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Até os anos de 1990, as informacdes sobre saude humana, de carater cientifico, de inovacao e tecnologias
advindas de trabalhos de pesquisa, ensino ou extensao, tinham acesso e insercao restritos aos meios acadé-
micos ou aos poucos institutos de pesquisa no Brasil. Atualmente, o acesso as informacgdes cresceu assusta-
doramente dificultando a selecao de fontes confidveis e o seu uso adequado na pratica profissional. Brazilian
Journal of Health and Pharmacy surgiu da necessidade de profissionais em saude, especialmente farmacéu-
ticos, de conhecer e entender as aplicacdes de trabalhos desenvolvidos em meios académicos e centros
de pesquisa no Brasil e em outros paises e do precioso anseio do CRF-MG em difundir estudos cientificos
estimulando o potencial transformador da pesquisa em acédo profissional para a promocao da saide humana.
Brazilian Journal of Health and Pharmacy é um dos primeiros peridédicos do Brasil criado por um conselho de
classe profissional sendo um canal de divulgacédo de trabalhos multiprofissionais e interdisciplinares envol-
vendo salide humana e ciéncias farmacéuticas. Sua publicacdo é em formato eletrénico, seu acesso é aberto
e gratuito a todos os profissionais e estudantes da area de saude, principalmente farmacia, e a populacao
em geral. No anseio de fortalecer o conhecimento idoneo e a atuagao profissional na érea de saude, o BJHP
tem por objetivo publicar trabalhos desenvolvidos com criatividade, seriedade e ética, na maioria das vezes
sabidamente com restricdo orcamentaria, mas sempre com grande zelo pela qualidade. Assim, possibilita
a divulgacgao de trabalhos de conclusdo de curso, de extensao e de iniciacdo cientifica, dissertagoes, teses,
revisoes e opinides de especialistas em assuntos de interesse comum. Serdo publicados também trabalhos
selecionados apresentados nos eventos organizados pelo Conselho Regional de Farméacia de Minas Gerais,
valorizando ainda mais aqueles que querem dar voz ao trabalho que realizam. O novo conhecimento vai
ampliar assim as habilidades de atuacédo, o entendimento de ac¢des ja realizadas, renovar a capacidade critica
e reflexiva ou simplesmente agucar a curiosidade e a observacao, aspectos tdo importantes para a vida e
para o desejo de ser o melhor profissional possivel.

Para este primeiro volume foram convidados pesquisadores renomados, especialistas em areas e assuntos
que ja evidenciam o caminho que iremos seguir e a que viemos. Somos muito gratos especialmente aos
autores deste volume que acreditaram e confiaram no nosso desejo, generosamente atenderam a nossa
solicitacao, se tornaram colaboradores, e se comprometeram a tempo e a contento, vislumbrando conosco a
indexagao darevista e a sua valorizacao imediata. Nossa gratidao também as pessoas do CRF-MG, integrantes
da equipe editorial, que abracaram com dedicacdo extraordindria o projeto da revista. Elas foram primor-
diais e trabalharam arduamente para este lancamento e para a existéncia da revista como periddico a ser
indexado em bases de dados num futuro proximo.

Iniciaremos com seis secOes, a saber, Ciéncias Farmacéuticas, Gestdo em Saude, Ciéncias Basicas, Praticas
Complementares, Educacdo em Saude e Outros. Serdo aceitos artigos originais, de revisdo e similares. A
revista estard aberta as diferentes subdreas do conhecimento relacionadas a saide humana, especial-
mente, mas ndo exclusivamente, a farmacia e sua diversidade de atuacdo, com respeito ao fluir das ideias
e a liberdade de expressao, atendendo ao escopo da revista e ao seu compromisso social caracteristico da
area. A partir do segundo volume, convocamos a comunidade atuante na area de saude, em suas inimeras
abordagens basicas ou aplicadas, para juntos construirmos esta revista, que sera de todos e para todos. Sua
existéncia e permanéncia como meio de divulga¢dao do conhecimento através do CRF-MG deverd se dar
independente da equipe gestora atuante, sempre garantindo a sua periodicidade, idoneidade e qualidade.
Por fim, agradecemos a vocé leitor, farmacéutico, profissional da satuide, estudante, pesquisador, docente ou
outro, que também entendeu a demanda existente e agora usufrui de nossa revista. Fique a vontade para
sugestoes e criticas, e seja muito bem-vindo a submeter seu trabalho para a publicagao.

Andrea Grabe Guimaraes
Editora chefe
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RESUMO:

Cymbopogon citratus é uma planta medicinal conhecida como capim limdo, pertencente a familia Poaceae. Possui
acao farmacoldégica como antiespasmaodico, ansiolitico e sedativo leve e esta entre as plantas medicinais relatadas pela
Farmacopeia Brasileira, que estabelece parametros de qualidade dessa matéria prima vegetal. O objetivo deste trabalho
foiavaliar os padrdes de pureza e teor de 6leo essencial estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira em amostras comerciais
de capim limao. Foram analisadas amostras comerciais (C1, C2, C3 e C4) e uma amostra do horto medicinal (HM) do ICA-
UFMG. Para andlise de pureza da droga vegetal foram utilizados métodos estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira. O
6leo essencial foi extraido por hidrodestilacao, e o teor calculado com base na matéria seca das folhas. Andlises quimicas
foram realizadas afim de identificar os componentes do éleo essencial, bem como para quantificar o teor de citral em
cada uma delas. Todas as amostras apresentaram teores de dgua e cinzas totais inferiores, respectivamente, 11% e 9%,
estando dentro dos valores estabelecidos pela Farmacopeia. Em duas (C1 e C4) das trés amostras comerciais do estudo,
o teor de 6leo e a porcentagem do composto majoritario do 6leo, o citral, estavam abaixo do limite estabelecido pela
Farmacopeia Brasileira (60%). Assim, conclui-se que nem todas as amostras comercializadas estdao dentro dos padrdes
estabelecidos para composicao quimica e teor de 6leo, porém, em relacdo ao teor de dgua e cinzas totais, estdo de
acordo com o estabelecido pela Farmacopeia Brasileira.

Palavras - chave: Citral, CG-DIC, 6leo essencial, farmacopéia.

ABSTRACT:

Cymbopogon citratus is a medicinal plant known as lemon grass, belonging to the Poaceae family. It has pharmacological
action on antispasmodic, anxiolytic and mild sedative and is among the medicinal plants reported by the Brazilian
Pharmacopoeia, which establishes quality parameters of this vegetal raw material. The objective of this work was to
evaluate the standards of purity and essential oil content established by the Brazilian Pharmacopoeia in commercial
samples of lemon grass. Commercial samples (C1, C2, C3 and C4) and a sample of the medicinal garden (HM) of ICA-
UFMG were analyzed. For the purity analysis of the plant drug, methods established by the Brazilian Pharmacopoeia were
used. The essential oil was extracted by hydrodistillation, and the content calculated on the basis of the dry matter of
the leaves. Chemical analysis were performed in order to identify the essential oil components, as well as to quantify the
citral content in each one of them. All the samples presented water contents and total ash lower, respectively, 11% and
9%, being within the values established by the Pharmacopoeia. In two (C1 and C4) of the three commercial samples of the
study, the oil content and the percentage of the major oil compound, the citral, were below the limit established by the
Brazilian Pharmacopoeia (60%). Thus, it is concluded that not all samples marketed are within the established standards
for chemical composition and oil content, however, in relation to water content and total ashes, are in accordance with
the established by the Brazilian Pharmacopoeia.

Keywords: Citral, CG - DIC, essential oil, pharmacopoeia.
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INTRODUCAO

Entre as plantas medicinais consumidas pela
populacdo com finalidade terapéutica, estd o

Cymbopogon citratus (DC.) Stapf,

capim-santo,

popularmente

conhecido como capim-limao e
capim-cidreira. Ele tem eficacia no tratamento de
insdnia, problemas digestivos e acao antioxidante
(ALBUQUERQUE, 2006; AZEVEDO et al., 2013; COSTA

etal., 2010; LIMA et al., 2013).

O uso de plantas para tratamento de enfermidades é
uma pratica secular, sendo que a qualidade e pureza
do material vegetal é fundamental para garantir o
resultado final. Assim, testes que possam avaliar esses
parametros foram estabelecidos pela Farmacopeia
Brasileira, permitindo avaliar a pureza, composicao
quimica, analises microscopicas e macroscdpicas dos
materiais vegetais.

A qualidade da droga vegetal é fundamental para
a eficacia do produto, sendo que a falta dela pode
trazer riscos a saude do consumidor (MELO et al.,
2007). Mesmo assim, parte da comercializacdao das
plantas medicinais é feita em mercados e lojas, onde
em parte das vezes, ndao é possivel a entrega de
produto de qualidade ao consumidor final.

Assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os padrées
de pureza e teor de 6leo essencial estabelecidos pela
Farmacopeia Brasileira em amostras comerciais de
capim limao.

MATERIAL E METODOS
Droga Vegetal

As amostras de capim-limdao (Cymbopogon citratus
(DC) Stapf. - Familia Poaceae) foram adquiridas
em farmacia de manipulacdo (@mostras C1 e C2),
feira livre (@mostras C3), em loja especializada na
comercializacao de plantas medicinais (C4) na regiao
central dacidade de Montes Claros, Minas Gerais, Brasil.
Uma amostra (HM) do Horto de Plantas Medicinais do

Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Minas Gerais — Campus Montes Claros (ICA-UFMG)
foi utilizada como controle neste trabalho.

Pureza

Os teores de umidade e cinzas totais foram
determinados como parametros de pureza, assim
como estabelecido pela Farmacopeia Brasileira
(2010). Para a determinacdo do teor de umidade, a
droga vegetal (3 g), foi colocada em placas de vidro,
previamente secas em estufa, e deixadas em estufa
de secagem a 105°C até peso constante.

O teor de cincas totais foi determinado a partir da
droga vegetal (2 g) moida em moinho de facas.
As amostras foram transferidas para cadinhos de
porcelanas previamente secos em estufa (105°C) e
colocados em mufla a 600°C por 24h. Os cadinhos
contendo as cinzas foram transferidos para estufa a
105°C por 2h, deixados em dessecador até atingir a
temperatura ambiente. Posteriormente, o material foi
pesado em balanca de precisao (0,0001 g) e calculado
o teor de cinzas.

Teor de 6leo

O ¢6leo essencial foi extraido utilizando o método de
hidrodestilacao, utilizando o aparelho de Clevenger.
A droga vegetal (90 g) foi transferida para um balao
de fundo redondo (1000 mL) e completado com
agua até metade da capacidade do baldo. O processo
de extracdo teve duracdo de 90 minutos, contados
apods o inicio da ebulicdo. Ao final, o éleo essencial
foi retirado da parte superior da coluna com auxilio
de pipeta Pasteur e armazenado em frascos ambar,
previamente pesados. A mensuracao do teor de éleo
essencial foi com base na matéria seca. Para isso, o
conteudo vegetal ap0ds a extracdo foi seco em estufa
de circulacdo forcada de ar a 65°C até atingir peso
constante. O teor de 6leo foi calculado com base no
valor na massa seca do material vegetal:




Brazilian Journal of

HEALTH ano PHARMACY

<

Volume 1, Niimero 1, 2019 v

Analise quimica

A quantificacdo do citral foi realizada a partir de
solucdes padrao de citral (Sigma-Aldrich 95% de
pureza), diluidos em acetato de etila (Vetec, Brasil)
nas concentracdes de 25, 50, 75, 100 e 150 mg L' e
estocadasa4°Catéomomentodasanadlises.Asandlises
cromatogréficas foram realizadas em cromatégrafo
a gas da Agilent Technologies (GC 7820A) equipado
com detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) e
coluna capilar HP-5 (Agilent Technologies) com fase
estaciondria 5% fenil e 95% metilpolisiloxano (30 m
comprimento x 0,32 mm diametro interno x 0,25 um
espessura do filme). Nitrogénio (99,996% de pureza)
foi utilizado como gds de arraste a uma taxa de 1T mL
minT e make up de 5 mL min™. O injetor split/splitless
foi mantido a 220 °C. A coluna cromatografica
inicialmente a 60 °C foi aquecida a uma taxa de 3 °C
min™ até 240 °C, permanecendo nessa temperatura
por 10 min. Apds a separacao dos compostos a
temperatura foi elevada até 300 °C e permanecendo
por 1 min (post run). A temperatura do detector foi
280 °C com fluxo de gas hidrogénio (99,995% de
pureza) de 35 mL min” e ar sintético (99,999% de
pureza) de 400 mL min™. Utilizando auto-injetor
(7693A), 1 uL da amostra foi injetada no cromatégrafo
arazao de split 1:5. Para cada ponto da curva analitica
foi considerada a soma das dreas dos isdmeros cis e
trans citral. A resposta do detector foi linear na faixa
de concentracao estabelecida com coeficiente de
determinacdo superior a 0,99. As amostras de 6leo
essencial foram pesadas (2 mg) utilizando balanca
analitica Shimadzu (Kyoto, Japao) e solubilizadas em
diclorometano (ImL). Em sequida, as amostras foram
diluidas 20x no mesmo solvente, transferidas para
vials de 2 mL e analisadas por CG-DIC.

massa do 6leo essencial

Teor de 6leo essecial = *100
massa seca da amostra da droga vegetal

A composicdo quimica do 6leo essencial foi realizada
a partir da técnica cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) em cromatégrafo
a gés da Agilent Technologies (GC 7820A), acoplado
ao espectrdmetro de massas e coluna capilar HP-5
(Agilent Technologies), com fase estacionédria 5%
fenil e 95% metilpolisiloxano (30 m comprimento x
0,32 mm diametro interno x 0,25 pum espessura do
filme). O nitrogénio (99,996% de pureza) foi utilizado
como gas de arraste a taxa de 1 mL min™ e make up
de 5 mL min™. O injetor split/splitless foi mantido a
220 °C. A coluna cromatografica inicialmente a 60
°C foi aquecida a uma taxa de 3 °C min™ até 240 °C,
permanecendo nessa temperatura por 10 min. Apds a
separacdo dos compostos, a temperatura foi elevada
até 300 °C, permanecendo por 1 min (post run). A
temperatura do detector foi de 280 °C com fluxo de
gas hidrogénio (99,995% de pureza) de 35 mL min™
e ar sintético (99,999% de pureza) de 400 mL min™.
Utilizando auto-injetor (7693A), 1 uL da amostra foi
injetada no cromatégrafo a razéo de split 1:5.

Os dados gerados a partir do CG-EM foram analisados
utilizando o software MSD Chemstation, juntamente
com a biblioteca (National Institute of Standards and
Technology, NIST 2009). A abundancia relativa (%)
dos constituintes foi calculada a partir da area de pico
do cromatograma de ions totais (TIC) e organizada
de acordo com a ordem de eluicao. A identificacao
dos compostos foi realizada por comparacao dos
espectros de massas com os da biblioteca (NIST
2.0, 2009), pelo indice de retencdo (IR) relativo e
calculado, segundo Van Den Dool and Kratz (1963) e
confrontado com informacgodes da literatura (ADAMS,
2007).

Delineamento experimental

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado, com cinco tratamentos
(cinco amostras de droga vegetal de capim-limao) e
trés repeticdes. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e, quando detectada diferenca estatistica
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significativa, as médias foram submetidas ao teste de
Tukey a 5% de probabilidade. O software utilizado foi
o R (versdo 3.2.4).

RESULTADOS
Pureza

Todas as amostras encontraram-se dentro dos padrdes
de pureza relacionados ao teor de umidade e cinzas,
estabelecidos pela Farmacopeia Brasileira (Tabela 1).

TABELA 1. Valores médios do teor de agua e cinzas
totais, em amostras de Cymbopogon citratus (DC) Stapf,

comercializadas em Montes Claros- MG.

HM 837a 5,44 bc
Cc1 8,558a 6,40 a
C2 8,28 a 6,08 ab
ca 853 a 4,92 cd
c4 740a 4,52d

*Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. HM: horto medicinal; C1:
comercial 1; C2: comercial 2; C3: comercial 3; C4: comercial 4;
C5:comercial 5.

Teor de 6leo e composicao quimica

O equivalente a 40 % das amostras (amostras C1 e
C4) apresentaram teor de 6leo essencial abaixo do
minimo estabelecido pela Farmacopeia Brasileira
(Tabela 2). As mesmas amostras que nao estiveram

dentro do padrdao para o teor minimo de o6leo
essencial, apresentaram concentracao de citral abaixo
do minimo estabelecido (60 %).

TABELA 2. Valores médios do teor de 6leo essencial, e

do teor de citral nos 6leos essenciais em amostras de
Cymbopogon citratus (DC) Stapf comercializadas em

Montes Claros- MG.

m Teor de 6leo essencial (%)* Citral (%)

HM 259a 84,3
c 1,10b 97,1
c2 0,54 c 90,2
c4 0,27 c 393
C1 0,10c¢ 43,1

* Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. HM: horto medicinal; C1:
comercial 1; C2: comercial 2; C3: comercial 3; C4: comercial 4;
C5:comercial 5.

Na analise da composicao quimica do 6leo essencial,
foram detectados 38 compostos dos quais 23 foram
identificados, sendo os classificados como monoter-
penos oxigenados predominantes em relacao aos
monoterpenos, sequesterpenos e sequesterpenos
oxigenados em todas as amostras. Apenas na amos-
tra 1 foram detectados compostos classificados como
sesqueterpenos e sesqueterpenos oxigenados (Tabe-
la 3).

TABELA 3. Composicao quimica do 6leo essencial, em amostras de Cymbopogon citratus (DC) Stapf, comercializadas em

Montes Claros- MG.

| Amosta |
Y T
1 0.5 = = =

tricyclene 922 921 -
2 a-pinene 932 932 - 0.5 - - -
3 camphene 948 946 - 3.6 - - -
4 6-methyl-5-heptene-2-one 981 981 0.3 1.6 14 0.4 0.8
5 myrcene 988 988 13.6 10.1 10.4 11.8 8.4
6 d-limonene 1027 1024 = 0.6 = 0.4 =
7 (e)-ocimene 1033 1044 0.3 = 0.2 = 0.7
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8 desconhecido 1068 - = 0.9 = = =
9 desconhecido 1090 = = 1.1 0.9 0.7 0.5
10 linalool 1099 1095 0.9 53 2.2 1.3 1.2
11 desconhecido 1141 - 1.8 1.2 1.8 1.9 1.8
12 desconhecido 1146 = 0.4 0.4 0.4 = =
13 citronellal 1149 1148 = 0.3 = = =
14 desconhecido 1159 = 29 2.2 33 3.1 3.2
15 desconhecido 1167 - - 1.8 1.9 0.5 0.3
16 borneol 1169 1165 = 0.6 = = =
17 desconhecido 1178 = 4.6 37 52 4.7 4.8
18 desconhecido 1191 = = 0.3 0.3 = =
19 a-terpinol 1193 1186 - 0.6 - - -
20 desconhecido 1205 = = 0.3 = = =
21 nerol 1222 1227 0.4 1.3 0.3 = =
22 desconhecido 1225 - - 1.5 0.5 - 0.5
23 desconhecido 1229 = = 0.4 0.4 0.4 =
24 neral (citral a) 1237 1235 30.9 171 28.9 31.7 33.0
25 geraniol 1249 1249 - 6.3 5.1 1.8 2.2
26 desconhecido 1251 - 5.2 0.9
27 geranial (citral b) 1268 1264 38.0 213 34.4 40.5 41.5
28 desconhecido 1282 = = 0.4 = = =
29 2-undecanone 1291 1293 - 1.9 0.7 0.5 0.4
30 desconhecido 1348 = = 0.3 = = =
31 geraniol acetate 1376 1379 0.5 25 0.8 = =
32 caryophyllene 1414 1417 - 0.5 - - -
33 2-tridecanone 1493 1495 - 1.6 0.5 0.4 -
34 y-cadinene 1508 1513 - 03 - - -
35 elemol 1543 1548 = 0.4 = = =
36 caryophyllene oxide 1575 1582 - 6.7 - - -
37 humulene oxide Il 1602 1608 = 0.6 = = =
38 desconhecido 1616 = = 0.4 0.3 = 0.8
monoterpenos 13.9 15.4 10.6 12.2 9.1
monoterpenos oxigenados 70.3 52.8 70.9 753 77.8
sesqueterpenos = 0.8 = = =
sesqueterpenos oxigenados = 7.8 = = =
desconhecidos 15.0 15.7 14.6 11.2 11.9
Outros*** 0.8 7.6 35 1.3 1.3

*|Rcal: Indice de retencdo calculado; **IRL: indice de retencéo da literatura; -: ndo detectado; ***: Compostos nao identificados e
demais compostos que ndo se enquadram nas classes citas. HM: horto medicinal; C1: comercial 1; C2: comercial 2; C3: comercial 3; C4:
comercial 4; C5:comercial 5.
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DISCUSSAO

A Farmacopeia Brasileira (2010) estabelece que a
parte utilizada para fins medicinais do capim santo
sdo as folhas. Para garantir a qualidade da droga, é
necessario, no minimo 0,5% de dleo volatil, com o
minimo de 60% de citral e os teores maximos de 11%
de agua e 9% de cinzas totais. Duas das amostras
analisadas ndo atingiram o nivel minimo de 6leo, o
que pode estar relacionado ao método de extracao,
sendo que no descrito pela Farmacopeia é adicionado
o xileno, que néo foi utilizado no método adotado
para o desenvolvimento do trabalho.

O limite maximo de 4gua e cinzas totais é estabelecido
por indicarem a pureza das amostras das drogas
vegetais. O excesso de dguafavoreceaacdo de enzimas
favorecendo a degradacao das substancias ativas, e
proporcionando o crescimento de microorganismos
(MELO et al., 2007). O teor de cinzas indica a presenca
de material inorganico como, por exemplo, areia nas
amostras (COUTO et al., 2009). Todas as amostras
apresentaram teor de dgua e de cinzas abaixo de 11
e 9 % respectivamente, valores estes estabelecidos
como maximos pela Farmacopeia Brasileira.

A secagem (COSTA et al, 2005), armazenamento
(GUIMARAES et al., 2008), época de colheita (SILVA et
al., 2005) e condig¢des de cultivo da droga vegetal sao
exemplos dos fatores que exercem influéncia sobre o
teor e composicao quimica dos 6leos essenciais. As
amostras que nao apresentaram o teor minimo de
6leo essencial (C1 e C4) foram as mesmas que nao
detinham a quantidade minima de citral. As diferencas
observadas nas amostras sao explicadas devido as
diferencas empregadas em cada processo produtivo,
e que nem sempre sao expostas ao consumidor final.

O o6leo essencial é um metabdlito secundario
produzido pela planta, que é alterado por fatores
como sazonalidade, temperatura, estresse hidrico,

nutricdo e altitude (GOBBO and LOPES, 2007).

As analises realizadas mostraram que em todas as

amostrasocitral, correspondente asomadosisémeros
neral (citral a) e geranial (citral b), foi o composto
majoritario, mesmo naquelas onde o teor foi abaixo
do minimo estabelecido pela Farmacopeia. O citral
como composto majoritdrio do éleo essencial estd
de acordo com estudos realizados por COSTA et al.
(2005), GAONKAR et al. (2016), GAUTAM e AGRAWAL
(2017), GUIMARAES et al. (2008), KUMAR et al. (2013)
e MIRANDA et al. (2014), onde foram analisados 6leos
essenciais de capim santo. O citral é considerado o
marcador quimico do 6leo essencial de capim santo.
Os compostos mirceno e linalol também foram
identificados em todas as amostras, confirmando
estudos realizados onde estes compostos estao entre
0s mais abundantes 6leos essenciais de capim santo
(GUIMARAES et al., 2008; LIMA et al., 2013).

A presenca de determinados compostos, como

majoritarios nos diversos estudos relacionados
ao Oleo essencial do capim santo, nao torna
desnecessarios futuros estudos relacionados a
composicdo quimica. Isso pelo fato de o metabolismo
secundario ser influenciado por fatores diversos,
onde diferentes combinacdes resultardo em
diversidade de composicoes, expressada na forma de
variacao na abundancia dos compostos (FURLAN et
al., 2010). Além disso, o tempo de armazenamento e a
luminosidade a qual as drogas vegetais sao expostas,
exercem influéncia sobre a composicao quimica da
droga vegetal (GUIMARAES et al., 2008), apontando
para a importancia de uma fiscalizacdo mais efetiva

sobre a comercializagdo de drogas vegetais.

CONCLUSAO

Assim, conclui-se que nem todas as amostras

comercializadas estao dentro dos padroes
estabelecidos para composicao quimica e teor de
6leo, porém, em relacdo ao teor de dgua e cinzas
totais, estdo de acordo com o estabelecido pela

Farmacopeia Brasileira.
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Abstract

It is well described by many authors the occurrence of viruses outbreaks that occurs annually at the same time.
Epidemiological studies could generate importantinformation about seasonality and its relation to outbreaks, population
fluctuations, geographical variations, seasonal environmental. The purpose of this study was to show the influence of
temperature and rainfall on the main viral diseases responsible for high rates of morbidity and mortality. Data were
collected from samples performed at the Virology Laboratory of the Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parana (HC-UFPR), which is a university tertiary hospital, in the period of 2003 to 2013. The temperature (°C) and mean
monthly rainfall (mm) data was provided by the Sistema Meteorolégico do Parana (SIMEPAR-PR). The study of viral
respiratory infection has revealed an incidence and pattern of seasonal prevalence of the respiratory viruses in Curitiba
city, Southern Brazil. It was observed that in the months when the temperatures were lower, especially during June and
July, there were an increasing number of samples collected as well as positive scores. For Rotavirus infections it was
observed anincrease in positive cases was observed in certain years, particularly during the colder months. Enteroviruses
circulated in higher frequency during summer months with a median temperature of 21.5°C. Herpesviruses were
distributed along the year but its circulation was not observed during the winter months. In conclusion it was observed
the seasonality pattern of the viruses’ circulation in Curitiba city, on the other hand rainfall did not demonstrated the
same pattern.

Key words: seasonality, rainfall, respiratory viruses, viral gastroenteritis, nervous system viral diseases.

Resumo

E bem descrito por muitos autores a ocorréncia de surtos de virus que ocorrem anualmente ao mesmo tempo. Estudos
epidemiolégicos podem gerar informacdes importantes sobre a sazonalidade e sua relagdo com surtos, flutuagées
populacionais, variacdes geograficas, sazonais ambientais. O objetivo deste estudo foi mostrar a influéncia da
temperatura e da precipitagao nas principais doencas virais responsaveis por altas taxas de morbimortalidade. Os dados
foram coletados de amostras realizadas no Laboratério de Virologia do Hospital de Clinicas da Universidade Federal do
Parand (HC-UFPR), que é um hospital universitario terciario, no periodo de 2003 a 2013. A temperatura (° C) e a média dos
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dados pluviométricos mensais (mm) foram fornecidas pelo Sistema Meteorolégico do Parana (SIMEPAR-PR). O estudo da
infeccdo respiratdria viral revelou uma incidéncia e padrao de prevaléncia sazonal dos virus respiratdrios na cidade de
Curitiba, sul do Brasil. Observou-se que nos meses em que as temperaturas foram mais baixas, especialmente nos meses
de junho e julho, houve um niimero crescente de amostras coletadas, bem como escores positivos. Para as infec¢oes por
rotavirus, observou-se um aumento nos casos positivos em certos anos, particularmente durante os meses mais frios.
Os enterovirus circulavam em maior frequéncia durante os meses de verdao com uma temperatura mediana de 21,5 °C.
Herpesvirus foram distribuidos ao longo do ano, mas sua circulacdo ndo foi observada durante os meses de inverno.
Em conclusdo, observou-se o padrdo de sazonalidade da circulacdo dos virus na cidade de Curitiba, por outro lado, a

precipitagao nao demonstrou o mesmo padréao.

