de quefir e seus efeitos sobre a funcéo hepatica

de ratos Wistar
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A producdo de cervejas artesanais expandiu-se de maneira muito significativa nos ultimos anos.
Como resultado da execugdo de um projeto de pesquisa de doutorado desenvolvido nesta
universidade, foram observados efeitos antiulcerogénico e anti-inflamatério de uma cerveja
artesanal de quefir produzida na regido. Tais efeitos foram atribuidos & uma possivel acéo
sinérgica dos componentes do quefir e dos polifentis do malte e do lapulo. A referida cerveja foi
a primeira a ser relatada cientificamente como uma “Speciality beer” (classificagdo pelo BJCP -
Beer Judge Certification Program) em vista de sua producdo ter sido feita a partir de probidticos
como Unica fonte de fermentacéo e por possuir o polissacarideo quefirano, ao qual séo atribuidas
diferentes propriedades bioldgicas, isolado de sua fonte natural. Por se tratar do principal sitio de
biotransformacdo do etanol, o figado esta diretamente exposto aos efeitos toxicos do acetaldeido
e das espécies oxidantes provenientes da acdo das enzimas ADH (Alcool desidrogenase) e da
CYP2EL1 do sistema MEOS (Sistema Microssomal de Oxidacdo do etanol) sobre o alcool. Os
metabdlitos gerados, assim como o préprio etanol, alteram a permeabilidade da mucosa e a
composicao da microbiota intestinal favorecendo a transferéncia de endotoxinas bacterianas do
intestino para o figado, o que pode ser uma das causas dos danos hepaticos decorrentes do
consumo de bebidas alcodlicas. Quando isto ocorre, células imunes e células hepaticas sdo
estimuladas e sofrem varias transformacgdes com simultanea expressdo e liberacdo de citocinas
pré-inflamatdrias. Como diversas evidéncias sugerem que 0s probidticos atenuam ou previnem
danos hepéticos devido aos seus efeitos anti-inflamatorio, antioxidante e de modulagdo da flora
intestinal, reduzindo a transferéncia de endotoxinas para o figado, este projeto tem o propésito de
investigar os efeitos da cerveja de quefir sobre a funcdo hepatica de ratos tratados por 30 dias com
este produto. Para tanto estdo planejados ensaios bioquimicos de peroxidagdo lipidica, dosagem
de enzimas antioxidantes e de marcadores inflamatérios, complementados com analise
morfol6gica de tecido hepéatico dos animais tratados. O projeto prevé também estudos de
caracterizacdo sensorial da cerveja de quefir em diferentes tempos de armazenamento através da
metodologia Perfil Descritivo Otimizado (PDO), com a participacdo de provadores treinados, e
de verificacdo da aceitabilidade do produto pelo publico consumidor de cervejas artesanais. Serdo
feitas ainda andlises fisico-quimicas incluindo determinacéo de cor, pH, acidez total, acidez
voléatil, compostos fenolicos, contelido de ésteres e atividade antioxidante da cerveja.
