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APRESENTACAO

O farmacéutico € um profissional perito no uso de medicamentos e farmacos,
bem como em suas consequéncias no organismo, contudo, vai além, pois, 0
farmacéutico € o profissional do cuidado, o profissional do carinho. A farmacia é a
porta de entrada aos servigos de saude e também o Ultimo local de satude por onde
passa o paciente, no momento da dispensacdo do medicamento. Assim, € o local

onde € procurado ndo so pelos remédios, mas também por orientacao.

A assisténcia farmacéutica objetiva a promocdo ao uso racional de
medicamentos e requer atuacdo do farmacéutico integrada aos outros profissionais
da saude, numa equipe multidisciplinar. Cabe ao farmacéutico ndo apenas dispensar
e manipular medicamentos, mas também orientar sobre o seu uso correto, e, em
algumas situacgdes, até prescrevé-los (medicamentos nao tarjados), atuar no controle
de doencas crbnicas e na prevencdo de patologias. A obra “Tematicas em Farmacia:
Atualidades” foi concebida diante artigos cientificos especialmente selecionados por

pesquisadores da area.

Os conteldos apresentam consideracdes pertinentes sobre os temas
abordados diante o0 meio de pesquisa e/ou objeto de estudo. Desta forma, esta
publicacdo tem como um dos objetivos, garantir a reunido e visibilidade destes
contetidos cientificos por meio de um canal de comunicacao preferivel de muitos

leitores.

Este e-book conta com trabalhos cientificos da area de Farmacia, aliados as
tematicas das praticas ligadas a a inovacao e aspectos que buscam contabilizar com
as contribuicbes de diversos autores. E possivel verificar a utilizacdo das
metodologias de pesquisa aplicadas, assim como uma variedade de objetos de

estudo.
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RESUMO

Pacientes hospitalizados em Unidades de Terapia Intensiva (UTI) estdo mais
susceptiveis a necessidade de multiplas terapias, o que pode facilitar a ocorréncia de
Eventos Adversos a Medicamentos (EAM). Assim, a conciliagdo de medicamentos &
tida como um processo importante quando se trata da garantia da seguranca ao
paciente e otimizacdo do tratamento, a fim de reduzir o numero de erros e danos ao
paciente. O objetivo desse estudo foi realizar uma busca sistematica acerca de
instrumentos aplicaveis na conciliacdo de medicamentos em UTI. As bases de dados
utilizadas foram Scielo, Lilacs, Pubmed e Scopus e realizou-se a procura de estudos
relevantes publicados até julho de 2021. Os estudos incluidos foram avaliados sob
diversos aspectos, se sobressaindo trabalhos de origem holandesa e brasileira, o
idioma mais prevalente foi o inglés e o tipo de publicagcdo mais observado foi artigo.
Dois estudos utilizaram formulério eletrdnico enquanto trés preferiram formulario
impresso. Em relacdo a metodologia de validacdo, a maioria dos estudos fez
adaptacdes de outros instrumentos, quanto aos setores de aplicacdo dos instrumentos
0s cuidados intensivos e pediatricos ganharam um destaque maior. O tipo dos estudos
variou entre observacional prospectivo e transversal, houve heterogeneidade quanto
a duracdo dos estudos e o tamanho das amostras. Os principais desfechos relataram
0 erro por omissao como o mais frequente, e dentre as limitac6es abordadas estavam
vieses de selecdo e memoria, amostra pequena e periodo curto de realizacdo do
estudo. Na andlise de conteudo dos instrumentos, as principais informacoes
relacionadas ao paciente foram nome ou iniciais, data de nascimento, numero do
prontudrio ou registro, sexo, peso e altura, alergias e/ou intolerancias a medicamentos
e/ou alimentos. JA em relacdo aos dados farmacoterapéuticos, os quesitos mais
frequentes foram nome do medicamento, dose utilizada, via de administracao,
frequéncia de uso, data e hora da ultima tomada e presenca de discrepancias na
conciliacdo e erros de medicacdo associados a estas. Finalmente, tal revisédo
corroborou com o desenvolvimento de estudos futuros na temética, além de auxiliar o
fomento de alternativas seguras no uso de medicamentos.

Palavras-chaves: Erros de medicacdo. Seguranca do paciente. Conciliacdo de
medicamentos. Unidade de Terapia Intensiva.

ABSTRACT

Patients hospitalized in Intensive Care Units (ICU) are more susceptible to the need
for multiple therapies, which can facilitate the occurrence of adverse drug events.
Thus, medication reconciliation is considered an important process when it comes to
guaranteeing patient safety and optimizing treatment, in order to reduce the number of
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errors and harm to the patient. The aim of this study was to conduct a systematic
search on instruments applicable to medication reconciliation in the ICU. The
databases used were Scielo, Lilacs, Pubmed and Scopus, and a search for relevant
studies published until July 2021 was carried out. was English and the most observed
type of publication was article. Two studies used an electronic form while three
preferred a printed form. Regarding the validation methodology, most studies made
adaptations of other instruments, as the sectors of application of the instruments,
intensive care and pediatrics gained greater prominence. The type of studies varied
between prospective observational and cross-sectional, with heterogeneity regarding
the duration of the studies and the size of the samples. The main outcomes reported
error by omission as the most frequent one, and among the limitations addressed were
selection and memory biases, small sample size and short study period. In the content
analysis of the instruments, the main information related to the patient were name or
initials, date of birth, medical record number, gender, weight and height, allergies
and/or intolerance to medications and/or food. Regarding pharmacotherapeutic data,
the most frequent questions were the name of the drug, dose used, route of
administration, frequency of use, date and time of the last intake and the presence of
discrepancies in the reconciliation and medication errors associated with these. Finally,
this review corroborated the development of future studies on the subject, in addition
to helping to promote safe alternatives in the use of medicines.

Keywords: Medication errors. Patient safety. Medication reconciliation. Intensive Care
Unit.

1 INTRODUCAO

Os medicamentos constituem a principal tecnologia de saude utilizada na
terapéutica clinica, de maneira que 0 uso inapropriado aumenta o0 risco de
aparecimento de Eventos Adversos a Medicamentos (EAM). Tais eventos podem
acontecer em quaisquer das etapas de cuidado, seja na prescricao, preparo,
dispensacao, administracdo, podendo ou néo provocar danos ao paciente (AFONSO,
2015; LINDENMEYER; GOULART; HEGELE, 2013; VOLPATTO et al., 2017).

Nesse contexto, o sistema de Conciliacdo de Medicamentos (CM) constitui uma
ferramenta importante para reducéo de danos e prevencao de implicacdes negativas
aos pacientes, especialmente de cuidados intensivos, além de garantir a continuacao
e adequacdo do tratamento oportuno (MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-
CASAL, 2015).

Para tanto, € necesséria a obtencdo de uma lista completa de medicamentos
utilizados domiciliarmente pelo paciente juntamente com 0s prescritos no contexto

hospitalar. Tal pratica visa identificar e barrar a propagacéao de erros, tais como de
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omissao, duplicidade, transcricdo e interacbes medicamentosas; além de garantir a
seguranca do paciente (FRIZON et al., 2014; REY; PRADOS; GOMES, 2016).

Ademais, situacdes em que o paciente é submetido a transi¢des de cuidado,
como admissao, transferéncia interna e alta hospitalar, sdo as que mais os expde a
Eventos Adversos (EA), principalmente, devido & comunicacdo deficiente e perda de
informagdes durante o processo (KWAN et al., 2013; LINDENMEYER, GOULART,
HEGELE, 2013; VILLAMAYOR-BANCO et al.,, 2016). Lombardi e colaboradores
(2016) certificaram-se que mais de 50% da ocorréncia de EM ocorreram quando o
paciente foi submetido a transi¢cdes de cuidado, ressaltando o quao sao frageis e
sujeitos a falhas.Outro desafio encontrado na pratica da CM é a baixa adesdo dos
profissionais de saude, principalmente devido a necessidade de tempo que deve ser
dedicado a atividade (FERRAZ, 2015).

Diante disso, a escassez de instrumentos para esse fim, sobretudo brasileiros,
torna necesséaria a realizacdo estudos que auxiliem na compreensdo, pratica e
implantacéo desse servico de forma a ampliar a promoc¢éo da seguranca dos cuidados
prestados ao paciente, bem como a qualidade dos servicos da rede de atencdo a
saude (MANZORRO et al., 2011; SALES et al., 2016).

Dessa forma, o objetivo do presente estudo foi realizar uma busca sistemética
acerca de instrumentos de CM aplicaveis em UTI a fim de caracterizar
metodologicamente os estudos eleitos, bem como, obter um panorama geral de
estudos e instrumentos de conciliacdo de medicamentos que possam ser aplicados

em ambiente de cuidados intensivos.

2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 EVENTOS ADVERSOS A MEDICAMENTOS

Atualmente existem iniumeros recursos e tecnologias disponibilizadas pelos
servicos de saude para auxiliar na promocdo, prevencdo, recuperacdo e/ou
reabilitacdo da saude do individuo. Entretanto, a aplicacdo indevida de tais
ferramentas pode resultar em um EA, que segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) se caracteriza como qualquer dano néo intencional, decorrente da assisténcia
a salde e que néo esta associado a doenca de base do paciente (WHO, 2018). No

Brasil, estudos mostraram que no servico de emergéncia de um Hospital Universitario
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cerca de 50% dos pacientes em alta hospitalar e 70% dos que evoluiram a o6bito
sofreram pelo menos um EA (NUNES et al., 2014, NETO et al., 2019).

Quando o dano é causado através da utilizacdo do medicamento como
tecnologia, classifica-se como EAM, sendo o medicamento a principal causa de
ocorréncia de EA em pacientes hospitalizados (MASTROIANNI; VARALHO, 2013;
SALES et al.,, 2016). Ademais, o uso de multiplas terapias tornam estes mais
propensos a sofrerem danos desnecessarios devido a ocorréncia desses eventos
(ROQUE; MELO, 2012).

Nesse contexto, erros de medicacéo (EM) podem surgir durante o processo de
prescricdo médica; fracionamento de produtos para a saude e medicamentos;
composicao das formulacdes; falhas nos processos de distribuicdo, administracéo e
monitoramento do paciente (NASCIMENTO; FREITAS; OLIVEIRA, 2016; SIMAN et.,
2021).

Assim, pacientes que apresentam mdultiplas comorbidades geralmente tém
necessidade de utilizacdo de varias terapias associadas, o que eleva o risco de EM e
discrepancias na farmacoterapia, podendo ser citados o0s Medicamentos
Potencialmente Perigosos (MPPs). Estes sao caracterizados por possuirem risco
maior em relagcdo a seus beneficios e estdo associados com EAM significantes e de
elevado grau de risco a vida (OLIVEIRA et al., 2016; SOUSA et al., 2018).

Tais fatores podem aumentar a permanéncia no ambiente hospitalar,
elevando consideravelmente os custos com internacdes hospitalares, gerando
assim maior necessidade de intervencdes terapéuticas e diagnosticas, custos
sociais, aumento da utilizacdo de medicamentos e 6bitos precoces (ARAUJO;
MELO, 2017).

2.2 FARMACOTERAPIA E EVENTOS ADVERSOS NA UTI

A utilizagéo adequada e eficiente dos leitos de UTI &€ imprescindivel para o fluxo
ideal de pacientes e melhora da qualidade do atendimento. Todavia, a incidéncia de
internacdes em UTI relacionadas a medicamentos relatada é de até 27,4% (JOLIVOT
et al., 2014). Além disso, em virtude da fragilidade e complexidade da situagéo clinica
desses pacientes, a transferéncia destes de uma especialidade para outra é
considerado um evento de alto risco devido a reduc¢éo significativa do monitoramento
e elevada ocorréncia de erros evitaveis (VAN SLUISVELD et al., 2015).
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Santamaria et al. (2017) mostraram que a readmissdo na UTI é considerada
um evento adverso evitavel. Assim, os pacientes readmitidos na UTI apresentam taxa
de mortalidade hospitalar até seis vezes maior que os ndo readmitidos, além de
reduzirem a disponibilidade de leitos e elevarem os custos do tratamento (VAN
SLUISVELD et al., 2017).

Diante desse contexto, a gravidade clinica e a urgéncia/lemergéncia no
momento do atendimento e admissdo na UTI, faz com que a informacdo dos
medicamentos utilizados pelo paciente em domicilio se perca no processo,
descontinuando o tratamento. Em contrapartida, alguns medicamentos iniciados na
UTI, como inibidores da secrecao de acido gastrico e antipsicoticos, que permanecem
para uso em curto prazo, sdo continuados desnecessariamente apés a alta (BOSMA
et al., 2018; STOLLINGS et al., 2018).

Muitos s&o os protocolos de boas praticas cujo intuito é evitar a ocorréncia de
erros por parte dos profissionais de saude e possibilitar que desenvolvam suas
atribuicbes de forma segura (VOLPE, 2016 ), dentre eles esta o Documento de
Referéncia para o Programa Nacional de Seguranca do Paciente. Este afirma que a
pressao exercida sobre os profissionais de saude tais como reducdo de custos,
elevada jornada de trabalho e superlotacdo nas instituicbes contribuem para o
processo de adoecimento profissional e aumento das chances de ocorréncia de erros
e eventos adversos (BRASIL, 2014).

2.3 CONCILIACAO DE MEDICAMENTOS COMO UMA ESTRATEGIA DE
SEGURANCA

A CM é definida como o “processo de comparacao continua dos medicamentos
gue o paciente esta usando (ou deveria estar usando) com novas prescricbes nas
interfaces de cuidado a fim de resolver discrepancias e problemas potenciais”
(MENDES, 2016). Informac¢des como dose, posologia e via de administragdo séo
extremamente importantes nesse processo de busca de eventuais erros de
transcricdo, omissdo e duplicidade, além de inconsisténcias e interacdes
medicamentosas (FERRAZ, 2015; LINDENMEYER; GOULART; HEGELE, 2013).

Visto que a maioria dos EA que ocorrem nos hospitais advém dos EM, a CM
surge como uma estratégia para interceptar os possiveis erros na cadeia de processos

gue abrangem a farmacoterapia do paciente, reduzindo a possibilidade de falhas,
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assim como agravos a saude do enfermo através da identificacdo e resolucao de
discrepancias nas transicdes de cuidado (Figura 1) (FERRAZ, 2015; SANZ et. al,
2014).

As discrepancias podem ser descritas como qualquer inconsisténcia
encontrada durante a revisdo entre as listas de medicamentos, como omiss&o ou
duplicacdo de medicamentos, erros na posologia (dose, frequéncia e duragcdo do
tratamento) e equivoco quanto a via de administracdo (STEURBAUT et al., 2010).
Estas podem ser classificadas em intencionais quando ha uma justificativa clinica e o
profissional agiu propositalmente, e ndo intencionais ou ndo documentadas quando a
discrepancia ocorreu de maneira involuntaria e/ou inconsciente. Sendo importante
ressaltar que esta ultima é considerada EM (MENDES, 2016; GRACA, 2015).

A melhor historia possivel do uso de medicamentos (MHPM) € o primeiro passo
para realizacdo da CM e depende tanto de profissionais da saude, quanto da
colaboracédo de familiares e do préprio paciente. Esta envolve duas etapas: obtencéo
da lista completa de medicamentos prescritos e ndo prescritos através de entrevista
com o paciente, além de ratificar essas informa¢cdes com pelo menos uma fonte de
dados confiavel (banco de dados governamental, embalagens e/ou lista de
medicamentos, prescri¢cdes anteriores) (KWAN et al., 2013).

Um estudo brasileiro relatou que na obtencéo do histérico de medicamentos,
apenas 0,8% dos pacientes negaram a utilizacdo de algum medicamento, enquanto
99,2% informou o uso, evidenciando a necessidade de realizacdo da CM. Entretanto,
apenas 25% dos pacientes tiveram suas terapias reconciliadas, o que evidencia a
caréncia de medidas para que melhorem esse percentual (SANTOS et al., 2019).

Nessa perspectiva, Ferraz (2015) e Mendes (2016) afirmam que a obtenc¢éo do
histérico completo do uso de medicamentos pelo paciente depende de varios fatores,
como barreiras linguisticas, analfabetismo, estado cognitivo do entrevistado,
proximidade suficiente entre paciente e acompanhante, entre outros. Dessa forma,
visualiza-se a dificuldade de obtencdo de uma lista precisa de medicamentos
utilizados, bem como a adigédo de terapias errbneas. Inclusive, segundo a OMS, a
obtencéo do histérico de medicacdo do paciente € considerada uma das principais
estratégias para seguranca do paciente (FERNANDES, 2012).

Diante desse contexto, evidencia-se a intervencao farmacéutica, que objetivam
a prevencao dos erros de prescricdo e de administragdo, assim, o Farmacéutico

Clinico tem um papel primordial na promog¢&o do uso racional dos medicamentos.
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(RIBEIRO, 2015). Um estudo realizado na Holanda em 2018, analisou a intervencgao
do farmacéutico através da CM na admissdo da UTI e antes da alta da UTI,
constatando que na admissao pré intervencédo houve uma reducéo de 67,6% de EAM.
Ja na alta da UTI observou-se uma reducéo em 44,2% de EAM com a realizacao da
CM (BOSMA et al, 2018).