Palavras chave: sazonalidade, indice pluviométrico, virus respiratorios, diarreias virais, meningites virais, encefalites

virais.
INTRODUCTION
It is well described the occurrence of viruses'

outbreaks that occurs annually at the same time
by many authors, due to host and etiologic agents
of infectious diseases. In this context, Altizer et
al., 2006 reinforce that epidemiological studies
could generate important information about
seasonality and its relation to outbreaks, population
fluctuations, geographical variations, seasonal
environmental. Additionally, the author remarks
that seasonality could be related to the onset and
severity of infectious diseases as well as with the
persistence of the viral agents and this information
could help in the adoption of strategies to control
the these diseases (ALTIZER et al., 2006). According
to World Health Organization respiratory infections,
diarrheas, Central Nervous System (CNS) diseases,
are the main problems of public health especially
in young children. The high rate of mortality in
young children by acute respiratory infections (ARI)
has important distinctions between developed
and in developing countries as well as it is closely
related to the seasonal environmental (MONTO,
1994). The impact of respiratory tract infections
in high-risk populations such as individuals with
asthma and chronic bronchitis has been confirmed
in several studies (FERNANDEZ et al., 1998)- Patients

with compromised immune function seem to be

susceptible to the same respiratory viruses that

circulate in the general population. However,
immunosuppression could generate conditions
of serious complications (RABONI et al., 2003). The
Group A rotaviruses (RVA) are the mainly responsible
by of acute watery diarrhea in children aged less
than 5 years worldwide. On a global scale, they are
responsible for approximately 611,000 deaths per
year, mostly in low-income countries (PARASHAR
et al, 2006). RVA infections remain an important
cause of pediatric hospitalization, particularly in
developing countries, where demographic and
socio-economic factors are associated with increased
mortality rates (HARRINGTON et al, 2003). Viral
meningitis is a common infectious disease of CNS
that occurs worldwide, especially during the summer.
Almost 90% of cases are caused by enterovirus such
as, coxsackievirus and echovirus (SAWYER, 2002).
They are easily transmitted by direct contact with
respiratory secretions that can cause outbreaks
with high financial impact and morbidity rates.
These viruses are geographically confined and some
serotypes may arise in endemic regions, with gradual
changes in the predominant serotypes present year
to year (SAWYER, 2002).The purpose of this study was
to show the influence of temperature and rainfall on
the principal viral diseases responsible for high rates

of morbidity and mortality.
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METHODOLOGY

An observational and retrospective was carried
out. Viral circulation information were evaluated
from analysis of Virology Laboratory database of
the Hospital de Clinicas da Universidade Federal
do Parand (HC-UFPR), which is a University tertiary
Hospital, from 2003 to 2013. This study was based on
the researches approved by the HC-UFPR Institution
Research Board (IRB). The temperature (°C) and mean
monthly rainfall (mm) data from 2003 to 2013 were
provided by the Sistema Meteoroldgico do Parana
(SIMEPAR), Curitiba, Parana, Brazil (SIMEPAR-PR).

Casuistic

In the period of 2000 to 2003 a total of 1621
nasopharyngeal aspirate (NPA) or brochoalveolar
lavage (BAL) samples were analyzed. From this total,
273 samples were obtained from primary healthcare
units and 1348 samples from the Hospital of the
Federal University in Parana (HC-UFPR), comprising
666 samples from the Human Stem Cell Transplant
(HSCT) Unit and 682 from pediatric patients attended
at the combined facilities of the intensive care unit
(ICU), along with the emergency and infectious
disease units. HSCT patients have a heterogeneous
age distribution that ranged from less than one to
70 years old, the majority of the samples were from
patients with 20 to 39 years old. In the period from
2006 to 2008 1,572 NPAs samples were analyzed for
hMPV diagnosis, of these 723 samples (723/1572,
46%) from pediatric inpatients, 356 (356/1572,
22.6%) from patients submitted to Human Stem Cell
Transplant (HSCT) and 493 (493/1572, 31.4%) from
outpatients were analyzed. Additionally, 163 samples
collected from 153 patients through the winter
months were tested for hMPV. The age range of the
patients was 15 days to 4 years (mean 7.7 months)
and 62.8% were male. One thousand and two cases
were identified in both databases. A cross-sectional
study was performed with 1,140 stool samples were

collected from April of 2001 to December of 2008
referred to HC-UFPR of outpatients and inpatients
with acute gastroenteritis. The patients were admitted
in the pediatric wards or to the hematopoietic stem
cells transplantation (HSCT) unit. During July 2005 to
December 2006 period a total 671 CSF samples were
evaluated, with 460 samples (460 patients) fulfilling
the inclusion criteria for the study. All the studies
included in this evaluation were approved by the
Ethics of Research on Human Beings Committee of
the HC-UFPR.

RESULTS

The study of viral respiratory infection in Curitiba,
Southern Brazil, has revealed an incidence and
pattern of seasonal of the viruses (Figure 1 A, B, Cand
D). The trimester distribution of respiratory viruses is
shown in figure 1. These figures illustrate the number
of positive samples and monthly median outdoor
temperature at time of samples collection during the
3 years of monitoring. In all figures it can be observed
that in the months when the temperatures were
lower, especially during June and July, there were an
increasing number of samples collected as well as
positive results. A similar distribution was observed
for outpatient and hospitalized patients Figure 1 (A
and B). Figure 1 (C) shows the incidence of the Human
Metapneumovirus (hMPV) in the winter months, the
virus was detected in 10 (6.4%) samples. Figure 1 (D)
shows that hMPV circulated throughout the year with
two annual peaks, one in the autumn and another in
the late winter. A higher incidence of hMPV (18/37,
48.6%) was observed in May and June 2007. In this
period was reported the alternance of the hMPV B2
subtype circulated in May and the hMPV B1 subtype
circulated in June. Figure 1 (E) shows the same
pattern of respiratory viruses, it shows the number of
positive samples for FLUA and FLUB and the monthly
median outdoor temperature during the three-year
period. It was observed an increase in the number of
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samples that tested positive for FLUA as well as FLUB  number of HRV infections during 2012, peaking in

during the winter season, which is associated with a  August (17 cases; 10%). In 2013, the seasonality of
lower outdoor temperature. Cases of HRV infection  HRV infection was from March to May, peaking in May
occurred throughout the study period (Figure 1F).The (19 cases; 12%). Comparing the monthly distribution

months of May to August demonstrated the highest of HRV cases with average temperature (°C) and
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Figure 1. Incidence of viral respiratory infection in nasopharyngeal aspirates and the relationship to average day time
temperature. (A) Incidence of viral infection, RSV, FLU A and B, PIV and ADV, from NPA samples in outpatients, positive
samples and its relation to average daytime temperature from April 2000 to November 2003. (B) Incidence of viral infection
RSV, FLU A and B, PIV and ADV, from samples of hospitalized patients and its relation to average daytime temperature from
January 2000 to December 2003. (C) Distribution of hMPV in NPA and relationship to average daytime temperature in
the winter months. (D) Distribution of hMPV positive samples and its relationship with the average daytime temperature
and rainfall from January 2006 to December 2008 in Curitiba. (E) Seasonal distribution of FLU cases in Curitiba and
monthly medium outdoor temperature during 2000 to 2003. (F) HRV infections: data on seasonality mean monthly
temperature and precipitation, 2012 to 2013, Curitiba. Abbreviation: RSV- Repiratory Sincytial Viral; FLU - Influenza virus;
PIV — Parainfluenza virus; ADV — Adenovirus; NPA — Nasopharyngeal Aspirate; hMPV — Human Metapneumovirus; HRV -
Human Rhinovirus.
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Figure 2. Incidence of RVA, Enterovirus and Hepesviruses in

day time temperature.

rainfall (mm), a negative correlation between the
number of HRV cases and the average temperature
(rs=—0.636, p<0.001) was demonstrated, but there
was no significant correlation with rainfall (rs=
—0.036, p=0.866). Figure 2 (A) shows the distribution
of RVA during the eight-year study and its relation to
monthly average temperature (°C) and rainfall (mm).
RVA infections presented an increase in positive cases
was observed particularly during the colder months.
However, it has been found that the frequency of the
disease varied throughout the year. RVA infections
presented an increase in positive cases was observed
particularly during the colder months. However, it
has been found that the frequency of the disease
varied throughout the year. In 2008, it was observed
that RVA circulate with a peak in the spring, which
represented a delay of almost five months when
compared to pre-immunization period. This was
probably a result of a less susceptible population
and, consequently, the virus required more time to
spread. The incidence of nosocomial infections in this
study was 12.5%. All patients had serious underlying
diseases and this infection may have contributed to
the increase in severity. CSF samples from patients
who presented lymphomonocytary meningitis were
investigated for enterovirus and herpesviridae family.
During the July 2005 to December 2006 period a
total 671 CSF samples were evaluated, with 460
samples (460 patients) filled the inclusion criteria for
the study. A total of 59/460 (12.8%) samples showed

Positive Samples
Temperature

N & N $ »
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RN S &8 R
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mmmmm Ertorovirus  [——— Herposviridae [ Mixed Infection — -« —Temperature

(8)

nervous system infection and the relationship to average

positive results for enterovirus (n=48), herpes simplex
virus (n=6), Epstein Barr virus (n=1), human herpes
virus type 6 (n=2) and a mixed infection with both
enterovirus and Epstein Barr virus (n=1). There were
higher numbers of positive samples during summer
months with a median temperature of 21.5°C (Figure
2 B), mainly for enteroviruses. Herpesviruses were
distributed along the year but its circulation was not
observed during the winter months.

DISCUSSION

Located in the southern region of Brazil, Curitiba city
is the coldest capital of Brazil, presenting a temperate
climate, with four seasons well defined. The average
temperature of the hottest month is less than 22 °C,
and the coldest temperature below 18 °C.
Precipitations in Curitiba are abundant throughout
the year. The pluviometric index is approximately 1
480 mm annually, with January being the month of
greatest precipitation (172 mm). Seasonality is an
important attribute in human viral infections, but the
mechanisms are poorly understood. Fisman 2012
reaffirmed in a review that better understanding of
drivers of seasonality could provide insights into the
relationship between the physical environment and
infection risk, which is particularly important in the
context of global ecological change in general, and
climate change in particular. In broad terms,
seasonality represents oscillation in pathogens’
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effective reproductive number, which, in turn, must
reflect oscillatory changes in infectiousness, contact
patterns, pathogen survival, or host susceptibility. In
Brazil, since the influenza A pandemic of 2009, referral
hospitals have been conducting active surveillance
to detect respiratory viruses. Such surveillance
includes notification and laboratory investigation of
cases meeting the diagnostic criteria of severe acute
respiratory infection (SARI). This viral respiratory
infection monitoring has resulted in important
the of other
community-acquired respiratory viruses (CRV)
(LITWIN et al., 2014). In the present evaluation it can
be observed that
temperatures were lower, especially during June and

information about circulation

in the months when the

July, there were an increasing number of respiratory
samples collected as well as positive results. A similar
distribution was observed for outpatient and
hospitalized patients. The viruses investigate were
RSV, FLU types A and B, ADV and PIV groups, by the
indirect immunfluorescence (IFl) and cellular culture
methods (TSUCHIYA et al., 2005.). It is of prime
importance to establish some criteria to differentiate
the viruses due to their high mortality and morbidity
rates and in consideration of the fact that at present,
influenza infection is potentially preventable by
vaccination and infected patients can be managed
with specific antivirals (SELWYN, 1990). We observed
FLU virus to be involved in a significant proportion of
respiratory diseases in the studied population; and
the results are in accordance with the rates reported
in other studies where both influenza and RSV are
major contributors to the increase of respiratory
disease associated morbidity seen during the winter
(MONTO, 2002; SELWYN, 1990; ZAMBON, 2001). It is
estimated that between 5.000 and 29.000 additional
annual deaths were caused by influenza in the UK.
between 1975 and 1990—five times the number
directly attributed to influenza on death certificates
(ZAMBON, 2001). The occurrence of these viruses in
Curitiba in the period of late March to July were

showed, and many authors have reported the same
seasonal of the virus in Brazil (STRALIOTTO et al.,
2002; RABONI et al., 2003; TSUCHIYA et al., 2005;
DEBUR et al., 2007; GARDINASSI et al., 2012). The
studies developed in the virology laboratory revealed
the involvement of viruses as etiologic agents in
respiratory diseases in HSCT patients and viruses
have been described as causing serious diseases in
the immunosuppressed patients, elderly or persons
with chronic lung disease, which tend to peak in the
autumn or spring (RABONI et al, 2003; TSUCHIYA et
al., 2005; DEBUR et al, 2007 and 2010). Another study
by our group was on acute respiratory infection by
hMPV in children hospitalized children in Parana
State, Brazil (DEBUR et al 2007). It was observed that
hMPV circulates during winter and spring, consistent
with the findings of another studies (JARTTI et al,,
2002.; MULLINS et al., 2004; VAN DEN HOOGEN et al.,
2004; CHANO et al., 2005; BOUSCAMBERT-DUCHAMP
et al., 2005; GRAY et al.,, 2006). Cuevas et al. (2003)
reported a correlation between respiratory virus
circulation and rainy periods, but we did not observe
any such relationship in southern Brazil, where hMPV
circulation could only be correlated with lower
temperatures (CUEVAS et al., 2003). In other Brazilian
regions, the presence of the hMPV correlates with
rainy seasons, as reported by Cuevas et al. (2003), and
with temperature decreases. Human rhinovirus (HRV)
is the most common cause of upper respiratory tract
infections, being responsible for at least 50% of cases
of the common cold. HRVs have also been linked to
lower airway effects that result in significant morbidity
and mortality. In general, HRV infections occur during
spring and autumn and manifest differently
depending on whether the lower or upper respiratory
tract is infected (LITWIN et al., 2014). It was observed
in Curitiba a negative correlation between the
number of HRV cases and the average temperature
and an incidence of positives cases in the months
may to august (LEOTTE et al., 2016). Rotavirus type A
infections remain an important cause of pediatric
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hospitalization, particularly in developing countries,
where demographic and socio-economic factors are
associated with increased mortality rates. Vaccination
has a significant impact on the frequency of disease;
nevertheless, severe infections persist, and the
possible emergence of new genotypes must be
considered. The diversity of rotavirus strains
underscores the need for intensive surveillance; thus,
the implementation of laboratory surveillance is
critical to prevent outbreaks (RAMANI et al., 2009).
RVA infections are most common in the wintertime in
temperate regions, and year-round in tropical areas
(KANE et al., 2004). In Brazil, an increase in positive
cases was observed in certain years, particularly
during the colder months (SANTOS et al.,, 2008). The
same pattern was observed in the studies developed
in the virology laboratory (PEREIRA et al, 2013.).
However, it has been found that the frequency of the
disease varied throughout the year, suggesting that
factors other than weather can influence the
seasonality of this pathogen (NUNEs et al, 2010;
PEREIRA et al., 2013). Furthermore, in 2008, it was
observed that RVA activity was spread throughout
the entire year, peaking in the spring, which
represented a delay of almost five months when
compared to pre-immunization period. This was
probably a result of a less susceptible population and,
consequently, the virus took more time to spread
(SAFADI et al, 2010). It is worth mentioning the
importance of RVA associated to hospital-acquired
infections among children. Several factors, such as
age, immune status, underlying disease, diagnostic
and therapeutic interventions, season of the year, and
duration of hospitalization may influence the
acquisition of these infections. The genotypes of RVA
found in these patients reflected the same genotype
circulating in the community, highlighting the
importance of measures for hospital infection control
to prevent the spread of the pathogen in this
environment (GLEIZES et al., 2006). Viral meningitis is

a common infectious disease of the CNS that occurs

worldwide, especially during the summer. In Curitiba
it's responsible for approximately 50% of inpatients
(Brasil, Ministério da Saude, 2007). Almost 90% of
cases are caused by enterovirus (EV) such as,
coxsackievirus and echovirus which contain several
(SAWYER, 2002; MONTO, 2002). EV
meningitis is the most common agent identified in

serotypes

most cases, followed by herpesviridae family viruses
(VIDAL et al., 2011). In addition to morbidity, these
infections cause a major economic impact on
developed and developing countries (BROWN et al,,
2003). There is little information on viral infections of
the CNS in Southern Brazil. The circulation of the EV in
Curitiba occurred mainly in the summer and autumn,
similarly tothat described for the northern hemisphere
(VIDAL et al, 2011). However, a high year-round
incidence occurs in tropical and subtropical areas. It is
believed that fecal-oral spread of these agents is
facilitated, particularly among children, during
periods of warm weather. In addition to direct person-
to-person transmission, EVs may be recovered from
houseflies, wastewater and sewage (KLOWDEN et al.,
1974). This evaluation reports the incidence of
respiratory viruses, gastroenteritis and meningitis
related to the seasonality and rainfall. Certainly, the
information of seasonality will contribute to improved
understanding of the epidemiology of this infections
and etiology thus the management of antiviral drugs
and establishment of strategies to minimize the
impact of these viruses in many patients including
immunocompromised patients.

CONCLUSION

In conclusion it was observed the seasonality pattern
of the viruses’ circulation in Curitiba city, on the other
hand rainfall did not demonstrated the same pattern.
The perspective of the established the influence
and determine the mechanisms of the seasonality,
rainfall and the development of infectious diseases
could improve the comprehension of its dynamics
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and complications, in different regions of Brazil.
Principally it could provide insights to developing
epidemiological strategies to control the spread of
viral agents as well to prevention the viral diseases.

Disclosure of Potential Conflicts of Interest: The
authors declare no potential conflicts of interest.
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ABSTRACT:

Acinetobacter baumannii is a multiple drug resistance opportunistic pathogen who has been responsible for severe
outbreaks in nosocomial environment. A. baumannii possesses several mechanisms of antibiotic resistance that make it
resistant to B-lactamics, mainly due to OXA-type carbapenemases expression, and others antibiotics. The bla,,. gene is
an antibiotic resistance gene typical of K. pneumoniae and P. Aeruginosa. In 2009, bla,,  was found in A. baumanniiisolates
in Puerto Rico and later in Sdo Luis, Brazil. The aim of this study is to screening the presence of bla ,_in nosocomial A.

KPC

baumannii isolates from hospital environment monitoring. The study was approved by the Research Ethics Committee
of the Universidade Estadual de Montes Claros under number 852.002/2014. Thirty-one DNA samples of Acinetobacter
spp extensively drug resistant isolated from hospitalized patients in the southeast of Minas Gerais state — Brazil and kept
at -20°C were used for PCR amplification of bla,,  gene detection. The expected amplicon size of 876 bp was visualized
on 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide and photographed. Twenty-eight DNA samples of Acinetobacter
spp. tested negative to bla,, gene and three isolates showed PCR expected amplicon of 876 bp. The presence of K.
pneumoniae and Acinetobacter spp. in the same hospital environment could results in gene transfer between them. Also,
the widespread and increasing uses of carbapenems could accelerate the spread of carbapenems-resistant strains by
transferring resistance genes among the enterobacteriaceae and related microorganisms, impacting the public health
system.

Keywords: Acinetobacter baumannii, multi-resistance, carbapenemase, blaKPC

RESUMO:

Acinetobacter baumannii é um patégeno oportunista de resisténcia a multiplas drogas que tem sido responsavel por
surtos graves em ambiente nosocomial. A. baumannii possui varios mecanismos de resisténcia aos antibidticos que o
tornam resistente aos [3-lactamicos, principalmente devido a expressao de carbapenemases do tipo OXA, e a outros
antibiéticos. O gene bla,,. € um gene de resisténcia a antibidticos tipico de K. pneumoniae e P. aeruginosa. Em 2009, o
b/aKPC foi encontrado em isolados de A. baumannii em Porto Rico e depois em Sao Luis, Brasil. O objetivo deste estudo
foi rastrear a presenca de bla,,. em A. baumannii nosocomiais isolados de ambiente hospitalar. O estudo foi aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Estadual de Montes Claros sob o nimero 852.002/2014. Trinta e uma
amostras de DNA de Acinetobacter spp. extensivamente resistentes a drogas isoladas de pacientes hospitalizados no
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sudeste de Minas Gerais e mantidas a -20°C foram utilizadas para deteccdo do gene bla

wc Por PCR. O tamanho esperado

do amplicon era de 876 pb, o qual foi visualizado em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e fotografado.
Vinte e oito amostras de DNA de Acinetobacter spp. foram negativos e trés isolados mostraram o fragmento de 876 pb,

correspondente ao gene bla,, .

A presenca de K. pneumoniae e Acinetobacter spp. no mesmo ambiente hospitalar e o uso

crescente e generalizado de carbapenémicos pode acelerar a disseminagao de cepas resistentes aos mesmos pela trans-
ferindo genes de resisténcia entre as enterobactérias e microrganismos relacionados, com impacto no sistema publico

de saude.

Palavras - chave: Acinetobacter baumannii, multirresistente, carbapenemase, blaKPC

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a multiple drug resis-
tance (MDR) opportunistic pathogen who in recent
decades has been responsible for severe outbreaks
in nosocomial environment (FONSECA et al. 2013;
PEREZ et al. 2010; PELEG, SEIFERT and PATERSON
2008). Intensive care units, burn therapy units and
long-term care units are the most associated with
infections caused by A. baumannii and the most
affected patients are the hospitalized one who are
often elderly, debilitate, severe ill or immunocompro-
mised (PEREZ et al. 2010; HAMMOUDI et al. 2015). A.
baumannii can cause nosocomial pneumonia, urinary
tract infections, endocarditis, meningitis and sepsis
(MARTINEZ et al. 2016). Since its high antibiotic resis-
tance and the precarious health condition of the
patients, these infections are difficult to treat and
have a mortality rate of 50% (CARVALHO et al. 2016).
For this reason, the study of MDR pathogens and the
control of their diffusion in a hospital environment is
worldwide considered a major issue (PELEG, SEIFERT,
and PATERSON 2008; CARVALHO et al. 2016).

A. baumannii possesses several mechanisms of
antibiotic resistance that make it resistant to B-lac-
tamics, aminoglycosides, fluoroquinolones and tetra-
cyclines. These mechanisms are due to chromosomal
and plasmid-acquired [-lactamases, overexpression
of efflux pumps, porins down regulation, aminogly-
cosides modifying enzymes, gyrase and topoisom-
erase mutations (HANDAL et al. 2017; BRATU et al.
2008). Among them, the major antibiotic resistance
mechanism is due to PB-lactamases expression. They
are classified by Ambler in four families: classA, Extend-
ed-Spectrum B-lactamases; classB, metal-B-lactamases
(MBLs); classC, Acinetobacter-derived cephalospori-

nases; classD, carbapenem-hydrolyzing (3-lactamases
known as OXA-type carbapenemases (CARVALHO et
al. 2016).

In A. baumannii the major part of antibiotic resistance
is due to OXA-type carbapenemases expressions.
These have a spectrum breadth unrivalled by other
B-lactamases (QUEENAN and BUSH 2007; AZIMI et al.
2015). The genes belonging to the OXA-type family

were grouped into six subgroups: bla_ , ., bla_,, ...
bla,, s Plag,, s Plagy, . and blag,, ... In particular,
bla_,, ., is the most diffused carbapenemases coding

gene in Brazil (FONSECA et al. 2013; CARVALHO et al.
2016).

Recently two other genes coding for carbapene-
mases have been found in isolates of A. baumannii,
although they are not typical of this pathogen: bla,  ,
which encodes for a classB B-lactamase and bla,,
which encodes for a classA [-lactamase (BERRAZEG
et al. 2014; ROBLEDO et al. 2010; RIBEIRO et al. 2016).
Their association with mobile genetic elements,
transposons, suggests that both can be horizontally
transferred between different pathogens (MARTINEZ
et al. 2016; QUEENAN and BUSH 2007; ROBLEDO et al.
2010; RIBEIRO et al. 2016).

The bla,, . gene is a chromosomal gene original
from plant pathogens, such as Pseudoxanthomonas,
and pathogens from the same environment. In 2007
there was the first recorded and published case of
an infection caused by K. pneumoniae with bla_ .
gene. Since then, a worldwide spread of this gene has
been recorded in other community or nosocomial
pathogens, including in A. baumannii (BERRAZEG et
al. 2014).

The bla,, gene is an antibiotic resistance gene typical

of K. pneumoniae and P. aeruginosa and is localized on
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plasmid-borne transposon Tn4401. For the first time
in 2009 bla,,. was found in A. baumannii isolates in
Puerto Rico and later in Sao Luis, Brazil (ROBLEDO et
al. 2010; RIBEIRO et al. 2016). A. baumannii bla,, -pos-
itive specimens were collected in intensive care units
and general medicine units of the same hospital
where, at the same time, other infections caused
by bla,, -positive K. pneumoniae were found. The
coincidence about common hospital environment
and its association with transposon Tn4401 makes to
thinking that it could be possible for this gene to be
horizontally transferred between different pathogens
present simultaneously in the same environment.

It is believed that the acquisition of further antibiotic
resistance mechanisms in A. baumanniiis a worldwide
issue and probably not only limited to this pathogen
(ROBLEDO, AQUINO, and VAZQUEZ 2011). The aim
of this study is to screening the presence of bla,,_in
nosocomial A. baumannii isolates to pursue a hospital
environment monitoring.

MATERIALS AND METHODS

CARVALHO et al. (2014) isolated extensively drug
resistant (XDR) Acinetobacter spp from hospitalized
patients at the hospital located in the southeast of
Minas Gerais state - Brazil. The total DNA samples were
keptin the freezerat-20°Cin the laboratory. Thirty-one
samples containing enough material for detection of
bla .. gene by PCR were selected for this study.

KPC

Primers described by Yigit et al. (2001) were used to
screenforthe bla,, gene; they generated anamplicon
size of 876 bp. All primers were synthesized by
Integrated DNA Technology (USA). The amplifications
were performed in a single PCR containing 2x GoTaq
Green Master Mix® (Promega, USA), 2.5 mM MgCl,, 10
MM of each primer, and 50 ng of bacterial DNA in a
final volume of 50 uL. The amplification conditions
used were the same as those reported by the authors
listed for each primer. The amplicons were visualized
on a 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide
and photographed. As a positive control for the PCR,
two nosocomial strain of K. pneumoniae previously
identified by a Brazilian reference laboratory (Ezequiel
Dias Foundation), encoding bla,,, was used. Distilled
and sterilized water was used as a negative control.

The research was performed in accordance with the
Brazilian National Council of Research Ethics (CONEP)
Resolution 466/12 and the Declaration of Helsinki. The
study was approved by the Research Ethics Commit-
tee of the Universidade Estadual de Montes Claros, af-
filiated with the CONEP, under number 852.002/2014

RESULTS

Twenty-eight DNA samples of Acinetobacter spp.
in this study (n = 31) tested negative to bla,, gene
(Figure 1A and 1B) and three isolates (ISO 15, ISO17
and ISO21) showed PCR expected amplicon of 876 bp,
corresponding to the bla,, . gene (Figure 1B).

DISCUSSION

Acinetobacter spp. has been reported as extensively
drug-resistant, including Meropenem and Imipen-
em antibiotics (CARVALHO et al. 2016) and it has ac-
quired a huge genetic repertoire via horizontal gene
transfer, resulting in virulent and resistant microor-
ganism to any environment (HANDAL et al. 2017), es-
pecially in the hospital due to the drug pressure and
patient profile (CARVALHO et al. 2016).

