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PREFACIO

O processo de descoberta de drogas ndo termina quando 0s cientistas criam uma nova substancia
quimica com efeitos bioldgicos. Esse produto quimico deve entdo ser refinado e testado para
determinar se é seguro, eficaz e vale a pena estudar em ensaios clinicos. Essas tarefas se enquadram
no escopo da Ciéncia Farmacéutica, uma disciplina que usa a quimica e a biologia para entender
como funcionam os medicamentos e para inventar novos.

As ciéncias farmacéuticas combinam uma ampla gama de disciplinas cientificas que sdo criticas
para a descoberta e o desenvolvimento de novos medicamentos, terapias, diagndsticos e prevencao
de doengas.

O campo depende de conhecimentos multidisciplinares, no entanto, os atores principais sé@o
farmacéuticos e suas habilidades em ciéncias biologicas e exatas. Portanto, este livro traz um
conjunto de estudos selecionados para o0 amante da area.

Desejamos uma leitura agradavel e que a mesma possa somar ainda mais nos seus conhecimentos.

Guilherme Barroso L. De Freitas
Farmacéutico

Mestre em Quimica Organcia pela UFRJ
Doutor em Medicina pela UFPR

Editor Chefe da Editora Pasteur
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INTRODUCAO

O cancer de figado primario teve em 2018 a sétima maior ocorréncia e é considerado o de
segunda maior mortalidade quando comparado a outros 36 tipos canceres, sendo que a Asia abriga
a maior parte das ocorréncias deste tipo (cerca de 72%), seguia pela China que € responsavel por
47% desses canceres no mundo (BRAY et al., 2018). Entre os anos de 2005 e 2015, a neoplasia
hepatica representou a segunda causa principal de anos de vida perdidos por cancer em todo o
mundo, com um aumento de 4,6% nos anos absolutos de vida perdidos (IC 95% -1,6% a 15,4%)
(YANG et al., 2019).

Dentre 0s varios tipos de neoplasias hepaticas primarias, como colangiocarcinoma (cancer
do ducto biliar de células epiteliais biliares), o hepatoblastoma (tumor hepético maligno da infancia
raro), o cistadenocarcinoma do ducto biliar e o hemangioendotelioma epitelial, o carcinoma
hepatocelular (CHC) tem destaque por ser o tipo histolégico mais dominante de cancer de figado na
maioria dos paises, sendo responsavel por aproximadamente 75% do total de casos (DUTTA &
MAHATO, 2017; PETRICK. et al., 2020).

O CHC pode desenvolver por meio de algum estresse oxidativo e inflamacéo, sendo esse
desenvolvimento, por exemplo, devido a exposicao a aflatoxina, ao consumo excessivo de alcool,
obesidade, diabetes, ao tabagismo e a infeccéo cronica pelo virus da hepatite B ou C, em que (i) as
populacBes do Leste Asiatico e da Africa Subsaariana estdo mais sujeitas ao virus HBV e (ii) as
populacdes da América do Norte, Europa e Japdo estdao mais sujeitas ao virus HCV (CHACKO &
SAMANTA, 2016; PETRICK et al., 2020; YANG et al., 2019; FITZMORRIS et al., 2015).

Os demais fatores de riscos, como 0 consumo crénico de alcool, a ingestdo de alimentos
contaminados por aflatoxina e doencas hereditarias — como hemocromatose por sobrecarga de ferro
no corpo —também sdo encontrados nos paises asiaticos, enquanto que nos paises desenvolvidos os
fatores de risco conectados a CHC envolvem mais a diabetes tipo 2, a obesidade, aos disturbios
metabolicos e esteatohepatite ndo alcodlica (NASH), como parte de doencas hepaticas gordurosas
ndo alcodlicas (NAFLD), sendo valido ressaltar que casos de CHC sdo mais comuns na populacéo
masculina em comparacdo com a feminina (4:1) (YANG et al., 2015; DUTTA & MAHATO 2017).

Alguns métodos de prevencdo como ndo ingerir alcool, a vacinacdo contra a infecgcéo pelo
HBV, a ingestdo de vitamina D e célcio podem evitar o surgimento do CHC em muitos casos
(CHACKO & SAMANTA, 2016; DUTTA & MAHATO, 2017). No que diz respeito ao tratamento
desta doenca, atualmente, a resseccdo cirurgica € uma terapia curativa com baixa taxa de
sobrevivéncia em pacientes na fase tardia; outras formas de tratamento envolvem o transplante de
figado, a embolizacdo e a quimioterapia, que sdo frequentemente recomendadas para pacientes em
estagio inicial (CHACKO & SAMANTA, 2016; TROJAN et al., 2016; DUTTA & MAHATO,
2017).

A eficécia das drogas quimioterdpicas utilizadas hodiernamente esta em uma realidade
longinqua, posto que existem desvantagens como nauseas, vomitos, toxicidade para células néo-
tumorais, hiperbilirrubinemia e fadiga, carecendo, assim, de estudos sobre possiveis medicamentos,
sejam eles de origem sintética ou natural, com acessibilidade, viabilidade econdmica — destacando
0 alto custo do tratamento quimioterapico — e de pouco ou nenhum efeito colateral (PRAKASH &
DEVARAJ, 2019; GHEENA & EZHILARASAN, 2019).
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Plantas medicinais sdo utilizadas por milhares de anos na medicina popular e, mediante ao
exposto, nos Ultimos anos, algumas preparacdes e produtos naturais estdo sendo examinados no que
tange as atividades bioldgicas, dentre elas, anticancerigena, passiveis ou ndao de modificacdes
moleculares que intensifiguem a quimioterapia oncolégica (GREENWELL & RAHMAN, 2015;
WANG et al., 2019; REN et al., 2019). A familia botanica Lauraceae apresenta alguns compostos
bioativos predominantes, sendo bastante utilizada para o tratamento de distintas patologias, com
algumas espécies detentoras de propriedades citotoxicas e anticancer (DAMASCENO et al., 2019).

Nectandra compreende um dos maiores géneros dessa familia botanica, com cerca de 120
espécies que sao distribuidas em regides tropicais e subtropicais e utilizadas para o tratamento de
diversas patologias, como dor, inflamacao, febre, infeccdes parasitarias e existe a possibilidade de
ser um agente antitumoral devido a presenca de metabdlitos secundarios bioativos (GRECCO et al.,
2016).

Alguns estudos, conduzidos in vitro e in vivo, mostram o potencial biologico de espécies do
género Nectandra, em que 0s metabolitos presentes nessas diferentes espécies sao responsaveis, de
forma promissora, pelas atividades citotoxicas contra células do melanoma humano (DE SOUSA et
al., 2019), antifngica e antioxidativa (DA SILVA et al., 2018) e anti-Trypanosoma (GRECCO et
al., 2017). Frente ao exposto, objetivou-se avaliar, in vitro, a composi¢do quimica e o potencial
citotoxico dos extratos etandlicos caulinar e foliar de Nectandra psammophila em células HepG2
do hepatocarcinoma humano.

METODO
Obtencéo e preparo dos extratos de Nectandra psammophila

Folhas (= 100 g) e galhos/caules (= 200 g) de Nectandra psamophila foram coletados em
novembro de 2018 na Reserva Natural Vale (RNV) — exsicatas identificadas e depositadas no
Herbério da Reserva Natural Vale sob nimero CVRD 15938/RNV — e expostos a secagem em estufa
com circulacédo e renovacéo de ar — ndo ultrapassando a temperatura de 45 °C para evitar a perda de
compostos —, e triturados em Moinho de Facas (granulometria 0,3mm) para obtencdo das drogas
vegetais, ou seja, das partes da planta estabilizadas por meio da secagem. O preparo dos extratos foi
efetuado pelo procedimento de percolacdo etanol 92% (v/v), utilizando-se a proporcao de 1:3 (p/v)
(3 vezes, por 72 horas cada), respectivamente. Ao fim desta etapa, 0s extratos vegetais foram
filtrados em papel filtro (Whatman n°1) e o solvente evaporado a 40 °C por evaporador rotativo
(Marconi — MA-120) acoplado a bomba de vacuo (Marconi — MA 057/1) e, para retirada completa
do solvente, os extratos etanolicos sofreram o processo de liofilizagdo (Liotop®, L101). Por fim,
foram transferidos para vidro &mbar e armazenados ao abrigo de luz, calor e umidade; o0s extratos
foram solubilizados em 60% RPMI 1640 e 40% DMSO e homogeneizados por vortexagem e banho
ultrassénico nas concentracfes de 100mg/mL para estocagem a -20 °C (SEVERI, 2007).
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Linhagem e manutencéo das células

A linhagem celular HepG2, responsavel pelo carcinoma hepatocelular humano, foi cedida
gentilmente pela Fundacdo Oswaldo Cruz — Ronddnia e as células cultivadas em garrafas de cultivo
de 75cm3 com tampa com filtro em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute),
suplementado com 20% SBF (v/v) (Soro Bovino Fetal), 23,66mM de HEPES (&cido 4-(2-
hidroxietil) -1-piperazinoetanossulfonico), 23,80mM de NaHCOs (bicarbonato de sédio) e 1%
Penicilina-Estreptomicina 100x (Sigma Aldrich®) e mantidas em estufa de circulacéo de ar com 5%
de CO2, a 37 °C. Apds o estabelecimento do cultivo in vitro, as células foram repicadas utilizando-
se 0 processo de tripsinizacdo no alcance de 70% de confluéncia e, ap0s trés passagens, realizou-se
0s experimentos com a confluéncia em cerca de 80%.

Atividade citotdxica

A atividade citotoxica e/ou antiproliferativa de N. psammophila em células HepG2 foi
determinada pelo ensaio do MTT (3- (4,5-Dimetiltiazol-2-il) -2,5-Brometo de Difeniltetrazolio),
baseado na capacidade das células reduzirem o MTT em cristais de coloragdo roxa, avaliando,
assim, se sdo metabolicamente viaveis a partir da integridade mitocondrial (MOSMANN, 1983).
Em placas de 96 pocos, as células HepG2 foram cultivadas em meio de cultivo RPMI 1640
suplementado com 23,80 mM de NaHCOs; com um ajuste de 1x10* células por pogo e
acondicionadas, overnight, em estufa de circulagéo de ar com 5% CO e 37 °C, averiguando a adesdo
das células. Apos este periodo, realizou-se a troca do meio dos pocos e adicionou-se solugéo de
meio RPMI 1640 com os extratos diluidos (0,4% DMSO) em sete diferentes concentracGes
(2000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,50 pug/mL, 31,25 pug/mL e de 15,62 pg/mL)
para teste em triplicata; o veiculo DMSO 0,4% foi utilizado como controle negativo. As placas
foram incubadas nas mesmas condicBes de cultivo por um periodo de 48 h e, ap0s observar a
morfologia das células tratadas em microscopio trinocular invertido, os sobrenadantes foram
removidos cuidadosamente, as células lavadas uma vez com PBS 1x a 37°C esterilizado em
membrana 0.22 pum e 100 pL de solucdo de MTT a 0,5 mg/mL foram adicionados por poco,
incubando as placas no escuro e ap0s quatro horas removeu-se a solucao reveladora e adicionou-se
150 pL de DMSO por poco — solubilizando os cristais derivados da redu¢do do MTT — para a leitura
da porcentagem de inibi¢do em leitor de microplaca a A 570 nm para célculo de células viaveis,
conforme formula:

Absorbancia amostra—absorbancia controle do meio

X 100%.

% células viaveis = — — -
Absorbancia controle celular—absorbancia controle do meio

Analises Estatisticas

Para as andlises estatisticas dos resultados, 0 CCsg foi calculado a partir de uma regressao
linear por meio da formulay = Al + (A2 — A1) /(1 + 10*((LOGx0 — x) * p), com qualidade
da regresséo aferida pelo coeficiente de determinacdo (COD) R? > 0,95 e auxilio do programa
estatistico Origin® 2019b; Para a comparac&o entre 0s grupos, os dados foram avaliados pela Analise
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de Variancia (ANOVA) e o Teste de Tukey foi utilizado para comparacdo das medias com o
software GraphPad PRISM 6, sendo a determinacdo do nivel de significancia para p<0,05
considerada significativa.

Anélise fitoquimica dos extratos etanolicos de Nectandra psammophila

Realizou-se, com adaptagdes, a caracterizacdo do tipo qualitativa da composicdo quimica
dos exemplares vegetais conforme Wagner et al. (1984) e Matos (2009). A busca por alcaloides foi
exercida com uso da observacdo da formacdo de precipitados especificos dos reagentes (i)
Dragendorff (precipitado laranja), (ii) Mayer (precipitado branco), (iii) Bertrand (precipitado
branco), (iv) Bouchardat-Wagner (precipitado marrom) e (v) Hager (precipitado amarelo). Com a
reacao de Kedde, foi possivel a busca por glicosideos cardiotonicos e com a reagéo de Keller-Kiliani
fez-se possivel a busca por desoxioses nas extremidades livres. As antraquinonas foram
evidenciadas com manuseio da reacdo de Borntrager, a qual, caso positivada, permite a observacao
de cor réseo-avermelhada na fase inferior da solucdo. Os terpenos/fenantrenos foram evidenciados
pela reacdo de Liebermann-Buchard, onde a cor azul ou verde indica nicleo esteroidal e cor rosa ou
violeta indica nucleo terpénico. Verificou-se a presenca de saponinas realizando a decoc¢éo (3min)
da porc¢éo do extrato dissolvida em 10 mL de agua destilada e posterior agitacdo rigorosa (15s) e
apos a agitacédo, repousou-se a solucdo por 15 minutos e adicionou-se uma gota de HCI concentrado,
onde a persisténcia da espuma indica positivo; saponinas hemoliticas foram evidenciadas a partir da
deposicédo dos extratos em meio enriquecido com sangue em placas incubadas em temperaturas 2-
8 °C, sendo Saponina P.A. o controle positivo, observando a formacdo de halo de hemdlise nos
tempos de 24 h e 48 h. As cumarinas foram determinadas a partir da aplicacdo dos extratos em papel
filtro até a formacéo de dois halos seguido da adicéo de 2 gotas de KOH/NaOH 10% etanol (p/v) e
da exposigdo a radia¢ao ultravioleta A 365nm, observando-se 0 aparecimento de fluorescéncia no
tempo de 1-3 minutos. Os compostos fenolicos foram presenciados com a adicao de gotas da solugédo
de FeClz (5%) e a cor azul-verde da solucéo. Flavonoides foram determinados pelas reagGes de
Shinoda, de Pacheco, de Pew, de Taubock e com AICls, sendo, as duas ultimas, reveladas sob luz
ultravioleta A 365nm. A revelacdo de taninos foi feita a partir da utilizacao de solu¢des de Pb(AcO)2;
de Cu(AcO)2; de FeClzs 1% MeOH; e de gelatina 2%, com analise feita pela presenca e aspecto de
precipitado (se presente) e por mudanca em coloracdo especifica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca por farmacos para tratamento de células cancerigenas requer caracteristicas nos
compostos que sejam capazes de diminuir a proliferacdo e o crescimento celular, induzindo,
também, dano e morte celular. Neste estudo, realizou-se a preparacdo dos extratos etandlicos
caulinar e foliar de N. psammophila utilizando percolagdo com etanol 92% (v/v; 1/3 p/v) com
rendimento de 7,41% e 19,29%, respectivamente. Para determinacdo do potencial terapéutico dos
extratos etandlicos caulinar (ECNP) e foliar (EFNP), células da linhagem HepG2, cultivadas com
eficacia, foram tratadas por um periodo de 48 horas nas concentra¢es de 1000, 500, 250, 125,



62,50, 31,25 e de 15,62 pg/mL e investigadas quanto a viabilidade celular utilizando o reagente
MTT.

O tratamento com ECNP revelou que as concentragdes 1000 e 500 pg/mL reduziram a
viabilidade celular em 71,8 e 70% para EFNP e em 61,7 e 51,7% para EFNP; ambos os tratamentos
foram comparados com o controle negativo, o qual néo teve a viabilidade afetada pelo DMSO 0,4%
(Figura 1.1 e 1.2). De acordo com Mosmann (1983), a clivagem do MTT apresenta diversas
propriedades que dizem respeito a atividade citotoxica e/ou antiproliferativa, uma vez que este
processo € feito por células vivas e ativas e, utilizando o ensaio de viabilidade MTT, foi possivel
monitorar a reducdo da atividade metabdlica a partir da reducdo do sal de tetrazélio nas
concentracdes mais altas de ECNP e EFNP no periodo de 48 horas, conforme Figuras 1.1 e 1.2.

Figura 1.1. Avaliacédo do efeito citotoxico em células HepG2 do extrato etandlico caulinar (ECNP)
de N. psammophila
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Legenda: Os dados representam, em porcentagem, a viabilidade celular para cada concentracdo de ECNP + desvio
padrdo de trés experimentos realizados em triplicata. *P < 0,0001.

Figura 1.2. Avaliacdo do efeito citotoxico em células HepG2 do extrato etandlico foliar (EFNP) de
N. psammophila
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Legenda: Os dados representam, em porcentagem, a viabilidade celular para cada concentracdo de EFNP + desvio
padrédo de trés experimentos realizados em triplicata. * P < 0,0001.
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Os valores de células vivas e metabolicamente viaveis obtidos via ensaio do MTT foram
utilizados para estimar os indices de concentracdo citotoxica dos extratos para 50% das células
HepG2 (CCsp), com resultados de CCso= 212,26 + 2,18 pg/mL para ECNP e de CCso= 363,53 +
3,62 pg/mL para EFNP, sugerindo a baixa atividade citotoxica e/ou antiproliferativa de N.
psammophila, uma vez que a reducdo da viabilidade celular — no que diz respeito a integridade
mitocondrial — foi evidenciada (Figura 1.3).

Figura 1.3. Valores de CCso obtidos por regressdo linear de resposta da porcentagem de células
viaveis sob efeito das concentracdes dos extratos (A) etandlico caulinar e (B) etandlico foliar de N.
psammophila ap6s 48 horas de incubacédo
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Legenda: Dados expressos em média de trés repeticBes em triplicata + erro padrdo. CC50: concentracdo meédia de
inibicdo. R coeficiente de determinagdo. ECNP: extrato etandlico caulinar. EFNP: extrato etandlico foliar.

O valor de CCso calculado por regressédo linear foi de CCso= 212,26 + 2,18 pug/mL e de
CCso= 363,53 * 3,62 pg/mL para ECNP e EFNP, apresentando citotoxicidade e/ou inibicdo da
atividade antiproliferativa de HepG2, com ambos os valores dos coeficientes de determinacdo (R?)
> 0,95, sendo que quanto mais proximo de 1, mais se explica a intensidade da variacdo da viabilidade
celular em relacdo a variacdo da concentracdo de ECNP e EFNP; entretanto, o teste realizado ndo
permite distinguir se as células sdo induzidas ao processo apoptotico ou se ndo dao inicio ao ciclo
celular, uma vez que células ativadas produzem mais cristais de formazan que células em repouso,
fazendo com que haja maior medicao de viabilidade nas concentracGes mais baixas testadas mesmo
na auséncia de proliferacdo (MOSMANN, 1983).

Da mesma forma, estudos realizados com os 0Oleos essenciais dos galhos e folhas de
Nectandra salicina mostraram citotoxicidade frente células HepG2, com valores de CCso
aproximadamente 200 pug.mL™ (CICCIO et al., 2009), mas a extracdo de compostos biologicamente
ativos é um passo critico, uma vez que a eficiéncia contra tipos celulares ira depender de diversos
fatores, como érgdo vegetal extraido, substancias a serem extraidas, solvente e método extrativo,
mas por outro lado, relatos sobre a atividade citotdxica do 6leo essencial das folhas de Nectandra
leucantha em algumas células cancerigenas sdao evidenciados, com valores de CCso intercalando
entre 33 +1e€194,9 +0,1 ug.mL? (GRECCO et al., 2015).
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Os resultados testes realizados na triagem fitoquimica com a finalidade de investigar a
presenca das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos etandlicos ECNP
e EFNP estdo evidenciados na Tabela 1.1. A presenca de compostos fendlicos pode ser evidenciada
com a formacdo de um precipitado de coloracdo azul ou verde, caracteristico pela interacdo entre o
cloreto férrico 5% e a solucdo hidroalcdolica dos extratos vegetais. A positividade foi constatada
em EFNP e EFNP, corroborando com estudos em que outras espécies do mesmo género foram
utilizadas, onde compostos fendlicos foram evidenciados nas folhas e nas cascas de N. lanceolata,
de N. megapotamica e de N. grandiflora (FERRAZ et al., 2018), assim como no 6leo essencial das
folhas de N. megapotamica (FARIAS et al., 2018) e no extrato hidroalc6olico das cascas de N.
cuspidata (OLIVEIRA et al., 2018).

Fez-se a combinacdo de varios testes para a avaliar a presenca de flavonoides, fazendo-se o
uso de parametros como o aumento da absor¢éo de luz ultravioleta (Reacdo de AICIs e Taubouk) e
a formacéo de cianidina — pela interacdo com metais em meio acido (Shinoda, Pew e Pacheco).
Neste estudo, a positividade foi constatada apenas para EFNP nas reacdes com AICI3 e de Taubouk,
sendo também encontrados em outras espécies de Nectandra spp., como no extrato metanolico de
Nectandra acufolia (GONZALEZ & MOSQUERA, 2019), nos extratos etanolicos das folhas de
Nectandra grandiflora (DA SILVA et al., 2018; RIBEIRO, 2002) e, embora aqui ndo relatados,
foram evidenciados no extrato tolueno de cascas do caule de N. purpurascens (AVELLA & RIOS-
MOTTA, 2010).

Tabela 1.1. Analise qualitativa da composicdo quimica dos extratos caulinar (ECNP) e foliar
(EFNP) de Nectandra psammophila (Lauraceae) utilizados para a avaliacdo da atividade citotoxica
em células do carcinoma hepatocelular HepG2

Metabdlitos secundarios Testes realizados Resultados
Alcaloides Drangendorff; Mayer; Bertrand; Bouchardat/\Wagner; e Hager X
Compostos Fendlicos FeCl35% ECNP; EFNP
Heterosideos Cardiotdnicos Kedde; Pesez; e Keller-Killiani ECNP; EFNP
Antraquinonas Borntrager X
Terpenoides Liebermann-Buchard ECNP; EFNP
Saponinas Formagdo de espuma estavel* e de halo hemolitico ECNP*; EFNP*
Cumarinas KOH 10% / NaOH 10% ECNP; EFNP
Flavonoides Shinoda; Pacheco; Pew; Taubock; e AICI; EFNP
Taninos Pb(AcO)2; Cu(AcO),; FeCls 1% MeOH; e Gelatina 2% ECNP; EFNP

Para verificar a presenca dos compostos terpénicos, utilizou-se a reacdo de Liebermann-
Buchard, distinguindo a origem do nucleo terpénicos por meio do aparecimento da coloracdo azul
ou verde para presenca de nucleo esteroidal, e coloracdo rosa ou violeta para ndcleo triterpénico.
Em ambos extratos analisados, os resultados sugerem a presenca de terpenos com nucleo esteroidal,
assim como evidenciado nos extratos etéreo e aquoso hidrolisado das folhas de Nectandra
membranaceae (BAGNARELLO-MADRIGAL et al., 2018) e nos estudos de Macias-Villamizar e
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Cuca-Suare (2014), que apontou trés tipos de esteroides no extrato etandlico da casca de Nectandra
turbacensis.

A presenga de glicosideos cardiotonicos foi investigada pelos testes de Kedde, de Pesez e de
Keller-Killiani; no primeiro, tem-se a finalidade de identificar a presenca de anel lactonico a-f
insaturado a partir da reacdo do extrato vegetal com &cido 3,5-dinitrobenzdico em meio alcalino,
em que o aparecimento de coloragdo vermelho-violeta demonstra positividade. Os extratos EFNP e
ECNP foram positivos para a reagdo de Kedde, indicando a presenca de anel lactdnico ligado ao
ndcleo fundamental dos terpenos.

A reacdo de Pesez investiga a presenca de heterosideos cardiotonicos, exibindo coloracao
amarelo fluorescente sob luz ultravioleta apés adicdo de acido fosférico; a reacdo de Keller-Killiani
averigua a presenca de glicosideos que possam estar ligados ao nucleo fundamental dos terpenos,
que, basicamente, ocorre em meio acido, com hidrolise da porgdo glicosidica, apresentando
coloracdo castanho-avermelhada na presenca de desoxioses livres nas extremidades. A negatividade
em EFNP e ECNP para as reagdes de Pesez e Keller-Killiani sugerem a auséncia de heterosideos
cardiotonicos e também de glicosideos ligados ao nucleo esteroidal, contudo, por se tratarem de
testes especificos para desoxiaglcares e heterosideos facilmente hidrolisaveis, a presenca de uma
cadeia constituida por residuo terminal de glicose, por exemplo, poderia levar a uma reacao negativa
(SIMOES, 2016).

A pesquisa de saponinas foi realizada pelos testes de agitacdo vigorosa da solucdo aquosa
do extrato vegetal, onde a formacéo e a permanéncia da espuma indicam a presenca de saponinas,
cuja confirmacédo também pode vir com posterior adicao de &cido diluido para verificar a resisténcia
da espuma. As saponinas podem apresentar atividade hemolitica, devido as caracteristicas fisico-
quimicas presentes que atuam sobre as membranas biol6gicas como tensoativo, promovendo lise
celular (FRANCIS et al., 2002); para verificar a capacidade hemolitica das saponinas é realizado
um teste em agar-sangue, onde se positivo, ha a formacao halo de hemdlise.

Os extratos vegetais ECNP e EFNP foram positivos para o teste de agitacdo com posterior
adicdo de acido, indicando saponinas na solucdo aquosa dos extratos, entretanto, ambos foram
negativos para o teste de hemdlise, propondo a auséncia de atividade hemolitica ou que esta seria
pouco relevante para ndo formar o halo de hemolise.

Para investigar a presenca de cumarinas, uma aliquota dos extratos foi disposta em papel
filtro e acrescida de uma solucdo de base forte e exposicdo a luz ultravioleta. A intensificacdo da
fluorescéncia ao longo do tempo € sugestiva para cumarinas, visto que possuem a capacidade de
absorver radiacdes ultravioletas. A positividade da reacdo para os extratos ECNP e EFNP indica a
presenca desta classe nas amostras.

A presenca de saponinas e de cumarinas no género Nectandra também foi observada por
Mallmann et al. (2012), sendo estes compostos encontrados nas fracdes cloroférmica, acetato de
etila e butandlica do extrato etandlico bruto de N. megapotamica. Ademais, cumarinas foram
identificas no extrato aquoso e aquoso hidrolisado e, em contrapartida, evidenciou-se a auséncia de
saponinas no extrato etéreo e aquoso de N. membranaceae (BAGNARELLO-MADRIGAL et al.,
2018).

Como os compostos da classe dos taninos possuem como caracteristica a complexagdo com
proteinas, polissacarideos e alguns metais (SIMOES, 2016), a investigacdo da presenca destes
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compostos foi realizada com solucdo aquosa de gelatina a 2%, em que a precipitacdo da gelatina em
contato com o extrato vegetal, sugere a presenca de taninos. Algumas reacfes colorimétricas
auxiliam na diferenciacdo preditiva entre taninos hidrolisaveis e condensados, como a adi¢do de
solucdo metandlica de cloreto férrico a 1%, em que a formacdo de coloracdo azul indica taninos
hidrolisaveis e a coloracdo verde indica taninos condensados. A adicéo de solucGes contendo acetato
de chumbo a 10% ou acetato de cobre a 4% nos extratos vegetais também indicam taninos
hidrolisaveis.

