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RESUMO

A pesquisa de novas biomoléculas com atividade biol6gica é de suma importancia para
as industrias farmacéuticas, industrias de cosméticos e industrias alimenticias. As
pesquisas envolvendo a obtencdo de novas substancias principalmente por
biotecnologia tem-se intensificado sempre com o intuito de aproveitar residuos das
inddstrias agroalimentares e agregar valor as substancias produzidas. O presente
trabalho teve como objetivo pesquisar e produzir extrato composto por biomoléculas
como polissacarideo e proteina a partir de cultura mista do kefir tibetano utilizando
como meio fermentativo o soro de leite, caracterizar a composicdo monossacaridica do
polissacarideo, comprovar atividade biol6gica de modulacdo angiogénica e anti-
inflamatdria, desenvolver formulagdo com a incorporacao deste extrato. Este trabalho foi
dividido em quatro capitulos, o primeiro capitulo consiste em revisdo bibliografica para
um maior conhecimento do que ja existe sobre o assunto abordado e fundamentar a
necessidade da pesquisa realizada. O capitulo 2, foi utilizado cultura mista de bactérias
acida lactica e leveduras do kefir tibetano, na sequéncia realizou-se a selecdo de
substrato para o processo de fermentagdo com a definicdo da composicao por meios
analiticos, para aumentar a producéo do extrato composto por polissacarideo e proteina
foi realizada a otimizacdo dos parametros fermentativos por meio de planejamentos
estatisticos, cinética da producdo em biorreator, também foi feita a composicdo
monossacaridica do polissacarideo presente no extrato. Foi utilizado soro de leite, um
subproduto da cadeia do leite, como substrato e apds a otimizacdo do meio de cultura,
foi possivel obter uma producéo de 4,58 g/L de ExPP liofilizado. Esta producgéo foi maior
do que as relatadas na literatura, utlizando culturade BAL. A composi¢ao
monossacaridica do ExPP é composta por galactose (39%), glicose (28%) e manose
(26%) em concentracdo mais elevadas classificando-o como um heteropolissacarideo
No capitulo 3 foi avaliada a atividade moduladora da angiogénese do extrato composto
por polissacarideo e proteina liofilizado pelo método ex-ovo, avaliado também a
atividade anti-inflamatoria pela inibicAo da enzima hialuronidase e avaliado a
citotoxicidade do extrato em cultivo de células Vero. Na avaliagdo da atividade
angiogénica deste extrato foi definida a concentragdo EC50 de 192 ng/mL e confirmado
que ele é uma substancia pré angiogénica com bons resultados na estimulacdo de
Nnovos vasos sanguineos. Quanto a atividade anti-inflamatéria o extrato liofilizado
apresentou uma acao inibidora da enzima hialuronidase. E o extrato liofilizado
apresentou seguranca quanto a citotoxicidade. No capitulo 4 foram desenvolvidas duas
formulacbes de géis e realizado os testes de estudo de estabilidade acelerada,
avaliacdes microbiolégicas e avaliacdo da atividade anti-inflamatoria dos géis. As duas
formulagbes apresentaram seguranga em relacdo a presenca de microrganismos e
eficazes no quesito de acao do conservante utilizado. No estudo da estabilidade os dois
géis sao instaveis a temperatura de 40°C em relacdo a atividade anti-inflamatéria, mas
estaveis nas outras temperaturas testadas. Conclui-se, portanto que a producédo de
extrato composto por polissacarideo e proteina a partir de cultura mista do kefir tibetano
foi a maior j4 relatada e que o0 polissacarideo presente no extrato é um
heteropolissacarideo. O extrato possuia atividade promotora da angiogénese com dose-
efeito na formacédo de novos vasos e atividade anti-inflamatoria pela inibicdo da enzima
hialuronidase excelente sendo superior ao produto comercial comparado. Os géis
contendo o0 extrato composto por polissacarideo e proteina, foram estaveis nas
temperaturas de -10°C e ambiente mantendo a atividade anti-inflamatoria e as duas
formulacdes sdo seguras em relacéo a avaliacdo microbiana.

PALAVRAS-CHAVE: extrato composto por polissacarideo e proteina; atividade
moduladora da angiogénese; atividade anti-inflamatoria; kefir tibetano; soro de leite.



ABSTRACT

The research of new biomolecules with biological activity is of substantial importance to
the pharmaceutical, cosmetics and food industries. The researches involving the
acquisition of new substances mainly by biotechnology have being intensified always
with the intention of profit by residues of agrifood industries and aggregate value to
produced substances.The present job had as objective to research and produce
composed extract by biomolecules as polysaccharide and protein since the mixed
culture of the kefir using as fermentative way the whey, to feature the monosaccharide
composition of the polysaccharide, to prove biological activity of angiogenic and anti-
inflammatory modulation, to develop formulation with the incorporation of this extract.
This job was divided in four chapters, the first one consists in bibliographic revision to a
bigger knowledge about what already exists around the subject and to underlie the
necessity of the realized research.At chapter 2 we show the usage of mixed culture of
lactic acid bacteria and kefir yeasts, it was realized the selection of substrate to the
fermentation process with the composition definition by analytical ways, to increase the
extract production composed by polysaccharide and protein it was realized the
optimization of the fermentative production by means of statistical plannings, production
kinetics in bioreactor, it also was done the monosaccharide composition of
polysaccharide presented in the extract. Whey was used, a subproduct of the milk chain,
as substrate and after the optimization of the culture way it was possible to obtain a
production of 4,58 g/L of ExPP freeze-dried. This production was bigger than the ones
related at literature, using culture of BAL. The monosaccharide composition of the ExPP
Is composed by galactose (39%), glucose (28%) and mannose (26%) in more elevated
concentration classifying it as a heteropolysaccharide. In chapter 3 it was evaluated the
modulated activity of the composed extract angiogenesis by polysaccharide and freeze-
dried protein by the ex-ovo method, it was also evaluated the anti-inflammatory activity
by the inhibition of the hyaluronidase and evaluated the cytotoxicity of the extract in Vero
cells. In the angiogenic activity of this extract it was defined the concentration EC50 of
192 ng/mL and confirmed that it is a pro-angiogenic substance with good results in the
new blood vessels. Relating to anti-inflammatory activity the freeze-dried extract showed
an inhibitor action of the hyaluronidase enzyme.The freeze-dried extract showed security
relating to the cytotoxicity. In chapter 4 two gel formulations were developed and
accelerated stability tests were done, microbiological evaluations and evaluation of the
gel anti-inflammatory activity. Both formulations showed security relating to
microorganisms presence and efficient in enquiry of conservation action used. In the
stability study both gels are unstable at 40°C in relation to the anti-inflammatory activity,
but stable at other tested temperatures. So is concluded that the production of
composed extract by polysaccharide and protein since the mixed culture of kefir was the
major already related and that the polysaccharide presented inthe extract is a
heteropolysaccharide. The extract owned activity promoter of angiogenesys with dose-
effect in new vessels formation and anti-inflammatory activity by the excellent inhibition
of the hyaluronidase enzyme being superior than the purchased commercial product.
The gels containing the composed extract by polysaccharide and protein were stable at
temperatures of -10°C and environmental, keeping the anti-inflammatory activity and the
two formulations are secure relating to microbial evaluation.

KEYWORD: extract composed by polysaccharide and protein, angiogenic activity,
anti-inflammatory activity, Tibetan kefir, whey.
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1 INTRODUCAO

Existe grande procura por novas moléculas, extratos e substancias que
apresentem propriedades benéficas a saude, ou atividade biolégica comprovada
para que possam ser incorporadas a novos produtos sejam farmacéuticos,
cosmecéuticos ou em produtos alimenticios classificados como alimentos funcionais
e nutracéuticos. Este interesse tem impulsionado o0s setores de pesquisa
académicos ou industriais a desenvolverem novas tecnologias, novos processos,
novas metodologias analiticas com o intuito de descobrir e analisar estas moléculas,
extratos ou substancias.

O kefir € uma bebida fermentada que possui varias propriedades benéficas a
saude, esta bebida € obtida a partir de gréos de kefir, o qual é formado por cultura
mista de bactérias acido lacticas, bactérias acéticas e leveduras, e alguns destes
microrganismo sdo classificados como probiéticos. As propriedades benéficas do
kefir ndo estdo apenas associadas a sua microflora, mas também a presenca de
kefiran, o qual € produzido pelos microrganismos do kefir, foi relatado como um dos
responsaveis pelas caracteristicas funcionais, e que ainda nédo foram completamente
elucidadas (RIMADA e ABRAHAM, 2006).

O Brasil € o0 sexto pais produtor de leite com uma producédo de 35 bilhdes de
litros em 2013, e 0 estado do Parana € o terceiro produtor com producédo de
aproximadamente 680 milhdes de litros de leite em 2013 (IBGE, 2014; USDA, 2014).
O soro de leite faz parte da cadeia produtiva de leite sendo considerado um
subproduto que na sua maioria € subaproveitado e todo o excedente é descartado
como residuo e muitas vezes ndo é devidamente tratado gerando problemas
ambientais.

O soro de leite apresenta em sua composi¢cdo uma concentragcéo considerada
de carboidratos aproximadamente 4,5 % e concentracdo de proteinas de 0,5%,
também sdo encontrados minerais e gorduras. Desta maneira, o0 soro de leite pode
ser utilizado em processos fermentativos para a producdo de diferentes
biomoléculas.

A descoberta de uma biomolécula envolve varias etapas e planejamentos
desde a escolha dos microrganismos, meio de cultura, otimizacdo dos parametros
de producéo, caracterizacdo da biomolécula, avaliacdo da sua atividade biolégica e

incorporacao em uma formulacéo final com a avaliacdo da mesma.
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O estudo da atividade biol6gica como a modulacdo angiogénica € de suma
importancia, pois angiogénese esta diretamente relacionada com processos de
reparacao tecidual no caso da cicatrizacdo, desenvolvimento da circulacao colateral
em tecidos isquémicos, na formacdo de corpo Iuteo, endométrio e placenta entre
outros, mas também pode estar envolvido em quadros patolégicos como artrite
reumatoide e hemagiomas. Este tipo de modulacdo envolve varias substancias pro-
angiogénicas e anti-angiogénicas para deflagrar o processo e para inibi-lo
(FOLKMAN, 1987; DIAS et al., 2002; ADANS e ALITALO, 2007).

O processo inflamatério é constituido por uma série de eventos que estao
relacionados com lesdo de tecidos ou infeccdo. O estudo de substancias ou
moléculas que possuam atividade anti-inflamatoria pode ser avaliado pela
capacidade de inibir a enzima hialuronidase. A hialuronidase é uma enzima que tem
a capacidade de hidrolisar o acido hialurénico, um polimero viscoso, que geralmente
localiza-se no intersticio celular, e que este diretamente relacionado com o0s
processos inflamatérios (BORNSTEIN e SAGE, 2002; AL-HAJJ et al., 2003).

1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho tem como objetivo pesquisar e produzir composto por
biomoléculas como polissacarideo e proteina a partir de cultura mista do kefir
tibetano utilizando como meio fermentativo o soro de leite, caracterizar a
composi¢cdo monossacaridica do polissacarideo, comprovar atividade biologica de
modulacdo angiogénica e anti-inflamatéria e desenvolver formulacdo com a

incorporagao deste extrato.
1.1.2 Objetivos Especificos
- Avaliar o potencial de producdo do composto a base de polissacarideo e proteina,

utilizando leite e soro de leite com cultura mista de bactérias acido lacticas e

leveduras a partir do kefir tibetano.



18

- Otimizar os parametros fermentativos para aumentar a produ¢do do composto a
base de polissacarideo e proteina e definir o processo de recuperacao e purificacdo
do composto bioativo

- Caracterizar a composicdo monossacaridica do polissacarideo presente no
composto bioativo a base de polissacarideo e proteina.

- Avaliar a atividade moduladora da angiogénese do composto a base de
polissacarideo e proteina, utilizando modelo animal pela técnica ex-ovo.

- Estudar a atividade anti-inflamatodria pela inibicdo da enzima hialuronidase do
composto a base de polissacarideo e proteina.

- Desenvolver formulagdes farmacéuticas com agéo anti-inflamatoria incorporando o
do composto a base de polissacarideo e proteina.

- Realizar o estudo de estabilidade das formulacfes desenvolvidas.
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CAPITULO |
REVISAO

1. KEFIR

O kefir € um produto da fermentacéo &cido-alcodlica do leite com um sabor
ligeiramente acido e consisténcia cremosa. Este produto originou-se nos Balcas, na
Europa Oriental e na regido do Caucaso (FONTAN et al., 2006; SERAFINI et al.,
2014). Os graos de kefir tém sido usados ha séculos em muitos paises, por
exemplo, na China, no Tibete, sdo usados como fermento natural na producédo de
bebidas lacteas carbonatadas (SALOFF-COSTE, 1996).

A cultura de arranque usada para produzir esta bebida, € uma cultura mista
de microrganismos na forma de gréos gelatinosos irregulares, branco/amarelo
(GUZEL-SEYDIM et al., 2000). Os graos de kefir ttm uma composi¢do microbiana
variavel e complexa que inclui espécies de leveduras, bactérias acido lacticas (BAL),
bactérias acéticas e em alguns tipos de kefir pode ser encontrado micélio de fungos.
O gréo é uma associacao simbidtica de microrganismos que sdo incorporados numa
matriz de polissacarideo, o qual € composto por glicose e galactose produzido por
Lactobacillus kefiranofaciens (ANGULO et al., 1993; REA et al., 1996). O
crescimento de células e as taxas de producdo de polissacarideo apresentam
aumento quando L. kefiranofaciens € cultivado numa cultura mista com a levedura
Saccharomyces cerevisiae (CHEIRSILP et al., 2003), o que demonstra a importancia
da simbiose entre bactérias e leveduras no kefir.

O kefir comercial é tradicionalmente fabricado a partir de leite de vaca,
ovelha, cabra ou de bufala. No entanto, em alguns paises, o leite € escasso, caro,
ou destinado ao consumo relacionado aos costumes religiosos. Portanto, muitos
trabalhos estudam a producdo de kefir a partir de produtos e subprodutos da
industria alimenticia (KUO e LIN, 1999).

O soro de leite pode ser uma base para a producéo de cultura de kefir, bem
como para a producao da bebida kefir, além de ser um 6timo meio crioprotetor para
processos de congelamento e de secagem por liofilizador. A cultura de kefir
liofilizada utilizando o soro de leite como lioprotetor manteve uma elevada taxa de

sobrevivéncia e mostrou boa atividade metabdlica e eficiéncia de fermentacao, o que
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indica um bom potencial para a sua utilizacdo como uma cultura starter de valor
agregado em tecnologia de laticinios (PAPAVASILIOU et al., 2008). Estes estudos
mostram perspectivas promissoras para a aplicacéo de graos de kefir em estratégias
de valorizacdo do soro de leite.

O processo industrial utiliza inoculacdo direta dos graos de kefir, e a cultura
starter apresenta a composi¢do microbiana bem definida. Além disso, podem ser
utilizados microrganismos adjuvantes como as bactérias probidticas dos genéros
Bifidobacterium spp., Lactobacillus spp. probiéticos e leveduras probiéticas como a
Saccharomyces boulardii, as quais sao adicionadas aos graos de kefir (WSZOLEK
et al., 2006) para a producao de kefir probidtico.

Em paises soviéticos, o kefir tem sido consumido por pessoas saudaveis,
como medida para reduzir o risco de doencas crbnicas, e também foi consumido por
pacientes em tratamento clinico de doencas gastrointestinais, metabdlicas,
hipertensdo, doenca cardiaca isquémica e alergias (FARNWORTH e MAINVILLE,
2003; ST-ONGE et al.,, 2002). A acdo benéfica deste leite fermentado pode ser
parcialmente atribuida a inibicdo de microrganismos patogénicos, pela presenca de
produtos metabdlicos, tais como acidos organicos (GARROTE et al., 2000). O
consumo de kefir esta relacionado com varios beneficios a saude e bem estar
(McCUE e SHETTY, 2005; RODRIGUES et al., 2005).

As propriedades benéficas do kefir ndo estdo apenas ligados a sua microflora.
A presenca de kefiran, que é produzido pelos microrganismos do kefir, foi relatado
como um dos responsaveis pelas caracteristicas funcionais, e que ainda néo foram
completamente elucidadas (RIMADA e ABRAHAM, 2006).

O exopolissacarideo (EPS) kefiran, produzido pelos microrganismos dos
graos de kefir, melhora a viscosidade e as propriedades viscoelasticas dos géis de
leite acido, e é capaz de formar géis que tém propriedades resistentes a baixas
temperaturas (RIMADA e ABRAHAM, 2006). Serafini et al. (2014), relataram que o
EPS é um heteropolimero (com repeticdo de unidades de monossacarideos) que
contém glucose e galactose em maiores concentracbes. Os mesmos autores
descrevam varias propriedades que sdo promotoras da saude, atribuidas ao kefiran,
tais como a imunomodulacdo, protecdo do epitélio, atividade anti-tumoral entre
outras.

Nesse contexto, ha interesse comercial crescente no uso de kefir como matriz

alimentar adequada para a suplementacdo com bactérias promotoras de saude. O
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kefir pode atuar ndo s6 como um probiético na bebida natural, mas pode também
representar uma matriz eficaz para a entrega de microrganismos probibticos
(OLIVEIRA et al., 2013).
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2. COMPOSICAO MICROBIANA DO KEFIR

A cultura starter constituida de grédos brancos/amarelos, irregulares e
gelatinosos (FIGURA 1) é utilizado na producdo de bebidas de kefir (GORSEK e
TRAMSEK, 2008), e estes graos apresentam uma composi¢cao microbiana complexa
gue pode incluir espécies de leveduras, BAL, bactérias acéticas, e algumas espécies
de fungos (JIANZHONG et al., 2009).

FIGURA 1. GRAOS DE KEFIR
FONTE: BANCO DE IMAGENS GOOGLE

A composicdo microbiana pode variar de acordo com a origem do kefir, o
substrato utilizado no processo de fermentacdo e os métodos utilizados para a
manutencdo da cultura microbiana. O kefir tibetano, que € usado na China, &
composto na sua maioria por Lactobacillus, Lactococcus e levedura. Além disso, as
bactérias acéticas foram identificadas em kefir tibetano obtido de algumas regibes
especificas da China (XIAO e DONG, 2003; YANG et al., 2007). A composicao do
kefir tibetano difere do russo, do irlandés, de Taiwan e do kefir da agua. Esta
diversidade microbiana € responsavel pelas caracteristicas fisico-quimicas e
atividades bioldgicas de cada kefir (JIANZHONG et al., 2009; GULITZ et al., 2011).

Os Lactobacillus sp representam a maioria (65-80%) da populacdo microbiana
(WOUTERS et al.,, 2002), enquanto que o Lactococcus sp, outras espécies de
bactérias e leveduras compdem a porcao restante dos microrganismos presentes
nos graos de kefir. HaA uma relacdo simbidtica entre os microrganismos na qual as
bactérias e leveduras sobrevivem partilhando as fontes de energia e fatores de

crescimento, e esta associagcdo microbiana é responsavel pela fermentacao lactica e
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alcodlica que ocorre no produto. Foi demonstrado que algumas espécies ocorreréo
sempre, independentemente da origem dos graos (PINTADO et al.,, 1996;
WITTHUHN et al., 2005).

Os microrganismos depois de isolados e identificados receberam a
denominacgéo referente ao género e espécie, porém alguns dos microrganismos
isolados e identificados nas culturas de kefir foram classificados de acordo com o
nome do produto, como é o caso do Kefiri lactobacillus, L. kefiranofaciens, L.
kefirgranum, Parakefir lactobacillus e Candida kefyr. Além disso, novas espécies tém
sido isoladas a partir do kefir, tais como Saccharomyces turicensis (WYDER et al.,
1999; KWON et al., 2003).

Em gréos de kefir ha predominancia de Lactobacillus paracasei subsp.
paracasei, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus,
Lactobacillus plantarum e Lactobacillus kefiranofaciens. No entanto, estas espécies
representam apenas 20% dos Lactobacillus na bebida final fermentada, sendo o
restante constituido por Lactobacillus kefiri (80%) (SIMOVA et al.,, 2002;
YUKSEKDAG et al., 2004). As bactérias Acetobacter aceti e A. rasens também
foram isoladas, bem como o fungo Geotrichum candidum (PINTADO et al., 1996).
Mais de 23 espécies diferentes de leveduras ja foram isoladas a partir de graos de
kefir e de bebidas fermentadas de diferentes origens. Contudo, as espécies
predominantes sdo S. cerevisiae, Saccharomyces unisporus, Candida kefyr, e
Kluyveromices marxianus subsp. marxianus (SIMOVA et al., 2002; WITTHUHN et
al., 2004) (TABELAS 1 e 2).