Para JCI a falta de comunicacdo é a grande vulnerabilidade nos sistemas de
salude, seja na admissédo, transferéncia interna ou alta hospitalar (FERRAZ, 2015).
Dessa forma, a implementacdo de sistema eletrdnico de gerenciamento de
medicamentos foi associada a uma melhora da comunicacéo intersetorial, bem como
0 aumento significativo na propor¢gdo de CM realizadas, em funcao da facilitagéo e
agilidade no processo (SADANEH et al., 2017).

Corroborando com tais dados, estudos demonstram que o servico de CM tem
sido eficiente na prevencao e reducéo de EAM devido identificacdo e intervencao em
discrepancias nao intencionais na farmacoterapia de pacientes hospitalizados, em
cerca de 70% (ANACLETO et al., 2010; KWAN et al., 2013), 75% (FERRAZ, 2015) e
90% (FRANZEN et al., 2014), representando grande diferencial na promocéo da
seguranca do paciente.

Portanto, o processo de CM é reconhecido por reduzir os riscos de EAM,
morbidade e mortalidades associadas, aumento da seguranca e eficacia das terapias
prescritas, bem como a reducéo de custos hospitalares (AFONSO, 2015; URENA et
al., 2017). Além disso, deve ser uma pratica integrada nos servicos de saude, pois ja
€ considerado um requisito obrigatério para acreditacao hospitalar em muitos paises
(FARHA et al., 2018; VILLAMAYOR-BANCO et al., 2016).

3 METODO

Esta revisdo sistematica foi construida com base no guideline Cochrane
Handbook for Systematic Reviews of Interventions e nas ferramentas Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA) e Assessing
the Methodolofical Quality of Systematic Reviews (AMSTAR).

3.1 BUSCA SISTEMATICA EM BASE DE DADOS

Estudos pertinentes publicados até Julho de 2021 foram identificados por meio

de uma pesquisa nas bases de dados Pubmed, Scopus, Scielo e Lilacs. Como
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estratégia de busca foram utilizados termos padronizados a partir de consultas a
enciclopédia de vocabularios na National Library of Medicine por meio do Medical
Subject Headings (MeSH) e na Biblioteca Virtual de Saude (BVS) através dos
Descritores em Ciéncias da Saude (DeCS). Dessa forma, através do MeSH foram
obtidos “Medication Reconciliation” e “Intensive Care Units”, e com o auxilio do DeCS
foram encontrados os termos “Reconciliacdo de Medicamentos” e “Unidades de

Terapia Intensiva’.

3.2 SELECAO DE ESTUDOS

Inicialmente, foram identificados e desconsiderados todos os estudos
duplicados e logo ap6s a selecdo prosseguiu em trés etapas: avaliacdo de titulos,
resumos e textos completos. As duas etapas iniciais foram realizadas por dois
pesquisadores para analisar as publicacées selecionadas de acordo com 0s critérios
de inclusdo na andlise de titulos e resumos. Em casos de discrepancia de opinides,
um terceiro pesquisador analisou a divergéncia. Houve também busca manual de
estudos através das referéncias dos estudos obtidos, possibilitando ampliacdo de

busca de instrumentos utilizados no servico de CM na UTI.

3.3 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

Os estudos que atenderam aos seguintes parametros foram considerados
elegiveis para inclusdo: 1) publicados em Portugués, Inglés ou Espanhol; 2) utilizavam
instrumento especifico para conciliacdo de medicamentos; 3) disponibilizavam o
instrumento para livre utilizacdo e/ou visualizacéo; 4) instrumento aplicavel a UTI ou
quaisquer setores hospitalares que permitissem fluxo de internacdo e trabalho
semelhante a UTIl. Foram utilizados os seguintes critérios para excluséo: 1) estudo
indisponivel na integra; 2) resumo publicado em anal de congresso; 3) carta ao editor;
4) reviséo de literatura; 5) revisao integrativa; 6) scoping review; 7) revisao sistematica
com ou sem metanalise; 8) overview de revisdo sistematica com ou sem metanalise;
9) capitulo de livro; 11) estudo em que o método e/ou intervencdo nao estavam claros;
12) Editorial.

3.4 EXTRACAO DE DADOS

Os estudos incluidos nesta revisdo sistematica a partir de sua afinidade aos

critérios de inclusdo foram analisados quanto: ao(s) autor(es), ano de publicacado, pais
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de origem, metodologia de avaliacdo do instrumento, setor de aplicacdo do
instrumento, etapa da hospitalizacdo que o instrumento foi aplicado (admisséo,
transferéncia interna ou alta), amostra, idioma de publicacéo, tipo de estudo, principais
resultados e limitacdes dos instrumentos analisados, além da caracterizacdo de

conteudo dos instrumentos de conciliagao.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 BUSCA SISTEMATICA EM BASE DE DADOS

Através da estratégia de busca estabelecida, foram encontrados 241 estudos,
dos quais apenas seis estavam de acordo com os critérios de inclusdo, bem como
apresentaram instrumentos para conciliacdo de medicamentos. A figura 5
esquematiza em detalhes as etapas realizadas que compuseram tal revisao

sistematica.

4.2 ANALISE DAS VARIAVEIS PROPOSTAS

Diante das seis publicacées selecionadas, dois artigos sdo holandeses
(BOSMA et al., 2017; BOSMA et al., 2019), uma dissertacdo e um artigo brasileiros
(GRACA, 2015; SCHUCH et al, 2013), um manual canadense (SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011) e um artigo espanhol (MARMOL-RODRIGUEZ;
RODRIGUEZ-CASAL, 2015). Trés foram publicados no idioma Inglés (SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011; BOSMA et al.,, 2017; BOSMA et al., 2019) dois em
Portugués (GRACA, 2015; SCHUCH et al., 2013) e um em Espanhol (MARMOL-
RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015).
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Figura 5. Fluxograma de etapas de selecdo das publica¢des incluidas no estudo.

Numero de estudos encontrados de acordo com
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Y

Numero de publicagdes
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Quanto a modalidade do instrumento de CM, foram utilizados instrumentos
impressos ou eletrénicos. Ao total, dois artigos utilizaram como instrumento para CM
um formulario eletrdnico e tiveram como base o Tim Program (BOSMA et al., 2017;
BOSMA et al.,, 2019). Em contrapartida, uma dissertacdo (GRACA, 2015) e dois
artigos (MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015; SCHUCH et al., 2013)
utilizaram formulario impresso. Um estudo néo relatou o tipo de modalidade utilizada
(SAFER HEALTHCARE NOW, 2011).

A implementacgéo de sistema eletronico de gerenciamento de medicamentos foi
associada a um aumento significativo na propor¢cdo de CM realizadas (SADANEH et
al., 2017), sendo que, a implantacéo da prescricdo eletrénica tem potencial impacto

nos erros de prescricdo, embora seu custo elevado possa ser considerado uma
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limitacdo (ANACLETO et al., 2010). A eficicia das ferramentas de padronizagéo
eletrdnicas foi relatada como instrumento para melhorar a transferéncia de
informacdes entre setores (VAN SLUISVELD et al., 2015).

Em relacdo a metodologia de validacdo, Bosma et al. (2017) realizaram
adaptacdes no Tim Program e nas medidas de resultados através de um painel de
avaliadores. J4 Graca (2015) fez uma adaptacéo de estudos e manuais internacionais
com o auxilio de um painel de avaliadores que utilizaram a técnica Delphi. Marmol-
Rodriguez e Rodriguez-Casal (2015) avaliaram seu instrumento com recomendacdes
da Junta de Andalucia, adaptadas do questionario Instituto para el Uso Seguro de los
Medicamentos de aplicacao nacional e internacional. O manual Safer Healthcare Now
(2011) utilizou instrumentos de CM de instituicdes diferentes com autorizacdo das
mesmas, mas nao descreveu o processo de validacdo. Enquanto Schuch et al. (2013)
usou um formulario de CM da Secao de Farmécia Clinica da propria instituicdo, mas
também ndo expuseram sua metodologia de validacdo. Um estudo (BOSMA et al.,
2019) nao descreveu a origem nem validacao do instrumento utilizado.

E através do processo de validacédo que ferramentas séo avaliadas quanto sua
qualidade e confiabilidade para medir o que se propés, através de coeréncia nos
processos metodoldgicos e consisténcia dos resultados (GUIMARAES; HADDAD:;
MARTINS, 2015). Contudo, convém destacar que validacdes inadequadas podem
originar instrumentos fragmentados, dificultando a efetivacdo de pesquisas e
disseminando materiais equivocados e nao reprodutiveis (LEITE et al., 2018).

Os setores de aplicacdo dos instrumentos relatados foram UTI (BOSMA et al.,
2017; BOSMA et al., 2019); enfermaria pediatrica, enfermaria de doencas infecciosas
pediatricas, unidade intermediaria, unidade de pacientes graves, enfermaria de
cirurgia pediatrica (GRACA, 2015); unidade de medicina interna e cirurgia (MARMOL-
RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015) e unidade de oncologia pediatrica
(SCHUCH et al.,, 2013). Um estudo ndo especificou o setor de aplicagcdo do
instrumento de CM (SAFER HEALTHCARE NOW, 2011). Um estudo brasileiro
constatou que os setores de cuidados intensivos foram 0s que mais apresentaram
prescricdes contendo MPPs, bem como o maior percentual de MPPs com erros,
corroborando a necessidade de estudos e intervencdes na area (ROSA et al., 2009).

Todas as publicacdes relataram a etapa da hospitalizacdo na qual ocorreu o
processo de CM, dentre elas a admissdo (BOSMA et al.,, 2017; GRACA, 2015;
MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015; SAFER HEALTHCARE NOW,
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2011; SCHUCH et al, 2013), transferéncia interna (GRACA, 2015; SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011) e alta (BOSMA et al., 2017; BOSMA et al., 2019; SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011). Nesse sentido, historias precisas de utilizacdo de
medicamentos na admissao, transferéncia interna e alta hospitalar podem associar o
uso e/ou ndo adesdo terapéutica. Em contrapartida, historicos vagos podem
desencadear tratamento farmacoterapéutico interrompido ou inadequado (KWAN et

al., 2013). A tabela 1 detalha as variaveis analisadas nos estudos selecionados.

5.3 ANALISE DAS CARACTERISTICAS GERAIS DAS PUBLICACOES
SELECIONADAS.

Quando ao tipo de estudo das seis publica¢des incluidas, trés delas foram do
tipo observacional prospectivo (BOSMA et al., 2017; BOSMA et al., 2019; GRACA,
2015), um estudo transversal (SCHUCH et al., 2013) e dois n&o foram descritos
(SAFER HEALTHCARE NOW, 2011; MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL,
2015). Nesse sentido, percebe-se que é necessaria a realizacdo de estudos com
maior robustez metodolégica, a fim de proporcionar maior nivel de evidéncia aos
dados encontrados.

Dentre os principais desfechos observados estavam o erro por omissao como
sendo o principal tipo de discrepancia nao intencional (BOSMA et al., 2019; GRACA,
2015; SCHUCH et al., 2013); reducéo de cerca de 50% da relacéo de pacientes com
pelo menos um EA na admissao e na alta da UTI em relacdo aos dados apresentados
na literatura (BOSMA et al.,, 2017); 49,3% das discrepancias nédo justificadas
apresentaram danos potenciais e 0 MHPM foi obtido em apenas 28,6% dos pacientes
(MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015).

Outros estudos também demonstram que intervencdes farmacéuticas parecem
eficazes na melhora dos cuidados e reducdo dos eventos adversos evitaveis,
revelando uma reducdo significativa na média de dias na UTI de 71 para 37 dias (VAN
SLUISVELD et al., 2015) e reducéo em 31,3% no total de discrepancias, com reducao
em 14,5% no numero de pacientes com discrepancias, de maneira significativa
(STEWART; LYNCH, 2014).

Jarelacionado as limitacdes, os estudos relataram a possivel existéncia de viés
de selecdo (BOSMA et al., 2017; GRACA, 2015) e memoadria (GRACA, 2015), limitacao
em relacdo ao tamanho da amostra relativamente pequeno (BOSMA et al., 2019;
MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015; GRACA, 2015) e periodo
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relativamente curto de realizacdo do estudo (BOSMA et al., 2017 GRACA, 2015).
Apesar de nao ter descrito suas limitacdes, o0 manual Safer Healthcare Now (2011) foi
pautado apenas na exposicdo de informacdes de carater injuntivo; ao passo que,
Schuch et al. (2013) também né&o relataram a presenca de limitacbes e/ou pontos

negativos no estudo.

5.4 CARACTERIZACAO DOS INSTRUMENTOS DE CONCILIACAO DE
MEDICAMENTOS

Os instrumentos de CM foram analisados quanto ao seu conteudo e
apresentaram informacdes comuns entre si. Quanto aos dados pessoais, as
informacbes mais frequentes foram: nome (SCHUCH et al., 2013; SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011; BOSMA et al., 2017) ou iniciais do paciente (GRACA,
2015), data de nascimento (BOSMA et al., 2017; GRACA, 2015), numero do
prontuério/registro (MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015; SCHUCH
et al., 2013), sexo (GRACA, 2015; MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL,
2015), peso e altura (SAFER HEALTHCARE NOW, 2011; GRACA, 2015), alergias
e/ou intolerancias a medicamentos e/ou alimentos (BOSMA et al.,, 2017; GRACA,
2015; MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015; SAFER HEALTHCARE
NOW; SCHUCH et al., 2013).

Algumas publicagBes apresentaram diferenciais e destacaram-se quanto a
exigéncia de informacgdes adicionais em relacdo aos demais estudos, de maneira que
foram os uUnicos a abordarem tal quesito, como: setor de origem e destino na
transferéncia interna e contraindicacdes (BOSMA et al., 2017), diagnostico de
admissdo, de base e superficie corporal (GRACA, 2015), numero de doencas
cronicas e habitos toxicos (MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-CASAL, 2015),
data e hora da admissdo (SCHUCH et al., 2013) e tempo de permanéncia na UTI
(BOSMA et al., 2019). Apenas um estudo preconizou o tempo ideal para CM na
admissao, como sendo em até 48 horas (SCHUCH et al., 2013).

Em relagdo as informagbes acerca dos medicamentos, os dados mais
requeridos foram: nome do medicamento e dose utilizada (todos os estudos
solicitaram), via de administragdo (SCHUCH et al., 2013; GRACA, 2015; SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011), frequéncia de uso (SCHUCH et al., 2013; GRACA, 2015;
SAFER HEALTHCARE NOW, 2011), data e hora da ultima tomada (SCHUCH et al.,
2013; GRACA, 2015; SAFER HEALTHCARE NOW, 2011), discrepancias e erros de
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medicacdo associados (GRACA, 2015; MARMOL-RODRIGUEZ; RODRIGUEZ-
CASAL, 2015; SCHUCH et al., 2013).

Houve ainda publicacdes que apresentaram dados excedentes em relacéo as
demais, como: classificagcdo da MHPM, da melhor lista possivel de medicamentos de
alta na UTI e quanto ao aconselhamento profissional (BOSMA et al., 2017), interagbes
medicamentosas identificadas (GRACA, 2015), uso de plantas medicinais (SAFER
HEALTHCARE NOW, 2011) e quanto a fundamentacdo das alterac6es no regime
farmacoterapéutico (SAFER HEALTHCARE NOW, 2011; SCHUCH et al., 2013).

Apenas um estudo apresentou um instrumento de CM por meio de um score
de previsdo para identificacdo de pacientes de risco através de pontuacdes
estabelecidas para seis preditores, constatando que 60% dos pacientes de UTI
participantes tinham risco aumentado para erros de medicacdo potencialmente
prejudiciais (BOSMA et al., 2019). A caracterizagdo detalhada dos estudos citados
esta descrita na tabela 1.
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Tabela 1. Caracterizacao dos instrumentos de CM analisados.

Estudo / Ano

Titulo da publicagéo

Requisitos abordados pelo instrumento

BOSMA et al.,
2017

BOSMA et al.,
2019

GRACA, 2015

MARMOL-
RODRIGUEZ;
RODRIGUEZ-
CASAL, 2015

The effect of the TIM program (Transfer ICU Medication
reconciliation) on medication transfer errors in two Dutch
intensive care units: design of a prospective 8-month
observational study with a before and after period.

Development of a multivariable prediction model for
identification of patients at risk for medication transfer
errors at ICU discharge.

Avaliacéo do processo de conciliagdo medicamentosa em
pacientes pediatricos em um hospital publico
especializado no estado do Rio de Janeiro.

Estudio clinico de conciliacion de la medicacion al ingreso
hospitalario en pacientes de las areas de medicina interna
y cirugia.

Nome do paciente, data de nascimento, setor de origem e destino na transferéncia
interna, medicamento, posologia, se é tomado em casa, se estava em uso antes da UTI
bem como na alta da UTI, e o aconselhamento (recomecar, continuar, parar quando
indicado, reiniciar medicagdo em casa e/ou dar seguimento conforme a propria
necessidade). Alergias, intolerancias e contraindicacdes. Classificacdo da MHPM e da
melhor lista possivel de alta de medicagdo na UTI. Fonte de informagao consultada.

Tempo de permanéncia na UTI (dias), nimero de medicamentos presentes na MHPM,
uso ou ndo de vitaminas e/ou minerais em casa, utilizagdo de medicamentos
cardiovasculares em casa (digoxina, anti-hipertensivos, diuréticos, vasoprotetores,
moduladores lipidicos), utilizagdo de medicamentos antipsicéticos e/ou antidepressivos
em casa, utilizacdo de medicamentos inalatérios para doencgas obstrutivas das vias
aéreas em casa.

