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P1 - Anti-cancer activity of the natural compound parvifloron D

Rosa S', Santos A', Cerqueira S', Ribeiro I', Correia V', Rijo P'?, Simdes F?,
Saraiva N'", Fernandes AS"*

ICBIOS, Universidade Lus6fona Research Center for Biosciences & Health
Technologies, Lisboa, Portugal
%iMed.ULisboa - Research Institute for Medicines, Faculty of Pharmacy, University
of Lisbon, Lisboa, Portugal.
*Shared senior authorship
Contacto: sara_rosa_18@hotmail.com

Medicinal plants are interesting sources of natural compounds with novel therapeutic
properties. Plectranthus species are known for the occurrence of abietane diterpenoids
with significant biological activities. The potential anticancer effect of two diterpene
compounds, Parvifloron D (ParvD) and 7o-acetoxi-6B-hydroxyroyleanone was
evaluated on an aggressive breast cancer cell line (MDA-MB-231). The anti-tumor
potential of these compounds was initially tested by the crystal violet cell viability
assay after exposing the cells to different concentrations of these compounds.
The data obtained indicate that ParvD is much more active than 7a-acetoxi-6f-
hydroxyroyleanone. Given these results ParvD was selected for further studies. To
explore the mechanism underlying the loss of cell viability the apoptosis inducing
activity of ParvD was tested. The results show that exposure to 5 pM ParvD for 24
h can induce of apoptosis detected by nucleus fragmentation (DAPI staining). These
results suggest that induction of apoptosis is at least partially responsible for cell
viability loss. The potential effect of ParvD to induce DNA damage was evaluated
by the plasmid DNA strand break assay. After incubation of pUCI18 with ParvD the
percentage of DNA in the supercoiled form remains unchanged, suggesting a lack of
direct DNA breakage. Doxorrubicin (Dox) is a cytotoxic agent often used in breast
cancer treatments. We sought out to test the cytotoxic effect of ParvD when used in
combination with Dox, which may be advantageous for future use in co-treatments.
Under the experimental conditions used, ParvD did not show a synergistic effect when
administrated with Dox. Along with cell proliferation, cell adhesion, migration and
invasion are essential for metastization. Cell adhesion was tested using conditions
that induce a 50% cell detachment. Under these experimental conditions there were
no significant differences in cell detachment between the control and cells exposed
to the compound. The impact of ParvD in cell migration and invasion was evaluated
by a transwell assay. Preliminary results suggest that ParvD significantly reduces cell
migration and invasion. ParvD has a putative anti-tumor effect that should be further
explored in future studies.

Acknowledgments: PADDIC grants to S.R. (2012-2013) and S.C. (2013-2014).

P2 - Sphingolipid domains of a Saccharomyces cerevisiae strain resistant
to nystatin and miconazole: Towards a relation between membrane
biophysical properties and resistance to antifungal drugs

Antunes, C. A. C., Marqués, J. T., Viana, A. S., Marinho, H. S., de Almeida, R.
F. M.

Centro de Quimica e Bioquimica, Faculdade de Ciéncias, Universidade de Lisboa,
1749 016 Lisboa, Portugal
Contacto: catarina.alves.antunes@gmail.com

The yeast Saccharomyces cerevisiae shares ergosterol and most sphingolipids in
its plasma membrane with many pathogenic fungi. S. cerevisiae cells that do not
synthesize the sphingolipid mannosyl-diinositolphosphorylceramide, M(IP)2C,
(ipt1A), exhibit higher resistance towards important antifungal agents, such as
nystatin[1], and miconazole[2]. This strain has ergosterol content similar to the wild
type (wt), suggesting that sphingolipid-enriched domains, i.e., gel domains [3], should
play an important role in resistance. To date, only ergosterol-enriched domains, i.e.,
liquid ordered, also called lipid rafts, have been implicated in the mode of action of
those antimycotics. Henceforth, and because fungal resistance is an emerging health
threat recognized by the World Health Organization, we sought to evaluate how the
absence of M(IP)2C affects membrane organization in S. cerevisiae. In this way,
biophysical studies were carried out with intact cells and lipid extracts from wild type
(wt) and ipt]1A strains. The absence of M(IP)2C in the sphingolipid extracts from ipt1A
cells was checked by thin-layer chromatography.

Using state-of-the-art fluorescence spectroscopy approaches, it was shown that the
absence of M(IP)2C does not affect the rigidity of gel domains in the plasma membrane
(PM) of intact cells, suggesting that this sphingolipid is not a major component of
those domains. However, in the absence of this sphingolipid the PM exhibits a higher
global order. This indicates either that other complex sphingolipids, which in wt are
mainly involved in the formation of gel domains, might be dispersed throughout the
membrane of iptlA cells or that the absence of M(IP)2C affects the distribution of
ergosterol in the PM.

Liposomes prepared from total lipid extracts obtained by the Folch method were studied
by both fluorescence spectroscopy and atomic force microscopy. The results obtained
suggest a larger fraction of ordered domains and, eventually, a larger thickness of the
disordered domains in wt as compared to ipt1A cells.

Globally, this work suggests that M(IP)2C may positively affect the ability of the
membrane to increase the abundance of gel domains, and that it also modulates the
properties of the remaining membrane domains (liquid disordered and liquid ordered).
These significant differences in membrane lipid organization when compared to the wt
cells probably have a role in the resistance of ipt1A cells to antimycotics.
Acknowledgements: This work was supported by F.C.T., Portugal (PEst-OE/QUI/
UI0612/2013-2014). R.EM.A. and A.S.V. acknowledge funding from Investigador
FCT 2012/2013 (P.O.PH., F.S.E.). J.-T.M. acknowledges PhD fellowship SFRH/
BD/64442/2009.

References:

[1] Leber, A. et al. FEBS Lett., 411, 211-214, 1997.

[2] Francois, 1. E., et al. J. Biol. Chem., 284, 32680-32685, 2009.

[3] Aresta-Branco, F. et al., J. Biol. Chem., 286, 5043-5054, 2011.
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P3 - Anti-oxidant properties of the natural compound parvifloron D
Rosa S', Correia V', Ribeiro I', Rijo P'?, Simdes F?, Saraiva N', Fernandes AS'*?