Witthuhn et al. (2005), demonstraram em seus estudos que foi possivel isolar
diferentes microrganismos em varios pontos de tempo durante a fermentacdo dos
graos de kefir, confirmando a variedade de microrganismos nos graos e na bebida
caracterizando a presenca de cepas de bactérias, leveduras e alguns fungos, e
também a presenca de algumas cepas com acdo benéfica a saude definidas como

probidticas.
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TABELA 1. CEPAS BACTERIANAS ENCONTRADAS EM KEFIR DE DIFERENTES
ORIGENS.

MICRORGANISMOS ORIGEM AUTOR
Lactobacillus lactis subsp lactis, Lb. plantarum, Lb. Gréosde SABIR etal., (2010);
fermentum, Lb. delbruecki, Lb. casei, Lb. paracasei, Lb. kefir SIMOVA et al, (2002);
kefiri, Lb. kefiranofaciens, Lactococcus cremoris, lactis, WITTHUHN et al., (2005);
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc rafinolactis, MAGALHAES et al,
Streptococcus thermophilus, Streptococcus durans, (2011); KESMEN e
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactis KACMAZ (2012);
YUKSEKDAG et al.,
(2004)
Lactobacillus kefiranofaciens, Lactobacillus helveticus, Kefir JIANZHONG et al., (2009)

Lb. lactis, Lb. lactis subsp cremoris, Lb. lactis subsp tibetano
lactis, Lb. casei, Lb. kefiri, Leuconostoc mesenteroides,
Pseudomonas sp, Pseudomonas putida, Pseudomonas

fluorecenses

Lactobacillus casei, Lb. hordeli, Lb. hilgardii, Ib. Nagelii, = Kefirda  GULITZ et al., (2011)
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum, agua

Acetobacter fabarum, Acetobacter orientalis

Lactobacillus casei, Lb. kefiri, Lb. paracasei, Lb. Kefir MAGALHAES et al,
parabuchneri, Lactococcus lactis, Acetobacter brasileiro  (2011)

lovaniensis

FONTE: O autor, 2014.

O kefir da agua é uma bebida fermentada & base de uma solucdo de
sacarose que pode conter diferentes frutas secas e frescas (GULITZ et al., 2011).
Sua composicdo microbiana mostra a presenca de BAL, bactérias acéticas e
leveduras (NEVE e HELLER, 2002; GULITZ et al., 2011). Gulitz et al. (2011),
isolaram e identificaram os microrganismos bacterianos do kefir da agua como
Lactobacillus casei, Lactobacillus hordei, Lactobacillus nagelii, Lactobacillus hilgardii,
Leuconostoc mesenteroides, Leuconostoc citreum, Acetobacter fabarum e
Acetobacter orientalis e as leveduras como Hanseniaspora valbyensis, Lachancea
fermentati, Saccharomyces cerevisiae e Zygotorulaspora florentina (TABELAS 1 e
2).



TABELA 2.
DIFERENTES ORIGENS.

MICRORGANISMOS ORIGEM AUTOR
Zygosaccharomyces sp, Geotrichum candidum, Gréos de SABIR et al., (2010);
Cryptococcus humicolus, Saccharomices cerevisae, kefir SIMOVA et al., (2002);
Candida humilis, Candida maris, Candida Kkefir, WITTHUHN et al,
Kluyveromyces lactis, Saccharomices unisporus, (2005); MAGALHAES et
Galactomyces geotrichum, Geotrichum candidum al.,, (2011); KESMEN e
KACMAZ (2011);
YUKSEKDAG et al,
(2004)

Kazachstania unispora, Kazachstania exigua, Kefir JIANZHONG et al.,

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, tibetano (2009)

Kluyveromices siamensis, Saccharomices cerevisae,

Saccharomices unisporus, Saccharomices martiniae,

Candida humilis

Hanseniaspora valbyensis, Lachancea fermentati, Kefir da GULITZ et al., (2011)

Saccharomyces cerevisiae, Zygotorulaspora florentina agua

Kluyveromyces lactis, Kazachstania aerébia, Kefir MAGALHAES et al.,

Saccharomices cerevisae, Lachancea meyersii. brasileiro  (2011)

FONTE: O autor, 2014.
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LEVEDURAS E FUNGOS ENCONTRADOS EM KEFIR DE
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3. POLISSACARIDEO

O aumento da procura por polissacarideos naturais tem sido muito
significativo devido a sua utilizacdo na industria alimenticia, industria farmacéutica e
industria de cosméticos, como aditivos, bio-absorventes, agentes de remocédo de
metal, bio-floculantes, agentes de entrega de medicamentos, entre outras fungdes
(De VUYST et al., 2001; WELMAN e MADDOX, 2003; BADEL et al., 2011). Muitos
microrganismos, tais como bactérias, fungos e algas tém a capacidade de sintetizar
e excretar polissacarideos extracelulares, e estes polissacarideos podem ser
soluveis ou insoluveis (WANG et al., 2010; BADEL et al., 2011).

Os polissacarideos que sado mais comumente utilizados como aditivos
alimentares sdo xantana, dextrana, gelana, e alginatos. Os exopolissacarideos
(EPS) produzidos pelas BAL também mostram boas caracteristicas fisico-quimicas
para utilizacdo como aditivos alimentares. Em adicdo a estas caracteristicas, 0s
EPSs podem ser obtidos a partir de microrganismos como as bactérias acido lacticas
(WANG et al., 2008; SAIJA et al., 2010; BADEL et al., 2011), classificadas como
GRAS (geralmente reconhecidos como seguros).

Muitos estudos demonstraram que a quantidade e as propriedades dos EPSs
sdo dependentes dos microrganismos utilizados no processo de fermentacéo, as
condi¢cbes de fermentacdo e a composicdo dos meios de cultura (KIM et al., 2008;
SANTIVARANGKNA et al.,, 2008; VIJAYENDRA et al.,, 2008). Geralmente, a
producdo de EPS em um microrganismo é induzida pela limitacdo de um nutriente
essencial, que n&o seja o carbono ou outra fonte de energia. E a relacdo C:N alta
tem sido considerada como a condigcdo ambiental mais significativa para a producao
de polissacarideo (NAMPOOTHIRI et al., 2003).

Alguns EPSs sé&o sintetizados durante todo o crescimento bacteriano,
enquanto que outros sédo produzidos somente durante a fase logaritmica ou na fase
estacionaria. A sintese de todos esses EPSs € um processo intracelular e utiliza
acucares difosfato nucleotideos, com polimerizacdo das unidades de
monossacarideos (WELMAN e MADDOX, 2003).

Os polissacarideos sintetizados por bactérias dividem-se em trés grupos:
intracelulares, integrantes da parede celular e extracelulares, segundo sua
localizacdo na célula bacteriana. A aplicacdo industrial, de modo geral, esta

concentrada nos polissacarideos extracelulares, pois apresentam um processo de
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extracao e purificacdo mais simples, além de possibilitarem uma produtividade mais
elevada (SILVA et al., 2001).

Os EPSs possuem propriedades reologicas que os tornam adequados como
aditivos podendo ser utilizados como estabilizadores, emulsionantes, agentes
gelificante e melhoradores da viscosidade. Além disso, alguns EPSs possuem
propriedades bioldgicas, sugerindo a sua utilizagdo como anti-oxidantes, agentes
anti-tumorais, agentes anti-microbianos, imunomoduladores entre outras funcdes
(SURESH KUMAR et al., 2008;. PAN e MEI, 2010; PIERMARIA et al., 2010;.
BENSMIRA et al., 2010).

As BAL sintetizam EPSs que podem ser homopolissacaridos ou
heteropolissacarideos. Os homopolissacéaridos sintetizados sdo glucanas ou
frutanas, que sdo compostos por um unico tipo de monossacéarido glicose ou frutose,
respectivamente (BADEL et al., 2011), enquanto que o0s heteropolissacarideos
possuir diferentes tipos de monossacarideos em proporcdes diferentes,
principalmente de glicose, galactose, ramnose entre outros (DE VUYST e
DEGEEST, 1999; RUAS-MADIEDO et al., 2002). Os Lactobocillus sp podem
produzir glucano e frutano, estes homopolissacaridos mostram um desempenho de
producdo muito superior quando comparados com a producdo heteropolissacarido
(WELMAN e MADDOX, 2003; BADEL et al., 2011.).

Os heteropolissacarideos excretados pelos Lactobacillus delbrueckii,
Lactobacillus bulgaricus, Lactobacillus rhamnosus e Lactobacillus helveticus contém
galactose, glucose e ramnose como 0S principais monossacarideos, mas
apresentam outros monossacarideos em concentracfes menores. Eles também sao
altamente ramificados, com diferentes tipos de ligacGes, e as denominacdes séo
complexas geralmente depende do principal monossacarido (DE VUYST e
DEGEEST, 1999; BADEL et al., 2011).

O Lactobacillus plantarum, isolado a partir do kefir tibetano sintetiza e excreta
EPS classificado como heteropolissacarideo constituido por galactose, glucose e
manose, e estudos com este EPS indicam atividade anti-colesterolémica (ZHANG et
al., 2009; WANG et al., 2010).

O kefiran é um EPS classificado como um heteropolissacarideo constituido de
glicose e galactose, em concentracoes elevadas, e € classificado como um
glucogalactano solivel em agua, o que o torna apropriado para ser usado como um
aditivo (WANG et al, 2008;. WANG et al., 2010). O kefiran tem excelentes
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propriedades reoldgicas, as quais podem melhorar significativamente a viscosidade
de produtos lacteos, favorecendo e mantendo as propriedades do gel (RIMADA e
ABRAHAM, 2006). No que diz respeito a atividade biolégica do kefiran, varios
estudos tém demonstrado que este EPS pode ser usado como um nutracéutico,

como descrito na TABELA 3.

TABELA 3. ATIVIDADE BIOLOGICA DO KEFIRAN

POLISSACARIDEO ATIVIDADE BIOLOGICA AUTORES

Kefiran Reducdo da pressdo sanguinea MAEDA etal., 2004
induzida por hipertenséo
Aumento da atividade fagocitaria de VINDEROLA et al., 2006a

macrofagos peritoneais

Aumento de IgA peritoneal DUARTE et al., 2006
Atividade anti-tumoral LIU et al., 2002
Atividade anti-microbiana RODRIGUES et al., 2005

Modulacdo do sistema imune do MEDRANO et al, 2008;
intestino e protecdo de células PIERMARIA et al., 2010
epiteliais contra fatores exocelulares

de Bacillus cereus

FONTE: O autor, 2014.
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4. SORO DE LEITE

O leite ocupa lugar de destaque dentre os alimentos de elevado valor
nutritivo, e por definicho é o produto integral da ordenha ininterrupta de fémeas
leiteiras saudaveis, apresenta composicdo complexa sujeita a raca, alimentacao,
idade, tempo de gestacéo, tempo de ordenha entre outros fatores. O leite apresenta
alto valor proteico, presenca de aminodcidos essenciais, carboidratos, lipidios,
vitaminas lipossolUveis e vitaminas do complexo B, bem como alguns minerais
(FENEMA, et al., 2010; MARQUES, et al., 2005).

O setor produtivo de leite no Brasil € uma das maiores cadeia alimentares
brasileira que se encontra em plena expansao, com uma producao de 35 bilhGes de
litros em 2013 um aumento de 8,36% em relacdo a producédo de 2012 que foi de
32,3 bilhdes de litros de leite, sendo possivel observar um crescimento em média de
4,3% ao ano (FIGURA 2) (IBGE, 2014).

O Brasil ocupa o sexto lugar na producgéo de leite no mercado global, ficando
atrds da Unido Européia, Estados Unidos, india, China e Ruassia (USDA, 2014).
Entre os estados brasileiros, o Parana foi o terceiro maior produtor com uma
producdo de aproximadamente 680 milhdes de litros de leite em 2013, ficando atras
de Minas Gerais e Rio Grande do Sul. O leite no estado in natura e em po

representou um faturamento superior a U$ 55 bilhdes em 2013 (IBGE, 2014).
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FIGURA 2. PRODUCAO BRASILEIRA DE LEITE DESDE 2008 EM BILHOES DE
TONELADAS.
FONTE: IBGE, 2014 (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica).
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A partir do leite € possivel obter o leite pasteurizado, o qual € consumido
mundialmente e é possivel utilizd-lo como matéria prima para produzir um grande
namero de derivados como bebidas lacteas fermentadas e nao fermentadas,
queijos, cremes, manteiga, sobremesas geladas, entre outros.

O soro de leite faz parte da cadeia produtiva de leite, sendo considerado um
subproduto da producédo de queijo como demonstrado na FIGURA 3 e também pode
ser obtido a partir do processo de producdo de caseina. Segunda a Associacao
Brasileira das Industrias de Queijo (Abiq), o Brasil produz cerca de 850 mil toneladas
de queijo por ano, e estima-se que, em média para cada quilo de queijo produzido
séo gerados oito litros de soro (ABIQ, 2014).

Adicio de coalho Recepcdo Adigio do
do leite cru cloreto de cilcio

{

Pasteurizacio
(65 "C/30 minutos)

t

Resfriamento
{357

¥

Repouso/coagulacio
{45 minutos)

!

Corte da
coalhada/mexedura

!

Dessoragem —| Soro de leite

FIGURA 3. FLUXOGRAMA DE OBTENCAO DO SORO DE LEITE A PARTIR DA
PRODUCAO DE QUEIJO.
FONTE: LIRA et al., 2009.

O soro de leite tem valor nutritivo consideravel, pois contém em sua
composicdo carboidratos como a lactose; proteinas como lactoalbumina,
lactoglobulina; aminoacidos essenciais; minerais e vitaminas do grupo B (SILVA, et
al.,, 2011). O soro de leite pode ser classificado de acordo como o0 seu grau de
acidez em soro doce, soro com acidez média e soro acido. O soro doce apresenta
acidez titulavel de 0,10% a 0,20% e pH de 5,8 a 6,6; 0 soro com acidez média 0,20%
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a 0,40% e pH de 5,0 a 5,8 e para o soro acido a acidez titulavel é superior a 0,40% e
pH inferior a 5,0 (FENEMA, et al., 2010).

Atualmente o soro de leite obtido a partir da producdo de queijo é utilizado
como ingrediente em varios produtos como bebidas lacteas fermentadas, bolachas,
paes, doces, sucos, bebidas fortificadas e também comercializado como suplemento
alimentar. Uma parte do soro pode ser utilizada na alimentagcdo animal, mas a
maioria do soro é tratado e descartado como residuo. Conforme Machado et al.,
(2000), o soro de leite, advindo da producdo de queijo, € visto como agente de
poluicdo, pois sua descarga em cursos de agua pode provocar a destruicdo da flora
e fauna devido a sua alta demanda bioquimica de oxigénio (DBO), que é cerca de
30000 a 50000 mg . L. Este indice é aproximadamente 100 vezes maior que o de
um esgoto domestico. Para cada tonelada de soro que ndo passa por processo de
tratamento e é despejado por dia em efluentes, é equivalente, em média, a poluicdo
diaria de aproximadamente 450 pessoas (GIROTO e PAWLOWSKY, 2002).

E observado um aumento nas exigéncias legais em relagéo ao tratamento ou
reaproveitamento do soro por parte das industrias de laticinios, e mesmo assim
acredita-se que aproximadamente 50% de todo o soro liquido produzido ndo é
aproveitado, sendo este numero ainda maior se forem consideradas as micro e
pequenas empresas (BEM-HASSAN; GHALY, 1994; LIRA et al, 2009). Visto que
este subproduto tem baixos custos e devido ao seu grande volume e capacidade
poluidora, é extremamente necessario desenvolver alternativas tecnoldgicas para o

seu adequado aproveitamento.
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5. ATIVIDADE BIOLOGICA

5.1 ATIVIDADE ANGIOGENICA

O corpo do ser humano é extremamente complexo e para a manutengdo da
vida é necessaria regulacdo adequada, o que requer um transporte eficiente e
simultaneo de gases, liquidos, nutrientes, moléculas sinalizadoras e células
circulantes entre os tecidos e 6rgados, bem como a remocéo de residuos dos 6rgaos
e dos tecidos. Esta funcao de transporte é realizada por dois sistemas de vasos: 0s
vasos sanguineos e os vasos linfaticos formando uma rede, composta por células
endoteliais. Estes dois vasos sdo essenciais para a homeostase do organismo
saudavel, bem como podem contribuir para a malformacdo ou para a disfuncéo
resultando na patogénese de muitas doencas (CARMELIET, 2003; ALITALO, et al.,
2005).

5.1.1 Formacéo de neovasos

De acordo com Lamalice, et al., 2007, o inicio da formacdo de vasos
sanguineos ocorre com o0 surgimento das células endoteliais a partir da
diferenciacdo de células mesodérmicas em hemangioblastos, com a formacéo das
primeiras redes vasculares, denominadas de ilhotas sanguineas (FIGURA 4). Os
vasos sanguineos sdo um dos primeiros sistemas formados durante a fase
embrionaria a partir do mesoderma (camada germinativa intermediaria do embri&do) e
estdo em contato direto com o sangue. S&o constituidos por uma monocamada de
células endoteliais revestidas por moléculas de colageno, laminina, elastinas,
glicoproteinas (fibronectina) na matriz extracelular, células com fungcédo de suporte e
dependendo da localizacdo do vaso no organismo, sua estrutura fisica e seus
constituintes diferem quanto a fenotipo, composicao e funcao (GILBERT, 2000; DIAS
et al., 2002).

Em geral nos individuos adultos saudaveis, as células endoteliais que
revestem o lumen dos vasos sanguineos encontram-se quiescentes, apresentam
atividade mitogénica proxima de zero, e a neoformacédo vascular € virtualmente

ausente. Porém, quando estas células sdo estimuladas tem-se inicio a neoformacéo
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vascular. A neoformagéo vascular ocorre por dois mecanismos distintos: a
vasculogénese e a angiogénese (FIGURA 4) (LAMALICE et al.,, 2007; ADANS e
ALITALO, 2007).
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‘." ‘ I:._.. g
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FIGURA 4: VASCULOGENESE E ANGIOGENESE.

Fonte: ADANS e ALITALO, 2007.

As células no embrido diferenciam-se em células precursoras endoteliais (EPC),
angioblastos e formam agregados, conhecidos como ilhas de sangue (a esquerda). A fusdo
de ilhas de sangue conduz a formacéo vasculogénica de plexos capilares primarios em
forma de favo de mel no saco vitelino e do proprio embrido. A circulagdo sanguinea é
estabelecida e os plexos principais sdo remodelados em uma rede hierarquizada de
arteriolas e artérias (vermelho), capilares, cinza, e vénulas e veias (azuis). As células de
musculo liso vascular sdo associados com as artérias e as veias, enquanto que 0s capilares
sao cobertos por pericitos (amarelo).

A vasculogénese implica na formacgdo de vasos sanguineos diretamente de
células precursoras de angioblastos, logo em seguida surgem as células endoteliais
gue se organizam em agregados celulares, denominados de ilhotas sanguineas
primitivas e nestas ilhotas ocorre o estabelecimento do plexo vascular primordial
(DIAS et al., 2002; BOUIS et al., 2006). A angiogénese é a formacdo de uma nova
vasculatura a partir de vasos preexistentes, tais como vénulas e capilares, isto
acontece por brotamento ou intussuscepcdo (divisdo de vasos por meio de
prolongamento da parede vascular) (DIAS et al., 2002; ADANS e ALITALO, 2007).
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No embrido, a vasculogénese é responsavel pelo desenvolvimento dos
grandes vasos e do coragdo, ja angiogénese promove a invasdo de novos vasos
sanguineos propiciando o desenvolvimento de 6rgdos como o figado, os pulmdes e
o cérebro (ZAMMARETTIA e ZISCH, 2005). A angiogénese é fundamental para o
reparo e o desenvolvimento de tecidos, como na cicatrizacdo, desenvolvimento da
circulacdo colateral em tecidos isquémicos, na formacéo de corpo luteo, endométrio,
placenta e crescimento de cabelo, nestes casos a angiogénese é denominada
fisiolégica e € rigidamente controlada e transitéria. Entretanto podem ocorrer
condi¢cdes patologicas como artrite reumatoide, hemagiomas, tumores soélidos e
retinopatia diabética, nos quais a atividade angiogénica contribui para a sustentacao
e 0 agravamento dessas condicdes, pois, nestes casos € um processo duradouro e
desregulado (FOLKMAN, 1987; DIAS et al., 2002; ADANS e ALITALO, 2007).

A angiogénese como um mecanismo biolégico apresenta uma variedade de
controles para prevenir o crescimento capilar abrupto. As células endoteliais e os
pequenos capilares carregam a informacdo genética para a formacdo da rede
capilar, e moléculas angiogénicas especificas iniciam o processo, enquanto que
moléculas inibidoras o previnem (FOLKMAN, 2003).