-Admisséo: Iniciais do paciente, diagnostico de admisséo e de base, data de nascimento,
sexo, peso, altura, superficie corporal, reacdo adversa anterior e alergias.

Nome do medicamento, dose, via de administracéo, frequéncia de uso, data/hora do uso
antes da internacdo, fonte. Prescritos na admissdo, discrepancias, EM, interacdes
medicamentosas e resolu¢gédo. Medicamentos ndo prescritos.

-Transferéncia interna: Iniciais do paciente, diagnostico de admissao e de base, data de
nascimento, sexo, peso, altura, superficie corporal, reacdo adversa anterior e alergias.
Tipo de medicamento (anterior ou posterior a interna¢gdo), nome do medicamento, dose,
via de administracéo, frequéncia de uso. Prescrito na transferéncia, discrepancias, EM,
interacdes medicamentosas e resolugéo.

Numero do registro, idade, nimero de doengas cronicas, sexo, presenca de RAMs ou
alergias, habitos toxicos. Medicamentos anteriores a admissao e medicamentos durante
a permanéncia — Nome do medicamento, dose, padrdo, forma farmacéutica,
discrepancia e tipo de erro associado a discrepancia.
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Tabela 1. Continuagéo.

Estudo / Ano Titulo da publicacéo Requisitos abordados pelo instrumento

-Admissdo: Alergias/intolerdncias a medicamentos e alimentos; Peso e altura.
Medicamentos domiciliares prescritos, prescritos no ambulatério, medicamentos néo
prescritos e uso de plantas medicinais tomados antes da admissdo: Nome do
medicamento, dose, posologia, via de administracdo; Data/data da Ultima tomada.
Presenca de espaco reservado para uso do médico na decisdo de continuada, parada
ou mudanca de terapia.

-Transferéncia interna: Peso e altura; Nome do medicamento, dosagem, frequéncia, via
de administragdo, indicagdo e Ultima dose administrada.

-Alta: Nome do paciente, setor e unidade. Presenca ou ndo de alergias. Lista de
medicamentos para serem tomados na alta: Nome, dose, via de administracdo e
frequéncia de uso. Reconciliagdo: Comparacdo com a lista de admissdo com MHPM,
fundamentacdo de alteragbes de medicamentos (inalterado, alterado e novo),
descontinuagdo de medicamentos com sua devida justificativa.

SAFER
HEALTHCARE Medication reconciliation in acute care, getting started kit.
NOW, 2011

Nome do paciente, numero do prontuario, data e hora de admissdo. Fontes de
informacdes utilizadas para coleta do MHPM. Alergias e reacdes adversas (qual o
medicamento e o tipo e data da reacdo). Processo em 4 etapas: Medicamentos utilizados
pelo paciente antes da admissédo (nome, dose, via, frequéncia, data/hora da ultima dose
tomada); Reconciliacdo (medicamento prescrito, ndo prescrito e/ou alterado, com suas
devidas descricdes como dose alterada e medicamento substituido); Discrepancias (se
presentes, classificar como intencional ou n&do); e detalhamento do desfecho. Além disso,
ainda apresenta um espaco reservado para detalhamento de novos medicamentos
prescritos e comentarios pertinentes.

SCHUCH et al., Reconciliagdo de medicamentos na admissdo em uma
2013 unidade de oncologia pediatrica.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A utilizacdo de medicamentos € uma tecnologia em saude necesséaria e
indispensavel no @mbito hospitalar. Nao existem sistemas isentos de erros, entretanto,
existem alternativas e possibilidades na construgdo de processos mais seguros e
eficazes aos pacientes hospitalizados, através da reducdo de discrepancias e
consequente minimizacdo da ocorréncia de danos evitaveis.

Diante disso, foi possivel identificar a predominancia dos erros de omisséo
como os mais frequentes associados as discrepancias. Cabe ressaltar ainda, a
relevancia de estudos relacionados a seguranca do paciente e alternativas seguras
para utilizacdo de medicamentos, de maneira que o0s estudos selecionados beneficiam
ndo apenas a comunidade académica, mas também os profissionais envoltos nesse
panorama, através do fornecimento de materiais de base para compreenséo, pratica

e implantacéo do servico de CM.
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RESUMO

A industria farmacéutica de base biotecnolégica tem apresentado um constante
crescimento com o desenvolvimento de biofarmacos inovadores. A utilizacdo de
microrganismos como biofabricas é explorada em inimeros processos. As leveduras,
eucariotos como as células humanas, sédo usadas na producdo de metabdlitos, como
o0 etanol e &cidos organicos, bem como biomoléculas mais complexas, como o
horménio insulina. A engenharia genética permitiu inclusive a modificacdo de certas
linhagens de leveduras, para que processos mais especificos realizados por células
de mamiferos superiores pudessem ser realizadas em eucariotos primitivos, como a
levedura. Destaca-se nesse caso a criacao da chamada levedura de glicosilacao
humanizada, que permite a producéo de proteinas recombinantes humanas utilizando
células de leveduras. Além disso, processos produtivos no esquema de biorefinarias
permitem ainda a valorizacdo econbmica de subprodutos anteriormente
subdimensionados. Esse trabalho tem como objetivo estudar parametros
fermentativos de diferentes cepas de leveduras. Esses parametros foram avaliados
por meio de fermentacdes em pequena escala e testes de resisténcia em meio solido,
gue mimetizavam fatores estressantes industriais as células de levedura. Dentre as
12 cepas de levedura analisadas identificamos cepas de Saccharomyces cerevisiae
como a cepa Ethanol Red, que apresentou boa velocidade fermentativa, resisténcia
ao pH acido (pH 3.0) e bom acumulo de biomassa, com densidade otica (600 nm) de
58,3 £3,6, em agitacao orbital e sem oxigenacéo suplementar. A cepa CBS1585 teve
extraordinaria viabilidade celular, acima de 70% de células viaveis, mesmo em altas
concentracbes de etanol (18% v/v). Além disso, uma cepa de Brettanomyces
bruxellensis destacou-se pela quase completa atenuagdo de um meio de cultura
complexo, mostrando versatilidade metabolica para utilizacdo de diferentes fontes
nutricionais. Em suma, as diferentes cepas de levedura apresentaram fendtipos
distintos que podem ser usados, aprimorados e/ou combinados em uma cepa
superior, para o beneficio direto ou indireto da indUstria biotecnoldgica farmacéutica.

Palavras-chave: Levedura. Bioproduto. Analise fenotipica. Estresse celular.
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ABSTRACT

The biotechnological sector within the pharmaceutical industry presents a steady
increase with the development of innovative biopharmaceuticals. Microorganisms
working as biofactories are employed in several processes. Yeasts, eukaryotes like
human cells, are employed in the production of metabolites, such as ethanol and
organic acids, as well as more complex biomolecules, such as the insulin hormone.
The genetic engineering allowed even the modification of certain yeast strains,
enabling their use in more specific processes only seen before in mammalian cells.
For example, we can highlight the development of a humanized yeast, capable of
glycosylating proteins likewise human cells perform, allowing the production of
recombinant human proteins using yeast cells. Moreover, production schemes in
biorefineries allows the recovery of by-products once undervalued. This work had the
aim of studying fermentation parameters of different yeast strains. The yeasts were
evaluated in small-scale fermentations and stress resistance tests on plates. Among
the 12 yeast strains analyzed we identified Saccharomyces cerevisiae strains as
Ethanol Red, with high fermentation rate, high resistance to acidic pH (pH 3.0) and
high biomass production, achieving optical density (600 nm) of 58,3 +3,6 on orbital
agitation without additional oxygenation. Another S. cerevisiae strain (CBS1585), had
exceptional cell viability (>70%), even in the presence of high ethanol titers (18% v/v).
Moreover, one Brettanomyces bruxellensis strain showed almost complete attenuation
of a complex culture media, denoting metabolic versatility to utilize different nutrient
sources. In conclusion, different yeast strains can bear distinct phenotypes that can be
used, tailored and/or combined in a superior strain, that will ultimately benefit, directly
or indirectly, the biopharmaceutical industry.

Keywords: Yeast. Bioproduct. Phenotypic analysis. Cellular stress.

1 - Introducéo

As leveduras, eucariotos primitivos unicelulares, sdo largamente utilizados na
industria de base biotecnoldgica para producao de quimicos, proteinas e metabdlitos.
A levedura Saccharomyces cerevisiae em especial € uma das espécies mais
estudadas e empregadas na industria. A relativa facilidade em sua manipulacéo
genética permite seu uso em varias aplicacfes industriais. Existem muitas linhagens
de S. cerevisiae disponiveis em bancos de culturas e presentes em diferentes biomas.
Conhecer suas caracteristicas e sua performance em diferentes processos industriais
permite a selecdo mais direcionada de uma cepa que atenda a requisitos industriais
especificos. Parametros relacionados a velocidade de fermentacdo, rendimento,
acumulo de biomassa, sensibilidade ao pH, temperatura, concentracdo de sais e
micronutrientes podem diferir profundamente entre diferentes linhagens e condigbes

de fermentacdo. Otimizar os parametros fermentativos e ajustar os fenotipos das
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leveduras sdo pontos cruciais para 0 sucesso em sua aplicagdo industrial
(MATTANOVICH, 2014). A biologia sintética vem auxiliando nesse processo no intuito
de aumentar a eficiéncia.

O design, a conceituacdo e a construcdo de sistemas biologicos complexos
vem sendo aprimorados para uso em larga escala. Conhecer as caracteristicas das
diferentes espécies e cepas de leveduras, suas condi¢cfes ideais de utilizacdo, os
fatores de estresse e mecanismos de adaptacdo aos mesmos, Sao cruciais para o

emprego sistematico desses microrganismos para producéo de bioprodutos.

2 - Fundamentacéao Teorica

2.1 - Condigdes de cultivo e vias de sinalizagao celular

As leveduras sao eucariotos unicelulares muito utilizados nas pesquisas basica
e aplicada. Na pesquisa basica destacam-se 0s estudos nas areas de envelhecimento
celular (KAEBERLEIN, 2007), controle do ciclo celular (RAGHURAMAN, 2001),
interatoma (CONSTANZO, 2010), arquitetura gendmica (ZIMMER, 2011) e funcao
génica (HILLENMEYER, 2008). Por outro lado, as leveduras tem um importante papel
nas pesquisas biotecnologicas aplicadas, tais como nas é&reas: medica
(GERNGROSS, 2004; OUTEIRO, 2003), de alimentos (LEGRAS, 2007),
biocombustiveis (ANTONI, 2007) e biofarmacos (NANDY AND SRIVASTAVA, 2018).
O profundo conhecimento acerca do funcionamento bioquimico e genético das
leveduras, sobretudo da espécie Saccharomyces cerevisiae, permitiu 0 emprego de
cepas dessa espécie em inumeros processos industriais (NANDY AND SRIVASTAVA,
2018). As células de levedura tem mecanismos elegantes e sofisticados para detectar
e adaptarem-se a mudancas ambientais, como a disponibilidade de nutrientes e a
presenca de fatores de estresse celular (RUBIO-TEIXEIRA, 2010). Devido a sua
importancia econémica na producdo de diversos bioprodutos, o melhoramento de
cepas de leveduras é uma demanda industrial continua.

As células de levedura tem requerimentos nutricionais especificos para que
essas possam obter as condi¢Ges ideais de crescimento e fermentacdo. Embora
possa existir alguma variabilidade entre as espécies e cepas das diferentes leveduras,
existem alguns compostos basicos comuns a todas elas a saber: fonte de carbono,

nitrogénio, fosfato, enxofre, micronutrientes (ex: Mg e Zn) e vitaminas, como 0
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pantotenato. A presenca desses compostos ¢é detectada e sinalizada
intracelularmente por trés classes diferentes de proteinas de membrana
citoplasmatica: receptores acoplados a proteina G, transceptores ndo transportadores
e transceptores transportadores (RUBIO-TEIXEIRA, 2010; KRIEL, 2011).

2.2 - Tipos de estresse celular

As células de leveduras podem sofrer diversos tipos de estresse durante o0s
processos fermentativos industriais. Variagbes na concentracdo de nutrientes,
oscilagcbes na oxigenacdo do meio de cultura, reducdo de pH, mudancas de
temperatura, presenca de compostos inibidores, alteragdes na osmolaridade do meio
e toxicidade ao etanol. A habilidade das células em responder a esses fatores de
estresse € crucial para a performance fermentativa (GIBSON, 2007).

A exposicdo das células a 30% (v/v) de etanol por 10 minutos reduz a
viabilidade celular a apenas 9% da inicial. O primeiro alvo do etanol € a membrana
plasmatica. Analises de microscopia atbmica, mostraram que 0 estresse ao etanol
causa aumento da rugosidade e enrugamento celular, indicando perda de integridade
da membrana celular (CANETTA, 2006). As células de levedura respondem ao
estresse a presenca de etanol modificando a constitui¢éo lipidica da membrana celular
(ALEXANDRE, 1994). Acidos graxos insaturados e ergosterol sdo considerados os
principais estabilizadores da membrana citoplasmatica em resposta ao estresse
causado por etanol (YOU, 2003). Além disso, o etanol causa disruptura do gradiente
eletroquimico ocasionando captacdo defeituosa de nutrientes como glicose, amonia,
aminoacidos e potassio (PIPER, 1995). Altas concentracdes de etanol também
causam a desnaturacdo de proteinas como a piruvato quinase e hexoquinases
(PASCUAL, 1988). Em resposta, as células induzem a expressao das proteinas HSP
(heat shock proteins) por meio do fator transcricional Hsf1 (HASHIKAWA, 2007). As
mitocondrias também podem ser afetadas por altos niveis de etanol levando a
formacao de espécies reativas de oxigénio e consequentemente ao estresse oxidativo
(WU AND CEDERBAUM, 2003). O fenbmeno de resisténcia e adaptacéo ao etanol é
um fendtipo poligénico e alguns genes tem sido descritos na participacdo dessa
resposta celular (CYERT, 2003; ARAKI, 2009).

A maioria dos processos fermentativos acontecem em uma faixa de pH entre
4,0 e 5,5. Entretanto, dependendo da composi¢ao do meio de cultura, da producéo de

acido carbbnico, da liberacdo de acidos organicos e da atividade da H*-ATPase de
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membrana citoplasmética, redu¢des maiores no pH podem ser observadas (ROWE,
1994; BASSO, 2008). A adaptacao das células de levedura a diminuicdo de pH € uma
propriedade poligénica. Um estudo com uma cepa haploide de laboratério mostrou a
inducao de 36 genes quando as células foram submetidas a um decréscimo de pH de
5,5 para 3,5. Entre os genes induzidos encontravam-se alguns reconhecidamente
participantes da resposta a diferentes tipos de estresse como CTT1, ALD2, MCR1,
HSP12 e HSP42 (KAPTEYN, 2001).

Entender os mecanismos que as células de leveduras utilizam para mitigar os
efeitos deletérios de fatores de estresse, ajuda-nos a identificar os alvos celulares
afetados nessas condi¢gdes. Desse modo, melhoramentos genéticos pontuais podem
ser buscados na tentativa de obter cepas de leveduras industriais mais robustas. Ao
mesmo tempo, essas informacdes auxiliam a induUstria na prevencao de situacdes
desfavoraveis as células de leveduras, desde sua manipulacdo pré-fermentagéo, bem
como no ajuste de parametros fermentativos mais apropriados a cada espécie ou cepa
de levedura (PULINGUDLA, 2011).

Diversas metodologias podem ser empregadas no incremento da robustez das
cepas de leveduras, incluindo embaralhamento genbémico (ZHENG, 2011),
engenharia da maquinaria de transcricdo (GAO, 2010), mutagénese quimica
(MOBINI-DEHKORDI, 2008), mutagénese fisica (BLIECK, 2007) e engenharia
evolutiva (WEI, 2007). Embora essas metodologias tenham exemplos de sucesso
pratico, a elucidacdo das causas genéticas nem sempre obtém sucesso. Nesse
sentido, metodologias para identificacdo de QTLs (quantitative trait loci) e seu(s)
gene(s) causadores tem sido desenvolvidas (STEINMETZ, 2002; MACKAY, 2009).

2.3 - Exemplos de bioprodutos

As leveduras sdo empregadas em muitos processos industriais (NANDY AND
SRIVASTAVA, 2018). Entre os bioprodutos produzidos industrialmente encontramos:
os acidos latico e succinico (BORODINA AND NIELSEN, 2014), etanol (STANLEY,
2010), propanol (NISHIMURA, 2016), isobutanol (SWIDAH, 2015), etileno, resveratrol,
farneseno e valina. Entre os biofarmacos destacam-se a albumina sérica humana
(ZHAO, 2008), o fator de crescimento fibroblastico 20 (YANG, 2013), proteina
supressora de tumor humano p53 (MOKDAD-GARGOURI, 2012), beta-
aminopeptidase BapA (HEYLAND, 2011), insulina (LIU, 2012), hemoglobina humana
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(LIU, 2014), aquaporina recombinante Fpsl (CARTWRIGHT, 2017), antigeno de
superficie da hepatite B (SRIVASTAVA, 2015) e Gurmarina (SIGOILLOT, 2012).