!CBIOS, Universidade Lusofona Research Center for Biosciences & Health
Technologies, Lisboa, Portugal
’iMed.ULisboa - Research Institute for Medicines, Faculty of Pharmacy, University of
Lisbon, Lisboa, Portugal.
Contacto: sara_rosa_18@hotmail.com

Natural products are chemical compounds that may be found in nature or are produced
by living organisms and can have biological or pharmacological activity. The
Plectranthus genus is frequently cited due to its medicinal properties. In this work, the
antioxidant activity of two diterpene compounds extracted from Plectranthus plants,
ParvD and 7a-acetoxy-6f3-hydroxyroyleanone was evaluated. Firstly, the DPPH assay
was used to assess the reducing capacity of these compounds. ParvD was shown to
have a much stronger antioxidant activity than 7a-acetoxy-6p-hydroxyroyleanone and
was therefore selected for further studies. The ability of ParvD to degrade hydrogen
peroxide was evaluated but no activity was found. To assess if ParvD is able to protect
DNA from ROS-induced breaks, a plasmid cleavage assay was carried out. Treatment
with H202+Fe(1I) altered the plasmid DNA conformation. On the other hand, plasmid
DNA treated with ParvD+H202+Fe(Il) retained its supercoiled conformation,
suggesting that ParvD protects DNA from oxidative breakage. These findings support
that ParvD has antioxidant activity. Further work is planned to assess the antioxidant
and DNA protective effects in cell based assays in order to validate the results found
in these in vitro tests.

Acknowledgments: PADDIC grant to S.R. (2012-2013).

P4 - Cosmetic potential of silicone-based formulations

Salvado, M. ", Beites, J."", Portugal Mota, J.! and Rosado, C.'

!CBIOS - Universidade Lus6fona Research Center for Biosciences & Health
Technologies, Campo Grande 376, 1749-024 Lisboa, Portugal
* Equal contribution

Contacto: marilinesalvado 25@hotmail.com

The use of silicones in cosmetic formulations was introduced in the 1950s and since
then has been used to enhance their sensorial and aesthetic properties. Currently, 50%
of the recently launched cosmetics contain as a minimum one silicone [1].

The aim of the study was to evaluate the safety and efficacy of silicone-based
formulations, as well as to assess their sensory and hedonic properties.

Three silicone-based formulations [one lipophilic gel and two water/silicone (W/S)
emulsions] were prepared. 15 female volunteers aged between 20-40 years old
participated in the study. Stratum corneum (SC) hydration was assessed with a
Corneometer® CM825 and skin barrier was probed with a Tewameter® TM 300 (both
from CK Electronics GmbH, Koln, Germany). A visual assessment of each application
site was conducted and cutaneous responses were classified according to the ICDRG
scale [2].

The formulations were applied in sites of 3cm2 on the volar forearm, separated by 2
cm. The control was the untreated site.

For the sensory analyses, three silicone-based formulations [one lipophilic gel and
two water/silicone (W/S) emulsions] and a common water/oil (W/O) emulsion were
prepared. This part of the study consists of the blind opinion of 12 volunteers, which
grade the formulation on a scale 0-5 on various parameters, such as sensation after
application, skin adhesion, consistency, spreading and tactile sensation.

An increase in the moisture content of the stratum corneum was only observed
with the W/S emulsion, containing vaseline (5%) and glycerine (3%). Vaseline and
glycerine provide skin hydration by occlusive and humectants effect respectively. The
transepidermal water loss (TEWL) was not significantly altered, which indicated that
none of the formulations perturbed the skin barrier function. In addition, no significant
increase in the skin redness was detected. This indicated that the formulations were
well tolerated and did not cause erythema, since basal results were maintained.

The results of sensory analysis revealed that W/S formulation that does not contain
vaseline and glycerine was better graded, followed by the W/S formulation that
contains these two ingredients. The lipophilic gel had good results on absorption and
spreadability.

In conclusion, silicones increase skin hydration when associated with humectant and/or
emollient agents and all formulations are safe to use. On the other hand, silicone-based
formulations were more favourably graded in sensory tests than the common water/oil
(W/O) emulsion.

Acknowledgment:The authors would like to thank Dow Corning for supplying the
silicone samples.

References

[17 http://www.contractpharma.com/issues/2009-06/view_features/silicone-excipients-
in-drug-development/

[2] Devos SA, Van Der Valk PG. Epicutaneous patch testing. Eur J Dermatol. (2002)
12 (5):506-511.



PS5 - Desenvolvimento e caracterizacio de cosméticos contendo produtos

naturais
Antunes, A.F'; Rijo,P. '; Portugal Mota,J. '; Reis, C.'

'CBIOS — Universidade Lusdfona Research Center for Biosciences & Health
Technologies, Campo Grande 376, 1749-024 Lisboa, Portugal

Contacto: filipavalenteantunes@live.com.pt

Os produtos naturais reinem actualmente um grande interesse por parte da industria
farmacéutica e dos cosméticos. No presente projecto desenvolveu-se uma linha de
produtos cosméticos que incluiu um creme (base O/A), pasta (base A/O), solugdo
de limpeza de pele, solugdo de higiene intima e um gel. Uma das substancias activas
escolhida para estes produtos (creme e pasta) foi o Oxido de zinco. Esta substancia ¢
muito utilizada nos produtos farmacéuticos devido as suas actividades antisséptica,
adstringente, hidratante e cicatrizante e esta indicada no tratamento de dermatites das
fraldas, eritema e feridas superficiais. Além do 6xido de zinco, os extratos de camomila
e aloé vera foram também escolhidos para incorporar nas formulagdes anteriores bem
como na solugdo de limpeza de pele e na solu¢do de higiene intima pois apresentam
propriedades antisséptica, anti-inflamatéria e regeneradora do tecido celular [1-4].
Todas as formulagdes desenvolvidas foram sujeitas a testes de caracterizagdo fisico-
quimica e biologica tais como avaliagdo dos caracteres organolépticos, estabilidade
a curto prazo, estabilidade acelerada, efeito dos conservantes com o Challenge Test,
eficacia microbiologica e avaliagdo da seguranca [5, 6].
Os produtos desenvolvidos apresentaram atividade antibacteriana apds administragao
topica, inocuos e serdo sujeitos a testes adicionais através de uma parceria com a
industria de cosméticos.
Acknowledgments: PADDIC 2013/2014 (Project grant to Ana Filipa Antunes).
Referéncias
[1] Baldwin S, Odio MR, et al. J] Eur Acad Dermatol Venereol, 2001.
[2]Brown DJ1, Dattner AM. Arch Dermatol, 1998
[3]Hayashi S, Takeshita H, et al. ] Photochem Photobiol B., 2001.
[4]Wolff HH1, Kieser M. Eur J Pediatr, 2007.
]

[SJROWE R., Handbook of Pharmaceutical Excipients, 5* Edi¢ao, 2006.