Os extratos vegetais ECNP e EFNP foram submetidos aos ensaios descritos acima para a
investigacdo de compostos taninicos, apresentando positividades para testes com uso da solucédo de
gelatina a 2% e FeClz 1%, sugerindo a presenca de taninos condensados, informacdo também
verificada pela auséncia de precipitados solidos brancos, em ambos extratos, na adicdo de acetato
de chumbo (10%) e de cobre (4%). A revelagédo de taninos em EFNP e ECNP foi ratificada pelos
estudos de Bagnarello-Madrigal e colaboradores (2018) nos extratos aquosos de Nectandra
membranaceae.

A pesquisa de alcaloides foi realizada pelos testes de Drangendorff, Mayer, Bertrand,
Bouchardat/Wagner e de Hager, em que todos partem do principio da complexacédo de diferentes
metais pesados com os alcaloides, formando precipitados de coloracdo caracteristica para cada um,
todavia, nenhum dos extratos apresentaram resultados sugestivos para a presenca destes compostos
nesta espécie e também nao ha evidéncias na literatura cientifica que contraponha o resultado. Do
mesmo modo, 0S extratos vegetais também foram negativos na pesquisa de compostos
antraquinonicos, realizados pela reacdo de Borntrager indireta com hidrolise. A busca por novas
substancias bioativas eficazes e seguras possui grande relevancia, uma vez que abrem caminhos
para o tratamento para distintas patologias e, consequentemente contribui na prospeccao de novas
terapias.

CONCLUSAO

O CHC ¢ a segunda causa de morte por cancer mais comum no mundo e as plantas
medicinais sdo de grande significancia no processo de descoberta de drogas mais eficazes. Neste
trabalho, avaliou-se o potencial citotoxico e/ou antiproliferativo dos extratos etandlicos dos caules
(ECNP) e folhas (EFNP) de N. psammophila em células HepG2, revelando, a partir do ensaio de
MTT, que os extratos diminuiram o numero de células viaveis em 71,8 e 70% para ECNP e em 61,7
e 51,7% para EFNP nas concentragdes de 1000 e 500 pg.mL™, com diferencas significativas em
relagdo ao grupo controle para concentrages de 125 pg.mL™, e, tendo vista os valores de CCso
obtidos para ECNP (212,26 + 2,18 ug.mL™?) e EFNP (363,53 + 3,62 pug.mL™), os extratos passaram
por ensaios qualitativos acerca da composicdo fitoquimica para a busca dos possiveis metabdlitos
presentes que possam ser responsaveis pelas caracteristicas citotéxicas em HepG2, revelando que
N. psammophila é uma espécie com muitos compostos bioativos, destacando a importancia de
compostos naturais para o desenvolvimento de novos farmacos.
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INTRODUCAO

A dor é definida pela Associacdo Internacional para o Estudo da Dor (IASP) como uma
experiéncia emocional e sensorial desagradavel associada a uma leséo tecidual real ou potencial
(IASP, 2011). Até os anos 1980, a dor na crianca, no lactente e no Recém-nascido (RN) ndo era
diagnosticada de forma sistemética e, frequentemente deixava de ser tratada (MARQUES et al.,
2019).

No passado acreditava-se que bebés e criangas ndao sentiam dor por causa da imaturidade de
seu Sistema Nervoso Central (SNC). No entanto, estudos recentes mostraram que as vias
somatossensoriais béasicas e 0s aspectos anatdmicos, fisiol6gicos, neuroquimicos que sao
necessarias para a percep¢do da dor ja estdo desenvolvidos semanas antes do nascimento. Assim,
até mesmo RN prematuros possuem a capacidade de percepcao dolorosa, entretanto ndo apresentam
ainda a capacidade de modulacéo desta (CODIPIETRO et al., 2010).

Estimulos dolorosos repetidos e ndo tratados podem trazer efeitos a curto e longo prazo no
RN. A dor pode afetar o neurodesenvolvimento e causar lesbes permanentes no cérebro em
crescimento sendo, pois, necessario o seu controle, para reduzir a morbidade em neonatos
(CODIPIETRO et al., 2010; KAUR et al., 2019; DEBILLON et al., 2002).

A dor esta presente na vida de RN que necessitam de internacdo em Unidade de Terapia
Intensiva Neonatal (UTIN), seja devido a prematuridade, instabilidade hemodindmica ou presenca
de malformacdes. Nesse ambiente de cuidados, para garantir a sobrevida dos RN, sdo necessarios a
realizacdo de grande numero de exames diagndsticos e procedimentos terapéuticos invasivos que
podem ocasionar dor e/ou desconforto (PINHEIRO et al., 2015; ALVES et al., 2011).

Dentre os diversos procedimentos dolorosos realizados pode-se citar intubacao orotraqueal,
aspiracdo de vias aéreas, instalacdo de sonda orogastrica, retirada de esparadrapos, drenagem
toracica, puncdo lombar, puncdes venosas e arteriais (PINHEIRO et al., 2015). Também séo
realizados mielograma, insercdo de cateter venoso central (CVC) e puncdo de calcanhar para
glicemia capilar, que é indiscutivelmente a mais frequente manobra dolorosa em RN internados na
UTIN (KOSTAK et al., 2015; CODIPIETRO et al., 2010).

Os estimulos dolorosos agudos desencadeiam no RN uma resposta que inclui alteracdes em
nivel cardiovascular, respiratério, diminuicdo na saturacdo de oxigénio e nas trocas gasosas, além
de alteracdes imunoldgicas, hormonal e comportamental como choro, mudangas na mimica facial e
corporal e alterac6es no estado de sono e vigilia (CRUZ et al., 2016; CHRISTOFFEL et al., 2017).

Para avaliacdo da dor no periodo neonatal, a literatura recomenda que esta seja realizada de
forma sistematica através da utilizacdo de instrumentos que decodifiquem a linguagem da dor e as
quantifique, como as escalas de dor. A partir desta, as intervencdes para o controle e/ou alivio da
dor, que tem como objetivo minimizar a intensidade e a duracdo, ajudando o paciente a recuperar-
se prontamente dessa experiéncia, devem ser prescritas e administradas. Apds a realizacdo da
intervencdo seja ela ndo farmacoldgica, farmacoldgica, ou a associacdo destas, os profissionais
devem avaliar novamente os sinais fisioloégicos e comportamentais manifestados pelo RN para
verificar a sua efetividade (CHRISTOFFEL et al., 2017; TAMEZ & SILVA, 1999).
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Assim, ao reconhecer a importancia da dor em RN, bem como das estratégias para o seu
alivio, o presente estudo apresenta como objetivo discutir as principais medidas farmacoldgicas para
o alivio da dor em RN, utilizadas por profissionais de satde no contexto de UTIN.

METODO

Trata-se de uma revisdo narrativa, definida como uma publicagdo ampla apropriada para
descrever e discutir o desenvolvimento ou o “estado da arte” de um determinado assunto, sob ponto
de vista tedrico ou contextual. Essa categoria de trabalho constitui-se da analise critica da literatura
publicada em livros, artigos de revistas, guidelines, sob ponto de vista pessoal do autor (ROTHER,
2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Medidas Farmacoldgicas para Alivio da Dor em RN

A analgesia farmacologica tem como principal objetivo aliviar a dor causada por
procedimentos invasivos, tais como a insercdo de Cateter Central de Insercdo Periférica (PICC),
disseccdo de veia, inser¢do de dreno de torax, pos-operatorio, infeccdes abdominais, fraturas ou
laceragdes e ventilagdo mecénica (VM) (SILVA, 2017). Os agentes farmacoldgicos devem ser
administrados antes do RN apresentar sinais de alteragcdes fisiolégicas ou comportamentais
associados ao processo de dor (TAMEZ & SILVA, 1999).

Os farmacos usados em neonatologia sdo restritos e apresentam particularidades
farmacocinéticas e farmacodindmicas. Em virtude disso, a decisdo da prescricdo de um farmaco
deve considerar a individualidade do RN, seu contexto clinico, a gravidade do estimulo doloroso. A
dose é orientada por uma avaliacdo rigorosa da dor, em que a dose inicial é aquela que alivia
eficazmente a dor sem produzir efeitos secundarios indesejaveis (BATALHA, 2019).

O tratamento farmacoldgico envolve a administracdo sob as mais variadas vias de
medicamentos ndo opioides, opioides, sedativos e anestésicos locais.

I. Analgésicos ndo opioides

Entre os analgésicos nao opioides, os anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINE) sdo
indicados para processos dolorosos leves e moderados ou quando a dor esta associada a um processo
inflamatdrio ou ainda em situacGes nas quais a depressao respiratdria ocasionada pelo uso do opioide
é indesejavel (CAPELLINI et al., 2014). Eles atuam por meio da inibicdo de prostaglandinas e
tromboxanos liberados durante as lesdes teciduais, sendo incluidos neste grupo o diclofenaco,
ibuprofeno e dipirona. No entanto, para o uso no RN apenas o paracetamol (acetaminofeno) é
recomendado, devendo ser administrado na dose de 10-15 mg/kg/dose com intervalo de seis a oito
horas no RN a termo e na dosagem de 10 mg/kg/dose com intervalo de oito a 12 horas no RN
prematuro (BRASIL, 2014).
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O inicio da acdo analgésica do paracetamol é lento, levando cerca de uma hora e a dose
maxima nao deve exceder 40 mg/Kg/dia, para RN nascidos com 26-32 semanas de gestacéo, e de
60 mg/Kg/dia, para RN nascidos com 32-42 semanas, devido as enzimas hepaticas ainda serem
imaturas (GUINSBURG, 2004; 1ASP, 2011).

Destaca-se que a dipirona ndo é recomendada como analgésico no periodo neonatal, apesar
de esta ser uma pratica médica utilizada nas unidades neonatais brasileiras como identificado no
estudo realizado numa UTIN de uma maternidade no Rio de Janeiro, em que 50% dos médicos
declararam prescrever a dipirona para alivio da dor em RN (CHRISTOFFEL et al., 2017).

Il.  Analgésicos opioides

Os analgésicos opioides utilizados no periodo neonatal sdo eficazes no alivio da dor
moderada a severa e produzem analgesia e sedacdo. Seu mecanismo de acdo ocorre através da
ativacdo de receptores opioides distribuidos pelo SNC que inibem a transmissdo do estimulo
nociceptivo aos centros superiores, além de ativar as vias corticais descendentes que inibem a dor e
ocasionam analgesia (CAPELLINI et al., 2014). Segundo Brasil (2014) a interacdo desses farmacos
com outros receptores opioides podem desencadear depressdo respiratOria, graus variaveis de
sedacdo, ileo adindmico, retencdo urinaria, nduseas, vomitos, tolerancia e dependéncia.

Entre os opioides mais usados no periodo neonatal destacam-se a morfina, fentanil, tramadol
e metadona. A morfina é o farmaco analgesico padrdo mais utilizado em UTIN, tendo como
indicacdo dores agudas moderadas e a graves, sedacdo pre-operatOria e durante a anestesia.
Apresenta baixa solubilidade, o que explica a demora em alcancar seu efeito maximo no SNC
(BARTOLOME et al., 2007). Seu uso em RN se limita & via intravenosa, podendo ser administrada
por infusdo continua intravenosa (5 - 10 pg/Kg/h em a termos e 2 - 5 pug/Kg/h para prematuros) ou
intermitente (0,05 - 0,2 ng/Kg/dose de 4/4 h) (IASP, 2011; BRASIL, 2014).

Este farmaco deve ser usado com cautela nos casos de persisténcia dolorosa ou nos casos de
dor crénica devido a preocupac6es com tolerancia e dependéncia. O desenvolvimento da tolerancia
é possivel apds a administracdo endovenosa continua de trés a quatro dias e 0s seus principais efeitos
secundarios sdo a hipotensdo arterial, causada pela liberagdo histaminica e supressdo do tonus
adrenérgico, além de depressao respiratoria, hipotensdo, atraso na introducdo da alimentacdo enteral
exclusiva e retencdo urinaria (BATALHA, 2019; BRASIL, 2014).

Apesar dos efeitos da morfina poder ocorrer em todos os RN quando altas doses sdo
administradas (100-200 pg/Kg), estas sao mais provaveis de ocorrer em prematuros ou naqueles RN
com histdria prévia de hipotensao (IASP, 2011). Para evitar a ocorréncia de efeitos colaterais pelo
uso prolongado da morfina, a retirada da droga deve ser feita considerando-se o tempo prévio de
utilizacdo. Se trés dias ou menos, retirar de forma abrupta; 4 a 7 dias, retirar 20% da dose inicial por
dia; de 8 a 14 dias de uso, retirar 10% da dose inicial por dia; 14 dias ou mais, retirar 10% da dose
inicial a cada 2 a 3 dias (BRASIL, 2014).

O fentanil é um potente opioide sintético 50 a 100 vezes mais potente que a morfina, com
inicio mais rapido e menor duracdo de acao. Possui maior lipossolubilidade, o que explica seu rapido
efeito e a sua curta duracdo em razdo de sua rapida distribuicdo. Ele reduz a dor p6s-operatdria,
durante a intubacdo traqueal, insercdo de cateter central e outros procedimentos. A dose a ser
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administrada é de 0,5 - 4,0 ng/Kg/h a cada duas ou quatro horas por via endovenosa, mas quando
usado sob infusdo continua a dose recomendada € 0,5 — 1,0 pg/Kg/h (IASP, 2011; BRASIL, 2014).

As infusbes de fentanil devem ser feitas lentamente para evitar efeitos colaterais como
apneia, bradicardia ou rigidez de parede toracica. Apds a administracdo da droga por periodo
superior a trés dias, recomenda-se sua retirada de maneira gradual, utilizando esquema semelhante
ao da morfina. Quando comparada a morfina, a analgesia do fentanil estd associada a efeitos
sedativos ou hipotensivos menos graves, efeitos reduzidos sobre motilidade gastrointestinal e menor
retencdo urinaria, mas maior tolerancia e abstinéncia de opioides (IASP, 2011).

No caso do tramadol, um agonista opioide, ele também estimula a liberacdo de serotonina
das terminacOes nervosas e inibe a receptacdo tanto da serotonina como da noradrenalina
(GUINSBURG, 2004). Se comparado a morfina, apresenta bom efeito analgésico, porém causa
menos depressao respiratoria, tolerancia e dependéncia. A dose recomendada € de 5 mg/Kg/dia de
8/8 h ou de 6/6 h por via oral ou endovenosa.

A metadona, por sua vez, é utilizada no tratamento da abstinéncia aos opioides que podem
aparecer em RN de mées usuarias de drogas ou naqueles RN criticamente doentes submetidos ao
uso prolongado da morfina e/ou de seus andlogos (BRASIL, 2014).

I1l. Sedativos

Outro grupo de medicamentos que vem sendo também empregado no contexto de analgesia
na UTIN, sdo os sedativos. Estes sdo agentes farmacoldgicos que diminuem a ansiedade e a agitagédo
do paciente, podendo levar a amnésia de eventos dolorosos ou ndo dolorosos, contudo ndo reduzem
a dor. Estédo indicados no RN para a realizacdo de procedimentos diagndsticos que requerem algum
grau de imobilidade como nos casos de tomogréafica computadorizada (TC), ressonancia magneética
(RNM), eletroencefalograma, dentre outros (GUINSBURG, 2004).

Entre os sedativos de primeira linha estdo os benzodiazepinicos e o seu principal
representante é o midazolam. Seu uso prolongado pode levar a um quadro de tolerancia, sendo
necessario aumentar progressivamente a dose para alcancar o mesmo efeito sedativo, além do risco
de abstinéncia se sua retirada ndo for realizada de forma gradativa. Outro farmaco sedativo também
utilizado € o hidrato de cloral administrado por via oral ou retal, indicado para intervengdes rapidas
(BARTOLOME; CID; FREDDI, 2007).

Sposito et al. (2017) realizaram estudo na UTIN de um hospital pablico de Sao Paulo, que
dentre outros pontos objetivou verificar as medidas realizadas para alivio da dor durante os sete
primeiros dias de internacdo do RN, e neste servico foi observado uma baixissima taxa de adocéo
de intervencdes farmacoldgicas durante a realizacdo de procedimentos dolorosos. O uso dos
farmacos ficou restrito a procedimentos mais invasivos como puncéo pleural, peritoneal e intubacéo,
0S quais apresentaram taxas de sedacdo ou analgesia superiores a 70 %. Destaca-se neste estudo, a
frequéncia de utilizacdo isolada do midazolam (33,9 %). A partir destes resultados as autoras
sugeriram parecer haver uma influéncia na escolha da droga com o intuito ndo somente de aliviar
ou reduzir a dor, mas também de facilitar a realizacdo dos procedimentos com o uso da sedacao.

A utilizacdo das intervenc@es farmacoldgicas durante a insercao de dispositivos que causam
dor, bem como durante a realizagdo de procedimentos invasivos menores foi observada em um
estudo realizado na Italia em 103 UTIN. Este mostrou que a farmacoterapia era administrada na
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intubacdo traqueal (33,4 %), insercdo de dreno toracico (71,4 %), procedimentos de puncdo lombar
(33 %), aspiracdo traqueal (12,9 %) e durante a ventilacdo mecénica (46,5 %) (LAGO et al., 2005).

IV.  Anestésicos topicos

A anestesia topica €, também, um importante recurso para minimizar a dor em
procedimentos diagnosticos e terapéuticos. O anestésico tdpico age por meio dos blogqueios dos
canais de sédio nas terminacdes nervosas nociceptivas, responsaveis pela aferéncia do estimulo
doloroso a medula espinhal (GUINSBURG, 2004).

As opcdes comumente disponiveis sdo a Mistura Eutética de Prilocaina e Lidocaina
(EMLA), a ametocaina (tetracaina) e a lidocaina sem vasoconstrictor. As duas primeiras opcdes sdo
pouco utilizadas ndo apenas em decorréncia do tempo necessario para iniciar sua acdo apos a
aplicacdo, mas porque o EMLA (creme de lidocaina e prilocaina 5 %) por causar branqueamento
local e vasoconstri¢cdo pode aumentar o risco de metemoglobinemia, o que limita a sua utilizagdo
em RN. O gel de tetracaina 4 % atua bloqueando o fluxo de ions de sodio através do axénio e assim,
blogueando o potencial de acédo, e causando vasodilatacdo local, o que pode facilitar a puncéo de
RN (LEMYRE et al, 2007).

Quando aplicada na pele intacta 0 EMLA requer 60 minutos e a tetracaina requer de 30-
45 minutos para produzir anestesia local (IASP, 2011). A lidocaina 0,5 % € a mais utilizada na rotina
e deve ser infiltrada na dose de 5 mg/kg por via subcutanea antes do procedimento ocasionando
acdo anestésica imediata (BRASIL, 2014), podendo ser indicada para neonatos submetidos a puncao
liquorica, insercdo de cateter central, drenagem toracica e puncdo arterial. O inicio da acéo
anestésica ocorre em poucos minutos, e a duracdo do efeito é de 30 a 60 minutos apos a infiltracdo
(GUINSBURG, 2004).

Estudo realizado para avaliar a eficacia do anestésico topico lidocaina 4 % durante a pungéo
venosa mostrou reducdo estatisticamente significativa na pontuacdo total da escala Premature Infant
Profile (PIPP) no grupo de RN pré-termo e termo (11,28 + 3,72, 9,58 + 3,39), antes e ap0s a
utilizacdo do agente anestesico tépico (11,54 + 2,84,9,04 + 2,97). A lidocaina 4 % age blogueando
a conducdo do impulso nervoso por agirem sob os canais de sodio (KAUR et al, 2019).

CONCLUSAO

Durante a conducdo desta revisdo narrativa observou-se que a implementacdo de medidas
farmacoldgicas de alivio da dor em RN no contexto de UTIN se encontra fundamentada em
diretrizes nacionais e internacionais que norteiam a identificacdo e manejo da dor neonatal, bem
como embasada em estudos randomizados controlados conduzidos em neonatos, e que contribuem
para a divulgacdo das melhores evidéncias cientificas acerca da tematica discutida.

Por fim, espera-se que esse breve estudo contribua para o conhecimento dos profissionais
de satde que lidam com esse publico em particular, especialmente os trabalhadores da Enfermagem
gue, embora ndo sejam profissionais prescritores dos medicamentos tratados na presente revisao,
sd80 0s responséaveis pela administracdo dos mesmos, lidando cotidianamente na rotina deste
ambiente de cuidados e, assim, torna-se importante que incorporem em seu arcabouco teorico essas
informacoes.
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INTRODUCAO

A Neuroinflamagdo é um mecanismo de protecdo e regulagdo comum em processos de
quebra de homeostase no Sistema Nervoso Central (SNC), seu prolongamento é responsavel pela
resposta imunologica primaria de muitas doencas neurodegenerativas. Compreender esses
mecanismos trouxeram alternativas mais eficazes a literatura cientifica na compreensdo e
desenvolvimento de intervencdes farmacoldgicas mais eficazes, entretanto os meios alopaticos de
intervencdo a inflamacdo sdo em alguns momentos insuficientes para promover um bom
progndstico e reversdo do processo inflamatorio.

O Resveratrol (RSV) é um polifenol da classe dos estilbenos e, tem apresentado
caracteristicas anti-inflamatdrias em diversos métodos de estudo, principalmente na capacidade de
gerar neuroprotecdo em modelos de dano neuronal por inducédo inflamatoria, diminuindo a producgéo
de citocinas pro-inflamatérias e possibilitando a sobrevida neuronal através da modulagdo de
neurotrofinas e atividade antioxidante. O RSV tem se mostrado promissor na reversdo de morte
neuronal, uma atividade importante diante da necessidade de novos farmacos capazes de promover
uma sobrevida com mais qualidade a portadores de doencgas neurodegenerativas. Dentro do que é
relatado neste estudo 0 RSV possui caracteristicas significativas para um uso futuro no tratamento
dessas doencas, e atraves deste capitulo traremos 0s conceitos mais recentes dentro das vias
bioguimicas neuroprotetoras reguladas pelo RSV em modelos murinos, dando énfase aos
mecanismos anti-inflamatérios desempenhados por esta molécula nestes modelos.

METODO

Esse trabalho foi elaborado a partir de uma revisao da literatura nas bases de dados Medline
e Science Direct, no periodo entre Margo e Junho de 2019. As palavras-chave utilizadas foram
“Resveratrol” e “neuroprotecdo” e suas correspondentes em inglés, “Resveratrol” e
“Neuroprotection”. Foram critérios de inclusdo: artigos publicados que se referiam a relatos também
de revisdo sobre a relagdo da droga com a neuroprotecdo utilizando das referéncias como método
de peneira para a busca de artigos voltados as palavras chaves selecionadas.

Somando-se todas as bases de dados, foram encontrados 105 artigos. Apés a leitura dos
titulos dos artigos, notou-se que alguns deles se repetiram nas diferentes bases e outros nédo
preenchiam os critérios deste estudo. Foram selecionados 83 artigos para a leitura do resumo e
excluidos os que ndo diziam respeito ao propdsito deste estudo. Apos a leitura dos resumos, foram
selecionados 56 publicacdes que preencheram os critérios inicialmente propostos e que foram lidos
na integra e utilizados para compor este capitulo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Sistema Nervoso Central: O cérebro e doencas que o afetam

O SNC a nivel celular é composto basicamente por neurénios, e células da Glia, sendo um
dos sistemas organicos do corpo humano que apresenta a maior diversidade celular (GOMES et al.,
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2013). Os neurdnios por serem celulas pds-mitoticas, bipolares sdo suscetiveis aos agregados de
proteinas toxicas (HAJIEVA, 2017). As células do SN sdo consideradas vulneraveis aos danos
oxidativos, devido a alta concentracdo de substratos prontamente oxidaveis (LUCZAJ et al., 2014).
O acumulo de proteinas neuronais fortemente oxidadas e propensas a agregacao, desempenham um
importante papel no desenvolvimento de doencas neurodegenerativas, tais como a Doenga de
Parkinson e doenga de Alzheimer (HAJIEVA, 2017).

A doenga neurodegenerativa mais comum é o Alzheimer, causada por atrofia cerebral
através da formacao de placas senis, depdsitos fibrilares amiloidais e acimulo de proteina TAU que
ocasiona a perda neuronal e consequentemente a ativagédo da glia e inflamacdo (SERENIKI, 2008;
ASSOCIATION OF ALZHEIMER DISEASE, 2013). A segunda maior desordem
neurodegenerativa € a doenga de Parkinson, ocasionada devido a degeneracdo de células
dopaminérgicas através de disfuncdo mitocondrial, e principalmente estresse oxidativo (DANTASA
et al., 2008; SEGURA-AGUILAR, 2017).

Outra importante doenca do SNC que causa neurodegeneracdo € a Esclerose Multipla, uma
patologia autoimune em que os linfécitos T que atravessam a barreira hematoencefalica, junto a
micrdglia, uma célula fagocitica especializada do SNC, agem contra a bainha de mielina, gerando
uma resposta inflamatoria que leva a desmielinizacéo, lesionando axénios (MARIN et al., 2014).
Por possuirem etiologia e patogénese ainda desconhecidas, as doencas neurodegenerativas, tornam
o desenvolvimento de terapias eficazes, um grande desafio para a medicina moderna (STANZIONE
& TROPEPI, 2010).

Resveratrol como alternativa de tratamento a doencas no Sistema Nervoso Central

Os extratos naturais de plantas sdo candidatos promissores no tratamento e prevencao de
doencas neurodegenerativas. Estudos sugerem gque muitos desses produtos podem atenuar a lesao
cerebral exibindo efeitos protetores contra danos cerebrais (MOHD et al., 2015; ABDO & WAHBY,
2016). Pesquisas na area medicamentosa tem voltado seu foco na acao neuroprotetora de compostos
naturais presentes em plantas, e muitos desses componentes em exemplo: RSV e quercetina, tem
exibido neuroprotecdo contra lesdo isquémica cerebral em estudos experimentais (WU et al., 2010).
Dentre os varios compostos naturais propostos a reduzir a neurodegeneracdo, destacam-se 0S
polifenois e flavonoides que possuem dentre muitas atividades bioldgicas a acdo antioxidante, esta
uma das primordiais no combate ao dano neuronal (ANSARI & KHODAGHOLI, 2013; MUTOH
et al., 2016).

Ha grandes evidéncias de que os alimentos ou bebidas ricas em polifendis aumentam os
niveis de antioxidantes na corrente sanguinea e assim, contribuirem para a prevencdo de lesdo
celular induzida por stress oxidativo (HAJIEVA, 2017).

Neuroinflamacéo na ativacgao glial em doencas neurodegenerativas
O encéfalo possui caracteristicas consideradas peculiares que difere a resposta imunolégica

de outros tecidos, essas caracteristicas o qualificam como um 6rgao com “privilégio imunoloégico”,
por decorréncia de vascularizagdo com jungdes fechadas e da barreira hematoencefalica que impede
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com que células imunoldgicas periféricas penetrem no SNC, assim como patdgenos que por algum
motivo permeiam o sangue periférico, porém, em alguns casos, COmMO um Processo
neuroinflamatério, esse privilégio ndo é total e pode cair por terra, em lesdes agudas ou
degenerativas que por algum motivo ocorram no SNC a liberagdo de citocinas mediada pelos
astrocitos, com morfologia reativa, assim como pela micréglia ativada também responsavel por
mediar funcdes pro-inflamatdrias (Figura 3.1) ocasionam na desconformacdo da BHE, que por fim
permite o recrutamento de leucdcitos e outras células imune periféricas consumando a
neuroinflamacéo (LIMA et al., 2007; SILVA, 2014).

Os mecanismos que desencadeiam uma neuroinflamacéo séo diversos e complexos, e seréo
explicados de maneira mais aprofundada no corpo deste artigo.