As proteinas e enzimas de natureza humana, que necessitam de modificacfes
pos-traducionais complexas como a glicosilacéo, também podem ser produzidas por
células de leveduras especiais, que passaram por um processo de modificacdo
genética da via de secrec¢do protéica. O silenciamento de alguns genes, codificantes
de proteinas responsaveis pela glicosilacdo fungica, aliado a insercdo de alguns
genes humanos de glicosilacdo, permitiu a otencdo da chamada levedura de
glicosilagdo humanizada. Dessa forma, tornou-se possivel a realizacdo de
glicosilagbes humanas complexas utilizando células de leveduras como bioféabricas
(NIELSEN, 2013).

3 — Metodologia

3.1 - Cepas e condicdes de crescimento: As cepas de leveduras foram crescidas
em meio YPD (2% bactopeptona, 1% extrato de levedura e 2% de glicose) a 30°C sob

agitacao (200 rpm).

3.2 - Fermentagdo em escalalaboratorial: foram realizadas em meio YPD 20% (m/v)
+ extrato de malte 10% (m/v) a 25°C. Os frascos foram pesados diariamente para
determinacao do peso perdido, que € correspondente ao gas carbdnico evaporado do

sistema.

3.3 - Testes de resisténcia ao pH acido: as células pré-crescidas foram inoculadas

em meio agar YPD (pH 3.0). O crescimento foi acompanhado por até 10 dias a 30°C.

3.4 - Viabilidade celular: as células foram coradas com azul de metileno 0.1% (m/v)
por 15 minutos apos a fermentacéo e contadas em microscopio para determinacao da

porcentagem de células viaveis.

4 — Anélise de dados
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Os resultados dos ensaios de fermentacdo em pequena escala, viabilidade
celular ao final da fermentacéo, testes de resisténcia a acidez e capacidade de

producdo de biomassa celular estdo reunidos na tabela 1.

Atenuacdo (% de Viabilidade Resisténcia a Acumulo de
Levedura agucar residual em celular (% de acidez (pH Biomassa (D.O
relagdo ao inicial) células vivas) 3.0) 600 nm)
(a) (b) (c) (d)

S. cerevisiae 6412 2.8+0.3 47.5+3.6 ++ 55.6+3.1
S. cerevisiae 796 2.7+0.2 41.2+3.9 ++ 53.2+33
S. cerevisiae EtOH Red 1.9+0.2 444 +3.1 +++ 58.3+3.6
S. cerevisiae Eau de Vie 2.3+0.2 385+4.2 +++ 57.0+£3.2
S. cerevisiae 1585 2.0+0.2 78.4+4.4 +++ 56.5+2.8
S. cerevisiae 24 2310.2 475136 +++ 52.1+3.7
S. cerevisiae 04 33103 56.4+3.8 ++ 50.6 £3.6
S. cerevisiae 05 34103 55.4+3.1 ++ 51.2+3.5
S. cerevisiae 1323 3.2+0.2 509+4.1 ++ 49.7+4.1
S. cerevisiae 58 35103 41.8+4.0 ++ 52.1+£3.9
B. bruxellensis 650 1.0+£0.2 51.5+3.3 +++ 55.8+3.1
S. pastorianus 3470 23+0.2 59.3+35 ++ 41.2+4.3

Tabela: Analise fenaotipica de diferentes leveduras. Os experimentos foram realizados em triplicata (+
desvio padrdo). (a) Atenuacéo final de fermentagdo em 100 ml de meio YPD 20% (m/v) + extrato de
malte 10% (m/v). (b) Viabilidade celular ao final da fermentacdo, em porcentagem de células viaveis,
coradas com azul de metileno. (c) Resisténcia ao pH &cido em meio YPD agar (pH 3.0). (d) Acimulo
de biomassa final (D.O 600 nm) em meio YPD (30°C, 200 rpm, 2 dias).

Dentre as 12 cepas de levedura analisadas identificamos cepas de
Saccharomyces cerevisiae como a cepa Ethanol Red, que apresentou boa velocidade
fermentativa, resisténcia ao pH acido (pH 3.0) e bom acumulo de biomassa, com
densidade dtica (600 nm) de 58,3 +3,6, em agitacdo orbital e sem oxigenacao
suplementar. A cepa S. pastorianus 3470 apesentou a menor producéo de biomassa
entre as leveduras avaliadas. Essa observacao esta de acordo com o observado na
industria cervejeira, onde essa linhagem de levedura é empregada em fermentacfes
do tipo lager (BLIECK, 2007). A cepa CBS1585 teve extraordinaria viabilidade celular,
acima de 70% de células viaveis, mesmo em altas concentra¢des de etanol (18% v/v).
Esse fenotipo é vantajoso em processos fermentativos com reutilizacao de leveduras
como ocorre no bioetanol de cana de acucar brasileiro (BASSO, 2008). Além disso,
uma cepa de Brettanomyces bruxellensis destacou-se pela quase completa
atenuacao de um meio de cultura complexo, mostrando versatilidade metabdlica para
utilizacéo de diferentes fontes nutricionais. Esse resultado esta de acordo com outras

observacdes ja realizadas com diversas linhagens de B. bruxellensis, nas quais
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fendtipos particulares, inclusive relacionados a producao de compostos secundarios
da fermentacgéo, foram detectados e sdo valorizados industrialmente (STEENSELS,
2015).

5 - Consideracdes finais

A bioprospeccéo de espécies e linhagens de leveduras aliada as modernas
ferramentas de manipulacdo genética dessas células, permite-nos vislumbrar
processos biotecnologicos inovadores. O desafio da biotecnologia moderna é
desenvolver processos de producédo viaveis em escala industrial de maneira custo-
efetiva. Conhecer os fenoétipos de diferentes espécies/cepas de leveduras auxiliara na
melhor escolha de candidatos a serem testados em bioprocessos especificos. Além
disso, esse portfolio de fenétipos servira de base para que a area de engenharia
metabdlica atue de modo mais racional e pontual na construcao de cepas de fenotipos

superior e customizada.
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Resumo: A &gua purificada é a matéria-prima mais utilizada no preparo de
formulacdes farmacéuticas e magistrais, exigindo para tal aplicacdo uma série de
especificacdes fisico-quimicas e microbiolégicas que assegurem a qualidade dos
produtos fabricados tanto por industrias como por farmacias magistrais. Segundo a
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo (2019), a agua purificada € produzida a partir da
agua potavel, podendo ser obtida por diferentes tipos de sistemas de purificacéo,
como por multipla destilagcdo, troca ibnica, osmose reversa, eletrodeionizacao,
ultrafiltracdo ou qualquer outro processo capaz de atender aos limites de qualidade
estabelecidos. A falta de qualidade da agua purificada devido a falhas nos sistemas
de producao e distribuicdo pode acarretar uma série de problemas, incluindo efeitos
farmacoldgicos indesejaveis, perdas de produtos, autuacdes fiscais e prejuizos
econdbmicos. O objetivo desse trabalho foi avaliar a qualidade da agua purificada
utiizada em uma farmacia magistral de Juiz de Fora — MG. Para isso, foram
analisadas 49 amostras de agua purificada obtidas por meio de sistema de osmose
reversa entre os anos 2016 e 2021. As amostras foram avaliadas quanto a
condutividade de acordo com a metodologia descrita ha Farmacopeia Brasileira 62
edicdo. Também realizou-se a contagem de bactérias heterotroficas e verificou-se a
presenca/auséncia de coliformes totais, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa
de acordo com a metodologia estabelecida pelo Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater 232 edicdo. Do total das amostras analisadas,
36,7% apresentaram alguma ndo conformidade quanto aos critérios estabelecidos
pela Farmacopeia Brasileira 62 edicdo. Ao longo dos seis anos de estudo, observou-
se um crescente percentual de amostras em desacordo quanto a condutividade (0%,
27,3%, 25%, 53,3%, 50% e 100%). Os altos valores de condutividade na agua
normalmente indicam problemas no sistema de purificacdo, principalmente em etapas
relacionadas a remocao de ions. Também foi observado a contaminacdo por P.
aeruginosa em uma Unica amostra no ano 2017, sendo indicativa de uma possivel
formacao de biofilme e falha de higienizacdo no sistema de producéo ou distribuicéo
da agua na quele periodo. A partir desses resultados, verifica-se a necessidade da
realizacdo de manutencdes periddicas nos sistemas de osmose reversa, em especial
na troca dos componentes de filtragem que envolvem a remocéo de ions, bem como
nos procedimentos de limpeza e sanitizacéo.

Palavras-chave: Agua purificada. Controle de qualidade. Osmose reversa. Farmacia
magistral.

Abstract: Purified water is the most used material in pharmaceutical and magisterial
formulations, requiring for such application a series of physicochemical and
microbiological specifications to ensure the quality of products manufactured both in
industries and in magisterial pharmacies. According to the Brazilian Pharmacopeia 6™
edition (2019), purified water is produced from drinking water and can be obtained by
different purification systems, such as multiple distillation, ion exchange, reverse
osmosis, electrodeionization, ultrafiltration or other process capable of meeting with
desirable efficiency to the specified limits for various contaminants. The lack of quality
of purified water due to failure in production and distribution systems can lead to a
series of problems, including undesirable pharmacological effects, product losses, tax
assessments and economic losses. The objective of this work was to evaluate the
quality of purified water used in a magisterial pharmacy in Juiz de Fora - MG. For that,
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forty-nine purified water samples obtained through a reverse osmosis system were
analyzed between 2016 and 2021. The conductivity of the samples was evaluated
according to the methodology described in the Brazilian Pharmacopeia 6" edition. The
count of heterotrophic bacteria, the presence/absence of total coliforms, Escherichia
coli and Pseudomonas aeruginosa were evaluated according to the methodology of
the Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater, 23" ed. From
the total samples analyzed, 36.7% showed some non-compliance with the criteria
established by the Brazilian Pharmacopeia 6™ edition. There was an increase in the
percentage of samples that presented non-compliance with conductivity (0%, 27.3%,
25%, 53.3%, 50% and 100%). The high conductivity indicates problems in the water
purification system, especially in the steps related to the ion removal. On the other
hand, contamination by P. aeruginosa was punctual and occurred only in 2017,
indicating a possible biofilm formation and failure in the sanitize water production or
distribution system. From these results, it is verified the need of a periodic maintenance
in reverse osmosis systems, especially in the replacement of filtering components that
involve the removal of ions, as well as in cleaning and sanitizing procedures.

Keywords: Purified water. Quality control. Reverse osmosis. Magistral pharmacy.

INTRODUCAO

As farmacias magistrais apesar de quase desaparecerem apos o advento da
industria farmacéutica na década de 50, vém cada vez mais ampliando sua relevancia
e representatividade no mercado de medicamentos. O aumento da demanda por
produtos manipulados resultou em uma maior necessidade do seu controle de
qualidade, e por conta disso, varias regulamentacfes acerca da realizacdo dessa
pratica foram estabelecidas (BONFILIO et al., 2010).

Até mesmo a agua utilizada durante a manipulacdo de medicamentos deve
apresentar caracteristicas intrinsecas, devendo ser no minimo caracterizada como
purificada, jA& que a agua potavel proveniente do sistema de distribuicdo por
encanamentos contém substancias indesejaveis para a qualidade do produto final
(AULTON; TAYLOR, 20186).

Com base nisso, este estudo teve como objetivo avaliar a qualidade da agua
purificada obtida por osmose reversa utilizada para a manipulacdo de formulacdes
farmacéuticas em uma farmacia magistral na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais,
Brasil. Para isso, as amostras foram coletadas no periodo de 2016 a 2021 e avaliadas
segundo a metodologia apresentada na Farmacopeia Brasileira 62 edicao (BRASIL,

2019) para andlise de condutividade e segundo o Standard Methods for the
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Examination of Water and Wastewater, 232 edicdo (APHA, 2017) para analise dos

parametros microbiologicos.

FUNDAMENTACAO TEORICA

Historicamente as farmacias magistrais ja existem ha anos. Porém, no Brasil
ressurgiu fortemente no final da década de 80, devido a incorporagdo das industrias
farmacéuticas na década de 50. Desde entdo as farmacias magistrais vém
conquistando espaco no mercado brasileiro de medicamentos, possuindo uma grande
representatividade nesse setor (BONFILIO et al., 2010). Segundo dados da
Associagdo Nacional de Farmacéuticos Magistrais (ANFARMAG, 2020) — em parceria
com o Instituto Brasileiro de Planejamento e Tributac&o (IBPT), no ano de 2020 o pais
possuia 8.057 farmacias de manipulacao registradas, sendo que entre os anos de

2014 a 2019 foi verificado um aumento de 14,5% no namero de farmacias magistrais.

A maior procura por medicamentos manipulados levou a uma preocupacéo em
relacéo a qualidade dos mesmos (BONFILIO et al., 2010). Assim, o 6rgdo responsavel
por garantir a qualidade e seguranca dos medicamentos, Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), instituiu a primeira regulamentacdo especifica,
Resolucao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 33/2000 (BRASIL, 2000), que dispunha

sobre as boas praticas de manipulacdo em farmacias magistrais.

Apbs terem sido relatados casos de intoxicacao de pacientes que fizeram uso
de medicamentos manipulados, foram realizadas mudancas junto a legislacao para
estabelecimento de critérios especificos para a manipulacao magistral de substancias
de baixo indice terapéutico (MAGNELLI et al., 2010). Assim, foi elaborada a RDC n°
354/2003 (BRASIL, 2003) voltada para medicamentos que apresentavam essas
caracteristicas. Ainda com o passar dos anos foram observadas algumas falhas na
RDC n° 33/2000 (BRASIL, 2000) e, como maneira de solucionar essas falhas, foi
realizada a consulta publica n° 3, com intencéo de estabelecer critérios mais rigidos
para a manipulacdo de medicamentos no Brasil. Dessa maneira, foi criada a RDC n°
214/2006 (BRASIL, 2006), que logo foi revogada pela RDC n° 67/2007(BRASIL, 2007)
e que dispde sobre as boas praticas de manipulagédo de preparacdes magistrais e

oficinais para o uso humano em farmécias. Esta RDC foi alterada pela RDC n°
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24/2008, RDC n° 49/2008, RDC n° 87/2008 e por ultimo pela RDC n° 21/2009 que
altera o item 2.7, do anexo Ill da RDC 67/2007.

Todas essas legislacbes demonstram a importancia que as farmacias
magistrais ganharam ao longo dos anos e retratam o grande papel em relacdo ao
contexto da Politica Nacional de Medicamentos (PNM) que tem como objetivo garantir

a promocao do uso racional e acesso a populacdo aos medicamentos essenciais.

A 4gua é um dos insumos mais utilizados nas farmacias magistrais e deve
seguir os padrdes de potabilidade para a realizacéo da limpeza e de outras atividades
gue ndo envolvam prepara¢des farmacéuticas. J4 a 4gua utilizada como componente
das formulagbes € denominada “agua para uso farmacéutico” e, segundo a
Farmacopeia Brasileira 62 edicdo podem ser denominadas como: agua purificada,
agua para injetaveis e agua ultrapurificada (BRASIL, 2019).

A purificacdo da adgua € necesséaria devido a presenca de contaminantes
organicos e inorganicos oriundos do seu trajeto desde o meio ambiente até o momento
da distribuicdo pelas companhias de abastecimento (BRASIL, 2014). Além disso, as
substancias dissolvidas na agua ndo purificada podem interferir na formulacéo e
reduzir, por exemplo, a solubilidade e estabilidade do farmaco (AULTON; TAYLOR,
2016). Assim, € preciso manter um controle rigido de contaminagdo microbioldgica,
fisico-quimica ou biol6gica no momento da distribuicdo e do armazenamento pos-
purificacdo, pois estes sdo considerados pontos criticos na garantia da qualidade da
agua purificada (BRASIL, 2013).

A &gua purificada € empregada principalmente como excipiente na preparacao
de medicamentos que ndo necessitem apresentar esterilidade e apirogenicidade
(AULTON; TAYLOR, 2016). Também é utilizada na limpeza de equipamentos, preparo
de reagentes, diluicdes, entre outras aplicacbes (BRASIL, 2019). Ela € produzida a
partir da agua potavel por meio de destilacdo, troca iGnica ou osmose reversa
(AULTON; TAYLOR, 2016).

A agua para injetaveis € utilizada na elaboracéo de produtos e principios ativos
de uso parenteral, assim como ha manipulac¢édo de produtos estéreis, como 0s colirios.
Além disso, também é utilizada na limpeza de equipamentos e componentes que

entram em contato com os produtos estéreis durante a producao (BRASIL, 2019).
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J& a agua ultrapurificada apresenta o maior nivel de pureza (BRASIL, 2019a) e
ndo deve conter endotoxinas detectaveis. Este nivel de pureza torna a agua
ultrapurificada adequada a ser utilizada em técnicas de cromatografia liquida de alta
eficiéncia, cromatografia gasosa, reacdo em cadeia da polimerase, imuno-
histoquimica, entre outras técnicas que exigem a menor interferéncia possivel de
solventes e reagentes (LABWATER, 2021).

Todos estes tipos de agua devem obedecer aos seus parametros de qualidade
especificos (BRASIL, 2019). A agua mais utilizada em farmécias magistrais é a agua
purificada, portanto, os parametros relacionados a este tipo serdo descritos em mais

detalhes adiante.