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A pentamidina é uma diamidina aromatica utilizada essencialmente contra protozoarios, mas sao
também descritas suas agdes antimicrobianas. O farmaco € bem-sucedido em termos de eficacia,
entretanto apresenta toxicidade significativa e varios efeitos colaterais conhecidos. Produtos
naturais fenolicos exibem um conjunto diversificado de atividades farmacoldgicas que séo
amplamente exploradas na busca de novos candidatos a farmacos. Nosso grupo, no LQFar, tem
focado no potencial de compostos derivados do eugenol, um alilfenol natural de demonstrada
atividade antimicrobiana. Hibridagdo molecular compreende uma estratégia de unido das
caracteristicas estruturais farmacoféricas de dois compostos bioativos, em uma Unica nova
molécula, que potencialmente dispora de atividade otimizada. O presente estudo visa a obtencao
de hibridos di-hidroeugenol-pentamidina dotados de potencial atividade antimicrobiana. O
produto natural di-hidroeugenol foi inicialmente nitrado empregando-se KHSO4 e NaNO3 em
MeCN:AcOEt 3:4 (v/v). Este intermediario foi entdo reduzido para obtengdo da amina, isso foi
possivel em metanol via Pd/C e hidrazina com a geracao de H2 in situ. Numa reacéo one-pot a
arilamina foi entdo convertida num sal de diaz6nio pela adi¢do de &cido sulfarico a 0 °C e, ap0os
20 minutos, nitrito de sodio. Entdo, ap6s 30 minutos, este grupo funcional foi substituido para
formagdo de uma azida a partir da adicdo de NaN3. A arilazida foi utilizada para a formacéo do
anel 1,2,3-triazolico, realizando-se uma reacao click em temperatura ambiente na presenca de
CuS04.5H20, um alcino terminal e ascorbato de sédio como agente redutor. Apés a sintese do
anel triazdlico, uma benzilacéo seletiva foi efetuada para a protecdo da hidroxila fendlica. O
produto benzilado foi empregado para formagdo de um éter em diclorometano e éagua
empregando-se NaOH, 1,4 dibromobutano e TBAB. Finalmente, o brometo foi deslocado
utilizando NaCN em DMF, o que gerou a nitrila necessaria. Os intermediarios reacionais até entao
foram obtidos em rendimentos medianos a altos (45-92%) e foram caracterizados via ressonancia
magnética nuclear e espectroscopia na regido do infravermelho. As etapas restantes para o término
da rota sintética serdo efetuadas para a obtencdo dos hibridos di-hidroeugenol-pentamidina
desejados e estes serdo avaliados quanto ao potencial antimicrobiano. Ao final deste trabalho
espera-se obter hibridos di-hidroeugenol-pentamidina inéditos que possuam expressiva atividade
antimicrobiana e de baixa citotoxicidade.
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As leishmanioses formam um conjunto diversificado de doengas parasitéarias transmitidas de
animais a humanos por meio de picadas de flebotomineos fémeas infectados por diferentes
espécies de protozoarios do género Leishmania. As manifestacBes clinicas destas doencas
apresentam um amplo espectro, podem ocasionar lesGes cutaneas simples de auto-ressolucéo,
crénicas, mucosas ou formas viscerais, letais em até 90% dos pacientes nao tratados. S&o doencas
endémicas em 97 paises em desenvolvimento, afetando principalmente as populacdes mais
pobres; e apresentam uma prevaléncia de 12 milhdes de pessoas, com cerca de 700 mil a 1 milhdo
de novos registros, e de 20 a 30 mil mortes anuais, segundo a Organizacdo Mundial de Satde. As
opcOes terapéuticas disponiveis sdo escassas, de alto custo, apresentam toxicidade elevada,
inlmeros efeitos adversos graves, além de apresentarem altos indices de falha terapéutica e
resisténcia parasitaria. Atualmente, os compostos naturais e seus derivados sdo considerados
promissores candidatos a novos farmacos para diversas patologias. Neste contexto, a Neolignana
Licarina A tem apresentado varias atividades biolégicas, ente elas: antidepressiva, antitumoral,
anti-inflamatdria, antiparasitaria e leishmanicida. O presente trabalho teve como objetivo analisar
a atividade leishmanicida e citotdxica in vitro de 13 compostos derivados de Licarina A em
Leishmania (L.) amazonensis. A avaliacdo da atividade leishmanicida foi realizada pelo método
da resazurina para a determinagdo do potencial inibitorio de 50% de proliferagdo (IC50-
promastigota) de formas promastigotas de L. (L.) amazonensis. Os compostos foram adicionados
a cultura de promastigotas (1 x 10 células/mL por poco) em placa de 48 pocos na faixa de 0,1 a
40,0 pg/mL, solubilizados em dimetil sulfoxido (DMSO) (0.6%, v/v em todos 0s pogos) e
incubados a 25°C. Apds 72 horas de incubacéo, foi adicionado 10% de resazurina do volume
final/poco e incubados novamente por 8 horas. A citotoxicidade foi avaliada pelo método de MTT
(3-(4,5- dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo) utilizando macr6fagos peritoneais
murinos para a determinacgdo da concentragdo citotoxica de 50% (CC50). Os compostos foram
adicionados em diversas concentragdes (500 a 3,9 pg/mL) em uma placa de 98 pogos e incubados
por 48 horas em estufa de CO2 a 35°C. As andlises foram realizadas através de leituras em