P6 - The influence of the epidermis on skin viscoelasticity
Rosado, C.!, Barbosa, R.!, Fernando, R!, Antunes, F. %, Rodrigues, L.M.!?

!CBIOS — Universidade Luso6fona Research Center for Biosciences & Health
Technologies, Campo Grande 376, 1749-024 Lisboa, Portugal
*Pharmacology Sciences Department — Universidade de Lisboa School of Pharmacy,
Av. Prof. Gama Pinto, 1649-003 Lisboa, Portugal
Contacto: catarina.rosado@ulusofona.pt

Skin is a biomaterial with a complex viscoelastic behavior, which is altered by
different factors, such as age or anatomical area. In the last decades, several devices
have emerged as indispensable tools in the study of skin elasticity and anisotropy. The
CutiScan CS 100® (CK Electronics GmbH, Koln, Germany) is a new bioengineering
equipment designed to provide information on such properties. This work aimed to
apply the CutiScan to the study of the influence of the epidermis in the skin elastic
properties. The other objective of this investigation was to compare the CutiScan with
other devices more frequently used to measure skin elasticity and anisotropy- the
Cutometer® and the Reviscometer® (CK electronics, Koln, Germany).

12 volunteers of both sexes participated in this study, after informed oral and written
consent. All procedures were conducted according to the principles of the World
Medical Association's Declaration of Helsinki. The study was conducted in the volar
forearm. Basal measurements were conducted in previously marked sites in each
forearm using all three devices. In order to cause significant changes in the epidermis
a different procedure was performed in each site in all the volunteers: 20 consecutive
tape-strips, in order to thin the epidermis, and occlusion with a patch for 24h, in order
to saturate the stratum corneum with water. Measurements were repeated after the
procedures. The parameters considered more relevant for analysis were Uf, Ua, Ur
and Ue for the Cutometer®, and those obtained at 0°, 45°, 90° and 135° angles for the
Reviscometer® and the CutiScan CS 100®.

Data obtained using the Reviscometer® show a significant difference between the
measurements in the sites under occlusion and also when tape stripping was performed.
The Cutometer® was only able to detect significant changes in the site under occlusion.
The CutiScan CS 100® did not detect significant differences in elasticity after any of
the procedures.

In conclusion, the bioengineering equipment used in the study enabled the study of the
influence of the epidermis in the viscoelasticity of the skin. The hydration appears to
have a more marked effect the elasticity and anisotropy of the skin. On the other hand,
the Reviscometer® seems to be more sensitive that the other devices.

Lisbon | U. Lusofona's, 9 e 10 de Outubro 2014
Lisboa | Universidade Lusofona, 9 e 10 de Outubro 2014

P7 - Lipid-base implants as delivery systems of proteins
Campos, A.', Portugal Mota, J.2, Saraiva, N.2, Nicolai, M.”

'Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Escola de Ciéncias e
Tecnologias da Satide, Campo Grande, 376, 1749-024 Lisboa, PORTUGAL
2CBIOS, Universidade Lusofona Research Center for Biosciences & Health

Technologies, Lisboa, Portugal

Contacto: lexcampos10@gmail.com

Lipid implants present a great potential as parenteral controlled drug delivery systems
due to their biocompatibility, absence of toxicity and possibility biodegradable. In
contrast to poly(lactic-co-glycolic acid) (PLGA) based devices, lipid implants do not
show the disadvantage of creating an acidic microenvironments during drug release.
Such pH drops can inactivate the proteins [1, 2].

The aim of this study was to access the potential of lipid implants as drug delivery
systems for proteins, by the evaluating the properties of different implant shapes, lipid
types and blends and protein loading. Lysozyme was used as a model protein due to
its great stability.

Protein release from implants and its activity were monitored over time. Lysozyme
quantification was performed quantification was performed by the bicinchoninic acid
(BCA) assay while its activity was assessed by a lysozyme-induced bacteria lysis assay.
Protein release was faster from cylindrical implants when compared with the spherical
ones. This was probably due to higher apparent surface area from the cylindrical
implants. Lysozyme release decreased with increasing hydrophobicity of the lipid, in
the following order: glyceryl-trimyristate > glyceryl-trimyristate: glyceryl-tristearate
50:50 > glyceryl-tristearate. Lysozyme released was dependent on protein loading
capacity of the implant. Furthermore, it is also fundamental to acknowledge that the
lysozyme biological activity was fully maintained throughout the all study. Hence, this
study shows that lipid implants are highly promising protein drug delivery systems.
References:

[1] Guse, C. et al., International Journal of Pharmaceutics, 314, 137-144, 2006.

[2] Kreie, F. et al., European Journal of Pharmaceutical Sciences, 43, 78-83, 2011.

P8 - Lipid blends for controlled release from implants

Antunes, C.!, Amaral, V.!, Santos de Almeida, T.%, Nicolai, M.2, Portugal Mota, J.2

"ULHT - Universidade Luso6fona,, Campo Grande 376, 1749-024, Lisboa, Portugal
’CBios - Research Center for Biosciences and Health Technologies, U Lus6fona,
Campo Grande 376, 1749-024 Lisboa, Portugal
Contacto: catiaantunes7@gmail.com