Since, the Bla,,. belonging first of all to Klebsiella
pneumoniae and it is located in the mobile plasmid
containing the transposon Tn4401 (MARTINEZ et al.
2016), the presence of K. pneumoniae and Acineto-
bacter spp. in the same hospital environment could
results in gene transfer between them. The presence
of bla,, in A. baumannii described in Puerto Rico
(MARTINEZ et al. 2016; ROBLEDO et al. 2010), Sao
Luis city in Brazil (RIBEIRO et al. 2016) and Iran (AZ-
IMI et al. 2015) corroborates with this study. Howev-
er, in this work was not possible to determine if the
Acinetobacter spp. ISO15, ISO17 and 1SO21 resistant
to Imipenem and Meropenem was due to bla,, gene
(this study) or bla_ , .. genes (CARVALHO et al. 2016).
Also, it was unknown if the plasmid harboring bla,
gene was integrated into the Acinetobacter bauman-
nii chromosome since we used total DNA extraction
to detect the bla,,. amplicon by PCR.

The widespread and increasing uses of carbapenems
may accelerate the spread of carbapenems-resistant
strains by transferring resistance genes among the
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100

100

-- Blaygpc gene

876bp

Figure 1. PCR for detection of the bla, gene among carbapenem-resistant Acinetobacter spp DNA on 1.5% agarose gel. Panel A: Lane
M: Molecular mass marker 100 base par (Ludwig biotechnology); Lane 1 to 14: Acinetobacter spp DNA. Lane 15 and 16: Positive control
(Klebsiella pneumoniae reference strain carrying bla_.gene). Panel B: Lane M: Molecular mass marker 100 base pair (Ludwig biotech-
nology); Lane 1 to 17: Acinetobacter spp DNA. Lane 18: Negative control (Distilled water). The size of the 100bp Ludwig biotechnology
marker, in base pairs, is indicated to the left. The expected 876-base pair amplified fragment corresponding to the bla, gene is desig-

nated to the right of the gel.

enterobacteriaceae and related microorganisms with
impact in the public health system. Then, we report-
ed here by the first time in the southeast of Brazil the
presence of bla,,. gene in the A. baumannii isolates
which are extensively drug resistant including car-
bapenem:s.
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Resumo

As espécies do género Lychnophora, conhecidas no Brasil como arnica, sdo utilizadas na medicina popular brasileira para
tratar inflamacao, dor, reumatismo, contusdes, hematomas e picadas de insetos. Em estudos prévios o extrato etandlico
de Lychnophora pinaster apresentou agao anti-inflamatoéria e antinociceptiva. No presente trabalho, o extrato etandlico
das partes aéreas de L. pinaster foi submetido a fracionamento cromatografico em coluna de filtracdo em silica gel para
obtencdo das fracdes hexanica, diclorometanica, acetato etilica e metandlica. O efeito tépico do extrato etandlico e de
suas fracoes, veiculados em emulgel a 5 %, foi avaliado sobre o edema de pata induzido por carragenina em camundongos
Swiss. Os tratamentos com o extrato e suas fracdes foram capazes de reduzir significativamente o edema, sugerindo a
presenca de substancias de polaridade baixa, média e alta atuando em sinergismo para o efeito anti-inflamatério do
extrato. A avaliacdo da atividade antinociceptiva do extrato etandlico e das suas fracdes foi realizada em camundongos
Swiss utilizando dois protocolos in vivo, método da placa quente e de contor¢des induzidas pelo acido acético. As fragdes
foram administradas, por gavagem, na dose de 100 mg/kg. Indometacina foi utilizada como farmaco de referéncia para o
teste de contorc¢des induzidas por acido acético e morfina para o teste da placa quente. O extrato etandlico e suas fracoes
mostraram atividade antinociceptiva pelo método de contor¢des induzidas por acido acético, o que sugeriu a presenca,
nesta fracdo, de compostos com acdo em nivel periférico, atuando sobre a modulacao da liberacao de substancias que
induzem a nocicepcao. O extrato etandlico e as fracoes acetato etilica e metandlica demonstraram atividade também
pelo método da placa quente, com efeito semelhante ao exercido pela morfina. Este resultado indicou a presenca no
extrato de substancias, de polaridade média a alta, que parecem atuar em nivel central. Os resultados demonstraram as
acoes do extrato etandlico da arnica na inflamagao e dor e o potencial da espécie L. pinaster para o tratamento destas
condigbes. Os terpenos, flavonoides e acidos fendlicos, isolados anteriormente de L. pinaster, podem ter relacdo com os
efeitos anti-inflamatorio e antinociceptivo do extrato etandlico.

Palavras chave: Lychnophora pinaster, emulgel, efeito anti-inflamatoério, atividade antinociceptiva, contor¢des induzidas
por acido acético, placa quente.

Abstract

Species of the genus Lychnophora, known in Brazil as arnica, are used in Brazilian popular medicine to treat inflammation,
rheumatism, bruises and insect bites. Previous studies showed the anti-bacterial and antinociceptive effects of
Lychnophora pinaster ethanolic extract. In the present work, the ethanolic extract of L. pinaster aereal parts was subjected
to a chromatographic fractionation in a gel filtration column to obtain hexane, dichloromethane, ethyl acetate and
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methanolic fractions. The topical effect of the ethanolic extract and its fractions, into emulgel at 5%, was evaluated
on Swiss mice paw oedema induced by carragenin. All treatments with ethanolic extract and its fractions were able to
do reduce significantly the oedema, suggesting the presence of substances of low, medium and high polarity acting
synergistically to the anti-inflammatory effect of the extract. Evaluation of the antinociceptive activity of ethanolic extract
and its fractions were performed in mice, using hot plate and acetic acid induced contortion methods. The extract and
its fractions were administered by oral route at 100 mg/kg. Indomethacin was used as reference drug for the contortions
induced by aceticacid and morphine for the hot plate test. The ethanolic extract and its fractions presented antinociceptive
activity observed by the contortion induced by acetic acid reduction, which suggests the peripheral effect, probably by
the release modulation of the substances that induce nociception. The ethanolic extract and fractions of ethyl acetate
and methanol showed effect at hot plate method, similarly to morphine. This result indicated the presence of substances
of medium to high polarity, acting centrally. The results demonstrated the effects of arnica ethanolic extract to reduce
inflammation and pain, as well as their potential to treat these conditions. The terpenes, flavonoids and phenolic acids of
L. pinaster are maybe responsible for anti-inflammatory and antinociceptive effects of the ethanolic extract.

Key words: Lychnophora pinaster, anti-inflammatory effect, antinociceptive activity, edema, acetic acid-induced
contortions, hot plate.

INTRODUGAO pinaster e a Arnica montana, estas sejam conhecidas
e . . vulgarmente por arnica.

Plantas  medicinais sao plantas utilizadas 9 P

tradicionalmente com finalidade terapéutica A arnica brasileira, L. pinaster é uma espécie que

(BRASIL, 2006), com as quais se iniciou a producdo apresenta diversas propriedades medicinais

de medicamentos e o tratamento farmacolégico e crescimento arbustivo. Possui
de doencas (SCHULZ et al., 2002). A partir delas

desenvolveu-se a fitoterapia, terapéutica que utiliza

alto espectro
farmacoldgico, apresentando atividades

tripanossomicida (OLIVEIRA et al, 1996), anti-

estas plantas em suas diferentes formas farmacéuticas,
mas sem a utilizacdo de substancias ativas isoladas,
mesmo que essas sejam de origem vegetal (BRASIL,
2006).

O Brasil é detentor de uma enorme biodiversidade

e, portanto, possui grande potencial de
desenvolvimento de fitoterapicos. No entanto, a
maior parte dos extratos vegetais que originam os
fitoterapicos brasileiros ainda sdo provenientes da

Europa e da Asia (ANVISA, 2015).

A espécie Lychnophora pinaster Mart., conhecida

"”ou /T

popularmente como “arnica”, “arnica da serra”, “arnica

nou

brasileira”, “arnica mineira” ou “candeia”, comecou a
ser usada no século XVIII pelos imigrantes italianos,
em substituicdo a variedade européia (Arnica Montana
L.), aqui inexistente (CERQUEIRA et al., 1987). Talvez

devido a semelhanca dos efeitos clinicos entre a L.

inflamatoria, antinociceptiva (GUZZO et al., 2008),
antimicrobiana (FARIA etal.,2009),inibidora daxantina
oxidase (FERRAZ-FILHA et al., 2006), cicatrizante
(BARBOSA et al., 2010), além dos usos populares em
casos de inflamacdo, dor, reumatismo, contusoes,
inchacos, hematomas e traumatismos (CERQUEIRA et
al., 1987, SAUDE et al., 1998, RODRIGUES et. al., 2001).

Ainflamacao é um mecanismo bioldgico que protege
o corpo de possiveis danos causados por infeccdo ou
lesdo. Uma resposta inflamatéria eficaz envolve o
sistema imunoldgico e vascular e o tecido (TAAMS,
2018). O processo inflamatério é caracterizado pela
liberacao sequencial de véarios mediadores, incluindo;
aminas bioativas, eicosandides, citocinas, quimiocinas
e fatores de crescimento que regulam o aumento
da permeabilidade vascular e o recrutamento de
leucécitos do sangue para o local do processo
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inflamatério (BENEDEK et al., 2007; RODRIGUEZ-
VITA and LAWRENCE, 2010;). Neutréfilos, mondcitos
e macrofagos estdo entre as principais células que
atuam na resposta inflamatéria, sendo as principais
fontes de mediadores proé-inflamatérios incluindo
a ativacao e a inducao da expressao de enzimas,
a producdo do fator de necrose tumoral tipo alfa
(TNF-a) e interleucinas (ILs). Entre as citocinas que sao
produzidas durante o processo inflamatério, o TNF-a
juntamente comIL-1,IL-6 e IL-8 desempenham fung¢des
esenciais na amplificacdo da resposta inflamatéria
(BENEDEK et al., 2007). A inflamacao também esta
envolvida em muitas doencas crénicas tais como as
diferentes artrites inflamatoérias, incluindo a gota,
doenca de Alzheimer, doencas cardiovasculares,
(TAAMS, 2018).
Assim, anti-inflamatdrios sdo atualmente usados no

doencas autoimunes e cancer

tratamento de doencas inflamatérias cronicas, apesar
dos seus efeitos adversos.

Os anti-inflamatdrios esteroidais e os ndo-esteroidais
(AINEs) sdo utilizados com a finalidade de conter e
reverter o processo inflamatério seja ele local ou
sistémico (MENDES, 2001). Devido a esta toxicidade,
podem ser usados durante curtos periodos, exceto
Nos casos muito sérios onde os riscos sao aceitaveis.
O uso prolongado de AINEs estd associado a
efeitos adversos severos, tais como a hemorragia
gastrintestinal (ROBERT et al., 1979; MILLER, 1983),
reagoes cutaneas, efeitos renais adversos, disturbios
da medula éssea e disturbios hepaticos (CRONSTEIN
and TERKELTAUB, 2006). Nem os inibidores seletivos
da ciclooxigenase-2 (COX-2) parecem estar livres de
riscos (MARTIN ARIAS et al., 2019). Consequentemente,
ha uma necessidade de desenvolver novos agentes
anti-inflamatérios com efeitos adversos minimos
(VANE and BOTTING, 1987).

Segundo a Sociedade Brasileira para o Estudo
da Dor (SBED, 2009), a sua incidéncia de forma
persistente chega a 40%

dos individuos no

mundo e 50% ja apresentaram algum tipo de

comprometimento de suas atividades rotineiras,
afetando consideravelmente sua qualidade de vida.
Nocicepcao é um termo aplicado aos mecanismos
neurolégicos que detectam um estimulo lesivo
(FERREIRA, 2002). Uma vez que 0s animais nao sao
capazes de verbalizar os componentes subjetivos da
dor, neles nao se avalia dor, mas nocicepc¢do. Sendo
assim, termos como dor e analgesia sao mais adotados
para humanos e nocicepcao e antinocicepcao para
animais (JONES, 1992).

O arsenal farmacoldgico para o tratamento da dor
é composto, basicamente, por dois grandes grupos
de drogas analgésicas: os opidides, que abolem
diretamente a transmissao nociceptiva no sistema
nervoso central pela ligacao em receptores opidides
(HOSKIN & HANKS, 1991; ZADINA et al., 1997), e
drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais (AINES) que
previnem a sensibilizacdo de receptores periféricos e
centrais da dor inibindo a ciclooxigenase (CASHMAN,
1996).

Analgésicos opidides como a morfina, papaverina
e codeina sdo indicados no tratamento de dores
agudas, moderadas ou intensas, que nao respondem
a analgésicos menos potentes. Embora os opidides
sejam muito efetivos, sua utilizacdo é limitada
pelo fato desses farmacos apresentarem muitos
efeitos indesejados, como a constipagao, nduseas,
vomitos, broncoconstricao, hipotensao, bradicardia e
depressao respiratoria (MCQUEEN, 1983; HOSKIN and
HANKS, 1991; BRUNTON, 2012).

A busca por novos analgésicos e anti-inflamatorios
se faz necessaria. E o estudo de plantas usadas como
analgésicas e anti-inflamatdrias € um caminho légico
e promissor para a pesquisa de novas substancias
(NEWMAN and CRAGG, 2016). Assim, o objetivo
do presente trabalho foi avaliar os efeitos anti-
inflamatério tépico e antinociceptivo do extrato
etandlico e das fracdes de L. pinaster em modelos
experimentais in vivo em camundongos.
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METODOLOGIA
Material Vegetal

As partes aéreas de Lychnophora pinaster Mart. foram
coletadas em marco de 2007, nos campos rupestres
do municipio de Itabirito (MG), sob autorizacdao do
IBAMA. O material botanico foi identificado pelo Dr.
Julio Antonio Lombardi (UFMG). As exsicatas foram
depositadas no Herbarium do Instituto de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal de Minas Gerais
(BHCB/UFMG) e catalogadas com o numero de
registro 19.520.

As partes aéreas frescas foram deixadas em
estufa ventilada, a 40° C, até a completa secagem.
Posteriormente, o material vegetal foi pulverizado
em moinho de facas, pesado e armazenado.

Obtencao do extrato etanélico

O material vegetal seco e triturado (2.139,0 g) foi
percolado com etanol (PA) até o seu esgotamento.
O solvente extrator foi concentrado sob pressao
reduzida em evaporador rotativo a temperatura
nao superior a 40° C para a obtencao do extrato
etandlico bruto. Este extrato foi mantido sob vacuo
até completa eliminagdo do solvente e denominado
LPIiEEB.

Fracionamento cromatografico de LPiEEB

O extrato etandlico bruto (LPiEEB 62,0 g) foi submetido
a cromatografia em coluna de filtracao em silica gel
utilizando-se coluna cromatografica aberta (6,5 cm de
diametro) e como eluentes hexano, diclorometano,
acetato de etila e metanol. Foram obtidas quatro
fracoes: hexanica (LPiH; 0,6 g), diclorometanica (LPiD;
9,4 g), acetato etilica (LPiAcOEt; 26,0 g) e metandlica
(LPiMeOH; 26,0 g).

Avaliacao dos efeitos farmacoldgicos
Animais

Para os estudos das atividades anti-inflamatéria e
antinociceptiva foram utilizados camundongos Swiss

machos (30 £ 5 g, n = 8 por grupo) fornecidos pelo
Centro de Criacdo Animal (CCA) da Universidade
Federal de Ouro Preto (UFOP). Estes animais foram
mantidos em gaiolas em grupos de cinco, em sala
com temperatura (22 = 2° C) e luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12 horas) controladas e com racdo
e agua “ad libitum”. Para os experimentos na qual a
administracdao por via oral das solucdes dos extratos
foi realizada por gavagem, os animais foram mantidos
em jejum doze horas antes doinicio dos experimentos
com agua “ad libitum”. Os protocolos experimentais
foram submetidos ao Comité de Etica do Uso de
Animais (CEUA) da UFOP (protocolo n° 06/2009).

Avaliagao da atividade anti-inflamatoéria

Preparo das solucbes do extrato etandlico e
fracoes

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria o
extrato etandlico (LPIiEEB) e suas fracdes LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH foram solubilizados em glicerina
e etanol (PA) na proporcao de 1:1 obtendo-se a
concentragao de 333 mg/ml.

Preparo do emulgel

Para a avaliagdo do efeito anti-inflamatério do
extrato etandlico e fracdes de L. pinaster aplicados
topicamente, foi utilizado uma formulacao emulgel.
Esta formulacao foi preparada com a seguinte

composicao:

POIAWAX ... riereireeriireensiseiseesssssessessssisssssessssssssssssssssssssssees 4%
NALIOZOI.u ettt ssseeasessese s sasesasesaees 7%
Propilenoglicol.. s 2%
Cococaprilato Caprato.......eeceeeerrernsssssssessesessessessenes 3%
Parafinaliquida(éleomineral).......cccccoeenererrenerenrrrnrenennn. 2%
AlCOOIESTRANIICO v ssssssssssssen: 4%
Trietanolamina.......erierenrssesesssessessssssssssessens qg.s.
SolucdoconservanteNipagin/Nipazol........ccoecneeenee. 2%
Agua destilada.........ccoommrrrrrrrrversennenrerrrresssnenn. g.s.p. 100g
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Os componentes das fases oleosa e aquosa foram
aquecidos, separadamente, em banho-maria. Apés a
fusdao completa dos componentes da fase oleosa e o
aquecimento da fase aquosa a 60°C, verteu-se a fase
aquosa na oleosa e a mistura foi levada a um agitador
mecanico a 500 rpm. Apds o resfriamento até 40°C
foi adicionado a trietanolamina. O peso foi entdo
completado com agua destilada. O extrato etandlico
bruto e suas fragdes, na concentragdo de 333 mg/ml,
foram incorporados em emulgel para concentracoes
finais de 1% e 5%.

Edema de pata induzido por carragenina

Para a avaliacdo da atividade anti-inflamatéria
foi empregado o método de edema de pata
induzido pela carragenina descrito por WINTER e
colaboradores (1962) com modificacdes. Antes de
qualquer tratamento, as patas posteriores (direita e
esquerda) dos animais foram mensuradas utilizando-
se um paquimetro colocado da regido dorsal a
plantar medial de cada pata, método validado por
GUZZO (2007). Um volume de 0,02 ml de carragenina
(0,1% em salina 0,9%) foi aplicado na regido plantar
medial da pata direita posterior dos camundongos e
a pata esquerda foi submetida apenas a introducédo
da agulha (injecao ficticia).

O extrato etandlico de partes aéreas de L. pinaster
(LPiEEB) e suasfracoes (LPiH, LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH)
incorporados em emulgel (0,4 g) foram administrados
topicamente, logo apds a injecao de carragenina
ou a introducdao da agulha nas patas dos animais.
Dois grupos receberam medicamento padrao que
apresentam o efeito anti-inflamatorio tépico, a saber
o diclofenaco de dietilaménio - 11,6 mg/g (Cataflam
Emulgel®, Novartis) e o diclofenaco de dietilaménio
(obtido da Farmacia de Manipulacdo Aviar — Mariana,
MG) incorporado na mesma concentragao no emulgel
preparado (11,6 mg/g). O emulgel base sem principio
ativo, foi usado como controle do edema inflamatério
induzido pela carragenina.

Para garantir o contato da formulacdao com o local
do edema inflamatdrio, foram utilizados curativos
de gaze e esparadrapo do tipo micropore que
impediram que os animais retirassem a formulacgao.
Ap6s a administracdo da carragenina e das
formulagdes, os animais foram mantidos em gaiolas
individuais durante trés horas. Apos este periodo,
correspondente ao pico maximo de formacao do
edema, as espessuras das patas foram novamente
mensuradas. A variacao da espessura da pata (edema
formado) foi expressa percentualmente e calculada
entre o tempo zero e trés horas apds a administracao
da carragenina.

Avaliacao da atividade antinociceptiva

Preparo das solucbes do extrato etandlico e
fracoes

Para a avaliacado da atividade antinociceptiva, LPiEEB
e as fragdes LPiH, LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH foram
solubilizados em DMSO, Tween 80 e agua destilada
na proporcao de 1:1:8 e solucdes foram preparadas na
concentragao de 10 mg/ml.

Método da placa quente

Para avaliar a atividade antinociceptiva (tempo de
laténcia para a resposta nociceptiva) foi utilizado
o método descrito por EDDY and LEIMBACK (1953),
com modificagdes. Os animais do grupo controle
receberam apenas o veiculo DMSO:Tween 80: agua
destilada (1:1:8). Os animais dos grupos tratados
receberam, por via oral por gavagem, solucdes de
LPiEEB ou das fracbes (LPiD, LPiAcOEt e LPiMeOH)
na dose de 100 mg/kg ou o farmaco padrao morfina
10 mg/kg (1 mg/ml), por via intraperitoneal (i.p.), em
solucao aquosa de NaCl 0,9 %. Todos os tratamentos
foram administrados 30 minutos antes da exposicao
a placa aquecida.

Os animais foram colocados individualmente sobre
a placa aquecida por um banho-Maria a 55+1°C,
tendo como meio de contencdo um funil de vidro. O
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tempo para que os animais apresentassem o reflexo
de lamber a pata traseira foi registrado antes e 30, 60,
90 e 120 min apds a administracao oral do veiculo,
solucdes do extrato, fracdes ou farmaco de referéncia.
O tempo de reacdo do animal foi registrado com
auxilio de um cronémetro e o tempo maximo de
permanéncia do animal sobre a placa foi estimado
em 45 segundos para evitar danos ao mesmo. O
efeito antinociceptivo, definido como aumento do
tempo de reacao, foi calculado como a variacdo dos
resultados obtidos antes e apds a administracao das
solucdes.

Método de contor¢cbes induzidas pelo acido
acético

Para avaliar a atividade antinociceptiva foi
utilizado também o método descrito por KOSTER
e colaboradores (1959), com modificacdes. O acido
acético administrado por via i.p. produz contracao do
musculo abdominal juntamente com estiramento das
patas posteriores do animal. O nimero de contor¢oes

foi o parametro avaliado.

Os animais do grupo controle receberam apenas
o veiculo DMSO:Tween 80: agua destilada (1:1:8).
Os animais dos grupos tratados receberam, por via
oral por gavagem, o extrato LPiEEB ou as solucdes
preparadas a partir das fracdes (LPiD, LPiAcOEt e
LPiMeOH), na dose de 100 mg/kg, ou os farmacos
padrdao dipirona 200 mg/kg (25 mg/ml em dagua
destilada), ou indometacina 10 mg/kg (1 mg/ml
em agua destilada e 0,5% de Tween 80). Todos os
tratamentos foram administrados 30 minutos antes
da administracao i.p. do acido acético 0,8% v/v (10
ml/kg).

As contor¢ées foram contadas por 30 minutos,
em periodos de 5 minutos, iniciando logo apods a
administracdodoacidoacético. Areducdosignificativa
do numero de contor¢cbes comparada ao grupo
controle foi considerada resposta antinociceptiva
positiva.

Analise estatistica

Os dados foram apresentados como média + erro
padrao da média (e.p.m.) com n = 6 para cada grupo
experimental. Os resultados foram submetidos a
andlise de variancia (One-way ANOVA) seguida do
teste de Dunnet para determinacao de diferencas em
relagao aos grupos controle e tratamentos padroes.
Para todas as andlises foi adotado intervalo de
confianca de 95%, sendo que as diferencas foram
consideradas significativas quando o valor de P foi
menor ou igual a 0,05 (P < 0,05). Todas as analises
estatisticas utilizaram o Software GrafPad Prisma 5.0.

RESULTADOS

Avaliacao da atividade anti-inflamatéria

Na Tabela 1
edema de pata induzido por carragenina seguido

estao apresentados os dados do

dos tratamentos topicos padrées com o Cataflam
Emulgel® ou diclofenaco de dietilaménio incorporado
em emulgel, e os tratamentos com LPiEEB, LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH em emulgel sobre a espessura
da pata dos camundongos.

A injecao de carragenina induz ao aumento agudo
e progressivo do volume da pata dos animais. Este
edema, que é proporcional a intensidade da resposta
inflamatéria, constitui-se em parametro util na
avaliacdo da atividade anti-inflamatéria (PEREIRA et
al., 2006). Os animais do grupo tratado apenas com
emulgel base apresentaram aumento significativo na
espessura da pata e aqueles do grupo submetidos a
injecdo ficticia ndo tiveram aumento significativo no
volume da pata, indicando que o método foi eficiente.

Os tratamentos com os medicamentos padrdes
(diclofenaco), o extrato LPIEEB e as fragdes LPiH, LPiD,
LPiAcOEt e LPiMeOH, veiculados em emulgel a 5 %,
foram capazes de reduzir o edema na terceira hora
apos a sua inducao.

Avaliacao da atividade antinociceptiva
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Tabela 1 - Variacao percentual (%) da espessura das patas
dos animais apoés injecdo de carragenina ou introducao
da agulha na pata seguido do tratamento tépico com

emulgel.

o Variagao da espessura

Injecao Ficticia 3,10 £0,59*
Emulgel base (edema total) 36,13 + 1,08*
Diclofenaco (Cataflam®) 6,92 +0,51*
Diclofenaco (manipulado) 518 +1,02*
LPiEEB (5%) 12,35 £ 2,24%
LPiH (5%) 10,61 + 1,53*
LPiD (5%) 9,77 £1,28*
LPiAcOEt (5%) 17,78 £1,79%
LPiMeOH (5%) 7,63 +£0,79*

Os valores representam a média £ e.p.m. em %. As medidas
foram realizadas antes e 3 h depois da administracao da carra-
genina (0,1%) em camundongos. P < 0,05 ANOVA seguido do
teste Dunnett: *comparado ao grupo carragenina e tratamento
com emulgel base e #comparado ao grupo injecao ficticia sem
tratamento.

O presente estudo avaliou a atividade antinociceptiva
do extrato etandlico e das diferentes fracdes em dois
modelos experimentais, utilizando os métodos da
placa quente e das contor¢des induzidas por acido
acético para a descricao das atividades central e
periférica, respectivamente (VERMA et al., 2005). O
baixo rendimento da fracdo LPiH nao possibilitou
a avaliacdo de sua atividade antinociceptiva por
nenhum dos métodos usados.

A Figura 1 mostra os dados do tempo que os animais
levaram para reagir ao estimulo do calor imposto pela
placa quente. Foi observado que no tempo de 30
minutos, o animais que receberam o extrato LPIiEEB
(56 +1,55s) eafracdo LPiMeOH (5,9 + 1,3 s), na dose de
100 mg/kg, apresentaram efeito significativo quando
comparados ao grupo controle nao tratado (1,2 + 0,4
s), resposta semelhante a morfina (6,3 + 1,8 s). Este
efeito foi de duracdo rapida, pois nao foi observado
nos tempos subsequentes, sendo que nos tempos

de 1 hora e 1,5 horas o extrato e as fracdes nao
apresentaram atividade significativa. No tempo de
2 horas apo6s o tratamento, os animais tratados com
a fracdo LPiAcOEt (12,1 £ 3,6 s) apresentaram efeito
significativo no tempo de laténcia em reacdo ao
calor, quando comparado ao controle (2,8 + 1,0 s), e
sua atividade também foi similar ao farmaco padrao
(12,4+2,05).

A Figura 2 apresenta os resultados encontrados para
o extrato etandlico de L. pinaster e as fragdes avaliado
no método das contor¢des induzidas por acido
acético. Tanto o extrato como as fracdes inibiram
significativamente as contor¢cdes nos animais tratados
quando comparados ao grupo controle nao tratado.