A neuroinflamacdo é mediada pela inducdo inflamatéria que culmina na alteragdo fenotipica
glial, assim como producéo de indutores inflamatorios, que resulta em inflamac&o neuronal e/ou
neurodegeneracdo. O fluxo inflamatdrio de forma simplificada segue a alteracéo celular, producéo
de indutores inflamatorios e por consequéncia a degeneracdo neuronal (observe a figura 1, ponto 2,
quadro cinza).

Os astrocitos (AST) e micréglias (MG) sé@o células que fazem parte do SNC, os AST em
condicdes fisioldgicas, possuem uma morfologia ramificada, e € responsavel por monitorar a
comunicagdo neuronal, funcéo sinptica e bioquimica de neurdnios (LENT, 2010). Em caso de dano
pode sofrer alteragdes em sua morfologia e funcéo bioquimica, podendo conduzir 0s neurdnios em
processo degenerativo a uma morte programada com fins de promover homeostase, como observado
por Bi et al. (2013), onde a secre¢do da molécula Icn2 (secrecdo mediada por astrocitos com
morfologia reativa) é capaz de ativar processos autofagicos em neurdnios em degeneracéo.

As MG séo células multifuncionais e quando ativadas por estimulos moduladores, liberam
citocinas e outras moléculas indutoras de inflamagéo e, em conjunto com os astrécitos mediam a
resposta inflamatdéria no SNC (DOTY et al., 2015), durante o processo inflamatdorio assume um
perfil chamado M1, responsavel pela producdo de citocinas e interleucinas pro-inflamatorias
Interleucina 1 beta (IL-1p), fator de necrose tumoral (TNF-a) e interferon gama (INF-y), sendo este
fendtipo o principal responsavel pela alta producdo de Oxido Nitrico (NO) que em excesso assume
0 papel de protagonista da degeneracdo neuronal oxidativa (HAN & MOOK-JUNG., 2014).

Outro perfil conhecido como M2 é o mais observado em situacdes de homeostase, e
caracteriza um processo nao inflamatdrio, através da transcricdo de citocinas anti-inflamatorias:
Interleucina 10 (IL-10) e Arginase (ORIHUELA et al., 2016; BISPO et al., 2017).0 recrutamento
de células do sangue periférico (neutréfilos, mondcitos e linfocitos T) é mediado principalmente
pela microglia, responsavel pela modulacédo de alfa intégrinas 4 (a4) e seléctinas como a proteina
de adesdo vascular de células (VCAM) que possibilitam a diapedese destas células periféricas para
0 SNC (BECHER et al., 2017), desencadeando uma resposta inflamatdria mais acentuada.

Na Esclerose multipla duas células recrutadas para 0 SNC e que sdo importantes para que 0
processo inflamatdrio se estabeleca, sdo: o linfocito T CD8 e, o linfécito B, que junto a micréglia
mediam o dano a mielina e axonios respectivamente (YSHII et al., 2015).

Estudos mostram que mutacGes genéticas também podem contribuir no processo de
degeneracdo neuronal, um exemplo disso seria a mutacdo de um gene que codifica a proteina
TREM2 que se encontra na membrana plasmética das microglias e que tem como funcéo regular a
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remocdo de detritos celulares, pesquisadores acreditam que por decorréncia dessa mutacdo a
proteina é danificada antes de ser expressa na superficie da membrana, e assim, faz com que ocorra
uma diminuicdo significativa na remog&o dos detritos celulares, que irdo se acumular no cérebro
dando inicio a um processo inflamatério (KLEINBERGER et al., 2014).

Outro exemplo seria uma mutacdo no gene COORF72 que pode se transformar em uma
proteina ndo conformada e a partir disso ocasionar estresse as células, que irdo produzir mais
substancias toxicas o que consequentemente ird levar a morte neuronal (SELVAJARA et al., 2018).

Por fim 0 que caracteriza uma degeneracao é o processo chamado de cicatriz glial, onde o
neurbnio em processo inflamatério recruta as microglias para fagocitarem seu corpo celular (DOTY
et al., 2015). Durante o processo de fagocitose o fator de necrose tumoral (TNF ou FNT), atrai por
quimiotaxia os astrdcitos a regido de fagocitose, e apds esse processo 0s astrdcitos iniciam a
producdo de fibras de colageno no local, e assim a cicatriz glial é concluida e se finaliza a
degeneracéo, tornando aquela regido infértil a novos neurénios (SILVA, 2014).

O Resveratrol como alternativa doencas no Sistema Nervoso Central: Mecanismos
moleculares e de diferenciacdo celular no reparo do cérebro

RSV de descricdo molecular 3,5,4-trihidroxiestilbeno ¢ um polifenol que possui duas
conformac6es espaciais, uma CIS e outra TRANS ¢ sintetizado naturalmente em diversas espécies
de plantas que pode ser encontrado numa variedade de alimentos e bebidas, incluindo as uvas
vermelhas, amendoins, e vinho tinto (KORONOWSKI et al., 2015; SATO et al., 2013). Os niveis
mais elevados encontram-se em uvas e vinho tinto, cerca de 0,16 a 3,54 ug/g ¢ 0,1 a 14,3 mg/L
(HAJIEVA, 2017; BONSACK et al., 2017).

O RSV é um metabdlito secundario pertencente a classe dos “Estilbenos”, que sdo
compostos polifendlicos produzido por plantas em resposta a uma variedade de fatores: exposicao
a stress bidticos a abioticos, como lesdes fisicas e, infeccao fngica/bacteriana, e radiacdo (ANSARI
& KHODAGHOLLI, 2013; KENNEDY et al., 2010). Considerado um agente bioativo com potencial
benéfico para a saude, o RSV é reportado por ter um grande namero de propriedades
farmacoldgicas, que incluem acdo anticancerigena, antioxidante, cardioprotetora e anti-
inflamatdria, dentre outras (KHALATBARY, 2014).

A ingestdo de RSV tem demonstrado efeitos protetores em animais e seres humanos
(WIGHTMAN et al., 2014). O potencial terapéutico de RSV tem sido amplamente investigado em
muitas condi¢des patologicas (KORONOWSKI et al., 2015), pesquisas em animais mostraram
melhorias na protecdo da funcdo cognitiva e reversdo de déficits cognitivos explicados pelo efeito
positivo e regulatorio do fluxo sanguineo cerebral exercido pelo RSV(WIGHTMAN et al., 2014).
Alguns estudos farmacoldgicos constataram a acdo do RSV na agregacao antiplagquetéaria, sua acédo
antioxidante permite a inibicdo do acido araquiddnico e a formacao de metabdlitos, desempenhando
assim um importante papel na quimioprevencéo de tumores (GUO et al., 2018).

Os mecanismos de neuroprotecdo do RSV ndo sdo totalmente compreendidos,
(KHALATBARY, 2014) sendo necessarios estudos mais aprofundados para influir uma maior
compreensdo, sendo assim o objetivo desse artigo € mediar através dos achados deste trabalho para
a comunidade académica e cientifica a importancia dos produtos naturais na protecdo neuronal
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abrangendo para a importancia do tratamento de doencas neurodegenerativas (DNGSs) e abordar a
importancia imunolégica do RSV na neuroprotecdo (veja a Tabela 3.1 para mais detalhes sobre
modelos experimentais, concentracdes e respectivas atividades bioldgicas do RSV).

O potencial terapéutico de RSV tem sido amplamente investigado em muitas condicdes
patoldgicas (KORONOWSKI et al., 2015). Este polifenol, pode exibir caracteristicas citoprotetoras
em muitos modelos animais de doengas neuroldgicas, e varias linhas de pesquisas indicam que o
resveratrol pode exercer neuroprotecdo em situacOes de: isquemia cerebral, convulsdo, lesdo
traumatica do cérebro, trauma e isquemia na medula espinal, e outros padrbes de
dano/sintomatologia correspondente a DNGs como Alzheimer e Parkinson (WU et al., 2010;
KHALATBARY, 2014; ZHANG et al., 2017). Estudos tém mostrado que 0 mecanismo da acao
neuroprotetora do RSV pode ser atribuido a suas propriedades antioxidante, anti-inflamatorias e
antiapoptdticas (KHALATBARY, 2014).

Tabela 3.1. Producdo cientifica do Resveratrol em modelos de neuroinflamacdo e, bioatividades
relatadas

Atividade Concentracéo Autores
Garantiu sobrevivéncia neuronal, diminuindo a 10, 25 e 50 uM Zamin et al., 2016
apoptose celular
Rec_juz_lu a neurotox@ade _contra, _protema beta- 20uM Han, et al., 2004
amiloide. Promoveu agdo anti-apoptoética.
Acdo anti-inflamatoria, antioxidante, reduzindo
interleucinas pro inflamatérias e proliferacdo de 15-60uM Zhang et al., 2010

microglial

Acdo antiinflamatéria, suprimindo a produgdo de
citocinas pro- inflamatérias e aumentando a 10 mg/kg a 44 mg/kg
quantidade de células tcd4 néo linfécito B positiva..

Imler T. Je Petro, T.
2008

Agiu promovendo a autofagia e, agdo antiapoptotica. 20 uM Lin, K.T etal., 2014

Acdo antioxidante diminuindo os niveis de Xantina
oxidase, e mais eficaz contra outras espécies reativas 100 mg/kg Ates et. Al 2006
de oxigénio que a metilprednisolona.

Aumento de plasticidade neuronal e reducdo na

quantidade de micréglias 100 mg/kg Cai et al., 2018

Acdo anti-inflamatéria através da ativacdo da SIRT1,

modulando resposta microglial e astrocitéria. 100 mg/kg e 250 mg/kg Kellyet.al., 2012

Acdo antiinflamatoria e antiapoptdtica, inibindo a via
NLRP3 inflamossoma,  consequentemente 60 ou 90 mg/kg Zhang et. al., 2017
diminuindo a producdo de citocinas pro inflamatdrias

Resveratrol como neuroprotetor em modelos animais de doenca de Alzheimer

Considerando apenas os estudos experimentais realizados em murinos evidenciando a agédo
neuroprotetora do RSV, foi observado que 0 mesmo age em diferentes segmentos promovendo a
viabilidade neuronal. Em experimentos onde neurénios foram expostos a um dano inflamatério
induzido por proteinas beta-amiloides o polifenol promoveu agdo anti-apoptdtica através da
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ativacdo da via de sinalizagdo Fosfatidil-inositol-3-fosfato quinase (P13-K), que gera a estimulagéo
da proteina quinase B (AKT), resultando em neuroprotecéo a neur6nios por vias quinase, atividade
esta exercida por muitos alopéticos que sdo utilizados no tratamento de DNGs (HAN et al., 2004).

O RSV também agiu na mesma via de sinalizacdo, PI13-K, em um estudo onde foi utilizada
cultura de células que foram submetidas a privacdo de glicose e oxigénio, consequentemente
gerando um modelo in vitro de isquemia cerebral, as células foram submetidas ao tratamento com
RSV em diferentes concentra¢des, reduzindo a morte celular, o RSV além de ativar a via PI3-K,
ativou também a via Proteino-quinase ativada por mitogéno (MAPK ou ERK), promovendo a
sobrevivéncia das células (IBRAHIM et al., 2013).

Resveratrol e sua atividade anti-inflamatéria em modelos animais de dano da
substancia branca, desmieliniza¢éo e hemorragia

Em um modelo experimental de lesdo de medula espinal em ratos, 0 RSV mostrou atividade
antioxidante, promovendo uma neuroprotecdo adicional sobre a peroxidacao lipidica gerada pelo
modelo de lesdo (ATES et al., 2006).0 polifenol apresentou efeitos neuroprotetores com a
diminuicéo de producéo de citocinas inflamatorias como interleucina 6 (IL-6), Interleucina 12 (IL-
12) e interleucina 23 (IL-23), produzidas por microglias e células dendriticas que estdo associadas
com a esclerose maltipla (IMLER & PETRO., 2009). Em outro estudo o0 RSV promoveu prote¢édo
sobre os neurdnios de dopamina atraves da inibicdo da ativacdo de micrdglias e reducao de especies
reativas de oxigénio (ZHANG et al., 2010).

Em modelos de esclerose multipla (EM) em ratos, 0 RSV mostrou ser eficaz, reduzindo o
processo inflamatorio, através da ativacao da Sirtuina 1 (SIRT 1) (FONSECA-KELLY et al., 2012).
De acordo com Lin et al. (2014), o RSV impediu a neurotoxicidade em céelulas dopaminérgicas
induzida por retenona, através da modulacdo da heme oxidase-1. Koronowski et al. (2015)
mostraram em seus experimentos que 0 RSV possui acdo neuroprotetora, reduzindo leséo cerebral
isquémica, quando administrado o polifenol antes do acidente vascular, esse efeito neuroprotetor se
da atraves da estimulacdo da SIRT1, apresentando protecdo primaria ao dano, um efeito importante
na prevencdo e acidente vascular isquémico.

O RSV também atenuou uma lesdo cerebral apds hemorragia subaracnoide, inibindo a via
inflamossoma Familia de pirinas dominio 3 (NLRP3). Suprimindo a ativacdo de micrdglias e
infiltracdo de neutrofilos, reduzindo a apoptose, edema e consequentemente 0 comprometimento
neurolégico (ZHANG et al., 2017). Também foi capaz de atenuar o déficit neurolégico e
neuroinflamatério proveniente da hemorragia intracerebral. O nimero de células neuronais
aumentou, e a quantidade de micrdglias reativas diminuiu, amenizando o processo inflamatério apés
o tratamento (CAl et al., 2018).

Mecanismos neuroprotetores do Resveratrol em modelos animais da doenca de
Alzheimer

O RSV ¢ capaz de ativar vias de sinalizacdo relacionadas a citoprotecdo, atividade anti-
inflamatdria e antioxidante. Ter uma visdo mais clara dessas vias bioldgicas mediadas por RSV, ¢é
um grande desafio para a farmacologia moderna, no entanto alguns destas atividades ja sdo muito
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bem detalhadas na literatura. Das muitas atividades moleculares mediadas pelo RSV, atividades em
via quinase sdo as mais relatadas, em exemplo a acdo na via PI13-k e MAPK. A via PI3-k é formada
por duas subunidades: p85 (regulatoria) e p110 (catalitica), o in-link das duas subunidades criam a
forma ativada, responsdvel pela regulagdo de varios processos celulares como proliferacéo,
crescimento e apoptose (ZAMIN et al., 2006).

Através da sua atividade enzimatica, a P13-k acarreta na ativacéo e fosforilagcdo da proteina
Akt, , que esta envolvida com a regulacdo da proliferacdo e sobrevivéncia celular; a Akt/PKB possui
também um papel importante na protecdo de varias células neurais e na fosforilagéo e inativacao de
GSK-34, uma quinase que possui inimeros substratos que podem comprometer o sistema nervoso
central causando diversas desordens, uma delas é o acimulo de proteina TAU, mecanismo
envolvido na patogénese da doenca de Alzheimer (ZAMIN et al., 2006; BHAT et al., 2004; HAN
et al., 2004) um processo desregulado que acarrete com a alta producdo de Glicogénio sintase 3
quinase beta (GSK3p) pode gerar desregulacdo da enzima beta-secretase 1 (BACE-1), que passa a
clivar TAU e proteina g-amiloide em excesso, gerando oligbmeros dessas proteinas, que sdo
responsaveis pela ativacdo astrocitaria e microglial, desencadeando um processo neuroinflamatario,
este € o principal mecanismo inflamatorio da doenca de Alzheimer (LY et al., 2013;
CHINCHALONGPORN et al., 2018).

Mecanismos gerais de neuroprotecdo e atividade anti-neuroinflamatoria do
Resveratrol

O RSV também age na ativacdo da via MAPK, que abrange diferentes tipos de proteinas
sinalizadoras, ela leva a fosforilacdo e ativacdo da proteina ERK1/2 (Quinase regulada por sinais
extracelulares), promovendo efeito anti-apoptético e sobrevivéncia neural apos a isquemia (ZAMIN
et al., 2006).

Estudos mostraram a acdo do RSV sobre a diminuicdo de células iba-1 positivas (marcador
estrutural de micrdglia), relacionados a supressao da producao de TNF-«, Interleucina 1 (IL-1), IL-
6 e IL-23, citocinas produzidas pelas microglias em processos pré-inflamatdrios (ZHANG et al.,
2010; IMLER & PETRO., 2009). O RSV foi capaz de diminuir a produ¢do de NADPH-redutase
enzima produtora de espécies reativas de oxigénio, que em grandes quantidades pode provocar
danos oxidativos, a neuroprotecao desempenhada nesta resposta esta relacionada a estimulacédo da
proteina quinase C (PKC) (COSENTINO-GOMES et al., 2012; WU et al., 2010) reguladora
negativa da NADPH-redutase (DAS et al., 2016).

A autofagia € um mecanismo intracelular responsavel pela degradacdo e reciclagem de
proteinas danificadas, atua contra apoptose, degradando mitocéndrias danificadas pelo complexo
mitocondrial | que impede a liberacdo de moléculas apoptoticas (LIN et al., 2014). Qualquer
disfuncdo nesse processo pode gerar uma degeneracao neuronal (LIN et al., 2014). O RSV age
abolindo um inibidor autofagico, promovendo a expressdo de heme oxidase 1 (HO-1) que exerce
efeitos na sobrevivéncia celular, e que consequentemente aumenta o fluxo autofagico (LIN et al.,
2014).

RSV ¢é capaz de modular a SIRT 1, que age sobre histonas e ndo histonas regulando muitos
processos biologicos, desempenhando propriedades neuroprotetoras em situagdes patologicas, RSV
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foi capaz de gerar baixa modulacdo de: Fator de indugdo de Hipoxia 1 (HIF-1), proliferador de
peroxissomo alfa-1 (PGC1 alfa) e receptor de NK (p58), moduladores chave da resposta
inflamatoria microglial e astrocitaria no SNC (KORONOWSKI et al., 2015), também sendo capaz
de modular negativamente a producédo de fatores pro-apoptéticos como Fator de supressao tumoral
(p53), Fator de Linfoma de Célula B 2 (BCL-2), e Anidrase carbdnica 1 (CA1) (SINGH et al., 2014;
KIZMAZOGLU et al., 2015), fatores estes muito relacionados a falha de desregulacdo mitocondrial
e producdo de caspase-3 e caspase-8, importante fator de transcrigdo de citocinas inflamatérias como
a Interleucina 1 beta (IL-1p) e formacdo do fator proteico de inflamossoma NLRP3 (Figura 3.1)
(GURUNG e KANNEGANTI., 2015; KRAJEWSKA et al., 2011).

Figura 3.1. Mecanismos neuroprotetores e anti-inflamatérios do RSV promovedores de
neuroregeneragao
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Legenda: Os mecanismos de neuroprotecdo do resveratrol foram observados principalmente em modelos animais de
dano ou inflamaco cerebral (1), principalmente dada a sua capacidade de prevenir a reatividade e alteragdo do fenétipo
glial reativo assim como de reducdo de marcadores inflamatorios, que estendem essa reatividade, e promovem o dano
(2). Resveratrol atua principalmente na reducdo ou blogueio da transcricéo e produgdo de marcadores inflamatérios (3-
setas em vermelho), com aumento na producdo de marcadores positivos para neuroregeneracdo, resultando em
recuperacdo de células neuronais, progenitores de oligodendrécitos (OPCs), e reorganizacdo de fendtipos ndo
inflamatdrios de astrécitos (ainda reativos) e microglias, chegando assim a homeostase. Fonte: Adaptado de LIN et al.,
2014; MISAWA et al., 2017; IMLER e PETRO, 2009; ZHANG et al., 2010; Bl et al., 2013; IRIHUELE et al., 2016;
ZHANG et al., 2017; GUO et al., 2018.
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Desta forma é possivel concluir que a agdo anti-inflamatéria e neuroprotetora do RSV esteja
restrita principalmente a sua capacidade de reverter processos apoptoticos. Sua acdo na modulagédo
e producdo negativa de fatores como caspase-3 e 8 e por consequéncia NLRP-3, sugerem que o
RSV possa ser capaz e regular a via de inflamassoma, via essa que tem se mostrado responsavel
pela regulacdo da maioria dos processos inflamatorios que acometem o organismo de mamiferos
(HANEKLAUS & O’NEILL., 2015) e, que tem se apresentado como a principal via de processos
inflamatorios agudos e cronicos em DNGs (SONG et al., 2017).

Por este motivo uma hipo6tese de protecdo neuronal e astrocitaria gerada por RSV em
modelos de DNGs esteja restrita a essa caracteristica de intervir na via de inflamossoma NLRP3,
culminando numa menor produgdo de citocinas pro-inflamatorias, circunstancia observada por
muitos autores nos ultimos 5 anos (LIN et al., 2014; MISAWA et al., 2017; WU et al., 2010), sendo
assim podemos inferir que 0 RSV possui uma capacidade promissora em criar um ciclo de
regeneracao neuronal (Figura 3.1), devolvendo ao SNC atingido por uma inflamag&o a possibilidade
de homeostase.

CONCLUSAO

De fato RSV desempenha uma eficacia na atividade neuroprotetora em modelos animais.
Com alto poder de neuroprotecdo, promovendo viabilidade neuronal de véarias formas. Este
polifenol atua em diferentes vias, e seu poder € evidenciado através de sua acdo anti-apoptética,
anti-inflamatoria e antioxidante, assegurando a sobrevivéncia neuronal.

O RSV é capaz de agir na via PI13-k, acarretando na ativacao e fosforilacdo da Akt e na via
de sinalizacdo MAPK, promovendo agdo anti-apoptotica. O RSV também € capaz de agir na via
inflamossoma NLRP3, inibindo a producdo de citocinas pré-inflamatorias, prevenindo apoptose,
degeneracdo e morte neuronal, além de ser um poderoso antioxidante, diferentes estudos tem
demonstrado sua a¢do na reducédo de espécies reativas de oxigénio.

Diversos estudos sdo unanimes em suas considera¢@es, afirmando a neuroprotecdo do RSV,
tendo em vista, que em situaces como traumas cerebrais e medulares, que originam grande
quantidade de espécies reativas, doencas neurodegenerativas, que promove alto nimero de morte
neuronal, e diversos processos inflamatorios que culminam no aumento de producao de células que
estdo envolvidas com a liberacdo de substancias inflamatérias, o RSV é um grande aliado,
modulando respostas que promovem neuroprotecao.
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INTRODUCAO

Doencas de depdsito lisossomico (DDL), também conhecidas como doencas por
armazenamento dos lisossomos, sdo um grupo de doencas caracterizadas por defeitos enzimaticos,
que causam o acumulo de um substrato especifico. Todas elas possuem uma caracteristica em
comum, a presenca de substrato ndo degradado no interior dos lisossomos. O termo DDL surgiu
primeiramente em 1965 por Hers ao descrever a fisiopatologia da doenga de Pompe. O tipo de
substrato e o local de acimulo dependem da variante patogénica que desencadeou a doenca. Sao
descritas na literatura aproximadamente 51 doencas, que possuem incidéncia combinadas entre
1:4000 e 1:9000 nascidos vivos. No Brasil, ha uma frequéncia relativa de 59,8% entre pacientes
diagnosticados com erros inatos do metabolismo (EIM). H& uma maior prevaléncia das doencas que
acometem o sistema nervoso central (SNC), representando dois ter¢os das DDL (ANDRADE 2017;
BITENCOURT, 2013).

Os lisossomos estdo presentes em todas as células do organismo e sdo responsaveis por
descartar e reciclar moléculas. Foram descritos inicialmente por De Duve em 1955. Atualmente séo
descritas 50 enzimas lisossomais, produzidas no reticulo endoplasmatico rugoso, que podem estar
associadas a componentes proteicos para realizacdo de sua funcdo (ALROY & LYONS, 2014;
ANDRADE, 2017).

As DDL podem ser originadas de duas formas: genética e adquirida. A forma genética tem
origem a partir de variantes patogénicas dos genes, uma mesma doenca pode possuir diferentes
mutacfes no mesmo gene, traduzindo uma variabilidade no espectro de gravidade e sintomas. As
formas adquiridas estdo associadas a ingestdo de plantas e ao uso de drogas, como amiodarona
(ALROY & LYONS, 2014).

O tratamento das DDL pode ser feito atraves de: suporte clinico, terapia de reducédo do
substrato, transplante de medula dssea e terapia de reposicdo enzimatica (TRE). Essa Ultima tem
sido considerada um tratamento promissor, apesar de ndo ser bem sucedida para outros grupos de
doencas genéticas, especificamente nas DDL tem sido possivel direciona-la para as células-alvos
corretas. Ela consiste na administracdo intravenosa da enzima que estd ausente (LACHMANN,
2011; RATKO et al., 2013). Seu uso € realizado nas seguintes patologias: Doenca de Pompe,
Doenca de Fabry, Doenca de Gaucher tipo I, Deficiéncia de lipase acida lisossomal, Lipofuscinose
ceroide neuronal tipo 11 (LCN2) e Mucopolissacaridose tipos I, 11, IV A, VI e VII (POSWAR et al.,
2019).

Assim sendo, a presente revisdo integrativa ird analisar o uso de terapias de reposicdo
enzimatica em pacientes com doencas de deposito lisossdmico, avaliando as enzimas ja aprovadas,
suas vantagens e desvantagens.

METODO

Para orientar a busca sistematizada da literatura, foi criada uma pergunta norteadora: “Quais
os beneficios da terapia de reposi¢cdo enzimatica em pacientes com doencas de depdsito
lisossomico?”. A questdao da pesquisa foi formulada utilizando-se o acrénimo PICOT, no qual o
P = populagéo, | = intervencdo, C = grupo controle, O = desfecho e T = tipos de estudo. Aplicando-
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se 0 acrénimo, temos: P = pacientes com doencas de depdsito lisossémico, | = terapia de reposicdo
enzimatica, C = pacientes com doencas de depdsito lisossomico submetidos a outros tipos de
tratamento, O = resultados obtidos e T = estudos secundérios.

Nesse estudo foram incluidos as revisdes, revisGes sistematicas e metanalises que
respondiam a pergunta norteadora. Foram aceitos artigos escritos nos ultimos 10 anos, disponiveis
em inglés ou portugués, que relatam a aplicacdo da terapia de reposi¢do enzimatica em pacientes
com doencas de depdsito lisossdmico. Os artigos que tratavam de uma doenca especifica do grupo
das doencas de deposito ndo foram aceitos. Foram excluidos os artigos que analisavam a terapia de
reposicao enzimatica juntamente com outras formas de tratamento e/ ou que utilizavam como grupo
controle pacientes com outras doencas genéticas.

A Dbusca dos artigos da presente revisdo integrativa foi realizada nas seguintes bases de
dados: MEDILINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System Online/Pubmed), Scopus,
Science Direct e Scientific Electronic Library Online (SciELO).

A estratégia de busca foi delimitada através dos termos DeCS (Descritores em Ciéncias da
Saude): Doengas por Armazenamento dos Lisossomos e Terapia de Reposicdo de Enzimas; e dos
termos MeSH (Medical Subject Headings): Lysosomal Storage Diseases e Enzyme Replacement
Therapy. As palavras chave foram combinadas com o operador booleano AND.

A selecdo dos artigos, nas bases de dados determinadas, ocorreu por meio da leitura dos
titulos, seguida pela escolha dos estudos que preenchiam os critérios de incluséo. Ja a avaliacdo da
elegibilidade dos artigos separados ocorreu em duas etapas: na primeira foi realizada a leitura dos
respectivos resumos e na segunda dos textos completos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca nas bases de dados estabelecidas resultou em 1.448 estudos. Desses, apenas 25
preenchiam os critérios de inclusdo e foram selecionados pela leitura do titulo. Apds a remocao dos
artigos duplicados, através da plataforma Rayyan, restaram 14 estudos.