Em farmé&cias magistrais a 4gua purificada € obtida, mais comumente, por meio
de osmose reversa ou destilacdo. No processo de destilacdo a agua é aquecida até
gue seja evaporada e condensada, saindo do sistema como agua purificada. Ja a
técnica de osmose reversa utiliza-se de membranas filtrantes, a qual retém particulas,
ions e microrganismos presentes na agua proveniente da rede geral de distribuicao.
Nessa técnica a agua passa por uma membrana semipermeavel e migra do meio mais
concentrado (dgua potavel) para o meio mais diluido (agua purificada) por meio de

uma pressao aplicada ao sistema (MOURA et al., 2008).

Recomenda-se que a agua receba um pré-tratamento antes de passar pelo
processo de osmose reversa com a finalidade de retirar particulas e agentes
oxidantes, diminuindo a formacé&o de biofilmes durante a obtencao da agua purificada
(PEREIRA, 2020).

A purificacdo da 4gua por osmose reversa € mais vantajosa em comparacao a
destilacdo por diminuir o desperdicio de agua e reduzir o consumo de energia. O
equipamento utilizado na osmose reversa € o purificador e deve funcionar
continuamente por longos periodos, evitando-se a ineficiéncia e desgaste que

normalmente ocorre ao ligar e desligar o equipamento com frequéncia (BRASIL,2013)

Segundo a RDC n°®17/2010, com a finalidade de evitar contaminantes quimicos
e microbiologicos, a dgua purificada deve atender as especificacdes fornecidas em

farmacopeias aceitas pela ANVISA (BRASIL, 2010). Nesse caso, as especificacdes
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devem estar de acordo com a Farmacopeia Brasileira 62 edicdo, em que O0s
pardmetros analisados devem ser condutividade, contagem de bactérias
heterotréficas, presenca/auséncia de Pseudomonas aeruginosa e coliformes
(BRASIL, 2019).

A condutividade é um parametro que indica a capacidade da agua de propagar
corrente elétrica devido a presenca de compostos dissolvidos que se dissociam em
cations e anions em funcédo do pH e da temperatura (BRASIL, 2014; BRASIL, 2019;
FRANCO et al., 2021). Sabe-se que quanto maior a quantidade de ions na solucéao,
maior serd a condutividade (BRASIL, 2014). Para a agua purificada que ndo deve
conter substancias adicionadas o padréo de referéncia farmacopeico é de no maximo
1,3 uS/cm a 25 °C.

O parametro contagem de bactérias heterotroficas refere-se aos
microrganismos que utilizam o carbono como fonte de obtencéo de nutrientes, sendo
eles as bactérias do género Pseudomonas spp., Klebisiella spp., Escherichia coli spp.,
dentre outras (ROSANA HOGAHA LEITE MACHADO et al., 2021). Porém, sua
presenca excessiva na agua € um indicativo de falta de desinfeccdo da mesma
(BORTOLOTI et al., 2018). No caso da agua purificada, o valor maximo permitido é
de 100 Unidades Formadoras de Colénia (UFC)/mL (BRASIL, 2019).

Os coliformes sao divididos em dois grupos: coliformes totais e termotolerantes.
Os coliformes totais sdo os bacilos gram-negativos, com capacidade de se
multiplicarem na presenca de sais biliares ou de agentes tensoativos fermentadores
de lactose com producao de acido, gas e aldeido a 35,0 + 0,5 °C (24-48 horas) em
meios contendo sais biliares como agentes seletivos. Além disso, sdo aerdbios ou
anaerobios facultativos, ndo produzem esporos e podem exercer atividade enzimatica
(BRASIL, 2014). Esse grupo de coliformes contém bactérias dos géneros
Enterobacter, Klebisiella, Escherichia, dentre outros. JA o grupo de coliformes
termotolerantes, sdo fermentadores de lactose a 44,5 £ 0,2 °C (24 horas), tendo
Escherichia coli como a principal bactéria representante do grupo. Sabe-se que para
a agua purificada, a especificacdo segundo a Farmacopeia Brasileira, € a auséncia de

coliformes totais em 100 ml de amostra.

51




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Por ultimo, Pseudomonas aeruginosa sédo bacilos gram-negativos, aerébios
obrigatérios, que oxidam a glicose (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2014). Séo
capazes de sobreviver em pH extremos e a ambientes com escassez de nutrientes.
Além disso, P. aeruginosa é formadora de biofilmes, podendo ser encontrados em
muco de pulmdes de pessoas com fibrose cistica, bem como em ferimentos cronicos,
queimaduras, infec¢des do trato urinario e aderidas aos cateteres, ou seja, € um
patégeno oportunista que pode causar diversos danos aos pacientes (JIANG et al.,
2021). Por isso, esse microrganismo deve estar ausente em 100 mL de &agua

purificada.

METODOLOGIA DA PESQUISA

Durante os seis anos de pesquisa (2016-2021) 49 amostras de agua purificada,
obtidas de sistema de osmose reversa (Figura 1), foram analisadas seguindo as

especificacdes da legislacao.

Figura 1. Esquema de distribuicdo de agua em uma farméacia magistral de Juiz de Fora —

MG.
/\ . N
J-U-E - ==
g Manipulac¢io de
Pré filtragem (filtros de Osmose reversa

Caixa d’agua medicamentos

polipropileno, carvao
ativado e polipropileno
com poro maior)

0

Lavagem de vidrarias

Fonte: Os autores (2021).

A condutividade e o pH foram aferidos de acordo com a metodologia descrita
na Farmacopeia Brasileira 62 ed. (BRASIL, 2019). Ja nos testes microbioldgicos de
contagem de aerobios mesdfilos e verificacdo de presenca/auséncia de P. aeruginosa
e coliformes totais seguiram a metodologia estabelecida pelo Standard Methods for
the Examination of Water and Wastewater (APHA, 2017).
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ANALISE DE DADOS

Ao longo dos seis anos de estudo, 36,7% das amostras de 4gua purificada
apresentaram algum tipo de ndo conformidade. Na Tabela 1 é possivel observar quais

0S principais parametros estavam em desacordo com o preconizado pela legislacéo.

Tabela 1. Porcentagem de amostras que apresentaram nao conformidades entre os anos
2016 e 2021 em uma farmécia magistral de Juiz de Fora — MG.

Ponto de Ano Nao Parametros nao
Coleta (n° de amostra) conformidades conformes
(%)
Saida da 2021 (03) 100 Condutividade
Osmose
Reversa 2020 (02) 50,0 Condutividade
2019 (15) 53,3 Condutividade
2018 (12) 25,0 Condutividade
2017 (11) 27,3 Condutividade;
Pseudomonas
aeruginosa
2016 (06) 0,0 -
Total de 49 36,7
amostras

(2016-2021)

Fonte: Os autores (2021)

Verificou-se que a condutividade foi o principal parametro ndo conforme ao
longo dos anos. Praticamente todas as amostras de agua purificadas avaliadas
apresentaram valores de condutividade acima do preconizado (maximo 1,3 uS/cm a

25 °C) (Gréfico 1).
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Gréfico 01. Variagdo da condutividade da agua purificada obtida pelo sistema de osmose reversa em
uma farmacia magistral Juiz de Fora - MG, 2016-2021.

2 % ®  Qutlicr
Q == 10-90 percentil

1- B = Mediana

----- 1.3 uS/em (maximo preconizado)

2016 2017 2018 2019 2020 2021

Fonte: Os autores (2021)

Segundo o recomendado pela Farmacopeia Brasileira 62 edicdo a analise da
condutividade da agua podera ser realizada em até trés etapas. Na etapa 01, deve-se
realizar a analise direta da condutividade e o valor de referéncia maximo é de 1,3
puS/cm a 25 °C + 0,1 °C. Valores acima deverdo prosseguir para a etapa 02, que
consiste na andlise da condutividade apés a agitacédo vigorosa da agua, sendo o valor
de referéncia maximo de 2,1 uS/cm a 25 °C + 0,1 °C. Caso o resultado obtido continue
sendo maior que o referéncia, deve-se realizar a etapa 03 em até cinco minutos ap6s
a realizacdo da etapa 02. Para isso, adiciona-se uma solucéo saturada de cloreto de
potassio (0,3 ml para 100 ml de amostra) e determina-se o pH com precisdo de 0,1
unidade. Caso o pH da amostra apresente-se diferente da faixa de 5 a 7 ou que a
condutividade apresentada seja maior que o valor de referéncia estabelecido para o

pH encontrado, a amostra estara ndo conforme (BRASIL, 2019).

Os principais fatores relacionados a nao conformidade da condutividade
normalmente estéo ligados a ineficiéncia do sistema de purificacdo e abastecimento
da agua (FRISCHKORN; NETO, 2009). No estudo realizado por Lacerda et al. (2015),
verificou-se ndo haver uma reducao dos valores de condutividade mesmo ap0s 0 uso
do equipamento desmineralizador, tendo sido observado posteriormente a presenca

de incrustagbes na membrana do equipamento.

Além desses fatores, a condutividade também pode apresentar-se alterada

devido a presenca de moléculas dissociadas e ions, como amonio e cloreto
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(MARTINS, 2013). A presenca desses ions na agua indica que a retirada dos sais
dissolvidos foi ineficiente pelo sistema de purificacdo utilizado (MORENO; TOZO,;
SALGADO, 2011).

No presente estudo, a presenca do patdgeno P. aeruginosa foi outro parametro
que apresentou-se ndo conforme no ano de 2017, indicando por exemplo, uma
possivel formacdo de biofilme ou falhas no sistema de producédo ou distribuicdo da

agua.

Os biofilmes sdo agregados de células que aderem-se as superficies,
multiplicando-se e produzindo uma camada viscosa, que 0s protegem da acdo de
sanitizantes, antimicrobianos, condicbes adversas de temperatura, dentre outros
fatores (SHARMA; MISBA; KHAN, 2019).

Além disso, os biofilmes de P. aeruginosa apresentam como caracteristica a
capacidade de interagir e conviver com outros microrganismos via mecanismo quorum
sensing. Essa caracteristica, sob a perspectiva clinica, pode ser responsavel por
desencadear infeccbes de mudltiplas espécies aos pacientes, podendo agravar o
estado de saude dos mesmos (CENDRA; TORRENTS, 2021).

CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos experimentos realizados durante os seis anos de estudo,
conclui-se que é necessario que os profissionais responsaveis pelo sistema de
purificacdo por osmose reversa estejam sempre atentos quanto aos fatores
relacionados a limpeza, sanitizagdo e manutencao do equipamento, em especial dos

compartimentos do sistema de filtracdo que envolvem a remocéao de ions.

Além disso, por meio do presente estudo foi possivel demonstrar a importancia
da realizacdo do controle de qualidade da agua purificada, principalmente daquela
utilizada em estabelecimentos de saude, como farmacias magistrais, a fim de
preservar a saude dos consumidores de medicamentos e produtos manipulados do

estabelecimento.
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Resumo:

A busca por novas moléculas ou suas combinacdes com potencial anti-inflamatério
tem sido crescente, principalmente com objetivo de contornar os efeitos adversos ja
conhecidos dos medicamentos convencionais. Nas Ultimas décadas, os produtos
naturais bioativos tem sido uma alternativa eficaz, segura e sustentavel para substituir
e/ou apoiar os tratamentos de diversas enfermidades. A Plinia cauliflora (DC.) Kausel,
popularmente conhecida como jabuticaba, € comumente utilizada na medicina
tradicional para o tratamento da diarreia, irritacdo da pele e inflamacéo intestinal.
Logo, o objetivo desse trabalho é identificar os principais compostos bioativos do
extrato etandlico das folhas (EEF) de Plinia cauliflora e avaliar as propriedades
antioxidante e anti-inflamatéria. As folhas, secas a 40 °C, foram pulverizadas e
maceradas em etanol, até a completa exaustéo, seguida da evaporacao do solvente
e concentracao do extrato. Para o doseamento de fendis totais, flavonoides e taninos,
EEF apresentou alto teor de flavonoides e teores significativos para fendis totais e
taninos. A propriedade antioxidante foi determinada pelos ensaios de sequestro do
radical DPPH; inibicdo do sistema B-caroteno/acido linoleico e da formagéo de MDA,
onde verificou-se que EEF possui uma atividade promissora. A viabilidade celular foi
avaliada usando o ensaio MTT em linhagem de macréfagos peritoneal em que todas
as concentracdes apresentaram proliferacdo celular superior a 70%, mostrando
seguranca de acordo com a 1SO10993-5 (2009). Além disso, EEF foi eficaz nos testes
in vitro e in vivo da atividade anti-inflamatéria, com reducé@o do 6xido nitrico (NO) e
inibicdo do edema de orelha em torno de 95 e 80%, respectivamente. Considerando
gue extratos de plantas, em sua grande maioria, tem um valor comercial inferior aos
anti-inflamatoérios convencionais, além de apresentar baixos efeitos adversos e
atividades bioldgicas promissoras com significancia estatistica, representa uma
grande vantagem em relacdo aos anti-inflamatérios comercialmente disponiveis. No
entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender os resultados encontrados
e confirmar a correlacé@o estrutura/atividade farmacoldgica.

Palavras-chave: Plinia cauliflora. Jabuticaba. Anti-inflamatério. Oxido nitrico. Edema
de orelha.

Abstract:

The search for new molecules with anti-inflammatory potential has increased, mainly
aiming to circumvent the known adverse effects of conventional drugs. In recent
decades, bioactive natural products have been shown to be an effective, safe, and
sustainable alternative to replace and/or assist in the treatment of some diseases.
Plinia cauliflora (DC.) Kausel, popularly known as jaboticaba, is commonly used in
traditional medicine for diarrhea treatment, skin irritation, and intestinal inflammation.
Therefore, the aim of this work is to identify the main bioactive compounds of the
ethanol extract of leaves (EEL) from Plinia cauliflora and evaluate the antioxidant and
anti-inflammatory properties. The leaves, dried at 40 °C, were pulverized and
macerated with ethanol, until complete exhaustion, followed by solvent evaporation
and concentration of the extract. For the determination of total phenols, flavonoids, and
tannins, the extract presented high content of flavonoids and significant levels for total
phenols and tannins. Antioxidant property was determined by the DPPH assay, b-
carotene/ linoleic acid system, and by the formation of MDA, where EEL showed
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promising activity. Cell viability was evaluated by MTT assay in peritoneal
macrophages, in which all concentrations showed cell proliferation greater than 70%,
showing safety according to ISO10993-5 (2009). Furthermore, EEL was effective in in
vitro and in vivo tests of anti-inflammatory activity, with a reduction in nitric oxide (NO)
and inhibition of ear edema around 95 and 80%, respectively. Considering that most
plant extracts have a lower commercial value than conventional anti-inflammatory
drugs, in addition to presenting low adverse effects and promising biological activities
with statistical significance, it represents a great advantage over commercially
available anti-inflammatory drugs. However, further studies are necessary to
comprehend the results and confirm the pharmacological structure/activity correlation.

Keywords: Plinia cauliflora. Jaboticaba. Anti-inflammatory. Nitric Oxide. Ear Edema.

INTRODUCAO

No Brasil observa-se um crescimento na utilizacdo de fitoterapicos pela
populacao, e basicamente, dois fatores poderiam explicar este aumento: o primeiro
seria 0s avancos ocorridos na area cientifica, que permitiram o desenvolvimento de
fitoterapicos reconhecidamente seguros e eficazes; o segundo € a crescente
tendéncia de busca, pela populacdo, por terapias menos agressivas e menos
onerosas, destinadas ao atendimento primério a satde (HASENCLEVER et al., 2017).

Somado a isso, o Brasil possui a maior biodiversidade do Planeta, com mais de
55 mil espécies de plantas ou 22% do total mundial e 43.738 espécies vegetais
conhecidas (MMA, 2014). Essa porcentagem coloca o nosso pais em destaque diante
do mundo, atraindo tanto interesses econémicos quanto botanicos, farmacolégicos e
turisticos. A frente disso, a Plinia cauliflora, espécie oriunda da familia Myrtaceae e
popularmente conhecida como jabuticaba, é nativa da Mata Atlantica do Brasil e
possui um centro secundério de disseminagédo no Paraguai e na Argentina (IDEMIR
et al., 2010). Produz frutos amplamente consumidos em todo territério nacional tanto
na sua forma in natura, bem como na forma de licores, vinhos, geleias e doces
(FORTES et al., 2011; ABE; LAJOLO; GENOVESE, 2012).

Na literatura, € relatado que a jabuticaba tem capacidade de reduzir o processo
oxidativo (REYNERTSON et al., 2008), a hiperglicemia associada a resisténcia a
insulina (DRAGANO et al., 2013) e a dislipidemia (ARAUJO et al., 2014). Além disso,
a espécie tem comprovado efeito hipotensor e vasodilatador dependentes do
endotélio vascular, efeitos estes mediados pela via do 6xido nitrico (LOBO DE

ANDRADE et al., 2015). Tais descobertas despertaram o interesse dos pesquisadores
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acerca dos compostos bioativos, pois ha uma busca constante por bons candidatos a
farmacos que apresentam baixo potencial toxicologico e alta eficacia terapéutica
(VALLI et al., 2018; VALLE, 2018).

A maioria das atividades bioldgicas relatadas da jabuticaba é sobre seu fruto
inteiro ou da sua casca que, devido a sua caracteristica adstringente, é popularmente
conhecido para o tratamento da diarreia, irritacdo da pele e inflamagéo intestinal
(REYNERTSON et al., 2006; LIMA et al., 2009; LEITE-LEGATTI et al., 2012). Embora
Agra et al. (2008) tenha mostrado em seu levantamento de dados que a decoccéo das
folhas e ramos de jabuticaba € utilizada pela populacéo da regido Nordeste do Brasil
para o tratamento da diarreia e disenteria, e 0 xarope para tratar tosse e bronquite,
pouco é relatado na literatura sobre as atividades biolégicas das folhas dessa arvore.
Logo, o objetivo desse trabalho foi avaliar as atividades antioxidante e anti-inflamatoria

do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora (DC.) Kausel.