DISCUSSAO

A populacao brasileira, principalmente dos Estados
de Minas Gerais, Goias e Bahia, onde as arnicas
sdao nativas, utilizam as partes aéreas de L. pinaster
maceradas em dlcool etilico para o tratamento tépico
de inflamagdo, dor, reumatismos, traumatismos,
contusodes e picadas de insetos (CERQUEIRA et al., 1987,
SAUDE et al., 1998, RODRIGUES et. al., 2001). Assim, a
via tépica foi escolhida para avaliar a atividade anti-
inflamatoria in vivo do extrato etandlico (LPIiEEB) e de
suas fracdes veiculados em emulgel na concentracdo
de 5%.

A administracdo tépica representa uma via alternativa
da administracdo oral e intravenosa de ativos
medicamentosos e oferece muitas vantagens como
auséncia de efeito de primeira passagem, liberacdo
continua da droga, diminuicdo dos efeitos adversos e
melhor aceitacao do paciente (GUY et al., 1987, GWAK
and CHUN, 2002).

O modelo de inflamacdo usado neste trabalho
envolve a liberacdo de varios mediadores que
induzem a reacao inflamatéria em fases distintas
(VINEGAR et al.,1969; DI ROSA et al., 1971a, 1971b,
DI ROSA, 1972; HENRIQUES et al.,1987; SULEYMAN
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Variagdo do tempo de laténcia (s)

Variagao do tempo de laténcia (s)

251

Placa quente - 30min

Placa quente - 1,5h

EA Controle

B Morfina 10 mg/kg

£ LPID 100 mg/Kg

([ LPiAcOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg
LPIEEB 100 mg/Kg

Variagdo do tempo de laténcia (s)

104

o
rt

Placa quente - 1h

Placa quente - 2h

EA Controle

EA Morfina 10 mg/Kg
£ LPID 100 mg/Kg

[ LPiAcOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg
LPIEEB 100 mg/Kg

EA Controle EA Controle

EA Morfina 10 mg/Kg E Morfina 10 mg/Kg
£1 LPID 100 mg/Kg 151 £ LPID 100 mg/Kg

(@ LPiAcOEt 100 mg/Kg {0 LPiACOEt 100 mg/Kg
LPiMeOH 100 mg/Kg 10- LPiMeOH 100 mg/Kg

LPIEEB 100 mg/Kg

Variagao do tempo de laténcia (s)

s

LPIEEB 100 mg/Kg

Figura 1: Efeito do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (LPiEEB) e das suas fracdes diclorometanica (LPiD), acetato etilica
(LPiAcOEt) e metandlica (LPiMeOH), na dose de 100 mg/kg, sobre a variagdo do tempo gasto para que os camundongos lambessem
a pata ou pulassem da placa aquecida, 30, 60, 90 e 120 minutos ap6s a administracdo dos tratamentos e do veiculo. Os valores
representam a média + e.p.m. * P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA seguido de teste de Dunnett.

Contorgoes totais

E3 Controle

B3 Indometacina 10 mg/Kg
£ LPIiD 100 mg/Kg

M LPiAcOEt 100 mg/Kg
m LPiMeOH 100 mg/Kg

LPIEEB 100 mg/Kg

Numero total de contor¢gées em 30min

Figura 2: Efeito do extrato etandlico de Lychnophora pinaster (LPiEEB) e das suas
fragdes diclorometanica (LPiD), acetato etilica (LPiAcOEt) e metandlica (LPiMeOH)
sobre o numero total de contor¢des induzidas pelo acido acético em camundongos
em 30 minutos de observacéo. Os valores representam a média + e.p.m. (n=8 por
grupo). * P<0,05 comparado ao grupo controle. ANOVA seguido de teste de Dunnett.
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& BUYUKOKUROGLU, 2001; MORRIS, 2003). Durante
a primeira hora, o edema de pata induzido por
carragenina esta relacionado ao trauma da injecao.
Na fase inicial (60 - 90 min) ocorre a liberacao
de histamina e serotonina. A fase intermedidria
(@umento da permeabilidade vascular) é mantida
por cininas (principalmente a bradicinina produzida
pela calicreina) de 90 - 150 minutos. A fase final (150
min - 6h) estd correlacionada a elevada producao
de prostaglandinas, produtos da cicloxigenase, na
resposta inflamatéria (RONALD and CHRISTOPHER,
1990), principalmente da ciclooxigenase-2 (Cox-2)
(SEIBERT et al., 1994). Nesta ultima fase da reacao
inflamatéria as prostaglandinas desempenham acao
principal caracterizada por hiperalgesia, migracao
de leucdcitos e edema pronunciado, com pico entre
a terceira e quarta hora (HENRIQUES et al., 1987). As
cininas e as prostaglandinas sao apontadas como as
principais substancias desencadeantes deste edema
(VANE and BOLTING, 1995).

O diclofenaco é um anti-inflamatério nao-esteroidal
com baixa seletividade para a COX-2 (CRYER &
FELDMAN, 1998), classicamente utilizado em modelos
animais da inflamacéao (SUMEN et al., 2001). No edema
induzido por carragenina, a COX-1 predomina nas
primeiras duas horas seguido do predominio da
COX-2 na terceira hora do estimulo (SEIBERT et al.,
1994; TORIYABE et al., 2004). O diclofenaco afeta
indistintamente, ambas as isoformas de COX sendo
mais eficiente na modulacdo do edema inflamatério
quando comparado as drogas seletivas da COX-2
(CAVALCANTE, 2007). Por ser um inibidor da COX,
consequentemente, reduz a producao de PGs
evitando a potencializacdo exercida pelo efeito
vasodilatador destes mediadores lipidicos reduzindo,
assim, o edema inflamatério (TULUNAY, 2000).

Baseado no exposto acima, o extrato etandlico de
L. pinaster e suas fracdes parecem exercer o efeito
antiedematogénico pela atuagao sobre a producao
de prostaglandinas por meio da inibicao das enzimas

responsaveis pela producao das mesmas.

Das folhas, caule e flores de L. pinaster foram
isolados hidrocarbonetos saturados, os 4cidos
isoclorogénico, clorogénico, caféico, cinamico, os
flavonoides quercetina, rutina, isovitexina, vitexina
e pinobanksina, os terpenos acido E-licnoférico,
15-desoxigoiazensolida, lupeol, misturas de a e B
amirinas e friedelina, 3-O-acetil-lupeol, 3-O-acetil-
pseudotaraxasterol, 3-O-acetil-a-amirina, 3-B-O-
Ac,A’-baurenila e 4,4-dimetil-cholesta-22-24-dien-
5-ol e os esteroides estigmasterol e [-sitosterol
(ALCANTARA et al, 2005; SILVEIRA el al, 2005
FERREIRA et al., 2005; KELES et al., 2010; ABREU et al.,

2011).

Os terpenos, flavonoides e acidos fendlicos possuem
comprovado efeito anti-inflamatério e podem
contribuir para a atividade antiedematogénica

apresentada pelo extrato etandlico.

Em animais, a resposta nociceptiva pode ser detectada
por meio de uma reacao de fuga ao estimulo nocivo.
Além disto, manifestacoes fisioldgicas de nocicepcao
medular ou supramedular podem ser utilizadas na
avaliacdo de possiveis efeitos analgésicos de drogas e
seus mecanismos de a¢ao, bem como no entendimento
do processo doloroso (ZIMMERMANN, 1983).

A escolha do método mais apropriado para avaliacao
da resposta nociceptiva é fundamental para a correta
interpretacao e estudo dos mecanismos envolvidos na
transmissao da resposta dolorosa e dos agentes que
interferem nestas vias. As caracteristicas desejaveis de
um método de avaliacao incluem a reprodutibilidade
além de ndo ser invasivo e permitir a quantificacdo do
fendbmeno (LE BARS et al., 2001).

Em geral, os testes algesimétricos inflamatérios sao
baseados na analise de respostas comportamentais
desencadeadas

diretamente por um processo

inflamatério, como os modelos de contorcdo
abdominal e incapacitacao articular, ou que sao

deflagradas indiretamente por um estimulo exégeno
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primario ou associado ao processo inflamatério como
os testes de retirada da pata evocada por pressao ou
calor (LAVICH et al., 2005).

O modelo da placa quente é um dos testes
termoalgesimétricos comumente utilizados para
investigacdao de nocicepcao e analgesia em roedores.
Este método foi originalmente descrito por Woolfe &
Macdonald (1944). Posteriormente, foram propostas
adaptacdes ao teste visando uniformizar e aumentar
sua reprodutibilidade (EDDY and LEIMBACH, 1953).
Estes autores propuseram que fossem utilizadas
temperaturas entre 50 e 55° C, caracterizando melhor
a resposta observada. A técnica consiste no registro
temporal doinicio daresposta nociceptivadosanimais
colocados sobre uma superficie com temperatura
constante. Decorridos alguns segundos o estimulo
térmico se torna aversivo e os animais reagem com um
padrao consistente de comportamento. As respostas
observadas incluem salto, pontapés, sapateio,
sacudida da pata, lambida ou até mesmo a contencao
da pata junto ao corpo. A observacao de um destes
comportamentos determina o final do teste. Parte da
confiabilidade deste teste reside no fato de que estes
comportamentos raramente sdo manifestados pelo
animal na auséncia do estimulo térmico (EDDY et al.,
1950). Este teste é capaz de detectar e quantificar os
efeitos analgésicos de drogas que atuam no sistema
opioidérgico e as que previnem a sensibilizacdo
de nociceptores, tais como a morfina e AINEs
(paracetamol e 4cido acetilsalisilico).

O método de contorcdes induzidas por acido acético
envolve uma resposta a administracao intraperitoneal
desse agente nocivo, que consiste em uma onda
de constricdo e elongacdo que passa pela parede
abdominal, algumas vezes acompanhada pela torcao
do tronco e seguida de uma extensao das patas
traseiras, essa resposta foi denominada contorcao
abdominal (COLLIER et al., 1968).

Segundo alguns autores o efeito nociceptivo resulta

de um mecanismo envolvendo eicosandides e aminas
simpaticomiméticas (SANTOS et al., 1988). Um estudo
mais aprofundado levou a demonstracao de que essa
acdo se deve a um efeito sinérgico das citocinas TNF-q,
interleucina 1 e interleucina 8, que sao produzidas
por macréfagos peritoneais e mastécitos (RIBEIRO et
al., 2000).

Aindometacina é considerada o melhor farmaco para
supressao das contorcdes induzidas por acetilcolina
em camundongos (COLLIER et al., 1968), que possui
caracteristicas semelhantes ao acido acético, no
que diz respeito a geracdo da contorcao. Por isso
esse farmaco foi utilizado como referéncia neste
teste. Esse método é considerado de triagem, uma
vez que é bastante inespecifico, e permite deteccdo
de substancias com atividade antinociceptiva,

principalmente, periférica.

Todas as fracbes avaliadas e o extrato etandlico
apresentaram atividade significativa em relacdo ao
controle, possuindo acdo semelhante a do farmaco
padrdao, indometacina, e indicando um efeito
antinociceptivo periférico. Um provavel mecanismo
paraaacaoantinociceptivaseriaareducaodaliberacao
de substancias enddgenas que se relacionam com o
processo da dor e que sao avaliadas por esse método.
Que pode ocorrer devido as muitas substancias
isoladas de L. pinaster, terpenos (CHATURVEDI, 2011),
flavonoides e acidos fendlicos (KASSIM et al., 2010),
que possuem comprovada atividade anti-inflamatoéria
via moderacao da liberacao de mediadores quimicos

que induzem a nocicepcao.

No métododa placaquenteocalorinduzanocicepcao,
que ocorre por uma interacao entre as fibras C, que
apresentam terminagdes termoceptivas e as fibras
A, que induzem o reflexo de retirada da pata pela
ativagao das mesmas terminagoes (TAVARES, 2008).

Apesar de diversos farmacos, como sedativos e
relaxantes musculares, atuarem em nivel central (VAZ
et al,, 1996), a indometacina nao apresenta atividade
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nesse método (SANTOS et al., 1998), que é comumente
utilizado para avaliacdo de analgésicos narcéticos.
Por isso, o farmaco referéncia utilizado foi a morfina,
um narcético opidide que apresenta atividade nesse
teste. A variacdo do tempo para que os animais
apresentassem o reflexo de lamber a pata traseira
ou pulassem da placa foi o parametro considerado
neste ensaio. Como foram feitas medicdes aos 30, 60,
90 e 120 minutos apds a administracao das solucdes
analisadas, ha possibilidade de comparar o tempo
de acdo das diferentes fracdes, quando essa for
significativa.

O arsenal farmacolégico para o tratamento da
dor é composto, basicamente, por dois grandes
grupos de drogas analgésicas: os opidides, que
atuam diretamente na transmissdao nociceptiva do
sistema nervoso central pela ligacao aos receptores
opiodides (HOSKIN and HANKS, 1991; ZADINA et al,,
1997), e drogas anti-inflamatérias nao-esteroidais
(AINES) que previnem a sensibilizacao de receptores
periféricos e centrais da dorinibindo a ciclooxigenase
(CASHMAN, 1996).

Os opidides e as drogas anti-inflamatdrias nao-
esteroidais, ndo sdo adequados a todos pacientes e
em todos os casos. Particularmente é na dor cronica,
onde se observa suas limitagées, como por exemplo,
nos numerosos efeitos adversos, incluindo propensao
a tolerancia. Dessa forma, a pesquisa visando a
descoberta de outras terapias alternativas se faz
necessaria. As plantas medicinais sdo conhecidas
por serem importante fonte de novas substancias
quimicas com potenciais efeitos terapéuticos. A
pesquisa com plantas utilizadas tradicionalmente
pela populacao no alivio de dores desempenha papel
estratégico na busca de novas drogas analgésicas
(VONGTAU et al., 2004).

Da arnica L. pinaster ja foram isolados os flavonoides
quercetina, rutina, isovitexina, vitexina e pinobanksina
e os acidos isoclorogénico, clorogénico e caféico
(ALCANTARA etal.,2005; SILVEIRA et al.,2005.; FERREIRA

et al., 2005; KELES et al., 2010; ABREU et al., 2011). Estas
substancias possuem relativa polaridade, podendo
estar presentes nas fracdes mais polares, o que sugere
que essas substancias possam estar envolvidas na
atividade antinociceptiva promovida por LPiAcOEt e
LPiMeOH. Além da atividade periférica, apresentam
a acdo analgésica em nivel central, ja que as fragdes
apresentaram resultados pelos dois métodos. Nesse
sentido, outro estudo também demonstrou que
a quercetina induz atividade antinociceptiva pela
modulacao de vias adrenérgicas (KAUR, 2005).

CONCLUSOES

Os resultados encontrados confirmam as acdes do
extrato etandlico de L. pinaster sobre a inflamacao e
dor e que estas atividades podem estar relacionadas
com mediadores da inflamacdo envolvidos na
nocicepcao e enzimas responsaveis pela producdo
de prostaglandinas responsaveis por inducdao de
inflamacdo. Os terpenos, flavonoides e 4cidos
fenodlicos podem estar relacionados com o efeito
anti-inflamatério produzido pelo extrato etandlico e
os flavonoides e acidos fenodlicos podem contribuir
para o efeito antinociceptivo do extrato etandlico de
L. pinaster.
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RESUMO

Erros de medicacdo sdo frequentes e devem ser foco para prevencao de danos relacionados ao uso de medicamentos
sob olhar amplo e sistémico. Nesse ambito, o presente trabalho tem como objetivo caracterizar o perfil de erros de
dispensacdo em um hospital publico de Belo Horizonte (MG), e avaliar a associacdo de sua ocorréncia com o perfil
de dispensacao. Para tal, realizou-se um estudo transversal na farmdcia da unidade de internacdo para identificar a
frequéncia, tipo de erro, e medicamento envolvido no erro (tipo de farmaco e se era medicamento potencialmente
perigoso - MPP) por perfil de dispensacéo (perfil | - embalagem Unica dispensada a cada 24 h; perfil I| - embalagem
Unica dispensada a cada 12 h; perfil lll - fita selada dispensada a cada 12 h). A diferenca na proporcdo de erros entre os
perfis foi determinada (teste qui-quadrado de Pearson; significancia estatistica = 5%). Foram analisadas 726 prescricoes,
sendo que em 109 delas (15%) foram encontrados 138 erros de dispensacao; 26 desses erros (n=19%) envolviam MPP.
O erro mais comum foi a ‘omissao de dose’ (n=55; 40%). Os medicamentos mais envolvidos em erros foram a dipirona
(n=26;19%), metoclopramida (n=14;10%) e heparina (n=10;7%). O perfil de dispensacdo Ill apresentou maior proporcdo
de prescricdes com erros (n=42; 16%). Quanto aos itens dispensados (n=9.730), 3% deles apresentou erro (n=268).
Destacou-se o perfil I, com a maior proporc¢ao de itens com erros (n=114;4%), que se mostrou superior aos demais perfis
de dispensacao (p<0,05). Foi detectada elevada frequéncia de erros de dispensacdo com destaque para erros de omissao
e para o perfil de dispensacao Il.

Palavras-chave: Erros de medicacao; Sistemas de Medicacao; Assisténcia Farmacéutica; Erros de Dispensacao.

ABSTRACT

Medication errors are frequent and should be focus in the prevention of medication-related harm under a broad and
systemic approach. In this context, the aim of the present study was to characterize the profile of dispensing errors in a
public hospital in Belo Horizonte (MG), and to evaluate the association of its occurrence with the the dispensing system.
For this purpose, a cross-sectional study was carried out at the pharmacy of the hospitalization unit. The frequency, type
of error, and drug involved in the error (type of drug and whether it was a high-alert medication - HAM) were determined
by dispensing system (profile | - single pack dispensed every 24 hours; profile Il - single pack dispensed every 12 hours,
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profile Il - individual packaging according to the administration time dispensed every 12 hours). The difference in the
proportion of errors between the profiles was determined (Pearson’s chi-square test; statistical significance = 5%). A total
of 726 prescriptions were analyzed, and in 109 of them (15%) 138 dispensing errors were found; 26 of these errors (n =
19%) involved a HAM. The most common error was ‘dose omission’ (n = 55; 40%). The drugs most involved in errors were
metamizole (n = 26; 19%), metoclopramide (n = 14; 10%) and heparin (n = 10; 7%). The dispensing profile Il presented
a higher proportion of prescriptions with errors (n = 42; 16%). Regarding the dispensed items (n = 9,730), 3% of them
presented an error (n = 268). Profile Il was highlighted, with the highest proportion of items with errors (n = 114, 4%),
which was superior to the other dispensing profiles (p <0.05). A high frequency of dispensing errors was detected among
the prescription orders, highlighting the omission errors and the dispensation profile Il.

Keywords: Medication Errors; Medication Systems; Pharmaceutical Services; Dispensing Errors.

INTRODUCAO

A seguranga do paciente possui relevancia
internacional e tem ganhado destaque crescente ao
longo dos anos, uma vez que os eventos adversos
associados ao cuidado de saude configuram uma
das principais causas de morte no mundo (MAKARY,
2016). Estudos recentes estimam que entre 210.000 e
400.000 mortes ocorram por ano devido aos eventos
adversos relacionados a assisténcia em saulde
somente nos Estados Unidos (MAKARY, 2016; JAMES,

2013).

Dentre os eventos adversos relacionados a assisténcia
em saude, destacam-se os erros de medicacao, que
configuram a principal causa de dano evitavel nos
sistemas de salde mundiais e envolvem gastos
anuais estimados em 42 bilhdes de ddlares (WHO,
2013). Frente a este cendrio, a Organizagao Mundial
da Saude (OMS) definiu como desafio global para
a Alianca Mundial para Seguranca do Paciente em
2017 o uso seguro de medicamentos e destacou a
necessidade de melhorar os sistemas de medicacao
em todo o mundo (WHO, 2013).

O sistema de medicacdao refere-se ao perfil e
organizacao  dos procedimentos,

equipamentos, interfaces, estrutura, ambiente e

[processos,

condicdes de trabalho envolvidas no processo de uso
de medicamentos (ISMP). Em ambiente hospitalar, é
comum que este sistema consista, essencialmente, dos

processos de prescricao, dispensacao e administracao
de medicamentos, que sao complexos e podem
envolver a ocorréncia de erros de variadas causas
(ALDHWAIH et al, 2016; ANACLETO et al, 2005). Estes
erros sao considerados erros de medicagao, que sao
incidentes evitaveis que, de fato ou potencialmente,
podem levar ao uso inadequado do medicamento
(WHO, 2008).

Os erros de dispensacao, em especifico, constituem
um tipo de erro de medicacao que decorre de desvio
na interpretacao da prescrigao (BRASIL, 2013). Estudos
internacionais mostram que as taxas de erros de
dispensacao em farmacias hospitalares séo comuns,
apesar de variarem muito entre paises (de 0,02 a
33,5%) e apresentam-se mais elevadas em instituicoes
brasileiras (ALDHWAIHI et al., 2016). Este tipo de erro
demedicacao pode serdecorrente de diversosfatores,
uma vez que o processo de dispensacao tem elevada
complexidade (ALDHWAIHI et al, 2016; CHEUNG et al,
2009). Frente a essas questdes, conhecer o perfil de
erros de dispensacdo se faz essencial para planejar
e estabelecer melhorias nos servicos de farmicia
hospitalar. Nesse contexto, o presente trabalho
tem como objetivo caracterizar o perfil de erros de
dispensacdo em um hospital publico de grande porte
de Belo Horizonte (MG), e avaliar a associacdo de sua
ocorréncia com o perfil de dispensacdo empregado.
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METODOLOGIA
Tipo e local de estudo

Um estudo transversal foi realizado em uma farmacia
satélite da unidade de internacdo de um complexo
de urgéncia emergéncia de grande porte que
contava, a época do estudo (2012), com 455 leitos (316
permanentes e 139 emergenciais).

A farmdcia satélite em estudo funciona 24 horas e
conta com 22 auxiliares de farmacia e 3 farmacéuticos.
Dos 22 auxiliares de farmacia, 19 sdo responsaveis
pela dispensacdo dos medicamentos. Os funcionarios
se revezam diariamente entre as atividades realizadas
dentro da farmacia, ndao havendo exclusividade
de pessoal no preparo das prescricobes de um
determinado perfil ou setor. As prescricbes sdo
dispensadas durante o plantdao diurno, ficando
para o plantao noturno apenas o atendimento de
solicitacdes extras de medicamentos e materiais.

A farmacia em estudo atendia aproximadamente 200
prescri¢oes por dia dos setores de: pediatria, unidade
de cuidados progressivos, cirurgia geral, neurologia,
clinica médica, cirurgia plastica/ortopédica e unidade
de tratamento de queimados. A segunda via da
prescricdo era impressa diretamente na farmacia. O
numero de leitos de cada setor, que geralmente é
equivalente ao numero de prescri¢des, encontra-se
descrito no Quadro 1 juntamente com o perfil de
dispensacao empregado para cada um deles (Perfil I,
e ll).

Nas embalagens onde eram dispensadas as
prescricoes (saco plastico — usado no perfil de
dispensacao | e Il - e fita selada - montada no perfil de
dispensacao lll), colocava-se apenas medicamentos
(comprimidos, capsulas, envelopes, ampolas, frascos-
ampola, bolsas de medicamentos de pequeno
volume e seringas preenchidas). Colirios e pomadas
sao dispensados por paciente a medida que se
fazem necessarios sendo repostos pela farmiacia

mediante apresentacao do recipiente dispensado

anteriormente vazio. Materiais hospitalares, solu¢des
parenterais de pequeno e grande volume, solucdes
e suspensdes orais sao dispensadas por setor. J4 as
solucdes e suspensdes orais de medicamentos sujeitos
a controle especial sao dispensadas por paciente no
momento de administracao em seringas proprias
para administracdo destas formas farmacéuticas
(Oralpack®) com etiqueta de identificacao do paciente,
leito e quantidade prescrita. Os medicamentos
termolabeis e vacinas ficam na geladeira na farmacia
e sdo dispensados no momento da administracao.

Os medicamentos prescritos de forma condicional
(exemplos: “se dor”, “se necessario”) sao enviados em
quantidade igual a metade do total prescrito, salvo
os medicamentos prescritos dessa forma que sao
sujeitos a controle especial, que devem ser buscados

na farmacia no momento da administracao.
Coleta de dados e amostra

A coleta de dados foi realizada durante o plantao
diurno, de segunda a sexta-feira, durante trés
meses (total de 66 dias), por meio da conferéncia
dos medicamentos dispensados com a respectiva
prescricdo pela farmacéutica responsavel pela
farmécia das unidades de internacao. Foram excluidos
da andlise qualquer medicamento dispensado fora

das embalagens plasticas (saco plastico ou fita selada).

Foram determinadas trés amostras aleatdrias simples
de prescricoes dispensadas a serem analisadas de
acordo com o perfil de dispensacao (perfil I, Il e llI)
no software Epilnfo 7.0 (COCHRAN, 1977). Para tal,
adotou-se um nivel de significancia e um erro relativo
previsto de 5%, e levou-se em conta o numero total
de prescricoes esperadas por perfil de dispensacao
no periodo de estudo, bem como uma média de
frequéncia de erros de dispensacdo de 15% (detectada
por meio do indicador de qualidade interno ja
aplicado na farmacia em estudo pela farmacéutica
responsavel). Estabeleceu-se que seriam analisadas
11 prescricdes por dia (quantidade por perfil de
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Quadro 1 - Numero de leitos e perfil de dispensacédo por setor de internacéo e
amostra de prescricdes avaliadas durante o periodo de estudo.

. . Nuamero . . Amostra de prescri¢oes avaliadas por
Setor de internacao ) Perfil de dispensacao . )
de leitos dia (total no periodo total de estudo)

Unidade de tratamento de queimados 9
Pediatria 23
Unidade de cuidados progressivos 26
Cirurgia geral 35
Neurologia 35
Cirurgia pléstica/ortopédica 35
Clinica médica 35
Unidade de tratamento de queimados 24

Perfil |
Embalagem Unica (em saco plastico)
dispensada a cada 24 horas

Perfil Il
Embalagem uUnica (em saco plastico)
dispensada de 12 em 12 horas

Perfil 11l
Fita selada por horario dispensada
de 12 em 12 horas

3(198)

4 (264)

4 (264)

*De segunda a sexta-feira durante 3 meses consecutivos (total de 66 dias).

dispensacao descrita na Quadro 1) que
foram selecionadas por sorteio aleatério do
numero do leito atendido.

Dados coletados

Medicamentos envolvidos no erro de
dispensacgdo

Todos
em algum erro de dispensacdo foram

os medicamentos envolvidos
identificados quanto ao seu principio ativo,
concentracdo e forma farmacéutica. Eles
também foram classificados como sendo
ou nao um Medicamento Potencialmente

Perigoso (MPP) (ISMP, 2011).
Tipos de erros de dispensacéo

Foi adotado como conceito de erro de
dispensacdo: qualquer discrepancia entre
o solicitado na prescricao e o atendido e
dispensado fisicamente pelos funcionarios da
farmacia em estudo. Os erros de dispensacao
foram sub-classificados de acordo com
os critérios adaptados de Anacleto (2003)

(Quadro 2) (ANACLETO, 2003).

Quadro 2 - Tipos de erros de dispensacéo identificados.