Na primeira etapa da avaliacdo, 3 estudos foram excluidos, apds a leitura dos resumos. Dois
(2) tratavam de outras doencas e um (1) ndo analisava a aplicacdo da terapia de reposi¢do enzimatica.
Na segunda etapa, quatro (4) estudos foram excluidos, um (1) ndo estava disponivel e 0s outros trés
(3) analisavam apenas melhorias em sintomas especificos. Dessa forma, foram selecionados, para a
presente revisao integrativa, sete (7) estudos. Além dos estudos, o Atlas de Doencas Metabodlicas
(NYHAN et al., 2011) também foi utilizado como referencial tedrico na discussdo. O processo de
selecdo dos estudos foi sintetizado na Figura 1.

Todos os sete artigos selecionados tratam da terapia de reposicdo enzimatica nas DDL, sendo
que Li (2018), e Desnick e Schuchman (2012), além das doencas descritas nos demais artigos,
também relataram a utilizacdo da terapia na MPS 1V e na deficiéncia de lipase acida lisossomal.
Dessa forma, no presente artigo serdo analisados os relatos de aplicacdo de TRE apenas nas doencas
descritas em todos os estudos selecionados. S&o elas: Doenga de Gaucher, Doenca de Fabry, Doenca
de Pompe e MPS tipo I, Il e VI.
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Figura 1. Fluxograma do processo de sele¢do dos estudos
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Legenda: Processo de sele¢do dos estudos. Primeiro foi realizada a identificagdo dos estudos, por meio da busca nas
bases de dados. Em seguida, os artigos foram selecionados considerando os critérios de inclusdo e exclusdo e os que
estavam duplicados foram excluidos. Por ultimo, foi realizada a avaliacdo da elegibilidade dos estudos, a qual foi
dividida em duas etapas: leitura dos resumos e leitura dos textos completos.

Mucopolissacaridose

Mucopolissacaridoses (MPS) sdo um grupo de doencas de deposito lisossdmico causadas
por deficiéncia em uma das doze enzimas responsaveis pela degradacdo dos glicosaminoglicanos.
Clinicamente, as MPS podem ser divididas em sete tipos (MPS I, 11, I, IV, VI, VII e IX).
(DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; NYHAN et al., 2011; VALAYANNOPOULOS, 2013)

As MPS sdo doencas multiviscerais progressivas que podem envolver o figado, baco,
coracdo, pulmdes, cornea, retina, e nervos opticos. Os sintomas neurologicos da MPS incluem SNC
(cérebro e coluna) e nervos periféricos, podendo ser manifestados com atraso no desenvolvimento
neuropsicomotor, regressdo cognitiva, compressdo da medula espinal e hidrocefalia. Essas
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manifestagdes neuroldgicas ocorrem principalmente nas formas graves de MPS | (ou doenca de
Hurler) e MPS 11 (ou doenga de Hunter, o Unico transtorno ligado ao X). A sindrome do tdnel do
carpo, devido a compressao do nervo mediano pelos glicosaminoglicanos ndo degradados, € outra
complicacdo frequente. Outras MPS, como MPS IV e MPS VI e formas atenuadas de inicio tardio
de MPS | e MPS 11, podem apresentar hidrocefalia de compressdo da medula espinhal e sindrome
do tunel do carpo, mas ndo comprometimento cognitivo (VALAY ANNOPOULOS, 2013)

A MPS tipo | é causada pela deficiéncia da o-L iduronidase. De acordo com sua apresentacao
clinica ela foi classificada em: doenca de Hurler (MPS IH), Hurler-Scheie (MPS IH/S) e Scheie
(MPS 1S).

A MPS IH é a forma mais severa da MPS tipo |, seus sintomas surgem logo no primeiro ano
de vida. Os sintomas incluem: facies grosseiras, opacificacdo da cornea, restricdo de movimento,
perda auditiva, insuficiéncia respiratdria, hepatoesplenomegalia, cardiomegalia e outras doencas
cardiacas, alem de regressdo cognitiva e deficiéncias de crescimento.

A forma intermediaria é a MPS IH/S, seu quadro clinico também apresenta deficiéncia de
crescimento, facies grosseiras, opacificacdo da cdornea, perda auditiva e doengas cardiacas, porém
ndo apresenta déficits cognitivos. Seus sintomas costumam surgir entre 3 e 6 anos.

A MPS IS é a forma atenuada da doenca e pode se apresentar clinicamente com doenca
valvar, dificuldades de movimentacéo e opacificacdo da cornea. As deficiéncias cognitivas sao raras
nesse tipo de MPS | e os sintomas costumam surgir entre 0s 5 e 12 anos (LI, 2018; RATKO et al.,
2013).

A MPS tipo Il ou doenca de Hunter é causada por um déficit da enzima iduronato-2-
sulfatase. A MPS |1 é uma doenca recessiva ligada ao cromossomo X e, portanto, as manifestactes
clinicas séo raras em mulheres heterozigotas. Sua incidéncia estimada esta entre 1/80.000 e 1/30.000
homens nascidos (VALAY ANNOPOULOS, 2013).

Pode-se apresentar clinicamente de forma severa ou atenuada, sendo seus sintomas
parecidos com os apresentados na MPS | (deficiéncia de crescimento, doencas cardiacas, perda
auditiva, hepatoesplenomegalia). Os sintomas na forma severa costumam aparecer entre 0s 2 € 5
anos, podendo também apresentar progressiva regressdo cognitiva. Ja os sintomas da forma
atenuada surgem mais tardiamente, durante a adolescéncia ou no inicio da idade adulta (RATKO et
al., 2013). Diferentemente da MPS I, na doenca de Hunter ndo costuma ocorrer 0 acometimento da
cérnea (LI, 2018).

A Mucopolissacaridose tipo VI (Sindrome de Maroteaux-Lamy) é causada pela deficiéncia
da enzima arilsulfatase B. Sua apresentacdo clinica € similar aos distdrbios das
mucopolissacaridoses listados anteriormente, manifestando-se com hepatoesplenomegalia, facies
grosseira, problemas 0sseos e disostose multipla, baixa estatura, opacificacdo da coOrnea e
anormalidades cardiacas (LI, 2018; RATKO et al., 2013).

Doenca de Gaucher
A doenga de Gaucher é uma doenca de deposito lisossdmico causada pela deficiéncia da

enzima glicocerebrosidase ou de seu ativador. Ela pode ser dividida em tipos 1, 2 e 3 de acordo com
os sintomas predominantes. No tipo 1 da doenga de Gaucher prevalecem os sintomas hematolégicos,
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como anemia, leucopenia e trombocitopenia, além dos sintomas viscerais (hepatoesplenomegalia e,
em alguns casos, cardiomiopatia e doenca intersticial pulmonar) e esqueléticos (crises de dor,
osteonecrose e fraturas patoldgicas) (VALAYANNOPOULOQS, 2013).

O tipo Il da doenga é a forma mais severa e € caracterizada pelo acometimento neuroldgico,
apresentando inicio precoce dos sintomas, entre os 3 e 6 meses de idade. Pode ocorrer o
comprometimento bulbar, causando estridor, estrabismo e dificuldade para engolir, e do trato
piramidal, causando opist6tono, retroflexdo da cabeca, espasticidade e trismo. O comprometimento
cognitivo pode ndo ocorrer em todos 0s casos, mas quando presente indica acometimento do trato
piramidal e mau prognoéstico (LI, 2018; VALAY ANNOPOULOQS, 2013)

O tipo neuroldgico subagudo (Gaucher tipo 3) associa os sinais de Gaucher tipo 1 a um
comprometimento neurolégico de inicio tardio e curso progressivo, porém a progressao € mais lenta
em comparagdo com o tipo 2. Os sintomas viscerais encontrados sdo semelhantes ao Gaucher tipo
1 e incluem hepatoesplenomegalia, doenca pulmonar e citopenias. Também podem apresentar atraso
no crescimento. Ja os sintomas neurologicos sdo manifestados por oftalmoplegia horizontal em
associagdo com ataxia cerebelar, espasticidade progressiva, epilepsia mioclonal, deméncia e
parkinsonismo (LI, 2018; VALAY ANNOPQOULOQS, 2013).

Ha também alguns subtipos da doenca como o subtipo perinatal letal que cursa com
hidropsia ndo imune, alteragdes cutaneas ictiosiformes, artrogripose, hepatoesplenomegalia,
pancitopenia e o subtipo cardiovascular que se apresenta com calcificacdo das valvulas mitral e
adrtica e hepatoesplenomegalia leve, e tem sobrevida até cerca de 40 anos. (LI, 2018).

Doenca de Fabry

A doenca de Fabry € um disturbio ligado ao cromossomo X, com inicio dos sintomas e
gravidade com espectro variante entre seus pacientes. Foi descrita pela primeira vez em 1898, de
maneira independente, por dois dermatologistas - Anderson, na Inglaterra, e Fabry, na Alemanha.
Por serem dermatologistas, o foco inicial de compreensdo da doenca era a presenca dos
angioqueratomas cutaneos. Por isso, a doenca de Fabry também é conhecida como angiokeratoma
corporis diffusum universale.

Atualmente, sabe-se que a Doenca de Fabry tem como caracteristica 0 comprometimento da
atividade da enzima a-galactosidase A, que é codificada por um gene localizado no braco longo do
cromossomo X (X@g22.1). O mau funcionamento dessa enzima promove 0 acumulo de
glicoesfingolipidios. Por ser uma doenca ligada ao cromossomo X, sua incidéncia é maior nos
homens, porém as mulheres também podem apresentar a doenca, sendo sua manifestacdo bastante
variavel, desde assintomaticas a sintomas severos (LI, 2018; NYHAN et al., 2011).

Em geral, o sintoma inicial ocorre na infancia (forma classica da doenca), se apresentando
por meio de acroparestesia (constante formigamento ou dorméncia, incbmodo, queimacdo), de
maneira intermitente, nas extremidades - dedos dos pés, mdos e pés. Podendo ser induzido por
exposicdo ao frio e calor extremos, fadiga ou estresse emocional. Além disso, também pode estar
associado a uma elevada taxa de sedimentacdo de eritrocitos e elevacdo da temperatura corporal.
Dessa maneira, 0s muitos pacientes sdo equivocadamente diagnosticados com artrite reumatoide ou
febre reumatica (NYHAN et al., 2011; RATKO et al., 2013).
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A doenca nos adolescentes se manifesta, com frequéncia com a presenca dos
angiogqueratomas, em adultos pode haver acometimento cardiaco, pulmonar e do sistema nervoso.
Especificamente nos homens, a doenca pode se apresentar com sintomas na infancia ou
adolescéncia ou permanecer assintomatica até a idade adulta. Nas mulheres, o aparecimento dos
sintomas pode ocorrer de forma tardia, aparecendo sintomas leves ou quadros tdo graves quanto nos
homens. Os primeiros sintomas incluem: lesdes na pele, dor nas extremidades, diminuicdo da
capacidade de suar, presenca de padrdo de verticilado visivel na cornea, sintomas gastrointestinais
como dor abdominal e diarreia, além do declinio da funcdo renal. E ainda, podem acontecer
cardiomiopatias, arritmias e acidente vascular cerebral (NYHAN et al., 2011; RATKO et al., 2013).

Na forma classica da doenca, os sintomas costumam surgir na infancia, com o aparecimento
de acroparestesias, intolerancia ao exercicio e angioqueratomas. Evoluindo, no inicio da fase adulta,
para 0 acometimento renal, associado a sintomas gastrointestinais e pulmonares. Além das
manifestagdes ja citadas, podem ocorrer sintomas neurologicos, decorrentes do acometimento
cocleovestibular, do sistema nervoso autdbnomo e dos vasos cerebrais. S80 comuns eventos
cerebrovasculares, como acidente vascular encefalico (AVE) e ataque isquémico transitorio (AIT),
acometendo a circulacdo posterior, principalmente. Esses eventos podem ser, em parte, explicados
pelas pequenas lesdes arteriais vistas na ressonancia magnética (RM), as quais evoluem com a idade.

Outro achado relacionado a maior incidéncia de eventos cerebrovasculares em pacientes
com doenga de Fabry é a calcificacdo do nucleo pulvinar, indicando uma hiperperfusdo cerebral,
que também facilita a ocorréncia de AVE e AIT. Ademais, pode-se perceber atraves da tomografia
com emissdo de positrons, um acumulo de glicosfingolipidios nas células endoteliais dos vasos
cerebrais, causando reducdo do fluxo cerebral e diminuicho da sua autoregulacédo
(VALAYANNOPOULOQS, 2013).

Doenca de Pompe

A doenca de Pompe (DP), ou glicogenose tipo Il, trata-se de uma doenga genética de heranga
autossdmica recessiva que tem como pilar a deficiéncia da enzima a-glicosidase acida. Ela é uma
doenca generalizada, portanto, afeta todas as células do corpo, sobretudo a musculatura lisa,
esquelética e cardiaca. Em virtude de sua principal expressdo clinica ocorrer no coracdo, a DP
também é referida como glicogenose cardiaca (VALAYANNOPOULOQS, 2013; NYHAN et al.,
2011)

Epidemiologicamente as informacdes sobre esta doenca de depdsito lisossomal sdo
variaveis. Por ser considerada rara, a glicogenose tipo 11 torna-se suscetivel ao subdiagndéstico. No
mundo, a DP tem recorréncia estimada entre 1/40.000 e 1/60.000, dependendo de caracteristicas
geogréficas e étnicas (VALAY ANNOPOQULOS, 2013).

Com relacdo ao quadro clinico, a DP é uma doenca de armazenamento lisossomal com
amplo espectro, podendo apresentar-se de duas formas: a forma infantil e a forma tardia.

Na forma infantil (infantile-onset Pompe disease), 0s sinais e sintomas se apresentam nas
primeiras semanas ou meses de vida. Observa-se hipotonia, dificuldades na alimentacéo e atraso no
desenvolvimento motor, podendo em estados mais avangados apresentar-se com cardiomiopatias
(hipertréfica ou dilatada) e insuficiéncia respiratéria. Por ser de rapida progressdo, muitos pacientes
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vd0 a 6bito no primeiro ano de vida (LI, 2018; NYHAN et al., 2011). A analise enzimatica, 0s
pacientes portadores da forma infantil apresentam variantes patogénicas no gene a-glicosidase e
auséncia da atividade enzimética normal (NYHAN et al., 2011; VALAYANNOPOULOS, 2013).

Por outro lado, na forma tardia (late-onset Pompe disease) o surgimento dos sintomas ocorre
em qualquer idade, desde o primeiro ano até a sexta década de vida. Essa forma possui uma
progressdo mais lenta, uma vez que seus portadores possuem uma atividade enzimatica reduzida.
Dessa maneira, sua apresentacdo se da de forma menos severa e a progressao da doenca é mais lenta.
Observa-se no quadro clinico fraqgueza muscular, ocasionando prejuizos motores e,
consequentemente, dificuldade na execucdo de atividades. Pode ocorrer também fraqueza
respiratdria progressiva e insuficiéncia cardiaca. Por conta do acometimento muscular e respiratério
progressivo, 0 paciente pode precisar de cadeira de rodas e ventilagdo mecénica (DESNICK &
SCHUCHMAN, 2012; LI, 2018; RATKO et al., 2013).

Terapia de reposicao enzimatica nas doencas de deposito lisossémico

A terapia de reposicao enzimatica (TRE) é um dos principais tratamentos disponiveis para
as doencas de deposito lisossémico. Essa estratégia € voltada para a redugéo do acimulo de substrato
atraveés de um aumento da quantidade de enzima deficiente no organismo desses pacientes. A TRE
foi inicialmente sugerida por Christian de Duve e Roscoe Brady, na década de 1960. Contudo, a
primeira enzima para o tratamento das DDL apenas foi aprovada pela agéncia americana FDA (Food
and Drug Administration) em 1991. A enzima foi a alglucerase para o tratamento da doenca de
Gaucher. Foram necessarios trinta anos de pesquisas para desenvolver uma enzima capaz de se
direcionar aos lisossomos de tecidos afetados pela doenca (LI, 2018). Uma descoberta que facilitou
esse direcionamento, foi a observacédo do receptor manose-6-fosfato (M6F) nas enzimas lisossomais
(DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; THOMAS & KERMODE, 2019).

Os testes clinicos com a alglucerase em pacientes com doenca de Gaucher iniciaram entre
1970 e 1980 e mostraram resultados positivos. Com a infusdo da enzima ocorreu reducdo dos
sintomas viscerais (hepatoesplenomegalia), hematolégicos e 0sseos, surpreendendo 0s
pesquisadores que acreditavam que as patologias causadas pela doenca ndo poderiam ser revestidas.

Ademais, com os testes clinicos notou-se que a TRE ndo era viavel para distrbios
neuroldgicos graves, como Tay-Sachs, Sandhoff e Doenca de Niemann-Pick tipo A, e que a melhora
dos sintomas dependia da dose e da continuidade do tratamento. Caso o tratamento fosse cessado o
acumulo de substrato voltava a ocorrer €, consequentemente, os sintomas progrediam. Observou-se
também que quanto mais precoce o inicio da terapia maior sua eficacia (DESNICK &
SCHUCHMAN, 2012).

Atualmente, a TRE esta disponivel para diversas DDL e contribui para a regressdo e o
retardo do acometimento dos érgaos causado pelo acimulo do substrato, além de contribuir para o
aumento da expectativa dessa populacdo. As principais doencas de deposito lisossdmico
beneficiadas pela TRE sdo: MPS I, 1l e VI, Doenga de Fabry, Doenca de Gaucher e Doenca de
Pompe. As terapias de reposicdo enzimatica disponiveis para essas doencas estdo descritas na
Tabela 4.1.
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Mesmo trazendo diversos beneficios clinicos, a TRE possui algumas desvantagens. A
principal desvantagem € que a terapia de reposi¢do enzimética ndo funciona para os sintomas
neuroldgicos, que acometem dois tercos dos pacientes com DDL. Isso ocorre por conta da
impossibilidade da enzima produzida atravessar a barreira hematoencefélica (BHE), devido ao seu
tamanho. Além disso, a enzima também tem dificuldade para alcancar tecidos que apresentam pouco
contato direto com a corrente sanguinea, como 0ssos e musculos (LI, 2018; THOMAS &
KERMODE, 2019). A inclusdo de moléculas modificadoras que facilitam o movimento, altas doses
de terapia de reposicdo enzimatica e administracdo por inje¢Oes intratecais podem ser alternativas
para aumentar a eficacia em pacientes com sintomas neuroldgicos (LI, 2018; DESNICK &
SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011).

Tabela 4.1. Terapia de Reposicdo Enzimatica em pacientes com Doencas de Depdsito Lisossdmico

Doenca Enzima recombinante Dose Resultados da TRE

Reducédo da hepatoesplenomegalia,
100 U/kg - 200 U/kg, por melhora da mobilidade e da funcéo cardiaca

IS Langilte 26 (AR e Q) semana e respiratoria, aumento da qualidade de vida
geral.
Reducdo da hepatoesplenomegalia e
MPS 11 Idursulfase (Elaprase®) 0,5 mg/kg, por semana melhora na mobilidade e na funcdo

respiratoria e cardiaca.
Aumento de massa 6ssea, da mobilidade
das articulagbes e da capacidade
cardiorrespiratoria. Reducéo da
hepatoesplenomegalia.

MPS VI Galsulfase (Naglazyme®) 1,0 mg/kg por semana

Imiglucerase (Cerezyme®),
Gaucher Velaglucerase alfa 15-60 U/kgl/infusdo, em
tipo | (VPRIVT™TM) ¢ Taliglucerase  semanas alternadas
(Elelyso™)

Melhora do figado e do baco, da anemia, da
trombopenia, das crises dolorosas e do
estado geral do paciente.

Agalsidase a: 0,2 mg/kg,
Agalsidase o (Replagal®) ou  em semanas alternadas;
Agalsidase g (Fabrazyme®)  Agalsidase g 1,0 mg/kg,

em semanas alternadas.

Estabilizacdo da funcéo renal e cardiaca,
além de melhora da dor e da qualidade de
vida.

Fabry

Forma precoce da doenca: diminuicdo da

incidéncia e da progressdo  das

cardiomiopatias. Forma tardia da doenca:

Alglucosidase a (Myozyme® 20 melhoria na forca muscular, ja no primeiro

mg/kg, em semanas !

Pompe na Europa e EUA, alternadas ano de tratamento, seguida por sua
Lumizyme® nos EUA) estabilizacdo.

Em ambas as formas o tratamento

contribuiu positivamente para a capacidade

cardiopulmonar e para a qualidade de vida.

Fonte: Adaptado de DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; RATKO et al, 2013;
VALAYANNOPOULGOS, 2013.

Ademais, a infusdo da enzima pode levar a efeitos adversos, como: hipertensédo, taquicardia,
reacOes cuténeas (eritema, urticaria, prurido), cefaleia, nausea, edema facial, entre outros. Uma
reacdo importante a TRE é o desenvolvimento de resposta imunoldgica. Como o0s pacientes com

41



(5

EDITORA

\

PASTEUR

DDL produzem pouca ou nenhuma enzima, o organismo pode considerar a enzima recebida como
um corpo estranho e desenvolver imunoglobulinas G (IgG) para combaté-la. Alguns pacientes, além
da resposta imune mediada pelo 1gG, podem desenvolver respostas IgE mediadas e apresentar
reacOes anafilaticas (DESNICK & SCHUCHMAN, 2012). A resposta imune prejudica a eficacia do
tratamento, uma vez que os anticorpos produzidos podem neutralizar as enzimas e/ou bloquear os
receptores M6F (DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; RATKO et al., 2013).

Outra desvantagem da terapia de reposicdo enzimatica é o seu alto custo, dependendo da
DDL, um ano de tratamento pode custar de 300.000 a um milhdo de délares por paciente (THOMAS
& KERMODE, 2019).

A TRE por Laronidase (Aldurazyme®) foi aprovada pela FDA em 2003 para o tratamento
de pacientes com as formas Hurler e Hurler- Scheie da MPS | e em pacientes com a forma Scheie
com sintomas moderado a grave. O protocolo atual consiste em administracdo intravenosa semanal
de infusdes durante 2 — 4 horas, de dose de 100 U/kg, que pode ser aumentada para 200 U/kg em
pacientes com MPS | grave com resposta parcial. Eventos relacionados a infuséo (febre, erupcéo
cuténea e, raramente, reacdes anafilaticas) podem ocorrer durante os primeiros meses de tratamento.
Eles podem ser tratados com anti-histaminicos, antipiréticos e esteroides.

A TRE com Laronidase contribui para reducdo do volume do baco e do figado, melhora da
mobilidade e da funcéo cardiaca e respiratoria, além de um aumento na qualidade de vida geral.
Porém, o tratamento ndo se mostrou eficaz no alivio da compressdo medular, da sindrome do tunel
do carpo e na reducdo dos sintomas neurologicos, como o declinio cognitivo (DESNICK &
SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; RATKO et al., 2013; VALAYANNOPOULOS,
2013).

Na MPS IlI, ou doenca de Hunter, a terapia com reposicdo enzimatica é realizada, desde de
2006, com a enzima idursulfase (Elaprase®), por via intravenosa. A dose recomendada é de
0,5 mg/kg, por semana. Com seu uso foi possivel perceber reducdo da hepatoesplenomegalia e
melhora na mobilidade e na funcéo respiratéria e cardiaca. A TRE na MPS tipo Il possui as mesmas
limitacGes que a terapia na MPS |, ndo contribui para uma melhora da doenca 6ssea, hem dos
sintomas neuroldgicos (DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; RATKO et al.,
2013; VALAY ANNOPOULOS, 2013).

A galsulfase (Naglazyme®) é o tratamento para MPS tipo VI. Estudos demonstraram que
seu uso leva a aumento de massa Ossea, da mobilidade das articulacbes e da capacidade
cardiorrespiratoria, além de reduzir a hepatoesplenomegalia presente. Entretanto, mesmo com a
melhora do movimento das articulaces, ndo foram observadas redugdes nas displasias Osseas.
Dessa forma, o ganho na mobilidade esta relacionado apenas com a diminuicdo da inflamacéo
tecidual. A enzima galsulfase foi aprovada em 2005 e sua dose recomendada é de 1,0 mg/kg por
semana (DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; RATKO et al., 2013;
VALAYANNOPOULOS, 2013).

Sobre a doenga de Gaucher, que tem como causa a deficiéncia de glicocerebrosidase ou de
seu ativador, existem os tipos 1, 2 e 3. A tipo 1, tem sido classicamente chamada de doenga ndo
neuropatica, pois ndo ha envolvimento neurolégico primario, enquanto os tipos 2 e 3 envolvem o
cerebro diretamente. Assim sendo, a TRE apenas apresenta-se viavel para o tipo 1 da doenca de
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Gaucher, uma vez que, como ja citado, a enzima recombinante ndo consegue atravessar a BHE e,
consequentemente, ndo promove melhorias dos sintomas neuroldgicos.

Para a terapia nessa doenga foram aprovadas, pela FDA, 3 enzimas recombinantes
diferentes: imiglucerase (Cerezyme®), em 1994; velaglucerase alfa (VPRIV®), em 2010 e
taliglucerase (Elelyso®), em 2012. Ambas as enzimas sdo utilizadas em semanas alternadas com
doses variando entre 15 e 60 U/kg/infusdo. Com este tratamento, ha melhora do figado e do baco,
da anemia, da trombopenia, das crises dolorosas e do estado geral do paciente (DESNICK &
SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; RATKO et al., 2013).

A doenca de Fabry, condicéo resultante da deficiéncia da enzima lisossomal a-galactosidase
A, tem como tratamento a TRE com agalsidase « a 0,2 mg/kg (Replagal®) ou agalsidase 4 1,0 mg/kg
(Fabrazyme®), em semanas alternadas. Apenas a agalsidase S foi aprovada nos Estados Unidos
(EUA), em 2003, por conta de uma lei de protegéo as industrias farmacéuticas. Contudo, estudos
comparativos mostram que nédo existem diferencas entre as duas preparacées. Ambas contribuem
para a estabilizacdo da funcdo renal e cardiaca, além de melhora da dor e da qualidade de vida
(DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN, 2011; VALAY ANNOPOULOS, 2013).

Doenca de Pompe (doencga de armazenamento do glicogénio tipo Il) tem como tratamento
Alglucosidase a (maltase acida humana recombinante, Myozyme® na Europa e EUA, Lumizyme®
nos EUA) 20 mg/kg, administrada em semanas alternadas, com uma infusdo endovenosa. Essa
terapéutica mostrou resultados positivos tanto na forma precoce quanto na forma tardia da doenca.
Na forma da doenca com inicio dos sintomas na infancia, a TRE diminui a incidéncia e a progressao
das cardiomiopatias. Enquanto que na forma da doenca com inicio apenas na fase adulta, foram
observadas melhorias na for¢ca muscular, ja no primeiro ano de tratamento, seguida por sua
estabilizacdo. Em ambas as formas, o tratamento contribuiu positivamente para a capacidade
cardiopulmonar e para a qualidade de vida (DESNICK & SCHUCHMAN, 2012; LACHMANN,
2011; RATKO et al., 2013; VALAYANNOPOULOS, 2013).

CONCLUSAO

Portanto, foi possivel perceber com a revisdo dos artigos selecionados que as doencas de
depdsito lisossémico sdo um importante grupo de erros inatos do metabolismo, que podem
prejudicar significativamente a qualidade de vida dos individuos acometidos, além de diminuir sua
expectativa de vida. Nesse cenario, percebe-se a importancia da terapia de reposicdo enzimatica
como meio de atenuacdo dos sintomas apresentados. Entretanto, mesmo com todos os beneficios,
ainda é necessario o desenvolvimento de mais pesquisas que avaliem o uso da TRE em pacientes
com DDL, afim de sanar suas limitacbes e desvantagens, como a ineficacia em sintomas
neuroldgicos e o alto custo.
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INTRODUCAO

O termo doenca negligenciada se refere aquelas doengas causadas por agentes infecciosos
ou parasitas que atingem, principalmente, a populagcdo de baixa renda. Estas enfermidades
incapacitam ou matam milhdes de pessoas. Segundo Brasil (2013), as doencas tropicais juntamente
com a tuberculose s&o responsaveis por 11,4% da carga global da doenca e apenas 1,3% (21 de 1556
farmacos) dos novos medicamentos registrados entre 1975 e 2004 foram desenvolvidos
especificamente para essas doencas.