espectrofotdmetro UV/VIS Shimadzu, duplo-feixe, modelo 2550 a 570 e 600 nm (anti-
promastigota) e em 570 nm (citotoxicidade) e os dados foram calculados pelos programas EXCEL
e BIOESTAT 5.0. Adicionalmente, foram realizados dois experimentos independentes e em
duplicata. Quanto a atividade leishmanicida contra formas promastigotas, foi possivel observar
gue 9 compostos derivados de Licarina A apresentaram valores significativos de 1C50. Além
disso, quando se avaliou a toxicidade destes compostos, foi possivel observar que entre os
compostos que apresentaram maior atividade contra formas promastigotas, estes apresentaram
menor toxicidade em relagéo a Licarina A, os quais se destacam: Os compostos DL 10 (IC50 =
85.8 ['M; CC50 =297.06 "M ), DL 17 (IC50 = 98.56 " |M; CC50 = 460.27 [ IM) e DL 21(1C50
= 449 M, CC50 = 103.66 [IM ) com indices de seletividade de 3.46, 4.66 e 23.06,
respectivamente. Podemos concluir que trés dos compostos derivados de Licarina A estudados
sdo promissores candidatos a farmacos contra a leishmaniose, portanto é de extrema importancia
prosseguir nas avaliagBes anti-amastigota, sendo que aquele que apresentar melhor atividade e
maior indice de seletividade contra as formas amastigotas, a forma relevante do ponto de vista
bioldgico, prosseguiré para as avaliacGes bioquimicas com o intuito de determinar 0 mecanismo
de acdo destes.
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Exposicdo a nicotina durante o inicio do periodo pos-natal:

Vulnerabilidade ao estresse na vida adulta?
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O tabagismo é um problema de saude publica e atinge cerca de um terco da populacéo adulta do
mundo, alcangando patamares de epidemia global, sendo responsavel direto por milhes de
mortes anuais e é considerado a principal causa evitvel de doencas e mortes prematuras. A
guantidade de nicotina encontrada no leite de mulheres tabagistas pode chegar ao triplo da
guantidade sérica, mesmo assim a Academia Americana de Pediatria ndo inclui a nicotina na lista
de drogas contraindicadas durante a lactagcdo devido a falta de evidéncias cientificas na area.
Formas alternativas de administrar a nicotina, como a transcutanea e oral, s&o utilizadas durante
0 periodo de cessacdo do tabagismo como forma de inibir o consumo de cigarros, entretanto, ndo
foram suficientemente estudadas para avaliar se a utilizagdo destes métodos durante a lactagdo
como forma de reducdo de danos é ou ndo eficiente. Quase metade das mulheres mantém o
consumo do tabaco durante a gravidez, sendo influenciadas pela dificuldade na cessagao do habito
de fumar e pelo medo de ganho de peso durante a gestacdo. Este projeto de pesquisa tem como
objetivo avaliar se ha uma vulnerabilidade ao estresse na vida adulta em camundongos fémeas
expostas a nicotina por meio da amamentacgdo durante 14 dias no inicio do periodo pés-natal. Para
isto, as maes terdo implantadas minibombas de pressdo osmética contendo 100 puL de nicotina
solubilizada em salina na concentragdo de 56 mg/mL, sendo liberada uma dose diéria de 8 mg de
nicotina para cada kg de animal. Serdo utilizados camundongos fémeas da linhagem Swiss
oriundas de ninhadas de cruzamentos de camundongos provenientes do biotério da Universidade
Federal de Alfenas. Os animais serdo mantidos juntamente com as maes em caixas de polietileno
durante a fase de lactacdo, com livre acesso & agua e comida. Na fase adulta, os animais passardo
por um protocolo de estresse crénico imprevisivel, dentre os procedimentos estéo o isolamento,
serragem Umida, imobilizag&o, privacao de &gua e comida, natacdo forcada e inverséo do ciclo de
luz. As sessdes serdo realizadas na idade adulta dos camundongos, entre o dia pds-natal (P)65 e
P74 e em seguida serdo avaliados os parametros bioquimicos e comportamentais relacionados ao
estresse. Para os estudos comportamentais serdo utilizados os testes de labirinto em cruz elevado
(LCE) e nado forgado, que avaliam comportamento ansioso e depressivo. Serdo avaliados
também, nos diferentes grupos experimentais, a concentracdo de proteinas sinaptofisina,
sinapsina, PSD95 e BDNF no cértex pré-frontal e hipocampo, avaliando também a evolugdo
ponderal, concentracdo de corticosterona, nicotina e cotinina sérica. S&o esperadas alteragdes nos
parametros comportamentais nos grupos submetidos ao estresse, havendo uma diminui¢do da
permanéncia nos bracos abertos no LCE e uma diminuicdo da laténcia de imobilidade no nado
forcado, demonstrando um aumento do comportamento ansioso. A dosagem de nicotina e cotinina
serd utilizada como marcador biol6dgico da exposi¢éo a nicotina. As proteinas sinapticas e 0 BDNF
podem ter as suas concentracGes alteradas devido aos efeitos da nicotina e/ou do estresse. Este
trabalho possui relevancia para a comunidade cientifica ja que a exposicao a xenobidticos em uma
fase critica de maturacdo do sistema nervoso central esta relacionada a prejuizo ao processo de
desenvolvimento.