MATERIAL E METODOS

Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas foram coletadas em setembro de 2018, na faculdade de Educacao
Fisica, do Campus Pampulha da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), na
cidade de Belo Horizonte, Minas Gerais, nas coordenadas 19°52°30,8” S; 43°58'31,7”
O e 820 metros de altitude. Uma amostra da planta inteira contendo folhas, ramos,
frutos e flores foi utilizada na preparacdo da exsicata (BHCB 174029) e identificada
como Plinia cauliflora (DC.) Kausel (Myrtaceae) (SISGEN/Brasil A032F41) pelo
professor Dr. Alexandre Salino, Curador do Herbario BHCB (UFMG).

Preparo do extrato vegetal

Cerca de dois quilos de folhas P. cauliflora foram coletados e submetidos a
secagem em estufa a temperatura de 40 °C por 48 horas. As folhas foram
pulverizadas em moinho de facas com malha MESH 20 até se obter um po de
granulometria 0,84 mm. Logo apos, procedeu-se a extracdo por maceragao estatica
utilizando etanol como fase liquida, a temperatura ambiente, até exaustdo completa

do material vegetal. Para a obtencao do extrato etandlico bruto removeu-se o solvente
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em um evaporador rotatério de marca BUCHI Labortechinik AG (V-700), a pressao
reduzida e temperatura do banho-maria de 45-55 °C. O extrato etandlico das folhas
(EEF) foi armazenado em fraco de vidro com tampa, sob refrigeracdo a 5 °C até a

realizacdo dos experimentos.

Doseamento de flavonoides, fenodis totais e taninos

O conteudo de flavonoides foi determinado pelo método descrito por Miliauskas
et al. (2004), com modificacdes. Preparou-se uma solucéo estoque de EEF a 1 mg/mL
em etanol (EtOH), onde 0,2 mL foi transferido para tubos de ensaio e, posteriormente,
adicionou-se 4,6 mL de EtOH, 1 gota de acido acético glacial e 0,2 mL da solugéo
etanolica de cloreto de aluminio (AICI3) a 2%, obtendo-se uma solugéo final de 5 mL
por tubo. O branco da amostra foi preparado substituindo a solugéo de AICIs por EtOH.
Apéds 40 min de incubacédo e ao abrigo da luz, as absorvancias foram registradas em
espectrofotometro UV-Vis a 415 nm. Todas as analises foram realizadas em triplicatas
e a média + desvio padréo foi utilizada para o célculo do teor de flavonoides. O
contetdo total de flavonoides foi expresso em pg/mg de extrato vegetal, em
equivalentes de rutina (padréo referéncia).

A determinacdo de fendis totais e taninos foi realizada por meio de
espectroscopia ha regido do visivel adaptando os métodos de Folin-Ciocalteu (DOWD,
1959; FOLIN, 1927) e da monografia do Barbatimdo da 62 ed. da Farmacopeia
Brasileira (ANVISA, 2019). Preparou-se uma solucao estoque de extrato a 1 mg/mL
em metanol (MeOH). Em microplaca de 96 poc¢os foram adicionados 120 puL do
reagente Folin Ciocalteu a 20%, 30 yL da amostra e 100 pL de carbonato de sodio
(Na2CO3s) a 4%. Para o branco da amostra foi substituido a solugédo reagente por
MeOH. Decorridos 30 min de incubacéo ao abrigo da luz, a absorvancia foi medida
em espectrofotdmetro UV-Vis a 770 nm. Todas as analises foram realizadas em
triplicata e a média + desvio padrao foi utilizada para o calculo do teor de fendis. O
conteudo total de fendis foi expresso em mg/g de extrato vegetal, em equivalentes de
acido tanico (padrao referéncia).

Para a quantificacdo de taninos foi preparada uma solucdo estoque na
concentracéo de 1 mg/mL em metanol a um volume de 10 mL. Adicionou a solucao

100 mg de gelatina e promoveu a agitacdo mecanica durante 60 minutos. Em seguida,
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as amostras foram centrifugadas e posteriormente filtradas em papel de filtro. A
solucéo filtrada foi utilizada para andlise de fendis ndo adsorvidos na gelatina, pelo
meétodo de Folin-Ciocalteu. O contetudo total de taninos foi expresso pela diferenca
entre fendis totais e fendis ndo adsorvidos na gelatina em pg/mg de extrato vegetal,

em equivalentes de &cido tanico (padrao referéncia).

Atividade antioxidante pelo método de sequestro do radical DPPH

A atividade sequestrante do radical DPPH foi determinada pelo método descrito
por Brand-Williams et al. (1995). Em uma microplaca de 96 pocos, transferiu-se 100
puL de uma solucdo a 1 mg/mL do extrato soluvel em metanol (MeOH). Diluicdes
sucessivas com 50 puL de MeOH foram realizadas e, em seguida, adicionou-se 150 uL
de solucao reagente de DPPH a 20 pg/mL em MeOH, obtendo-se concentragdes entre
250 a 0,49 pg/mL. A placa foi incubada ao abrigo da luz por 30 minutos. A absorvancia
foi mensurada em espectrofotometro UV-Vis a 517 nm. O branco da amostra foi
preparado substituindo o DPPH por 150 pL de MeOH. Para o controle negativo
procedeu-se a leitura da absorvancia com 150 yL de DPPH e 50 pL de MeOH. O
ensaio também foi realizado com os controles positivos rutina e quercetina. As
analises foram realizadas em triplicatas e os resultados foram expressos em média +

desvio padréo da concentracao inibitéria de 50% (Clso) em pg/mL.

Atividade antioxidante pelo método de inibicdo da peroxidagdao lipidica:
sistema B -caroteno/acido linoleico

A inibicdo da peroxidacao lipidica foi avaliada pelo método 3 -caroteno/acido
linoleico descrito por Melo e Mancini Filho (1989) com algumas modificacdes. Foi
preparado uma solucéo estoque a 1 mg/mL do extrato solivel em metanol (MeOH).
Procedeu-se diluicbes sucessivas para obter concentragbes entre 1000 e 31,25
pug/mL. A emulsdo contendo B -caroteno e acido linoleico (30 pL de &cido linoleico,
265 L de Tween 40, 500 pL de diclorometano e 100 pL da solucéo B -caroteno a 10
mg/mL em DCM, 30 mL de agua destilada saturada) foi ajustada entre os valores de

0,6 e 0,7 em espectrofotbmetro UV-Vis a 470 nm.
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Em microplaca de 96 pocos foram adicionados 250 pL de emulsdo e 10 pL de
amostra, obtendo-se concentracdes finais entre 38,46 e 1,20 pg/mL. O controle
negativo foi realizado com 250 pL da emulséo e 10 uL de MeOH. A placa foi incubada
a 45 °C, para acelerar as reacdes de oxidacao e iniciar a descoloracéo do 3 -caroteno.
As leituras das absorbancias foram obtidas no tempo zero e em intervalos de 15 min
durante 120 min, em espectrofotometro UV-Vis a 470 nm. O ensaio também foi
realizado com os controles positivos rutina e quercetina. As analises foram realizadas
em triplicatas e os resultados foram expressos em meédia * desvio padrdo de
porcentagem de inibicdo (%l), calculada em relagdo ao decaimento da absorvancia
do controle negativo (Equacao 1). Avaliou-se também a curva de oxidacdo do B -
caroteno para as amostras, utilizando o calculo de tangente para encontrar os valores
de F1 (capacidade de bloqueio da formacéo de peréxidos) entre 15 e 45 min apds o
inicio da reacdo e F2 (capacidade de inibir os produtos formados durante a
decomposicao dos peréxidos) entre 75 e 90 min apo6s inicio da reacdo (DUARTE-
ALMEIDA et al., 2006).

to = Abs(lsf)—Abs(45/) to — Abs(751)—Abs(90/)
g 45-15 & 90-75
tgA tg A
F]. — g Aam FZ — g Aam
tg Acn tgAcn

Abscn— Absgm

0] =
% Abscn

x 100 Equacéo 1
Onde, Abscn: absorvancia mensurada para o controle negativo; Absam: absorvancia
mensurada para as amostras; %l: porcentagem de inibicdo da lipoperoxidacéo; tg:

tangente.

Atividade antioxidante pelo método de inibicdo da peroxidacgéo lipidica:

doseamento de malondialdeido

A determinacdo da peroxidacao lipidica pelo doseamento de malondialdeido
(MDA) foi baseada no método descrito por Osawa et al. (2005) com algumas
modificagdes. Preparou-se solugbes de extrato a 5,0; 10 e 20 mg/mL em metanol.
Para a producéo do homogenato de cada concentracgéo, foi adicionado em um béquer

25 g de carne moida, 17 mL de agua destilada e amostra soluvel. Os homogenatos
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foram aquecidos até o aparecimento da coloragado “amarronzada” (carne cozida). Em
seguida, o volume de agua foi ajustado qg.s.p. 100 mL e procedeu-se a
homogeneizacdo com aparelho triturador manual, obtendo-se ao final as
concentracfes de 10, 20 e 40 pg/mL. O ensaio também foi realizado com o controle
positivo quercetina. Os homogenatos foram armazenados em frascos ambar vedados
sob refrigeragéo a 5 °C por 7 dias.

Para a quantificacdo de MDA, foi adicionado em tubos de ensaio 0,5 g de
homogenato, 50 pL de BHT, 2,5 mL de é&cido fosforico a 1% e 1,25 mL de acido
tiobarbiturico (TBA). As solucdes foram aquecidas por 15 minutos em banho-maria a
100 °C e, em seguida, submetidas ao banho de gelo por 10 minutos. Apés o
resfriamento, adicionou-se 3 mL de butanol em cada tubo e centrifugou a 4000 rpm
por 5 minutos. Aliquotas de 200 uL do sobrenadante foram adicionadas a microplaca
de 96 pocos e procedeu-se a leitura em espectrofotometro UV-Vis a 535 nm. Uma
curva padrao de MDA foi preparada. Como controle negativo, foi adicionado apenas
metanol (veiculo) na preparacdo do homogenato (sem amostra). As leituras das

absorvancias foram realizadas nos dias 0, 1, 3,5 e 7.

Ensaio de viabilidade celular pelo método de reducdo metabdlica do MTT

Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos BALB/c
previamente inoculados com meio tioglicolato a 3% (Sigma Chemical Co; St. Louis,
MO, EUA). A linhagem de macrdéfagos foi utilizada para ensaio de viabilidade celular
na concentracdo de 2x106 células/mL em placas de cultura de 96 po¢cos em meio
RPMI 1640 suplementado com 10% de FBS inativado, a 37 °C e atmosfera com 5%
de CO2. Apos 24 horas, os macrofagos aderentes foram incubados com o extrato em
uma diluicdo seriada (18,75 a 300 mg/mL) por 48 horas a 37 °C, com 5% de CO..
Macrofagos néo tratados foram usados como controle negativo. A viabilidade celular
foi determinada usando o ensaio colorimétrico de brometo de 3-(4,5-dimetil-tiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazdlio (MTT) que € baseado na reducdo do sal de tetrazolio por
desidrogenases mitocondriais (MOSMANN, 1983). O protocolo foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEUA) da Universidade Federal de Juiz de Fora
(n °© 007/2018).
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Atividade anti-inflamatoria in vitro: reducéo da concentracdo de éxido nitrico

A producéo de oxido nitrico (NO) foi determinada nos sobrenadantes de cultura
de macrofagos peritoneal apds incubacao por 48 h na presenca do extrato (18,75 a
300 mg/mL) e estimulados com LPS a 1 mg/mL e INF-g a 1 ng/mL. O ensaio foi
realizado conforme descrito por Green et al. (1982). Em uma microplaca de 96 pocos
foram adicionados 50 mL dos sobrenadantes de cultura de células e 50 mL de
reagente de Griess: 1% de sulfanilamida em 2,5% de H3PO4 e 0,1% de dicloreto de
N-(1-natftil)-etilenodiamina (NEED) em 2,5% de H3sPOa4 (v/v). Foi realizada o branco do
experimento e o teor de nitrito (NO2’) foi quantificado por extrapolacdo de uma curva
padréo de nitrito de sodio (NaNO2). Todos os ensaios foram feitos em triplicata. As
absorbancias foram medidas em 540 nm usando um leitor de microplaca. Os
resultados foram expressos em mM de NO. O controle negativo foi mensurado em
células nao tratadas e estimuladas com LPS e INF-g e células estimuladas e tratadas
apenas com DMSO a 0,5%.

Atividade anti-inflamatdria in vivo: inibicdo do edema de orelha

Para os ensaios biolégicos foram utilizados camundongos Swiss pesando entre
25 a 30 g, machos, com 45 dias de idade, provenientes do Centro de Biologia da
Reproducado (CBR) da UFJF. Os animais foram alojados em gaiolas e mantidos sob
condi¢cbes controladas de temperatura (22 °C) e iluminacgéo (ciclo de claro/escuro de
12 horas) com livre acesso a agua e racdo. Os protocolos utilizados para
experimentac&o animal foram aprovados pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Pré-Reitoria de Pesquisa/UFJF (n° 006/2019 e 007/2019).

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria in vivo foi realizada através do modelo
de edema de orelha descrito por Schiantarelli et al. (1982), com adapta¢bes. Os
animais foram divididos em 6 grupos de 6 animais cada: animais sem estimulo e sem
tratamento (Basal); animais estimulados com o agente flogistico sem tratamento
(Controle negativo); animais estimulados e tratados com dexametasona a 0,1
mg/orelha solivel em acetona (Controle positivo); e animais estimulados e tratados
com o extrato nas concentragfes de 0,125; 0,25 e 0,5 mg/orelha sollivel em acetona.

Foi aplicado topicamente 20 puL de uma solugéo do 6leo de Créton a 2,5% (v/v) em
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acetona no pavilhdo auricular direito e o mesmo volume de acetona (veiculo) no
pavilhdo auricular esquerdo de cada animal. Em seguida, os animais receberam o
tratamento topico com 20 pL de cada amostra. Apos desafio de 6 horas, os animais
foram eutanasiados e com o auxilio de um punch metélico, discos idénticos de 10 mm
de diametro foram obtidos de ambas as orelhas (direita e esquerda) de cada animal.
Os discos foram pesados em balanca analitica e os resultados foram expressos em
meédia * desvio padrdo da diferenca de peso entre as orelhas esquerda e direita do

mesmo animal.

Andlise histopatolégica

Os fragmentos de cada orelha foram preservados em formol a 10% até o inicio
da andlise histoldgica. As biopsias foram desidratadas, emblocadas em parafina e,
com auxilio de um micrétomo, foram realizados cortes transversais, 0os quais foram
corados com hematoxilina-eosina (HE). Foi utilizado o microscépio de marca Olympus
BX51 e as fotomicrografias representativas de cada grupo foram obtidas no aumento

de 10x utilizando o software CellSens Standard.

Analise estatistica

Os dados séo apresentados como média e desvio padrédo. A andlise estatistica
foi realizada através de ANOVA seguido do teste de Bonferroni, por meio do programa
GraphPrism 5.0. As diferencas foram consideradas significantes com P<0,05 (95%

intervalo de confianca).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Teores de fendis totais, flavonoides e taninos

A andlise dos teores de fendis totais, flavonoides e taninos de EEF foi
realizada, pois estes compostos organicos sao frequentemente associados a alta
atividade antioxidante e anti-inflamatoria devido a capacidade de eliminar os radicais

livres que sdo produzidos no organismo humano.
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EEF apresentou alto teor de fendis totais. Além disso, o teor de flavonoides
foi relativamente superior ao teor de taninos (Tabela 1). Logo, sugere-se que o
conteudo de flavonoides seja superior nas folhas em relacdo aos taninos. Chavasco
et al. (2014) identificaram flavonoides e taninos nas folhas de P. cauliflora. Souza-
Moreira et al. (2010) verificaram a presenca de fendis totais, flavonoides e taninos nas
veias medianas, veias menores e no parénquima das folhas de P. cauliflora. Essas
analises permitiram confirmar a presenca das principais classes de metabdlitos

especiais relatados na literatura.

Tabela 1 - Teores de fendis totais, flavonoides e taninos no extrato etanélico das
folhas de Plinia cauliflora (EEF)

Andlise
fitoquimica

Fenodis Totais 163,77 £ 0,76

EEF (ug/mg)

Flavonoides 7252 +0,72
Taninos 27,12 £ 2,03

Atividade Antioxidante

No ensaio de DPPH ¢ avaliada a habilidade de sequestrar radicais livres de um
composto antioxidante que esta intimamente associado com a capacidade dessa
substancia em doar atomos de hidrogénio (YANG et al., 2008). A molécula DPPH é
caracterizada como um radical livre estavel devido & conjugacdo dos elétrons
desemparelhados por toda a molécula. Essa deslocalizacao confere a esta molécula
uma coloracéo violeta, capaz de produzir uma banda de absorcdo com maxima
proximo de [1 = 520 nm. Na presen¢a de uma substancia doadora de hidrogénio, esse
radical € reduzido a difenil-picril-hidrazina (DPPH-H), o qual possui coloracao
amarelada e menor intensidade de absorcdo (DUARTE-ALMEIDA et al., 2006;
KEDARE; SINGH, 2011).