A endemia de doenga tropical atinge principalmente a populacdo pobre da Africa, Asia e
América Latina (Figura 5.1), causando entre 500 mil a 1 milh&o de dbitos por ano. Por mais que se
conhecam medidas preventivas e tratamentos para algumas dessas moléstias, ndo se é amplamente
difundido entre os menos desfavorecidos. (BRASIL, 2013.)

Figura 5.1. Prevaléncia das doencas negligenciadas no mundo.

moo

Fonte: Departamento de Epidemiologia e Bioestatistica (MEB, 2017).

Essa classe de doencas é um problema de salde publica, entretanto o investimento dado ndo
é suficiente. Pacientes e sistemas de satde com baixo poder aquisitivo e sem influéncia politica ndo
conseguem gerar o retorno financeiro exigido pela maior parte das industrias farmacéuticas. Esta
constatacdo levou a criacdo, pelo setor pablico, de programas destinados a financiar e estimular
pesquisas sobre estas doencas. Como exemplos destes programas podemos citar, no Brasil, o
Programa Integrado de Doencas Endémicas (PIDE), do CNPq, ativo de 1973 a 1986 e, em nivel
internacional, o Programa de Pesquisa e Treinamento em Doencas Tropicais (denominado TDR, de
Tropical Diseases Research), criado em 1975, com sede na Organizacdo Mundial da Satude (OMS)
em Genebra e co-patrocinado por PNUD, Unicef, Banco Mundial e a propria OMS, atuante até os
dias de hoje, e Drugs for Neglected Diseases Initiative (DNDi) (BRASIL, 2013.)

A DNDi é uma organizacao de pesquisa sem fins lucrativos que trabalha afim de oferecer
novos tratamentos para as doencas negligenciadas. Desde a sua criagdo em 2003, a DNDi
disponibilizou seis tratamentos com os farmacos: dois antimalaricos de dose fixa combinados
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artesunato-amodiaquina (ASAQ) (1a e 1b) e artesunato-mefloquina (ASMQ) (1a e 2a) a terapia
combinada de nifurtimox-eflornitina - (NECT) (3a e 3b) para a fase avancada da doenca do sono, a
terapia combinada a base de estibogluconato de sodio (4a) e paromomicina (5a) (SSG & PM) para
a leishmaniose visceral na Africa, um conjunto de terapias de combinacdo para a leishmaniose
visceral na Asia e uma dosagem pediatrica do benznidazol (6a) para a doenca de Chagas (Figura
5.2) (BRASIL,2013.)

Figura 5.2. Medicamentos disponibilizados pela DNDi
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Fonte: BRASIL, 2013.

Pesquisadores da DNDi, Médicos Sem Fronteiras (MSF), o Programa Especial da OMS para
a Pesquisa e Treinamento Sobre Doencas Tropicais (TDR) e de trés universidades (Hospital
Universitario de Grenoble e Universidade Joseph Fourier, Francga, e Universidade de Oxford, Reino
Unido) constataram que dos 850 novos medicamentos e vacinas aprovados entre 2000 e 2011 apenas
4% destinavam-se as doencas negligenciadas. A maioria dos produtos terapéuticos desenvolvidos
recentemente sdo versdes reformuladas de farmacos ja existentes. Dos 336 novos medicamentos
(novas entidades quimicas ou NCEs, na sigla em inglés) aprovados para conjunto total das doencas
no periodo de 2000 a 2011, apenas quatro ou 1% foram destinados a esta classe de enfermidades.
Além disso, faltam ensaios clinicos relacionados as doencas negligenciadas. Dos quase 150.000
estudos clinicos registrados para novos produtos terapéuticos em desenvolvimento em dezembro de
2011, somente 1% era relacionado a estas doencas (PEDRIQUE et al., 2013).
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Este estudo visa, portanto, a revisdo bibliografica com identificacdo das pesquisas
desenvolvidas e em desenvolvimento utilizando substancias triazélicas como possivel farmaco para
combater leishmaniose.

METODO

A busca pelos artigos foi realizada na plataforma Portal de Peridédicos Capes. Os artigos
foram selecionados no periodo de 6 anos (2013-2018), com o filtro “triazoles”. As palavras chaves
para a pesquisa foram “leishmaniasis” and “triazoles”.

Os critérios de inclusdo adotados foram: artigos em inglés, trabalhos com substancias
triazdlicas ativas in vitro ou in vivo nos protozoarios do género Leishmania e com rota sintética
estabelecida. Os critérios de exclusdo foram: artigos em lingua ndo inglesa, trabalhos sem atividade
anti-leishmaniodtica e artigos com substancias ndo-triazélicas. Foram selecionados 12 artigos para
execucdo do presente estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A leishmaniose atinge 350 milhdes de pessoas em 98 paises, com cerca de 1,8 milhdes de
casos novos/ano no mundo e 25,5 mil novos casos no Brasil, estes por sua vez se concentram nos
estados: MG, BA, CE, MA, TO, PA, PI, PE, MS e SP. A leishmaniose ¢ endémica em 98 paises e
territorios do mundo, mais de 12 milhdes de pessoas estdo infectadas e 350 milhdes estdo em risco
(WHO, 2018).

Os agentes etioldgicos das leishmanioses sdo protozoarios do género Leishmania, da familia
Trypanasomatidae, da ordem Kinetoplastida. Este género apresenta um numero crescente de
espécies. Dentre as 30 espécies de Leishmania conhecidas atualmente, aproximadamente 20 sdo
patogénicas para o homem (WHO, 2018).

A transmisséo se faz por meio da picada de fémeas de flebotomineos infectados, que injetam
formas promastigotas metaciclicas nos hospedeiros vertebrados. Estas sdo englobadas pelos
macrofagos, localizando-se nos fagolisossomos onde se transformam nas formas amastigotas e se
multiplicam. As manifestacdes clinicas da doenca dependem da espécie de Leishmania e da resposta
imune do hospedeiro, podendo ser: leishmaniose cutanea (LC), leishmaniose mucocutanea (LMC)
e leishmaniose visceral (LV), sendo que esta ultima pode levar a uma incidéncia muito alta de
mortes quando a doenca ndo € tratada (WHO, 2018).

Estima-se que 75% de todos os casos de LC estdo concentrados em 10 paises, sendo um
deles o Brasil. O Brasil € um dos seis paises onde 90% dos casos de LV foram encontrados. Nas
Américas, uma media de 60.000 casos de leishmaniose cutanea e mucosa e 4000 casos de LV s&o
diagnosticados a cada ano, com uma taxa de mortalidade de 7%. Uma das espécies mais amplamente
distribuidas na América Latina é a Leishmania braziliensis que pode levar a LC e LMC. Outra
espécie importante € L. infantum que pode levar a LV que acomete o humano, cdes e 0s gatos
(PERTINO et al., 2017). Em 2016, o Brasil divulgou o coeficiente de incidéncia de 1,55
€as0s/100.000 habitantes, com o relato de 3200 novos casos, no qual na qual 47,6% foi na Regido
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Nordeste, havendo 2.228 internacdes (70,0%) com média de permanéncia de 13,4 dias, com
letalidade de 7,8% (PERTINO et al., 2017).

As formas cutanea e mucocutanea da doenca muitas vezes resultam em autocura, apesar de
consequéncias, como cicatrizes permanentes e deformacdes no rosto dos pacientes e/ou garganta, o
que pode levar ao isolamento social devido a preconceitos e problemas nutricionais (WHO, 2018).
Ainda ndo existe um tratamento eficaz para as varias formas de leishmaniose. Até o0 momento, nao
ha vacinas eficientes e o arsenal classico terapéutico para o tratamento desta doenca é restrito, sendo
que todos os medicamentos disponiveis no mercado possuem alguma limitacdo: toxicidade,
resisténcia, custo, tratamento longo ou modo de administragéo inadequado.

O tratamento dos pacientes infectados normalmente consiste no uso de sais organicos de
antimonio pentavalente, introduzidos pela primeira vez em 1945, e que séo, ainda hoje, a base da
terapia para leishmaniose. Os principais representantes desta classe sdo o estibogluconato de sodio
(4a) e o antimoniato de meglumina (7), utilizados no tratamento de ambas as formas, cutanea e
visceral, da doenca. A utilizacdo destes farmacos € limitada por causa da sua eficacia reduzida,
efeitos colaterais frequentes e devido ao surgimento de uma resisténcia significativa (CROFT &
COOMBS, 2003; ST. GEORGE et al., 2006; PATEL & SHAH, 2008).

Ainda assim, antimoniais pentavalentes sdo os farmacos de primeira escolha para o
tratamento da leishmaniose em muitos paises, com exce¢do da India, no Estado de Bihar
(OLLINARO et al., 2005), onde multiplos casos de resisténcia surgiram e, por isso, eles foram
substituidos por anfotericina B (8), — de alto custo, pentamidina (9), - associada a diabetes mellitus
insulino-dependente, paromomicina (5a), - com alta nefrotoxicidade e miltefosina (10), - Unico
farmaco com administracdo oral, porém altamente teratogénico (Figura 5.3) (MURRAY et al.,
2005).

Figura 5.3. Medicamentos utilizados no tratamento de Leishmaniose
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Fonte: MURRAY et al., 2005.

Véarios compostos naturais advindos de plantas, como compostos fendlicos, alcaloides,
saponinas e terpenos mostram bioatividade potente e seletiva para o tratamento de doengas tropicais.
Os diterpenos isolados de raizes de Salvia cilicica (Lamiaceae) e triterpenos como &cido ursélico
(11), que possui IC50 de 5 e 27 pg/mL contra o estagio promastigota e amastigota de L.
amazonensis, exibem atividade leishmanicida, in vitro, significativa.
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Recentemente, diferentes grupos de pesquisas utilizaram a reacéo de 1,3-dipolar-cicloadigéo
catalisada por azida de cobre e alcino, que gerou 1,2,3-triazois buscando por farmacos
antiparasitarias. Usando esta reacdo, eles obtiveram triazol-derivados de aglcares, benznidazol (6a),
naftoquinonas (12) e esterdis como excelente antiparasitario. Foram sintetizados 34 derivados
sintéticos a partir dos terpenos de partida, acido desidroabiético (DHA)(13), derivados de acido
oleandlico (AO) (14) e dehidroabietinol (15). Eles foram avaliados contra formas epimastigostas de
T. cruize e promastigotas de Leishmania spp, analisando também a citotoxidade (Figura 5.4)
(PERTINO et al., 2017).

Figura 5.4. Terpenos utilizados como composto de partida

Fonte: PERTINO et al., 2017.

Os produtos mais ativos derivados de DHA contra T. cruize foram os 15, 16 e 17 com valores
de IC50 de 46, 61 e 69 pug/mL, respectivamente. A inibi¢do da proliferagdo in vitro da Leishmania
spp. Foi testada contra duas estirpes promastigotas, os compostos derivados de DHA 15, 16, 17 e
18, foram os compostos mais ativos contra ambas as espécies avaliadas com valores de 1C50 de 44,
63, 53, 64, 89 e 71 pug/mL contra L. braziliensis, e 72, 40, 60, 64, 53 e 73 pg/mL contra L. infantum,
respectivamente.

A citotoxicidade dos compostos foi avaliada em fibroblastos NCTC-Clone 929. Entre os
derivados avaliados apenas 0s compostos 16, 17 e 18 mostraram moderada atividade citotdéxica com
valores de IC50 na faixa de 129-232 pg/mL (Figura 5.5). Para os derivados de OA, apenas 0S
compostos 19 e 20 apresentaram um efeito no T. cruzi com valores de 1C50 de 43 e 61 pg/mL,
respectivamente. Por outro lado, os resultados da atividade leishmanicida mostram que apenas 0s
compostos 21 e 22 tém um efeito leve, na qual o composto 21 apresenta atividade contra L.
braziliensis e L. infantum promastigotas, com valores de 1C50 de 109 pg/mL e 155 pg/mL,
respectivamente, e 0 composto 22 mostrou atividade apenas contra promastigota de L. infantum,
com um IC50 de 128 pg/mL (Figura 5.6). (PERTINO et al., 2017).
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Fonte: PERTINO et al., 2017.

Figura 5.6. Compostos derivados de OA com maior 1C50
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Uma nova série de triazois integrados a fenil heteroterpenos foram sintetizados e
selecionados para sua atividade in vitro contra a forma amastigota intracelular de L. donovani por
Suryawanshi et al. (2013). Todos os derivados obtidos foram testados e verificou-se que 0 composto
23 ¢ o mais ativo, com IC50 6,4 uM e melhor indice de seletividade (SI) (SI= 18) em comparagdo
com os farmacos de referéncia, miltefosina (24) (IC50= 8,6; Sl= 6) e miconazol (25) (IC50= 5,4,
SI= 7). Quando avaliado in vivo em L. donovani no modelo de hamster, 23 exibiu 79 + 11% de
inibicdo da multiplicacdo do parasita a 50 mg kg por 5 dias ap6s o sétimo dia de tratamento (Figura
5.7) (SURYAWANSHI et al., 2013).
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Figura 5.7. Composto 23, derivado de
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Hernandez et al. (2017) sintetizou um conjunto de derivados hederagenina (26) modificados
no carbonil-28 através da introducdo de diferentes grupos como benzil, amina ou heterociclos
triazolicos, os derivados sintetizados foram testados para inibicdo da proliferacdo de formas
amastigotas intracelulares L. infantum. Os derivados 27, 28, 29 e 30 foram altamente eficazes nessa
inibi¢ao apresentando 1C50 28,8, 25,9, 5,6 e 7,4 uM, respectivamente. Esses derivados apresentaram
um maior indice de seletividade e baixa toxicidade (27, Toxicidade= 259 uM; SI= 9; 28,
Toxicidade= >1000 uM; SI= >38 ;29, Toxicidade= >1000 pM; SI= >178; 30, Toxicidade=
>1000 uM; SI= >135) contra as estirpes que foram testados (Figura 5.8) (HERNANDEZ et al.,
2017).

Figura 5.8. Compostos hederaginina (26) e
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Foi realizado a sintese de derivados triazolicos naftoquinonicos e suas atividades
leishmanicidas foram avaliadas contra formas promastigotas de cepas de L. infantum sensiveis e
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resistentes a antimonio e Leishmania amazonenses (GUIMARAES et al., 2013). A primeira série
de compostos 1,4-naftoquinona 1,2,3-triazol (31) foi o que obteve maior atividade contra todas as
cepas de Leishmania (com excec¢do do composto 35) com valores de 1C50 na faixa de 5,8 ¢ 57,8 uM
nas linhas celulares estudadas, no entanto, estes compostos foram tdxicos para macrofagos
peritoneais, com CC50 na faixa de 5,39 a 50 uM (Figura 5.9).

Figura 5.9. Primeira série de compostos derivados triazélicos-naftaquinona
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Fonte: GUIMARAES et al., 2013.

CONCLUSAO

A demanda de tratamentos inovadores para leishmaniose € alta no cenério de saude pablica
necessitando de farmacos mais eficazes e menos nocivos, portanto, o desenvolvimento de novos
farmacos contra essas doencas € estratégico sob o ponto de vista econdmico e de desenvolvimento
cientifico.

As abordagens descritas nesta revisdo visam atender a necessidade de organizacdo das
informacGes advindas de novas pesquisas com a unido de informacdes essenciais para facilitar o
desenvolvimento de novos farmacos.
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INTRODUCAO

A Quimica Medicinal ¢ uma &rea antiga, com estipulacbes de sua criagdo desde a
Antiguidade com Hipdcrates e Paracelso, ao se utilizarem do conhecimento, da denominada hoje,
Fitoterapia, ao utilizar plantas para diversos tratamentos (BARREIRO & FRAGA, 2015; LIMA &
BARREIRO, 2005).

No Egito Antigo também se descobriu que plantas como o alho, girassol e mel também eram
utilizados para alguns tratamentos de enfermos. Com o fim da Idade Média e a chegada das Grandes
Navegacdes, uma incessante busca por novas moléculas se destacou, seja para fins de conservacao
de alimentos como as especiarias ou ainda as tinturas. O que era de dificil obtencéo e ndo se possuia
conhecimentos de sintese organica para auxilia-los. Com a chegada da Idade Moderna e a maior
elucidacdo dos patdgenos, vias de transmissdo e patogénese, a forga dos cientistas comecou a
encontrar um terreno fertil e em 1863 a empresa Bayer, uma empresa farmacéutica, foi criada
(BARREIRO & FRAGA, 2015; BRUICE, 2006; BRUNTON et al., 2019; CAREY, 2011;
KATZUNG et al., 2017; LIMA & BARREIRO, 2005; RITTER et al., 2016; SOLOMONS &
FRYHLE, 2012). Felix Hoffman, da Bayer, no século XIX descobriu o Acido acetilsalicilico, dando
entdo um marco para a criacdo da Quimica Medicinal. A Ciéncia foi evoluindo, houve a descoberta
da morfina, da penicilina que foram cruciais durante a Segunda Guerra Mundial. Com esse “salto
tecnologico”, aprimoraram-Se conceitos, inovando em compostos e a forma de estuda-los, sem uma
area definida.

Nos dias atuais, a partir de uma abordagem multidisciplinar e delimitada, a Quimica
Medicinal busca compreender e elucidar as razées moleculares do mecanismo de um farmaco com
seu biorreceptor, seja de forma agonista ou antagonista (BARREIRO & FRAGA, 2015; BRUNTON
et al., 2019; KATZUNG et al., 2017; LIMA & BARREIRO, 2005; RITTER et al., 2016).

Para isso, o Quimico Medicinal utiliza conhecimentos da &rea de Quimica Organica,
Farmacologia e Quimica Computacional. Visando escolher a melhor rota sintética, purificar os
produtos obtidos e determinar as caracteristicas fisico-quimicas de uma molécula, 0 Quimico
Medicinal utiliza conhecimentos da Quimica Organica. Os estudos de farmacologia sdo utilizados
para que se possa compreender a nivel biolégico e molecular como esse composto iré atuar, suas
formas de inativacao e metabolizagdo, ou seja, crucial para que haja a comparacao de uma molécula
precursora as suas derivacdes. Afinal, uma molécula pode perder completamente sua atividade ou
ainda haver uma melhora significativa em seu desempenho, ou seja, menos tdxico, mais
biodisponivel, caracteristicas que devem ser comparadas com seu precursor. A Quimica
Computacional, visa solucionar problemas e prever certas caracteristicas microscopicas das
moléculas (BARREIRO & FRAGA, 2015; BRUICE, 2006; BRUNTON et al., 2019; CAREY,
2011; KATZUNG et al., 2017; LIMA & BARREIRO, 2005; RITTER et al., 2016; SOLOMONS &
FRYHLE, 2012).

Esse ramo, portanto, une quase todo o processo de producdo de um medicamento, apenas
sem a parte da formulagdo. Nesta revisdo sera apenas abordada as principais técnicas envolvidas no
desenvolvimento de um Farmaco, passando pela elabora¢éo de um composto prototipo.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Latenciacéo

Latenciacdo ¢ um método de desenvolvimento de farmacos que visa gerar uma substancia
que é em si inativa, mas que se torna ativa dentro do organismo ap6s sofrer uma transformacéo
quimica. Desta forma, o farmaco esté latente e sé depois seré ativado. Essa estratégia sintética tem
por objetivo resolver alguns dos problemas comuns aos farmacos, como baixa solubilidade, baixa
biodisponibilidade, alta toxicidade e o transporte do farmaco até o sitio ativo (CHUNG et al, 2005).

Uma forma mais pratica de entender a latenciacdo é imaginar um farmaco qualquer que
tenha um grupo amina livre. Quando esse farmaco atinge o estdmago ele é protonado e, nesta forma,
apresenta uma carga real e se torna muito mais hidrofilico. Assim, ele pode ndo conseguir atravessar
a mucosa intestinal, afinal ela tem um carater mais hidrofilico, conduzindo para sua rapida excrecao
em funcgéo da reduzida capacidade de absor¢édo (Figura 6.1).

Figura 6.1. Exemplificacdo hipotética de um farmaco que ndo atravessa a mucosa intestinal

Farmaco— Mz
ltasts Eérmaco—NHz + HsO* Farmaco—NHz' ‘ Mucosa intestinal: Devido a grande polaridade
do farmaco,
¢ ele ndo consegue atrevessar a menbrana
Excrecao

Entretanto, a transformacdo quimica do grupo amina em uma amida, reduzira a
disponibilidade do par de elétrons livre do atomo de nitrogénio, tornando mais dificil a protonacao
do farmaco e, com isso, o farmaco consegue atravessar a barreira intestinal. Porém, ha um problema:
o farmaco nao ¢é ativo na sua forma de amida. Desta forma, € necessario que o proprio organismo
promova a hidrolise do grupo amida para que 0 mesmo volte a ter atividade (Figura 6.2).

Figura 6.2. Exemplificacdo hipotética de um pré-farmaco
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Como exemplificado, é necessario saber como a molécula serd metabolizada, pois € isto que
transformard o pré-farmaco, uma molécula inativa, em um farmaco, uma molécula ativa. A seguir
alguns exemplos de pré-farmacos ou protétipos de pro-farmacos.

O Lisdexanfetamina (1) € um farmaco utilizado para tratamento do transtorno do déficit de
atengdo com hiperatividade (TDAH). Este farmaco sofre hidrélise no sangue liberando a
dextroanfetamina (Figura 6.3, 2), que apresenta a atividade desejada para tratar o TDAH (MATTOS,
2014).

Figura 6.3. Hidrolise do pro-farmaco Lisdexanfetamina (1) liberando o farmaco dextroanfetamina

(2)
HoN Dtk HAN NH.
0 2 /\/\/:\770 i ®/>‘NH2
m H
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Lisdexanfetamina (1) (3) Dextroanfetamina (2)

Fonte: MATTOS, 2014.

O Figura 6.4 mostra as etapas de liberacdo do AZT-a CDS (4) (zidovudina acoplado ao
sistema de transporte anibnico). Este farmaco € utilizado no tratamento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Humana Adquirida (SIDA, do inglés AIDS), causada pelo Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV). Tal processo de liberacdo é promovido pelas enzimas enddgenas.
Tem-se a primeira etapa correspondente a hidrolise que libera o AZT fosforilado (zidovudina
fosforilada) (5) e desta forma inativo. Posteriormente ocorre a desfosforilagdo liberando o AZT
(zidovudina) (6) (SOMOGY 1 et al, 2004).

Figura 6.4. Etapas de liberacdo do farmaco AZT (6) a partir do pré-farmaco AZT-a CDS (4)
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Fonte: SOMOGY!] et al, 2004.

Uma aplicacdo desta técnica é no transporte de farmacos para o tratamento de cancer, pois
€ muito comum que 0s quimioterapicos sejam téxicos. Entretanto, em vez de se usar um fragmento
de molécula como transportador, usa-se um polimero. Além disso, o polimero pode ser
funcionalizado de forma a melhorar os quatro pardmetros citados no inicio. Ademais, um espagador
pode ser colocado entre o polimero e o farmaco e, desta forma tem-se um melhor controle da
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liberacdo do mesmo. Como exemplo, tem-se o pré-farmaco (7) que libera o farmaco quimioterépico
Mitomicina C (Figura 6.5) (GAO, 2018).

Figura 6.5. Pré-farmaco polimérico Mitomicina C com Poli[N5-(2-hidroxietil)-L-glutamina] como
polimero e oligopeptideos como espacador (7)
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Fonte: GAO, 2018.

Bioisosterismo

Uma das técnicas mais conhecidas e difundidas da Quimica Medicinal é o bioisosterismo
(Figura 6.6). E uma estratégia que utiliza conhecimentos de diversas areas, como a Quimica
Organica, onde se estuda as propriedades fisicas e quimicas e ainda a sintese de novas moléculas.
Utiliza conhecimento da farmacologia, que busca compreender e elucidar a interacdo entre uma
substancia e um individuo. O principal centro de estudo dessa técnica esta na interacdo entre as
moléculas e seus alvos em organismos vivos e sua forma de obté-las (BARREIRO & FRAGA, 2015;
BRUNTON et al., 2019; KATZUNG et al., 2017; LIMA & BARREIRO, 2005; RITTER et al.,
2016).

O Bioisosterismo ainda pode ser encontrado em organismos Vivos, onde ja se constatou-se
bactérias que podem utilizar diferentes compostos em seu ciclo metabdlico de acordo com sua
disponibilidade no ambiente, gerando derivados. Ha Bioisosterismo dentro do organismo humano
também, onde os aminoacidos podem ser enquadrados como uma Sequéncia Bioisostérica
(BARREIRO & FRAGA, 2015; LIMA & BARREIRO, 2005).

Figura 6.6. Exemplo de bioisosterismo, destague em vermelho para o grupo farmacoférico e em
azul a troca bioisostérica
OH

0 l«ﬂ OH Bioisosterismo R 2 ;,:_.,_«,___‘__,OI |
‘\v_,..» xS Reacoes y ,[ |
HO b ah g

Composto-Protétipo (8)

Bioisostero (9)
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De inicio, o estudo parte de uma molécula precursora, 0 Composto-Protétipo (8), que gerara
a sequéncia bioisostérica. O composto de partida pode ser uma molécula inédita ainda em fases de
testes biolégicos ou ainda pode ser um farmaco que se deseja melhorar e entdo sofrerdo
modificagdes em seu arcabouco molecular, um exemplo pode ser observado no Esquema 5
(BARREIRO & FRAGA, 2015; LIMA & BARREIRO, 2005).

Essas modificagBes podem ter diversas finalidades: Uma nova rota sintética, uma melhora
no desempenho em algum estagio de desenvolvimento do farmaco, como por exemplo na sua
inativacdo, excrecdo ou solubilidade ou ainda estabilidade, visto que diversos farmacos podem ter
uma baixa disponibilidade quando comparados aos seus bioisdsteros (BARREIRO & FRAGA,
2015; BRUNTON et al., 2019; KATZUNG et al., 2017; LIMA & BARREIRO, 2005; RITTER et
al., 2016).

As moléculas, que possuem atividade bioldgica, possuem o0s chamados grupos
Farmacoforicos, grupos esses que ddo a atividade da molécula (Figura 6.6). S&do os fragmentos,
partes das moléculas que podem desencadear uma resposta bioldgica ou é necessario para que haja
a interacdo com um certo receptor. Os grupos Farmacoforicos podem ser modificados por seus
equivalentes, ao se realizar uma “troca bioisostérica” (Figura 6.6). Evita-se mudancas muito
abruptas pois a molécula pode perder sua atividade, por isso, como esses grupos vém com diversas
outras partes em seu arcabouco molecular, pode-se realizar alteracGes diversas nesses locais.
Mudangas minimas podem acarretar o aumento significativo da atividade do composto ou ainda sua
inativacdo (BARREIRO & FRAGA, 2015; LIMA & BARREIRO, 2005).

Simplificacdo Molecular

Essa técnica de modificacdo molecular consiste na otimizacdo de prototipos a partir da
sintese de estruturas andlogas mais simples, as quais preservam seus grupos farmacoféricos, além
de manter ou melhorar suas propriedades farmacoldgicas (BARREIRO & FRAGA, 2015; CERA &
PANCOTE, 2012).