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Determinacao de acidos biliares e seus conjugados em soro por

extracdo em fase sdlida on-line acoplada ao LC-MS/MS
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Os é&cidos biliares sdo derivados do metabolismo do colesterol e estdo envolvidos em varios
processos, incluindo a homeostase do colesterol, de vitaminas lipossollveis e na absor¢do de
lipideos. A avaliacdo dos niveis dos &cidos biliares no soro humano tem-se mostrado como um
bom indicador de hepatotoxicidade, por exemplo, causada por solventes organicos volateis em
ambientes laborais. Contudo, devido a grande similaridade estrutural entre os &cidos biliares e as
baixas concentra¢fes encontradas no soro, determinagfes necessitam de métodos analiticos com
alta detectabilidade e seletividade para uma andlise eficiente. Na literatura sao reportados métodos
para acidos biliares usando espectrometria de massas para detectar estes acidos. Entretanto, a
analise simultanea de acidos biliares usando polimeros molecularmente impressos de acesso
restrito revestido com albumina de soro bovino (RAMIP-BSA) como material sorvente na
extracdo em fase solida on-line é inédita. Neste projeto, propusemos o desenvolvimento de uma
metodologia de extracdo em fase sélida on-line rapida e sensivel para a determinacao de acidos
biliares séricos com aplicacdo na avaliacdo de danos reversiveis no figado de trabalhadores
expostos a solventes organicos volateis. O RAMIP-BSA foi sintetizado pelo método de
precipitacdo usando &cido colico, 4-vinilpiridina, etilenoglicol dimetacrilato, acido 4,4’-azobis
(4-cianovalérico) e metanol como molécula modelo, monémero funcional, agente de ligacao
cruzada, iniciado radicalar e solvente porogénico, respectivamente. Os mondmeros glicerol
dimetacrilato e hidroxilmetil metacrilato foram usados para promover uma superficie hidrofilica
(alta densidade de grupamentos hidroxila). Para aumentar a capacidade de excluir
macromoléculas, o polimero foi revestido com albumina de soro bovino usando glutaraldeido
como agente de ligagdo cruzada. O material resultante foi acondicionado em pre-coluna (10 x 4,6
mm, L x D) e acoplado a um sistema column switching. As fases moéveis de carregamento, eluicdo
e limpeza foram tampdo formiato de aménio 10 mmol L-1 (pH 3,0), 4gua (acetato de aménio 5
mmol L-1 + &cido férmico 0,012%): metanol (acetato de ambnio 5 mmol L-1 + 4cido férmico
0,012%) (10: 90, v/v) e acetonitrila: isopropanol: agua ultrapurificada (75: 15: 10, v/v/v),
respectivamente. A deteccdo ocorreu por espectrometria de massas com os fragmentos otimizados
por injecdo direta de &cidos biliares na concentracdo de 1 mg L-1. Forno de coluna, linha de
dessolvatacdo e bloco de aquecimento foram configurados nas temperaturas de 35, 250 e 400 °C,
respectivamente. Um volume de 100 uL de soro diluido na razdo 1:4 foi injetado diretamente no
sistema de extracdo on-line, totalizando 36 minutos de corrida. A fase de carregamento escolhida
possibilitou a total excluséo de proteinas em aproximadamente 2.5 minutos. O método otimizado
serd validado de acordo com guias internacionais de validacdo bioanalitica. Por fim, a
metodologia desenvolvida apresenta grande potencial para a determinagdo de acidos biliares em
trabalhadores expostos a solventes organicos volateis, através de uma andalise rapida, sensivel e
seletiva.