O inicio da angiogénese ocorre com a presencga de estimulo como hipodxia,
alteracOes isquémicas, liberacdo de citocinas e liberagéo de fatores de crescimento.
A primeira etapa do processo consiste em ativacdo das células endoteliais dos
vasos sanguineos preexistentes e logo em seguida elas degradam a membrana
basal adjacente. As células endoteliais livres migram para a membrana basal
degradada, este processo de invasdo e migracao requer uma atividade cooperativa
de proteases com serina. As células epiteliais, células do sistema imunologico e os
fibroblastos também auxiliam na degradacdo da membrana basal (LAMALICE et al,
2007; ADANS e ALITALO, 2007; HODIVALA-DILKE, 2008).

Na segunda etapa tem-se a proliferacdo das células endoteliais e a formacéao
do broto capilar (FIGURA 5), sendo mediada por varios fatores de crescimento. A
fase final inclui a formacdo e alcas capilares e a determinacdo da polaridade das
células endoteliais para a formacédo do lumen capilar e para as interagdes célula-
célula e célula-matriz. A estabilizacdo do vaso sanguineo neoformado € atingida
apos a migracdo de células mesenquimais para o redor dos neovasos e sua
posterior diferenciacdo em pericitos ou células musculares lisas (DIAS et al., 2002;
FOLKMAN, 2003).
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FIGURA 5. FORMACAO DE NOVOS VASOS.

FONTE: Adaptado de ADANS e ALITALO, 2007.

a) A formacédo de novos vasos é controlada pelo equilibrio entre os sinais pré-angiogénicos
(+), como o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), e fatores que promovem
quiescéncia (-). b) Tem-se ativagdo das células endoteliais (EC) em condigbes que
favorecem a angiogénese, promovendo o brotamento de algumas células endoteliais
(verde), enquanto outros ndo respondem (cinza). O crescimento do broto formado por EC é
guiado por gradiente de VEGF. Tem-se o lancamento de fatores de crescimento de
plaquetas B ( PDGF). c) As junc¢des EC-EC devem ser mantidas apés a formacgéo do limen.
A formacdo do lumen na haste EC envolve a fusdo dos vacuolos, mas outros mecanismos
também podem contribuir. d) O fluxo de sangue aumenta a oferta de oxigénio e, assim,
reduz os sinais pré-angiogénicos que sdo induzidas por hipdéxia. A perfusdo promove 0s
processos de maturacdo, com a estabilizacdo das juncdes celulares e deposicdo de matriz.

5.1.2 Fatores que controlam a formacdo de neovasos

A formacdo de neovasos é mediada por varios fatores, em geral séo
moléculas especificas para induzir e controlar o processo, denominadas de fatores
angiogénicos o0s quais possuem atividade regulatéria positiva e os fatores
antiangiogénicos com atividade negativa (FIGURA 5). O equilibrio entre a producéo
destas substancias pro e antiangiogénicas pode ser rompido por fatores quimicos e
fisicos (leséo tissular, hipoxia, liberacdo de citocinas) ou mecanicos (alteracdes do
fluxo sanguineo e do formato celular) (DIAS et al.,, 2002; FOLKMAN, 2003;
LAMALICE et al., 2007).
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Os indutores da angiogénese podem ser subdivididos em 3 classes,
dependendo da atividade que exercem. A primeira classe consiste na familia do
VEGF (fator de crescimento vascular), incluem os cinco fatores de crescimento
derivados da placenta: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D e VEGF-E. A forma
mais ativa e abundante em humanos € o monémero de VEGF-A denominado de
VEGF, este fator é responsavel por regular as fun¢des nas células endoteliais, € um
potente indutor da angiogénese atuando na diferenciacéo, proliferacdo e migracao
celular como demonstrado na FIGURA 5 e € necessario o equilibrio entre os VEGs
para que o processo aconteca de maneira completa e efetiva (ADANS e ALITALO,
2007; LAMALICE et al.,, 2007). Nesta classe também se encontram as Ang
(angiopoetinas) e FGF (fator de crescimento de fibroblastos), que atuam de maneira
paracrina induzindo a angiogénese (DIAS et al., 2002).

A segunda etapa contém moléculas incluindo as citocinas, quimiocinas e
enzimas, as quais atuam diretamente na angiogénese ativando varias células-alvo
proximo as células endoteliais. A terceira etapa envolve fatores de acao indireta,
cujo efeito angiogénico é resultante da liberacdo de fatores angiogénicos por
macrofagos (interleucinas e prostaglandinas) e células endoteliais (ADANS e
ALITALO, 2007; AIRES, 2013).

5.1.3 Fatores angiogénicos estimuladores e inibidores e seu mecanismo de acao

A capacidade para iniciar a cascata angiogénica esta presente em todos 0s
tecidos, uma vez que multiplos fatores mantém o equilibrio entre os estimuladores e
inibidores da angiogénese na maioria dos tecidos. No desenvolvimento e na
organizagdo de uma nova rede vascular, fatores endogenos estdo envolvidos
promovendo a ativacdo, proliferagdo, migracdo e organizagdo das estruturas que
compdem o0s vasos sanguineos (FOLKMAN, 2003; ADANS e ALITALO, 2007;
HODIVALA-DILKE, 2008; AIRES, 2013).

As células endoteliais vao responder aos fatores angiogénicos por meio de
mensageiros intracelulares como: calcio, proteinoquinases, adenilciclase e
monofosfato ciclico de adenosina (CAMP) (AIRES, 2013). A presenca de receptores
nas membranas das células endoteliais presentes nos vasos sanguineos e pelas

células endoteliais linfaticas favorece a recepcao da informagdo para o inicio ou
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interrupcdo da angiogénese. Além de apresentarem receptores de Ang e 0s
receptores para os VEGFs desempenham papel importante em relagdo a enzima
tirosina quinase e o controle rigoroso do processo angiogénico (FIGURA 6) (DIAS et
al., 2002; SIEKMANN e LAWSON, 2007).
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FIGURA 6. REPRESENTACAO DOS RECEPTORES PARA PROMOTORES E INIBIDORES
DA ANGIOGENESE.

FONTE: HODIVALA-DILKE, 2008.

Representacdo esquematica da regulacdo angiogénica. Neste modelo observam-se 0s
receptores em vasos quiescentes em menor nimero e a medida que ocorre angiogénese 0
namero de receptores aumentam. Também ocorre um equilibrio entre os fatores proé-
angiogénicos e anti-angiogénicos para determinar a angiogénese fisiologica.

Devido a importancia fisiologica e patolégica da angiogénese e o0
desenvolvimento de varias técnicas que permitem estudos diretos e indiretos da
formacdo de novos vasos sanguineos, a atividade angiogénica de substancias
estimuladoras ou inibidoras do processo € descrita como potencial agente
terapéutico (AIRES, 2013). Existem inumeras substancias ja conhecidas que
possuem acao pro-angiogénica e anti-angiogénica como demonstrado na TABELA

4.
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TABELA 4. RELACAO DE SUBSTANCIAS PRO-ANGIOGENESE E ANTI-

ANGIOGENESE.

SUBSTANCIAS PRO -ANGIOGENICAS

SUBSTANCIAS ANTI -ANGIOGENICAS

HIF Angiostatina
VEGF CD59
Ang Endostatina
MMP Fibronectina
Avb3 Heparina
FGF hCG
G-CSF Interferon a, b, g
HGF IL-12
IL-8 Retinoides
PDGF Corticoides
TGF TSP
TNFa Troponina
PGF

FONTE: O autor, 2014.

5.1.4 Modelo experimental in vivo da angiogénese

Para os estudos de eficacia de substancias pré e anti angiogénicas varios
modelos in vivo e in vitro foram estabelecidos como o0s ensaios de
neovascularizacdo da coOrnea, ensaio in vivo e in vitro da membrana corioalantoica
de embrides de galinha (Gallus gallus) denominada de CAM - assay (corioalantoic
membrane assay), uso de implantes de esponjas contendo células ou substancias a
serem testados, testes em vasos axilares de zebrafish e na membrana do saco
vitelinico de embrides e de individuos adultos de camundongos (AUERBACH et al.,
2003; BYRD e GRABEL, 2004).

De acordo com Campestrini, 2007, o uso da técnica CAM — assay para o
estudo da angiogénese é extremamente vantajoso quando comparado com outras
técnicas, porque se utiliza material de baixo custo, facilidade na execucéo e permite
realizar um namero racional de amostras com confiabilidade.

A membrana corioalantéica embrionaria de galinha é uma membrana extra-
embrionéria formada por uma fusdo da mesoderme com a ecdoterme coridnica, que

se encontra abaixo da membrana da casca (HAMILTON, 1965). O processo de
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vascularizagcdo tem inicio com a vasculogénese com a formacao primitiva de ilhotas
sanguineas, as quais passam por um processo de associagdo (anastomose) com o
aparecimento de uma estrutura capilar. Apés 48 horas de incubacdo é possivel
observar a formacéo do plexo vascular e em seguida a formacéo do coracdo que
estabelece uma circulagdo sanguinea com as artérias e veias (FIGURA 7)
(HAMBURGER e HAMINTON, 1951).

FIGURA 7. FOTOGRAFIA DE UM EMBRIAO COM 48 HORAS DE INCUBACAO EM
INCUBADORA A 36,5°C

FONTE: O autor, 2014.

Na ponta da seta as primeiras redes capilares e a formacao do coracéo.

A angiogénese microvascular promove a expansdo progressiva desta rede
capilar com o intuito de atender as exigéncias de oxigénio do embrido e promover
todo o metabolismo. A expansdao da microcirculacdo € caracterizada pela
proliferacdo de células endoteliais, o que resulta em uma rede de capilar espessa e
formando uma superficie continua e em contato com a casca. Ocorre um aumento
na taxa de angiogénese na membrana apos o décimo dia de incubagédo do embrido,
essa estrutura extraembriondria é caracterizada por ser uma vesicula de forma
achatada, altamente vascularizada e que se dispde sobre o saco vitelinico e o
embrido. O sistema vascular do embrido de galinha atinge a sua disposigéo final ao
décimo oitavo dia (PATTEN, 1951; MISSIRLIS et al., 1990).
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5.2 ATIVIDADE INIBIDORA DA ENZIMA HIALURONIDASE NO PROCESSO
INFLAMATORIO

A inflamacédo ou processo inflamatério € uma reacdo do organismo a uma
lesédo de tecido ou infec¢do, com o envolvimento de células conjuntivas, células do
sangue e células do plasma, e dependendo da intensidade da lesdo pode ocorrer 0
envolvimento sistémico. Em geral € um mecanismo de defesa, mas pode ela propria
ser uma doencga ou as vezes ter efeitos clinicos indesejaveis como no caso das
doencas autoimunes, artrite reumatoéide entre outras (DELVES et al., 2011).

Quando ocorre lesdo na pele, imediatamente se inicia o processo de
reparacao tecidual ou conhecido como cicatrizacdo, este processo € dinamico,
continuo e complexo, pois envolve uma série de eventos mediados por substancias
moleculares e celulares que muitas vezes se confundem ao logo das fases que
compdem o processo. A inflamacao, proliferagcédo celular e remodelagem dos tecidos
sao fases, nas quais ocorrem sintese e degradacédo da matriz extracelular (DELVES
et al., 2011). O &cido hialurénico é uma glicosaminoglicana néo sulfatada da matriz
extracelular e desempenha funcbes biolégicas distintas no processo de
restabelecimento da integridade da pele lesada. A degradacdo do acido hialurénico
é de responsabilidade da enzima hialuronidase, uma glicoproteina que atua sobre a
matriz extracelular alterando sua composicdo e estrutura (FRASER et al.,, 1997,
NOBLE, 2002; STERN, 2004).

5.2.1 Acido hialurdnico

O &cido hialurénico € uma glicosaminoglicana (polissacarideo) nao sulfatada
de alto peso molecular e linear, formado por dissacarideos polianiénicos de acido D -
glicurénico e N - acetilglicosamina como demonstrado na FIGURA 8 e é o principal
componente da matriz extracelular, também pode ser encontrado na forma do sal
hialuronato de sodio formado em pH fisiolégico (LAURENT e FRASER, 1992;
FRASER et al., 1997).

De acordo com Noble, 2002, o acido hialurénico encontrado na maioria dos

tecidos, é responsavel pela manutencéo e integridade estrutural dos tecidos quando
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em homeostase, porém em condicdes de estresse ou patogenia sofre

despolimerizagao fragilizando a matriz extracelular.

OH Y

FIGURA 8. ESTRUTURA QUIMICA DO ACIDO HIALURONICO.
FONTE: BOERIU et al., 2013.

Num individuo de 70 kg é encontrado aproximadamente 15 g de &cido
hialurbnico e quase um terco € renovado diariamente para manter a matriz
extracelular. No processo de renovacdo a enzima hialuronidase é responsavel por
promover a degradacdo do &cido hialurénico. A velocidade de renovacdo do acido
hialurénico depende do tipo de tecido em que ele se encontra, por exemplo, na pele
onde a concentracdo é maior a meia-vida € de um dia (STERN, 2004). O controle na
renovacao do acido hialurénico € rigorosamente controlado, pois a acdo exacerbada
da hialuronidase pode resultar na desestabilizagdo da matriz.

Em tecidos especializados como cordas vocais, fluido sinovial, cordao
umbilical e cartilagem o acido hialurénico apresenta fungcbes diferenciadas como
manter a viscosidade, absorcdo de impactos, cicatrizacdo de ferimentos e

preenchimento de espaco (KOGAN et al., 2007).

5.2.2 Enzima hialuronidase

As hialuronidases sdo um grupo de enzimas que predominantemente
promovem a degradacdo do acido hialurdnico, aumentando assim a permeabilidade
de tecidos conjuntivos, promovendo significativamente a diminuicdo da viscosidade
e facilitando a proliferacdo celular entre os tecidos resultando na degradacdo da
matriz extracelular favorecendo a expansdo de processos inflamatorios, e também

decresce a viscosidade dos fluidos corporais (MADIGAN et al., 1997).
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Meyer, 1971, em seu estudo classificou a hialuronidase em trés grupos
baseado na analise bioquimica dos produtos finais gerados: hialuronidase EC
3.2.1.35 é a hialuronoglicosaminidase que tem como produto principal o
tetrasacarideo, hialuronidase EC 3.2.1.36 é a hialuronoglicuronidase que tem como
produto principal o tetrasacarideo ou o hexasacarideo e a hialuronidase EC 4.2.2.1 é
a hialuronato liase produzida por bactérias.

As hialuronidases também sdo classificadas de acordo com o0 seu
comportamento e atividade em diferentes pHsem dois grupos: as hialuronidases
com atividade em ambiente acido, pH entre 3 e 4 como as enzimas séricas e do
figado e as hialuronidases ativas em ambientes neutros, com pH entre 5 e 8 séo
enzimas encontradas no esperma de mamiferos, veneno de abelhas e veneno de
serpentes (STERN, 2004; KEMPARAJU et al.,2005; GIRISH, 2006).

De acordo com Bornstein e Sage (2002), a degradacdo da matriz extracelular
€ um evento essencial em muitos processos fisioldgicos como o desenvolvimento
embrionario, crescimento e reparo dos tecidos, entretanto, quando ocorre um
descontrole principalmente da enzima hialuronidase, podem se instalar condi¢cdes
patolégicas como artrite reumatoide, osteoartrite, doencas autoimunes e alteragdes

estruturais na derme.
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CAPITULO II
PRODUCAO E CARACTERIZACAO DO COMPOSTO A BASE DE
POLISSACARIDEO E PROTEINA PRODUZIDO POR CULTURA MIS TA DE
BACTERIAS E LEVEDURAS DO KEFIR TIBETANO

RESUMO

Os exopolissacarideos produzidos pelas bactérias acido lacticas podem ser
utilizados como aditivos para as industrias de cosméticos, industrias de alimentos e
industrias farmacéuticas, no entanto, a producdo destes exopolissacarideos por
fermentacdo € muito pequena e requer mais pesquisas utilizando substratos
alternativos e culturas mistas para aumentar esta producdo. O objetivo deste
trabalho foi estudar os diferentes parametros para melhorar a producdo do composto
a base de polissacarideo e proteina utilizando uma cultura mista de kefir tibetano e
caracterizar a sua composicdo monossacaridica. Foi utilizado soro de leite, um
subproduto da cadeia do leite, como substrato e ap0s a otimizacdo do meio de
cultura, foi possivel obter uma producdo de 4,58 g/L de composto a base de
polissacarideo e proteina liofilizado. Esta producao foi maior do que as relatadas na
literatura, utilizando cultura de bactérias acido lacticas. A composicao
monossacaridica do polissacarideo é galactose (39%), glicose (28%) e manose
(26%) em concentracdo mais elevadas classificando-o como um
heteropolissacarideo.

PALAVRAS-CHAVE: Soro de leite, kefir tibetano, polissacarideo bacteriano,

otimizacao.
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1 INTRODUCAO

Atualmente existe uma grande procura por polimeros naturais que tém
aplicacbes em industria de alimentos, industria farmacéutica e cosmeética, este
interesse resultou em novas pesquisas principalmente em biotecnologia para
produzir polissacarideos microbianos obtidos a partir de bactérias, fungos e algas
(BADEL et al., 2011; FREITAS et al., 2011). O exopolissacarideo (EPS) produzido e
secretado por microrganismos pode ser amplamente utilizado como biofloculantes,
bioabsorventes, aditivos alimentares, agente de remocdo de metais pesados e
outras aplicacbes (SURESH KUMAR et al., 2008; WANG et al., 2008; SAIJA et al.,
2010).

Ha poucos relatos de EPS de origem microbiana, pois a producdo dessas
biomoléculas por certas espécies de microrganismos é relativamente pequena. Por
exemplo, EPS produzidos e secretados pelas BAL apresentam um rendimento de
producdo de menos de 1 g/L de EPS, em que as condi¢cdes ndo sdo optimizadas
(DE VUYST et al., 2001; WELMAN e MADDOX, 2003; BADEL et al.,, 2011). No
entanto, as BAL sdo geralmente reconhecidas como seguras (GRAS), e os EPS
excretados por este grupo de bactérias pode ser considerado como um polimero de
seguranca biolégica, podendo ser empregado em diferentes tipos de produtos
alimenticios e aplicacdes farmacolégicas (DE VUYST et al., 2001; GORSKA et al.,
2010).

Muitos microrganismos sintetizam EPS que permanecem ligados a parede
celular microbiana como uma capsula ou séo liberados no meio extracelular, as BAL
podem sintetizar homopolissacarideos, 0s quais sdo compostos por um unico tipo de
monossacarideo como glicose e frutose e sdo chamados de glucanas e frutanas
respectivamente (VAN HIJUM et al., 2006; BADEL et al., 2011). Além disso, existem
os heteropolissacarideos, que sdo compostos por varios tipos de monossacarideos
principalmente glicose, galactose, ramnose, em diferentes proporc¢des (DE VUYST e
DEGEEST, 1999; RUAS-MADIEDO et al., 2002).

O kefir tibetano € uma cultura mista que compreende graos gelatinosos e
irregulares, formado por uma associacdo simbidtica de leveduras e bactérias que
promovem fermentacao lactica em geral utilizando o leite como substrato (DINIZ et

al., 2003). Entretanto, o kefir tibetano é identificado erroneamente como associacdes
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simbidticas da mesma natureza que o kombucha e kefir, ambos originados de
paises asiaticos (PAULINE et al., 2001; DINIZ et al., 2003). Esta associacdo é
amplamente utilizada na medicina popular em paises asiaticos e pode ser
distinguido de outras associacdes pela sua composicdo microbiana e por
substéancias sintetizadas (DINIZ et al., 2003; AHMED et al., 2013).

A composicdo microbiana do kefir tibetano compreende BAL tais como
Lactobacillus (L. casei, L. acidophilus, L. lactis, L. kefiranofaciens), Lactococcus (L.
lactis), Leuconostoc (L. citrovorum, L. mesenteroides), Streptococcus (S.
thermophilus, S. lactis), também pode ser encontrado bactérias acéticas como
Acetobacter (A. aceti, A. rasens), e leveduras (Kluyveromyces sp, Saccharomyces
sp) (JIANZHONG et al., 2009).

O setor produtivo de leite no Brasil € uma das maiores cadeias alimentares
brasileiras que se encontra em plena expansao e o soro de leite faz parte da cadeia
produtiva de leite, sendo considerado um subproduto da producdo de queijos, e
parte deste soro € aproveitada em formulacbes de outros produtos, porém grande
parte é destinada a alimentacdo animal e o restante é tratado e descartado,
apresentando potencial de aplicagdo como substrato em processos fermentativos
pelo baixo/nenhum custo.

O presente estudo teve como objetivo otimizar a produgédo de um composto
bioativo a base de polissacarideo e proteina utilizando como meio fermentativo o
soro de leite como substrato e cultura mista de BAL e leveduras do kefir tibetano da

China. Também foi caracterizada a composi¢cdo monossacaridica do composto.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 CULTURA DE MICRORGANISMOS

Foi utilizada uma cultura mista de BAL e leveduras do kefir tibetano
proveniente da China. O inéculo foi preparado com leite comercial esterilizado por
UHT (Ultra High Temperature), como meio de cultura. A cultura mista foi transferida
para este meio, homogeneizada e incubada a temperatura ambiente controlada
(25°C) por 48 h, em seguida o meio fermentado foi filtrado e a biomassa retida foi
lavada com agua destilada esterilizada, e desta biomassa foram utilizados 6 g como
inoculo em um volume de 100 mL de meio.