Lipid implants offer a great potential for controlled parenteral drug delivery. They
present a particularly interesting alternative to the widely used poly(lactic-co-glycolic
acid)-based devices, especially for acid-labile drugs and proteins. These systems
present high pharmacodynamic efficiency and good biocompatibility [1,2]. Usually
these devices are only based in one lipid, however lipid blends may facilitate implant
preparation and/or adjust drug release profiles. Hence, the aims of this study were:
(1) evaluate the potential of lipid:lipid blends as matrix formers in controlled release
implants and (2) study the effect of the type of drug on the implants drug release.
Lipid implants were prepared in following ratio: 100:0, 70:30, 50:50; 30:70 and 0:100
of glyceryl trimyristate and glyceryl tristearate. Drug loading was 10% in all studies.
Caffeine release decreased with increasing glyceryl tristearate content, probably due
to increased matrix hydrophobicity. Glyceryl tristearate, being more hydrophobic,
promotes the formation of a less wet matrix and consequently a slower drug release
[3]. Propranolol HCI release from glyceryl tristearate devices was much faster than
caffeine. This was probably attributed to higher propranolol HCI aqueous solubility [4].
Nevertheless, propranolol HCI actual loading was much lower than the theoretical one
(10%). This may indicate a low miscibility between the very hydrophobic lipid and the
very hydrophilic drug, thus compromising the real loading, or a particular interaction
between the active and the lipidic matrix, which will originate a decay in the real drug
content.

In conclusion, even though more studies are needed to better understand the miscibility
between the lipid and hydrophilic drugs, it become clear that lipid blends as matrix
formers can be highly beneficial, since the adjustment of the lipid combination ratio
allows the desired drug release kinetics profiles.
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Lipid implants have been increasing attention in the last years. They present an
enormous potential as parenteral controlled drug delivery systems [1,2], since they
have many advantages, such as low toxicity, drug protection, accurate release rate
and targeted release [3]. Nevertheless, one of the main disadvantages is the long-term
instability [3]. Thus, the aim of this study was to better understand these systems upon
one-month storage at different conditions (40° C/75% Relative Humidity (), Room
Temperature (RT)/60% RH and 40° C/0% RH). In addition, two model drugs were used
namely caffeine and theophylline. All implants were prepared in a lipid:drug 90:10
mass ratio. The selected lipid was glyceril-tristearate. Upon storage, drug release was
performed and content was measured by UV-Vis spectrophotometry. Sink conditions
were kept in all experiments (n=4).
Caffeine release from glyceril-tristearate implants decreased after one-month storage at
40° C/75% RH and 40° C/0% RH. In contrast, after storage at RT/60% RH no change
was observed on caffeine profile when compared with the not stored one. The results
suggest that heat had a higher impact than humidity on caffeine release upon storage.
This may be due to the fact that lipids can crystallize in different forms,since after
melting and casting, unstable and/or meta-stable polymorphs may be present in the
implants, and subsequently changes into more stable crystals may occur, thus affecting
drug release[4]. Theophylline release followed the same trend upon storage with the
difference that even at RT/60% RH, drug release also decreased.
This study suggests that long term stability from lipid implants is not just dependent on
the lipid, but also on the drug type. Moreover, caution must be taken with the conditions
used to store drug delivery systems.
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Poorly and sparingly soluble drugs present a great challenge to pharmaceutical industry,
due to the difficulty to solubilize them in the pharmaceutical grade solvents. Hence, it
is fundamental to found/synthesize new excipients that facilitate drug solubility. Due to
Tonic liquids (ILs) distinctive characteristics that allow them to be placed in different
types of solutions, they may be incorporated in (micro)emulsions and gels and thus
offer many advantages in topical drug delivery systems. For example, ionic liquids can
be used to increase the solubility of drugs and to enhance their topical and transdermal
delivery [1]. In the present work, caffeine solubility was increased from 2 to 3% (w/w),
using 5% (w/w) of IL, namely [C2mim][Br], [C4mim][Br] and [Cémim][Br] in an
aqueous mixture. Furthermore, oil-in-water (O/W) emulsions containing 5% (w/w) of
ionic liquid (IL) and/or the drug 3% (W/W) were successfully prepared resulting in
homogeneous and stable formulations at room temperature for at least 4 months. Drug
crystallization in the formulations occurred after incorporation in the emulsion, but
to a much less extent than in the formulations without IL. Additionally, permeation
studies showed that all IL improved the caffeine permeation, being [C6mim][Br] the
best permeation enhancer. Thus, the present study demonstrates that the synthesized
ILs enhance both the caffeine solubility and permeation.
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A candidiase oral caracteriza-se por uma infe¢do das membranas da mucosa oral
causada por diversas variedades de Candida spp., especialmente, a Candida Albicans.
O tratamento inclui a aplicacdo de antifungicos, por exemplo a nistatina, diretamente
sobre a area afetada. A acdo da nistatina ocorre através da sua interagdo com ergosterol
presente na membrana plasmatica das células fungicas. Este farmaco ¢ vulgarmente
comercializado sob a forma de suspensdo. Porém, a percentagem de nistatina absorvida
através das mucosas ¢ geralmente muito baixa. Para melhorar a agdo farmacologica
da nistatina, optou-se por encapsular a nistatina em microparticulas de alginato que
foram preparadas através do método emulsificagio/gelificagdo interna (1, 2). Espera-se
que através da microencapsulacdo da nistatina seja possivel alcangar uma libertagao
controlada do farmaco, diminuindo as doses administradas e, em ultima instancia,
aumentar a percentagem de farmaco absorvida (2, 3). As pastilhas foram produzidas
pelo método de moldagem (4) e constituem uma forma farmacéutica solida de elei¢ao e
de maior aceitagdo por parte do doente com um método de produgdo muito compativel
com a escala industrial (5, 6).