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Planejamento e sintese de derivado otimizado de cumarina
leishmanicida com vistas a reducdo de sua toxicidade e melhoria de

solubilidade
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As cumarinas (2H-1-benzopiran-2-onas) constituem uma ampla classe de substancias encontradas
em espécies vegetais e e que apresentam variado espectro de atividades biolégicas. Uma das mais
importantes corresponde ao seu potencial leishmanicida, portanto constituem uma importante
fonte de alternativas farmacoldgicas potenciais contra essa doenca considerada como
negligenciada e problema de salde publica no Brasil e na América Latina. Nosso grupo de
pesquisa descobriu, recentemente, durante triagem biol6gica com quimioteca propria, o potencial
leishmanicida de duas cumarinas sintéticas. Uma delas foi usada como prot6tipo para ser
otimizada em termos de solubilidade em &gua e redugdo de toxicidade, com o objetivo de
melhorar os resultados dos testes in vivo. Assim, foram planejados novos derivados usando
ferramentas computacionais de célculos tedricos. Neste trabalho, apresentamos o planejamento
de um derivado nitrilico a partir do prototipo e os procedimentos para sua obteng&o sintética. O
planejamento foi realizado baseado na disponibilidade de reagentes e no resultado da avaliagdo
computacional efetuada por meio da ferramenta Swiss-ADME®, a qual oferece a possibilidade
de prever pardmetros relacionados com a solubilidade em agua (LogP e modelos matematicos de
solubilidade em agua baseados em dados empiricos) e dados relacionados com o perfil de
administracdo oral de farmacos (absorgdo intestinal tedrica, Regras de Lipinski, indugdo no
metabolismo hepatico). Para a obtencdo do referido derivado nitrilico, partiu-se do di-
hidroeugenol, que foi formilado pelo método de Reimer-Tiemann. Esse intermediario foi entdo
utilizado para a sintese da cumarina protétipo seguindo a metodologia de condensacdo de
Knoevenagel com 4-nitrobenzoilacetato de etila e piperidina em etanol. Posteriormente, o grupo
nitro presente na cumarina foi convertido a amina via reducdo com cloreto d eestanho. Numa
reacdo one-pot, a arilamina obtida foi entdo diazotada sob banho de gelo com &cido p-
toluenossulfonico e nitrito de sédio. Finalmente, através de um ataque nucleofilico, este grupo foi
substituido por nitrila com cianeto de sddio seguindo condigdes classicas da reagéo de Sandmeyer.
Os intermediarios e produto final obtidos até entdo foram caracterizados via ressonéncia
magnética nuclear. Por meio do célculo feito via Swiss-ADME, o derivado nitrilico possui menor
valor de logP que o precursor nitrado, sendo classificado como moderadamente sollvel.
Nitidamente, vé-se aumento da solubilidade em relagdo ao protétipo (fracamente sollvel).
Ademais, a troca do grupo nitro pelo nitrila pode potencialmente diminuir a toxicidade, porque o
grupo nitro € um conhecido grupo toxicoférico. Com a obtencdo do derivado nitrilico, nossos
préximos passos serdo realizar modificacdes moleculares adicionais que visem melhorar ainda
mais o perfil de solubilidade das cumarinas e diminuir potencialmente a toxicidade em relagéo ao
protétipo, o que sera avaliado em testes biol6gicos.