O numero de células viaveis do inoculo foi determinado como Unidades
Formadoras de Colbnias (UFC), e para esta quantificacdo realizou-se diluicoes
decimais sucessivas em 0,85% p/v de solucdo de cloreto de sodio, preparadas a
partir da biomassa obtida apos filtracdo do fermentado. Aliquotas de 0,1 mL foram
distribuidas usando a técnica de propagacdo em superficie, em placas contendo
agar Rose Bengal Cloranfenicol (RBC) (Sigma-Aldrich®) para leveduras. Também foi
efetuada a contagem pela técnica em profundida utilizando 1,0 mL das diluicdes
sucessivas em placa com 4gar Man, Rogosa e Sharpe (MRS) (Difco) para BAL em
aerobiose e em condicbes de anaerdbicas incubadas em jarra de anaerobiose. Em
seguida, as placas com RBC e com MRS foram incubadas a 30°C por 48 horas e
37°C, por 48 h, respectivamente.

Apés a contagem, foi determinado que 6 g de biomassa humida
correspondem a 10® UFC de bactérias acido lacticas por grama de biomassa htmida
e 10® UFC leveduras por grama de biomassa himida, e foram inoculadas em 100 ml
de meio para fermentagdo submersa. Este procedimento foi utilizado em todos os
estudos de fermentacdo submersa.

2.2 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO DO SORO DE LEITE

Para a producdo do composto a base de polissacarideo e proteina (ExPP) foi
utilizado soro de leite gentilmente doado por uma empresa de laticinios do estado do

Parana, o soro utilizado era proveniente da producdo de queijo. Para estabelecer o
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perfil fisico-quimico do soro de leite foram realizadas anélises de umidade, cinzas,
proteina, gordura, lactose e acidez, todas as determinacfes seguiram os padrdes
estabelecidos pela AOAC (1998), para analise de leite.

O teor de umidade total foi obtido pela secagem a 105°C até peso constante.
As cinzas foram determinadas pela incineracdo em mufla a 550°C e pesagem da
massa seca. A determinacgédo de proteina foi realizada utilizando-se o método Macro-
Kjeldahl, sendo a porcentagem de nitrogénio multiplicada pelo fator 6,38. O teor de
lipidios utilizando-se Lactobutirdmetro de Gerber. A lactose foi analisada pelo
método de determinacéo de glicidios redutores em lactose. A acidez foi determinada
por método potenciométrico com medi¢do do valor diretamente no pHmetro HANNA
INSTRUMENTS modelo HI 9321. Para todas as analises foram utilizados reagentes

com grau analitico.

2.3 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE EXPP POR FERMENTACAO
SUBMERSA

2.3.1 Selecgéo de substratos

Foi realizado um estudo preliminar para selecionar o substrato para
fermentacdo submersa visando a producédo de ExPP. Foram testados os seguintes
substratos:

- leite integral (M),
- leite desnatado (S),
- soro de leite (W),

O leite integral e o leite desnatado foram adquiridos ja esterilizados por
tratamento UHT e soro de leite foi pasteurizado a 63°C durante 30 min. Estes
substratos foram, em seguida, inoculados com 6 g de biomassa humida cultura
mista de bactérias de acido lactico e leveduras. A fermentacdo submersa ocorreu de
acordo com a composi¢cdao do meio em diferentes condicbes de agitagdo. As
condic¢des sao apresentadas na TABELA 1. Todos os experimentos foram realizados

em triplicado.
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TABELA 1. COMPOSICAO DO MEIO E CONDICOES PARA FERMENTACAO
SUBMERSA PARA A PRODUCAO DO ExPP POR CULTURA MISTA.

Meio de cultura Agitacéo Temperatura Tempo
Leite* (MA) 120 rpm 37°C 48 h
Leite* (ME) Estatico 37°C 48 h
Leite desnatado** (SA) 120 rpm 37°C 48 h
Leite desnatado** (SE) Estatico 37°C 48 h
Soro de leite*** (WA) 120 rpm 37°C 48 h
Soro de leite **(WE) Estatico 37°C 48 h

Leite com agitacdo (MA), leite estatico (ME), leite desnatado com agitacdo (SA), leite desnatado
estatico (SE), soro de leite com agitacdo (WA) e soro de leite estatico (WE).
Teor de sélidos soluveis: *leite: 12,8°Brix, **leite desnatado: 10,6°Brix, ***soro de leite: 5,4°Brix.

2.3.2 Estudo do efeito do pH durante a fermentacdo  submersa

Depois de selecionado o melhor substrato para a producdo de ExPP, foi
realizado um estudo com diferentes concentracdes de tampéao (fosfato de potassio
monobasico e citrato de sddio diidratado) nas concentracdes de 2, 4, 6, 8 e 10%
(p/v). O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito do pH durante a fermentacao
submersa visando avaliar a producdo ExXPP. Também foi realizado um controle sem
a adicao de tampéo e, portanto sem controle de pH. A fermentacéo foi realizada

durante 48 h a 37°C, em condi¢fes estaticas e de pH inicial de 6,0.

2.3.3 Delineamento experimental

Primeiramente realizou-se um planejamento Plackett-Burman (11/12) para
triagem (PLACKETT-BURMAN, 1946), este planejamento foi utilizado para avaliar a
suplementacdo com diferentes fontes de carbono para a producédo de ExXPP no

substrato escolhido.
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TABELA 2. PLANEJAMENTO PLACKETT-BURMAN (11/12) PARA A PRODUCAO
DE ExPP COM 7 VARIAVEIS INDEPENDENTES, 4 VARIAVEIS FALSAS, 4
PONTOS CENTRAIS (PC) E OS VALORES DECODIFICADOS.

Ensaios Lactose Glicose Galactose Sacarose Melaco de  Melaco de

(g/L) (g/L) (g/L) (g/L) soja (g/L) cana (g/L)
! 100 0 100 0 0 0
2 100 100 0 100 20 20
3 0 100 100 0 20 0
4 100 0 100 100 0 20
5 100 100 0 100 20 0
6 100 100 100 0 20 20
! 0 100 100 100 0 20
8 0 100 100 20 0
9 0 0 100 20 20
10 100 0 0 20 20
11 0 100 0 0 0 20
12 0 0 0 0 0 0
13 (PC) 50 50 50 50 10 10
14 (PC) 50 50 50 50 10 10
15 (PC) 50 50 50 50 10 10
16 (PC) 50 50 50 50 10 10

Os fatores independentes foram lactose, glicose, galactose, sacarose, melaco
de soja, melaco de cana e quatro variaveis falsas (D) totalizando 11 variaveis e 12
experimentos. As variaveis foram examinadas em dois niveis, baixo nivel (-)
indicando auséncia e alto nivel (+) indicando a presenca da fonte de carbono. Os
pontos centrais (experimentos 13-16) foram investigados em quadruplicado
(TABELA 2).

Depois de selecionadas as variaveis significativas no planejamento de triagem
Plackett-Burman, um planejamento fatorial fracionario de 5 fatores e 2 niveis (2°?) foi
aplicado para definir as melhores fontes de fontes de carbono, fontes de nitrogénio,
e também um maior faixa de concentracdo. As variaveis fontes de carbono
selecionadas no planejamento Plackett-Burman serviram de parametro para
aumentar as concentragfes testadas anteriormente. As variaveis para fonte de
nitrogénio foram testados o extrato de levedura (0 a 20 g/L), peptona bacteriol6gica

(0 a 20 g/L) e sulfato de amonio (0 a 20 g/L), todas foram em dois niveis, baixo (-) e
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alto (+), e os pontos centrais foram investigados em quadruplicado para identificar
quaisquer anomalias experimentais (TABELA 3).

As variaveis significativas obtidas nos resultados do planejamento fatorial 2°*
foram selecionados para a ultima etapa de otimizacdo utilizando um delineamento
composto central rotacional (CCRD) para a producdo de ExPP. Para o CCRD, as
seguintes variaveis pré-selecionadas no planejamento anterior foram glicose e
peptona, também foram testados os sais de sulfato de magnésio e sulfato de
manganés (TABELA 4). Estes experimentos mostraram pontos axiais (+1,682 e -

1,682) e pontos centrais em quadruplicado.

TABELA 3. PLANEJAMENTO FATORIAL (2> PARA A PRODUCAO DE ExPP
COM 5 VARIAVEIS INDEPENDENTES, 4 PONTOS CENTRAIS (PC) E OS
VALORES DECODIFICADOS.

Ensaios Glicose Lactose Extrato de Peptona NH4(SO,)3
(g/L) (g/L) levedura (g/L) bacterioldgica (g/L) (g/L)

! 150 150 20 20 20
2 150 150 20 0

3 150 150 0 20

4 150 150 0 0 20
5 150 50 20 20 0
6 150 50 20 0 20
! 150 50 0 20 20
8 150 50 0 0

9 50 150 20 20

10 50 150 20 0 20
11 50 150 0 20 20
12 50 150 0 0 0
13 50 50 20 20 20
14 50 50 20 0

15 50 50 0 20

16 50 50 0 0 20
17.(PC) 100 100 10 10 10
18 (PC) 100 100 10 10 10
19 (PC) 100 100 10 10 10
20 (PC)

100 100 10 10 10
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TABELA 4. DELINEAMENTO CENTRAL COMPOSTO ROTACIONAL (CCRD).
VALORES DECODIFICADOS E VALORES DE NIVEIS DE FATORES TESTADOS
CODIFICADOS: GLICOSE, PEPTONA BACTERIOLOGICA, SULFATO DE
MAGNESIO E SULFATO DE MANGANES.

Ensaios Glicose (g/L) Peptona MgSO,.7H,0 MnSO, (g/L)
bacteriol6gica (g/L) (g/L)
1 450 (+1) 30 (+1) 7.5 (+1) 0.25 (-1)
2 450 (+1) 30 (+1) 2.5(-1) 0.25 (-1)
3 450 (+1) 10 (-1) 7.5 (+1) 0.75 (+1)
4 150 (-1) 30 (+1) 2.5(-1) 0.75 (+1)
5 450 (+1) 10 (-1) 2.5(-1) 0.75 (+1)
6 150 (-1) 10 (-1) 7.5 (+1) 0.25 (-1)
7 150 (-1) 30 (+1) 7.5 (+1) 0.75 (+1)
8 150 (-1) 10 (-1) 2.5(-1) 0.25 (-1)
9 100.2(-1.682) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)
10 550.2(+1.682) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)
11 300 (0) 6.8 (-1.682) 5.0 (0) 0.5 (0)
12 300 (0) 30.68(+1.682) 5.0 (0) 0.5 (0)
13 300 (0) 20 (0) 1.7(-1.682) 0.5 (0)
14 300 (0) 20 (0) 9.2 (+1.682) 0.5 (0)
15 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.17(-1.682)
16 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.92 (+1.682)
17 (PC) 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)
18 (PC) 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)
19 (PC) 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)
20 (PC) 300 (0) 20 (0) 5.0 (0) 0.5 (0)

2.3.4 Cinética da producao de ExPP em biorreator

O estudo de cinética da producéao de ExPP foi realizado em biorreator STR 14
L (Bioflo 110 fermentador, New Brunswick Scientific, EUA), em condi¢des ideais
estabelecidas anteriormente (FIGURA 1). O meio foi composto por soro de leite
suplementado com 30% de glicose (p/v), 2% de peptona bacteriologica (p/v), 4% de
fofato de potassio monobasico (p/v) e 4% de citrato de sodio diidratado (p/v). Todos
0s reagentes utilizados apresentaram grau analitico. A taxa de inoculo foi de 6%
(p/v) com 10° UFC/g para BAL 10° UFC/g para leveduras, a fermentacdo foi
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conduzida por um tempo de 54 h e temperatura de 37°C. Foram realizadas
amostragens a cada 6 h.

FIGURA 1. PRODUCAO DE ExPP EM BIORREATOR.
FONTE: O autor, 2014.

2.4 ANALISES QUANTITATIVAS

Para analisar a quantidade de polissacarideo e proteinas que compde o ExPP
foram realizadas as andlises de acUcares totais pelo método de fenol-sulfurico
(DUBOIS et al., 1956), acucares redutores pelo método de DNS (MILLER, 1959), e a
guantificacdo de proteinas pelo método de Lowry’s (LOWRY et al., 1951). Todos 0s
reagentes utilizados possuiam grau analitico.
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2.5 RECUPERACAO E PURIFICACAO DO EXPP

Para o processo de recuperacéo e purificacdo a metodologia foi adaptada a
partir do processo descrito por Canquil, et al. (2007). Ao término da fermentacéo, o
fermentado foi filtrado e centrifugado a 10.000 g por 30 minutos a 4°C, o
sobrenadante foi tratado com solucdo de TCA 10% e novamente centrifugado nas
mesmas condicbes. O precipitado foi descartado e o sobrenadante tratado com
etanol absoluto a 4°C na proporcdo de 1:3 e deixado a amostra em repouso a
temperatura de 4°C por 24 h, apoés o tempo de precipitagdo o material foi
centrifugado nas mesmas condi¢cdes e novamente precipitado. Depois de precipitado
e centrifugado nas mesmas condi¢cdes o sobrenadante foi descartado e o sedimento
foi ressuspendido em agua destilada e dializado em membrana de dialise de 10-12
kDa por 72 h contra dgua destilada. O material dializado foi congelado e liofilizado
(freeze-dryer, Modulyo®, Thermo Electron). O ExPP liofilizado foi armazenado a

temperatura ambiente.

2.6 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO EXPP

Aproximadamente 1 mg de ExPP liofilizado foi submetido a hidrolise acida
total com 1 mL de acido trifluoroacético 1 M, durante 4 horas a 100°C. Em seguida,
foi reduzido com 20 mg de boro-hidreto de sédio (NaBH4) durante 12 h. Apds
reducdo, o contetdo foi neutralizado (pH 5-6) com 50% v/v de &cido acético e
liofilizado. O produto seco foi co-destilado com metanol para a remocao de sais de
boro. A seguir, uma etapa de acetilacdo foi realizada com 1 mL de anidrido acético
durante 1 hora a 120°C, e os monossacarideos foram analisados como derivados de
acetato de alditol por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (GC-MS) num
sistema de cromatografia Varian 3800, usando hélio como fase celular (1,0 mL/ min)
em uma coluna capilas DB-225ms (Durabond, 30 m x 0,25 mm, diametro interno de
0,25 um). As areas dos picos foram determinadas por integracdo utilizando o
software Varian MS Dados Review. Todos os reagentes utilizados foram de grau

analitico.
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2.7RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR

As anadlises de ressonancia magnética nuclear (RMN) foram realizadas em
espectrometro (BRUKER, modelo DRX 400, série Avance) em tubos de 5 mm de
diametro e aproximadamente 20 cm de comprimento na temperatura de 70°C. Os 46
deslocamentos quimicos foram expressos em ppm. A acetona foi empregada como
padrao interno para as analises de 13C, em 31,45 ppm.

Para a realizacdo da analise de RMN Monodimensionais para carbono 13
(RMN de 13C) utilizou-se a frequéncia base de 100,16 MHz, com intervalo de
aquisicao de sinal de 0,6 segundos, sendo feitas de 4.000 — 70.000 aquisi¢cbes, com
intervalo de 0,1 segundo entre os pulsos. As amostras foram solubilizadas em D20
(dgua deuterada) diluida em agua destilada na proporcao de 1:10, na concentracao
de 80 mg/mL (pH 7).

2.8 ANALISE ESTATISTICA

Para a andlise estatistica dos resultados da otimizagéo foi utilizado o software
Statsoft Inc., versao 5.1, EUA. Também foram empregados os teste de normalidade,
a andlise de variancia (ANOVA) e um pos-teste com o auxilio do programa
GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO DO SORO DE LEITE

Foi utilizado soro de leite doce obtido da fabricagdo de queijo e retirado
durante o processo de dessoragem antes da salga classificado como um subproduto
e desnatado na propria industria de laticinios. Uma amostra foi analisada em
triplicata e apresentou a composicao fisico-quimica demonstrada na TABELA 5.
Observa-se que ele possui uma baixa concentracdo de proteinas de 0,55% e a
porcentagem de lactose € de 4,6%. O soro doce possui um pH ~ 6,0 indicando que
nao foi necessario fazer correcdo do mesmo antes de iniciar a producao do ExPP

por fermentagao.

TABELA 5. COMPOSICAO FiSICO-QUIMICA DO SORO DE LEITE

Constituintes Concentracdo em %
Agua 93,6 % + 0,37
Gordura 0,05 % = 0,01
Proteina 0,55 % + 0,04
Lactose 4,67 % +0,34
Cinzas 0,53% +0,12

Para todos os experimentos utilizou-se 0 mesmo lote de soro de leite com as
mesmas caracteristicas fisico-quimicas, a fim de atender a ICH (1995) e a ANVISA
(2011), as quais preconizam que para a producdo de biomoléculas por processos
fermentativos é necessario manter as condigbes de producdo como: linhagem de
microrganismos, lotes de meios de cultivos padronizados e sempre com as mesmas
caracteristicas fisico-quimicas, pois qualquer mudanca nestes parametros interfere
diretamente na qualidade e caracteristicas da biomolécula produzida o que
inviabiliza qualquer estudo, bem como a reprodutibilidade do mesmo.
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3.2 OTIMIZACAO DA PRODUCAO DE EXPP POR FERMENTACAO SUBMERSA
3.2.1 Selecéo de substrato

As melhores condi¢cbes para a producéo de ExPP (1,066 g/L) foram obtidas
com o soro de leite como substrato e sem agitacdo, o segundo melhor resultado foi
com o soro de leite e com agitacédo (0,78 g/L) e seguido do uso de leite desnatado
com agitacao (0,47 g/L). A menor producdo de ExPP foi obtida utilizando o leite
integral com agitagdo com uma producao de 0,387 g/L (FIGURA 2). De acordo com
a andlise estatistica ANOVA foi possivel observar uma diferenga significativa (p
<0,05) sobre o ExPP produzido e os substratos testados. O pos-teste de Tukey
mostrou diferenca significativa (p <0,05) na producéo de ExXPP entre o soro de leite
sob agitacdo e os demais substratos testados na condicdo estética e agitagdo. Além
disso, as diferencas estatisticamente significativas também foram identificadas
guando analisado os resultados da producdo de ExPP com leite sob agitacéo e leite

sob condicéo estatica.
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FIGURA 2. PRODUCAO DE ExPP EM DIFERENTES SUBSTRATOS E DIFERENTES
CONDICOES DE FERMENTACAO.

Leite com agitacdo (MA), leite estatico (ME), leite desnatado com agitagdo (SA), leite
desnatado estatico (SE), soro de leite com agitacdo (WA) e soro de leite estatico (WE).
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Wang et al. (2010), trabalhou com L. plantarum KF5 isolado a partir de Kefir
do Tibete, usou o soro de leite suplementado com lactose, glicose, triptona, cisteina,
acetato de sédio, Tween 80 para a producédo de polissacarideo. Apds a otimizacéo
0s pesquisadores obtiveram 0,955 g/L de producdo. Comparando estes resultados
apresentados com os obtidos no primeiro estudo deste trabalho, reforca que o soro
de leite apresenta um bom desempenho como substrato em fermentagédo submersa

visando a producéo de ExPP.

3.2.2 EFEITO DO CONTROLE DE pH DURANTE A PRODUGCAO DO COMPOSTO
A BASE DE POLISSACARIDEO E PROTEINA

Pesquisas com bactérias acido lacticas para a producéo de exopolissacarideo
mostraram que o pH proximo a 6,0 favorece a producdo de exopolissacarideo. A
diminuicdo do pH esta relacionado com o0 aumento na concentracdo de lactato, em
seguida, ocorre a acidificacdo e, consequentemente, a enzima glicohidrolase é
ativada, principalmente com pH préximo de 5,0. A enzima glicohidrolase promove a
degradacédo de polissacarideo presente no meio (PHAM et al., 2000; KIM et al.,
2008). Desta maneira € importante manter o pH proximo de 6,0 durante o processo
fermentativo.

Foi realizado um experimento com diferentes concentracdes de tampao com o
intuito de avaliar o pH e a producdo de ExPP, para tanto foram utilizados fosfato de
soédio monobasico e citrato de sédio diidratado nas concentracdes de 2%, 4%, 6%,
8% e 10% (p/v). ApOs 48 horas de fermentacdo, a producdo de EXPP foi
qguantificada e acompanhado a evolucédo do pH, o qual diminuiu para 5,21 quando
utiizada a concentracdo de tampéo de 2% (p/v). Quando foram utilizadas as
concentracbes mais altas (4, 6, 8 e 10% p/v) de tampé&o a pH permaneceu 6,0 o que
é o ideal.