Sabe-se que, quanto maior for o consumo de DPPH pela amostra, maior é sua
atividade antioxidante e menor € o valor da concentracgéao inibitoria de 50% (Clso), que
€ a quantidade necessaria da amostra para inibir metade da acéo oxidante do DPPH.
Portanto, EEF mostrou um resultado bastante promissor com Clso de 1,45 £+ 0,02

ug/mL (Tabela 2). O que se sabe sobre a capacidade antioxidante das folhas é que

70




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Souza-Moreira et al. (2010) avaliaram diferentes extratos polares das folhas de P.
cauliflora e observaram uma inibicdo acima de 90% na concentracdo de 250 pg/mL,

corroborando com nossos achados.

Tabela 2- Avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas de
Plinia cauliflora (EEF) através dos métodos de inibicdo do radical DPPH e inibicao
do sistema B -caroteno/acido linoleico. 2 Diferenca estatistica em relagdo ao controle
positivo rutina (P<0,05).  Diferenca estatistica em relagéo ao controle positivo
guercetina (P<0,05). ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

B -caroteno/acido linoleico (38,46 pg/mL)

Amostras DPPH
Cloo(MIML) | ipicao (%) F1 F2
EEF 145+0,022b 71,47 +5642 0,21+0,0082b 0,26 +0,152b

Rutina 0,54 £ 0,37 25,2+0,9 0,59 + 0,009 1,63+0,32

Quercetina 0,33 +0,12 64,43 + 2,40 0,57+ 0,07 0,70+ 0,11

A inibicdo da peroxidagéo lipidica foi avaliada pelo sistema (3 -caroteno/acido
linoleico, o qual é um método colorimétrico, desenvolvido em comprimento de onda
de 470 nm e baseia-se na descoloracdo da emulséo preparada com [ -caroteno e
acido linoleico. Este fenébmeno ocorre em funcao das estruturas radicalares formadas
pela oxidacdo lipidica do &cido linoleico, que atacam as duplas ligacdes do B -
caroteno, perdendo seu cromoforo, resultando na descoloracdo do pigmento
alaranjado. A presenca de compostos antioxidantes no sistema inibi a oxidacéo do
acido linoleico (peroxidacéo lipidica) impedindo a formacao dos radicais livres durante
esse processo e, consequentemente, preservando a coloragéo do  -caroteno (ALVES
et al., 2010; SUCUPIRA et al., 2012).

A porcentagem de inibicdo de EEF (71,47 + 5,64 %), relativa a maior
concentracéo (38,46 pg/mL), foi superior estatisticamente ao controle positivo rutina
(25,20 + 0,90 %) (P<0,05) e similar a quercetina (64,43 * 2,40 %) (P>0,05) (Tabela 3).
Esse resultado mostra que 0s compostos organicos encontrados em ambas no extrato
possuem significativa capacidade antioxidante.

Além disso, a partir da curva de oxidac&o do b-caroteno (Figura 1) também se

avaliou a eficiéncia antioxidante através dos parametros F1 e F2. Segundo
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Nascimento et al. (2010), para um desempenho antioxidante satisfatorio, os valores
de F1 e F2 devem ser menores que 1 e mais proximos de 0. Logo, nota-se que EEF
foi capaz de bloquear a formacao de radicais peroxidos tanto na fase de propagacéo
(F1) quanto na fase terminal da peroxidacao lipidica (F2), com diferenca significativa

em relacdo a rutina e quercetina (P<0,05).

Figura 1 - Perfil de decaimento da absorvancia do 3-caroteno, avaliada em 470 nm,
mostrando a preservacao de sua coloracéo ao longo de 120 minutos de reacéo na

presenca do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEF)

1.0
0.8
0.6
0.4
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0 4lO 8l0 150
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Durante o processo de peroxidacéo lipidica, os radicais livres produzidos levam
a formacao de radicais lipidicos, que na presenca de oxigénio molecular formam o
radical lipidico peroxil (LOO"). Esses processos podem favorecer a producdo de
aldeidos, substancias reativas capazes de gerar danos celulares (YADAV; RAMANA,
2013). Dentre eles, o malondialdeido (MDA) € uma molécula bastante utilizada como
biomarcador da peroxidacdo lipidica (AYALA; MUNOZ; ARGUELLES, 2014).
Portanto, a peroxidacéo lipidica também foi avaliada pelo ensaio de doseamento de
MDA, que se baseia na complexacdo dessa substancia com o acido tiobarbitdrico
(TBA), produzindo uma coloracao avermelhada.

Neste ensaio, uma amostra com potencial antioxidante significativo precisa
inibir a producéo de malondialdeido, formada durante a peroxidagéo lipidica da carne.
Conforme observado na Figura 2, EEF apresentou potencial inibicdo a partir do

terceiro dia de tratamento de forma significativa (P<0,05).

Figura 2 - Reducao da producéo de malondialdeido na presenca do extrato

etanolico das folhas de Plinia cauliflora (EEF). CN - Controle negativo. 2 Diferenca
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estatistica em relagdo ao CN (P<0,05). ? Diferenca estatistica entre as

concentracfes 10 e 20 pg/mL (P<0,05). ¢ Diferenca estatistica entre as

concentragdes 10 e 40 ug/mL (P<0,05). YDiferenca estatistica entre as
concentracdes 20 e 40 pg/mL (P<0,05). ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

] EEF 10 pg/mL
] EEF 20 pg/mL
[ EEF 40 pg/mL
Hl CN

MDA (M.mol)

HN CN

Viabilidade celular e atividade anti-inflamatoéria in vitro

A descoberta de novas substancias bioativas que possuem potencial atividade
anti-inflamatéria e que ndo apresentam ou tenham baixa toxicidade as células do
organismo humano € de grande relevancia. Portanto, para investigar essa atividade
foi avaliada a viabilidade celular das amostras em linhagem de macréfagos peritoneal,
através do ensaio de reducédo do MTT, que possibilita analisar a sobrevivéncia celular.
O MTT é reduzido a formazan por todas as células metabolicamente ativas vivas, mas
nao por células mortas ou eritrécitos (MOSMANN, 1983).

O percentual de viabilidade aceitavel € determinado de acordo com a
ISO10993-5 (2009), o qual estabelece que na investigacdo de citotoxicidade de
substancias in vitro a viabilidade celular ndo deve ser reduzida para valores inferiores
a 70%. Portanto, pode-se observar que todas as concentracdes testadas séo seguras

para serem usadas em estudos subsequentes (Figura 3).

] QUERCETINA 10 pg/mL
] QUERCETINA 20 pg/mL
I QUERCETINA 40 pg/mL
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Figura 3 - Viabilidade celular do extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora

(EEF) em linhagem de macroéfagos peritoneal
2001
150+

100+

50+

Viabilidade celular (%)

0

18,75 375 75 150 300 CN

EEF (ng/mL)

A producdo de radicais livres esta estreitamente relacionada ao processo
inflamatorio, visto que sdo produzidas por células do sistema imune que possuem
participacdo ativa no surgimento da inflamacao. O 6xido nitrico (NO) € uma molécula
importante no processo inflamatorio. Este radical € capaz de ativar as enzimas ciclo-
oxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2), que aumentam 0s niveis de prostaglandinas,
agravando ainda mais o processo inflamatoério. Os macrofagos M1 (classicamente
ativado) adquirem esse perfil em resposta a moléculas pro-inflamatorias presentes no
organismo e apoés polarizacdo, tornam-se células com grande capacidade de
producao e liberacéo de citocinas inflamatérias, EROs e NO (FANG et al., 2015).

Simultaneamente ao ensaio de viabilidade celular, foi avaliada a atividade anti-
inflamatéria in vitro pela dosagem indireta de NO em sobrenadante de macréfagos
peritoneal, que foram tratados com EEF nas mesmas concentracdes do teste de
viabilidade celular (Figura 4). Observa-se que todas as concentracdes foram capazes
de reduzir significativamente (P<0,05) a producéo de NO. EEF reduziu mais de 90, 70
e 50 % nas doses de 300, 150 e 75 pg/mL, respectivamente.

Figura 4 - Reducéo da producao de oxido de nitrico (NO) na presenca do extrato
etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEF) em linhagem de macréfagos
peritoneal. 2 Diferenca estatistica em relacéo as células estimuladas com IFN-[] +
LPS e tratadas com DMSO (P<0,05). P Diferenca estatistica em relacdo as células
nao tratadas e estimuladas com IFN-[1 + LPS (P<0,05). ¢ Diferenca estatistica em

relacdo as células ndo estimuladas e néo tratadas (Basal) (P<0,05). 9 Diferenca
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estatistica em relacdo a concentracédo de 150 ug/mL (P<0,05). € Diferenca estatistica
em relacdo a concentracdo de 300 pug/mL (P<0,05). ANOVA seguindo teste de

Bonferroni.
40-
304

204

NO (M)

@@ DMSO + IFN-y +LPS
3 IFN-y + LPS
[ Basal

10+

0-
18,75 375 75 150 300

EEF (ug/mL)

Atividade anti-inflamatdria in vivo

O modelo de edema de orelha induzido pelo 6leo de Créton permite avaliar a
atividade anti-inflamatéria em nivel de pele, de extratos vegetais, quando
administrados topicamente ou mesmo de maneira sistémica (GABOR, 2003; PINTO
et al., 2012). O Oleo de Créton, utilizado nesse estudo, contém o 12-o-
tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) e outros ésteres de forbol, responsaveis por seu
efeito irritante. O TPA é ativador da proteina quinase C (PKC) que, por sua vez, ativa
proteinas quinases ativadas por mitdbgenos (MAPK) e enzima fosfolipase Az (PLA2), a
qual favorece a liberacdo do fator de ativacado plaquetaria (PAF) e do acido
araquidénico (AA). Esses mecanismos induzem o aumento da permeabilidade
vascular, vasodilatacdo, migracao leucocitaria, liberacéo de histamina e serotonina, e
producdo de eicosanoides sintetizados pelas enzimas ciclo-oxigenase (COX) e 5-
lipoxigenase (5-LPOX) (SARAIVA et al., 2011; PINTO et al., 2012).

A aplicacdo topica do oleo de Créton na orelha dos camundongos sem
tratamento (CN) promoveu um aumento significativo da massa da orelha e, quando
tratadas com dexametasona (Controle positivo) e extrato observou-se reducdes

significativas da massa da orelha para cada concentracao testada (Figura 5).

Figura 5 - Atividade anti-inflamatoria in vivo apds 6 horas de tratamento. Diferenca
de massa entre as orelhas tratadas com extrato etandlico das folhas de Plinia

cauliflora (EEF) e dexametasona (DEXA). CN - Controle negativo (veiculo). 2
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Diferenca estatistica em relacdo ao controle negativo (CN) (P<0,05). P Diferenca
estatistica em relacdo a dexametasona (P<0,05). ¢ Diferenca estatistica em relacédo a

concentracao de 0,125 mg/orelha (P<0,05). ANOVA seguindo teste de Bonferroni.

12+

104 b

L e

a,c
a,c
0,125 0,25 0,5 0,1 CN

Diferenga de massa entre as orelhas (mg)
o

I

EEF

(mg/orelha)

O efeito anti-inflamatorio do extrato foi bastante expressivo, uma vez que as
concentracbes de 0,25 mg/orelha 0,5 mg/orelha reduziram o edema em
aproximadamente 80%, com mesma eficiéncia do controle positivo dexametasona
(P>0,05) (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito anti-inflamatério topico extrato etandlico das folhas de Plinia

cauliflora (EEF). 2 Diferenca estatistica em relacdo a dexametasona (P<0,05). °

Diferenca estatistica em relacdo a concentracédo de 0,125 mg/orelha (P<0,05).
ANOVA seguido de teste de Bonferroni.

ancentragao Massa do edema % Inibic&o do
Grupo nominal de extrato (mg) edema
(mg/mL) 9
CN - 9,05+ 2,77 0
Dexametasona 5,00 0,55+0,42 93,9
6,25 6,71 + 2,95 25,82
EEF 12,5 1,85+ 1,80 79,5°
25,0 1,37 + 0,97 84,8 P

A partir das analises histologicas do tecido da orelha, foi possivel confirmar a
reducdo do edema. As fotomicrografias revelaram que as orelhas edemaciadas no
grupo nao tratado e estimulado com 6leo de Croton (Fig. 6B, CN) mostraram um

aumento significativo na espessura da orelha em comparacao a orelha sem estimulo
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e nao tratada (Fig. 6A, Basal). A presenca do TPA provocou um edema expressivo,
acompanhado pela ruptura do tecido conjuntivo, com desorganizacéo das fibras da
matriz extracelular (PINTO et al.,, 2012). No entanto, a dexametasona (Fig. 6C)
produziu um efeito anti-inflamatério pronunciado, com reducdo acentuada na
espessura da orelha e infiltracdo leucocitaria, além da integridade das fibras da matriz

extracelular e tecido conjuntivo.

Figura 6 - Fotomicrografias de cortes transversais das orelhas coletadas apos 6

horas de tratamento com extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora (EEF) e
dexametasona. Laminas coradas com hematoxilina-eosina, em aumento de 10x e
escala de 100 mm. (A) grupo nao estimulado e nao tratado (Basal); (B) grupo néo
tratado e estimulado com 6leo de Croton (CN); (C) grupo estimulado e tratado com

dexametasona; (D1) grupo estimulado e tratado com EEF 0,125 mg/orelha; (D2)

grupo estimulado e tratado com EEF 0,25 mg/orelha; (D3) grupo estimulado e

tratado com EEF 0,5 mg/orelha.

Analisando ainda a intensidade do edema, bem como a integridade das orelhas
nas imagens acima, observa-se que em todas as concentragcbes de EEF os
fragmentos estdo mais integros e com menor espessura em comparagcao ao CN.

A area central do corte histologico é caracterizada pela presenca de edema em
propor¢cdes mais significativas em relacdo a base e ponta. Isso se deve a maior
vascularizacdo da regido e, portanto, maior extravasamento de liquido e infiltracéo
leucocitaria. Aqui todas as concentracdes dos extratos mostraram uma diferenca

significativa em relagdo ao grupo tratado com o veiculo (P<0,05). A reducdo da
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espessura da orelha pelo extrato foi maior ou igual a 60%, mostrando que essas

concentracOes foram eficazes e equivalentes a dexametasona (P>0,05) (Figura 7).

Figura 7 - Espessura da regido central dos cortes histoldgicos apds aplicacédo de
Oleo de Croton e tratamento com extrato etandlico das folhas de Plinia cauliflora
(EEF) e dexametasona (DEXA). 2 Diferenca estatistica em relacdo ao CN (P<0,05).
ANOVA seguido de teste de Bonferroni
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Apesar da eficacia dos glicocorticoides na terapia da inflamacao, como a
prépria dexametasona, uma série de efeitos adversos associados a esses farmacos
sdo muito comuns e bem documentados, sobretudo no uso prolongado. Alternativas
para contornar tais efeitos estdo sendo intensivamente pesquisados por
pesquisadores, dentre eles o0 uso de produtos naturais bioativos tem ganhado
importancia, devido ao seu baixo potencial toxicolégico e alta eficacia terapéutica
(VALLE, 2018). Portanto, um resultado anti-inflamatério tépico acima de 80%, como
demonstrado para EEF, com significAncia estatistica, representa uma vantagem

importante em relag@o aos anti-inflamatérios atualmente disponiveis.

CONCLUSAO

Através do doseamento de fendis totais, flavonoides e taninos, foi possivel
verificar que o EEF apresentou alto teor de fendis e teor de flavonoides superior ao de
taninos. Tal achado foi confirmado pela identificacdo de substancias dessas classes
de metabdlitos por meio da técnica de HPLC-MS-Q-TOF. O extrato mostrou atividade

antioxidante promissora para todas as vias de oxidacéo testadas. A viabilidade celular
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acima de 70%, em células de macrofagos peritoneal, mostrou que o extrato é seguro
para ser testado em ensaios in vivo. Nos testes de atividade anti-inflamatoria in vitro
e in vivo, EEF revelou resultados promissores, com reducao do oxido nitrico e inibi¢cao
do edema de orelha em torno de 95 e 80 %, respectivamente. Esses resultados abrem
novas perspectivas para o tratamento do processo inflamatério e no combate de
doencas relacionadas a producdo de radicais livres, como 0s canceres, a propria
inflamacdo e até o envelhecimento precoce. No entanto, mais estudos séao
necessarios para investigar mecanismos de acdo das substancias bioativas e

confirmar a correlacdo estrutura/atividade farmacoldgica.

REFERENCIAS

ABE, L. T.; LAJOLO, F. M.; GENOVESE, M. I. Potential dietary sources of ellagic acid
and other antioxidants among fruits consumed in Brazil: jabuticaba (Myrciaria
jaboticaba (Vell.) Berg). Journal Science Food Agriculture, v. 92, n. 8, p. 1679-1687,
2012.

AGRA, M. F.; SILVA, K. N.; BASILIO, I. J.; FREITAS, P. F.; BARBOSA-FILHO, J. M.
Survey of medicinal plants used in the region northeast of Brazil. Brazilian Journal of
Pharmacognosy, v. 18, p. 472-508, 2008.