A principio, quando ainda ndo havia o conhecimento das contribuicdes farmacoféricas
presentes nas substancias, essa estratégia foi adotada para reduzir a complexidade estrutural de
compostos naturais, contudo, com os inimeros estudos ao longo do tempo, a partir da nocdo obtida
acerca da relacdo entre estrutura quimica e atividade (SAR), foi viabilizado o seu emprego tanto em
compostos naturais como sintéticos (BARREIRO, 2002; GARCIA et al., 2010).

Dessa forma, esse método pode vir a possibilitar aumento na solubilidade, bem como
reducdo na toxicidade do farmaco usado como protétipo, potencializando, assim, o seu efeito
farmacolégico. Um exemplo disso é a obtencdo do topotecan, analogo modificado da camptotecina,
um alcaloide quinolinico isolado a partir da planta chinesa Camptotheca acuminata, por meio de
simplificacdo molecular. A tentativa era de manter as ja conhecidas propriedades antitumorais desta
Gltima substéancia citada, melhorando sua biodisponibilidade, dado que seu emprego terapéutico era
prejudicado por conta de sua baixa solubilidade em agua, além de severa toxicidade. Entdo, o
derivado foi obtido a partir de substitui¢cdo no sistema quinolinico, através da funcionalizagdo nos
carbonos C-9 e C-10, como observado na Figura 6.7.
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Logo, apresentando poténcia similar a camptotecina (11) em relagéo a atividade antitumoral,
além de se mostrar extremamente ativo sobre a DNA topoisomerase-1 com agao em cancer de
pulmao, ovario e colorretal, bem como ser soltvel em &gua, dada a sua formula¢do como cloridrato,
0 topotecan (10) pdde ingressar no mercado em 1996 (BARREIRO & FRAGA, 2015; BARREIRO,
2009a; ZUFIA et al., 2001).

Figura 6.7. Estrutura quimica da camptotecina (11) e topotecan (10)

HO

Topotecan (10)

[ OHo

Além disso, um outro exemplo relevante é a morfina, um analgésico hipnotico pertencente
ao grupo dos opioides. A morfina é um alcaloide originalmente isolado de Papaver somniferum
(Papaveracea) pelo farmacéutico alemao Friedrich Wilhelm Adam Sertiirner, em 1804. Esse € um
composto tetraciclico com cinco carbonos quirais, 0 que a torna estruturalmente complexa, como é
perceptivel atraves da Figura 6.8 (BARREIRO, 2002; BARREIRO et al., 2011).

Esse farmaco (12) deu origem aos analgésicos da classe das 4-fenilpiperidinas, o que revela
0 sucesso do uso da simplificacdo molecular a partir de protétipos naturais. Ilustrando entdo essa
classe, € possivel observar que a peptidina (13), presente na Figura 6.8, apresenta sistema
piperidinico similar ao da morfina (12), no qual o carbono C-4, quaternario, esta ligado ao anel
benzénico da molécula, sendo esse o grupo farmacoforico classico dos hipnoanalgésicos opiaceos,
de emprego mais efetivo e seguro (BARREIRO, 2002; BARREIRO, 2009b).

Figura 6.8. Estrutura quimica da morfina (12) e peptidina (13)

O _-

Morfina (12) Peptidina (13)

Fonte: BARREIRO, 2002.

Ademais, a morfina (12) compde um étimo exemplo da importancia do grupo metila e como
a sua introdugéo ou remocéo desse pequeno fragmento pode mudar significativamente a atividade
farmacolégica de um composto bioativo, levando a diferentes perfis farmacocinéticos e
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farmacodinamicos. Referente a isso, temos por exemplo, a codeina (14) e a heterocodeina (15),
apresentadas na Figura 6.9, que, por O-metilacéo da hidroxila fenilica da morfina (12) nos carbonos
C-3 e C-6, respectivamente, apresentam diferencas em suas atividades.

Figura 6.9. Estrutura da codeina (14) e da heterocodeina (15)
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Codeina (14) Heterocodeina (15)

Sendo assim, a introducgdo do grupo metila na formacéo da codeina (14) reduz a interagao
com os receptores opioides, além de que, se tratando da heterocodeina (15), essa apresenta 2 vezes
mais atividade in vivo que a morfina (12), bem como, considerando que sua atividade in vitro seja
equivalente, a metilacdo deve impactar nos parametros farmacocinéticos, levando a um aumento da
lipofilicidade e facilitando sua passagem atraves do sistema nervoso central (BARREIRO et al.,
2011; LEMKE et al., 2012)

Por fim, um outro exemplo partindo de compostos naturais € a quinina (16), advinda da casca
de Cinchona officinalis, que, por simplificacdo molecular planejada, deu origem a derivados
antimalaricos levando em conta a classe dos hidroximetilquinolinicos, como, por exemplo, a
mefloquina (17). Esse processo se deu, basicamente, a partir da substituicdo do anel rubanico da
quinina (16) para o sistema piperidinico (Figura 6.10), onde, por razdes metabdlicas, ha a presenca
dos substituintes trifliormetila nos carbonos 2 e 8 do sistema quinolinico (GARCIA et al., 2010).

Figura 6.10. Estrutura quimica da quinina (16) e da mefloquina (17)
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Fonte: BARREIRO, 2002.

Contudo, com o inicio da Segunda Guerra Mundial e consequente interrupcdo do
fornecimento de quinina (16), alternativas sintéticas comecaram a ser buscadas. Desse modo, com
o0 conhecimento béasico acerca da relagdo entre estrutura quimica e atividade dessa molécula, novos
agentes antimalaricos, derivados de 4-aminoquinolinas, foram descobertos, como foi o caso da
cloroquina (18, Figura 6.11) (BARREIRO et al., 2011).
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Figura 6.11. Estrutura da cloroquina (18)

Cloroquina (18)
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Logo, nota-se que o planejamento e uso da simplificacdo molecular podem ser realizados
por diversos motivos, bem como vém sendo abundantemente empregados na descoberta de novos
farmacos, os quais podem obter as mais variadas atividades. Entdo, preservando as subunidades
farmacoforicas, € possivel ndo sé estudar a relacdo estrutura quimica e atividade de derivados de
um composto bioativo tido como protétipo, como de fato simplificar estruturalmente tais prototipos
e otimizé-los, visando seu melhor efeito.

Hibridacdo Molecular

A hibridacdo molecular € uma técnica sintética consistindo na unido de dois ou mais grupos
farmacoforicos de conhecida atividade biologica. Com esta unido espera-se gerar um farmaco que
tenha melhor atividade que os farmacos originais. Além disso, deseja-se que tenha melhor perfil
farmacocinético e farmacodindmico (SUNIL et al., 2019).

Por ser composto de dois grupos farmacoféricos, ele tem maior capacidade de ser multi alvo
e de apresentar menor interacdo medicamentosa se comparado aos farmacos originais administrados
em uso conjunto ao paciente (SUNIL et al., 2019)

Importante notar que os farmacos hibridos ndo sdo pro-farmacos, pois ndo dependem de
alteracdes (clivagem, reducdo etc.) feitas pelo organismo para se tornarem ativos (BOSQUESI et
al., 2011).

Como a hibridizacdo busca a unido dos grupos farmacoféricos e ndo necessariamente do
farmaco inteiro, pode ocorrer da diminuicdo do perfil farmacocinético ou farmacodindmico devido
a supressdo de um ou mais grupos funcionais que estejam presentes no farmaco, mas nao
correspondam ao grupo farmacoldgico per se (SUNIL et al, 2019). Esta unido pode ser feita
diretamente, ou seja, unindo por meio de uma ligacdo carbono-carbono, desta forma diz-se que os
grupos estdo fundidos. Pode-se também usar outras moléculas, chamadas de espacadores, com a
funcdo de aumentar a distancia entre os grupos farmacoféricos. Além disso, o proprio espacador
pode apresentar algum tipo de atividade ou aumentar a afinidade do farmaco (PAWELCZYK et al.,
2018).

Como exemplo disso, tem-se 0s prototipos desenvolvidos por Yu et al. (2016), utilizando
Desidroepiandrosterona (DHEA) (19) como grupo farmacoférico principal, 1,2,3 triazol (20) como
espacador e uma variedade de outros compostos com atividade biolégica conhecida a fim de
produzir um hibrido com melhor atividade biolégica, como pode ser observado no Figura 6.12 (YU
et al, 2016).
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Figura 6.12. Hibridos moleculares sintetizados
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Fonte: YU et al., 2016.
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Como pode ser observado na Tabela 6.1, ndo € porque se utilizou fragmentos de moléculas
com atividade biolégica que o hibrido produzido tera boa atividade biologica. Entretanto, percebe-
se a eficiéncia da técnica pela possibilidade de gerar protétipos com bons valores de ICsg, como a

substancia 12 g.

Tabela 6.1. 1Csp dos hibridos moleculares sintetizados

Composto I1C50(uM)
MCF-7 u87 SH-SY5Y MGC-803 EC109

12a >128 45.61+1.66 8.62+0.94 >128 >128

12b >128 47.86%1.86 7.32+0.87 57.77+£1.32 61.72+1.79
12¢ >128 39.21+1.59 10.3+0.87 32.49+1.51 44.11+1.65
12d >128 91.19+1.96 9.25+0.97 58.85+1.77 >128

12e >128 33.07+1.52 18.51+1.27 >128 123.99+2.09
12f >128 21.31+0.58 >128 26.38+1.42 78.35+1.31
129 32.25+1.51 9.57+0.98 4.06+0.61 5.95+0.77 20.77+£1.73
12h 13.29+1.12 20.82+1.32 14.6+1.16 8.74+0.94 84.61+1.93
13a >128 >128 75.0+1.88 >128 117.59+2.07
13b 91.47+1.97 >128 46.45+1.67 >128 >128

14a 111.88+2.05 >128 72.56+1.86 >128 79.81+1.33
14b >128 >128 36.64+1.56 >128 >128

1l4c 73..34+£1.87 >128 50.06+1.7 >128 >128

14d 92.58+1.97 >128 42.07+1.62 >128 >128

14e >128 >128 >128 99.46+2.00 >128

15a >128 43.71+1.64 54.85+1.74 >128 >128

15b >128 47.43+1.68 49.47+1.70 >128 >128

16 >128 40.02+1.6 >128 >128 >128

17a 45.12+1.65 >128 65+1.81 51.34+1.71 49.84+1.70
17b 93.18+1.97 30.31+1.48 22.72+1.36 48.23+1.68 20.99+1.32
17c 38.6+1.59 18.46+1.14 26.95+1.43 21.61+1.34 23.89+1.38
18a 21.2741.05 96.53+1.52 69.76+1.84 11.56%1.06 24.73+0.85
18b 27.6+1.39 86.72+0.89 59.41+1.77 19.42+1.35 37.12+1.43
18c 45.2+1.12 >128 >128 28.62+1.46 55.43+1.84

Fonte: YU et al, 2016.
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Além disso, o objetivo central de toda e qualquer técnica é produzir um farmaco. Desta
forma, pode-se e deve-se usar uma combinacdo de varias técnicas para além de otimizacfes para
produzir o farmaco. Como exemplo tem-se a molécula CFI1-400945 (28) que entrou na 1 fase de
testes clinicos anticancer de uso oral. Na qual se percebe 0 uso ndo s6 da hibridiza¢do, mas como
do bioisosterismo e etapas de otimizacdo. No Figura 6.13 percebe-se as varias etapas a fim de
desenvolver e otimizar a molécula. Sendo isso, o procedimento comum no desenvolvimento de
farmacos e portanto, explicando a demora e alto custo (YU et al, 2015).

Figura 6.13. Etapas no desenvolvimento de protétipo de farmaco CFI-400945 (28)
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Fonte: YU et al, 2016.
Sintese de Séries Homdlogas

Uma outra estratégia de modificacdo molecular dentro da Quimica Medicinal é a Sintese de
Séries Homologas. Esse conceito de séries homologas foi introduzido na Quimica Organica por
Charles Frédéric Gerhardt e significa que as moléculas presentes em tal conjunto diferem entre si
pela presenca de grupo metilénico (CERA & PANCOTE, 2012; WERMUTH, 2008).

Vale ressaltar que esse processo de homologagdo pode gerar profundos efeitos na poténcia
e atividade farmacoldgica do prototipo em questdo. Isso porque a insercdo do ja citado grupo
metilénico cria uma molécula com maior dimenséo, além de com carater lipofilico diferente do da
substéncia de partida, influenciando nas suas propriedades de absor¢do, distribuicdo e excrecéo
(LEMKE et al., 2012).
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Com isso entdo, dependendo de outras caracteristicas desse analogo, ele podera apresentar
um aumento ou diminuicdo na sua atividade farmacoldgica, dada a maior lipofilicidade e,
consequente, melhor penetragdo nas membranas, ou menor hidrossolubilidade e sua consequente
ma distribuicdo (AVER et al., 2015).

Sendo assim, ha trés tipos de homologos possiveis de se obter: Homdlogo linear, quando o
grupo metilénico é inserido em uma cadeia; Homélogo ciclico, quando o grupo metilénico é inserido
em um sistema ciclico e, por fim, Homologo ramificado, quando ha a insercdo de um grupamento
metila (BARREIRO & FRAGA, 2015; CERA & PANCOTE, 2012).

Um exemplo, do primeiro tipo citado de homdlogos, é uma série de analogos N-alquil da
morfina (12), a qual mostra que o aumento na cadeia da molécula afeta diretamente na acéo dela,
podendo denomind-la entdo como agonista ou antagonista (LEMKE et al., 2012).

Sendo assim, ilustrado a partir do Figura 6.14, é possivel notar que o acréscimo de grupo
metilénico gera, de fato, diferentes atividades. No caso da molécula N-propil normorfina
(R=CH.CH.CH.), ha uma diminui¢do na atividade agonista e um aumento na antagonista. J& no caso
da N-butil normorfina (R=CH.CH.CH.CH.), ndo h4 atividade. E, por fim, realizando mais aumentos
na cadeia, a atividade crescente observada nos compostos é a antagonista.

Figura 6.14. Efeito do acréscimo de grupo metilénico na atividade das moléculas

R Atividade Farmacoldgica
= Anestésico (morfina)
H H &
R,N p— OH —CH,CH4 Opioide agonista de atividade reduzida
—CH,CH,CH, Opioide antagonista de atividade aumentada
CH.CH-CH-CH Inativo como opioide agonista ou antagonista
— LURUHLHUH,
— CHCH,CH,CHZCH, Opioide antagonista de atividade aumentada
—CH,CH,CH,;CH,CH,CH,4

Fonte: LEMKE et al., 2012.

Logo, € perceptivel que a sintese de séries homdlogas produz efeitos ndo so estruturalmente,
bem como na acdo farmacoldgica da molécula. Desse modo, se a cadeia alquilica esta diretamente
ligada a uma interacdo com o alvo biolégico, como ocorre no exemplo acima, entdo o tipo de
alteracdo realizada nela pode influenciar na interacdo também. Entdo, torna-se necessario atentar
para essas pequenas modificacfes estruturais, as quais sdo de extrema importancia no planejamento
de analogos, dado que considera também as modificacbes relacionadas as atividades
farmacoldgicas.

CONCLUSAO

Em resumo, nota-se a importancia da utilizacdo das mais diversas técnicas como forma de
produzir um farmaco com melhor atuacdo possivel, a partir de certos pardmetros tais como
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toxicidade, solubilidade e biodisponibilidade. Sendo assim, como previamente visto, podem ser
realizadas, por exemplo: A sintese de uma substancia que somente se tornara ativa no organismo
ap6s uma transformacdo quimica, de bioisésteros, de andlogos estruturalmente mais simples e de
moléculas a partir da unido de dois ou mais grupos farmacoféricos com atividades bioldgicas de
antemao conhecidas. Dessa forma, todo o processo de planejamento e produgdo de um novo farmaco
ganha o seu devido destaque, dado todo o estudo envolvido para escolha da melhor ou das melhores
técnicas sintéticas a serem utilizadas, visando sempre uma acdo mais satisfatéria de novos
compostos.
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INTRODUCAO

O uso racional de medicamentos, de acordo com a definicdo estipulada na Conferéncia
Mundial sobre uso racional de medicamentos em Nairobi, 1985, pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS), é quando o paciente utiliza os devidos medicamentos necessarios para melhorar ou
estabilizar sua situacdo clinica na dose e no tempo adequado as suas necessidades, contando com
um custo acessivel e com a orientacdo de um profissional de saide (OMS, 1985). A isotretinoina é
um medicamento cada vez mais utilizado por adolescentes com diagndéstico de acne vulgar. Trata-
se de um medicamento que requer acompanhamento terapéutico devido aos graves eventos adversos
descritos na literatura. E um medicamento disponibilizado pelo Sistema Unico de Satde (SUS) e
faz parte dos medicamentos do Componente Especializado da Politica de Assisténcia Farmacéutica
(GOULART, 2013).

Diante do exposto e visando obter mais informagdes sobre o tema abordado, objetiva-se com
este estudo elaborar um material educativo visando a promocéo do uso racional de isotretinoina no
tratamento da acne. Além disso, objetiva-se também, descrever os fatores sociais, culturais e
econémicos que estdo associados ao uso dessa substancia, bem como descrever a estrutura, fungdes
e caracteristicas gerais do sistema epitelial por se tratar do local de acdo do referido medicamento.
Sera abordado também neste trabalho a estrutura quimica da Isotretinoina e suas propriedades fisico-
quimicas.

METODO

Serarealizada revisdo da literatura sobre o0 “Uso Racional de Medicamentos” especificando
a Isotretinoina, a partir dos 6rgdos que regulamentam a Legislacdo Brasileira de Medicamentos.
Foram utilizados como base livros académicos da area farmacéutica, selecdo de artigos e teses por
meio das plataformas virtuais: Biblioteca Virtual de Sadde, PubMed. Foram encontrados artigos
cientificos por meio da utilizagao dos descritores: “Isotretinoina”, “acne vulgar”, “efeitos adversos”,
“educacao em saude”. Utilizamos como método de exclusdo aqueles artigos que o texto ndo estava

disponivel gratuitamente, e como método de inclusdo artigos no idioma portugués.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ainda no inicio do século XIX, a maioria dos medicamentos provinha de origem natural e
natureza desconhecida, sendo que a posologia era o diferencial entre 0 medicamento e 0 veneno.
Dessa maneira, foi criada no Brasil a legislacdo para o uso racional de isotretinoina. Portanto, essa
substancia se encaixa no quadro de medicamentos que precisam de prescricdo para ser aviada, e
ela tem seu uso controlado pela Portaria n.° 344, de 12 de maio de 1998, sendo que esta aprova o
Regulamento Técnico sobre substancias e medicamentos sujeitos a controle especial. De acordo
com a portaria, para conseguir retirar a medicagdo, é preciso entregar dois termos: a notificacdo de
receita C2 e o termo de consentimento de risco/pos informacgdo (ANVISA, 1998).
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Funcéo da isotretinoina

A isotretinoina € uma medicacgdo que faz parte do painel de tratamento da Acne vulgar. A
acne tem sido atualmente tratada com maior atengéo e consideragéo, devido aos atuais conceitos de
que a estética ndo bem aceita pode causar sentimentos de frustracdo, baixa autoestima e irritacdo. O
grupo mais afetado pelos impactos sociais da acne sdao as mulheres e os doentes com percepcao
subjetiva de maior gravidade de tal problema. Foi observado que pacientes que apresentavam acne
mais severa tinham cerca de duas vezes mais chances de apresentar problemas psicoldgicos
(TEIXEIRA et al., 2012).

Apesar de eficaz, foram relatados casos em que o uso desse retindico pode causar alteracdes
comportamentais, incluindo a depressdo, apresentando diminuicdo de produtividade, tristeza a
maior parte do dia durante longo periodo, perda de interesse por atividades consideradas antes
prazerosas pelo individuo acometido pelo problema, diminui¢cdo ou aumento do apetite, baixa ou
aumento do peso corporal, insdnia ou excesso de sono, tentativas de suicidio, entre varios outros
fatores que podem alterar significativamente a interacdo social do individuo (BREMNER &
MCCAFFERY, 2008).

ApoOs 0 uso da isotretinoina, ha melhora na qualidade de vida dos pacientes tratados,
relacionados diretamente a melhora da aparéncia, mesmo com as alteracdes de humor observadas.
Essa elevacdo na qualidade de vida pode, também, causar declinio nos casos de depressdo
anteriormente observados nos pacientes usuarios do retinoide (FAKOUR et al., 2014). Porém, deve
ser realizado o tratamento com rigoroso acompanhamento medico, ndo devendo haver prescrigdo
do medicamento levianamente, somente nos casos em que houver real necessidade de uso, pois além
das alteracbes comportamentais, as quais foram relatadas anteriormente, também sdo observadas
algumas reacOes adversas provenientes do uso do medicamento, como alteracdes nas funcdes
hepaticas e alteracGes oftalmicas (MAGIN et al., 2005).

O paciente deve ter clara consciéncia dos riscos proveniente do tratamento com a
isotretinoina, e deve ter assinado o termo de consentimento de risco, ndo fazendo uso do
medicamento sem o acompanhamento médico adequado. Uma das grandes dificuldades também
encontradas foi o fato que com a popularizacdo do uso aumentou a procura de muitos individuos,
com acne em grau mais amenizado, pelo tratamento com o &cido retindico sem real necessidade. O
incentivo ao uso desse medicamento a essas pessoas, levando em consideracdo apenas questdes
econdmicas, pode ser considerada uma grande falha ética (ANVISA, 1998).

Caracteristicas da pele: Orgéo afetado pela Acne e mecanismo de acéo da isotretinoina
sobre esse 6rgao

A pele é o maior 6rgdo do organismo humano, recobrindo cerca de 2 metros quadrados do
corpo e forma uma barreira sendo assim o principal protetor contra 0 meio externo, desempenha
também diversas fungdes de comunicagdo e controle dos organismos. As principais camadas da pele
incluem a epiderme, derme e a hipoderme. A epiderme é formada por células epiteliais de
revestimento onde as células se dispdem em folhetos que recobrem a superficie externa do corpo.
No caso da epiderme as células epiteliais apresentam uma intensa adesdo mutua por meio de
interdigitagdes (WILLIAMS & KUPPER, 1996; JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).
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A superficie da pele seca é revestida por epitélio estratificado pavimentoso queratinizado.
Neste epitélio as células das camadas mais superficiais morrem, perdem suas organelas e seu
citoplasma é ocupado por grande quantidade de queratina. Essa camada de queratina confere grande
protecdo a superficie da pele e impede a perda de liquido. J& as células mortas descamam
gradativamente (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A derme é a camada da pele formada por tecido conjuntivo que é responsavel pelo
estabelecimento e pela manutencdo da forma do corpo. Este papel mecéanico é determinado pela
matriz extracelular (consiste em proteinas fibrosas e substancia fundamental) que conecta as células
e 6rgdos. As camadas que contém muitas fibras elasticas e que conferem elasticidade a pele sdo: o
tecido conjuntivo frouxo - que s@o estruturas normalmente sujeitas a pressao e atritos pequenos e
que suporta células epiteliais; e o tecido conjuntivo denso ndo modelado que se encontra na derme
profunda da pele, nele as fibras colagenas séo organizadas em feixes sem uma orientacéo definida.
Nesse tecido as fibras formam uma trama tridimensional, o que confere certa resisténcia as tragdes
exercidas em qualquer direcdo (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

A derme ¢ altamente vascularizada e nela encontram-se 0s vasos sanguineos e linfaticos, é
atraves deles que a derme recebe células como os mastocitos que desempenham fungdes na infecgéo,
inflamacéo e na cicatrizacdo da pele (WILKES & KUPPER, 1996).

De acordo com a bula da isotretinoina (ISOTRETINOINA, 2014):

“O mecanismo de agdo de Isotretinoina ainda ndo foi elucidado em detalhes, mas ja se
estabeleceu que a melhora observada no quadro clinico da acne grave esta associada com a
supressao dose dependente da atividade da glandula sebéacea e com a reducdo no tamanho
das glandulas sebaceas demonstradas histologicamente. Estabeleceu-se, também, o efeito
anti-inflamatorio dérmico da Isotretinoina.”

Tratamento

O tratamento é realizado com uso oral de 0,5 a 1,0 mg/kg/dia de isotretinoina.. Nos pacientes
com acne grave e resistente a terapias convencionais necessita doses diarias maiores, de até 2,0
mg/kg por 16 a 24 semanas, respeitando uma dose cumulativa de 120-150 mg/kg de peso (DINIZ
et al., 2002; KEDE, 2009).

Eventos adversos

Segundo Coghi e Neves (2011) os eventos adversos cutaneos dos retinoides orais tém sido
atribuidos a diminuicdo na producao de sebo e mudancas na epiderme, principalmente, reducao na
espessura do estrato corneo. Estes fatores levam a xerose, quelite e secura nas mucosas (tabela 1).

A sociedade brasileira de dermatologia restringe a prescricdo do medicamento para todas as
mulheres em idade fértil que ndo utilizam algum método contraceptivo, devido a teratogénese. Além
de ressaltar que o uso da substancia ndo esta associada a menopausa precoce (SBD, 2018).
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Tabela 7.1. Efeitos adversos da isotretinoina

Sistema Possiveis efeitos adversos relatados na literatura

Quelite, dermatite, ressecamento de mucosas, epistaxe, descamacao

Pele e mucosas : :
palmoplantar, prurido, alopecia

SNC Cefaleia, letargia, depressdo
Olhos Conjuntivite, dor ocular, diplopia, cegueira noturna, opacidade cornea
Musculoesquelético Céibras, dor articular
. . Nauseas e vOmitos, anorexia, dor abdominal, aumento de enzimas
Gastrointestinal o
hepéticas
Reprodutor Teratogenicidade
Hematoldgico Aumento do VHS, plaquetose, aumento do VCM
Metabolismo Dislipidemia, reducdo HDL, aumento triglicérides, hiperglicemia
Geniturinario Proteinuria

Fonte: Adaptado de COGHI & NEVES, 2011.
Caracteristicas fisico-quimicas da isotretinoina

A isotretinoina é predominantemente apolar mesmo tendo um grupo carboxilico, pois a
maior parte de sua cadeia é constituida apenas por C e H, sendo melhor solivel em ambientes
lipofilicos. Recebe 0 nome quimico de Acido-13-cis-retindico, pois sua formula quimica é
C20H2802. Possui peso molecular de 300,44 g/mol, sendo um pé cristalino amarelo, com estrutura
quimica semelhante a vitamina A (DINIZ, 2002). Labio ao calor, a luz e ao ar. Essas propriedades
se apresentam como limitac6es consideraveis nas opg¢des de formulacdo. (KEDE, 2009)

CONCLUSAO

Percebe-se que o uso racional de medicamento e a ndo automedicacdo sdo essenciais para
evitar riscos a saude. Os fatores sociais, culturais e econdbmicos influenciam nesta pratica de
automedicacdo. Alguns casos sdo feito uso de medicacdes sem indicacdo profissional sendo que ha
alternativas ao tratamento. No caso do uso da isotretinoina para acne vulgar, com adequado
acompanhamento médico é a melhor alternativa em casos mais graves para tratamento e cura da
mesma.
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INTRODUCAO

O avanco da tecnologia na producdo de substancias que auxiliam e facilitam o cultivo de
grdos e outras culturas agricolas, possibilitou o aumento da producdo no ramo em larga escala,
resultando em um grande salto na economia de diversas regides do Brasil, sendo o pais que desde
0s anos 70, esta entre os 10 maiores consumidores mundiais de defensivos agricolas (FERNANDES
et al., 2012). Com isso surgiu uma grande preocupacdo e uma série de debates em torno da
toxicidade desses compostos e a seguranca de suas aplicacdes. Atualmente o uso de pesticidas é
cada vez mais indiscriminado, uma vez que a producdo agricola moderna é dependente desse fator,
em especial o glifosato, cujo qual é lider disparado de mercado mundial de herbicidas, representando
uma fatia de minimo 60% de todo esse comércio (GARCIA & ROLLEMBERG, 2007).