Na avaliacdo estatistica de variancia, observou-se que nao houve diferenca
significativa ao nivel de 5% para as concentracdes de tampao de 4%, 6%, 8% e 10%
(p/v) com producdo de ExPP em 2,77 g/L como demonstrado na FIGURA 3.
Entretanto, quando comparando a producao de EXPP entre os ensaios com tampao

e controle (sem tamp&o) a diferenca é altamente significativa
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A andlise estatistica de variancia observou-se que ndo houve uma diferenca
significativa ao nivel de 5% para concentracfes de tampao de 4 a 10% e os EPS
producdo permaneceu em 2,77 g/L para a concentracdo de 4, 6, 8 e 10% (p/v)
(FIGURA 2). No entanto, quando se compara a producdo de EPS entre os
experimentos com tampao e controle (sem tampao) foi observada uma diferenca
altamente significativa (p <0,05). Também se tem diferenca altamente significativa
(<0,05) comparando os resultados de producdo de ExXPP dos ensaios com 2% de
tampdao e as demais concentracdes.

Em estudo relatado por Macedo et al. (2002), a producédo de polissacarideo
foi de 2,76 g/L utilizando L. rhamnosus em permeado de soro de leite com 1% (p/v)
de tampao fosfato de potassio monobasico e citrato de sodio diidratado e
enriquecido com outras fontes de nitrogénio. O resultado obtido por Macedo et al.
(2002), € um dos maiores valores de producéo de polissacarideo por bactérias acido
lacticas ja relatado. No presente trabalho obteve-se uma producgéo de 2,77 g/L ExPP
foi atingida somente com o controle de pH em 6,0 e sem enriquecer o soro de leite

com fontes de carbono e nitrogénio.

* k%

Producéo de ExPP (g/L)
SC o R RENMNDNOWOWhA
N L s L s L G L ¢

Concentracfes de tampao (g/L)

FIGURA 3. PRODUCAO DE ExPP EM DIFERENTES CONCENTRACOES DE TAMPAO.

* Nao existe diferenca significativa

** Existe diferenca significativa entre os ensaios com tampéo e o controle

*** Existe diferenca significativa entre as concentracbes quando comparadas com a
concentracdo de 2%
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3.2.3 Delineamento experimental

O soro de leite tem a composicdo demonstrada na TABELA 1, a qual é
relativamente pobre para o crescimento microbiano e, consequentemente, para a
producdo do ExPP, sendo necessario testar algumas fontes de carbono e nitrogénio
para a suplementacgéo do soro de leite.

Para melhorar a producéo do ExXPP por bactérias acido lacticas € necessario
ter uma boa fonte de carbono e de nitrogénio, bem como condicfes fisico-quimicas
tais como a temperatura, o pH, a agitacdo adequados, estes parametros promovem
0 crescimento microbiano e, portanto, a producao de polissacarideos (MADDOX et
al., 2003; BADEL et al., 2011). Para melhorar a producdo de polissacarideo
bacteriano € essencial a presenca de nutrientes que favorecam, como uma boa
fonte de carbono. Muitas vezes, a elevada proporcdo de C:N tem sido descrito como
condi¢cdes ambientais desejaveis para a producdo de quantidades mais significativas
de metabdlitos como polissacarideo (NAMPOOTHIRI et al., 2003). Além disso, a
fonte de carbono é especifica para cada estirpe de BAL, e estas fontes utilizadas na
composicdo do meio fermentativo podem estar relacionadas com a composi¢céo
monossacaridica do polissacarideo produzindo (GAO et al.,, 2012; AHMED et al.,
2013).

Segundo Haaland (1989), a maior parte dos processos biotecnolégicos nao
possuem modelos tedricos que possam ser usados para explicar o desenvolvimento
do processo. Contudo existem limitagbes de tempo e recursos, tornando a
produtividade do processo de importancia critica, dessa forma, o planejamento e a
resolucao dos problemas utilizando ferramentas estatisticas resulta em uma melhor
resolucao das possibilidades de maximizar a eficiéncia e produtividade.

Sendo assim foi realizado um estudo com planejamentos estatisticos para
elencar as melhores fontes de carbono e nitrogénio para maximizar a producdo do
EXPP, para tanto foi utilizado o software Statsoft Inc., versdo 5.1, EUA. O primeiro
planejamento foi o delineamento experimental Plackett-Burman 11/12 para
selecionar e determinar os niveis 6timos de algumas variaveis que influenciam a
producdo de ExPP.

O coeficiente de correlacdo € normalmente usado como medida do ajuste e

deve ser proximo a 1,0 para um bom modelo estatistico (PLACKETT e BURMAN,
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1946). Neste estudo, foi obtido R? = 0,76 indicando que 76% dos dados
experimentais de producéo de ExPP apresentaram ajuste satisfatorio.
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FIGURA 4. DIAGRAMA DE PARETO PARA DIFERENTES FONTES DE CARBONO.

Com nivel de significAncia de 5%, na ponta da seta as variaveis significativas para a
producado de ExPP.

As setas indicam as variaveis significativas.

A analise estatistica de variancia (ANOVA) permitiu determinar que os valores
abaixo de p <0,05 indicam variaveis que diferem significativamente. Para este
estudo, as variaveis de lactose (p = 0,0028) e de glicose (p = 0,022) foram as fontes
de carbono que apresentaram efeito significativo na a producdo de ExPP, como
apresentado na FIGURA 4. A lactose testada como fonte de carbono para a
producdo de ExPP também foi relatada por Macedo et al. (2002), que em seu estudo
uso a lactose para suplementar o soro permeado, constatou que durante a
fermentacdo com a cepa L. rhamnosus atingiu uma producédo de polissacarideo de
2,76 g/L. No presente trabalho a maior producdo de ExPP foi com o uso de glicose
(100 g/L) com uma producao de 3,4 g/L, portanto a glicose foi escolhida como fonte
de carbono, além de apresentar um custo inferior ao da lactose.

Depois de escolhido a lactose e a glicose como fontes de carbono para o
préximo planejamento, foi realizado um planejamento fatorial fracionado 2°*, com o
intuito de definir as melhores fontes de carbono e nitrogénio, em uma faixa de
concentracdo especifica. O coeficiente de variagdo utilizado foi ao nivel de
significancia de 5%, e este planejamento apresentou o coeficiente de determinagéo

de R? = 0,948. A glicose mostrou-se como uma variavel altamente significativa (p =
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0,004) com o efeito positivo (+ 0,9275) para a producéo de ExPP, sendo assim as
melhores varidaveis foram a glicose e a peptona como demonstrado na FIGURA 5.
Além disso, a peptona fonte de nitrogénio apresentou nivel de significancia de 5% (p
= 0,026) também com um efeito positivo (+ 0,544). Os experimentos 2 e 5
apresentaram os valores mais elevados de producéo de ExPP de 3,67 g/L e 3,65
g/L, respectivamente, que contém o alta concentracdo de glicose, lactose e extrato
de levedura. O segundo melhor resultado foi obtido também com a presenca de

glicose, extrato de levedura e peptona com producao de 3,30 g/L de ExPP.

p=05
(133 licose gL 7 7] 582714246
(4 Peptona gL ) 341TTE? 44—
(Z)Lactose g/L 77, 2762188
1/5 T -1,43295
3/5 ] -2,40154
(3)E. levedura gL ] 1,2753T4
T4 7 -1,24563
1/3 7 1 137967
445 A 1 18271
245 7] -920408
244 7] -.645014
1/2 7 - 1a0TTs
3/4 P - el
(5)3. amonio gfl. P77 1318353
23 B - neang
-1 0 1 2 3 4 ] 5] 7

Efeito estimado

FIGURA 5. DIAGRAMA DE PARETO PARA DIFERENTES FONTES DE CARBONO E
NITROGENIO

Com nivel de significancia de 5%, na ponta da seta as variaveis significativas.

As setas indicam as variaveis significativas.

De acordo com Enikeev (2012), a fonte de nitrogénio n&o era tdo importante
para a producédo de polissacarideo, ele confirmou que o citrato de amonio (0,8% p/v)
nao foi significativo (p <0,05) para a producdo de exopolissacarideo quando testado
em substrato usando leite desnatado e cultura de microrganismos do kefir
proveniente de Krasny Yar, Samarskaya, Russia. No entanto, uma boa fonte de
nitrogénio é importante para melhorar o crescimento microbiano, consequentemente,
a producao de exopolissacarideos pode aumentar devido a sua possivel associacéo
com a fase de crescimento microbiano. A quantidade de exopolissacarideos
produzidos por cultura bacteriana esta muitas vezes ligada a producdo de biomassa
(DE VUYST e DEGEEST, 1999). Macedo et al. (2002), constataram que a producao
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maxima exopolissacarideo usando L. rhamnosus ocorreu durante o0 crescimento
exponencial.

A partir do planejamento fatorial fracionado 2°*, foram fixadas as fontes de
carbono com a glicose e a de nitrogénio com a peptona, e entdo foi realizado um
delineamento composto central rotacional (CCRD). Neste estudo, o sulfato de
magnésio e sulfato de manganés, foram testados como promotores de crescimento,
alguns autores, tais como Macedo et al. (2002), Kumar et al. (2007), relataram que o
sulfato de magnésio e sulfato de manganés sdo considerados promotores que
favorecem o crescimento de bactérias acido lacticas e, portanto, podem promover
um incremento na producéo de exopolissacarideos.

A analise estatistica do CCDR apresentou que as variaveis glicose (p =
0,0389) e peptona (p = 0,0465) foram significativas ao nivel de 5% para a producéo
de ExPP, no entanto, os sais de sulfato de magnésio e sulfato de manganés néo
tiveram nenhuma influéncia sobre a producédo. De acordo com a analise de variancia
(ANOVA) o CCDR tinha um R? = 0,867.

FIGURA 6. GRAFICO DE SUPERFICIE DE RESPOSTA QEMONSTRANDO AS VARIAVEIS
INDEPENDENTES GLICOSE E PEPTONA NA PRODUCAO DE ExPP.
Seta indicando a regido para a produgdo maxima de ExPP localizada nos pontos centrais.

Observando a FIGURA 6, a superficie de resposta descreve a variagdo na
producdo de ExPP quando diferentes concentracdes de glicose e peptona foram

adicionadas no meio de cultura para a fermentacéo, até obter o ponto 6timo, quando
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o nivel (superior ou inferior) aparecer inteiro no centro da superficie, sugerindo que o
aumento ou diminuicdo de qualquer fator ira afetar negativamente a variavel

resposta. Esta superficie é representada pelo modelo da equacéao 1.

Equacéo 1:

ExPP (g/L) = 3,85 + 0,218GLICOSE — 0,744GLICOSE? + 0,257PEPTONA —
0,0668PEPTONA?

O termo linear da variavel glicose apresentou um ligeiro efeito positivo (0,218)
sobre a producdo de ExPP, enquanto que o seu termo quadratico apresentou efeito
negativo (- 0,744). Para a peptona o termo linear apresentou igualmente um ligeiro
efeito positivo (0,257) e o termo quadratico efeito negativo (- 0,0668), de acordo com
a Equacdo 1. Observou-se também que o termo de interacdo
(GLICOSEXPEPTONA) nédo apresentou significancia em p <0,05. Por isso, foi

desconsiderado no modelo de construgéo da equacao.

3.2.4 Cinética da producédo de ExPP em biorreator

A partir dos planejamentos experimentais foi possivel definir a melhor
composicao de suplementos para serem adicionados no soro de leite, e em seguida
foi realizado um estudo (n = 3) de fermentacdo em biorreator com tempo de 54 h. A
TABELA 6 apresenta os parametros cinéticos da producao de ExPP e de formacéo

de biomassa nas condi¢des otimizadas.
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TABELA 6. PARAMETROS CINETICO PARA A PRODUCAO DE ExPP.

Tempo  AcUcares totais EXPP (g/L) Biomassa AS AP AX
(h) (g/L) (9/L)

298,90 + 0,55 0,00 + 0,00 22,91 +1,09

287,50 + 1,00 0,46 + 0,40 27,44 £1,02 11,40 0,46 4,53
12 262,10+ 0,91 0,98 + 0,33 30,97 £1,13 36,80 0,98 8,05
18 239,60 + 0,92 1,58 £0,33 33,12+0,51 59,30 1,58 10,21
24 217,50+ 1,61 2,76 0,74 34,62+1,11 81,40 2,76 11,70
30 189,00 + 0,58 3,56 +0,49 37,91 +1,66 109,90 3,56 15,00
36 125,00 + 1,00 4,07 £0,74 43,79 £1,02 173,90 4,07 20,87
42 104,65 + 2,03 4,58 + 0,96 45,54 +1,06 194,25 4,58 22,63
48 92,00 +1,00 4,60 + 0,67 45,52 +0,33 206,90 4,60 22,61
54 90,10 £ 0,55 4,61 +0,23 45,54 +1,02 208,80 4,61 22,62

AS - variacdo do substrato, AP — varia¢do do produto, AX — variagdo da biomassa.

A fermentagao em biorreator resultou num aumento da producdo de ExPP de
0 g/L a 4,58 g/L num periodo de 42 horas de fermentacdo, quando comparado com
a producao de ExPP em frascos (atingiu um maximo producao de 3,9 g/L). Apos 42
h a producéo praticamente manteve-se constante 4,60 g/L e 4,61 g/L em 48 h e 54
h, respectivamente, como observado na FIGURA 7. A biomassa (peso seco)
alcangou 45,54 g/L em 42 h, e permaneceu constante até 54 h, caracterizando as
fases exponencial e estacionéria do desenvolvimento microbiano. Comportamento
semelhante foi observado por DE Vuyst e Degeest (1999), os quais afirmaram que a
producdo de polissacarideo ocorre durante a producdo de biomassa por BAL em
processo fermentativo.

Neste trabalho, a reducédo de agucares totais ocorreu de forma mais intensa
no prazo de 42 h de fermentacdo (concentracdo reduzida de 298,9 g/L para 90,1

g/L). ApGs 42 horas, ele diminui lentamente e ndo apresentou diferenca significativa.
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FIGURA 7. CINETICA DE PRODUGAO DE ExPP (g/L), BIOMASSA (g/L) E CONSUMO DE
ACUCARES TOTAIS DURANTE 54 H DE FERMENTACAO EM BIORREATOR.

A evolucéo das taxas de producdo de consumo de acgucares totais em fungéo
das taxas de producdo de ExPP estdo demonstradas na FIGURA 8, sendo possivel
observar que existe uma correlagdo de perfeita linearidade entre esses dois

parametros a cada hora de fermentagao.
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FIGURA 8. EVOLUCAO DA TAXA DE PRODUCAO DE ExPP
AP — variagéo do produto, AS — variagéo do substrato.

No inicio dos estudos de otimizacao da producdo de ExPP utilizando a cultura
mista do kefir tibetano, tinha uma producédo de 0,39 g/L usando apenas o leite como
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meio de cultivo, a escolha do soro de leite e suplementag&o nutricional foi possivel
obter um aumento gradual na producdo de ExPP (TABELA 7) . Macedo et al. (2002),
alcancaram um rendimento maximo de 2,76 g/L de exopolissacarideo usando L.
rhamnosus, enquanto Wang et al. (2010), obtiveram uma producédo de 0,955 g/L de
exopolissacarideo trabalhando com L. plantarum isolado do kefir.

O composto a base de polissacarideo e proteinas (ExPP) apresenta 70% de
polissacarideos e aproximadamente 30 % de proteinas, sendo assim a producéo ao
final do processo de otimizacdo como apresentado na TABELA 7, foi de 4,58 g/L de
ExPP total composto por 3,20 g/L de polissacarideo e 1,37 g/L de proteinas,
comparando a producdo de polissacarideo obtida com as producfes relatadas
anteriormente é possivel afirmar que o soro de leite suplementado e as condi¢des

trabalhadas favorecem a producéao do ExPP.

TABELA 7. AUMENTO NA PRODUCAO DE ExPP DURANTE AS ETAPAS DE
OTIMIZACAO.

Meio de cultura Producédo de ExPP g/L
ME 0,39
WE 1,06
WE tamponado 2,77
Planejamento experimental Plackett-Burman 3,40
Planejamento experimental fatorial 2°™* 3,64
Planejamento experimental CCDR 3,83
Fermentag&do em biorreator 4,58

ME - leite estatico, WE — soro de leite estético.

3.3 DETERMINACAO DA COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO ExPP

O ExPP obtido a partir do processo de fermentacéo do kefir tibetano utilizando
0 soro de leite suplementado como meio, foi analisado com n = 3 para determinar a
composi¢cdo monossacaridica. Como apresentado na TABELA 8 o ExPP apresentou
maiores concentragcbes de galactose, glucose e manose, também possui
concentracfes bem pequenas de ramnose e arabinose. Pela presenca de diferentes
monossacarideos o ExPP produzido no presente trabalho é classificado como um

heteropolissacarideo.
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TABELA 8. COMPOSICAO MONOSSACARIDICA DO ExPP.

Monossacarideos Porcentagem (%)
Galactose 39 + 0.56
Glicose 28 + 0.65
Manose 26 £0.25
Arabinose 4+0.21
Ramnose 3+0.10

Os heteropolissacarideos produzidos pelas BAL séo principalmente formados
por repetidas unidades de galactose, glicose e ramnose para 0S principais
monossacarideos, mas também pode ter outros monossacarideos (HARDING et al.,
2005; SANCHES et al., 2006). E eles sdo muitas vezes altamente ramificados com
diferentes tipos de ligacbes e as designagbes para o heteropolissacarideo €
complexo e depende do monossacarideo primario (BADEL et al., 2011). Os
heteropolissacarideos séo feitos por polimerizacdo com repeticdo de precursores
unitarios formados no citoplasma (CERNING, 1995), necessitando de um meio rico
em carboidratos. Wang et al. (2008), determinaram a composi¢cdo monossacarido do
exopolissacarideo produzido por Lactobacillus kefiranofaciens Zw3 isolado a partir
do Tibete kefir e identificaram apenas a presenca de galactose e glicose
classificando-o como heteropolissacarideo. Esta composicdo € semelhante ao
encontrado em estudos anteriores de exopolissacarideo de L. kefiranofaciens
isolado de kefir (MAEDA et al., 2004).

3.4 ANALISE DE RMN 13C

O espectro de RMN de 13C do ExPP como apresentado na figura 9, deixa
claro que ndo apresenta sinal indicativo de sulfato presente na amostra, e 0s sinais
de alta intensidade entre 71 - 80 ppm s&o caracteristicos da regido do anel (C-2, C-3

e C-4) da estrutura de carboidrato, também é nitido o sinal do C-6 entre 60,05 e 61,1

ppm.
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FIGURA 9 ESPECTRO DE RMN *C DO ExPP
NOTA: Solvente D20 (70 °C); acetona como padréao interno (31,45 ppm).

Ainda é possivel observar que o sinal em 96 ppm é caracteristico de carbono
anomérico com terminal livre redutor o que caracteriza a presenca de glicose, o que
confirma a composicdo monossacaridica com a presenca de 28% na estrutura do

polissacarideo analisado. E ndo foi observado sinal indicativo de acido uranico.
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4. CONCLUSAO

O melhor meio para a producdo do composto a base de polissacarideo e
proteina foi o soro de leite doce suplementado com glicose, peptona bacterioldgica,
fosfato de potdssio monobasico e citrato de sédio diidratado. Ao final do processo de
otimizacao e utilizando biorreator obteve-se a maior produgdo de composto a base
de polissacarideo e proteina, esta producdo de polissacarideo nunca havia sido
alcancada. De acordo com a composicdo monossacaridica do ExPP, ele foi
classificado como um heteropolissacarideo com altas concentracdes de galactose e

glicose.
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CAPITULO Il
AVALIACAO DAS ATIVIDADES ANGIOGENICA, ANTI-INFLAMAT ORIO PELA
INIBICAO DA ENZIMA HIALURONIDASE DO COMPOSTO BIOATI VO A BASE DE
POLISSACARIDEO E PROTEINAS OBTIDO DO KEFIR TIBETANO

RESUMO

Atualmente existe uma procura muito grande por novas moléculas que possuem
atividades bioldgicas, e neste intuito que setores de pesquisa e desenvolvimento de
diferentes industrias e area académica tém intensificado a busca por estas
moléculas, extratos e produtos de fermentacdo. A avaliacdo da atividade
angiogénica e anti-inflamatoria € de suma importancia, pois substancias que
possuam estas atividades e sejam seguras podem ser usados em diferentes
produtos. O presente trabalho objetivo avaliar a atividade angiogénica e anti-
inflamatoéria pela inibicio da enzima hialuronidase do extrato composto por
polissacarideo e proteina (ExPP) liofilizado obtido da fermentacdo do kefir tibetano
em soro de leite suplementado. Na avaliacdo da atividade angiogénica deste extrato
foi possivel confirmar que ele é uma substancia pré angiogénica com bons
resultados na estimulacdo de novos vasos sanguineos. Quanto a atividade anti-
inflamatoria o EXPP liofilizado apresentou uma acédo inibidora da enzima
hialuronidase excelente sendo superior ao produto comercial comparado. E o ExPP
liofilizado apresentou seguranga quanto a citotoxicidade.