ALVES, C. Q.; DAVID, J. M.; DAVID, J. P.; BAHIA, M. V.; AGUIAR, R. M. Métodos
para determinacdo de atividade antioxidante in vitro em substratos organicos.
Quimica Nova, v. 33, n. 10, p. 2202-2210, 2010.

ANVISA. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Farmacopeia Brasileira —
Monografias Plantas Medicinais. 62 ed. Brasilia, v. 2, PM017-00, 2019.

ARAUJO, C. R.; ESTEVES, E. A.; DESSIMONI-PINTO, N. A.; BATISTA, A. G.
Myrciaria cauliflora peel flour had a hypolipidemic effect in rats fed a moderately high-
fat diet. Journal Medice Food, v. 17, n. 2, p. 262-267, 2014.

AYALA, A.; MUNOZ, M. F.; ARGUELLES, S. Lipid Peroxidation: Production,
Metabolism, and Signaling Mechanisms of Malondialdehyde and 4-Hydroxy-2-
Nonenal. Oxidative Medicine and Cellular Longevity, p. 1-31, 2014.

BAILAO, E.; DEVILLA, I.; DA CONCEICAO, E.; BORGES, L. Bioactive compounds
found in Brazilian cerrado fruits. International Journal of Molecular Sciences, v. 16,
p. 23760-23783, 2015.

BRAND-WILLIAMS, W.; CUVELIER, M. E.; BERSET, C. Use of a free radical method

to evaluate antioxidant activity. LWT — Food Science and Technology, v. 28, p. 25-
30, 1995.

79




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

CHAVASCO, J. M.; PRADO E FELIPHE, B. H.; CERDEIRA, C. D.; LEANDRO, F. D.;
COELHO, L. F.; et al. Evaluation of antimicrobial and cytotoxic activities of plant
extracts from southern Minas Gerais cerrado. Revista do Instituto de Medicina Tropical
de S&o Paulo, v. 56, n. 1, p. 13- 20, 2014.

DRAGANO, N. R.; MARQUES, A. Y.; CINTRA, D. E.; SOLON, C.; MORARI, J.; et al.
Freeze-dried jaboticaba peel powder improves insulin sensitivity in high-fat-fed mice.
British Journal of Nutrition, v. 110, n. 3, p. 447-55, 2013.

DOWD, L. E. Spectrophotometric determination of quercetin. Analytical Chemistry,
v.31,n.7,p.1184-1187, 1959.

DUARTE-ALMEIDA, J. M.; SANTOS, R. J.; GENOVESE, M. |; LAJOLO, F. M.
Avaliacdo da atividade antioxidante utilizando sistema (3 -caroteno/acido linoleico e
método de sequestro de radicais DPPHe. Revista Ciéncia e Tecnologia de
Alimentos, v. 26, n. 2, p. 446-452, 2006.

FANG, L.; CHANG, H. M.; CHENG, J. C.; LEUNG, P. C; SUN, Y. P. Nitric Oxide and
cGMP Induce COX-2 Expression and PGE2 Production in Human Granulosa Cells
Through CREB Signaling Pathway. The Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, v. 100, n. 2, p. 262-269, 2015.

FOLIN, O.; CIOCALTEU, V. On tyrosine and tryptophane determinations in proteins.
Journal of Biological Chemistry, v. 73, p. 627, 1927.

FORTES, G. A.; NAVES, S. S.; GODOI, F. F.; DUARTE, A. R.; FERRI, P. H.; SANTOS,
S.C. Assessment of a maturity index in jabuticaba fruit by the evaluation of phenolic
compounds, essential oil components, sugar content and total acidity. American
Journal of Food Technology, v. 6, n. 11, p. 974-984, 2011.

FIDELISA, M.; SANTOSA, J. S.; ESCHERA, G. B.; ROCHAB, R. S.; CRUZB, A. G,;
CRUZC, T. M.; et al. Polyphenols of jabuticaba [Myrciaria jaboticaba (Vell.) O.Berg]
seeds incorporated in a yogurt model exert antioxidant activity and modulate gut
microbiota of 1,2-dimethylhydrazine-induced colon cancer in rats. Food Chemistry, v.
334, n. 127565, p. 1-7, 2020.

GABOR, M. Models of acute inflammation in the ear. In WINYAR, P. G.; WILLOUGH,
D. A. Inflammation protocols, New Jersey: Human Press, 2003. p. 129-131.

GREEN, L. C., WAGNER, D. A., GLOGOWSK]I, J., SKIPPER, P. L., WISHNOK, J. S.,
TANNENBAUM, S. R. Analysis of nitrate, nitrite, and [15N] nitrate in biological fluids.
Anal Biochem, n. 126, p. 131-138, 1982.

HASENCLEVER, L.; PARANHOS, J.; COSTA, C. R.; CUNHA, G.; VIEIRA, D. A
industria de fitoterapicos brasileira: desafios e oportunidades. Ciéncia & Saude
Coletiva, v. 22, n. 8, p. 2559-2569, 2017.

IDEMIR, C.; MOESES, A. D.; SIMONE, A. Z. Jabuticabeiras. Revista Brasileira de
Fruticultura, v. 32, n. 2 p. 343-656, 2010.

[ s0 [




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

ISO, E. N. 10993-5. Biological Evaluation of Medical Devices. Part 5: Tests for In Vitro
Cytotoxicity. International Organization for Standardization: Geneva, Switzerland,
2009.

KEDARE, S. B.; SINGH, R. P. Genesis and development of DPPH method of
antioxidant assay. Journal of Food Science and Technology, v. 48, n. 4, p. 412—
422, 2011.

LEITE-LEGATTI, A. V.; BATISTA, A. G.; DRAGANO, N. R.; MARQUES, A. C.; MALTA,
L. G. Jaboticaba peel: Antioxidant compounds, antiproliferative and antimutagenic
activities. Food Research International, v. 49, n. 1, p. 596-603, 2012.

LIMA, Annete de Jesus Boari. Caracterizacdo e Atividade Antioxidante da
Jabuticaba [Myrciaria cauliflora (Mart.) O. Berg]. 2009. Tese (Doutorado em
Agroquimica) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2009.

LINK, A.; BALAGUER, F.; GOEL, A. Cancer chemoprevention by dietary polyphenols:
Promising role for epigenetics. Biochemical Pharmacology, v. 80, p. 1771-1792,
2010.

LOBO DE ANDRADE, D. M.; REIS, C. F.; CASTRO, P. F.; BORGES, L. L.; AMARAL,
N. O.; TORRES, I. M.; et al. Vasorelaxant and Hypotensive Effects of Jaboticaba Fruit
(Myrciaria cauliflora) Extract in Rats. Evidence-Based Complementary and
Alternative Medicine, v. 2015, p. 1-8, 2015.

MELO, M. S.; MANCINI FILHO, J. Antioxidantes naturais do fruto do dendezeiro
(Elaeis guineensis, Jacq). Revista de Farmacia e Bioquimica da Universidade de
Sédo Paulo, v. 25, n. 2, p.147-157, 1989.

MILIAUSKAS, G.; VENSKUTONIS, P. R.; VAN-BEER, T. A. Screening of radical
scavenging activity of some medicinal and plant extracts. Food Chemistry, v. 85, n.
2, p. 231-237, 2004.

MMA. Ministério do Meio Ambiente (2014). Disponivel em:
<http://www.mma.gov.br/mma-em-numeros/biodiversidade-flora> Acesso em
16/12/2018.

MOSMANN, T. Rapid colorimetric assay for cellular growth and survival: application to
proliferation and cytotoxicity assays. Journal Immunological Methods, v. 65, n. 1-2,
p. 55-63, 1983.

NASCIMENTO, R. J.; ARAUJO, C. R.; MELO, E. A. Atividade antioxidante de extratos
de residuo agroindustrial de goiaba (Psidium guajava L.). Alimentos e Nutri¢é&o, v.
21,n. 2, p. 209-16, 2010.

OSAWA, C. C.; FELICIO, P. E.; GONCALVES, L. A. Teste de TBA aplicado a carnes

e derivados: métodos tradicionais, modificados e alternativos. Quimica Nova, v. 28,
n. 4, p. 655-663, 2005.

81




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

PALOZI, R. A.; GUARNIER, L. P.; ROMAO, P. V.; NOCCHI, S. R.; DOS SANTOS, C.
C.; et al. Pharmacological safety of Plinia cauliflora (Mart.) Kausel in rabbits.
Toxicology Reports, v. 6, p. 616-624, 2019.

PLAZA, M.; BATISTA, A. G.; CAZARIN, C. B.; SANDAHL, M.; TURNER, C.; OSTMAN,
E.; JUNIOR, M. R. Characterization of antioxidant polyphenols from Myrciaria
jaboticaba peel and their effects on glucose metabolism and antioxidant status: A pilot
clinical study. Food Chemistry, v. 211, p. 185-197, 2016.

PINTO, Nicolas de Castro Campos. Estudo fitoquimico e atividades bioldgicas das
folhas de Pereskia aculeata Miller (CACTACEAE). 2012. 122 f. Dissertacao
(Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas) - Faculdade de Farmacia, Universidade
Federal de Juiz de Fora, 2012.

REYNERTSON, K. A; WALLACE, A. M; ADACHI, S.; GIL, R. R; YANG, H.; BASILE,
M. J. Bioactive depsides and anthocyanins from jaboticaba (Myrciaria cauliflora).
Journal of Natural Products, v. 69, p. 1228-1230, 2006.

REYNERTSON, K. A.; YANG, H.; JIANG, B.; BASILE, M. J.; KENNELLY, E. J.
Quantitative analysis of antiradical phenolic constituents from fourteen edible
Myrtaceae fruits. Food Chemistry, vol. 109, n. 4, p. 883-890, 2008.

SARAIVA, R. A.; ARARUNA, M. K,; OLIVEIRA, R. C.; MENEZES, K. D.; LEITE, G.O,;
et al. Topical anti-inflammatory effects of Caryocar cariaceum Wittm. (Caryocaraceae)
fruit fixed oil on mice ear edema induced by different irritant agents. Journal of
Ethnopharmacology, v. 136, p. 504-510, 2011.

SCHIANTARELLI, P.; CADEL, S.; ACERBI, D.; PAVESI, L. Anti-inflammatory activity
and Bioavailability of percutaneous piroxican. Arzneimittel Forschung/Drug
Research, v. 32, p. 230-235, 1982.

SOUZA-MOREIRA, T. M.; MOREIRA, R. R.; SACRAMENTO, L. V.; PIETRO, R. C.
Histochemical, phytochemical and biological screening of Plinia cauliflora (DC.)
Kausel, Myrtaceae, leaves. Brazilian Journal of Pharmacognosy, v. 20, p. 48-53,
2010.

SOUZA-MOREIRA, T. M.; SEVERI, J. A.; SANTOS, E.; SILVA, V. Y.; VILEGAS, W.;
et al. Chemical and antidiarrheal studies of Plinia cauliflora. Journal of Medicinal
Food, v. 14, p. 1590-1596, 2011.

SUCUPIRA, N. R.; SILVA, A. B.; PEREIRA, G.; COSTA, J. N. Métodos para
determinacdo da atividade antioxidante de frutos. Cientifica Ciéncias Bioldgicas e
da Saude, v. 14, p. 263-269, 2012.

VALLE, A. L. Current methodologies in assessing the toxicity of natural products.
International Journal Phytocosmetics and Natural Ingredients, v. 5, n. 3, 2018.

VALLI, M.; RUSSO, H. M.; BOLZANI, V. S. The potential contribution of the natural

products from Brazilian biodiversity to bioeconomy. Academia Brasileira de
Ciéncias, v. 90, p. 763-778, 2018.

82




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

YADAYV, U. C.; RAMANA, K. V. Regulation of NF-kB-Induced Inflammatory Signaling
by Lipid Peroxidation-Derived Aldehydes. Oxidative Medicine and Cellular
Longevity, p. 1-11, 2013.

YANG, J.; GUO, J.; YUAN, J. In vitro antioxidant properties of rutin. LWT- Food
Science and Technology, v. 41, n. 6, p. 1060-1066, 2008.

[ s3 [




e

+*+*

CURRICULOS DOS AUTORES

Biografias




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Angelo Marcio Leite Denadai

Possui graduacdo em Quimica Industrial pela Universidade Vale do Rio Doce,
Mestrado em Agroquimica pela Universidade Federal de Vicosa e Doutorado em
Quimica pela Universidade Federal de Minas Gerais. Tem experiéncia na area de
Quimica, com énfases em Fisico-Quimica e Quimica Inorganica, atuando
principalmente nos seguintes ramos: Nanotecnologia, Sistemas Coloidais,
Encapsulamento Molecular e Propriedade Intelectual. E bolsista de produtividade do
CNPg em Desenvolvimento Tecnologico e Extensdo Inovadora. Foi Diretor do Instituto
de Ciéncias da Vida da UFJF Campus Governador Valadares (2016-2021) e Diretor
Geral do Campus Avangado da UFJF em Governador Valadares (2021-2025).

Arina Oliveira Reis da Paixao

Graduanda em Farméacia na Universidade Federal de Juiz de Fora.

Dafne Dayse Bezerra Macedo

Farmacéutica pela Universidade Federal da Paraiba-UFPB e Residente em Atencéo

ao Cancer e Cuidados Paliativos pela Asces-Unita.

Daniel Tendério da Silva

Professor Dr. da Universidade Federal do Vale do Sao Francisco-UNIVASF.

Elaine da Silva Leite

Farmacéutica pela Universidade Federal do Vale do S&o Francisco-UNIVASF e

Residente em Atencdo ao Cancer e Cuidados Paliativos pela Asces-Unita.

[ ss [




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Felipe Gomes da Costa Oliveira

Técnico Administrativo em Educacdo na Faculdade de Farmacia da Universidade

Federal de Juiz de Fora.

Géssica de Souza Sena

Farmacéutica pela Universidade Federal do Vale do Séao Francisco-UNIVASF.

Igor José de Souza Marques

Farmacéutico pela Asces-Unita e Residente em Atengdo ao Cancer e Cuidados

Paliativos pela Asces-Unita.

Janiny Maria Araujo Garcia

Graduanda em Farmacia na Universidade Federal de Juiz de Fora.

Jessyca Wanessa Soares Araujo Silva

Farmacéutica pela Asces-Unita e Residente em Atengdo ao Cancer e Cuidados
Paliativos pela Asces- Unita.

Jhuly Aurora Assuncgao Gouvéa

Graduanda em Farmacia na Universidade Federal de Juiz de Fora.

Joel Alexandre Meira

Quimico.

s [




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Juliana de Carvalho da Costa

Professora na Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora.

Katia Aparecida Nunes da Silva

Graduanda em Farmacia na Universidade Federal de Juiz de Fora.

Lais Alves Marques

Mestre pela Universidade Federal do Vale do Sao Francisco-UNIVASF.

Priscila de Lima Paula

Doutoranda pelo Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF)
da Faculdade de Farmacia da Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF). Mestre
em Ciéncias Farmacéuticas pelo PPGCF da UFJF. Graduada em Farmécia, com
énfase em Industria de Medicamentos e Cosmeéticos, pela Faculdade de Farmacia da
Universidade Federal de Minas Gerais. Tem experiéncia na area de Produtos Naturais
Bioativos e Nanotecnologia. Atua como pesquisadora realizando experimentos de
extracdo, elucidacdo e caracterizacdo de produtos naturais; encapsulamento
molecular de substancias bioativas; caracterizacdo de complexos supramoleculares

nanoestruturados; e ensaios biolégicos in vitro e in vivo.

Rodrigo Luiz Fabri

Possui graduacdo em Farmécia pela Universidade Federal de Juiz de Fora (UFJF),
Mestrado e Doutorado em Ciéncias Bioldgicas pela UFJF. Tem experiéncias nas

areas de quimica e atividades biologicas de produtos naturais.

Rogério Luis Bortoluzzi

Gerente cervejeiro.

87




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Thiago Martins Pais

Farmacéutico.

Vanessa Temponi de Melo

Técnica Administrativa em Educacdo na Faculdade de Farméacia da Universidade
Federal de Juiz de Fora.

[ s8s [




TEMATICAS EM FARMACIA: ATUALIDADES

Jader Luis da Silveira
(Organizador)

Possui Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas pela Universidade Federal de Alfenas -
UNIFAL-MG, MBA Executivo em Saude pela Universidade Candido Mendes - UCAM,
Especializacdo em Analises Clinicas e Microbiologia pela Universidade Candido
Mendes - UCAM, Especializagdo em Uso Educacional da Internet pela Universidade
Federal de Lavras - UFLA, Especializacdo em Gestao de Instituicoes Federais de
Educacéo Superior na Universidade Federal de Minas Gerais - UFMG, Especializagéo
em Docéncia com Enfase na Educacéo Basica pelo Instituto Federal Minas Gerais -
IFMG e Especializacdo em Docéncia com Enfase na Educac&o Inclusiva, pelo Instituto
Federal Minas Gerais - IFMG.

Fundador e Membro do Conselho Editorial da Revista MultiAtual e Revista Real
Conhecer. Tem experiéncia como Professor no Ensino Fundamental, Médio e Técnico
na Rede Estadual de Ensino, além de Tutor a Distancia nos cursos de formacéo
continuada e Poés-graduacdo no IFMG. E Fundador e Diretor Geral do Grupo

MultiAtual Educacional.

[ 89 [




ISBN 978-658997609-7

\/
"
91l 786589 976097 M&ft“i-oAr?ual