1. Omissao de dose:
1.1 Quando uma quantidade
menor que a prescrita foi
dispensada.
1.2 Quando nenhuma
unidade (ou dose) do
medicamento prescrito foi
dispensada

2. Medicamento dispensado
mesmo com auséncia
ou incorrecao de dados
essenciais na receita:
2.1 Horario
2.2 Quantidade a ser
administrada
2.3 Forma farmacéutica
2.4 Concentracao

3. Medicamento dispensado
com concentracao errada:
3.2 Concentragcao menor
que a prescrita
3.3 Concentragao maior que
a prescrita

4, Dose excessiva: quando uma
ou mais unidades (ou doses)
foram dispensadas além da
quantidade prescrita

5. Medicamento errado
dispensado:
5.2 Prescrito um
medicamento e dispensado
outro
5.3 Medicamento nao foi
prescrito e foi dispensado

6.Medicamento dispensado
na forma farmacéutica errada

7. Medicamento dispensado
com rotulagem errada
7.2 Erros do rétulo do
préprio medicamento
7.3 Erros na etiquetacao
aplicada na farmacia

8. Medicamentos dispensado
com desvio de qualidade
(problemas fisicos detectados
a partir de observacao visual

9. Medicamento dispensado
em horario ou turno diferente
do prescrito

Fonte:
Adaptado de Anacleto (2003).
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Processamento e analise de dados do Conselho Nacional de Saude n° 466 de 2012. Sua

Foi criado um banco de dados no Programa Excel’. aprovagéo foi comunicada pelo Comité de Etica em

Os dados de erros de dispensacio foram analisados ~ Pesquisa da Fundacao Hospitalar de Minas Gerais

inicialmente de forma descritiva por meio de medidas N0 dia 03 de outubro de 2012, sob registro CAAE-
de frequéncia e medidas de tendéncia central (média) 03709012.8.0000.5119.

e de dispersao (desvio padrao).

RESULTADOS
Em seguida, com auxilio do programa Epilnfo™ 7.0,

foram realizadas analises univariadas para comparar ~ Frequéncia e tipos de erros de dispensacéo por
as proporcdes de prescricdes e itens com erros entre  prescricao

os diferentes perfis de dispensacéo. Para tal, utilizou- Um total de 138 erros de dispensacio foram

se o teste de qui-quadrado de Pearson. Foi utilizada detectados em 109 prescricdes (15,0%). Uma maior

como medida de associacdo o resultado de odds . . -
frequéncia de erros foi detectada entre as prescricdes

ti ti intervalos d fi d
ratio @ SeuUs respectivos intervalos de confianca de atendidas por meio do perfil de dispensacao lll (n=42;
15,9%), seguido do perfil Il (n=41; 15,5%) e perfil

| (n=26; 13,1%). Nao houve, no entanto, diferenca

95% estimados por regressao logistica. Um nivel de
significancia estatistica de 5% foi adotado.

Aspectos éticos estatisticamente significativa entre as proporcdes

O presente estudo foi conduzido dentro dos padrbes de prescricdes com erro nos diferentes perfis de
exigidos pela Declaracao de Helsinque e a resolucao  dispensacao (Tabela 1).

Tabela 1 - Comparacédo da proporcao de prescricdes com pelo menos um erro
entre os diferentes perfis de dispensacéo. Belo Horizonte - MG. 2012.

Prescngao com erro
Perfil de dispensacao* Sim Nio OR (1C95%)
n(%) n(%)

I 26(13,1) 172(86,9)

0,47 0,82 (0,48-1,40)
Il 41(15,5) 223(84,5)
I 26(13,1) 172(86,9)

0,40 0,80 (0,47-1,35)
1l 42(19,7) 222(80,3)
Il 41(15,5) 223(84,5)

0,90 0,97 (0,61-1,55)
I 42(19,7) 222(80,3)

*|= embalagem unica dispensada a cada 24 horas; llI=embalagem Unica dispensada a cada 12 horas; lll=fita selada dispensada a cada
12 horas. **Qui-quadrado de Pearson; significante quando <0,05. *** Odds ratio e intervalo de confianca de 95% estimados por
regressao logistica

Nos perfis de dispensagao |, Il e lll, o maior nimero de erros (n=20, 16 e 19, respectivamente) foi referente
ao tipo de erro 1.2 (quando nenhuma unidade - ou dose — do medicamento prescrito foi dispensada). Os
medicamentos mais envolvidos neste tipo de erro foram a metoclopramida (n=13; 23,6%) e dipirona (n=10;
18,2%). Em segunda colocacao, detectou-se: para o perfil |, o erro tipo 1.1 (quantidade menor que a prescrita
dispensada; n=7; 21,2%), sendo que desses, 3 envolvendo a dipirona; e o erro do tipo 4 (quantidade maior que
a prescrita dispensada) para o perfil Il (n=11; 20,8%) e perfil lll (n=10; 19,2%) (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequéncia de tipo de erro de dispensacao por perfil de dispensacao, relacionado

ou ndo a Medicamento Potencialmente Perigoso (MPP). Belo Horizonte — MG. 2012.

Tipo de Erro

1.1 Quando uma
quantidade menor que a
prescrita foi dispensada

1.2 Quando nenhuma
unidade (ou dose) do
medicamento prescrito
foi dispensada

2.1 Medicamento
dispensado mesmo com
auséncia ou incorrecao
de dados essenciais na
receita - horario

2.2 Medicamento
dispensado mesmo com
auséncia ou incorrecao
de dados essenciais na
receita - quantidade a ser
administrada

2.3 Medicamento
dispensado mesmo com
auséncia ou incorrecao
de dados essenciais

na receita - forma
farmacéutica

2.4 Medicamento
dispensado mesmo com
auséncia ou incorrecao
de dados essenciais na
receita - concentracao

3.1 Medicamento
dispensado com
concentracao errada -
concentracao menor que
a prescrita

Perfil de dispensacao I*

Total

7(21,2)

20(60,6)

0(0)

0(0)

0(0)

Com
MPP

0(0)

1(50,0)

0(0)

0(0)

0(0)

Sem
MPP

7(22,6)

19(61,3)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

Frequéncia do erro - n(%)

Perfil de dispensacao II**

Total

9(17,0)

16(30,2)

10(18,9)

1(1,89)

0(0)

0(0)

Com
MPP

0(0)

3(25,0)

5(41,7)

0(0)

0(0)

0(0)

0(0)

Sem
MPP

9(22,0)

13(31,7)

5(12,2)

1(2,44)

0(0)

0(0)

Perfil de dispensacao llI***

Total

5(9,6)

19(36,5)

6(11,5)

0(0)

1(1,92)

Com
MPP

1(8,3)

3(25,0)

2(16,7)

Sem
MPP

4(10,0)

16(40,0)

4(10,0)

0(0)

0(0)

0(0)

1(2,50)
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3.2 Medicamento

dispensado com

concentracao errada - 0(0) 0(0) 0(0) 1(1,89) 1(8,34) 0(0) 1(1,92) 0(0) 1(2,50)
concentracao maior que

a prescrita

4 Dose excessiva:

quando uma ou mais

unidades (ou doses) 4(12,1) 1(50,0) 3(9,7) 11(20,8)  2(16,7) 9(22,00 10(19,2) 6(50,00 4(10,0)
foram dispensadas além

da quantidade prescrita

5.1 Medicamento errado
dispensado - prescrito
um medicamento e
dispensado outro

1(3,0) 0(0) 1(3,2) 4(7,6) 1(8,3) 3(7,3) 4(7,7) 0(0) 4(10,0)

5.2 Medicamento

errado dispensado

- medicamento nao 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
foi prescrito e foi

dispensado

6 Medicamento
dispensado na forma 1(3,03) 0(0) 1(3,2) 1(1,9) 0(0) 1(2,4) 1(1,9) 0(0) 1(2,5)
farmacéutica errada

7.1 Medicamento

dispensado com

rotulagem errada - erros 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
do rétulo do proprio

medicamento

7.2 Medicamento

dispensado com

rotulagem errada - erros 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0 (0) 0(0)
na etiquetacao aplicada

na farmacia

8 Medicamentos
dispensado com desvio
de qualidade (problemas

fisicos detectados a 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
partir de observacao

visual)

9 Medicamento

el el e i 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 5(9,6) 000  5(125)

ou turno diferente do
prescrito

12(100) | 41(100) 12(100) | 40(100)

*|= embalagem Unica dispensada a cada 24 horas; **ll=embalagem unica dispensada a cada 12 horas; ***lll=fita selada dispensada
a cada 12 horas.
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Erros de dispensacao por itens dispensados dos demais perfis foi estatisticamente significativa

Levando-se em conta o nimero de itens dispensados ~ (P<0.05) (Tabela4). A chance de deteccao deitens com
(n=9.730), foram detectados 268 itens com erros €Ifosno perfil | foi 46% da chance de erros do perfil Il
(2,8%). Uma maior proporcao de itens com erros foi € 65% da chance de erros no perfil lll. J& a chance de
detectada no perfil de dispensacao Il (n=114; 4%) deteccao de itens com erros no perfil lll representou
(Tabela 3) e a diferenca desta em relacdo a proporcdao  71% da chance de erros do perfil Il (Tabela 4).

Tabela 3 - Frequéncia de itens dispensados com erro por perfil de dispensacéo. Belo Horizonte - MG. 2012.

] Perfil de Perfil de .Perﬁl de.
Indicador . . . A [TE dispensacao Total
dispensacao | dispensacao ll -
Itens dispensados - n 4.190 2.864 2.676 9.730

Média itens dispensados por

+ + + +
prescri¢io (média+DP) 21,4£104 T2 HGLE=H 13,58
Frequéncia de itens dispensados 78 (1,9) 114 (4,0) 76 (2,8) 268 (2,8)
com erro -n(%)
Média de itens dispensados com 0,4+1,0 0,4+1,7 0,3+0,7 0,4+1,2

erro - (médiax+DP)

*|= embalagem unica dispensada a cada 24 horas; **ll=embalagem Unica dispensada
a cada 12 horas; ***|lI=fita selada dispensada a cada 12 horas.

Tabela 4 - Comparacéo da proporcao de itens dispensados com pelo menos um erro entre os diferentes perfis de
dispensacdo. Belo Horizonte - MG. 2012.

Itens dlspensados com erro

Perfil de dispensacao* OR (IC95%)***
n(%) n(%)

| 78(1,9) 4.112(98,1)

<0,001 0,46(0,34-0,61)
Il 114(4,0) 2.750(96,0)
| 78(1,9) 4.112(98,1)

0,007 0,65(0,47-0,89)
1] 76(2,8) 2.600(97,2)
11l 76(2,8) 2.600(97,2)

0,019 0,71(0,52-0,95)
Il 114(4,0) 2.750(96,0)

*|= embalagem unica dispensada a cada 24 horas; ll=embalagem unica dispensada
a cada 12 horas; lll=fita selada dispensada a cada 12 horas.

**Qui-quadrado de Pearson; significante quando <0,05.

*** Odds ratio e intervalo de confianca de 95% estimados por regresséo logistica
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Tipos de medicamentos envolvidos nos erros de
dispensacao

Um total de 26 erros (18,8%) envolviam um MPP, com
destaque para os perfis de dispensacao Il e lll (12 erros
com MPP em cada perfil; 23,0%) (Tabela 2). Dentre os
MPP envolvidos em erros, os mais frequentes foram
heparina (n=10; 7,3%) e enoxaparina (n=6; 4,4%).
O erro mais frequente envolvendo MPP foi o tipo 4
(quando uma ou mais unidades foram dispensadas
além da quantidade prescrita - n=9; 34,6%);destes, a
maioria envolveu a heparina (n=4).

Oerrodotipo 1.2 (nhenhuma unidade do medicamento
prescrito foi dispensada) também apresentou uma
frequéncia representativa entre os MPP (n=7; 26,9%),
com destaque para o nimero de erros envolvendo
heparina (n=3). O erro do tipo 2.1 (medicamento
dispensado com auséncia de hordrio na prescricao)
apresentou frequéncia equivalente (n=7; 26,9%),
sendo que a heparina e enoxaparina apresentaram
frequéncia igual entre estes erros (ambas com n=3).

Os medicamentos mais envolvidos nos erros de
dispensacao foram a dipirona (n=26; 18,8% do total de
medicamentos envolvidos em erros), metoclopramida
(n=14; 10,1%), heparina (n=10; 7,3%) e ranitidina (n=9;
6,6%).

A dipirona foi o medicamento mais envolvido em
erro de dispensacao nos trés perfis de dispensacao,
representando 24,2% dos erros (n=8) no perfil |, 25,0%
(n=13) no perfil Il e 9,6% (n=5) no perfil lll. Os tipos
de erros nos quais a dipirona estava envolvida em
maior frequéncia foram 1.1 (quantidade menor que a
prescrita foi dispensada — n=8; 30,8%), 1.2 (henhuma
unidade do medicamento prescrito foi dispensada
- n=10; 38,5%), 4 (Qquando uma ou mais unidades
foram dispensadas além da quantidade prescrita -
n=3; 11,5%). A dipirona ampola e ranitidina ampola
também estavam envolvidas no erro 5.1 (prescrito um
medicamento e dispensado outro) com frequéncia
(n=29; 65,2%).

A metoclopramida estava envolvida nos erros 1.1
(quantidade menor que a prescrita foi dispensada -
n=1; 7,15%) e 1.2 (nenhuma unidade do medicamento
prescrito foi dispensada — n=13; 92,85%). Ja a heparina
estava envolvida nos erros 1.1 (quantidade menor que
a prescrita foi dispensada — n=3; 30%), 1.2 (henhuma
unidade do medicamento prescrito foi dispensada —
n=3; 30%) e 4 (quando uma ou mais unidades foram
dispensadas além da quantidade prescrita - n=4;
40%).

DISCUSSAO

O presente estudo apresenta como limitacao
metodoldgica o fato do profissional responsavel pela
coleta de dados estarem inserido no servigo, uma vez
que este fator pode levar os funcionarios do setor a
ficarem mais atentos no processo de separagao e
preparo da prescricdo. Por outro lado, o indicador de
erros de dispensacao ja era uma rotina do setor antes
da realizacdo do presente estudo, sendo, no entanto,
realizada em frequéncia menor e com o fator surpresa
(uma vez ao més em dia aleatdério com andlise de

todas as prescricoes daquele dia).

Foi detectada uma proporcao elevada de erros
por prescricdes dispensadas (15%), mas inferior a
detectada em um estudo brasileiro realizado em
um hospital universitdrio de pequeno porte (19%)
(RISSATO, ROMANO-LIEBER, 2013) e outro realizado no
mesmo hospital do presente estudo por Anacleto etal.
em (2007) (81,8%) (ANACLETO, 2007); em ambos casos,
era utilizada prescricao manual para dispensacao.
Quanto a proporcao de itens dispensados com erros
(3%), o presente estudo mostrou uma frequéncia
similar a outro estudo brasileiro (3,2%) (RISSATO,
ROMANO-LIEBER, 2013), um estudo francés (2,5%)
(BOHAND et al, 2009) e outro realizado no Reino Unido
(2,7%) (BESO et al, 2005); porém, consideravelmente
inferior a frequéncia detectada por Albuquerque et
al. (2012) em um hospital oncolégico brasileiro (10,4%)
(ALBUQUERQUE et al, 2012) e ANACLETO et al. (2007)
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no mesmo hospital de estudo (33,3%) (ANACLETO,
2007). Falhas no processo de dispensacao significam
que um dos ultimos elos de autilizacao segura dos
medicamentos foi violada, e mesmo que a maior
parte eles ndo causem danos aos pacientes, sua
participacao global no total de erros de medicacgao é
consideravel e sua existéncia aponta para um maior
risco deocorréncia de eventos adversos (ALDHWAIHI
et al, 2016; ANACLETO et al, 2005).

Ao avaliar o numero de itens dispensados, destacou-
se o perfil de dispensacao do tipo Il e Ill, que mostrou
maior a frequéncia de itens com erros, destacando-
se a omissao de medicamento prescrito ou envio
de numero maior de unidades que prescritos.
Desta forma, os resultados apontam que a divisdao
das prescricoes em horarios (de 12 em 12 horas
em embalagem Unica ou fita selada), apesar de ter
como importante objetivo a reducao de erros de
administracdo quanto ao seu horario (“hora certa”) e
evitar a presenca de estoque volumoso nas unidades
de internacdo, pode aumentar a frequéncia de
erros, devendo envolver um processo mais bem
estruturado, ambiente adequado e funciondrios
treinados para sua execucdo (ANACLETO et al, 2005;
KEERS et al, 2013).

Outros fatores operacionais do hospital também
podem influenciar na frequéncia de itens com
erros nas prescricoes e devem sempre ser levados
em consideracdo na organizacdo do processo
de dispensacdo. O perfil de dispensacdao | (em
embalagem Unica), que apresentou menor proporgao
de itens dispensados com erro (1,86%), por exemplo,
é referente a um setor cujas prescricdes sdo extensas
(média de 20 itens), porém homogéneas e similares
entre os diferentes pacientes (unidade de tratamento
de queimados). Além disso, este é o setor que entrega
as prescricdes mais cedo na farmacia, o que pode
influenciar no tempo gasto no preparo da prescricao
na farmacia. Em contrapartida, o perfil Il (maior
proporgao de itens com erros - 4,0%) é utilizado para

atender os setores de clinica cirlrgica, que possui
prescricdes muito diversificadas e que costumam ser
entregues a farmacia fora do horario acordado (13
h) devido a admissao de pacientes vindos do bloco
cirdrgico em horarios diferenciados.

O tipo de erro mais frequente nos trés perfis de
dispensacao (ndao envio de nenhuma unidade do
medicamento prescrito) envolveu principalmente
os medicamentos frequentemente prescritos de
forma condicional pelo médico (metoclopramida
e dipirona). A omissdao (RISSATO, ROMANO-LIEBER,
2013; BOHAND et al, 2009; COSTA et al, 2008) e o
envio de quantidades diferentes das prescritas (BESO
et al, 2005; ALBUQUERQUE et al, 2012; COSTA et al,
2008; CINA et al, 2006), também foi um tipo de erro
que também se destacou em outros estudos que
avaliaram erros de dispensacdo. Igualmente, os
medicamentos mais frequentemente envolvidos
em erros de uma forma global também foram
estes. Isso nos indica a necessidade de padronizar
e divulgar entre os funciondrios o procedimento
interno da farmacia no tocante ao envio ou ndo dos
medicamentos prescritos de forma condicional.

Erros envolvendo a troca entre as medicamentos
com aspecto similar também foram frequentes,
sendo um erro predominante também em outros
estudos e destacado como dominio de prioridade
para implementacao de estratégias para prevencao
de erros pela OMS(WHO, 2013; IRWIN et al, 2011;
ANTO et al, 2011). Destacou-se a troca entre ampolas
de ranitidina e dipirona (ambas de coloracao ambar
e escrito em amarelo) que pode ser reduzida de
forma mais imediata com a separacao dos locais de
armazenamento no espaco da farmdcia, identificacao
diferenciada dos containers de armazenamento com
etiquetas de dizeres destacados, e identificacdo
individual das ampolas com etiquetas diferenciadas
(ISMP, 2014; EMMERTON, RIZK, 2012).

Apesar de reduzida, a frequéncia de erros envolvendo
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MPP (18,8% do total de erros) deve ser analisada
cuidadosamente, uma vez que estes medicamentos
tendem a estar associados a um maior risco de
causar danos graves ao pacientes (ISPM, 2015).
A heparina, por exemplo, que representou o
terceiro medicamento mais envolvido em erros de
uma forma global, e primeiro entre os MPP, é um
medicamento frequentementemente associado a
erros graves (colocar boletim de heparina) (ISMP,
2013). O segundo MPP mais envolvido em erros de
dispensacdo foi a enoxaparina. Ambos, quando
utilizados em subdose ou sobredose (os erros mais
frequentes foram o envio de unidades a mais ou a
menos do que prescrito) podem ocasionar eventos
tromboembdlicos ou hemorragias graves e até fatais
(ISMP, 2013). Por essa razao, esses medicamentos
estdo entre os medicamentos de alto risco apontados
no acrébnimo “A PINCH"” (A - antiinfecciosos; P -
potassio e outros eletrélitos; | - insulina; N — narcéticos
e outros sedativos; C — quimioterdpicos do inglés
chemotherapeutice imunosupressores; H - heparinase
agentes anticoagulantes) pela Comissao de Exeléncia
Clinica que devem ser priorizados em intervencgdes
para minimizar a ocorréncia e dimensao dos danos
associados ao uso de medicamentos (SHEIKH et
al, 2017). Estratégias de concientizacdo da equipe,
dupla checagem e destaque dos containers de
armazenamento e das unidades de medicamentos
podem ser adotadas para evitar tais erros (ISMP, 2015,
2013).

De uma forma geral, acredita-se que o envolvimento
de mais de um profissional de farmacia no preparo de
uma mesma prescricao e a adocao de conferéncia da
embalagem com os itens de prescricao por parte da
enfermagem poderiam também ser fatores a reduzir
a frequéncia de erros no setor, representando a
checagemindependente do processo de dispensacao
(WANG et al, 2016). A implantacao da dispensacao
via sistema informatizado com leitor de cédigo de
barras também estava em vias de ser implantada

no hospital em questao, podendo contribuir como
uma checagem adicional informatizada no processo
(CHEUNG et al., 2009; EMMERTON, RIZK, 2012; JAYME,
CARNEIRO, 2016; CAMPMANS et al, 2018).

Observou-se, portanto, um elevado numero
de erros de dispensacaomas similar ao detectado em
outros estudos. Uma pequena proporcao dos erros
envolvia MPP, sendo a metoclopramida e dipirona
os medicamentos mais envolvidos em erros. A
dispensacao em embalagens divididas por hordrios
aumentou a chance de erros. A omissdo de dose foi
o principal tipo de erros detectado. Acredita-se que
a determinacgao dos tipos de erros e medicamentos
envolvidos nos erros de acordo com os perfis de
dispensacao adotados é importante para proposicao
de medidas individualizadas para minimizar a
ocorréncia de erros de dispensacao.
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RESUMO:

Este trabalho tem como objetivo discutir a importancia da avaliacdo formativa como instrumento de gestdo em escolas
que utilizam métodos ativos de ensino - aprendizagem. Os sujeitos desta pesquisa foram 115 professores do curso
médico de uma universidade estadual. Na coleta de dados utilizamos um questionario com assertivas e analise do grau
de concordancia e/ou discordancia que foram sistematizadas, classificadas e tabuladas. Para o aprofundamento da
pesquisa, utilizamos a entrevista semiestruturada, cujos dados foram submetidos a anélise tematica. Verificou-se que, nos
métodos ativos, os docentes sao convidados a assumir efetivamente a funcao de gestores em todo o processo de ensino
- aprendizagem, e a avaliacdo formativa é destacada como um importante instrumento de gestao. Faz-se necessario que
o curso conte com um nucleo de avaliagdo que acompanhe o processo de ensino — aprendizagem, e consequentemente,
os atores envolvidos, que garanta um diagnostico situacional, que sistematize os achados e que alimente a gestdo do
curso.

Palavras—chave: Gestdo; Avaliacao Formativa; Educacao Médica; Aprendizagem Baseadaem Problemas; Desenvolvimento
Docente.

ABSTRACT:

This work has as an objective to discuss the importance of formative assessment as a management tool in schools that
uses active methods of teaching and learning. The subjects were 115 teachers of a State University of medicine. In the
data collection we used a questionnaire with statements and analysis of the degree of agreement and/or disagreement
systematized, classified and tabulated. For further research, we used a semi-structured interview, and the data was
submitted to thematic analysis. We found that, in active methods, teachers are invited to assume effectively the role
of managers throughout the teaching/learning process and formative assessment is highlighted as an important
management tool. It is necessary that the course count on an assessment core, which accompanies the process of
teaching/learning and consequently the actors involved, to ensure a situation analysis, which systematizes the findings
and feed management course.

Key-words: Management; Formative Assessment; Medical Education; Problem Based Learning; Faculty Development
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INTRODUCAO

Os cursos na area da saude tém optado pela utilizacao
de métodos ativos de ensino — aprendizagem com
0 objetivo de atender as demandas das Diretrizes
(DCNs),
demandas do Sistema Unico de Saude (SUS) vigente
no pais (ALMEIDA et al.,, 2012). Dentre os métodos
ativos destacam-se o uso da Aprendizagem Baseada

Curriculares Nacionais bem como as

em Problemas (ABP) e da Problematizacdo.

Na ABP, o estudante deve adquirir a capacidade de
gerenciaraautoaprendizagem.Osmesmostrabalham
em pequenos grupos sob a orientagao de um tutor/
instrutor (docente) e aprendem trabalhando na
solugao de problemas elaborados com a finalidade
de fornecer um contexto significativo para sua
aprendizagem (TSUJI et al., 2010; BARROWS, 1985).
Na Problematizacdo, professores e estudantes sdo
mediatizados pela realidade que apreendem e da
qual extraem o conteudo da aprendizagem a fim de
atuarem nela e, assim, possibilitar a transformacao
social. Portanto, o que é aprendido ndo decorre da
imposicao ou da memorizagao, mas do nivel critico
de conhecimento ao qual se chega pelo processo de
compreensao, reflexao e critica (TSUJI et al., 2010).

Assim, os professores passam a assumir diversificadas
funcdes docentes (ALMEIDA et al, 2012). Nos
modulos de Conteldos Especificos - MCE, cujo
objetivo é promover a articulacao e integracdo dos
conteudos disciplinares, busca-se uma abordagem
inter e multidisciplinar na construcao dos problemas
que serao utilizados nas sessdes tutoriais, em que
os docentes assumem diversas modalidades de
ensino - aprendizagem: constru¢ao de moddulos,
tutoria,  palestras/conferéncias/mesa  redonda,
consultorias em varias areas (relacionadas aos temas
do modulo), atividades praticas nos laboratérios
de autoaprendizagem (Morfofuncional) e de apoio
(Anatomia, Bioquimica, Embriologia, Farmacologia,
Fisiologia, Imunologia,

Microbiologia, Patologia

e Parasitologia). Nos moddulos de Habilidades e
Atitudes — MHA, os professores sdo responsaveis pela
elaboracao e execucdo do mesmo e exercem afuncdo
deinstrutores, facilitandoaos estudantesaconstrucao
do conhecimento, aquisicdo de habilidades e
desenvolvimento de atitudes favorecendo seu
desempenho para as atividades da pratica médica:
atividades clinicas, habilidades de comunicacao
com o paciente, familia e colegas; realizacdo de
procedimentos médicos e no ambito da propedéutica
laboratorial. No médulo de Interacao Aprendizagem
Pesquisa Servico e Comunidade - IAPSC, que é
desenvolvido com abordagem multiprofissional
e adota como estratégia a problematizacao, o
professor tem a funcao de instrutor, favorecendo o
desenvolvimento das competéncias necessarias ao
desempenho das atividades na pratica médica.

Em cada periodo os moédulos MCE, MHA e IAPSC
sdo construidos por uma equipe multiprofissional e
coordenados por um docente. Dessa forma, a funcdo
do gestor, nos métodos ativos, nao se restringe ao
coordenador do curso. Nos diversificados cenarios
citados os professores passam a assumir a fungao
de gestor. Segundo ALMEIDA et al. (2011) a gestao
das escolas médicas implica no desenvolvimento de
liderancas capazes de planejar e gerenciar o curriculo,
bem como garantir que as atividades docentes e
discentes sejam cumpridas com motivacdo e os
resultados esperados sejamalcancados. Dentre outras
atribuigoes, VENTURELLI et al. (2001) ainda ressaltam:
a identificacdo das necessidades organizacionais
e administrativas; o desenvolvimento da missao
do curso e o planejamento de como pode ser
cumprida sua responsabilidade social em relacao as
necessidades de saude da sociedade e aos objetivos
promovidos pela Organizacdo Mundial de Saude;
a organizacao de sistemas de apoio aos docentes,
para sua avaliacdo académica e planejamento de
contratacdes e a protecdo do “acervo profissional
docente”.
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Neste contexto, ser gestor em um curso que utiliza
métodos ativos de ensino — aprendizagem ainda
é mais desafiador. Alguns estudos destacam que
0s gestores das escolas médicas nao receberam
preparo formal para o exercicio da gestdao (ALMEIDA,
et al. (2012); ALMEIDA (2008)). ALMEIDA et al. (2012)
apontam que os gestores ndo tém utilizado uma
importante ferramenta: a avaliacdo formativa.