PALAVRAS-CHAVE: Kefir tibetano, atividade angiogénica, atividade anti-

inflamatoria, hialuronidase.
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1. INTRODUCAO

Muitos estudos vém sendo realizados com diferentes moléculas, extratos e
produtos de fermentacdo com o intuito de descobrir e confirmar alguma atividade
biolégica de interesse e que possa ser utilizado no desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos, cosmecéuticos ou nutracéuticos.

Os primeiros estudos sobre a angiogénese foram propostos por Folkman
(1971), aplicando o conceito de controle de leito vascular — estimulacdo ou inibicao
de novos vasos na tentativa de elucidar este processo e também como uma
alternativa terapéutica para diversas condi¢des clinicas.

Em geral nos individuos adultos saudaveis, as células endoteliais que
revestem o limen dos vasos sanguineos encontram-se quiescentes, apresentam
atividade mitogénica proxima de zero, e a neoformacgdo vascular € virtualmente
ausente. Porém, quando estas células sdo estimuladas tem-se inicio a neoformacéo
vascular. A neoformacdo vascular ocorre por dois mecanismos distintos: a
vasculogénese e a angiogénese (LAMALICE et al., 2007; ADANS e ALITALO, 2007).
A vasculogénese € responsavel pela formacdo dos primeiros vasos na fase
embrionéria em animais.

A angiogénese € a formacdo de uma nova vasculatura a partir de vasos
preexistentes, tais como vénulas e capilares, isto acontece por brotamento ou
intussuscepcao (divisdo de vasos por meio de prolongamento da parede vascular)
(DIAS et al.,, 2002; ADANS e ALITALO, 2007). Para que ocorra a angiogénese €&
necessario um estimulo tecidual que induza o aumento da expressao de fatores pro
angiogénicos como o VEGF e o FGF. O principal estimulo enddgeno para este
processo € hipoxia tecidual, o que induz as células endoteliais a passarem do estado
mitoticamente quiescente para ativo e todo o processo tem inicio (FOLKMAN, 1987;
DIAS et al., 2002; ADANS e ALITALO, 2007).

A angiogénese é fundamental para o reparo e o desenvolvimento de tecidos,
como na cicatrizacdo, desenvolvimento da circulacdo colateral em tecidos
isquémicos, na formacdo de corpo luteo, endométrio, placenta e crescimento de
cabelo, nestes casos a angiogénese € denominada fisioloégica e é rigidamente
controlada e transitoria. Mas pode também estar associada a quadros patologicos
como neoplasias e alteracdes oculares (FOLKMAN, 1987; DIAS et al., 2002; ADANS

e ALITALO, 2007).



82

O processo inflamatério é constituido por uma série de eventos que estdo
relacionados com uma lesdo tecidual ou a uma infeccdo. ApO6s uma lesdo
imediatamente se inicia 0 processo de reparacdo envolvendo varias substancias
moleculares e celulares. A inflamacédo, proliferacdo celular e remodelagem dos
tecidos sdo fases, nas quais ocorrem sintese e degradagcdo da matriz extracelular
envolvendo a ativacéo e inibicao hialuronidase (DELVES et al., 2001).

A hialuronidase € uma enzima que tem a capacidade de hidrolisar o acido
hialurénico, um polimero viscoso, que geralmente localiza-se no intersticio celular. O
acido hialurénico tem a propriedade de manter as células aderidas umas as outras.
Assim, por acdo da hialuronidase, o polimero é transformado em pequenos
fragmentos, diminuindo significativamente sua viscosidade e facilitando a
proliferacéo celular entre os tecidos, levando assim a uma consequente degradacao
da matriz extracelular, favorecendo o processo inflamatério (BORNSTEIN e SAGE,
2002).

Com um enfoque na possibilidade da hialuronidase ser inibida por drogas,
meétodos imunoldgicos ou pela utilizacdo de inibidores naturais é que muitos
trabalhos foram desenvolvidos, nesses estudos destaca-se a avaliacdo de
compostos fendlicos, flavonoides e seus ésteres, aldeidos fendlicos, alcoois entre
outros (JEONG et al., 2000; SALMEN, 2003).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade angiogénica e anti-
inflamatoria pela inibicio da enzima hialuronidase do extrato composto por

polissacarideo e proteina obtido por fermentacéo do kefir tibetano em soro de leite.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1 OBTENCAO DO EXTRATO DE POLISSACARIDEO E PROTEINA

O composto bioativo a base de polissacarideo e proteina (ExPP) foi obtido a
partir da fermentacéo do kefir tibetano em soro de leite doce desnatado da seguinte
forma:

O soro de leite doce desnatado foi enriquecido com 30% de glicose (p/v), 2%
de peptona bacteriolégica (p/v), 4% de fosfato de potassio monobasico e 4% de
citrato de sodio diidratado, e pasteurizou-se o meio de fermentacdo a 63°C por 30
minutos. ApdOs a pasteurizacdo o meio foi inoculado com 6% da cultura de kefir
tibetano (p/v) com uma contagem de 10° UFC g* de BAL e 10° UFC g’ de
leveduras, o tempo de fermentacéo foi de 48 h a 37°C.

Ao término da fermentacao, o fermentado foi filtrado e centrifugado a 10.000 g
por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi tratado com solucdo de TCA 10% e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢coes. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante tratado com etanol absoluto a 4°C na proporcéo de 1:3 e deixado em
repouso a temperatura de 4°C por 24 h, apos o tempo de precipitacdo o material foi
centrifugado nas mesmas condi¢cdes e novamente precipitado. Depois de precipitado
e centrifugado o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em
adgua destilada e dializado em membrana de dialise de 10-12 kDa por 72 h contra
agua destilada. O material dializado foi congelado e liofilizado (freeze-dryer,

Modulyo®, Thermo Electron) e armazenado a temperatura ambiente.

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANGIOGENICA

A avaliacao da atividade angiogénica foi realizada nos laboratoérios do Instituto
de Pesquisa Pelé Pequeno Principe em Curitiba. Por se tratar de pesquisa com
modelos animais, um projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CEEA-UFPR) e aprovado sob o nimero 23075.047773/2010-61.

A avaliagao in vivo do processo de angiogénese foi realizado utilizando ovos
de galinha (Gallus gallus) embrionados nos quais foram observados a formacéao de
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rede vascular na membrana corioalantocia (CAM-assay), de acordo com o método
ex-0vo proposto por BOLLER (2013).

Modelo Bioldgico — foram utilizados ovos de galinha da espécie Gallus gallus,
de tamanho padrdao meédio (entre 60-70 @), fertilizados e livres de patdgenos
especificos, os ovos foram fornecidos por uma empresa especializada em avicultura
da regido metropolitana de Curitiba. Esse material foi estocado a uma temperatura
de 18-22° C, por até no maximo 48 horas.

Os ovos apos terem sido selecionados foram incubados em incubadora de
ovos comerciais (Chocmaster CHM 240) com temperatura de 37°C e 60% de
umidade, por 3 dias com a utilizagcdo de luz UV durante 1h a cada 12 h. Depois
deste primeiro periodo de incubacdo os ovos foram abertos sob fluxo laminar
unidirecional (Veco) e transferidos para placa de cultivo celular contendo barquinha
estéril (FIGURA 1A). Neste ponto, os embrides séo classificados como estagio HH
20 (HAMBURGER e HAMILTON, 1992). As placas contendo os embribes foram
novamente incubados por 10 dias nas mesmas condicbes. Apos o0 tempo de
incubacdo as placas foram abertas sob fluxo laminar (FIGURA 1B), cada placa
contendo o embrido recebeu 3 discos de celulose de 6 mm, impregnados com o
ExPP L nas concentragcdes de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 e 3000 ng/mL e
dispostos ao longo da membrana corioalantéica (CAM) (FIGURA 1C). Como controle
positivo foi utilizado o fator pré-angiogénico o VGEF (Sigma-Aldrich®) e como
controle negativo o fator anti-angiogénico hidrocortisona (Sigma-Aldrich®). Para
todas as substancias testadas foram trabalhadas com n=6 e para avaliar as
condi¢gbes normais de desenvolvimento da angiogénese no embrido foi testado disco
de celulose impregnado somente com PBS esterilizado. Em seguida as placas com
os embrides e os discos foram novamente incubados por 2 dias nas mesmas
condigoes.

Ao final do ultimo periodo de incubacgéo (FIGURA 1D), as placas contendo os
embribes com os discos foram retirados da incubacdo e cada disco foi
fotomicrografado, a fim de que se realiza a contagem dos vasos sanguineos em
torno de cada disco. Este processo de fotomicrografia foi realizado com auxilio de
contraste composto por solucdo de 30% de leite em po injetado dentro do alantoide
(FIGURA 1E e 1F). As microfotografias foram analisadas com o auxilio do programa

ImageJ®.
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FIGURA 1. ESQUEMA DE FOTOS DEMOSTRANDO A METODOLOGIA EX-OVO PARA
AVALIAR A ANGIOGENESE.

A) Transferéncia para placa de cultivo celular do embrido com trés dias de incubacao. B)
Embrido com 13 dias de incubacdo, na seta é possivel observar as redes de vasos que
formam a membrana corioalantéica (CAM). C) Foram colocados trés discos contendo a
amostra, os discos foram espalhados sobre a CAM. D) Embrido ap6s 15 dias de incubacgéo
e dois dias com os discos. E) Injecao do contraste dentro do saco de CAM. F) O contraste
se espalha dentro do alantéide e os discos foram fotomicrografados na sequéncia, é
possivel observar que o embrido permanece vivo permitindo a contagem dos vasos ao redor
do disco.
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2.2.1 Analise da atividade angiogénica

Todos os resultados em numero de vasos sanguineos foram analisados em
concentracdo estimulatéria de 50% (EC 50) ou concentracao inibitoria de 50% (IC

50), com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.

2.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELA INIBICAO DA
ENZIMA HIALURONIDASE

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria com a inibicdo da enzima
hialuronidase foi utilizado o método in vitro de acordo com Reissing (1955), Aronson
e Davidson (1967) e Kuppusamy et al. (1990).

Foram utilizadas amostras do extrato precipitado (ExPP Pt) com etanol
absoluto na proporcdo de 1:3, extrato dializado (ExPP D) por 72 h contra agua
destilada, extrato congelado (ExPP C) a -80°C e extrato liofilizado (ExPP L).
Também foi testado um produto comercial natural composto por extrato etanélico de
propolis, com o intuito de comparar a atividade anti-inflamatoéria pela inibicdo da
enzima hialuronidase deste produto com o extrato composto de polissacarideo e
proteina.

Para a analise das amostras, foram adicionados 50 puL de cada amostra com
diferentes concentracbes previamente definidas e 0,5 ml da solucdo de &acido
hialuronico (Sigma-Aldrich®) (1,2 mg de acido hialuronico por mL de solucdo tamp&o
acetato 0,1 M, pH 3,6 , contendo NaCl 0,15 M) nos tubos de reacéao e controle. Os
tubos foram incubados a 37°.C por 5 minutos, em seguida foi adicionado 50 pL de
enzima hialuronidase (350 unidades da enzima hialuronidase tipo IV - S a partir de
testiculos de bovino , Sigma-Aldrich®) dissolvida no mesmo tamp&o de substrato
(concentracdo de 6,5 mg/mL) e incubadas a 37 © C por 40 min. A reacado foi
interrompida pela adicdo de 10 pL de uma solucdo de hidroxido de sodio 4N
imediatamente colocou-se 0,1 mL de solugcdo 0,8 M de tetraborato de potassio e
incubou-se em banho fervente durante 3 minutos. Apos o tempo de incubacgéo
adicionou-se 3 mL de p - dimetilaminobenzaldeido (DMAB) (solu¢cdo a 10 % em
acido acético glacial contendo 12,5% de acido cloridrico 10N) e novamente incubado

a 37° C durante 20 minutos. Em seguida, as amostras foram medidas em
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espectrofotometro (SP-2000 UV Spectrum) em 585 nm. Todos o0s reagentes

utilizados eram de grau analitico.

2.3.1 Andlise da atividade anti-inflamatéria pela i nibicAo da enzima
hialuronidase

Para analisar a atividade anti-inflamatdria pela inibichio da enzima
hialuronidase das amostras foram determinado a concentracao inibidora (IC50), com
o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.

2.4 ENSAIO DE CITOTOXICIDADE

Os ensaios de citotoxicidade foram realizados com células Vero de epitélio
renal de Cercopithecus aethiops (macaco verde africano), gentilmente doadas pelo
Instituto de Tecnologia do Parana — TECPAR (ANEXO 2). Este ensaio foi realizado
nos laboratérios do Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe em Curitiba.

2.4.1 Células Vero

A linhagem celular foi mantida em estufa a 37°C com 5% CO,, em frascos
de cultura de 75 cm? com meio DMEM-High glicose (Dubelcos Modificated Essential
Medium-LGC) suplementado com 1% antibiotico P/S (penicilina 100 ug/ml e
Streptomicina 0,1 mg/ml) e 10% de FBS (Fetal Bovine Serum). A propagacao celular
foi realizada bi-semanalmente, sempre que as células apresentavam uma boa
confluéncia e morfologia (confirmada por microscopia 6ptica). Brevemente, removeu-
se 0 meio de cultura, lavando-se as células com PBS (Phosphate Buffered Saline) e
colocando-se na camara de culturas com 0,5% tripsina-EDTA durante cinco minutos,
com o objetivo de desprender as células da superficie de crescimento do frasco. Na
sequéncia, ressuspendeu-se com meio de cultura renovado contendo 10% de FBS
para a inativacdo da tripsina, em seguida as mesmas foram contadas e diluidas na

concentragcdo de 1x103 células por cm? do frasco de cultivo. Ressalta-se que todos
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0os reagentes foram sempre pré-aquecidos a 37°C de modo a evitar o estresse
celular provocado pela diferenga de temperatura.

Adicionalmente, procedeu-se ao congelamento das células para manter um
estoque celular para ensaios posteriores. Para tal, inocularam-se as células em
frascos de 80 cm® e, apds atingirem a fase de crescimento exponencial, removeu-se
0 meio, lavaram-se as células com PBS, tripsinisaram-se e ressuspenderam-se em
meio fresco. ApoOs centrifugacdo de 10 minutos a 400g, o sobrenadante foi
descartado e foram ressuspensas em 800 yL de SFB e 100 yL de meio de cultivo.
As células foram entédo transferidas para um criotubo em que foram adicionados 100
uL de DMSO (Sigma-Aldrich®). Os criotubos foram colocados em um equipamento
de congelamento programavel (Nicool Lm10; Air Liquide, Marne La Valée, France),
obedecendo a um programa, com 0s seguintes niveis de temperatura e tempo.
Apés, as amostras foram transferidas para um botijdo de nitrogénio liquido (DE
UGARTE et al., 2003).

Para descongelar as amostras, as mesmas foram retiradas do botijao de
nitrdgénio liquido, e o descongelamento foi realizado em banho termostatico a 37°C.
Apoés esta etapa, as células foram ressuspensas em meio de cultivo DMEM-High
glicose suplementado com 10% de SFB e 1% de P/S e centrifugadas por 10 minutos
a 400 g. O processo de descongelamento das células contidas no criotubo até a

ressuspensao no meio teve a duragcdo meédia de 3 minutos.

2.4.2 Cultivo e expansao das células Vero

Apos 72 horas de cultivo, 0 meio foi aspirado e as células lavadas com PBS
pré-aquecido com 1% de antibiético P/S (penicilina 100 u/ml e Streptomicina 0,1
mg/ml). Em seguida, foi adicionado 7 mL de Alpha-MEM e as células mantidas em
incubadora a 37°C e 5% de CO,. O meio foi trocado a cada trés dias até 75% de
confluéncia. ApoOs atingirem a confluéncia desejada, as células foram lavadas
brevemente com PBS pré-aquecido e adicionado 3 mL de tripsina/EDTA (0,05%)
(GIBCO BRL) por garrafa, incubadas por 5 minutos a 37°C para que estas se
desprendessem do frasco. Em seguida, foi adicionado a mesma quantidade de meio
com 10% de SFB (3 mL) para neutralizar a acao da tripsina. A suspensao de células

foi transferida para um tubo de centrifuga estéril de 15 mL e centrifugado a 400 g por
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5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células foram suspensas em
aproximadamente 5 ml de meio de Alpha-MEM suplementado com 10% de SFB, 1%
de L-glutamina e 1% de P/S. A contagem das células foi realizada com um
hemocitometro utilizando Azul de Trypan (BUNNELL et al., 2008).

2.4.3 Teste de Viabilidade Celular por MTT

As células foram contadas e semeadas (1 x 10° células/poco) em placas de
96 pocos apés serem tripsinizadas, até obter culturas semiconfluentes. Apds 24 h de
incubacdo, o meio de cultivo foi removido e 100 pL de meio de cultura contendo,
isoladamente, diluicdes seriadas da amostra de ExPP L, nas concentracdes de 1, 3,
10, 30, 100, 300, 1000 e 3000 ng/mL. As células foram mantidas em estufa a 37°C
em 5% CO; por 24 horas. O controle negativo foram células ndo tratadas, mantidas
em incubacao pelo mesmo tempo que as tratadas.

Para verificar a viabilidade celular apos os tratamentos, foi retirado o
sobrenadante e os pocos lavados com PBS. Fez-se uma solugéo 0,5 mg/ml de MTT
em meio de cultura. Esta solucdo foi adicionada aos poc¢os (100 pyL por poco) e as
placas mantidas novamente em estufa a 37°C por 3 horas.

O sobrenadante foi retirado, lavado com PBS. Adicionou-se 100 uL de
DMSO por po¢co mantendo-se em agitacdo por 5 minutos. A leitura foi feita em leitor
de placa de ELISA a 590 nm.

2.4.4 Analise da citotoxicidade

Para analisar a citotoxicidade da amostra foi determinado a concentracéo

citotoxica (CC50), comparando todas as concentracbes com o controle negativo,

com o auxilio do programa GraphPad Prism 5.0.
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2.5 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar estatisticamente os resultado foram submetidos ao teste de
normalidade, a analise de variancia (ANOVA) e seguidos de pods-teste utilizando o

programa GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADO E DISCUSSAO

3.1AVALIACAO DA ATIVIDADE ANGIOGENICA

Este ensaio foi avaliado sobre o processo de angiogénese da membrana
corioalantéica (MC) em embribes de Gallus gallus considerando a vascularizacdo
formada a partir dos vasos pré-existente. A determinac¢do da modulac&o angiogénica
das substancias foi realizada por meio da quantificacdo dos vasos sanguineos da
MC que interceptaram os discos de celulose.

As fotomicrografias dos discos com as amostras foram tratadas pelo
programa ImageJ® (FIGURA 2) e realizado a contagem dos vasos que interceptam o

disco com a substancia em teste.

FIGURA 2. ESQUEMA DE FOTOMICROGRAFIAS DEMONSTRANDO O TRATAMENTO
DA IMAGEM PELO PROGRAMA IMAGEJ®.

A) Fotomicrografia sem o tratamento de imagem. B) fotomicrografia apdés o primeiro
tratamento de imagem é possivel observar com maior nitidez os vasos sanguineos. C)
fotomicrografia apos o segundo tratamento de imagem pelo programa ImageJ® é possivel
visualizar os vasos sanguineos e realizar a contagem.
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O efeito de uma substancia, pode ser descrito por parametros que permitam
inferir sobre sua eficacia e poténcia, quantificando a relagdo dose-resposta ao efeito
de modulacdo angiogénica do ExPP L, dos controles VEGF e hidrotocortisona no
teste de CAM-assay. A curva concentracao-efeito foi obtida pela contagem dos
vasos que interceptaram os discos com as substancias em teste. A relacéo foi
ajustada por uma funcdo sigmoide para estimar a EC50 que € a concentracdo que
induz 50% de efeito maximo do ExPP L e do VEGF, para a hidrocortisona foi
estimado a concentracao inibitéria (IC50).

Para o ExPP L foi encontrado uma EC50 de 192 ng/mL com uma margem de
aceitacdo para o nivel de 95% de confiangca de 152 ng/mL a 242,6 ng/mL. Na
FIGURA 3 o valor de EC50 foi demonstrado pelo log da concentracéo inferida no
valor de 2,283 ng/mL.
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FIGURA 3. DETERMINACAO DA EC50 PARA O ExPP L

Na seta foi demonstrado a EC50 para o ExXPP L, obtida a partir da curva de regressdo nao
linear de cada dose do ExPP L.

log [] — logaritmo da concentracéo.

Na determinacédo da EC50 para o VEGF foi encontrado uma dose-resposta de
5,562 ng/mL com um log EC50 de 0,7453 ng/mL (FIGURA 4), avaliando o nivel de
confianga de 95% a margem da dose-resposta para o VEGF foi de 3,496 ng/mL a
8,850 ng/mL.
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FIGURA 4. DETERMINACAO DA EC50 PARA O VEGF.