O presente projeto incluiu a preparagdo e caracterizagdo fisico-quimica de pastilhas
com nistatina ¢ demonstrou ser possivel a produ¢do de forma reprodutivel com
elevados rendimentos ¢ com uma quantidade significativa de nistatina encapsulada.
Estudos futuros incluirdo a avaliagdo da interagao destas pastilhas com nistatina na
mucosa do porco.
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O interesse em encontrar antioxidantes naturais para utilizagdo em produtos alimentares
ou uso farmacéutico tem aumentado tendo em vista a substituicdo dos antioxidantes
sintéticos1,2. O presente trabalho descreve um método laboratorial simples para a
andlise ¢ quantificagéo da actividade antioxidante de extratos de plantas. Neste estudo
foram analisadas 6 plantas usadas no interior de Portugal para o tratamento de diferentes
doengas ¢ / ou usadas como condimentos.3 Os extractos etandlicos das seguintes
espécies foram estudados quanto a sua actividade antioxidante: Melissa officinalis L.
(Lamiaceae) (erva cidreira), Hypericum undulatum Shoubs. Ex Willd (Hypericaceae)
(hipericdo ou erva de Sdo Jodo), Malva silvestris L. (Malvaceae) (malva), Salvia
officinalis L. (Lamiaceae) (salva), Lavandula angustifolia Miller (Lamiaceae)
(alfazema) e Lavandula pedunculata (Miller) Cav. (Lamiaceae) (rosmaninho). O
rendimento de extrac¢do foi determinado e a actividade antioxidante dos extratos foi
avaliada pelo método de DPPH. A avaliagéo qualitativa, foi realizada pelo ensaio ccd-
DPPH (1 mg/mL) e todos os extratos em estudo demonstraram resultados positivos.
Posteriormente a actividade antioxidante das amostras foi avaliada quantitativamente
pelo mesmo método de DPPH, espectrofotometricamente.

Os resultados obtidos na concentragdo de 1mg/mL (95,15 -17,70 %) revelaram que a
erva cidreira (Melissa officinalis) apresentou um maior valor de atividade antioxidante
(95,15%) usando como controlo positivo o dcido ascorbico.

Muitas plantas que tém valor medicinal sdo utilizadas como condimentos ou
ervas aromaticas ¢ a inclusdo deste tipo de plantas neste estudo, pode determinar a
sua capacidade como alimentos funcionais.3 O método foi utilizado com sucesso
numa analise de extratos de plantas num curso de laboratorio de nivel superior para
determinar a actividade antioxidante.
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In the presence of oxygen, skin directly exposed to UV rays, leads to the formation of
free radicals, increasing mRNA levels for the formation of the enzyme tyrosinase. This
is the enzyme which limits the biosynthesis rate of melanin. Melanossomes containing
tyrosinase are responsible for the conversion of L-tyrosine to L-dopa and L-dopa into
L-dopaquinone, the precursors in melanin synthesis. The pigment melanin is present in
the skin, and is one of the main defense mechanisms against solar radiation. In darkened
skin, an increase/redistribution of melanin can lead to several dermatological problems,
such as melasmas and melanomas. Compounds such as hydroquinone, ascorbic acid
derivates and azelaic acid have shown inhibitory efficiency on tyrosinase biological
activity.[1]
The aim of this study is to evaluate the inhibitory effect of Plectranthus ecklonii aqueous
extract on the tyrosinase enzyme activity. It was also determined the inhibitory activity
of azelaic acid, a known tyrosinase reversible inhibitor, in four different concentrations
1-7 mM).
gl"he spegtrophotometric assay was used to determine the mushroom tyrosinase
inhibition activity using L-tyrosine as substract and both the Plectranthus ecklonii
aqueous extract and the azelaic acid as inhibitors. The dopachrome produced was
determined at 492 nm in a 96-well microplate.[2]
The results showed that Plectranthus ecklonii aqueous extract (2.5 mg.mL-1) inhibits
23% of mushroom tyrosinase enzimatic activity and that azelaic acid (5.0 mM) inhibits
44% of this enzyme biological activity. Despite the low inhibitory activity of the P.
ecklonii extract, other plant extracts are under study.
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A utilizagdo de extractos de plantas como fonte de novos agentes terapéuticos ¢
uma area de grande interesse, em particular, no isolamento de novas moléculas com
actividade antibacteriana [1]. As plantas do género Plectranthus (Lamiaceae) como P.
madagascariensis e P. neochilus sdo usadas etnofarmacologicamente, nomeadamente
no tratamento de varias infecgdes [2-3]. Neste estudo, foi avaliada a actividade
antimicrobiana de diferentes extractos de P. madagascariensis e de P. neochilus.

Os extractos aquosos, acetonicos e metandlicos de P. magascariensis e P. neochilus
foram preparados através de varios métodos de extracgéo (infusdo, decocgdo, micro-
ondas, ultrassons, fluidos supercriticos e maceragao). Todos os extratos foram testados
quanto a sua actividade antimicrobiana contra bactérias de Gram positivo (Enterococcus
faecalis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Bacillus subtilis € Mycobacterium
smegmatis), de Gram negativo (Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae
e Escherichia coli) e leveduras (Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae). Os
extractos acetonicos de P. madagascariensis (ultrassons e maceragao) e de P. neochilus
(ultrassons) demonstraram ser activos em todas as bactérias de Gram positivo testadas
(halos de inibi¢do entre 10-26 mm). Estes extractos activos foram ainda avaliados
quanto a sua actividade antimicrobiana através do método de microdilui¢do e através
do teste de bioautografia contra S. aureus.

O extracto acetonico de P. madagascariensis obtido por ultrassons demonstrou ser o
mais activo em todas as bactérias Gram positivas testadas (valores de CMI entre 31,25
- 0,49 pg/mL-1). O mesmo extrato foi também activo em estirpes do tipo resistente,
MRSA e VRE (valores de CMI entre 31,25-0,98 ng/mL-1). Os ensaios de bioautografia
contra S. aureus demonstraram que 0s compostos mais polares sdo os responsaveis pela
actividade antibacteriana demonstrada. O isolamento ¢ identificagdo destes compostos
estdo a decorrer.

Os extractos antimicrobianos de P. madagascariensis parecem ser uma potencial fonte
de compostos bioactivos com interesse na procura de novas terapéuticas de doengas
infeciosas.
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As plantas medicinais e o isolamento e estudo dos seus constituintes ¢ importante quer
na descoberta de novos componentes bioactivos quer na modulagdo quimica destes
compostos prototipo, de modo a optimizar as suas actividades biologicas. As plantas
do género Plectranthus sdo utilizadas tradicionalmente e varios compostos naturais
com actividades bioldgicas s1gn1ﬁca11vas foram isolados em diversas espécies deste
género.1,2 P. ecklonii Benth. & usada na medicina tradicional na Africa do Sul para
o tratamento de dores de estdmago, nauseas, vomitos e meningite.3 A parviflorona
D, que foi o principal componente isolado de P. ecklonii demonstrou uma atividade
antiproliferativa preliminar, o que levou a realizagdo deste estudo de optimizagdo do
isolamento deste diterpeno bioactivo.