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Hibridos de 5-nitroimidazois condensados a fenilpropanoides,

substancias com ac¢éo potencial antiparasitaria e citotoxica
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A hibridacdo molecular é uma estratégia eficaz no planejamento racional de estruturas
moleculares de novos compostos bioativos protdtipos, onde h& a conjugacdo de substancias
bioativas distintas em uma tnica molécula, pois, em geral, o hibrido possui uma acgao terapéutica
superior as unidades individuais. Existem diversas estratégias diferentes que podem ser
empregadas desta forma, neste trabalho, relatamos o uso da quimica “click”, que promove a
obtencao de hibridos conectados por um anel triazol. Foi realizado o acoplamento de um derivado
do metronidazol com derivados do Eugenol. O potencial bioativo dos 5-nitroimidaz6is como
antiparasitario ja é bem conhecido. O Eugenol, um derivado fenilpropandide, ¢ uma substancia
presente nos Oleos essenciais de varias plantas, o qual possui diversas propriedades
farmacoldgicas ja relatas na literatura, como: antibacteriana, antifingica, antiparasitaria,
citotoxica e antioxidante. Os objetivos deste trabalho englobam a sintese de hibridos 5-
nitromidazol-fenilpropanoides a partir de um intermediario-chave azido do metronidazol,
condensado a derivados adequadamente funcionalizados de fenilpropandides via quimica “click”,
assim a agdo citotdxica, tripanocida, leishimanicida e antibacteriana. Também é planejado a
realizacdo do mecanismo de ac¢éo desses compostos. O intermediario-chave azido foi preparado
por condi¢bes classica de sintese organica, bem como os derivados funcionalizados
fenilpropandides. A condensacdo foi realizada por condicdo classica de quimica “click”.
Inicialmente escolheu-se 0 metronidazol como material de partida para preparagdo do
intermediario-chave azido, que foi obtido com rendimentos satisfatorios, e em seguida acoplado
em derivados fenilpropandides funcionalizados. Dois hibridos j& foram obtidos e outros estdo
sendo preparados de maneira similar, e em seguida se iniciara os ensaios bioldgicos e estudos de
mecanismo de a¢do. Dois novos hibridos inéditos ja foram obtidos por esta estratégia, que se
mostrou extremamente eficiente. Outros hibridos serdo preparados de maneira similar, e 0s
ensaios biologicos e estudos de mecanismo de acéo se iniciardo ainda esse semestre. Uma vez
estabelecido esse novo padrédo estrutural, uma série de novos hibridos serdo planejados a partir
dos primeiros resultados bioldgicos.
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A necessidade de se obter analises cada vez mais rapidas tem requerido processos simples,
eficazes e com o minimo ou nenhum preparo de amostras. No entanto, nem sempre o sinal
analitico de amostras sem tratamento prévio é satisfatorio para a analise de concentragdes muito
baixas. Sorventes magnéticos vem sendo amplamente aplicados no preparo de amostras
complexas. Esta aplicacdo se da de forma dispersiva e auxilia na praticidade e simplicidade
durante a analise de analitos presentes neste tipo de matriz. Para determinacdo de concentracdes
muito baixas de substancias de forma rapida e precisa, equipamentos como espectrdmetro de
massas (MS) podem ser utilizados em uma analise de modo direto, isto é, sem o acoplamento de
cromatdgrafos ou outros equipamentos. Neste contexto, muitas sdo as formas de se ionizar um
analito para que o mesmo seja lido pelo detector. No entanto, a técnica EASI, do inglés easy
ambient sonic-spray ionization, proposta por Eberlin e colaboradores, conta com a simplicidade
de ndo ser preciso nenhum recurso externo para ionizar os analitos da amostra além de um spray
formado por metanol acidificado. Partindo deste pressuposto, o trabalho visa utilizar
nanomateriais magnéticos como sorventes unindo esta técnica de extracdo em fase solida
dispersiva (D-SPE) a espectrometria de massas para andlise de nicotina em amostras de urina.