Na seta foi demonstrado a EC50 para o VEGF, obtida a partir da curva de regressdo nao
linear de cada dose testada.

log [] — logaritmo da concentracéo.

Para avaliar a atividade moduladora da angiogénese em relacdo a dose-
resposta do ExPP L e do VEGF, os valores encontrados foram plotados no mesmo
grafico (FIGURA 5), sendo possivel afirmar que o VEGF, o qual é um potente
agente pro-angiogénico utilizado como padréao de referéncia, tem uma dose-resposta
aproximadamente 2.700 vezes mais efetivo que o ExPP L.

No entanto o ExPP L pode ser considerado um bom agente pré-angiogénico,
pois ele estimulou a formacao de neovasos em uma porcentagem proxima ao VEGF.
Ainda observa-se para o EXPP L que a partir da concentracdo de log 1,5 ng/mL o
aumento de vasos € crescente com uma excelente dose-resposta no intervalo de log
de EC50 entre 2,182 ng/mL e 2,385 ng/mL, e depois da concentragao de log de 3,0
praticamente ndo ocorreu um incremente na formacdo de neovasos. Ainda é
possivel afirmar que apesar de EC50 diferentes para o VEGF e para o ExPP L,
guando se atinge a EC50 para cada um deles a porcentagem de formacao de vasos
€ bem proximo com 170 % para o VEGF e 160% para o ExPP L, o que confirma a

atividade moduladora da angiogénese como um pré-angiogénico para o ExPP L.
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FIGURA 5. COMPARACAO ENTRE A CURVA-RESPOSTA PARA O VEGF E O ExPP L.
Nas setas observa-se o log EC50 para o VEGF e para o ExPP L, obtidas a partir da curva
de regresséo néo linear de cada dose testada.

log [] — logaritmo da concentracéo.

O resultados dos numeros de vasos formados pelo ExPP L e pelo VEGF nas
diferentes concentragdes testadas, também foram analisados pela analise de
variancia (ANOVA) com 95% de nivel de confianca (p<0.05) e com pds-teste de
Bonferroni. Nesta analise observa-se que existe diferenca estatisticamente
significativa entre os logs das concentracdes de 1,0, 1,5 e 2,0 ng/mL do ExPP L e
VEGF, e para as demais concentracdes nao existe diferenca significativa (FIGURA
6). Para o VEGF sao nestas concentragbes que ocorre a maior formacao de vasos

sanguineos.
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FIGURA 6. COMPARACAO ENTRE OS LOGS DAS CONCNETRACOES DE VEGF E ExPP
L.

* representa a diferenca estatisticamente significativa ao nivel de p < 0,05 entre os logs da
concentracdes de VEGF e ExPP L (ANOVA seguido de Bonferroni).

O hidrocortisona é um corticoide exégeno com atividade anti-angiogénica, ou
seja, reduz a formacao de vasos sanguineos, esta substancia foi testada como um
controle negativo de angiogénese com o intuito de avaliar o comportamento do
ExPP L. Para realizar esta avaliacdo foram utilizadas as concentragdes de 1, 3, 10,
30, 100, 300, 1000 e 3000 ng/mL e a curva concentracdo-efeito foi obtida pela
contagem dos vasos que interceptaram os discos. A relacdo foi ajustada por uma
funcdo sigmoide para estimar o IC50 que € a concentracdo que induz 50% de
inibicdo maxima de formacao de novos vasos. A FIGURA 7 demonstra a dose-efeito
do hidrocortisona em relacdo a formacdo de vasos, sendo possivel observar uma
drastica reducdo de novos vasos com 0 aumento da concentracdo de dose testada,
e a IC50 é de aproximadamente de 1.222 mg/mL.

Analisando a FIGURA 8 observa-se um comportamento bem distinto entre o
EXPP L e o hidrocorticide em relagdo a porcentagem do nimero de novos vasos,
confirmando o comportamento anti-angiogénico do hidrocorticéide e o
comportamento pro-angiogénico do ExPP L em relacdo a atividade moduladora de
angiogénese.

Estes dados permitem inferir que o ExPP L apresenta uma atividade
angiogénica e ndo apresenta atividade antiangiogénica.
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FIGURA 7. DETERMINACAO DA IC50 PARA O HIDROCORTICOIDE.

Na seta foi demonstrado a IC50 para o hidrocorticoide, obtida a partir da curva de regresséo
nao linear de cada dose testada.

log [] — logaritmo da concentracéo.
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FIGURA 8. COMPARACAO ENTRE A CURVA-RESPOSTA PARA O ExPP L E O
HIDROCORTICOIDE.

Nas setas observa-se a EC50 para o ExPP L e a IC50 para o hidrocorticoide (HC), obtidas a
partir da curva de regressao nao linear de cada dose testada.

log [] — logaritmo da concentracéo.
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3.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELA INIBICAO DA
ENZIMA HIALURONIDASE

O composto bioativo de polissacarideo e proteina (ExPP) foi primeiramente
testado em diferentes formas de apresentacdo com o intuito de avaliar a melhor
resposta anti-inflamatoria pela inibicdo da enzima hialuronidase. Foram estudados
0s ExPP precipitado com etanol, ExPP liofilizado, o ExPP dializado por 72 h contra
agua e o ExPP congelado a - 80°C todos foram testados na concentracdo de 5
mg/mL, também utilizou-se um controle positivo DMSO na mesma concentracdo, o
gual tem a capacidade de inibir 100% a enzima hialuronidase.

Os resultados obtidos foram analisados pela analise variancia (ANOVA) com
95% de nivel de confianca (p<0.05) e com poés-teste de Tukey avaliando as
amostras entre si. A FIGURA 9 demonstra a atividade anti-inflamatoria pela inibicdo
da enzima hialuronidase das amostras comparadas com o DMSO.

Os ExPP apresentaram uma boa resposta em relacdo a atividade anti-
inflamatoria, comparando o ExPP L (63% de atividade) com o ExXPP D (61% de
atividade) é possivel avaliar que néo existe diferenca significativa a nivel de 95% de
confianca (p<0,05) entre eles, entretanto, o0 ExPP L é mais estavel por ndo conter
agua e mantém a atividade anti-inflamatoria por mais tempo. Analisando os ExPP Pt
(45% de atividade) e 0 EXPP C (45% de atividade) quando comparados com o ExPP
L mostraram diferenca altamente significativa a nivel de 95% de confianca (p<0,05).

Comparando as atividades dos ExPPs com o DMSO é possivel observar que
existe diferencga significativa entre eles, mas que o ExPP L tem uma atividade um

pouco melhor que os demais ExPP e também apresenta-se mais estavel.
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FIGURA 9. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELA INIBICAO DA ENZIMA
HIALURONIDASE DE DIFERENTES EXTRATOS DE POLISSACARIDEO E PROTEINA.
DMSO dimetil sufoxido, ExXPP D extrato de polissacarideo e proteina dializado, ExPP L
extrato de polissacarideo e proteina liofilizado, EXPP Pt extrato de polissacarideo e proteina
precipitado e EXPP C extrato de polissacarideo e proteina congelado.

O ExPP L foi escolhido como a melhor forma de apresentacdo em relacdo a
atividade anti-inflamatdria pela inibicdo da enzima hialuronidase, e este extrato foi
testado nas concentragdes de 1mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL, 7 mg/mL e 8
mg/mL para definir a melhor concentracéo inibitéria da enzima hialuronidase e por
consequéncia do  processo inflamatorio. Os resultados foram analisados e
demonstrados na FIGURA 10 as concentracdes trabalhadas foram convertidas em
log da concentracdo para que fosse possivel identificar a concentracdo definida
como a dose reposta inibidora (IC50), ou seja, a concentragdo que induz 50% de
inibicdo maxima da enzima hialuronidase com um valor minimo de 2,08 mg/mL e
maxima de 2,57 mg/mL.

DINIZ et al, 2003, estudaram a atividade anti-inflamatoéria do kefir tibete pelo
método de edema de pata de ratos e foi usado uma suspensdo do kefir tibete
fermentado. Neste estudo foi observada uma reducdo de 43% do processo
inflamatorio, sugerindo um potencial terapéutico a suspensdo fermentada do kefir

como agente anti-inflamatério.
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FIGURA 10. CURVA DOSE RESPOSTA INIBIDORA (IC50) DO ExPP L.
Mostra a atividade de inibicAo da enzima hialuronidase, obtida a partir da curva de
regressao nao linear de cada dose do ExPP L.

Tracejado mostra a regido onde esta a IC50 para o ExPP L.
log [] — logaritmo da concentracéo.

Para obter resultados mais conclusivos em relagdo a capacidade inibidora da
hialuronidase no processo inflamatério o ExPP L foi comparado com um produto
comercial natural composto pelo extrato etandlico de propolis. Para esta avaliagdo o
ExPP L foi testado nas concentragdes de 1 mg/mL, 2 mg/mL, 3 mg/mL, 5 mg/mL, 7
mg/mL e 8 mg/mL e o extrato etandlico de propolis comercial também foi avaliado
nas mesmas concentracdes. Os resultados foram analisados estatisticamente por
analise de variancia (ANOVA) seguido de poés-teste de Tukey, comparando as
atividades inibitorias da hialuronidase do ExPP L com as atividades inibitorias da
hialuronidase do extrato etandlico de propolis.

Foram observadas diferencas significativas a 95% de nivel de confianca em
todas as concentracdes testadas. O ExPP L apresentou uma atividade maxima de
67,1% na concentracdo de 7 mg/mL, e o extrato etandlico de propolis mostrou
atividade maxima de 58% na concentracdo de 8 mg/mL, como foi demonstrado na
FIGURA 11. PARK et al. (1998), estudaram varias concentracbes do extrato
etandlico de propolis e confirmaram que a concentragdo de 80 % (v/v) apresentou a
maior inibicdo da enzima hialuronidase e portanto melhor atividade anti-inflamatoria.

Avaliando os resultados encontrados para o EXPP L e para o extrato etandlico

de prépolis é observado que o ExXPP L na concentracdo de 7 mg/mL tem a maior
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resposta inibidora da enzima hialuronidase. Miyataka et al. (1997), relataram que a
atividade da hialuronidase esta relacionada com o processo inflamatério em tecidos
animais. Assim, a inibicdo desta enzima indica que o ExPP L testado possui

atividade anti-inflamatoria e pode ser considerado como um agente terapéutico.
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FIGURA 11. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA DO ExPP L E DO EXTRATO ETANOLICO

DE PROPOLIS.
Letras iguais ndo diferem significativamente e letras diferentes diferem significativamente

(p<0,05).

3.3 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

NARDONE (1977), defini a citotoxicidade como sendo o0 conjunto de
alteracbes da homeostase celular, que leva a uma série de modificacdes, que
interferem na capacidade adaptativa das células, bem como na sua sobrevivéncia,
reproducdo e realizacao de suas fungdes metabdlicas.

A citotoxicidade é um estudo de suma importancia para verificar a toxicidade
e seguranca de uma substancia que ja esteja sendo pesquisada em relacdo a
atividade biologica, e estes testes sdo realizados nos estagios iniciais do
desenvolvimento de um novo produto que tenha acéo terapéutica (WILSON, 2000;
PUTNAM et al., 2002).

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo os mais utilizados e avalia-se a

citotoxicidade basal, permitindo definir o limite de concentracdo toxica as células
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testadas. Em geral os métodos usados baseiam-se na alteracdo de permeabilidade
celular por meio do uso de corantes, outro método muito utilizado avalia as fun¢des
mitocondriais este teste é realizado com o sal de tetrazolium [3-(4,5-dimetiltiazol-
2)2,5-difenil brometo de tetrazolium] (MTT). (WILSON, 2000; EISENBRAND et al.,
2002). O MTT, quando incubado com células vivas, tem seu substrato quebrado por
enzimas mitocondriais como as desidrogenases, transformando-se de um composto
amarelo em um composto azul escuro (formazan). A producao de formazan reflete o
estado funcional da cadeia respiratdria e da viabilidade celular. A habilidade das
células em reduzirem o MTT fornece uma indicacdo da atividade e da integridade
mitocondrial, que séo interpretadas como medidas da viabilidade celular (TODRYK,
et al., 2001; LIEBSCH e SPIELMANN, 2002).

O ExPP L foi avaliado quanto a citotoxicidade em cultivo de células Vero,
nesta analise foram utilizadas as concentragbes de 1, 3, 10, 30, 100, 300, 1000 e
3000 ng/mL do ExPP L. Os resultados foram analisados para se obter a curva
concentracdo-efeito citotoxica em relagdo ao numero de porcentagem de células
viaveis mensurado pelo método espectrofotométrico. A relagcéo foi ajustada por uma
funcdo sigmoide para estimar a concentragdo citotoxica que inibe o crescimento de
50 % de células (CC50), como foi possivel avaliar na FIGURA 12 o ExPP L
apresentou uma leve reducdo no crescimento celular, mas ndo o suficiente para
definir a CC50 e afirmar que o ExPP L apresenta-se alguma dose-resposta com
efeito citotoxico.

Foi possivel observar que ndo existe relacdo dose-resposta quando avaliado
a acao citotéxica do ExPP L, indicando que o mesmo ndo apresenta atividade
citotoxica. Desta maneira, o EXPP L pode ser utilizado com seguranca em relacéo a

citotoxicidade.
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FIGURA 12. AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE DO ExPP L
log [] — logaritmo da concentracgéo.
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4. CONCLUSAO

O ExPP L pode ser classificado como um agente pro-angiogénico no
processo de modulacdo da angiogénese, com um comportamento similar ao do
VEGF. Em relagéo a atividade inibidora da hialuronidase no processo inflamatorio o
composto a base de polissacarideo e proteina liofilizado apresentou uma boa acao
inibidora da hialuronidase e quando comparado com um produto comercial ele teve
uma acao superior o que permite 0 seu uso com este proposito. Ainda o composto a
base de polissacarideo e proteina liofilizado € um composto seguro em relacdo a

citotoxicidade, o que permite o seu uso em diferentes formulacoes.
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ANEXOS

ANEXO 1

TECPAR

TERMO DE TRANSFERENCIA DE MATERIAL BIOLOGICO

Este Termo de Tranferéncia de Material Biologico (TTM) foi instituido para a remessa de
material biologico com base nas seguintes premissas:

* o reconhecimento de que o intercimbio do material biologico realizado entre instituigdes de
pesquisa nas areas biologicas e afins, sediadas no Brasil e no exterior, é fundamental para o
avango no conhecimento;

* agarantia do cumpnimento do disposto na legislagio nacional, em especial, no
consentimento prévio fundamentado e a repartigio de beneficios, decorrentes do uso do
material biologico em questio;

* o cumprimento s exigéncias e/ou restrigdes estabelecidas pelo depositante do material a ser
remetido, quando houver.

Dados do material tranferido:

Linhagem celular: VERO CCL-81

Passagem: 136

Referéncia: Livro Atanr. 05 p. 33 - DVV/VARH

Meio de cultura: DMEM suplementado com 5% de soro fetal bovino
Apresentagdo: Garrafa de 150 ¢m?

Orgiio: Rim

Morfologia: epitehal

Nome cientifico: Cercopithecus aethiops

Nome comum: Macaco verde africano

Instituigio remetente:

Instituto de Tecnologia do Parana - TECPAR

Rua; Jodo Américo de Oliveira, 330 - Curitiba-PR
Representante: Luciana Lopes Pedroso

Cargo: Bidloga, Divisdo de Vacinas Virais

Instituiciio destinatiria:

Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe

Av. Silva Jardim, 1632 — Curitiba-PR

Representante: Dra. Katherine Athayde Teixeira de Carvalho
Cargo: Médica Pesquisadora

As intifuigdes signatarias, acima qualificadas, por meio de seus representantes devidamente
constituidos, comprometem-se a utilizar as amostras transferidas entre si de acordo com as
seguintes condigdes:

1. Alnstitui¢do remetente ndo se responsabiliza pelo contetido de amostras repassadas a
terceiros.

2. E vedada a instituigio destinatiria a utilizagéo da linhagem cedida para fins de produgéio,
sendo permitido o uso apenas em pesquisa basica.

3. Caso haja interesse em solicitagio de patente a partir de amostra remetida com base neste



107

Termo, a instituigdo destinataria obriga-se a comunicar o fato a instituigdo remetente.

E vedado o nicio das atividades mencionadas no item anterior sem a observincia ao
disposto na legislagdo vigente, em especial, a obtengéo das autorizagoes especificas e da
autonzagdo, por escrito, emitida e assinada por representante legal da instituigo remetente.
Qualquer publicagdo nacional ou intemacional advinda da utilizagdo do referido material,
devera constar o nome da representante da instituigdo remetente, sempre vinculado a
mesma.

. Ainstitui¢do destinataria compromete-se a manter registros de toda a informagdo associada
ao material remetido a partir do momento de seu recebimento, e responsabiliza-se pela
veracidade e manuteng¢do adequada da rastreabilidade destas informagdes,

. O descumprimento do disposto neste TTM implicara a aplicagio das sangbes previstas na
legislagao vigente.

. O foro competente para a solu¢do de controvérsias entre as institmigdes envolvidas neste
TTM sera o da sede da instituigdo remetente.

. Os compromissos relativos ao material transferido por meio deste TTM permanecem vélidos
por tempo indeterminado, independente de sua renovagio. Por concordarem com todos os
termos acima expostos, os representantes da institui¢do destinataria e da instituigao
remetente, assinam o presente Termo em duas vias de igual teor e forma , para um sé efeito
legal.

Curitiba, 03 de maio de 2012,

Luciana Eﬁtx Pedroso, Msc.

Biologa, Divisdo de Vacinas Virais
Instituto de Tecnologia do Parana

A AT A

atherine Athaydé Teixeifa de Carvalho, Dra
edica Pesquisadora
Instituto de Pesquisa Pelé Pequeno Principe
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CAPITULO IV
DESENVOLVIMENTO DE FORMULACAO COM EXTRATO COMPOSTO POR
POLISSACARIDEO E PROTEINA COM ATIVIDADE ANTI-INFLAM ATORIA PELA
INIBICAO DA ENZIMA HIALURONIDASE

RESUMO

Atualmente o setor de desenvolvimento de novos produtos tem crescido muito,
principalmente no que diz respeito a produtos com acgao terapéutica, obtidos a partir
de processos biotecnoldgicos. No desenvolvimento de produtos € necessario passar
por varias etapas, entre elas esta o estudo da estabilidade das formulag¢des. O
presente trabalho tem como objetivo desenvolver uma formulacdo contendo o ExPP
L com acgdo anti-inflamatdria, avaliar microbiologicamente e realizar o estudo de
estabilidade deste produto. Foram desenvolvidos dois géis: gel 1ExXPP L (gel néao-
ibnico com hidroxicetilcelulose) e gel 2ExPP L (gel aniénico com carbopol). Os dois
géis foram avaliados quanto ao estudo de estabilidade, avaliacdo microbioldgica,
Challenge test e analise da atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da enzima
hialuronidase. Os dois géis apresentaram seguranca quanto a presenca de
microrganismo contaminantes e também eficdcia quanto ao sistema conservante.
Em relacdo as caracteristicas sensoriais os gel 1ExPP L apresentou-se mais
pegajoso ao toque quando comparado ao gel 2ExPP L. As duas formulagbes
demonstram estabilidade em diferentes temperatura em relagéo ao pH. Entretanto
na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria ficou claro que as duas formula¢des sao
instaveis a temperatura de 40°C, e nas outras temperaturas testadas os géis sao
estaveis sem diminuir a atividade anti-inflamatoria.

PALAVRAS-CHAVE: Desenvolvimento de produto, gel, extrato composto, atividade

anti-inflamatoria.
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1. INTRODUCAO

Para o desenvolvimento de um novo produto, varios setores estao envolvidos,
pois 0 estudo pode comecar em laboratorios académicos, bem como em laboratérios
industriais. Sempre com o intuito de desenvolver novos produtos que atendam uma
determinada faixa da populacdo, aos conceitos de sustentabilidade, aos conceitos
de produtos benéficos a salude ou até mesmo produtos com acado terapéutica
definida.

A pesquisa e desenvolvimento de produtos é um setor que requer
conhecimento especifico e condi¢cdes de trabalho adequadas. De acordo com
CUNHA e GOMES (2003), existem varios modelos de desenvolvimento de produtos
sempre adaptados com a realidade empresarial ou ao mundo académico.
Entretanto, para o desenvolvimento de biomoléculas e a aplicacdo destas em um
produto requer um estudo que contemple inimeras etapas como demonstrado na
FIGURA 1.