Apesar de ser considerado o maior consumidor de defensivos agricolas do mundo, utilizando
em larga escala inumeras classes desses compostos, 0 Brasil ainda carece de um sistema para
monitoramento do consumo em todos os aspectos. Segundo o censo atual apenas 30% dos
estabelecimentos rurais declaram o uso de defensivos agricolas (INSTITUTO BRASILEIRO DE
GEOGRAFIA E ESTATISTICA, 2006). Toledo esté entre os maiores produtores rurais no estado
do Parana, especialmente na producdo de gréos, como soja e milho, cujo cultivo necessita da
utilizacdo do herbicida foco do estudo.

O [N-(fosfonometil)glicina], pertence a classe de herbicidas de acéo sistémica e ndo seletiva,
sendo classificado quimicamente como um aminoacido fosfonado do grupo das glicinas
substituidas, € composicdo principal do herbicida comercializado pela Monsanto na marca
denominada Roundup®, possui seu mecanismo de acdo baseado na inibicdo de uma importante
enzima na via do acido chiquimico, consequentemente evitando a sintese de aminoacidos essenciais,
0 que possibilita o controle de plantas invasoras em meio ao cultivo de interesse, reduzindo a
competitividade e melhorando a producdo (YAMADA & CASTRO 2007).

Esse herbicida é, entre os defensivos agricolas, o lider disparado de mercado, pela eficiéncia
e baixo custo relativo (FERNANDES et al., 2012). Tal molécula possui a caracteristica de
contaminar facilmente rios e mananciais, especialmente em aguas superficiais, uma vez que nas
aguas subterraneas essa contaminacgdo é pouco provavel. Seu comportamento no ambiente, dentre
outras classes de herbicidas, & o que possui 0 maior risco de contaminacdo e requer um
monitoramento constante nos locais de eminéncia da sua aplicacdo (BRITO et al., 2001). Essa
facilidade extrema desse tipo de substancia contaminar solo e agua, é um fator preocupante em
relacdo ao meio ambiente e a pratica de aplicacdo de defensivos agricolas, podendo alterar o ciclo
de vida dos peixes, algas e ainda micro-organismos, 0s quais sdo responsaveis pelo equilibrio do
ecossistema e a manutencdo de suas caracteristicas naturais (SILVA et al., 2003).

Os estudos sobre os efeitos deletérios dos defensivos agricolas na sadde, nos revelam que
esta € uma questdo alarmante devido ao uso desregrado e em larga escala, tendo como consequéncia
0 aparecimento de patologias de causas inespecificas (ARAUJO, 2002). Héa atualmente inGimeros
estudos publicados sobre a toxicidade e seguranca de exposicdo ao glifosato. Quando exposto a
concentracdes elevadas desse composto pode ocorrer o comprometimento da viabilidade de células
tronco, e até morte celular de outros tecidos por apoptose e necrose (MARTINS, 2014), ja em doses
mais baixas é considerado pouco toxico, porém hé indicios de que os efeitos crénicos, mesmo em
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doses menores, podem causar alteracfes a nivel de DNA nas células acarretando diversos tipos de
problemas futuros principalmente em criangas e gestantes (ROMAN et al., 2009).

A qualidade da &gua em mananciais depende diretamente do monitoramento atraveés da
determinacdo de compostos quimicos prejudiciais, como o herbicida glifosato, cujo os riscos a satde
séo evidentes quando submetido a exposicao indevida. Assim exposto o trabalho objetivou-se em
determinar e quantificar o glifosato em aguas superficiais que auxiliam o abastecimento de dgua
potavel a regido de Toledo — PR, a fim de comprovar a seguranca dessas aguas, em relacdo a niveis
aceitaveis desta substancia.

METODO

Coleta e preparo das amostras

As coletas foram realizadas no Rio Toledo, o qual possui um curso total de 26,5 km de
extensdo, cortando todo o municipio no sentido Leste-Oeste. As amostras foram obtidas em dois
pontos do rio, sendo um em zona rural, proximo a sua nascente, e a outra em zona urbana mais ao
centro de seu curso, sendo realizadas em um periodo de 2 meses, onde a primeira coleta se dera
mais proxima a aplicacdo do agrotdxico no plantio, e as demais em intervalos de 2 semanas e 1 més.

Armazenou-se as amostras em geladeira, a cerca de 9°C, em frasco de vidro ambar, até o
momento da analise. Para leitura das absorbancias, submeteu-se as amostras testes a centrifugacao
com finalidade da sedimentacdo de outros componentes como sujidades maiores e para separacao
de materiais organicos sem interesse na analise, e em seguida filtrou-se essas amostras com auxilio
de membrana porosa para que microparticulas ndo interfiram na leitura em UV-VIS.

Método de quantificacao

Dando sequéncia as analises, fez-se uma varredura nos comprimentos de 200 nm a 280 nm
de trés solucdes de mesma concentracdo, a primeira apenas com o padrdo glifosato diluido, a
segunda com o padrdo interno cobre (I1), e aterceira com a presenca das duas substancias formando
0 complexo entre elas.

Em seguida, realizou-se as leituras das absorbancias da solucao padrao glifosato complexada
com o ion cobre (Il) diluido em 1:1, no comprimento de onda de 237 nm de seis réplicas na
concentragdo de 75 pg.L'. A partir dai construiu-se a curva padrdo de calibragdo com as
absorbéancias da mesma solucdo padrdo, porém com glifosato diluido em 5 diferentes concentracdes
(7,5 pg. L, 22,5 ng. LY, 37,5 ng.L', 60 pg. L' e 75 pg.L ') em triplicata, e 0 padrdo interno cobre
(IT) com sua concentragdo fixa em 75 pg.L ™! em todas as cinco dilui¢gdes. Determinou-Se assim o e
os coeficientes linear e angular (y) a partir da curva padrédo de calibracéo obtida.

Com base na curva de calibracdo, realizou-se as leituras das amostras testes em triplicata,
adicionando uma concentracdo fixa de 75 pg.L™' do padrao interno cobre (II), e diluindo em 1:1
com agua purificada. Obteve-se o teor de contaminagdo em cada amostra coletada a partir da relagéo
entre a absorbancia da amostra teste e as absorbancias resultantes da curva de calibracdo, dentro de
seu intervalo de confianga.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
Especificidade, linearidade e precisédo

Para a expressdo dos resultados da analise em questdo foi necessério a realizagdo de pré-
testes objetivados em comprovar a efetividade e lisura dos pardmetros metodoldgicos, a fim de
representar com transparéncia os teores de contaminante nas amostras.

A partir da varredura realizada, obteve-se o pico de absorbéancia da solugdo de interesse no
comprimento de onda de 237 nm, e comparando os resultados da varredura das diferentes solucdes
(Figura 8.1), verificou-se que a absorbancia do complexo entre o glifosato e o ion de cobre ficou
evidentemente destacada em relagdo as outras duas solucées, com isso evidencia-se a especificidade
do método, uma vez que, ocorreu um deslocamento e um aumento significativo do espectro de
absorbancia maxima da solugcdo complexada quando em comparagdo com as solucdes individuais
de glifosato e de cobre(ll).

Figura 8.1. Grafico da varredura em espectrofotdmetro. (Comparacéo entre as absorbancias das trés
solucdes)

1,5
@) < 1 Glife u(ID
(b) Solucio Cu(Il)
(© Solucio Glifosato
<
S
c
<«©
=
5 0,75
2 @
<t
®)
0— T (C) T T T T
200 220 240 260 280

Comprimento de Onda (nm)

A precisdo dos ensaios se deu a partir do conceito de repetibilidade, onde avaliou-se a
reproducdo das absorbancias de seis réplicas de uma mesma concentracdo da solu¢do padréo, e
determinou-se o coeficiente de variacao entre elas, resultando em um desvio padrao relativo bastante
satisfatorio de 0,28%.

A relagdo de linearidade entre as absorbancias de diferentes concentra¢des do analito, foi
observado a partir da construcdo da curva padrdo de calibragéo, para qual a faixa de intervalo das
concentragdes foi de 0,75 a 7,5%, ou seja, 7,5 a 75 pg.L™" de contaminante. Os resultados da curva
se mostraram satisfatdrios, com o coeficiente de determinacdo (R?) da regressao linear de 0,9978.
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A quantificagdo das amostras teste se deu com base na equagdo da reta, dentro do intervalo de
seguranca (Figura 8.2).

Figura 8.2. Gréfico representativo com a curva padrdo de calibracdo em seis pontos, nas
concentragdes de 7,5; 22,5; 37,5; 60,0 e 75,0 ug.L*
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O Metodo de quantificacdo para a molécula do glifosato em &guas superficiais foram
baseadas na complexacdo com ions metélicos, em especifico o cobre, devido a grande afinidade
entre essas moléculas capazes de formar compostos secundarios de fortissima interacdo, podendo
ser detectados em espectrofotémetro de luz ultravioleta na regido visivel (COUTINHO & MAZO,
2005, 2007).

Os resultados obtidos revelaram a presenca do contaminante glifosato em 100% das
amostras analisadas, 0 que comprova a importancia do monitoramento da dgua de mananciais em
regibes com alta atividade agricola, principalmente durante os periodos em que ocorre a aplicacdo
do herbicida, onde o risco de contaminacdo se mostra inevitavel durante os primeiros dias logo ap6s
0 Seu uso.

A Tabela 8.1 apresenta os resultados encontrados de acordo com o ponto coletado e o
periodo de aplicacdo do defensivo agricola nas lavouras proximas a extensdo do rio. Os dados
mostram que ap0s a contaminacdo, este tipo de defensivo agricola permanece ativo nas aguas
superficiais por um determinado periodo, apesar de ser em concentracfes menores.

Tabela 8.1. Teor de contaminacdo pelo glifosato em funcdo do tempo de aplicacdo e pontos de
coleta

Teor de Glifosato (ng.L ") / Ponto de Coleta

Periodo de coleta das amostras

Zona Urbana Zona Rural
Durante a semana de aplicagao 71,67 73,66
2 semanas apds a aplicacdo 34,39 38,01
4 semanas apos a aplicacao 24,60 23,34
8 semanas apos a aplicacdo 16,96 16,75
Valor mamm(c&poeNrrR:\t/:ic)) de glifosato 65.00 65.00
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Em comparagéo entre os pontos de coleta, houve pouca variagdo entre zona rural ou zona
urbana, ou seja, o valor de contaminagé@o se mantem praticamente constante por toda a extensao do
rio, tendo em vista que 0s mananciais ndo sao estaticos, e a capacidade de transporte do glifosato
pelas &guas € alta (MATOS, 2014). Porém quando comparado os periodos de coleta desde a
aplicacdo do glifosato e até 2 meses apds, nota-se que o teor de contaminacao pelo glifosato tende
a cair gradativamente, isso se da pela capacidade da molécula do glifosato e seu metabdlito principal
AMPA (acido aminometilfosfonico) sofrerem facil sorcdo pelo solo, e por sua lixiviagdo em meio
ao ambiente, sendo degradado rapidamente (Figura 8.3) (COUTINHO et al., 2009).

A contaminacdo do glifosato em &guas superficiais em locais onde ha elevado cultivo
agricola é inevitavel, podendo permanecer por até 120 dias sem que ocorra a degradacao,
diferentemente do solo, onde o composto quimico é decomposto em cerca de 7 dias por fungos e
bactérias (RUBIO et al., 2016).

Figura 8.3. Grafico representativo da contaminacéo pelo glifosato em funcdo do tempo
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O Conselho Nacional de Meio Ambiente (CONAMA) padroniza a classificacdo dos corpos
de agua superficiais em relacdo a presenca de substancias de efeito tdxico na resolucdo n° 357/05
(2005), e estabelece o limite maximo de glifosato por litro de agua superficial, o qual é de até
65 pg.L', valor este que ¢ o mesmo praticado no Canadd, sendo o menor limite dessa substancia
em aguas no mundo, muito distante do que propdem a portaria MS n° 518/04 da Secretaria de
Vigilancia em Sadde (2005), a qual estabelece o valor permitido maximo de glifosato em agua para
consumo humano com um teor mais elevado, de 500 ng.L™", e os EUA pela Agencia de Prote¢ao
Ambiental, que permite uma quantidade de 700 pg.L ™' dessa substancia nas dguas (FARIA et al.,
2007).

Esses limites sdo muito controversos, pois ndo ha um consenso claro e padronizado entre as
entidades, o que deixa evidente a falta de dados cientificos que comprovam a quantidade segura
dessa classe de defensivo agricola nas dguas superficiais e de consumo humano.

Existe uma discussdo muito grande em relacdo ao valor maximo permitido de glifosato em
aguas superficiais entre 0 CONAMA e o Sindicato Nacional da Industria de Produtos para Defesa
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Agricola (SINDAG), no qual o SINDAG, em uma de suas publica¢bes oficiais, discorda com a
resolugcdo n° 357/05 do CONAMA, julgando ser exacerbada, sem justificativa pelo perfil
toxicoldgico do glifosato, e defendendo o uso dessa substancia, com a justificativa de ser de grande
importancia para combate de plantas invasoras no manejo agricola, e ainda afirmam ndo existir
outras alternativas disponiveis sem o uso de defensivos agricolas como o glifosato.

A preocupagdo maior esta em relagdo aos efeitos cronicos, pois esse tipo de estudo se mostra
mais complexo para realizagdo, o0 que gera muitas vezes resultados inconclusivos e denotam uma
falsa sensacdo de seguranca, porém com a incerteza da origem de doengas como o cancer e
microcefalia, que cada vez sdo notificadas nos sistemas de epidemiologia e crescem na mesma
propor¢do em que o consumo de defensivos agricolas, ndo se deve ignorar uma possivel correlacdo
entre esses fatores (FARIA, 2013).

Ainda em relacdo aos riscos a saude, ha dados que indicam atraso na puberdade devido a
capacidade de agir como desregulador enddcrino, e atraso na puberdade em estudo publicado sobre
a interacdo do composto glifosato no organismo de ratos (ROMANO et al., 2008, 2009), bem como
alteracdes no comportamento sexual de camundongos machos, 0s quais perderam interesse na
reproducdo quando sob exposicao cronica do glifosato (SANTOS et al., 2015) e ainda polimorfismo
genético em células expostas a determinadas quantidades de glifosato proposto por Carvalho (2014).

Segundo os valores da Concentracdo Letal Média (CL50) em alguns animais aquaticos, a
classificagdo toxicologica do glifosato é de ser praticamente ndo toxico, ou seja, a quantidade
necessaria para caracterizar letalidade em determinados peixes e algas é relativamente alta
(ARANHA, 2013). Entretanto, segundo Santos et al. (2014), o impacto causado no meio ambiente
com a utilizacdo de defensivos agricolas é severo, causando alteracfes na ordem natural e no
equilibrio da fauna e flora. CondicBes extremas de clima e falta de produtividade do solo sdo
algumas das consequéncias dessas alteracdes, sendo de extrema importancia 0 monitoramento das
condicdes de solo e aguas superficiais em regides de alta producéo agricola.

O cuidado com o destino das embalagens dos defensivos agricolas, bem como a lavagem
dos materiais utilizados para sua manipulacdo é uma questdo que deve ser ressaltada, pois sabe-se
que ainda hoje ha indicios do ndo cumprimentos das boas praticas agricolas, fato que pode contribuir
para 0 aumento da incidéncia de contaminacdo em aguas e solo (SILVA, 2011).

Segundo trabalho publicado por Rubio et al. (2016), existe a possibilidade de remocao da
molécula do glifosato nas aguas por meio da utilizacdo de carvao ativado impregnado com ions de
prata e cobre, possibilitando a melhoria da qualidade dessa agua, com a diminuicdo da presenca do
glifosato de sua composi¢do, sendo uma alternativa em casos de altos teores encontrados em aguas.

E necessario o desenvolvimento de novas tecnologias que minimizam o uso de defensivos
agricolas, com controle de pragas e plantas invasoras por meio de técnicas alternativas, reduzindo o
risco de contaminacao e das consequéncias causadas pelo uso de agrotdxicos.

CONCLUSAO
Conclui-se com este trabalho, que a presenca do glifosato em &guas superficiais foi

evidenciada em todos os periodos de coleta, sendo que a eminéncia maior de contaminacdo se deu
durante a semana de aplicacdo do defensivo agricola, reduzindo gradativamente no decorrer do
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tempo, comprovando que o monitoramento em aguas superficiais é de extrema necessidade, uma
vez que os riscos a salide sdo altos, e que apesar de ser considerado pouco toxico, requer uma atencao
por parte dos 6rgdos publicos, através da fiscalizacdo, a fim de que ndo seja extrapolado o uso desses
compostos, evitando 0s problemas que acarretam ao meio ambiente e a nds seres humanos.

Fica evidente a caréncia de estudos em relacdo as quantidades seguras de exposicdo ao
glifosato, seja aguda ou cronica, pois hd uma incerteza por parte das entidades reguladoras que
determinam esses valores maximos em aguas superficiais e de consumo.
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INTRODUCAO

A Doenga de Fabry (DF), ou Doenca de Anderson-Fabry, é uma desordem do depdsito
lisossomal descrita de forma independente por Anderson e Fabry, na Inglaterra e na Alemanha,
respectivamente, no ano de 1898. Trata-se de um erro inato do metabolismo causado por variantes
patogénicas (antes chamadas de mutagdes) no gene GLA, responsavel pela sintese da enzima o-
galactosidase A, localizado no bragco longo do cromossomo X (Xq22). A deficiéncia de a-
galactosidase A (a-GAL-A) leva a uma falha na via metabdlica dos glicoesfingolipidios e resulta
em um acumulo patolégico de globotriaosilceramida (Gb3) e seus derivados, como a
globotriaosilesfingosina (liso-Gb3) (NYHAN et al., 2011; VAN DER VEEN et al., 2020).

Esse acumulo excessivo de Gb3 é associado a efeitos citotoxicos, pré-inflamatérios e pro-
fibréticos da doenca. A doenca é multissistémica, mas apresenta como principais sinais e sintomas
as acroparestesias, neuropatia periférica, manifestacdes cardiacas, angioqueratomas e proteindria.
Isso ocorre devido ao acumulo de Gb3 ser mais proeminente no endotélio, nos cardiomiocitos,
neurdnios periféricos e células renais em geral (SANCHEZ-NINO et al., 2011; VAN DER VEEN
et al., 2020).

A incidéncia da DF é variavel devido a heterogeneidade de metodologias aplicadas nos
estudos publicados pelo mundo, mas ha relatos com valores em torno de 1:40000 a 1:117.000
nascidos vivos, e uma incidéncia em torno de 0,2% a 1,2% para homens dialise-dependentes. Além
da diversidade dos estudos descritos, a auséncia de um programa de rastreio efetivo e uniforme em
recém-nascidos por parte de muitos paises contribui para a subnotificagdo nos nimeros encontrados,
0 que também acarreta diagndsticos tardios e mais danos a satde dos acometidos pela doenca.

A idade média de diagnostico de pacientes do sexo masculino € de 23 anos, enquanto em
mulheres chega a 32 anos, 0 que pode ser associado ao fato de individuos do sexo feminino terem
maior probabilidade de desenvolvimento de quadro mais brandos. Outro fator relevante no atraso
diagnostico € a falta de conhecimento da doenca entre os clinicos (FELIS et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi analisar os tratamentos disponiveis para a DF, bem como as
terapéuticas em estudo que podem ser aplicadas no futuro.

METODO

O presente estudo consiste em uma revisao integrativa da literatura, realizada através da
busca sistematica por revisdes sistematicas, integrativas e narrativas da literatura e meta-analises
publicadas no periodo de 2011 a 2021. A procura dos estudos incluidos foi norteada pela pergunta:
“Quais os tratamentos disponiveis atualmente para pacientes com Doencga de Fabry?”.

Foram realizadas pesquisas nas bases de dados PubMed, Scopus e Science Direct, utilizando
como estratégia de busca os termos MeSH (Medical Subject Headings) e os operadores booleanos
“Fabry Disease” AND (“enzyme replacement therapy” OR “molecular chaperones”). Utilizando-se
os descritores em conjunto, foram encontrados 762 artigos cientificos, dos quais foram selecionados
119 trabalhos cujos titulos correspondessem aos critérios de elegibilidade descritos no Quadro 9.1.
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Quadro 9.1. Criterios de elegibilidade dos artigo

CRITERIOS DE INCLUSAO CRITERIOS DE EXCLUSAO

Artigos que abordam as terapéuticas disponiveis
para pacientes com DF (terapia génica, terapia de
reposicao enzimatica e chaperonas moleculares).

Artigos que abordam terapéuticas disponiveis para
outras doencas de depdsito lisossémico.

Estudos publicados entre 2011 e 2021, disponiveis Estudos que relatem o uso das terapéuticas em faixas
na integra em inglés, portugués ou espanhol. etérias especificas.

Estudos secundarios (revisoes, revisoes integrativas, Estudos primarios (relato de caso, estudo de caso e
revisdes sistematicas e metanalises). controle, estudos de coorte, ensaio clinico controlado).

Ao remover os artigos cientificos duplicados, atraves da plataforma Rayyan, restaram 67
trabalhos. Duas revisoras realizaram a avaliacdo da elegibilidade dos artigos de maneira
independente, através da leitura de seus respectivos resumos e, posteriormente dos textos completos.
Foram selecionados 11 estudos para compor a revisdo integrativa.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Fisiopatologia

A DF é um erro inato do metabolismo dos glicoesfingolipideos, de heranca ligada ao
cromossomo X e decorre de variantes patogénicas no gene GLA que codifica a sintese da enzima
a-galactosidase A (a-GAL-A). A deficiéncia desta enzima lisossomal leva a uma incapacidade na
degradacéo dos glicoesfingolipidios e ao consequente acimulo destes nas células, sendo o principal
deles a globotriasilceramida (Gb3) (NYHAN et al., 2011). Mais de 900 variantes patogénicas no
gene GLA foram encontradas em pacientes com DF, causando diferentes mudancas na quantidade,
forma e capacidade catalitica da proteina, e causa um fendtipo da doenca extremamente variavel
desde individuos assintomaticos a severo (FELIS et al., 2020; NYHAN et al., 2011).

Além da influéncia exercida pelo tipo de variante a acometer o gene GLA, a expressdo
fenotipica da DF varia segundo o sexo. Uma vez que segue o padrdo de heranca ligado ao
cromossomo X, apresenta um fenotipo mais grave em homens do que em mulheres (VAN DER
VEEN et al., 2020). Todavia, as mulheres, antes consideradas apenas portadoras, podem expressar
manifestacdes tdo severas quanto 0os homens, apesar dos sintomas iniciarem de maneira tardia e 0s
danos aos orgdos progredirem mais lentamente. As mulheres heterozigotas normalmente possuem
atividade enzimatica normal ou pouco reduzida, porém quadros graves também podem existir. Além
dos diferentes tipos de variantes no gene GLA, a heterogeneidade na manifestacdo da doenca em
mulheres pode estar relacionada a diferentes padrdes de inativacdo do cromossomo X, resultando
em atividades enzimaticas variaveis (FELIS et al., 2020; FERIOZZI & HUGHES, 2020; MEHTA,
2015).

A forma classica da DF, caracterizada por um fendtipo de progressao severa e precoce em
homens, esta associada a variantes patogénicas do gene GLA que causam uma atividade enzimatica
menor ou igual a 5% em relacdo ao valor médio de referéncia em leucdcito. A forma néo classica
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ou de variantes atipicas ocorre quando variantes patogénicas do gene GLA levam a atividade
enzimatica baixa de a-GAL-A, mas ndo nula (maior que 5% a 30% em relacdo ao valor médio de
referéncia em leucdcito) e ocasionam um fendtipo de progressdo lenta e inicio tardio da DF
(AZEVEDO et al., 2021; FERIOZZI & HUGHES, 2020).

A Gb3 e outros glicoesfingolipidios neutros estdo presentes em fluidos corporais e nos
lisossomos de células em todo o corpo. Na DF, entretanto, ha o acumulo de Gb3 que é mais
proeminente em determinados nos locais como coracao, sistema nervoso, endotélio, musculo liso e
rim. O acimulo de Gb3 esté associado ao aumento de citocinas pré-inflamatérias, promocao de
disfungédo celular e de vias de morte celular, tendo como resultado sintomas multissistémicos
(AZEVEDO et al., 2021; KANT & ATTA, 2020; VAN DER VEEN et al., 2020).

Quadro Clinico da Doenca de Fabry

Pacientes acometidos pela DF podem apresentar desde uma forma assintomatica da doenca
(que pode acontecer em mulheres heterozigotas) até uma manifestacdo clinica multissistémica que
é mais comum nos homens (ROMBACH et al., 2014; MAUER, et al., 2020a). A sintomatologia da
doenca ocorre pelo acimulo e pela deposicdo de Gb3 (NYHAN et al., 2011). A DF tem dois grandes
grupos fenotipicos: DF classica e DF de variantes atipicos (também chamada de variantes de inicio
tardio) (ROMBACH et al., 2014).

I. Forma Classica

E o tipo mais grave da doenca devido a pouca ou nenhuma atividade da enzima a-GAL-A.
E tipicamente predominante em homens (MAUER et al., 2020). Entretanto as mulheres
heterozigotas podem ter uma apresentacdo clinica semelhante ao que ocorre na forma classica
(NYHAN et al., 2011). As manifestac6es clinicas iniciam na infancia ou adolescéncia com quadro
neuroldgico seguido de manifestacdes dermatoldgicas (Figura 9.1) e do trato gastrointestinal. Ao
longo da evolucgéo, nos adultos jovens, surgem as manifestacdes oftalmoldgicas e renais, e em torno
da quarta e quinta década de vida, ocorrem as cardiacas e cerebrovasculares, ambas fortemente
associadas a mortalidade dos pacientes com DF (Quadro 9.2). Outras manifestacdes de
envolvimento pulmonar, linfatico e psiquiatrico também podem ocorrer (MAUER et al. 2020a).

Figura 9.1. Angiogqueratomas em paciente com Doenga de Fabry

Legenda: Os angioqueratomas consistem no principal sinal que leva ao diagnéstico da Doenca de Fabry. Costumam
surgir na adolescéncia, principalmente nas regies das coxas, da virilha, do quadril € na regido periumbilical. Fonte:
Cedida pela National Fabry Disease Foundation (EUA) com autorizagao do paciente.
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Quadro 9.2. Manifestaces clinicas da Doenca de Fabry segundo o sistema afetado

Local afetado Manifestagdes Clinicas

Acroparestesias que podem ser precipitadas por estresse, extremos de calor ou frio e

istema Nervi Iy
Sk (Nanoeo esforco fisico.

Telangiectasias difusas, angiogueratomas em regido de virilha, quadril e areas

Pele periumbilicais e hipoidrose

Os sintomas gastrointestinais ocorrem por dismotilidade intestinal, funcdo autonémica
Trato Gastrointestinal  prejudicada, vasculopatia e miopatia que se manifestam com dor abdominal, nausea e
vomito, diarreia ou constipacao.

Opacidades da cornea (cornea verticillata) é a principal manifestacdo ocular da DF.
Além disso, pode ocorrer também a catarata subcapsular anterior e posterior (a
"catarata de Fabry"), dilatacdo aneurismatica e tortuosidade dos vasos conjuntivais e
retinianos e linfangiectasia subconjuntival que cursa com sintoma de xeroftalmia.