Além disso, seré proposta uma nova variante das técnicas de ionizagdo ambiente. Sera construida
uma fonte EASI home made com materiais de baixo custo. Logo ap0s a construgdo, a fonte sera
aplicada em todas as analises. Os materiais magnéticos Fe304@SiO2 e nanotubos de carbono
magnéticos (M-CNT) serdo sintetizados e caracterizados por anélise termogravimétrica (TGA),
infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR), microscopia de transmissdo eletrénica
(TEM), andlise da area superficial e porosidade (BET) e potencial zeta. Serdo feitos estudos de
cinética e isotermas de adsorcdo. Os dados serdo tratados de acordo com os modelos pseudo-
primeira ordem, pseudo-segunda ordem, ordem fracionaria, quimissor¢do (Elovich) e difusdo
intraparticula e os modelos de Langmuir, Freundlich, Sips, Khan, Toth e Redlich-Peterson,
respectivamente. Em ambos os casos, serdo considerados os valores de coeficiente de correlacdo
linear (R2) e a funcéo de erro (Ferror) para melhor adequacao a cada modelo. O sistema proposto
para a analise do material acoplado a fonte de ionizagdo sera denominado MSPE@EASI-MS. A
hipétese é que os sorventes magnéticos, ap6s um procedimento de D-SPE, possam ser
acondicionados na ponta em um bastdo magnetizado por uma bobina solenoide e entdo, expostos
a fonte EASI de modo que os analitos sejam dessorvidos, ionizados e conduzidos ao MS. Neste
processo serdo otimizados parametros como i) distancia e angulagédo da fonte, amostra e 0 MS i)
fluxo do gés utilizado na fonte, iii) concentra¢do do acido presente no solvente, iv) parametros do
MS e v) pardmetros na extragdo do analito da amostra. Amostras de urina serdo dopadas com
nicotina de modo que este analito seja um piloto durante as andlises frente aos diferentes analitos
gue podem ser analisados no futuro. Ademais, o0 método sera validado seguindo o guia da AVISA
quanto aos parametros de linearidade, precisdo, exatidao, limite de quantificacéo e recuperacéo.
Apbs otimizado e validado, o método desenvolvido sera aplicado em amostras reais de individuos
fumantes. Espera-se que este trabalho obtenha resultados promissores e que seja desenvolvida
uma nova vertente de analise direta por ionizacdo ambiente utilizando MS.
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massas.
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derivado glicosidico do eugenol

Rafael Leite Coelho, Vanessa Bergamin Boralli Marques (orientadora), Diogo Teixeira Carvalho
(coorientador).

Universidade Federal de Alfenas, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas/Laboratorio de Analise
de Toxicantes e Farmacos, Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas.
leitecoelho@msn.com

A resisténcia microbiana aos antibidticos vem se tornando um problema cada vez mais sério.
Diante disto, o desenvolvimento de farmacos originais com mecanismos de agdo diferentes
dagueles que se encontram no mercado atualmente ganham importancia. Propriedades
farmacocinéticas inadequadas sdo o principal empecilho no desenvolvimento de novos
medicamentos. Pardmetros como biodisponibilidade, clearance, meia-vida e toxicidade devem ser
avaliados cuidadosamente antes que qualquer farmaco chegue ao mercado, de forma a atribuir
eficacia e seguranga durante seu uso. Propde-se com este projeto avaliar, em ratos wistar, a
farmacocinética de um glicosideo antifingico obtido a partir do eugenol por grupo de pesquisa
com o qual colaboramos. O trabalho sera dividido em trés partes: na primeira etapa ocorrera a
sintese do derivado glicosidico do eugenol em quantidade suficiente para a realizacdo do estudo.
Para a avaliacdo cinética serdo utilizados 12 ratos machos wistar sadios que serdo canulados para,
posteriormente, receberem o candidato a antifingico via gavagem. O sangue dos animais sera
colhido em 0,15; 0,25; 0,5; 0,75; 1; 1,25; 2; 3; 4 horas. O material coletado sera analisado em
cromatografo gasoso acoplado a espectrémetro de massas (GC-MS), em método anteriormente
validado. Espera-se obter sucesso na avaliacdo farmacocinética do composto e que 0s parametros
obtidos indiquem a possibilidade de evolugdo de estudos com o mesmo. Ainda, se ndo houver
sucesso farmacocinético, ha a possibilidade de realizarmos melhorias via estratégias de tecnologia
farmacéutica, com avancos na fase biofarmacéutica, para uma classe tdo importante de
medicamentos e com tdo poucas opgoes.
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Diagnostico diferencial da proteina NS1 de Zika virus e Dengue virus

através do reconhecimento com polimeros impressos molecularmente
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Arboviroses como zika, dengue e febre amarela se tornaram alvos de grande preocupacéo devido
a rapida difusdo em territério brasileiro com um subito aumento no nimero de casos. Até o
presente momento nao existem medidas profilaticas e/ou remediativas contra os virus da zika e
dengue. Diagndsticos que atuem de forma precisa em fases iniciais da infecgdo sdo fundamentais
para que o paciente possa receber os devidos cuidados. A semelhanga dos sintomas entre
infecgBes por zika e dengue torna o diagndstico clinico duvidoso e a similaridade estrutural entre
esses virus dificulta a elaboracdo de um método seletivo. As técnicas de diagnostico soroldgico e
molecular apresentam diversas limitacOes relacionadas a aplicagdo, armazenamento e custo.