Pesqm;a de uma , Proc:.esso de obtencio , A?E:.han;éo -:jle .
nova biomoelécula da biomolécula attndade bicldgica
Avaliacfio da
tomcidade
Estudo em modelo Estuds de Incorporacio em
. — - — .
arimnal estabilidade formulagio

Dhspontbilizacio do
produte no mercade

Estudo clinico —

FIGURA 1. FLUXOGRAMA DE DESENVOLVIMENTO DE PRODUTO COM
BIOMOLECULA.
FONTE: O autor, 2014.
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ALLEN et al. (2007), define gel como forma farmacéutica semi-solida que
possui grande quantidade de agua em sua formulacdo, com caracteristica geral a
capacidade de adeséao a superficie de aplicacédo e proporciona uma absorcéo rapida
do principio ativo. S&o constituidos por uma parte liquida dentro de uma matriz
polimérica formada por substancias gelificantes e deixam pouco residuo no local de
aplicacdo. Existem varios tipos de géis de uso em produtos farmacéuticos e em
produtos cosmeéticos, 0S mais comuns sao 0s géis anidnicos e nao-iénicos.

O gel anibnico é aquele que apresenta caracteristicas ibnicas com carga
negativa, pois os polimeros utilizados na formulagdo apresentam na sua estrutura
guimica ions negativos. O gel ndo-idnico ndo possui cargas ibnicas na sua estrutura
(ALLEN et al., 2007).

De acordo com Vehabovic et al, (2003), a estabilidade de um produto é
definida como o tempo durante o qual a especialidade farmacéutica ou mesmo a
matéria-prima considerada isoladamente, mantém dentro dos limites especificados e
durante todo o periodo de estocagem e uso, as mesmas condi¢des e caracteristicas
que possuia quando fabricado.

O teste de estabilidade tem como finalidade avaliar o comportamento dos
farmacos ou medicamentos e dos cosmeéticos que se alteram com o tempo, por
influéncia de uma variedade de fatores ambientais, tais como: a temperatura, a
umidade e a luz. Além disso, tem também a finalidade de estabelecer um periodo de
contraprova para um farmaco ou estabelecer a vida util para os medicamentos e
condicbes de armazenamento recomendadas (BRASIL, 2002). ANSEL et al. (2007),
relatam que para garantir a integridade quimica, fisica, microbioldgica, terapéutica e
toxicologica e formulacbes farmacéuticas e cosmecéuticas dentro dos limites
especificados, sdo necessarios os estudos de estabilidade.

Existem cinco importantes tipos de estabilidade a serem determinadas no
desenvolvimento de um produto, como demonstrado na TABELA 1.
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TABELA 1. TIPOS DE ESTABILIDADE ESTUDADA

Tipos de estabilidade Condic¢des do produto
Quimica A integridade quimica.
Fisica As propriedades fisicas originais como aparéncia, hogeneidade

entre outras.

Microbioldgica A esterilidade ou a resisténcia ao crescimento microbioldgico e
a eficacia dos agentes antimicrobianos.

Terapéutica O efeito terapéutico deve permanecer inalterado.

Toxicoldgica N&o deve ocorre aumento da toxicidade.

FONTE: ANSEL et al., 1999; ALLEN et al., 2007.

O presente estudo teve como objetivo avaliar duas formulacbes de gel
contendo o ExPP em relacédo ao estudo de estabilidade e se foi mantida a atividade
inibidora da enzima hialuronidase.
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2. MATERIAL E METODOS

2.10BTENCAO DO ExPP L

O composto bioativo de polissacarideo e proteina (ExPP) foi obtido a partir da
fermentacao dos kefir tibetano em soro de leite doce desnatado da seguinte forma: o
soro de leite doce desnatado foi enriquecido com 30% de glicose (p/v), 2% de
peptona bacterioldgica (p/v), 4% de fosfato de potassio monobasico e 4% de citrato
de sédio diidratado, e pasteurizou-se o meio de fermentacdo a 63°C por 30 minutos.
ApOs a pasteurizacdo o meio foi inoculado com 6% da cultura de kefir tibetano (p/v)
com uma contagem de 10% UFC g™ de BAL e 10® UFC g* de leveduras, o tempo de
fermentacao foi de 48 h a 37°C.

Ao término da fermentacéo, o fermentado foi filtrado e centrifugado a 10.000 g
por 30 minutos a 4°C, o sobrenadante foi tratado com solucdo de TCA 10% e
novamente centrifugado nas mesmas condi¢cdes. O precipitado foi descartado e o
sobrenadante tratado com etanol absoluto a 4°C na proporcéo de 1:3 e deixado em
repouso a temperatura de 4°C por 24 h, ap6s o tempo de precipitacdo o material foi
centrifugado nas mesmas condi¢cdes e novamente precipitado. Depois de precipitado
e centrifugado o sobrenadante foi descartado e o sedimento foi ressuspendido em
agua destilada e dializado em membrana de dialise de 10-12 kDa por 72 h contra
agua destilada. O material dializado foi congelado e liofilizado (freeze-dryer,

Modulyo®, Thermo Electron) e armazenado a temperatura ambiente.

2.2 FORMULACAO

A partir da IC50 do ExPP L de 2,5 mg/mL, foram desenvolvidas duas
formulacées: gel ndo-ibnico com hidroxicetilcelulose (natrosol Sigma-Aldrich®) (gel
1EXPP L) demonstrado na TABELA 2 e gel aniénico de polimero de carboxivinilico
(carbopol Sigma-Aldrich®) (gel 2ExPP L) apresentado na TABELA 3.
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TABELA 2. FORMULA GEL 1ExPP L.

Ingredientes Concentracdo %
Natrosol 2%
ExPP L 0,25 %
Mistura de parabenos + fenoxietanol 0,2%
Agua destilada gsp. 100 mL

gsp. — quantidade suficiente para.

Em copo de Becker foi disperso o natrosol em 50% de agua com a mistura de
parabenos + fenoxietanol (conservante), com aquecimento de 50°C. Em outro copo
de Becker foi disperso o EXPP L nos outros 50% de agua e aquecido até 50°C. Em
seguida misturou-se o ExPP L com o natrosol sob constante agitacdo até obter um
produto homogéneo.

TABELA 3. FORMULA GEL 2EXPP L.

Ingredientes Concentracdo %
Carbopol 0,5%
ExPP L 0,25 %
Mistura de parabenos + fenoxietanol 0,2%
Agua destilada gsp. 100 mL

gsp. — quantidade suficiente para.

Em copo de Becker foi disperso o carbopol em 50% de agua e neutralizado
com o AMP — 90 (aminopropanol 90) até atingir o pH de 6,0, depois de neutralizado
foi adicionado a mistura de parabenos + fenoxietanol (conservante), com
aguecimento de 50°C. Em outro copo de Becker foi disperso o EXPP L nos outros
50% de agua e aquecido até 50°C. Em seguida misturou-se o EXPP L com o
carbopol sob constante agitacdo até obter um produto homogéneo.

2.3 AVALIACAO DA ESTABILIDADE

A avaliacdo da estabilidade foi realizada nas duas formula¢des de acordo com

a metodologia preconizada na ANVISA (BRASIL, 2004), primeiramente as amostras
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foram separadas em recipientes adequados e bem fechados evitando perda de
gases ou vapor para o meio, cada recipiente continha 10 g da amostra e para cada
teste tinha n=3, e cada recipiente apresentava um espaco vazio (head space) de
aproximadamente um terco da capacidade do frasco para possiveis trocas gasosas.
Antes de iniciar os estudos de estabilidade, as duas formulagbes foram
submetidas ao teste de centrifugacao, neste teste cada formulagéo foi centrifugada a
3.000 rpm durante 30 minutos e avaliado quanto ao seu aspecto de homogeinidade.
ApoOs o teste de centrifugacdo as amostras foram submetidas ao teste de
estabilidade preliminar ou estabilidade acelerada com duracédo de quinze dias, da
seguinte maneira:
Temperatura elevada em estufa (MARCA) de 40°C + 2°C.
Temperatura baixa em freezer (MARCA) de — 10°C + 2°C.
Temperatura ambiente de 25°C + 2°C.
As andlises realizadas foram avaliagdo das caracteristicas sensoriais como
cor, textura e toque; avaliacdo do pH; analise microbiolégica no tempo zero e no
tempo de quinze dias, teste desafio (challenge test) e avaliagdo da atividade anti-

inflamatoria pela inibicdo da enzima hialuronidase no tempo zero e quinze dias.

2.4ANALISE MICROBIOLOGICA

Para analise microbiolégica foi realizado a primeira diluicdo, pesando uma
aliquota de 10 g do gel 1ExPP L e 10g do gel 2ExPP L, em seguida esta aliquota foi

transferida para frascos com 90 mL de caldo Letheen (Difco), e homogeneizado.

2.4.1 Contagem de bactérias mesofilas e fungos

Para a enumeracdo de bactérias mesofilas e de bolores e leveduras foi
empregado a técnica de Pour Plate. Para bactérias foi utilizada a primeira diluicdo de
cada gel e em seguida realizado diluicdes em série até 10° em solucdo salina
esterilizada, foi transferido 1,0 mL de cada diluicdo para placa de petri e colocado
agar PCA (Plate Count Aagar — Difico) e incubado a 37°C por 48 h. Para bolores e

leveduras foram utilizadas as mesmas diluicbes, porém foi colocado agar
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Sabouraud-Dextrose (Difico) e incubado a 25°C por até 7 dias. Apds o tempo de
incubacéo foi realizado a contagem de colonias e o resultado expresso em UFC/g do
produto (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1988; USP XXXIII, 2010).

2.4.2 Pesquisa de patbégenos

Para a analise de microrganismos patogénicos especificos, a partir da
primeira diluicdo foi semeado com alga bacteriolégica nos seguintes meios de
cultivo: para Staphylococcus aureus em placa de petri com agar manitol; para
Escherichia coli placa de petri com agar eosina-azul de metileno (EMB); para
Salmonella sp. agar xilose-lisina-desoxicolato (XLD) e para Pseudomonas
aeruginosa agar cetrimide, todas as placas de petri foram incubadas a 37°C por 48 h
e avaliado o crescimento de coldnias caracteristicas para cada bactéria pesquisada
(FARMACOPEIA BRASILEIRA IV, 1988; USP XXXIlI, 2010).

2.4.3 Teste desafio — Challenge test

O teste desafio foi realizado nas duas formulacdes de gel 1ExPP L e gel
2EXPP L. Neste estudo foram utilizados cepas padrdo das seguinte bactérias:
Escherichia coli (ATCC 8739), Staphylococcus aureus ( ATCC 6538), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 9027), tambéem foram utilizadas a cepa de Candida albicans
(ATCC 10231) e a cepa de Aspergillus niger (ATCC 16404).

A amostra foi dividida e cinco frascos com 20 g em cada e foram inoculados
0,1 mL de inéculo na concentracdo de 10° UFC/mL para cada microrganismo
avaliado, em seguida incubaram-se os frascos a 35°C para as bactérias e a 25°C
para a levedura e o fungo.

Procederam-se as contagens pela técnica de Pour plate, utilizando agar
Nutriente (Difico) para bactérias e agar Batata-Dextrose (Difico) para fungo e
levedura. As contagens foram efetuadas no tempo zero, 24 h, 7 dias, 14 dias, 21
dias e 28 dias de incubacao (USP XXXIIl, 2010).
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2.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA

Para avaliar a atividade anti-inflamatéria com a inibicdo da enzima
hialuronidase foi utilizado o método in vitro de acordo com Reissing (1955), Aronson
e Davidson (1967) e Kuppusamy et al. (1990).

Para a analise das amostras, foram adicionados 50 pL de cada amostra com
diferentes concentracdes previamente definidas e 0,5 ml da solucdo de acido
hialuronico (Sigma-Aldrich®) (1,2 mg de acido hialuronico por mL de solucdo tampé&o
acetato 0,1 M, pH 3,6 , contendo NaCl 0,15 M) nos tubos de reagéao e controle. Os
tubos foram incubados a 37°C por 5 minutos, em seguida foi adicionado 50 L de
enzima hialuronidase (350 unidades da enzima hialuronidase tipo IV - S a partir de
testiculos de bovino , Sigma-Aldrich®) dissolvida no mesmo tamp&o de substrato
(concentracdo de 6,5 mg mL - 1) e incubadas a 37°C por 40 min. A reacéo foi
interrompida pela adicdo de 10 pL de uma solucdo de hidréxido de sédio 4N ,
imediatamente colocou-se 0,1 mL de solucdo 0,8 M de tetraborato de potassio e
incubou-se em banho fervente durante 3 minutos. Apos o tempo de incubacao
adicionou-se 3 mL de p - dimetilaminobenzaldeido (DMAB) (solucdo a 10 % em
acido acético glacial contendo 12,5% de acido cloridrico 10N) e novamente incubado
a 37° C durante 20 minutos. Em seguida, as amostras foram medidas em
espectrofotometro (SP-2000 UV Spectrum) em 585 nm. Todos o0s reagentes

utilizados eram de grau analitico.

2.6 ANALISE ESTATISTICA

Para avaliar estatisticamente os resultado foram submetidos ao teste de
normalidade, a analise de variancia (ANOVA) e seguidos de poés-teste utilizando o
programa GraphPad Prism 5.0.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 ESTUDO DA ESTABILIDADE

O estudo de estabilidade preliminar ou acelerada consiste na realizacdo do
teste na fase inicial do desenvolvimento do produto, € considerado um procedimento
preditivo, baseado em dados obtidos de produtos armazenados em condi¢cdes que
visam a acelerar alteracdes passiveis de ocorrer. Para tanto sdo empregados
condicdes extremas de temperatura com 0 objetivo de acelerar possiveis reacdes
entre 0s componentes e mudancas nas caracteristicas especificas do produto (ICH,
2003; BRASIL, 2004).

O presente trabalho seguiu o procedimento de estudo de estabilidade de
acordo com a ANVISA (BRASIL, 2004), para formulacdes farmacéuticas e também
foi avaliada a atividade anti-inflamatoria de cada formulacdo durante o estudo.

No teste de centrifugacdo os dois géis ndo sofreram alteracdo quanto a
homogeinidade, e as caracteristicas sensoriais permaneceram inalteradas.

Foi acompanhado a variacdo de pH para cada formulacdo, sendo possivel
observar que ndo houve alteracdo no pH dos géis, os quais no primeiro dia tinham
pH de 6,0 e apos 15 dias de estudo da estabilidade reduziu para 5,9 e 5,8 para os
géis 1ExPP L e 2EXPP L, respectivamente. A ANVISA (BRASIL, 2002) prevé como
estavel a formulagdo que apresenta uma variacdo de pH de + 2,0 a partir do pH
inicial, portanto os dois géis sdo estaveis quanto a este critério.

Quanto as caracteristicas sensoriais (cor, textura, toque), foi possivel
observar que o gel anionico (gel 2ExXPP L) apresentou uma leve alteracao na textura
com a incorporacgdo do principio ativo, entretanto ndo sdo pegajosos ao toque. O gel
nao-idbnico hidroxietilcelulose (gel 1ExPP L), por ndo possuir cargas nao sofrem
interferéncias do principio ativo, quando este € incorporado, o que confere maior
estabilidade a formulacdo, mas em relacdo ao sensorial como toque este tipo de gel

€ mais pegajoso.
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3.2 ANALISES MICROBIOLOGICAS

A analise microbiologica € um parametro de suma importancia na avaliacao
da qualidade de produtos ndo estéreis, pois estes produtos ndo sdo submetidos a
nenhum processo de esterilizagdo e somente é feito a adicdo de um sistema
conservante para reduzir a velocidade de crescimento microbiano e conferir
seguranca ao produto. As andlises realizadas seguem os padrdes exigidos pelas
farmacopeias, compéndios oficiais e Legislacdes, sempre se adotam valores de
limites que ndo oferecam risco de deterioragdo do produto e risco a saude dos
consumidores (PINTO et al., 2000).

Os géis formulados foram avaliados quanto a contagem de mesofilas,
contagem de bolores e leveduras, pesquisa de patégenos e o Challenge test. Nas
analises de contagem e pesquisa de patdgenos ao longo do teste de estabilidade foi
observado de acordo com os resultados apresentados na TABELA 4, que néao

ocorreu contaminacao durante a manipulacao da formulacao.

TABELA 4. RESULTADOS DA CONTAGEM DE MESOFILAS, BOLORES E
LEVEDURAS E PESQUISA DE PATOGENOS.

Analises Tempo zero Tempo 7 dias Tempo 15 dias
Contagem mesdfila Auséncia Auséncia Auséncia
Contagem bolores Auséncia Auséncia Auséncia
leveduras
Pesquisa de patégenos Auséncia Auséncia Auséncia

De acordo com a FARMACOPEIA BRASILEIRA (1988) e a USP XXXIII
(2010), especificam os seguintes limites para produtos de uso tdpico: contagem de
mesofilas até 10° UFC/g ou mL, contagem de bolores e leveduras 10* UFC/g ou mL
e para bactérias patogénicas é auséncia, portanto, as formulacbes analisadas
apresentaram seus resultados para a analise de contagem de mesofilas, bolores e
leveduras estdo dentro dos parametros exigidos, desta maneira conferindo

seguranca microbioldgica ao produto. As formulagbes também néo sofreram



119

alteragbes microbianas durante o estudo de estabilidade atendendo ao que é
previsto pela ANVISA (BRASIL, 2002).

Em relacdo ao Challenge test, os dois géis apresentaram 0 mesmo
comportamento para cada microrganismo testado, pois eles foram inoculados com
carga microbiana de 10° UFC/g e apdés 24 h de incubacdo n&o foi observado
diminuicdo na contagem, mas isto jA& era esperado uma vez que o tempo foi
insuficiente para que agente conservante tivesse efeito sobre o desenvolvimento
microbiano. Apés 7 dias de incubacéo, as formulacdes foram amostradas e realizada
as contagens, sendo avaliado o declinio da carga microbiana para < 1 UFC/g.

A USP XXXIII (2010), explica que para produtos topicos o Challenge test é
considerado aceito quando ocorre reducdo de bactérias viaveis em, pelo menos,
99,9% da contagem inicial (tempo zero) a partir do sétimo dia, seguida de reducéo
continua até a finalizagdo do teste. E reducdo dos bolores e leveduras em, pelo
menos, 90% da contagem inicial, a partir do sétimo dia, seguida de redugéo continua
até a finalizacdo do ensaio.

Seguindo a interpretacdo feita pela USP XXXIII (2010), o gel 1ExPP L
apresentou eficdcia na acdo conservante em relacdo a todos 0s microrganismos
testados e manteve a reducdo da carga microbiana, desta maneira confirmando a
seguranca da formulacdo. O gel 2ExPP L apresentou comportamento semelhante ao
gel 1ExPP L, portanto também é uma formula segura em relacdo a eficacia do

conservante.

3.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELA INIBICAO DA
ENZIMA HIALURONIDASE

A avaliacdo da atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da enzima
hialuronidase, foi realizada nos dois géis, no primeiro dia do estudo de estabilidade,
no sétimo dia e no décimo quinto dia. Foi possivel observar o comportamento em

relacdo a atividade anti-inflamatoéria como demonstrado na FIGURA 2.
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FIGURA 2. ATIVIDADE ANTI-INFLAMATORIA PELA INIBICAO DA ENZIMA
HIALURONIDASE PARA AS DUAS FORMULACOES.

Al — gel 1EXPP L a temperatura de -10°C, A2 — gel 2ExPP L a temperatura de -10°C; B1 -
gel 1ExXPP L a temperatura ambiente, B2 - gel 2ExXPP L a temperatura ambiente; C1 - gel
1EXPP L a temperatura de 40°C, C2 - gel 2ExPP L a temperatura de 40°C.

As duas formulagBes mantiveram a atividade anti-inflamatéria pela inibicdo da
enzima hialuronidase constante ao longo dos quinze dias de estudo da estabilidade
guando submetidos a temperatura de -10°C e a temperatura ambiente, entretanto
houve uma reducdo da atividade nas duas formulacdes quando submetidas a
temperatura de 40°C. Isto indica que as duas formulacbes sao estaveis a
temperatura de -10°C e temperatura ambiente, a temperatura de 40°C as duas
formulagBes apresentam uma reducéo na atividade anti-inflamatdéria e, portanto nédo

é estavel.
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4. CONCLUSAO

O composto a base de polissacarideo e proteina liofilizado foi incorporado em
duas formulacdes de géis, em ambas as formulacdes ndo apresentaram alteracéo
de pH ao longo do estudo de estabilidade, e em relacdo as caracteristicas sensoriais
0 gel 2ExPP L apresentou melhor sensacao ao toque. Nas analises microbiologicas
nao houve crescimento de microrganismos indicando que a manipulacdo e as
matérias-primas utilizadas ndo estavam contaminadas, ainda na avaliacdo do
Challenge test o sistema conservante utilizado foi eficiente ao longo do estudo de
estabilidade, com reducédo da carga microbiana.

Na avaliacdo da atividade anti-inflamatoria pela inibicdo da enzima
hialuronidase as duas formulacdes apresentaram reducdo da acao terapéutica
quando submetidos a temperatura de 40°C, ndo sendo aconselhdvel que o produto
seja exposto a essa condicao.
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