A avaliacdo formativa permeia todo o processo de
ensino - aprendizagem, todos os atores envolvidos
estudantes avaliam

avaliam e sdo avaliados:

professores, professores avaliam estudantes,
oralmente, ao final de cada uma das atividades
realizadas nos MCE, MHA, IAPSC e internato e
formalmente, na intranet, ao final desses modulos.
Ambos, estudantes e professores, avaliam todo o
processodeensino—aprendizagem.Assim,aavaliacdo
assume um carater formativo no desempenho tanto

dos estudantes quanto dos docentes e gestores.

TRONCOM (1996) define a avaliagdo formativa como
aquela que é realizada de forma regular e sistematica,
ao longo do processo educacional, com fins de obter
dados sobre o progresso alcancado e, assim, efetivar
a oportuna correcao das distorcdes observadas,
preencher as lacunas identificadas e valorizar as
conquistas realizadas. Para o autor, uma caracteristica
importante da avaliacdo formativa é o feedback
imediato que deve ser fornecido ao avaliado com
o objetivo de favorecer a obtencao de dados como
uma atividade educacional.

Assim, torna-se pertinente discutir a importancia da
avaliagdo formativa como instrumento de gestao
em escolas médicas que utilizam métodos ativos de
ensino - aprendizagem.

METODOLOGIA

Trata-se de uma pesquisa exploratéria, descritiva e
analitica com abordagens quantitativa e qualitativa.
A populacao de estudo consistiu em 115 docentes

(63,2% do total de professores) atuantes no curso
de medicina da Universidade Estadual de Montes
Claros/Unimontes. Todos os docentes exerciam
alguma atividade no curriculo com métodos ativos
de ensino-aprendizagem e tinham vivenciado os

impactos da mudanca curricular (ocorrida em 2001).

Para a coleta de dados utilizamos um questionario
fechado e uma entrevista semiestruturada de
aprofundamento. O uso de mais de uma técnica
de coleta de dados permitiu aos pesquisadores
combinar vantagens e corrigir algumas deficiéncias,
ou seja, validar e aprofundar a representacao das
informacdes obtidas (PASQUALI, 1996).

Para a elaboracdo do questionario foram utilizadas
quatro questdes fechadas para caracterizacdo da
amostra (idade, tempo de docéncia, profissdo e
titulacdo académica) e dezenove assertivas sobre
a formacdo e o desenvolvimento docente os quais,
numa escala de Likert, os sujeitos da pesquisa
apontaram seus niveis de concordancia/discordancia
(BOGDAN et al., 1994).

O questiondrio foi aplicado durante as reunides
periédicas mensais de cada departamento e os
dados obtidos foram sistematizados, classificados,
tabulados e dispostos em graficos.

Na segunda fase (entrevistas de aprofundamento),
trabalhamos com 15 docentes selecionados por
sorteio aleatorio conforme funcdes desempenhadas
no curriculo: 3 tutores, 2 construtores, 4 preceptores,
3 instrutores, 1 professor da comissao de avaliacao,
1 coordenador de periodo e 1 gestor membro da
Comissao de Educacdo Médica. Eimportante ressaltar
que a maioria dos participantes nesta fase ja tinha
exercido pelo menos duas dessas fungodes.

O numero de sujeitos desta etapa da pesquisa foi
determinado em funcdo dos dados qualitativos
terem-se mostrado “suficientes para realizar aquilo a
que nos propusemos” (BOGDAN et al., 1994, p. 200).
Para MINAYO (2004), nos pressupostos qualitativos o
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numero de entrevistas torna-se suficiente a medida
que se observa uma reincidéncia das informacoes.

As entrevistas foram realizadas seguindo um roteiro
prévio determinado a partir das analises dos dados
obtidos com o questionario sem limitar ou restringir
a espontaneidade das respostas dadas pelos
participantes no estudo. Foram gravadas e transcritas
pelos pesquisadores respeitando-se as pausas e
outras expressdes que pudessem auxiliar a traducao
da realidade. Apds sua transcricao, os dados foram
sistematizados e submetidos a analise tematica, uma
das técnicas de Andlise de Conteudo, valorizando os
significados presentes nas falas, a sua correlacdo com
as questodes formuladas e a articulacdo com o marco

tedrico adotado na pesquisa.

Ao realizar a analise do conteuddo das transcricoes
das entrevistas identificou-se uma énfase dada a
importancia da avaliacdo formativa no processo de
ensino - aprendizagem, e foram feitas referéncias
quanto a utilizacdo da avaliacdo formativa como
um instrumento de gestao. Apesar de nao se tratar
do objetivo inicial desta pesquisa e do instrumento
de coleta de dados nao contar com uma pergunta
especifica sobre o tema discutido neste artigo,
consideramos relevante discutir sobre a importancia
da avaliacao formativa como instrumento de gestdo
em escolas médicas que utilizam métodos ativos.

Este estudo é parte de uma dissertacao de mestrado
desenvolvida junto a Universidade Federal de Sao
Paulo/Unifesp (2009-2010), aprovado pelo Comité de
Etica da Universidade, em cumprimento da resolucéo
n°196/96.Protocolo n°0445/09.0s sujeitos assinaram
o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
garantindo-se o sigilo dos dados coletados, bem
como o direito as informacgdes necessarias.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao se trabalhar com métodos ativos, faz-se

necessario um investimento maior na avaliacdo com

fins de alcancar os resultados almejados por essa
proposta pedagdgica. Assim, a avaliacdo formativa
dos atores envolvidos e do processo de ensino -
aprendizagem tem ganhado destaque no meio
académico e se tornado cada vez mais imprescindivel
no direcionamento das atividades propostas.

A avaliacdo formativa permeia todo o processo de
ensino - aprendizagem, assume uma dimensdo
norteadora e estd estruturada de forma coerente
com os principios psicopedagdgicos e sociais do
curriculo (TSUJI et al., 2010), pode ser utilizada para
fins de diagnoéstico e para orientar a tomada de
decisao que se fizer necessaria (ALMEIDA et al., 2012).
E por meio dela que diagnosticamos as fragilidades
e as potencialidades, tracamos e executamos o
planejamento do que deve orientar os processos
de mudanca e acompanhamos se os resultados
esperados se efetivam configurando assim a sua
importancia como um valioso instrumento de gestao.

HOFFMAN (2008) reforca essa posicao construtivista
da avaliacdo, e ressalta a importancia de desenvolver
uma avaliacgdo compromissada, assumindo-se
uma postura mais interativa do avaliador, mais
responsavel e comprometida com o sujeito avaliado.
Esse fato determina a relevancia das relagbes
interpessoais e busca-se a motivacao, a inquietacao,
a mediagao, contrapondo a avaliacao que reproduz e
aliena, favorecendo o respeito a individualidade e as

diferencas.

A avaliacao, de acordo com MENDEZ (2002), permite
a construcdo e reconstrucdo de nossos saberes,
uma vez que avaliamos para conhecer e, assim,
asseguramos o aspecto formativo, tanto de quem
avalia como de quem é avaliado. Nesse processo
dialético, a avaliacdo constitui-se em um momento de
aprendizagem continua. Estas falas vém ao encontro
desta reflexdao (P10; P11): “Eu tenho melhorado
bastante [..], eu faco autocriticas em cima do que
eu [...] apresento [..], eu espero que eu ainda esteja
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em processo de crescimento”; “E através da avaliacdo
que nos sabemos das nossas qualidades e das
nossas dificuldades. E sabendo melhor das nossas
dificuldades, nés poderemos crescer mais [...], 0 que
eu devo fazer para ser diferente”.

DEMO (2005) e HOFFMAN (2008) acrescentam que
a avaliacao dialégica surge para conhecer, mediar
e motivar o aluno e o professor em suas atividades.
Estamos falando de uma pratica avaliativa que visa
promover a melhoria da realidade educacional
através de funcbes que visam a recuperacao, a
orientacdo e a formacao do sujeito (P9): “A avaliacdo
tem influenciado no sentido de me dar mais estimulo
[...] a melhorar cada vez mais”.

Na Unimontes, professores e estudantes sdo
convidados a realizar a avaliacdo formativa e
registra-las na intranet. Ao final de cada atividade, o
estudante se autoavalia, avalia seus pares, o docente,
as atividades (médulos, estagios, atividades praticas,
etc.), os servicos (biblioteca, laboratérios, cenarios de
pratica, etc.). O docente também se autoavalia e avalia
o estudante, as atividades e os servicos. A avaliacao
formativa é referenciada em critérios e acontece de
forma oral ao final de cada sesséo tutorial/atividade
e ao final de cada moédulo MCE, MHA e IAPSC é

formalizada na intranet.

Entretanto, apesar de reconhecerem sua importancia
para a gestdao das atividades, os professores
comentam que nem os estudantes e nem eles
préprios sao estimulados a utilizar o espaco da
intranet para realizar as avaliacbes e que ainda
persiste uma cultura avaliativa arraigada no medo e
na imaturidade (P1): “A avaliacdo da intranet ndo esta
boa, os meninos nao estao escrevendo [..] eu acho
dificil essa avaliacdo ajudar a coordenacao [..] ela é
falha (P3); As avaliacbes nao sdo veridicas, sdo [...]
superficiais [...] o estudante tem muito medo de estar
avaliando criticamente o tutor ou o profissional”

Outro aspecto enfatizado por SI-MUI SIM et al. (2006)

é a necessidade de prévia definicao dos critérios dos
instrumentos avaliativos com dimensbes a serem
observadas pelos avaliados e pelos avaliadores
(P4): “A avaliacdo pesa muito porque, querendo
ou ndo, a gente estd submetido a esses critérios
e é horrivel ndo passar no crivo”. DEMO (2005)
acrescenta que o numero de critérios definidos no
instrumento avaliativo também deve ser adequado,
de facil utilizacdo e deve-se buscar uma constante
revisao e negociacdo dos mesmos por parte dos
atores envolvidos. VENTURELLI et al. (2001) afirmam
que nao é suficiente ter instrumentos de avaliacao,
é necessario aprender a usa-los, avalid-los e
modifica-los segundo as necessidades do processo
de implantacao da mudanca. Nessa pesquisa, os
professoresidentificam a falta de clareza na definicdo/
compreensdo dos critérios de avaliagdo como algo
que impede o melhor aproveitamento da mesma
(P1): “Eu acho que falta estudo, falta capacitacao,
falta a gente discutir mais os critérios de avaliacao”
Vale ressaltar que apesar do curso de Medicina da
Unimontes contar com um sistema de avaliacao
formativa, os critérios de avaliacdo utilizados sao
0s mesmos em todas as fases do curso, ou seja, nao
acompanham uma progressao no desempenho dos
atores envolvidos. Além do mais, observa-se que nao
houve uma reformulacdo/atualizacdo, apenas uma
reducao dos mesmos, desde a implantagao da ABP.

Outra observacao é que nao ha uma sistematizacao
dos dados das avaliacdes realizadas na intranet e
também nao é oferecido um feedback aos atores
envolvidos. Os professores pesquisados confirmam
esta observacao e sugerem formas de utiliza-lo (P5;
P11): “Existe um instrumento eletrénico da avaliacao
dos estudantes para os professores, [...] acoordenacao
do curso [..] poderia fazer um consolidado disso,
talvez semestral [..] chamar esse professor, num
ambiente separado, pra dar esse feedback”; “Tanto
individualmente, pra que ele tenha acesso aos seus
dados individuais e pessoais, e de uma forma coletiva
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levantando resumos sobre a avaliacdo dos docentes,
mostrando pra eles como estd a evolucdo dos
docentes!. Eles ressaltam ainda a importancia dessa
sistematizacao e do feedback (P4; P3):“E a gente tinha
que ter acesso a um relatério, a um sumdrio desses
dados (da Intranet). Isso teria que ser devolvido pra
cada professor [..] isso ndo acontece”; “A medida
que a gente tem registros bem feitos, a gente vai
ter a possibilidade de fazer levantamentos e propor
feedback.

Para HOFFMANN (2008), o feedback contribui
para o crescimento e para o desenvolvimento das
potencialidades se a avaliacdo for significativa, e
para isso os dados tém que ser verdadeiros e os
instrumentos avaliativos coerentes e adequados. De
acordo com RUSHTON (2005) o feedback para que seja
efetivo, faz-se necessario a motivacéo, a capacitacao

e a utilizacdo de estratégias adequadas(P2):

“As vezes, a gente pega, estou falando como
coordenadora (de periodo), um docente, um tutor
que ndo vem tendo uma avaliacdo boa. Ja tivemos
momentos, por exemplo, de levar isso para a
coordenacao e nao terem tomado atitude no sentido
de mudar aquela pessoa [...] isso desmotiva.’

GIBBS et al. (2004) acrescentam que o feedback deve
refletir o cuidado de quem avalia em relacdo a quem
é avaliado, para assim motivar a aprendizagem. A
importancia desse cuidado também é observada
(P14):
interpretar aquele momento de cada professor, ter
um grupo de trabalho especifico pra cada aspecto
desses professores que ndo tiveram uma boa

pelos professores pesquisados “Tentar

avaliacao”

Ha também uma énfase na importancia da reflexao
sobre a pratica, a partir das avaliagdes realizadas,
para orientar a tomada de decisao (P1; P6):

“As vezes, a gente vé fragilidade, mas a gente nao
da conta de avancar para o préoximo semestre, de
sanar essas fragilidades, porque a gente ndo tem

esse exercicio de estar avaliando o grupo, avaliando
a construcao”;

“Tomar conhecimento da avaliacdo, os problemas
mais encontrados [...] a gente fizesse um momento
de reflexao sobre a nossa pratica.”

HOFFMANN (2008) e os professores participantes
desta pesquisa reforcam que a transformacdo da
realidade e a mudanca de atitudes sé sao possiveis
por meio de uma avaliacao reflexiva (P15; P15): “A
gente tem que ver como acontece, refletir e modificar
[...] Vocé tem que reavaliar e tracar mudancas” “Eu
acho que é sempre valido a gente ver, ouvir, ler sobre
a avaliacdo da gente que é feita pelo estudante [...]
ela estimula pra gente a reflexdo [...] do dia-a-dia”

Os recursos da avaliacdao diagndstica podem ser

utilizados para a identificacdo, confirmacdo e
caracterizacao dos problemas encontrados, de modo

a propor a solucao para os mesmos (P6; P9):

“Sempre eu olho aavaliacao[...] € o momento de vocé
refletir o que vocé pode melhorar [...] a influéncia da
avaliacao é fundamental pra gente crescer”;

“Falar assim [...] o ideal é que vocé pudesse melhorar
nisso ou naquilo, ou aperfeicoar isso, o que que vocé
precisa? Vocé esta disposto? De repente ndo quer [...]
muda de area, muda de posicao, muda de postura.”

COSTA (2007, p.27) aponta outro problema, que é
evidenciado na avaliacdao formativa, o individualismo
da acao docente: os docentes do ensino superior
sdo dominados pela “sindrome do ensinar a minha
maneira”, e consideram esse “um dos fatores que os
leva a adotar estilos pedagdgicos que tem tanto de
pessoal e de empirico”. A citacdo a seguir confirma
esse dado e nos faz refletir o quanto os gestores
devem se preparar para enfrentar esta questéo,
uma vez que ela infere diretamente nos resultados
almejados (P12):

“Eu trabalho da minhaforma, eu nao sei se eu trabalho
da forma correta”
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Nesse contexto, o gestor poderia utilizar a avaliacdo
formativa como um instrumento norteador do
processo de ensino — aprendizagem. Para tanto,
ele deveria contar com um processo avaliativo
eficiente que contribua de maneira mais efetiva para
a construcdo do conhecimento, para a aquisicdo de
habilidades e para o desenvolvimento de atitudes dos
atores envolvidos tendo em vista a formagdo médica
proposta. Entretanto, a fala abaixo nos remete que a
avaliacao formativa existe e tem sido realizada, mas
ainda nao tem sido utilizada como um instrumento

de gestao (P4):

“Se a gente pudesse fazer uma tabela, bem simples
de como foi meu desempenho no ano passado, e no
semestre passado em relacdo a esse semestre [...] Eu
penso que isso ai podia ser util porque [...] vai bulir na
motivacao da gente”

Para tanto, o curso precisa contar com um nucleo/
comissao de avaliacdo que acompanhe o processo
de ensino - aprendizagem, e consequentemente,
os atores envolvidos, que garanta um diagnéstico
situacional (ALMEIDA et al., 2012), que sistematize
os achados e que alimente a gestdao do curso. Um
professor assim se posiciona (P13): “A avaliacao do
processo também é falha em funcao [..] da falta
que uma comissao de avaliacdo faz”. E os docentes,
membros da comissdao de avaliacao, também
reconhecem a necessidade de aperfeicoamento
e identificam a necessidade de interagir com os
professores, com os estudantes e com os colegas de
outras instituicdes (P11):“No nosso caso (da comissao
de avaliacdo), talvez, a nossa interacao deveria ser
com todos os professores, com todos os estudantes,
e com grupos de avaliacdo de outras universidades,
pra gente fazer uma troca de experiéncias”. TSUJl et al.
(2010) acrescentam que ao constituir o seu nucleo de
avaliacdo, a instituicdo deve levar em consideracao as
particularidades individuais, o modelo curricular e o
método pedagdgico.

No entanto, para ALMEIDA (2008) apenas um
sistema de avaliacdo que alimente e retroalimente
o processo de tomada de decisdes nédo é suficiente,
uma vez que o nao planejado acontece todos os
dias, a todo o momento, em quantidade e gravidade
quanto menos estratégico for o estilo de gestéo.
De acordo com ALMEIDA et al. (2012) o gestor é o
propulsor do processo de ensino - aprendizagem,
e no exercicio de qualquer uma das suas atividades
ele é constantemente avaliador. Nesse sentido,
esses autores utilizam a figura do catavento para
representar as funcdes docentes nos métodos ativos
de ensino - aprendizagem e destacam as func¢des de
gestor e de avaliador no centro da mesma (figura 1).

Dessa forma, faz-se necessério que os gestores
dominem o processo de ensino - aprendizagem e
sintam-se responsdaveis pela motivacao dos atores
envolvidos (ALMEIDA etal., 2012). Osdocentes podem
atuar de forma ndo cooperativa e comprometer
os resultados esperados quando nao se sentem
motivados (ALMEIDA, 2008).

Ao trabalhar com métodos ativos, os docentes sdo
convidados a assumir efetivamente a funcdo de
gestores. Na Unimontes, as atividades do curso
médico sdo orientadas pelo colegiado de curso e
gerenciadas pela Comissao de Educacao Médica
(CEM). A CEM é composta pelo coordenador de
curso, pelo diretor do Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude (CCBS) e por dois membros de cada
uma das comissdes: Comissdao de Curriculo (CC), de
Desenvolvimento Docente (CDD) e de Avaliacao
(CAV). Cada periodo do curso é gerenciado por um
coordenador que esta subordinado ao coordenador
do curso e a CEM.

Neste contexto, é importante ressaltar que apesar de
serem convidados a exercerem o papel de gestores
os docentes ndo receberam um preparo formal para
assumir tal funcao (P4; P4): “O gestor [..] ndo tem
capacitacdo para ser, para gerenciar e administrar
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Figura 1 - Representacéo das atividades do gestor nos Métodos Ativos (Almeida, Maia e Batista, 2012).

grupos, pessoas, recursos humanos” “A gestao, os
gestores, eles tém as suas limitagcdes, que estao no
plano institucional, tém suas limitacdes pessoais.” O
que vai de encontro com ALMEIDA (2008) que afirma
que agestao naescolamédicando é profissionalizada,
nao é reconhecida nem valorizada pela comunidade
académica.

Outro aspecto relevante é que, na maioria dos
casos, os gestores também ndo receberam preparo
formal para serem avaliadores, o que provavelmente
justifica as dificuldades dos mesmos de utilizarem a
avaliacao formativa como um instrumento de gestéo.
Esse apontamento pode ser constatado na fala desse
professor (P7):

“Existem erros praticados que ja foram avaliados,
que ja foram colocados em formato critico e que néo
foram corrigidos [...] nem sempre a avaliacdo feita

ganha forca dentro da sua poténcia, dentro da sua
potencialidade, ela fica enfraquecida’’

A avaliacao formativa pode e deve ser utilizada como
um importante instrumento de gestdo: ao estimular/
motivar os atores envolvidos para realizarem e
registrarem as avaliacbes feitas; ao constituir um
nucleo, preparado em avaliacdo, para sistematizar
os dados e alimentar os gestores, bem como propor
o feedback necessédrio aos atores envolvidos com
o objetivo de estimular a reflexdo sobre a pratica e
a tomada de decisao; ao estimular os professores a
refletirem sobre os consolidados sistematizados pelo
nucleo de avaliacdo; ao estimular os professores
a receberem o preparo formal para assumirem as
funcdes de gestores e avaliadores. Desta maneira,
tornar mais efetiva a construcdao do conhecimento, a
aquisicao de novas habilidades e o desenvolvimento
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de atitudes nos atores envolvidos visando o alcance
dos resultados esperados pelas escolas médicas.
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RESUMO:

As leishmanioses representam um conjunto de doencas com uma grande diversidade clinica e epidemiolégica, sendo
classificadas em duas formas principais: tegumentar e visceral. Estima-se uma prevaléncia de doze milhdes de casos
em todo o mundo e esse nimero continua a aumentar, com 1,5 a 2 milhdes de novos casos por ano, principalmente
em dreas tropicais e subtropicais. A anfotericina B (AmB) é um farmaco pouco soltvel em agua e pouco absorvido no
trato gastrointestinal. E utilizado no tratamento de primeira linha para infeccdes fungicas invasivas e é o farmaco contra
a leishmaniose mais potente disponivel comercialmente. As formulacdes com esse farmaco disponiveis sdo adminis-
tradas por via parenteral, o que dificulta sua viabilidade em locais remotos. A formulacao convencional da AmB apresenta
alta nefrotoxicidade e, por conta disso, foram desenvolvidas formulacbes injetaveis lipidicas que melhoraram o efeito
adverso. Entretanto, elas apresentam a mesma eficacia. Por conta disso, hd uma crescente busca por novas formulacées
de AmB, com destaque para as formulagdes lipossomais catidnicas por via intravenosa e as nanoformulacées lipidicas,
como os sistemas autoemulsificantes, para via oral. Algumas dessas formulacdes orais ja estao em testes clinicos, sendo
uma esperanca no tratamento de doencas fungicas e leshimanioses.

Palavras - chave: anfotericina B, leishmaniose, nanotecnologia, sistemas de liberacdo de farmacos.

ABSTRACT:

Leishmaniasis represents a group of diseases with a great clinical and epidemiological diversity, it is classified in two main
forms: cutaneous and visceral. A prevalence of 12 million cases is estimated worldwide and this number continues to
increase, with 1.5 to 2 million new cases per year, especially in tropical and subtropical areas. Amphotericin B (AmB) is a
poorly water-soluble drug and poorly absorbed in the gastrointestinal tract. It is used in first-line treatment for invasive
fungal infections and is the most potent commercially available leishmaniasis drug. All drug formulations available are
administered parenterally, which hampers their viability at remote sites. In addition, the conventional formulation of
AmB shows high nephrotoxicity. The lipid formulation have less side effect, but have the same efficacy. Because of this,
there is a growing search for new formulations of AmB, with emphasis on intravenous cationic liposomal formulations
and lipid nanoformulations, such as oral self-emulsifying delivery systems. Some of these oral formulations are already in
clinical trials, being a hope in the treatment of fungal diseases and leshimaniasis.

Keywords: amphotericin B, leishmaniasis, nanotechnology, drug delivery systems
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INTRODUCAO

A descoberta de novas entidades quimicas é de
extrema importancia para a inovacdo farmacéutica
(MACRAE et al., 2015). Entretanto, nos ultimos anos, a
inovacdo tem surgido em novos sistemas de liberacao
de farmacos com a finalidade de modelar a cinética
de liberacdo, incrementar a absor¢do, aumentar a
estabilidade do farmaco ou vetoriza-lo para uma
determinada populacdao celular, 6rgao ou tecido
(THORLEY et al., 2013; ZHAO et al., 2014). Os novos
sistemas terapéuticos surgiram da necessidade de
minimizar problemas existentes com a administracao
das formas farmacéuticas tradicionais.

No desenvolvimento de um medicamento, aspectos
biofarmacéuticos e patofisiolégicos devem ser
considerados, os quais, dentre outros fatores,
determinam sua via de administracao. Por exemplo, a
anfotericina B (AmB) é muito pouco soluvel em dgua
e dificilmente absorvida pelo trato gastrointestinal,
devendo ser administrada por

(SERRANO et al., 2015).

via parenteral

A AmB permanece como tratamento de primeira
linha para infecgdes fungicas invasivas. Nas ultimas
décadas, aincidéncia dessas infeccdes apresentou um
aumento significativo (PETRIKKOS et al., 2007), sendo
causademorbidade e mortalidade, principalmenteem
pacientes imunodeprimidos (SHAO et al.,, 2007). Além
disso, é o farmaco contra a leishmaniose mais potente
disponivel comercialmente (LEMKE et al., 2005). O
dificil acesso da populagdo aos servicos de saude foi
um dos fatores que contribuiram para o aumento
do ndmero de casos de leishmaniose no Brasil e no
mundo (WHO et al, 2018). Por ser administrada por via
parenteral, existem muitas limitacdes ao uso da AmB,
como a seguranca associada com a administracao e
a viabilidade da administracao do produto em locais
remotos (LEMKE et al., 2005).

LEISHMANIOSES

As leishmanioses representam um conjunto de
doencas com uma grande diversidade clinica
e epidemiolégica, sendo classificadas em duas
formas principais, leishmaniose tegumentar (LT) e
leishmaniose visceral (LV) ou calazar (DESJEUX, 2004).
Sao prevalentes em areas tropicais e subtropicais e
sao endémicas em mais de oitenta paises da Africa,
Asia, sul da Europa e América Latina (WHO et al,,
2018). Estima-se uma prevaléncia de doze milhdes
de casos em todo o mundo e esse numero continua
a aumentar, com 1,5 a 2 milhdes de novos casos
por ano. A doenga também ocorre em focos ndo
endémicos em decorréncia das mudancas ecoldgicas
e de habitat do inseto vetor, da urbanizacdo e do
aumento do transito de pessoas (AMEEN, 2010).

As leishmanioses sdao doencas causadas pela
infeccao de protozodrios intracelulares obrigatérios
pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae, género Leishmania. A LT é
prevalente em 82 paises e sua incidéncia é estimada

em 1,5 milhées de casos por ano (GOTO et al., 2010).

O tratamento da LT pode ser local ou sistémico. O
ultimo é empregado como terapia para LV e nos casos
de LT naoresponsivosou naoindicadosao tratamento
topico. Nesse contexto, a terapia convencional
das leishmanioses é a administracdo parenteral de
antimoniais pentavalentes: estibogluconato de sédio
(Pentostam) e antimoniato de N-metilglucamina
(Glucantime) (GOTO et al, 2010). O Pentostam é
usado principalmente em paises de lingua inglesa
e Glucantime é usado no Brasil e em outros paises
da América Latina (SANTOS et al., 2008). Ambos sao
tratamentos longos de 20 a 30 dias que requerem a
internacao do paciente e administracao intravenosa
(GOTO etal, 2010).