Apesar de sua grande sensibilidade, a metodologia molecular é efetiva apenas até o 3° dia ap6s o
inicio dos sintomas e necessita de equipamento sofisticado e mao de obra qualificada,
impossibilitando a aplicacdo desse diagndstico em campo. Os diagndsticos soroldgicos
apresentam uma maior reatividade cruzada, sdo de dificil producdo e apresentam 100% de
sensibilidade apenas do 6° dia ap6s o inicio das manifestacdes clinicas em diante. A NS1, uma
glicoproteina comum a todos os flavivirus, encontrada tanto associada & membrana das células
infectadas quanto secretada no soro. Essa proteina se mantem detectavel em pacientes infectados
com o virus da dengue até o 6° dia de manifestacdo em infec¢des primarias, em concentracfes de
10 ng.mL-1 a 50 pg.mL-1, mas ndo existem estudos de determinacéo da proteina em infecgBes
com o zika virus. A pré-desnaturacéo dessa proteina expde de epitopos internos, os quais podem
ser reconhecidos de forma mais seletiva. Dentre as inovagfes em diagndstico, sensores
eletroquimicos tém apresentado respostas rapidas e estrutura compacta, possibilitando a analise
em locais de necessidade. O acoplamento de unidades de bioreconhecimento em eletrodos
viabiliza a formag&do de um sinal eletroquimico proporcional a concentragdo de um determinado
analito. Nesse aspecto, a impressao molecular esta se tornando cada vez mais competitiva com
enzimas e anticorpos em termo de reconhecimento, produzindo sensores com polimeros versateis,
seletivos e de baixo custo. Com o aperfeicoamento da impressdo de epitopos, a sintese de
polimeros especificos para biomacromoléculas apresentou avangos em sensibilidade e
seletividade. O reconhecimento artificial de proteinas por polimeros impressos ganhou espaco
recentemente no diagnoéstico clinico por fornecer quimiosensores rapidos, sensiveis, seletivos,
robustos, ndo destrutivos, com baixo custo atribuido, portéteis e de facil manuseio. O presente
trabalho propde a elaboracdo de quimiossensores capazes de detectar e diferenciar as proteinas
NS1 de zika virus e dengue virus tipo I. Estdo sendo empregados mondmeros hidrossollveis em
pH fisioldgico visando preservar a conformagao estrutural do epitopo o mais proximo possivel da
conformacao natural. O aminofenol é um composto eletroativo capaz de formar uma rede isolante
com polimerizacao autolimitante. A voltametria ciclica é a técnica eletroquimica mais difundida
dentre as aplicadas na formacdo de polimeros impressos. A espessura e porosidade do filme
formado pode ser controlada variando a faixa de potencial aplicado, o nimero de ciclos e a
velocidade de varredura, modificando a formacéo dos sitios de ligagdo na superficie do filme
formado. Afim de avaliar as modificacGes nos eletrodos estdo sendo empregadas as técnicas de
voltametria de onda quadrada e a espectroscopia de impedancia eletroquimica. Em ambos 0s
casos sdo aplicadas baixas variagfes de potencial para evitar modificacBes no material durante a
analise. As variacOes de condutividade e de capacitancia permitem avaliar tanto a formacao de
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polimero, remocdo da molécula molde e deteccdo do analito, quanto modificagdes indesejaveis
no eletrodo auxiliar e no de referéncia. O trabalho se encontra em fase de optimizacéo das etapas
de sintese e caracterizagdo do polimero. O polimero impresso apresenta aumento de corrente
proporcional a adsorcao da NS1 desnaturada de dengue virus sorotipo 1, enquanto o ndo impresso
apresenta comportamento aleatorio. A cinética de adsorcdo seguida pelo sensor ainda ndo foi
elucidada. As proximas etapa consistem em testes de seletividade frente & componentes de
amostras reais de soro.
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