O isolamento da parviflorona D foi realizado por cromatografia em coluna a partir
de uma fracg¢do de um extrato acetonico da planta P. ecklonii.l A frac¢do em estudo
(79,6 mg) foi tratada com carvao activado de modo a remover as clorofilas, e a
confirmagdo de obten¢do de uma amostra mais concentrada em parviflorona D foi
realizada por cromatografia em camada delgada, ccd (n-hexano:acetato de etilo (3:1)).
A cromatografia em coluna foi realizada em silica gel (200 g) com uma mistura de
solventes (n-hexano:acetato de etilo (3:1)). A parviflorona D pura foi recolhida nas
fracgdes 20 a 28 (4,3 mg; rendimento de 5,4% (m/m)) e todo o procedimento foi
seguido por ccd.

Este trabalho foi realizado nas aulas do 2° ano de Métodos Analiticos II no ambito
da separacdo cromatografica de componentes de uma mistura, por cromatografia em
coluna. Deste modo, conclui-se que a parviflorona D foi isolada com sucesso por
cromatografia de adsor(;ao em coluna de silica.
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A ranitidina ¢ um antagonista dos receptores H2 que inibe a producdo de acido no
estomago sendo administrado no tratamento de tilceras gastricas e no alivio sintomatico
do refluxo gastro-esofagico. Este farmaco possui na sua estrutura quimica ligagdes
multiplas, anéis aromaticos e grupos carbonilo, sendo os eletrdes n deslocalizados
destes grupos funcionais facilmente excitados a niveis de energia superiores por
absorg¢do de radiagdo na regido U.V. do espectro eletromagnéticol.

No presente estudo foram utilizados dois métodos para a quantificagao da ranitidina sob
a forma de cloridrato a partir de comprimidos, recorrendo a espectrofotometria: método
de padrdo externo ¢ método de adi¢do padrdo. Os resultados de ambos os métodos
foram comparados2.

Para a curva de calibragdo obtida pelo método de padrdo externo foram utilizadas
varias solugdes-padrao de ranitidina com diferentes concentragdes, para as quais foram
lidos os valores de absorvancia ao comprimento de onda de 313 nm. Para o método de
adigdo padrdo, prepararam-se varias solugdes padrdo com diferentes concentragdes de
ranitidina, as quais se adicionou a mesma quantidade de amostra. Procedeu-se a leitura
dos valores de absorvéncia das solugdes a0 mesmo comprimento de onda, 313 nm,
e ao tragado da curva de calibragdo. A solugdo amostra foi preparada a partir de um
comprimido contendo 150 mg de ranitidina e diluida 1:250.

Através do método de padrdo externo obteve-se uma concentragdo de cloridrato
de ranitidina de 7,15x10-6 g/mL, o que corresponde a uma massa de 160,13 mg de
ranitidina e um doseamento de 106,8%.

No método de adi¢do padrdo obteve-se uma concentra¢do de cloridrato de ranitidina
de 1,02x10-6 g/mL, o que corresponde a uma massa de 152,59 mg de ranitidina e um
doseamento de 101,7%.

Sabendo que o teor de principio activo, segundo a Farmacopeia, deve estar entre 90-
110% concluimos que em ambos os métodos a amostra se encontra em conformidade
com os valores exigidos. Tal como esperado, o resultado obtido no método de adigao
padrdo encontra-se mais proximos do valor esperado, dado que este método elimina o
efeito de matriz.
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A utilizagdo de filtros ultravioletas isolados em formulagdes fotoprotetoras origina
produtos com protegdo limitada contra as radiagdes solares, o que evidencia a
necessidade de desenvolver formulagdes contendo a associagdo de filtros UVA e UVB.
No entanto, a maioria das formulagdes desenvolvidas por combinagdo destes filtros sao
instaveis como consequéncia desta combinagdo, bem como pela exposi¢ao a radiagao
UV.1 Assim, ¢ fundamental associar activos que permitam a fotoestabilizagdo destas
formulagdes.

O cha ¢ a segunda bebida mais consumida em todo mundo, pelos seus reconhecidos
beneficios para a saude. Esta bebida tem sido muito estudada por representar uma
fonte nutritiva de compostos bioactivos, nomeadamente polifendis, que fornecem
actividade antioxidante. Este trabalho teve como objectivo desenvolver e avaliar
formulagdes contendo cha verde ou cha preto, bem como os filtros solares avobenzona
(filtro solar UVA) e octilmetoxinamato (filtro solar UVB), no sentido de desenvolver
novas formulagdes fotoestaveis e eficazes proporcionando um amplo espectro de
fotoprotecgao.

A eficacia fotoprotectora in vitro foi determinada utilizando um espectrofotdmetro
equipado com detector tipo esfera de integragdo (Ultraviolet Transmittance Analyzer,
UV-20008S, Labsphere, US) e como substrato foram utilizadas placas de quartzo com
fita transpore.

Ao avaliar a eficacia fotoestabilizadora das formulagdes estudadas, verificou-se que
ambas as formulagdes contendo cha verde ou cha preto apresentaram um decaimento
inferior do factor de protecgdo solar, quando comparadas com as formulagdes sem cha.
O mesmo se verificou com o decaimento do comprimento de onda critico.