A eficacia dos antimoniais é variavel, dependendo
da regido geografica, espécie de Leishmania e
o aumento

apresentacdo clinica. Infelizmente,

de casos de falha terapéutica tem sido reportado
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em vdrias regides do mundo. O aparecimento
de resisténcia de espécies de Leishmania aos
antimoniais é relatado, principalmente onde seu
uso foi indiscriminado, como na India (PISCOPO et
al., 2006; AMEEN, 2010). Por fim, os antimoniais ndo
sdo efetivos no tratamento de alguns tipos da LT,
especialmente na manifestacao severa (PISCOPO et
al., 2006).

Nos casos em que o tratamento preconizado com
antimoniais pentavalentes nao é efetivo ou nao pode
ser empregado, agentes de segunda escolha podem
ser utilizados, tais como anfotericina B, pentamidina
e paramomicina (SANTOS et al., 2008). Sendo a AmB
o tratamento mais potente comercialmente (LEMKE
etal., 2005).

ANFOTERICINA B

A AmB é indicada para o tratamento de infec¢ées
fungicas potencialmente graves e leishmaniose,
sendo administrada por via intravenosa. Em uma das
extremidades da molécula de ativo, encontra-se um
residuo micosamina (lactona) com um grupamento
amina livre, de pK_ igual a 9,5, e um grupo carboxil,
de pK igual a 3,5 (MAZERSKI et al., 1990). Estes dois
grupos, em pH fisiolégico, conferem caracteristicas
zwiteridnicas "a molécula e constituem a cabeca
polar (GOLENSER et al, 2006). Devido a essas
caracteristicas, a AmB tende a formar agregado em
meio aquoso, podendo apresentar diferentes estados
de agregacdo (TORRADO et al., 2008). E instavel em
faixas de pH abaixo de 6 e acima de 9 e em presenca
de luz, calor e oxigénio (ARAUJO, 2005).

A AmB é um farmaco da Classe IV, segundo

o Sistema de Classificacdo Biofarmacéutica
(BCS), apresentando baixa solubilidade e baixa
permeabilidade (AMIDON et al., 1995). Dessa forma,
s6 existem formulagdes endovenosas desse farmaco.
O primeiro medicamento comercialmente disponivel
foi o Fungizon (1960), disponibilizado como uma

suspensao coloidal. Nesta formulacdo, o sal biliar,

desoxicolato de soédio, é utilizado como agente
solubilizante, formando um complexo micelar com a
AmB (VYAS et al., 2006). Essa associacao é a chamada
formulacdo convencional e é por infusdo intravenosa
lenta em uma solucao contendo 5% de dextrose
(SHADKHAN et al.,, 1997). Atualmente, no Brasil,
encontra-se disponivel o medicamento Anforicin B
como formulacao convencional.

Apoés a administracdo endovenosa, o Fungizon
é diluido no sangue, o que leva a completa
dissociacao da dispersao coloidal composta de
AmB e desoxicolato de sédio. A AmB convencional
causa hemodlise e associa-se extensamente a
lipoproteinas de baixa densidade (LDL), sendo
captada pelas células que exibem receptores para
essas lipoproteinas, por exemplo, as células renais,
sendo altamente nefrotéxica (ROMERO et al., 2008).
Outra questdo para a toxicidade dessa formulagdo
estd no fato do farmaco dissociar-se rapidamente e
formar agregados (forma solivel em agua), que é a
forma mais téxica (TORRADO et al., 2008).

Areducao desta nefrotoxicidade é o principal objetivo
das formulagdes lipidicas que surgiram na década
de 1990 (VYAS et al., 2006; TORRADO et al., 2008).
Além da formulacdo convencional, trés preparagées
lipidicas estao disponiveis comercialmente: AmB
lipossomal (AmBisome), complexo lipidico de AmB
(Abelcet) e dispersdao coloidal de AmB (Amphocil)
(VYAS et al., 2006). Estas formulagcdes apresentam
eficacia semelhante (GOTO et al., 2010) e diferem
quanto a estrutura, forma, tamanho, composicao e
conteudo (Tabela 1).

Sistemas lipidicos sao capazes de interagir fortemente
com as moléculas de AmB, formando uma entidade
molecular nova, que apresentam propriedades fisico-
quimicasdistintas do farmacoisolado. As formulacdes
lipidicas comercialmente disponiveis tém indicacao
regulamentada apenas para LV (VYAS et al., 2006). A
AmB lipossomal ndo tem sido extensamente usada na
LT, mas relatos isolados de seu uso off-label em casos
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Tabela 1 - Preparacdes comerciais de anfotericina B (Adaptado de IMAN et al., 2011).

Nome Carga

Fungizon Dispersao coloidal (micelas) Desoxicolato, AmB = 1 um (diametro) Negativa
AmBisome  Lipossomas SUV HSPC-Chol-DSPGAmB (2:1:0,8:0,4) < 100 nm (diametro) Negativa
Abelcet Complexo lipidico (forma de fita) DPMC- DMPGAmB (7:3:3) 1 a6 um (diametro) Negativa
Amphot(?c Dispersao coloidal (forma de disco)  Colesterilsulfato de sédio- AmB (1:1) = 100 oo (e et Negativa
Amphocil X < 10 nm (espessura)

HSPC: fosfatidilcolina hidrogenada de soja. Chol: colesterol. DSPG: diestearoilfosfatidilglicerol. DMPC: dimiristoilfosfatidilcolina.
DMPG: dimiristoilfosfatidilglicerol. SUV: Vesiculas Unilamelares Pequenas.

de resisténcia tém mostrado efetividade (PISCOPO et
al., 2006).

Dentre as formulacdes comerciais, a AmBisome
é menos toxica do que as outras. Nela, a AmB
ancora-se fortemente na bicamada lipidica devido
as interagdes favoraveis com os lipidios ao redor. A
forte associacdo faz com que a AmB nao seja liberada
prontamente quando entra na circulacao sanguinea
e ndo se agregue, o que modifica a biodistribuicdo do
farmaco, diminuindo sua captacao por células renais
e reduzindo a toxicidade (VYAS et al., 2006; ROMERO
etal, 2008).

Devido a natureza coloidal das formulacdes lipidicas,
em especial AmBisome, elas sao removidas da
circulagdo pelas células do sistema fagocitico
mononuclear (SFM), levando a alteracdes no perfil
farmacocinético. Esse direcionamento passivo ao alvo
é (til para diminuir a toxicidade renal da AmB g, além
disso, pode servir como estratégia de tratamento de
infeccdes de células fagociticas do SFM causadas por
parasitas, como ocorre, por exemplo, na LV (TORRADO
etal,, 2008).

Diversos sistemas de liberacdo sdao descritos na
literatura para incorporac@éo da AmB. A maioria
dos estudos envolve nanossistemas, empregados
para o aumento da biodisponibilidade da AmB e
para a reducao da toxicidade. Além disso, algumas
abordagens utilizadas sao direcionadas para a
veiculagao da AmB por via oral, visando também a

protecao das moléculas contra degradacao no trato
gastrointestinal.

Pela via parenteral, diferentes sistemas podem ser
1995),
2001), emulsdes
2004; FILIPPIN
2008)
2010).
Para veiculacdo da AmB é interessante pensar em

citados: lipossomas (ETTEN et al, micelas
poliméricas (LAVASANIFAR et al.,
submicrénicas (BOUCHEMAL et al.,
2008), microemulsdes (DAROLE et al.,

e nanoparticulas lipidicas (MORIBE et al.,

et al,

lipossomas positivamente carregados pois isso
confere um maior reconhecimento pelo sistema
imune do hospedeiro. Dessa forma, maior quantidade
dessa formulacao ficard retida em baco e figado,
ajudando no tratamento da enfermidade (OWENS et

al., 2006).

Diversos outros sistemas foram utilizados para
veicular AmB, como emulsomas (GUPTA et al., 2007;
GILL et al., 2011), micro e nanoemulsdes (MORENO et
al., 2001) e microesferas de albumina (BRUNETE et al.,
2004).

Apesar de efetivas, existem muitas limitacdes do
uso parenteral, como a seguran¢a associada com
a administracdo, viabilidade da administracao de
produtos parenterais em locais remotos, adesdo do
paciente ao tratamento (TORRADO et al, 2013; LIU
et al, 2017). O desenvolvimento de uma formulacdo
oral efetiva, estavel e segura de AmB, resultaria em
aplicacdes significativas no tratamento de infecgdes
fungicas disseminadas e expandiria o acesso ao
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tratamento da LV. Entretanto, a biodisponibilidade
da AmB é muito baixa (0,2-0,9%) devido a sua baixa
solubilidade em &gua, a sua instabilidade em pH
baixo do fluido gdstrico e baixa permeabilidade
(SERRANO et al., 2017).

Alguns estudos administraram 2-10 g de AmB por
dia a pacientes. Entretanto, foi observado que a
concentracdo plasmatica no sangue ndo altera.
Outro estudo administrou AmB por via oral através
de multiplas doses e observou um aumento da
concentracdao plasmatica, apesar de ainda baixa
(HALDE et al., 1957; LOURIA, 1958; KRAVETZ et al,,
1961). Isso sugere que a absor¢dao da molécula do
farmaco ocorre por processo saturavel (SERRANO et
al.,, 2017).

Além da baixa biodisponibilidade oral, a AmB
apresenta efeitos adversos devido a uma toxicidade
no trato gastrointestinal como ndusea, vOmito,
diarreia e perda de apetite. Esses efeitos acabam
sendo ainda mais criticos devido a alta dose
necessdria para uma melhor biodisponibilidade oral
(SERRANO et al.,, 2017).

Da mesma forma, diversos estudos estdao descritos
na literatura com a busca de sua veiculacdo e
administracao por via oral. J& foram desenvolvidas
nanoparticulas de  poli(acido latico-co-acido
glicodlico) (ITALIA et al, 2009), nanoparticulas de
quitosana, formulacées lipidicas (SERRANO et al,,

2015) e nanossuspensao (KAYSER et al., 2003).

Os cocleatos assumem certo destaque, como nos
trabalhos de Mannino (2010) e Sesana (2011). A
tecnologia Bioral (Biodelivery Sciences), baseada
em cocleatos, encapsula e protege farmacos sem
formar ligagdes quimicas, facilitando a veiculagao
oral especialmente de farmacos utilizados por via
parenteral. Uma formulacdao de AmB com cocleatos
foi desenvolvida pela Biodelivery Sciences e estudos
pré-clinicos demonstraram o potencial deste sistema
de liberagao (DELMAS et al., 2002). Em 2016 deu-se

inicio um estudo de fase Il desse sistema (CLINICAL
TRIALS, 2018). O maior problema dessa formulacao é
o escalonamento e custo final do produto (ZARIF et
al., 2002).

A incorporacao da AmB em micelas compostas por
mono- e diglicerides e fosfolipidios apresentou um
aumento da concentracao plasmatica e diminuiu
a parasitemia (WASAN, 2009 e 2010). Uma delas ja
estd em estudo clinico iCo-10 (ICO THERAPEUTICS,
2017). Essas formulacdes podem ser consideradas
sistemas auto-emulsificantes (SEDDS, do Inglés
Self-Emulsifying Drug Delivery System) e solugdes e
suspensdes com excipientes liquidos. As formulagées
SEDDS foram obtidas utilizando triglicerideos de
cadeia média, acidos graxos e surfactantes nao-
ionicos e formam microemulsées apenas com o0s
movimentos peristalticos do trato gastrointestinal
(SACHS-BARRABLE et al., 2008). Um dos problemas
dessas formulacdes é a baixa solubilidade da AmB
nos componentes lipidicos (IBRAHIM et al.,, 2012).

No caso de nanoparticulas para veiculagao oral de
AmB para o tratamento LV é interessante a captacao
pelo sistema linfatico. Nesse caso, dois pontos
sao importantes, o tamanho (100 — 500 nm) e a
composicao de superficie que deve adsorver a maior
quantidade de sais biliares possivel (GHOSH et al.,
2014; TREVASKIS et al., 2015).

CONCLUSAO

A leshimaniose é uma doenca prevalente em
areas tropicais e subtropicais e o numero de novos
pacientes infectados cresce a cada ano nessas regides.
O tratamento dessa doenca é complexo, com uso
de medicamentos por via intravenosa com muitos
efeitos adversos. A anfotericina B é o medicamento de
segunda escolha no tratamento dessa doenca, mas o
mais potente. Esse farmaco também é utilizado com
maior frequéncia no tratamento de doencas fungicas.

Existem diferentes formulacées de AmB no mercado,
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sendo a convencional a que apresenta maior
incidéncia de nefrotoxicidade. As outras formulacdes
lipidicas apresentam a mesma eficacia com uma
diminuicdao dos efeitos adversos. Por conta disso,
muitos trabalhos na literatura vém buscando novas
formulacoes de AmB. Para a administracao parenteral,
destaca-se o uso de lipossomas catidnicos como
forma de administragcdo do farmaco para aumentar
a sua captacao por macrofagos e, por conseguinte, a
eficacia do tratamento.

Entretanto, a via parenteral apresenta problemas,
como a dificuldade de adesdao do paciente ao
tratamento e necessidade de internacao do mesmo
para a administracdo. Assim, existe um esforco
dos pesquisadores da area em desenvolver uma
formulacdo via oral. As formulagées utilizando
nanotecnologia destacam-se na area, especialmente
as nanoparticulas lipidicas e poliméricas, chegando
a estudos clinicos. Um ponto importante nesse
processo é o escalonamento da formulagdo e o custo
final do produto, uma vez que é focado no tratamento
de uma doenca negligenciada.
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RESUMO

A técnica da producao de alimentos organicos tem se difundido entre os consumidores fundamentando-se em principios
agroecoldégicos e de conservacao de recursos naturais. Muitos estudos tém demostrado que os alimentos produzidos
organicamente tém tendéncia a possuirem menor teor de nitrato, maior teor de vitamina C, matéria seca e compostos
com acao antioxidante. As propriedades antioxidantes nos alimentos estdo diretamente relacionadas com a presenca dos
compostos fendlicos, em especial os acidos fendlicos e os flavondides. Entretanto, com relacao a qualidade nutricional
para a maioria dos nutrientes, até o momento, ndo existe um consenso sobre a superioridade dos organicos em relacao
aos convencionais. Esta revisao fornece um panorama das principais pesquisas relacionadas aos teores dos compostos
fenolicos nas hortalicas no cultivo convencional e organico. Pelas pesquisas cientificas, existem diversos fatores que
podem contribuir com o teor de compostos fendlicos em hortalicas, como por exemplo, o sistema de cultivo empregado,
composicao do solo, fatores genéticos, condicées ambientais, disponibilidade de nitrogénio, quantidade de irrigacédo e
nutrientes recebidos, assim como a variedade da planta e o seu grau de maturacgao. Hortalicas organicas apresentam um
enorme potencial para inovacgado tecnoldgica, visto a necessidade da manutencao destes compostos importantes para a
saude, sem prejuizo do sabor agradavel, esperado pela populagao.

Palavras-chave: Bioativos, vegetais, radicais livres, antioxidante, saude

ABSTRACT

The technique of organic food production has spread among consumers based on agro-ecological principles and
conservation of natural resources. Many studies have found that organically produced foods tend to have lower nitrate
content, higher vitamin C content, dry matter, and antioxidant compounds. The antioxidant properties in foods are
directly related to the presence of phenolic compounds, especially phenolic acids and flavonoids. However, with respect
to the nutritional quality for most nutrients, to date, there is no consensus on the superiority of organic foods compared to
conventional ones. This review provides an overview of the main research related to the content of phenolic compounds
in vegetables in conventional and organic cultivation. According to scientific research, there are several factors that
may contribute to the content of phenolic compounds in vegetables, such as the cropping system, soil composition,
genetic factors, environmental conditions, nitrogen availability, amount of irrigation and nutrients received, as well as
the variety of the plant and its degree of ripeness. Organic vegetables have an enormous potential for technological
innovation, since there is a need to maintain these important compounds for health, without detriment to the pleasant
taste expected by the population.

Keywords: Bioactive, vegetable, free radicals, antioxidant, health
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INTRODUCAO

A agricultura organica fundamenta-se em
principios agroecolégicos e de conservacao de
recursos naturais. Baseada numa visao holistica,
promove o desenvolvimento sustentavel dos
agroecossistemas, obedecendo a biodiversidade, os
ciclos biogeoquimicose a atividade biolégica do solo
utilizando fertilizantes de origem organica e fontes
renovéveis de energia (GUZMAN e GONZALEZ, 2009).
Na agricultura organica os processos bioldgicos
substituem os insumos tecnolégicos. Além disso,
consegue aliar o melhor aproveitamento dos recursos
naturais renovaveis e dos processos bioldgicos,
a manutencao da biodiversidade, a preservacao
ambiental, ao desenvolvimento econdémico, bem
como, a qualidade de vida humana. Por outro lado,
o sistema de producao denominado convencional
baseia-se na utilizacao intensiva de insumos quimicos
(agrotdxicos), mecanizacao e melhoramento genético
voltado para a produtividade fisica (PIMENTEL et al.,

2005; ARBOS et al., 2010).

Atualmente, é possivel observar uma busca dos
consumidores por alimentos de qualidade, a preco
justo, saudaveis do ponto de vista sanitario, isentos
de residuos quimicos e produzidos com menor uso de
insumos artificiais (SABA e MESSINA, 2003; MACHADO
e CORAZZA, 2004;CAVALCANTE et al, 2007). Com isso,
a producao de alimentos organicos é uma demanda
atual da sociedade e tem recebido crescente atencao
no cenario mundial, especialmente nos paises
industrializados.

Algumas evidéncias epidemiolégicas demonstram
que existe uma forte correlacdo inversa entre o
consumo regular de frutas e hortalicas e a prevaléncia
de algumas doencas degenerativas (MELO et al., 2006,
2009; HSU et al, 2007).0 efeito protetor exercido
por estes alimentos tem sido atribuido a presenca
de compostos antioxidantes, dentre os quais se
destacam os compostos fendlicos, além dos mais

conhecidos B-caroteno, vitamina C e vitamina E. Estas
substancias por possuirem propriedade antioxidante,
atuam retardando a velocidade da reacao de
oxidacao, por acao sinérgica ou nao, protegendo o
organismo, contra as espécies reativas de oxigénio e
nitrogénio (MELO et al., 2009). As hortalicas e frutas
sdao consideradas como fontes importantes desses
diversos compostos antioxidantes, sendo esta uma
das razdes para o incentivo do consumo continuado
desses tipos de alimentos.

Os compostos fendlicos também sao considerados
de grande importancia fisiolégica e morfoldgicas
para as plantas, podendo atuar como fitoalexinas
(POPA et al, 2008), antioxidantes, atrativos para
os polinizadores, agentes de protecao contra
raios UV e ainda contribuem para a pigmentacao
(NACZK e SHAHIDI, 2006).Essas

propriedadesbioativasdesempenham umpapel

da planta

importante no crescimentoe reproducao das
plantas, proporcionando umaprotecdo eficazcontra

patégenosepredadores.

Indmeros ensaios tém sido desenvolvidos para
avaliar a capacidade antioxidante em diferentes
alimentos. Alguns deles determinam a habilidade dos
antioxidantes para sequestrar radicais livres gerados
no meio da reacdo, outros avaliam a eficiéncia dos
antioxidantes em inibir a peroxidacao lipidica por
meio da quantificacdo dos produtos da reacdo, como
dienos conjugados e hidroperédxidos, bem como
dos produtos de decomposicao da peroxidacao
lipidica ou medindo a inibicdo da oxidacao do lipidio
do sistema pelo antioxidante a ser testado (MELO
et al., 2006). Em decorréncia dessa diversidade de
métodos para avaliar a atividade antioxidante, nao
existe um procedimento metodoldgico universal e
por isso existe a necessidade de avaliar a capacidade
antioxidante por diferentes ensaios, por diferentes
mecanismos de acao.

Sendo assim, o objetivo desteestudo foi realizar
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uma revisao da literatura, no sentido de identificar
informacdes objetivas e acuradas a respeito dos
compostos fendlicos presentes em hortalicas,
comparando o teor desses compostos obtidos de
cultivos organicos e convencionais. Para isso, a
metodologia para realizacdo do presente estudo foi
embasada em trabalhos publicados nos ultimos dez
anos, utilizando-se as palavras-chave antioxidant
activity, phenolic compounds, vegetables, organic
and conventional, encontradas em varias bases

cientificas no Portal de Periddicos CAPES.
Compostos fenélicos em alimentos

A busca por antioxidantes naturais para o emprego
em produtos alimenticios ou uso farmacéutico
tem aumentado consideravelmente desde o inicio
dos anos 1980. O intuito é a substituicio dos
antioxidantes sintéticos, que tem sido restringido
seu uso devido potencial de carcinogénese, bem
como pela comprovacdo de diversos outros
problemas como: aumento de peso do figado e
significativa proliferacdo do reticulo endoplasmatico
(DEGASPARI e WASZCZYNSKYJ, 2004).0 interesse
nesses antioxidantes naturais tem aumentado devido
aos seus efeitos benéficos da prevencdo e reducédo
do risco de vdrias doencas. Os compostos fendlicos
sdo substancias biologicamente ativas, que sao
considerados os principais antioxidantes naturais,
sendo um grupo diversificado de compostos
quimicos, tendo uma caracteristica em comum: a
presenca do anel de arilo, no qual pelo menos um
grupo hidroxilo estd ligado. Sao reconhecidos como
componentes secunddrios importantes de muitas
plantas comestiveis (O'CONNELL e FOX, 2001; SIGER
etal., 2012; ALU'DATT et al., 2013).

Extratos de frutas,ervas, legumes, cereais, nozes e
outros materiais vegetais ricos em fendis sao cada
vez mais de interesse na industria de alimentos. A
importancia dos componentes antioxidantes de
materiais vegetais para a manutencao da saude

e protecdo contra doencas cardiacas e cancer
também estd aumentando o interesse dos cientistas,
fabricantes de alimentos e consumidores (ARRAEZ-
ROMAN et al., 2010).

Esses compostos exibem propriedades
organolépticas, como a adstringéncia, que esta
associada a precipitagdes de glicoproteinas salivares
e mucopolissacarideos na lingua, o que resulta no
desenvolvimento de uma sensacao de constricao,
aspereza e secura do palato, sendo que essa sensacao
pode levar até 4 horas para se desenvolver. Relatos
indicam que as propriedades olfativas de alimentos
defumados sao devido a compostos fenélicos, ou seja,
guaiacol, eugenol, siringol, cresol e fenol, presentes
na fumaca de madeira. Além de que, estendem a vida
de prateleira de alimentos processados, inibindo o
ranco oxidativo e desempenhampapel importante
no desenvolvimento da cor do vinho e muitos outros

produtos alimentares (O'CONNELL e FOX, 2001).

Os compostos fenodlicos possuem também
vdrias atividades bioldgicas, como antioxidantes,
antimutagénico,  antibacteriano,  aterosclerose,
doenca cardiaca corondria, ou efeitos anticancer. Sua
utilizacao in vitro ou in vivo, e em modelos animais,
tem sido estudada para minimizar ou eliminar a
iniciacdo ou progressao de varias doengas humanas,
incluindo cancro, artrite e enfisema, que ocorrem por
danos oxidativos. Muitos estudos foram concentrados
em eliminar ou diminuir esses danos, usando varios
compostos fenolicos. Como consequéncia, a ingestdo
de alimentos ricos em polifendis é recomendada para
ser incluida nos habitos de dieta e novos suplementos
alimentares e alimentos funcionais que contém
polifendis tém sido lancados (CHUNG et al., 2011;

MORENO et al., 2011).

Compostos fendlicos sdo amplamente distribuidos
nas plantas e componentes importantes da dieta
humana. Compreendem uma grande diversidade de
compostos, tais como os flavonoides (antocianinas,
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flavondis, flavonas, etc) e vdérias classes de néo
flavonoides (acidos fendlicos, ligninas, estilbenos,
hidroxibenzoéicos). A atividade antioxidante dos
compostos fenodlicos depende de muitos fatores. O
mais importante é a sua estrutura, na qual o nimero
e posicao dos grupos hidroxilo sdo significativos e
os diferenciam(Figura 1). Além disso, os compostos
fenodlicos podem ocorrer em combinagao com outros
compostos presentes no alimento, o que pode afetar
significativamente a sua bioatividade (MAQSOOD e
BENJAKUL, 2010; SIGER et al., 2012; MIRNAGHI et al.,

2013).

Dentre as varias funcdes dos compostos fendlicos,
se destacam: atuacdo na manutencdo da qualidade
dos alimentos, prevencao ou retardo da deterioracdo
e manutencao do valor nutritivo dos alimentos
e produtos alimentares, protecao dos tecidos do
corpo do dano oxidativo e capacidade para impedir
a agregacao de plaquetas e da lipoproteina de baixa
densidade (LDL) (SIKORA et al., 2008; ALU'DATT et al.,
2013; MIRNAGHI et al., 2013).

(a) ™ (b)
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O processo respiratério e diversas reacdes oxidativas,
que ocorrem nas células aerébicas, levam a formacao
de radicais livres, que causam danos ao organismo e
contribuem para o aparecimento de muitas doencas,
tais como: inflamagdes, tumores malignos, mal de
Alzheimer e doencas cardiovasculares, bem como
aceleram o processo de envelhecimento (SIKORA et
al., 2008). Por isso, as células humanas dependem de
certa capacidade antioxidante para fornecer protecdo
contra os efeitos prejudiciais de radicais livres e
espécies reativas do oxigénio, que sao consequéncias
inevitaveis da vida aerdbica. Para alcancar uma
protecéo eficiente, os tecidos dispdem de um sistema
antioxidante integrado, que consiste de um arranjo
de diversos componentes lipossolliveis (vitamina
E; carotendides), hidrossoluveis (acido ascérbico;
glutatinona) e enzimaticos (glutatinona peroxidase;
superoxido dismutase; catalase) (McLEAN et al., 2005).
Em geral, desempenham o papel de antioxidante
através de diferentes mecanismos de agao, tais
como eliminagdo de radicais livres, extincao de
espécies reativas de oxigénio, a inibicao das enzimas
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Figura 1. Estruturas de quatro compostos fendlicos: (a) catequina, (b) acido cafeico,

(c) acido ferulico e (d) acido tanico.

Fonte: (MAQSOOD e BENJAKUL, 2010).
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oxidativas, a quelacdo de metais de transicao, através
da interacdo com biomembranas ou decompondo
peroxidos. Assim, eles sao conhecidos por ser
responsavel pela atividade antioxidante de plantas.
O organismo humano, naturalmente, defende-se
dos radicais livres pela producao de antioxidantes
endégenos. Porém, isso nao é suficiente para
satisfazer as necessidades do corpo, com isso, a
ingestao de antioxidantes a partir de fontes externas,
é fortemente recomendada (MAQSOOD e BENJAKUL,
2010; ERKAN, 2012; CONTESSA et al., 2013).

Compostos fendlicos em hortalicas cultivadas em
diferentes sistemas

Cultivos convencionais

O efeito antioxidante dehortalicas foi evidenciado em
estudos realizados com espinafre e repolho (ISMAIL et
al., 2004),maca (LEJA et al., 2003), coentro (MELO et al.,
2005), entre outros.De acordo com Bacchi et al (2004)
e Lombardo et al (2012), estudos feitos com cultivares
de batatas, o produto quando manejado de forma
convencional requer que os produtores adotem
insumos agricolas e defensivos quimicos, o que
pode resultar em residuos indesejaveis para o solo,
acumulando-se consequentemente nos tubérculos,
por isto, como resultado, os sistemas organicos
de producao inicial no cultivo da batata estao em
ascensdo.Tal fato evidencia que em diversos cultivares
estudados, embora os niveis de rendimento sejam
tipicamente mais baixos em sistemas organicos, este
tipo de manejo tem ganhado a predilecao de muitos
produtores.