Assim, foi possivel concluir que ambos os chas apresentam capacidade fotostabilizadora.
Consequentemente, este estudo ¢ um excelente indicador de que o desenvolvimento de
novas formulagdes fotoprotectoras contendo chas, e possivelmente outros alimentos
funcionais, ¢ extremamente promissora na area da fotoprotecgdo, pela comprovada
fotoestabilizagdo.
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Tonic liquids (ILs) have singular characteristics that arise from their specific structure
allowing them to be placed in water, oils, or hydroalcoholic solutions. Thus, they may
be used as excipients in topical (micro)emulsions in an attempt to enhance topical and
transdermal delivery. Active compounds that are insoluble or sparingly soluble in water
and most organic solvents, stand a challenge for transdermal and topic drug delivery.
Thus, ILs may be key to certain major problems in the Cosmetic or Pharmaceutical
Industries. By the exposed, ILs are potential candidates as solvents, or even as vehicles,
for bioactive multifunctional compounds, for example, rutin and ferulic acid. These
substances are natural antioxidants, but their very low solubility in common medium
restricts their use in topical and dermocosmetic products, demanding high organic
solvent proportions that would compromise the safety profile of such preparations.
Herein, was evaluated the efficacy of a choline-amino acid IL as solubility enhancer. The
IL used was synthesized as previously described in literaturel with some modifications,
through a neutralization of a tetralkylammonium hydroxide with a bioorganic acid.
This IL is hydrophilic, liquid at room temperature and not cytotoxic for human cells1.
Furthermore, rutin and ferulic acid were used as insoluble model active compounds
and the solubility studies were performed in triplicate at room temperature and at 32°
C, in water and in a water:IL mixture (95: 5). For both actives a considerable
enhancement in solubility was observed in the presence of 5% IL, at both
room temperature and at 32° C, which is a first and fundamental indication that this non
cytotoxic IL may be an excipient of choice to improve active solubility.
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A procura por alimentos diferenciados representa, muitas vezes, nichos de mercado. A procura
por carne de bovino ndo ¢ excepgdo, como pode ser verificado pela procura por carne biologica
ou DOP [1]. Alguns consumidores podem estar dispostos a pagar estes produtos de carne
devido a preocupagdes relacionadas com seguranga e com as condi¢des de produgdo animal
[2]. No entanto, os consumidores enfrentam problemas de garantia de que este tipo de produto
corresponda as suas preferéncias e percepgdes de qualidade [3]. Isto levanta dividas sobre a
eficacia do uso destes atributos como uma ferramenta de diferenciagio de produtos alimentares.
Existem, ainda, dividas acerca das preocupagdes altruistas (relacionadas com o bem-estar
animal ou 0 ambiente), considerando-se que, frequentemente, ndo se traduzirdo em compras [4].
A maioria dos consumidores optard, simplesmente, pelo produto mais barato, principalmente
em periodos de restrigdo economica. Contudo, existem, actualmente, no mercado produtos que
incluem alguns destes atributos, como ¢ o caso de ovos free-range e produtos biologicos. O
presente trabalho faz uma analise das preocupagdes e percepgdes dos consumidores acerca de
bem-estar animal, seguranga alimentar ¢ meio ambiente, no contexto da cadeia de produgao
de carne de bovino, pretendendo avaliar o potencial de mercado para produtos de carne
diferenciados.

Foi implementado um inquérito com varias secgdes: i) habitos de compra e consumo de
carne de bovino, ii) comportamentos dos consumidores relacionados com o bem-estar animal
e o ambiente, iii) causas humanitarias, nomeadamente o banco alimentar contra a fome ou
associagdes de defesa do consumidor, iv) grau de preocupagdo com o bem-estar, o ambiente ou
a seguranga na producdo de carne de bovino ao longo de toda a cadeia de produgdo e venda e
v) classificagdo de quatro produtos de carne em termos de suas preferéncias de compra, caso 0s
pregos fossem os mesmos (“amiga do ambiente”, “mais bem-estar animal”, “mais seguranga” e
carne indiferenciada).

Os resultados do inquérito sugerem ser possivel que a seguranga, o bem-estar animal e a
protec¢do ambiental tenham o potencial de ser incluidas em produtos de carne com elevado
valor de mercado.
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A bactéria Ornithobacterium rhinotracheale (ORT) tem vindo a ser diagnosticada em aves
domésticas e selvagens desde os anos 90 [1], estando implicada na etiologia de pneumonias e
aerosaculites, muitas vezes em associagdo com outros agentes patogénicos aviarios, tais como
o virus da doenca de Newcastle e Escherichia coli [1, 2, 3]. Apesar de ser frequentemente
diagnosticada em exploragdes intensivas de perus, pouco se sabe relativamente a prevaléncia de
ORT e quais as estirpes existentes em Portugal.

Este projeto visa a detec¢do de ORT a partir de zaragatoas traqueais e cloacais
provenientes de aves domésticas e selvagens através de Polymerase Chain Reaction
(PCR), assim como o isolamento de estirpes circulantes em Portugal, com o propdsito
ultimo de realizar estudos serologicos e fenotipicos através de Multilocus Sequence
Typing (MLST) e, ainda, de determinar quais as resisténcias antibioticas das estirpes
isoladas.

Até a data foram recolhidas 71 zaragatoas traqueais e cloacais de aves marinhas selvagens ¢ de
frangos rejeitados no matadouro, tendo sido ja analisadas 49 zaragatoas traqueais para ORT.
Destas amostras, duas deram resultado positivo, sendo as mesmas provenientes de uma gaivota-
de-asa-escura (Larus fuscus) e de um frango rejeitado. Para além disso, trés estirpes isoladas a
partir de necropsias de peru pela Controlvet — Seguranga Alimentar SA estdo, neste momento, a
ser caracterizadas, apresentando o serotipo A+1.

Num futuro préximo pretendemos continuar a recolher amostras de aves selvagens e
domésticas com o intuito de reunir mais informagdo relativamente a prevaléncia de
ORT em Portugal, recorrendo a mais centros de recuperagdo de aves distribuidos pelo
pais.

Agradecimentos:

A autora agradece a todos os membros do Instituto de Doengas Aviarias da Freie Universitit
(FU) Berlin pelo apoio logistico e financeiro e pela assisténcia técnica providenciada; a Dahlem
Research School (DRS) da FU Berlin pela bolsa de investigagdo gentilmente concedida; a SPVS
pela colheita de amostras e pela assisténcia técnica; a Controlvet — Seguranca Alimentar SA pela
disponibilidade demonstrada e pela concessio das estirpes de ORT; aos colegas da faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias por todo o apoio
prestado durante o ano lectivo de 2013/2014.

Referéncias:

[1] Hafez and Vandamme, Avian Dis (2011), 54:161-3.

[2] Vandamme et al., Int J Syst Bacteriol (1994), 44:24-37

[3] Hinz et al., Vet Rec (1994), 135:233-4.



P22 - Investigaciio em regeneragio periodontal
Jodo Filipe Requicha '?

'CBIOS - Centro de Investigagdo em Biociéncias ¢ Tecnologias da Satide. Faculdade
de Medicina Veterinaria, Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias,
Campo Grande 376, 1749-024 Lisboa Portugal.
2Unidade de Investigagdo 3B’s, Universidade do Minho, Guimarées, Portugal.