Uma revisdao recente por Lairon (2009) conclui
que o teor de nitrato de alimentos cultivados
organicamente (incluindo batata) é em geral menor
do que em produtos cultivados convencionalmente.
Isso pode ajudar a reduzir a ingestdo total de nitrato,
principalmente nos paises onde os legumes sdo
altamente consumidos. Juntamente com a d4gua
potavel, os vegetais sdo a principal fonte alimentar de

nitrato, que é potencialmente perigoso para a saude
humana quando ingeridos em concentracdes acima
da ingestao didria aceitavel (IDA) preconizados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
devido ao seu papel precursor para a formacao de
nitrosaminas, importante composto cancerigeno
formado pela complexacao de aminodcidos e nitratos.
No entanto, estudos que investigam micronutrientes,
diferentes bioativos e a capacidade antioxidante,
tiveram resultados conflitantes. A literatura sugere
que os teores mais elevados de compostos fendlicos
em alimentos organicos ou convencionais podem
variar nao so entre cultivares, mas também com base
na substancia especifica que estd sendo analisada.
Isto porque, o teor de polifendis em uma planta é
influenciado pelas condi¢des de cultivo, tais como
condicdes de crescimento, o grau de maturacao e
variedade (BARRETT et al., 2007;,TOOR et al., 2006). A
estes fatores soma-se a genética de plantas cultivadas,
composicao do solo e as condigbes de cultivo,
estado de maturidade, e condicdes de colheita e
pos-colheita. Desta forma, uma vez que a presenca
de polifendis constituem parte dos mecanismos de
defesa inatos das plantas, a sintese de polifendis tem
sido mostrado para ser estimulada sob condi¢des de
stress, como alteracdes de temperatura, exposicao
UV e ataques patogénicos, para as quais também
podem ser submetidas também as planta¢des sob
cultivo convencional (FALLERe FIALHO,2009).

Ndo é consensual a evidéncia de que muitos
antioxidantes desempenham um papel fundamental
na adaptacao das plantas a estresses abidticos,
como estresse hidrico. Um numero significativo de
antioxidantes produzidos por plantas em resposta
ao estresse sao metabdlitos secundarios, incluindo
uma vasta gama de compostos fenélicos simples e
complexos derivados primariamente através da via
fenilpropandide (LUNA et al, 2012).

Alguns desses importantes compostos fendlicos
sdo largamente disponiveis emdiferentes frutas,
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legumes e ervasintegras, mas, também podem
ser aproveitados a partir de residuos agricolas
e industriais, tornando-se fontes atraentes de
antioxidantes naturais. Segundo Ignat etal (2011),uma
especial atencao estad focada na extracao de fontes
de baixo custo ou residual das industrias agricolas.
Subprodutos, remanescente apds processamento
de frutas e vegetais na industria de processamento
de alimentos, ainda contém uma grande quantidade
de compostos fenodlicos. Importante exemplo pode
ser evidenciado na citricultura que produz grandes
quantidades de residuos de casca e semente, 0s quais
podem ser responsaveis por até 50% do peso total
do fruto.Entretanto, sequndo Koh et al (2009), até o
momento, nao ha nenhum estudo sistematico que
possa representar a sazonal variagao ao longo do ano
para o complemento de flavondides, aminodacidos e
vitamina C em alimentos, sendo necessaria analise
para um intervalo de diferentes cultivares, agricolas e
manejo pos-colheita e condicao de armazenamento
histérias. Mas, ha um crescente interesse e
necessidade de dados quantitativos sobre os niveis e
variabilidade de bioativos importantes na producao
comercial. Estes valores sao critico para estimar
a disponibilidade e para o desenvolvimento de
precisao bancos de dados, pois, requerem multiplas
amostragens durante longos periodos, a fim de
compensar os efeitos das variagdes anuais, varietais

e sazonais.
Cultivos orgdnicos

A agricultura organica é um sistema de
gerenciamento de producao holistico, que promove
e melhora a saude do ecossistema agricola, incluindo
a biodiversidade, os ciclos biolégicos e a atividade
biolégica do solo. Sistemas organicos de producao
sdo baseados em normas especificas e precisas de
producdao que visam alcancar agro-ecossistemas
ideais que sdo socialmente, ecologicamente e
economicamente sustentaveis (HAAS, 2008). Evita

o uso de pesticidas sintéticos, herbicidas, adubos

quimicos, hormonios de crescimento, antibidticos ou
manipulagao genética. Em vez disso, os agricultores
organicos usam uma variedade de técnicas que
ajudam a manter os ecossistemas e reduzir a poluicéo.
Ele reduz drasticamente insumos externos, abstendo-
se do uso de quimio-sintéticos fertilizantes, pesticidas
e produtos farmacéuticos. Em vez disso, ele permite
que as leis poderosas da natureza para aumentar
os rendimentos agricolas e resisténcia a doenca
(OLIVEIRA, 2009).

Organico é um termo de rotulagem que indica que os
produtos sao produzidos de acordo com as normas
da producdo organica, e que estao certificados por
autoridade ou entidade de certificacdo devidamente
constituida. A agricultura organica se baseia no
emprego minimo de insumos externos. Devido a
contaminacao ambiental generalizada, as praticas
de agricultura organica ndo podem garantir
auséncia total de residuos. No entanto, é possivel
aplicar métodos destinados a reduzir ao minimo a
contaminacdo do ar, do solo e da dgua (FAO/OMS,

2008).

Ha uma crescente demanda por hortalicas organicas,
entre outros produtos, e os agricultores de todo o
mundo estdo mudando suas praticas de producao
para enfrentar esse desafio (DIPEOLU e AKINBODE,
2005, 2006).Sabe-se que os alimentos organicos tém
atributos sensoriais superiores, contém niveis mais
baixos de pesticidas e fertilizantes sintéticos, tém
niveis mais elevados de nutrientes e fitoquimicos
protetores e menores niveis de nitrato de que
Este

fendbmeno é, possivelmente, devido a um maior teor

alimentos produzidos convencionalmente.
de agua em culturas convencionais, o que faz com
que a diluicdo de nutrientes (VALLVERDU-QUERALT

et al., 2012).

E bem conhecido que a biossintese de compostos
fendlicos em plantas é fortemente influenciada pela
cultivar, o modo de fertilizacdo, a temperatura, aluze
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as variacoes sazonais (SLIMESTAD e VERHEUL, 2009).
A tendéncia de maior concentracao de polifenol em
frutas e vegetais produzidos organicamente poderia
ser explicada por uma maior absorcao de fésforo e
de limitada disponibilidade nitrogénio (VALLVERDU-
QUERALTet al., 2012).Um aumento da absorcao de
fésforo pode fornecer a energia necessdria para a
sintese de fitoquimicos. Além disso, demonstrou-se
que as plantas sintetizam mais flavondides quando o
nitrogénio é limitado (MITCHELL et al., 2007).

Em relacao aos atributos de qualidade dos alimentos
organicos, os resultados ainda sao pouco conclusivos.
Darolt (2003)afirma existir um grande numero de
fatores que pode afetar a qualidade de um alimento,
como fatores genéticos (variedades), clima, condicoes
de solo, armazenamento pds-colheita e modo de
producao (organico ou convencional).Pelo lado
negativo, foi sugerido que a utilizagdo de estrume
e reduzida utilizacdo de fungicidas e antibioticos
em agricultura organica, pode resultar em uma
maior contaminagao de alimentos organicos por
microrganismos ou produtos microbianos (HOEFKENS
et al., 2009).

Numerosos estudos ja foram conduzidos abordando
as propriedades antioxidantes de frutas, hortalicas
e plantas medicinais (RAMOS et al., 2003; CAl et al.,
2004; MIGUEL et al., 2004; SCHAFFER et al., 2005; HSU
etal.,, 2007; YU et al., 2007). Todavia, poucos trabalhos
sdo conduzidos visando verificar a influéncia do tipo
de cultivo na acdo antioxidante desses alimentos.
Alimentos produzidos organicamente tém tendéncia
a possuirem menor teor de nitrato, maior teor de
vitamina C e matéria seca, bem como maior teor
de compostos com acao antioxidante, tais como
flavonoides e carotenoides (DAROLT, 2003; STERTZ et
al., 2005; MAGKOS et al., 2006).

Em relacdo a qualidade nutricional, de forma geral,
para a maioria dos nutrientes ainda ndo existe um
consenso sobre a superioridade dos organicos.

Todavia, para alguns elementos é possivel observar
algumas tendéncias. Ficou evidente que a maior parte
dos estudos comparativos apontam para um menor
teor de nitratos, um teor superior de matéria seca e
um maior teor de vitamina C para produtos organicos,
notadamente em legumes e folhosas. E provavel que
isto esteja ligado a menor quantidade e fontes menos
disponiveis de nitrogénio em sistemas organicos. Em
relacdo a substancias como os compostos fendlicos,
responsavel por uma maior protecdo ao organismo,
a maioria dos estudos mostra um teor mais elevado
em produtos provenientes da agricultura organica
(DAROLT, 2003).

Compostos fenolicos em hortalicas organicas e
convencionais

Os fitoquimicos sao compostos provenientes do
metabolismo secundario de plantas e, dentre eles, os
compostos fendlicos merecem destaque, em razao da
suaatividadeantioxidante. A capacidade deinativacao
dos radicais livres pelos compostos fendlicos
vem sendo atribuida a presenca de grupamentos
hidroxilas (OH") que possuem capacidade de se ligar
a radicais livres presentes no organismo, impedindo
sua acao, a qual pode causar danos e/ou oxidagao de

componentes de células (SEVERO et al., 2009).

O teor de componentes bioativos presentes nos
vegetais é amplamente influenciado por fatores
genéticos, condicdes ambientais, tipo de cultivo,
além do grau de maturagao e variedade da planta,
entre outros (MELO et al., 2006). Dessa maneira,
a probabilidade de se conseguir um resultado
de pesquisas mais confidvel, na comparacao
entre produtos oriundos de cultivos organicos e
convencionais, aumenta quando um maior nimero

de variaveis é monitorado (ARBOS, 2009).

Sistemas convencionais e organicos diferem também
na quantidade de irrigacao recebida (sequeiro ou
irrigado), nas quantidades de nutrientes aplicadas
como fertilizantes e em matéria organica aplicada
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ao solo como residuos de colheitas de inverno,
cultura de cobertura por leguminosas ou esterco
compostado. A disponibilidade de nitrogénio
inorganico, em particular, tem o potencial influenciar
a sintese de metabdlitos secundarios de plantas,
proteinas e soélidos soluveis. (LOMBARDO et al.,
2012). Segundo dados de Degl’'lnnocenti et al. (2007),
as fundamentais diferencas entre os sistemas de
producao organico e convencional, especialmente
na gestdo para fertilidade do solo, podem afetar
a composicao nutricional das plantas, incluindo
metabdlitos secundarios de plantas. Além disso, as
plantas de producao biolégica tém um longo periodo
de maturagdo em comparagdo com as plantas
convencionais, porque ocorre uma liberacdao mais
lenta dos nutrientes fornecidos, e como flavonoides
sdo formados durante o periodo de maturacgéo,
pode-se esperar um maior teor destes compostos em
plantas cultivadas organicamente.

A agricultura biolégica, forma como é chamada a
agricultura com manejo organico, de acordo com
Faller e Fialho (2009), em geral, é caracterizada pelasua
restricdo ao uso de pesticidas sintéticos e fertilizantes.
Esta caracteristica basica levou os pesquisadores a
duas hipoteses principais justificando o motivo pelo
qual as frutas e vegetais cultivados organicamente
podem resultar em alimentos com maior teor de
polifendis. A primeira reflete o impacto das diferentes
préticas de fertilizacdo sobre o metabolismo da planta,
ja que os fertilizantes sintéticos oferecem fontes mais
botanicamente biodisponiveis de nitrogénio, o que
acelera o desenvolvimento das plantas, alocando
recursos vegetais para efeitos de crescimento e
nao para a producao do derivado metabdlitos tais
como polifendis. A segunda hipotese é baseada na
exposicao da planta a situacdes de tensao resultantes
a auséncia de pesticidas, tais como, os ataques de
insetos, ervas daninhas e patégenos, levando a
um aumento das substancias naturais de defesa

(bioativos) tais como os compostos fendlicos.

Em diversas regides do Brasil e em outros paises, tém
sido realizados estudos com a finalidade de comparar
a composicao quimica, qualidade nutricional e a
seguranca do consumo de produtos horticolas
obtidos a partir de diferentes tipos de sistemas de
producdao (FAVARO-TRINDADE, 2007; ARBOS, 2009;
NASSUR, 2009; BAVEC et al., 2010; FERREIRA et al,,
2010;LUTHRIA et al., 2010; SOLTOFT et al., 2010; LEME,
2012; SOUZA, 2012). Parte desses estudos confere
uma melhor qualidade nutricional aos produtos
cultivados em sistema de producdo organico. Em
alguns casos nao existem diferencas significativas
entre os produtos oriundos de diferentes sistemas de
producao.

No que concerne as concentragdes de substancias
bioativas, como é o caso dos compostos fendlicos,
a maioria dos estudos realizados apresentaum teor
mais elevado em hortalicas provenientes de sistemas
organicos de producao (NASSUR, 2009; ARBOS, 2010;
LEME, 2012).Conforme Arbos et al. (2010) o sistema
empregado no cultivo de hortalicas contribui,
concomitante com o maior teor de compostos
fendlicos, paraumamaisefetivaatividadeantioxidante
das hortalicas organicas.Associados aos beneficios
dos antioxidantes naturais presentes nesses vegetais,
pesquisas mostram que alimentos organicos tém
conquistado espaco no mercado consumidor (LEME,
2012).Em pesquisas realizadas com alfaces produzidas
no Agreste Sergipano, Souza (2012) analisou alfaces
dos grupos Lisa, Crespa e Americana oriundas de
sistemas de producao organico e convencional.
Verificou-se que o grupo Americana cultivada em
sistema de producdo organico apresentou teores
de compostos fenodlicos totais superiores quando
comparada ao grupo Americana cultivada em sistema
convencional, com teores de 12,18 mg D-catequina.g™
e de 520 mg D-catequina.g’, respectivamente,
sendo a Unica variedade que apresentou diferenca
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significativa entre as médias dos tratamentos. As
médias dos teores de compostos fendlicos totais
em sistemas organicos, nos trés grupos de alface
analisados foram superiores quando comparados
com as médias obtidas pelas amostras de alface
cultivadas em sistema convencional.

(2012)
de pimentdao cultivar Maximus produzidos em

Leme ao avaliar qualidade pés-colheita

Brasilia-DF em sistemas de cultivos organico
e convencional, armazenados por 18 dias em
ambiente refrigerado, verificou que os teores de
compostos fendlicos totais foram influenciados
pelos fatores sistemas de producao e tempo de
armazenamento, separadamente. Frutos cultivados
em sistema organico apresentaram maiores teores
de compostos fendlicos (90,35 mg EAG.100g") em
relagcdo aos cultivados convencionalmente (77,36 mg
EAG.100g™). Quanto ao tempo de armazenamento,
observou-se grande variacdo no teor de fendlicos
totais, com picos maximos no 3° e 16° dias e minimos
ao 0, 9 e 18 dias de armazenamento.Nas condicbes
edafoclimaticas do Distrito Federal, Nassur (2009)
avaliou a manutencdo da qualidade de frutos de
tomate tipo italiano produzidos em sistemas organico
e convencional. Dentre as caracteristicas avaliadas,
determinou compostos fendlicos totais utilizando o
método de Folin-Denis. O autor verificou que o teor
de fendlicos em tomates organicos, recém-colhidos,
foi superior ao de tomates convencionais. Ao longo
do armazenamento refrigerado, tomates organicos
prevaleceram sobre os convencionais, quanto aos
fendlicos, a excecdao do 15° dia, quando nenhuma
diferenca foi verificada. Durante o armazenamento
ambiente, diferencas estatisticas ndo foram notadas
entre tomates organicos e convencionais, exceto
a maior concentracdo de fendlicos em tomates
organicos, aos 5 dias de armazenamento. O autor
verificou ainda que a temperatura de armazenamento
ndo influenciou, consistentemente, os niveis de

fendlicos durante o armazenamento de tomates

organicos e convencionais.

Arbos (2009) quantificou o teor de fendlicos totais
pelo método Folin-Ciocalteau em alface (Lactuca
sativa), rucula (Eruca sativa) e almeirdo (Cichorium
intybus L.) cultivados em hortas experimentais
organica e convencional do Campus Agrarias da
Universidade para o Desenvolvimento do Estado e da
Regido do Pantanal.Os extratos obtidos das hortalicas
provenientes de cultivo organico apresentaram
teores de compostos fendlicos significativamente
superiores aos extratos obtidos das hortalicas
convencionais. Os resultados em ordem decrescente
foram os seguintes: rucula organica (126,84 + 4,46
mg EAG.100g"), alface organica (108,72 + 2,34 mg
EAG.100g"), almeirdo organico (92,15 + 1,09 mg
EAG.100g"), alface convencional (91,22 + 0,91 mg
EAG.100g™), rucula convencional (90,78 + 2,23 mg
EAG.100g™), e almeirao convencional (81,04 £ 3,64 mg
EAG.100g™) (ARBOS, 2009).0s autores justificam que
0 maior teor desses bioativos em produtos organicos
pode aumentar em funcdo do tipo de adubacdo
empregada na agricultura organica, esperando-se,
portanto, que o teor de compostos fendlicos em
alimentos produzidos organicamente seja superior
aos convencionais (ARBOS, 2009; NASSUR, 2009).

As diferencas entre as amostras do sistema
convencional e organico podem ser decorrentes
de diversos fatores, como cultivares, estadios
de maturacdo dos frutos, composicao do solo,
fertilizacdo, condicdes climaticas e manejo (FERREIRA
et al., 2010).Toor et al. (2006) pesquisaram a influéncia
de diferentes tipos de fertilizantes convencionais
sobre os principais componentes antioxidantes de
tomates. Os autores verificaram queas fontes de
adubos podem ter um expressivo efeito sobre a
concentracao destes compostos. Devido a maior
disponibilidade de nitrogénio e ao maior crescimento
das plantas adubadas com solucdes minerais, a
producao de metabdlitos secundarios, que estao

envolvidos na defesa da planta, foi reduzida e esta
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reducdao pode estar associada ao menor teor de
compostos fendlicos observados para os frutos no
sistema de cultivo convencional. Porém, os autores
alegam que ha a necessidade deestudos em escala
comercial, para que seja possivel a confirmacaode
tais resultados.

Soltoft et al. (2010) analisaram amostras de batata,
cenoura e cebola de trés diferentes localizacdes
(Flakkebjerg,
cultivadas em trés diferentes sistemas agricolas em

geograficas Foulum e Jyndevad),
todos os locais: um sistema convencional e dois
sistemas organicos OA e OB, o primeiro contou
com a utilizacdo de esterco animal e no segundo o
fornecimento de nutrientes foi baseado na utilizacao
de culturas de cobertura. Os autores observaram
que o teor do acido 5-O-cafeoilquinicos (5-CQA),
um fendlico predominante em batatas e cenouras,
foi superior em batatas cultivadas no sistema
OB. Os autores justificam que o maior teor de
5-CQA em batatas desse sistema de cultivo pode
estar relacionado a um menor nivel de potéssio
na fertilizagdo em comparagdo com o sistema
convencional.Os autores alegaram que nao houve
diferencas significativas no teor de acidos fendélicos
entre os sistemas convencional e organicos e que a
capacidade das culturas selecionadas para sintetizar
metabolitos secunddrios nao foi sistematicamente
afetada pelo sistema de cultivo e localizagbes
geograficas.

Luthria et al. (2010) avaliaram a influéncia que
praticas de agricultura organica e convencional
exercem sobre o teor de fendlicos totais em amostras
de berinjelade duas cultivares, Blackbell (berinjela
Americana) e Millionaire (berinjela Japonesa),
cultivadas em condicdes climaticas semelhantes, na
cidade de Hanford - Califérnia. A determinacdo do
conteudo fendlico foi realizada por dois processos
independentes, por cromatografia liquida de alta

eficiéncia (HPLC) e pelo método de Folin-Ciocalteu.

Os resultados das andlisesrealizadas por HPLC
mostraram uma significantevariacago no teor do
acido 5-cafeoilquinicoem berinjelas provenientes de
plantas diferentes. Quando cultivadas em condicbes
convencionais, o teor desse acido em berinjelas da
cultivar Blackbell variou de 2,24-8,30 mg/100 g, com
média de 4,11 mg/100g de amostra. Cultivadas em
sistema organico, o teor do acido 5-cafeoilquinico
variou de 1,36-4,04 mg/100 g, com média de 2,63
mg/100 g. Semelhante a cultivar Blackbell, grandes
variacdes no teor do acido 5-cafeoilquinico foram
observadas em berinjelas da cultivar Millionaire
coletadas em plantas diferentes. A andlise de
variancia nao mostrou diferenca estatistica no teor
de acido 5-cafeoilquinico entre amostras de berinjela
cultivadas em ambientes organicos e convencionais.
Os autores relatam que essa variagdao no teor de
compostos fendlicos, pode ser atribuida a variagdes
bioldgicas entre planta-a-planta e sua resposta aos
fatores do meio ambiente, como a intensidade da luz,
estresse e disponibilidade de nutrientes.

Adeterminacaodoscompostosfendlicos pelométodo
de Folin-Ciocalteu mostrou também tendéncia
semelhante, em comparacdo a quantificacdo de
acido 5-cafeoilquinico por andlise de HPLC. Para a
cultivar Blackbell, a média do contetudo fendlico foi
de 9,88 mg GAE/g e 8,90 mg GAE/g, para berinjelas
convencionais e organicas, respectivamente. A
tendéncia foi revertida com a cultivar Millionaire,
onde amostras de berinjela cultivadas organicamente
teve um maior teor de compostos fendlicos (13,64 mg
GAE/g) quando comparado com amostras de berinjela
cultivadas convencionalmente (11,61 mg GAE/g). A
andlise de varidancia mostrou diferenca significativa
no teor de compostos fendlicos de amostras de
berinjelas provenientes de cultivos convencionais e
organicos.

Em pesquisa realizada por Bavec et al. (2010) analisou-
se o conteddo de compostos fendlicos e outras
caracteristicas em beterrabas cultivadas no Centro
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Universitario Agricola da Universidade de Maribor,
agricolas
integrado, biodinamico e um sistema de producao

em sistemas convencional, organico,
controle. O teor de fendlicos totais foi determinado
através de ensaio com o reagente Folin-Ciocalteu.
Os autores observam que amostras do cultivo
biodinamico e controle apresentaram os maiores
teores de compostos fendlicos. O menor resultado foi
encontrado nas amostras de beterrabas provenientes

do cultivo convencional.

Algumas pesquisas indicam que existem diferencas
relativas a qualidade, quando sao considerados
atributos como sabor, valor nutricional mediante
comparacao entre os alimentos produzidos em
cultivos organicos e convencionais (FERREIRA, 2004;
STERTZ, 2004; BORGUINI e SILVA, 2005; FAVARO-
TRINDADE, 2007). No entanto, as evidéncias até o
momento, ndo sao suficientes para garantir que as
frutas e hortalicas cultivadas sob o sistema organico
sempre irdo suplantar os valores nutricionais
avaliados (ARBOS, 2009). Apesar de existir uma série
de dados disponiveis sobre diferentes atributos
dos alimentos produzidos no sistema organico e
convencional, ndo é possivel fazer uma comparacao
valida, devido a grande variabilidade de parametros
que deveriam ser avaliados (ARBOS, 2009).Segundo
Soltoft et al. (2010) para fazer comparacdes validas
entre vegetais produzidos em sistemas organicos
e convencionais, importantesvariacbes causadas
por vdrios fatores, tais como localizacdo geografica
e estacdo de crescimento devem ser incluidas para
assegurar que as possiveis diferencas encontradas
sdo sistematicas e confidveis, o que nao é o caso da

maioria dos estudos realizados.

Devido ao substancial aumento do interesse do

consumidor pelos alimentos organicos, existe
a necessidade de conhecer o alcance das bases
cientificas para as alegacbes de superioridade
atribuidas aos produtos organicos (BORGUINI e

TORRES, 2006). Desse modo, sao fundamentais

que novas pesquisas que avaliem a qualidade dos
alimentos organicos sejam desenvolvidas (ARBOS,
2009).

CONSIDERAGOES FINAIS

As propriedades antioxidantes nos alimentos
estdo diretamente relacionadas com a presenca
dos compostos fendlicos, em especial os acidos
fendlicos e os flavonoides. Numerosos estudos
revelam que os alimentos produzidos organicamente
tém tendéncia a possuirem menor teor de nitrato,
maior teor de vitamina C, matéria seca e compostos
com acao antioxidante. Entretanto, com relagao a
qualidade nutricional para a maioria dos nutrientes,
até o momento, ndo existe um consenso sobre
a superioridade dos organicos em relacdo aos
convencionais. Os estudos abordados demonstram
que existem diversos fatores que podem contribuir
com o teor de compostos fendlicos em hortalicas,
como por exemplo, o sistema de cultivo empregado,
composicao do solo, fatores genéticos, condicdes
disponibilidade  de

quantidade de irrigagdo e nutrientes recebidos,

ambientais, nitrogénio,
assim como a variedade da planta e o seu grau de
maturacdo. Dessa forma, em pesquisas em que se
comparam a quantidade de compostos fendlicos
presentes em hortalicas oriundas de sistemas de
cultivos convencionais e organicos, é fundamental
0 monitoramento do maior numero de varidveis
possiveis a fim de garantir resultados confidveis e
fidedignos.Diante do exposto, nota-se a necessidade
de mais estudos que visam verificar a influéncia do
tipo de cultivo e outros parametros importantes,
possibilitando realizar comparac¢des vdlidas entre os
diferentes sistemas empregados e avaliar a real acdo
antioxidante desses alimentos.
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mais relevantes. As figuras, tabelas e/ou imagens deverao ser enviadas em arquivos separados com
numeracdo em algarismos arabicos de acordo com a sua citacdo no texto, apresentadas na ordem
dos resultados. O formato utilizado poderd ser JPEG ou TIFF. Titulo das figuras e imagens deve ser
colocado abaixo juntamente com suas legendas, quando for o caso. O titulo das tabelas deve estar
acima da tabela e a sua legenda incluindo dados de abreviaturas e informacdes do teste estatistico,
quando for o caso, abaixo da tabela.

6. Discussao: Pode vir junto ou separado do item resultados. Deve-se apresentar a relevancia e
inovacao dos dados obtidos a luz da literatura.

7. Conclusées: Deve ser redigida ressaltando o cumprimento ou ndo dos objetivos.

8. Referéncias Bibliograficas: O estilo e formato das referéncias sdo baseados no Instituto Nacional
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instituicdo, seguido do ano de publicacdo. Na lista de referéncias ao final informar o link com data de acesso
para documentos institucionais digitais on line.

Agradecimentos e financiamento institucional: indicar nomes de pessoas que contribuiram em algum aspecto
com o trabalho, mas que nao participaram como autores. Informar as instituicdes financiadoras contendo
numero do projeto ou bolsa, quando for o caso.

Conflito de interesse: Informar a existéncia de conflito de interesse conforme orientacao no item Politicas
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