Contacto: jfrequicha@gmail.com

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria que afeta o periodonto o qual € o 6rgdo que
envolve e sustenta o dente. Quando ndo tratada, esta conduz a esfoliagdo dentaria,
devido a destruigao do osso alveolar e do ligamento periodonal, ¢ coloca em risco a vida
do doente devido a dispersdo sanguinea de mediadores inflamatérios e microrganismos
patogénicos.

A reconstrucdo desses defeitos, tanto em animais de companhia como em humanos ¢
um verdadeiro desafio. A Engenharia de Tecidos surgiu com abordagens alternativas
e promissoras envolvendo a utilizagdo de biomateriais de suporte e de células
indiferenciadas que visam induzir a regeneragéo do tecido alvo.

Num trabalho, recentemente desenvolvido, obteve-se uma matriz biodegradavel a
base de uma mistura de amido e policaprolactona e combinada com células estaminais
derivadas do tecido adiposo (ASCs) canino. Este scaffold foi proposto para utilizagao
em regeneragdo periodontal dado que tem o potencial de guiar o crescimento dos
diferentes tecidos periodontais e de ser osteocondutor.

Atualmente, encontramo-nos a caracterizar as ASCs caninas bem como de outras
espécies com interesse em Medicina Veterinaria, de forma a abrir portas para o
desenvolvimento de novas terapias celulares.

A cirurgia reconstrutiva dos defeitos periodontais e 6sseos esta associada a uma elevada
dificuldade técnica e que ¢ inerente as caracteristicas anatomicas da cabega e da
cavidade oral. A tecnologia de prototipagem rapida tem revelado um enorme interesse
em Medicina Humana como meio auxiliar no planeamento cirtrgico. O intuito de um
projeto em curso ¢ o de otimizar a tecnologia de impressao 3D e aplica-la na area da
cirurgia maxilofacial veterinaria.

Considerando que a doenga periodontal tem uma elevada base genética, realizamos
também trabalhos de identificagdo de polimorfismos de base tinica (SNP’s) associados
ao aparecimento da doenga no cdo. Este estudo podera, num futuro proximo, contribuir
para o desenvolvimento de testes que avaliem a susceptibilidade a esta patologia.

A investigacdo na area da doenga periodontal, tanto no cdo como noutros animais de
companhia, ¢ essencial para a melhoria dos métodos de diagnostico, cada vez mais

precoces, ¢ das suas técnicas terapéuticas.
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INTRODUCAO: O nimero de exames de Tomografia Computorizada (TC) tem
registado um aumento anual quer a nivel mundial, quer a nivel nacional [1]. Face a
crescente procura desta modalidade de radiodiagnostico, a Comissdao Europeia (CE)
elaborou um conjunto de recomendagdes de boas praticas [2]. Em Portugal, em 2010,
realizaram-se 17,3 exames de TC do abdomen superior por 1000 habitantes, tendo
sido o segundo exame de radiologia de corpo mais realizado. Foi reportado uma dose
efectiva tipica de 6,94 mSv para a TC do abdomen superior, o que representou 12,4%
do valor total de dose efectiva na populagdo portuguesa [3].

OBJECTIVOS: Caracterizagdo do protocolo de exame de TC do abdomen superior
num centro hospitalar e analise da adequagdo do Nivel de Referéncia de Dose (NRD)
local observado as recomendagdes da CE.

METODO: Efectuou-se um estudo observacional transversal retrospectivo.
Recolheram-se dados de variaveis demograficas, parametros técnicos e dosimétricos no
Sistema de Arquivo e Comunicagio de Imagem local.

RESULTADOS: Do total de 50 casos observados, 44,0% corresponderam a exames
realizados numa série de unica de aquisicdo, com uma tensdo de 120 kV ¢ com
correntes aplicadas variaveis (com a idade aquando da realizagdo do exame e com
a area transversal) no intervalo entre 99 mA e os 437 mA. Registou-se um valor de
CTDlvol de 20,61 mGy, que foi inferior em 19,02% ao valor recomendado, e um valor
de CTDI de 676,46 mGy.cm, 13,27% abaixo do recomendado pela CE.
CONCLUSAO: Verificou-se a adequagdo do NRD local para os exames de TC do
abdomen superior registados que definiram o protocolo tipo local de exame.
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INTRDUCAO: Atualmente, a TC constitui a fonte de radiodiagnostico que mais
contribui para a dose efectiva da populagdo e para o aumento dos riscos, estocasticos,
da exposi¢do as radiagdes médicas [1,2]. Perante aos riscos decorrentes da exposigdo a
radiagdo ionizante de baixa energia, a Comissdo Europeia (CE) elaborou um conjunto
de recomendagdes de boas praticas [3].Em Portugal, em 2010, realizaram-se 17,4
exames de TC do torax por 1000 habitantes, tendo sido o exame de radiologia de corpo
mais realizado. Foi reportado uma dose efectiva tipica de 4,93 mSv para a TC do torax,
o que representou 8,9% do valor total de dose efectiva na populagdo portuguesa [2].
OBJECTIVOS: Caracterizagdo do protocolo de exame de TC do torax num centro
hospitalar ¢ analise da adequagdo do Nivel de Referéncia de Dose (NRD) local
observado as recomendagdes da CE.

METODO:Efectuou-se um estudo observacional transversal retrospectivo.
Recolheram-se dados de variaveis demograficas, parametros técnicos e dosimétricos no
Sistema de Arquivo ¢ Comunicag¢do de Imagem local. RESULTADOS: Registou-se um
total de 60 exames de TC do torax, tendo todos sido adquiridos em modo helicoidal.
Destes, 96,6% foram adquiridos numa série tinica de aquisigéo, com uma tensdo de 120
kV e com valores de corrente variaveis (com a idade aquando da realizagdo do exame
e com a area transversal) entre 99 mA e os 437 mA. Observou-se um valor de CTDIvol
de 18,91 mGy, 13,34% abaixo do valor recomendado, e um valor de CTDI de 637,03
mGy.cm, 2,00% abaixo do recomendado pela CE.

CONCLUSAO: Verificou-se a adequagao do NRD local para os exames de TC do
torax registados que definiram o protocolo tipo local de exame.Referéncias:
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