Olhos

Proteindria € a principal manifestacdo renal da DF, entretanto geralmente o paciente
abre o quadro renal com polidria e polidipsia. Pode ocorrer também isostenria,
sindrome de Fanconi e cisto do seio renal. Pacientes com DF podem apresentar doenca
renal crénica sem causa aparente que evolui para necessidade de tratamento dialitico e
transplante. Inclusive, esses pacientes podem apresentar recorréncia da doenga mesmo
apos transplante renal

Rins

Hipertrofia ventricular esquerda predominantemente concéntrica, fibrose miocardica,
insuficiéncia cardiaca, doenca arterial coronariana, anormalidades das valvulas aértica
e mitral com regurgitacdo, dilatagdo aortica, anormalidades de conducéo e arritmias.
Paciente pode queixar-se de angina, dispneia, palpitagbes e sincope. E importante
ressaltar que a DF é uma causa importante de cardiomiopatia hipertréfica sem causa
aparente.

Coracéo

Manifestacdes Ataques isquémicos transitorios e derrames isquémicos, assim como aumento de
Cerebrovasculares grandes artérias cranianas (dolicoectasia).

Fonte: Adaptado de MAUER et al., 2020a, 2020b; NAGUEH, 2020; NYHAN et al., 2011; ROMBACH et al., 2014.
Il. Forma de variantes atipicas

Cursa como um espectro podendo ter desde uma doenca assintomatica até uma apresentacédo
clinica com acometimento de um o6rgdo isolado ou sistema (ROMBACH et al., 2014). Essa
variabilidade resulta da presenca de atividade residual da a-GAL-A e nos casos dos pacientes
sintomaticos, o inicio dos sintomas é mais tardio quando comparados com a forma classica (entre
30 e 70 anos de idade) (MAUER, et al., 2020a). O sistema mais comumente acometimento € o
cardiaco, seguido de um acometimento renal. As manifestacdes do sistema envolvido sdo as mesmas
de como ocorre na forma classica da DF (MAUER et al., 2020a). Quando variante cardiaca, o
quadro possui caracteristicas de insuficiéncia cardiaca com fracdo de ejecdo preservada (ICFEP),
apresentando comumente uma hipertrofia de ventriculo esquerdo inexplicada e taquiarritmia. Pode
evoluir para reducdo de funcdo do miocardio (NAGUEH, 2020; ODER & NORDBECK &
WANNER, 2016). Se variante renal, o mais provavel é um paciente com proteindria sem causa
aparente e evolucdo para doenca renal cronica (MAUER et al., 2020b).
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Tratamento

Idealmente o paciente com DF deve ser manejado em um centro multidisciplinar de cuidado,
com profissionais familiarizados com a evolugdo da doenca. Tratamentos complementares séo
cruciais para obtencdo de melhores resultados, além de ser recomendado o inicio da terapia antes da
ocorréncia das lesdes em 6rgéos e sistemas alvo (FELIS et al., 2020).

Atualmente, sdo aprovadas para o uso clinico duas modalidades terapéuticas: a Terapia de
Reposicao Enzimética (TRE), utilizada desde 2001, e uma chaperona farmacoldgica (o Migalastate)
introduzida recentemente. Em estudo, existem diversas terapias farmacoldgicas em analise, como a
Terapia Génica, mais promissora, a Terapia de reducdo de substrato e a Terapia de mMRNA.

I. Terapia de Reposicdo Enzimatica (TRE)

A TRE com uso da a-galactosidase recombinante foi aprovada para uso clinico desde 2001.
Existem duas formas da enzima disponiveis: a a-agalsidase, oriunda de fibroblastos humanos; e /-
agalsidase, produzida em células de ovarios de hamster chinés. A via de administracdo de ambas as
formas € intravenosa, em doses quinzenais de 0,2 mg/kg e 1g/kg de peso corpdreo, respectivamente.
Seus efeitos terapéuticos na evolucdo da doenca sdo muitos similares, tendo suas principais
diferencas relacionadas a soroconversao e efeitos colaterais (AZEVEDO et al., 2021; FELIS et al.,
2020; VAN DER VEEN et al., 2020).

As algasidases « e  demonstraram eficacia através de melhorias nos sintomas causados pela
doenca, especialmente relacionados a funcao renal. Estudos apontaram a reducdo do deposito e
concentracdo de Gb3 no plasma, lisossomos, sistema urinario e nas células epiteliais renais; o
retardo do declinio da taxa de filtracdo glomerular estimada; a reducdo ou estabilizacdo da
hipertrofia do ventriculo esquerdo; a estabilizacdo do sistema vestibular auditivo; e a melhora da
sensibilidade dos nervos (AZEVEDO et al., 2021).

Ambas as formas sdo seguras e bem toleradas. Sintomas relacionados a infusdo sao
observados em 5 a 15% dos pacientes, constituindo os principais efeitos adversos desta terapéutica.
Por ser administrada em doses mais altas e ter consequente tempo de infusdo maior que a «, a S-
agalsidase aumenta as chances de o paciente desenvolver reacdes a infusdo. Outro fator que
predispOe a reacOes adversas € a presenca de anticorpos atraves da soroconversdo ao contato com a
enzima. Um estudo com 571 homens e 251 mulheres tratados com fS-agalsidase relatou que 73%
dos homens realizam soroconversdo, em comparagdo com 12% das mulheres (MEHTA, 2015).

Quanto as recomendacfes para o inicio da TRE em pacientes com DF, ha estudos que
apontaram niveis de liso-Gb3 menores em pacientes que receberam a terapia antes dos 25 anos de
idade, em comparacdo com pessoas que iniciaram o tratamento tardiamente. Todavia, ainda ndo ha
consenso quanto a idade ideal para o inicio do tratamento, haja vista que faltam ensaios clinicos
suficientes abordando essa questdo. Em estudo recente, Kant & Atta (2020) citam uma revisao
sistematica que aborda os resultados clinicos da TRE em pacientes pediatricos com DF,
demonstrando uma depuracao significativa da Gb3, com consequente redugéo dos sintomas iniciais
da doenca, lesdo em orgdos alvo e melhora na qualidade de vida. Na mesma revisdo, doses
bissemanais de f-algasidase 1,0 mg/kg apresentaram depuracéo significativa da Gb3 em poddcitos,
em comparagdo com 0,2 mg/kg de a-algasidase (KANT & ATTA, 2020).
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Algumas limita¢fes da TRE incluem a penetragéo tecidual limitada; a impermeabilidade de
barreira hematoencefélica para as enzimas; a reducdo da biodisponibilidade da enzima devido a
soroconversao e producgéo de anticorpos que neutralizam as enzimas, com consequente reducdo da
eficacia do tratamento, e por se tratar de uma terapia vitalicia que requer administracdo intravenosa
a cada 02 semanas, elevando seu custo (AZEVEDO et al., 2021). Foram encontradas evidéncias a
respeito de anticorpos IgE e 1gG formados em paciente recebendo ambas as variantes alfa e beta da
enzima agalsidase, tratados com corticosteroides e anti-histaminicos, sugerindo a necessidade, em
casos extremos (por exemplo, pacientes que evoluirem para choque anafilatico), de retirada
completa da TRE, porém hé necessidade de maior investigagdo (ODER et al., 2016).

Il. Chaperonas Farmacologicas

As chaperonas farmacoldgicas, incluidas nas terapias ndo baseadas em enzimas,
configuram-se como uma estratégia terapéutica alternativa que busca abranger mecanismos
importantes que ndo sdo contemplados pela terapia de reposicdo enzimatica. Estes compostos séo
capazes de se ligar a enzimas defeituosas e as auxiliar no enovelamento, na maturagdo e no
deslocamento para o local de acdo (FELIS et al., 2020).

Nesse sentido, o Migalastate (1-desoxigalactonojirimicina), um inibidor da enzima em
questdo, torna-se relevante por ter aumentado a atividade desta na sua forma mutante, quando
utilizado em uma concentracdo menor do que a destinada para inibi¢ao, sendo utilizado em alguns
paises como terapia de primeira linha para pacientes com DF com variantes susceptiveis do gene
precursor da a-GAL-A (ROZENFELD & NEUMANN, 2011; VAN DER VEEN et al., 2020).

Por ser um analogo do residuo de galactose terminal de Gb3, o migalastate liga-se, de forma
seletiva e irreversivel, ao sitio ativo de variantes susceptiveis da a-GAL-A, com 0 objetivo de
estabiliza-la para que ela ndo seja degradada pelo sistema de controle de qualidade enzimatica
presente no reticulo endoplasmatico. Assim que o trajeto até o lisossomo é efetivado, a enzima é
liberada para 0 meio cido desta organela, sendo feita a dissociacdo do migalastate da a-GAL-A, ja
que a fixacdo entre eles é dependente do pH, mais baixo no interior do lisossomo (FERIOZZI &
HUGHES, 2020; RODRIGUEZ, 2018).

A chaperona farmacologica em questdo esta indicada para o tratamento a longo prazo em
pacientes a partir dos 16 anos que apresentem manifestacdes clinicas da DF, surtindo efeito apenas
nos individuos portadores de variantes missense, as quais compdem cerca de 35-50% das variantes
da DF. A dose recomendada é de 123 mg administrada oralmente em dias alternados, tempo
necessario ndo sé pelo regime farmacocinético, mas também para facilitar a dissociacdo da droga e
amplificar sua atividade (AZEVEDO et al., 2021; FELIS et al., 2020; FERIOZZI & HUGHES,
2020). Observa-se que em pacientes com variacdes ndo susceptiveis (variantes nonsense, insercaes,
delecBes ou rearranjos) o migalastate ndo parece ser Util, verificado na auséncia de eficacia nos
depdsitos de Gb3 nos capilares intersticiais ou nos niveis plasmaticos de liso-Gb3 (FERIOZZI &
HUGHES, 2020; RODRIGUEZ, 2018; ROZENFELD & NEUMANN, 2011).

Como vantagem de serem moléculas pequenas, as chaperonas farmacol6gicas possuem
grande importancia terapéutica, ja que podem ser utilizadas como tratamento oral, além de terem
boa distribui¢do nos tecidos corporais (MEHTA, 2015). Fatores como diminui¢cdo na necessidade
de infusGes intravenosas ao longo da vida, auséncia de problemas de tolerabilidade relacionados a
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anticorpos advindos da TRE por ser uma molécula ndo imunogénica, manutengdo de niveis
enzimaticos estaveis, grande distribuicdo celular e tecidual e capacidade de penetracdo em tecidos
essenciais como o cerebral, devido a possibilidade de passagem pela barreira hematoencefalica,
promovem maior grau de interesse sobre o migalastate (AZEVEDO et al., 2021; MEHTA, 2015;
RODRIGUEZ, 2018).

Por outro lado, apesar do migalastate ofertar um tratamento seguro e bem tolerado, dentre
os efeitos adversos, relata-se infeccdo do trato urinario, cefaleia, nasofaringite, nauseas e pirexia. E
necessario também que seja melhor investigada a resposta in vivo desta chaperona, por meio do
monitoramento da atividade da a-GAL-A, e de alteracbes plasmaticas da liso-Gb3, em conjunto
com o aprimoramento da avaliacdo clinica, para que sejam selecionados pacientes com maior
probabilidade de se beneficiarem com o uso desta droga (FELIS et al., 2020; VAN DER VEEN et
al., 2020). Alem disso, esta chaperona farmacologica ndo é recomendada para pacientes menores
de 16 anos ou maiores de 75 anos, gestantes, lactantes ou com acometimento renal grave, por falta
de evidéncia cientifica de sua seguranca e eficicia nestes grupos (AZEVEDO et al., 2021).

O Quadro 9.3 demonstra um comparativo entre as opgdes terapéuticas ja disponiveis para a
doenca de Fabry.

Quadro 9.3. Vantagens e limitacOes das terapias atuais para Doenca de Fabry

Opcao terapéutica

Vantagens

Limitacdes

Terapia de Reposicéo

Seguranca e eficacia cientificamente
comprovadas; melhora da funcéo
renal e estabilizacdo da hipertrofia

Penetragdo tecidual limitada; ndo cruza a barreira
hematoencefalica; ndo reverte lesdes organicas ja
estabelecidas; alto custo; necessita de infusdes

produgdo de anticorpos anti-droga,
aumentando a biodisponibilidade da
enzima; mantém niveis enzimaticos
estaveis.

Enzimatica ventricular esquerda; bissemanais; gera reaces a infusdo; induz a
Comercialmente disponivel desde soroconversdao e produgdo de anticorpos anti-
2001. droga, diminuindo a biodisponibilidade da enzima.
Administragdo  oral;  moléculas
pequenas que penetram facilmente os  Apenas trata pacientes com variantes susceptiveis
tecidos; consegue cruzar a barreira do gene GLA,; alto custo; ndo reverte totalmente o
. hematoencefalica; ndo induz a quadro clinico e as manifestacdes da Doenca de
Migalastate

Fabry; ndo pode ser usado por pacientes <16 anos,
>75 anos, gestantes, lactantes e pessoas com
acometimento renal grave.

IIl.  Terapia Génica

Com a ascensdo da biologia sintética, diversas pesquisas e estudos estdo sendo
desenvolvidos na area médica. Nesse campo, a terapia génica permeia como uma das promissoras
abordagens para a DF, visto que os mecanismos patologicos da sindrome estdo diretamente
relacionados & atividade da enzima a-GAL-A, a qual pode ser clinicamente eficaz mesmo em niveis
moderadamente baixos, conseguidos através da abordagem génica (GARIBAY et al., 2013).

Através de um vetor, de origem viral ou ndo viral, uma versdo funcional correspondente do
gene GLA pode ser introduzida no organismo para realizacdo da transfeccéo ou transdugdo génica.
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Na DF, os lentivirus, retrovirus, adenovirus e virus adenoassociados sdo 0s mais empregados
(FERIOZZI & HUGHES, 2020).

In vivo, o vetor, editado laboratorialmente para carrear 0s genes correspondentes, pode ser
admitido por via intravenosa ou injetado diretamente em um tecido, onde é absorvido pelas células
sistémicas ou locais, que se tornam capazes de expressar a proteina ausente. Na modalidade ex vivo,
algumas células-tronco hematopoiéticas do paciente podem ser coletadas, expostas ao vetor e serem,
entdo, devolvidas ao paciente (FELIS et al., 2020). E importante destacar que mesmo com a
transfeccdo ou transducdo de poucas células, através de mecanismos de correc¢do cruzada, outras
células também podem ser corrigidas (GARIBAY et al., 2013).

A cada ano diversas pesquisas sdo desenvolvidas com o intuito de aplicar os mecanismos
génicos com a maior eficacia e seguranca possivel no tratamento da DF. Huang et al. (2017) citado
por Felis et al. (2020) publicaram o estudo mais promissor até 0 momento, demonstrando que foi
possivel projetar maltiplos vetores de lentivirus recombinantes capazes de transduzir células
hematopoiéticas CD34 positivas de pacientes com DF a expressar a a-GAL-A, persistentemente por
1 a 2 anos (FELIS et al., 2020). Além disso, esta pesquisa, assim como outras relacionadas, esta
registrada no ClinicalTrials.gov e, atualmente, o teste clinico aberto dessa terapia esta em fase dois,
sendo patrocinado pelo laboratorio Avobio (FERIOZZI & HUGHES, 2020).

Outras pesquisas ja demonstraram a utilizacdo de vetores virais adenoassociados portadores
de GLA humano (rAAV-GLA), através da administracéo intravenosa periférica de rAAV-GLA. Foi
demonstrado que as células hepaticas transduzidas por esses vetores desenvolvem a capacidade de
sintetizar a-GAL-A normal e, 0s consequentes, niveis de atividade enzimatica aumentados pelo
processo estdo potencialmente associados a uma reducdo dos depoésitos de Gb3 (FERIOZZI &
HUGHES, 2020).

Um dos pontos cruciais a serem respondidos em relacao a terapia génica se refere a inducao
de resposta imune que pode ser gerada pela producdo continua de enzimas, em contraste com a
terapia de reposicao enzimatica. Ainda sdo necessarios estudos para esclarecer esse questionamento,
mas ja se sabe que os vetores usados atualmente nas terapias se mostraram indutores de atividade
imune contra o capsideo viral, impossibilitando a administracdo de mais de um tratamento com um
vetor especifico. Dessa forma, a terapia génica ainda se enquadra no campo da perspectiva clinica,
sendo necessario, ainda, definir se as abordagens atuais de terapia génica atingirdo ou ndo nimeros
de cdpias virais estaveis e atividade de a-GAL-A suficiente em comparacdo com as preparacdes de
reposicdo enzimatica atualmente disponiveis (FELIS et al., 2020).

Outras terapias em estudo

Considerando as limitacGes dos tratamentos para a DF atualmente disponiveis, estdo em
estudo diversas opcdes terapéuticas com o potencial de atingir melhores efeitos nas manifestactes
clinicas da DF, com reducdo das limitagdes encontradas na TRE e na chaperonas farmacolégicas,
por exemplo.

Como uma das modalidades terapéuticas mais avancadas em estudo, além da terapia génica,
estd uma forma alternativa da TRE que utiliza uma forma da a-GAL-A sintetizada a partir de plantas
utilizando um sistema PlantCellEx. Com a ascensdo do uso de biolégicos a base de plantas na
biomedicina, esta passa a ser uma promissora proposta de tratamento para a DF, com custo reduzido.
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A pegunigalsidase-a (PRX-102) é produzida a partir de células do tabaco, e contém duas
subunidades de a-GAL-A ligadas a uma cadeia de polietilenoglicol (PEG), que aumenta a sua
estabilidade e reduz a depuracédo da droga (AZEVEDO et al, 2021; VAN DER VEEN et al, 2020).

A PEG tem esse efeito porque “mascara” a enzima, impedindo que o sistema imune a
detecte. Com esta depuragdo reduzida, a PRX-102 tem uma meia-vida prolongada, de em média
80h segundo estudos, e permanece no plasma por longos periodos, permitindo infusbes a cada 4
semanas (FERIOZZI & HUGHES, 2020). Isto representa uma vantagem em relacdo a TRE
tradicional, ja que a pegunigalsidase-a envolve menos infusdes, e a presenca plasmatica prolongada
também predispde o desenvolvimento de uma tolerancia imunoldgica devido a exposicdo estavel e
constante da enzima ao sistema imune. Nos estudos ja realizados, anticorpos anti-drogas ocorreram
em 19% dos pacientes, porém com uma resposta transitdria que desapareceu ap6s 1 ano, indicando
tolerancia imunoldgica (KANT & ATTA, 2020; FERIOZZI & HUGHES, 2020; VAN DER VEEN
et al., 2020).

Com uma menor taxa de soroconversdo, maior meia-vida e maior permanéncia no plasma,
a penetracdo nos tecidos especificos também foi maior em estudos com ratos, principalmente no
tecido renal e cardiaco (FERIOZZI & HUGHES, 2020). Possiveis limitages dessa terapia incluem
a incapacidade de penetrar a barreira hematoencefélica e seu efeito incerto no sistema imune pois,
por ser derivada de plantas, a proteina apresenta diferentes padrdes de glicosilacdo no organismo,
podendo ser um possivel fator imunogénico. Dessa forma, mais estudos clinicos sdo necessarios
para elucidar estas questdes (AZEVEDO et al., 2021).

De maneira similar a pegunigalsidase-«, outra forma da a-GAL-A derivada de plantas esta
em estudo. A moss-aGal, sintetizada a partir do musgo Phycomitrella patens modificado através de
engenharia genética para perder seu potencial antigénico, age nos receptores para manose, expressos
nas células dendriticas, endoteliais, mesangiais e no musculo liso. Possui uma meia-vida curta (14
minutos), possivelmente por ser absorvido por células endoteliais e macr6fagos. Em estudos
preliminares, demonstrou uma atividade intracelular prolongada, reduzindo gradativamente os
valores de Gb3 e liso-Gb3 por até 28 dias. Ainda ndo ha informacgdes sobre reagcdes imunologicas a
moss-aGal (AZEVEDO et al., 2020; FERIOZZI & HUGHES, 2020)

Também em fase de testes, outra abordagem terapéutica para a DF é 0o mRNA encapsulado
em nanoparticulas lipidicas, técnica em estudo também para tratar a hemofilia B e o HIV. Proteinas
mutadas ou ausentes, tal como a a-GAL-A na DF, podem ser substituidas por proteinas terapéuticas
codificadas por RNA mensageiro (mRNA) administrado por via intravenosa em nanoparticulas
lipidicas. O mRNA exdgeno utiliza as organelas de células do hospedeiro para ser traduzido em
aminodcidos, enovelar-se e sofrer glicosilacdo em moléculas de a-GAL-A funcionais secretadas na
corrente sanguinea (AZEVEDO et al., 2020; KANT & ATTA, 2020).

DeRosa et al. (2019) citado por Felis et al. (2020) avaliaram o uso do MRNA que codifica
a-GAL-A humana em modelos animais deficientes da enzima, e descobriram que a farmacocinética
da proteina codificada pelo mMRNA demonstrou meia-vida prolongada de a-GAL-A em tecidos e
plasma (FELIS et al., 2020). Em testes em primatas ndo humanos, observou-se reducéo dos niveis
de Gb3 e liso-Gb3 por até 6 semanas, indicando que o tempo entre as infusGes poderia ser
prolongado (AZEVEDO et al., 2020; KANT & ATTA, 2020).

Por fim, a terapia de reducéo de substrato (TRS) possui um mecanismo de acdo diferente
das demais opc¢Oes terapéuticas citadas: ao invés de atuar na atividade enzimatica deficiente nos
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pacientes com DF, a TRS age inibindo a conversdo de ceramidas em Gb3 e impedindo que este se
acumule nos lisossomos. Ao inibir a enzima glucosilceramida sintase, que catalisa a biossintese de
glicoesfingolipideos, a TRS limita a quantidade de Gb3 produzida, impedindo assim o seu acimulo
(AZEVEDO et al., 2021; FERIOZZI & HUGHES, 2020; VAN DER VEEN et al., 2020). Os
principais farmacos em estudo sdo o Lucerastat (N-butildeoxigalactonojirimicina), derivado da
galactose e o Venglustat, derivado de ceramidas, iminoagucares que, como as chaperonas
moleculares, sdo moléculas pequenas, de administracdo oral, que ndo induzem a formacdo de
anticorpos anti-droga e sdo capazes de penetrar a barreira hematoencefalica (AZEVEDO et al.,
2021; VAN DER VEEN et al., 2020).

A TRS pode ser utilizada como monoterapia em pacientes que apresentem atividade
enzimatica residual; todavia, para portadores da DF classica, a TRS ndo € suficiente para reverter o
quadro, sendo mais eficaz em associacdo coma TRE. Estudos demonstraram que a reducéao de niveis
plasmaticos e urinarios de Gb3 foi maior em pacientes em uso de Lucerastat associado a TRE, que
em pacientes que utilizavam apenas a TRE. O Lucerastat, administrado em doses de 1000 mg duas
vezes ao dia, também demonstrou estabilizacdo da funcéo renal e cardiaca dentro de 12 semanas
(AZEVEDO et al, 2021; FELIS et al, 2020; VAN DER VEEN et al., 2020).

Vale ressaltar que esta modalidade terapéutica deve ser administrada com cautela, pois a
inibicdo de glucosilceramida sintase pode afetar a homeostasia celular (AZEVEDO et al., 2021;
VAN DER VEEN et al., 2020). Atualmente, o Lucerastat encontra-se em fase 3 de estudos clinicos,
enquanto que o Venglustat encontra-se em fase 2 (FELIS et al., 2020; KANT & ATTA, 2020). A
TRS ainda necessita de maiores estudos para demonstrar sua eficacia clinica, e aparenta ser uma
medicacdo segura (FERIOZZI & HUGHES, 2020; KANT & ATTA, 2020). Abaixo, a Figura 9.2
ilustra a acdo destas medicacdes na sintese e ativacdo da enzima a-GAL-A e na producdo de Gb3.
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inserindo uma versdo funcional do gene GLA no DNA da célula através de um vetor viral. O mRNA exdgeno encapsulado em
nanoparticulas lipidicas ndo altera o gene, mas permite que a célula da pessoa com Doenca de Fabry traduza o mRNA exdgeno em
enzimas funcionais. A chaperona molecular Migalastate liga-se a enzima a-GAL-A e induz seu correto enovelamento e transporte
do ribossomo para o lisossomo, impedindo que a a-GAL-A seja degradada pelo reticulo endoplasmatico e transformando-na em uma
enzima funcional. A terapia de reposicdo enzimética (TRE) consiste na infusdo de uma versdo recombinante da a-GAL-A, estando
aprovada a a-algasidase e a S-algasidase, mas também héa outras formas da enzima baseadas em plantas em estudo. Por fim, a terapia
de reducdo de substrato atua numa via diferente das demais terapias, inibindo a enzima glucosilceramida sintase, assim interrompendo
a via metabdlica das ceramidas e impedindo o acimulo de globotriasilceramida, causadora da fisiopatologia da Doenca de Fabry.
Fonte: Adaptado de FELIS et al., 2020; VAN DER VEEN et al., 2020; KANT & ATTA, 2020.
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Apos a analise dos artigos inclusos na revisdo integrativa, foi possivel observar que existem
interessantes opcdes terapéuticas para tratar a DF, porém as terapias comercialmente disponiveis
atualmente ainda apresentam algumas limitacdes. Dessa forma, o estudo de terapias em potencial é
bastante promissor, haja vista que ha alternativas terapéuticas com diferentes tecnologias
farmacoldgicas e abordagens que almejam sanar as pendéncias deixadas pela TRE e pelas
Chaperonas Farmacoldgicas.

Espera-se que, no futuro, pacientes com DF possam ter acesso a tratamentos que 0s
proporcionem melhora da qualidade de vida, reducdo das manifestacfes clinicas da doenca e
prevencdo de sequelas organicas. O elevado custo destes tratamentos ainda é um fator que dificulta
0 acesso ao terapia especifica, sendo a TRE com drogas baseadas em plantas uma opcao interessante
para reduzir custos.

Mais estudos sdo necessarios para elucidar a seguranca e eficacia clinica das opgdes
terapéuticas emergentes, bem como a aplicabilidade do tratamento com chaperonas farmacologicas
de maneira ampla para a os portadores da DF. A TRE figura ainda como a modalidade mais utilizada
no Brasil.
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INTRODUCAO

De acordo com dados do INCA (Instituto Nacional de Céncer), o cancer de mama é uma
doenca altamente heterogénea e, por isso, detém a capacidade de evoluir de diferentes formas, uma
vez que algumas crescem de maneira rapida e outras tém o desenvolvimento mais lento (INCA,
2019). E caracterizado pela multiplicacio rapida de células anormais que crescem além dos seus
limites habituais e que podem, através da circula¢do sanguinea ou linfatica, invadir partes adjacentes
do corpo e se espalharem para outros Orgdos (SILVA, 2016). Essas alteracdes decorrem de
modificagdes na funcdo de genes que regulam a proliferacdo, a diferenciacdo e a morte celular
(INCA, 2019).

Conforme Marcone (2015), os nanocarreadores podem ser usados para melhorar a disperséo
de luz para técnicas de diagnostico como a Ressondncia Magnética (RM) e Tomografia
Computadorizada (TC). Deste modo, as estratégias nanotecnoldgicas podem tornar possivel a
visualizacdo de marcadores moleculares que identificam estagios e tipos de cancer, permitindo que
0s médicos vejam moléculas e células ndo detectadas por técnicas de imagem convencionais
(WONG et al., 2007).

Um dos alvos dos novos tratamentos que utilizam a nanotecnologia é o tratamento do cancer,
que ndo é uma doenca Unica, mas um conjunto de doencas que tem em comum o crescimento
descontrolado da célula tumoral (AYMAN et al., 2017). Essas alteracdes celulares ocorrem devido
a modificacbes na funcdo dos genes que regulam a proliferacdo, a diferenciacéo e a morte celular
(BUSHATSKY, 2016). Ao passo que essa célula ndo morre, tende a sofrer a mutacdo formando
uma nova célula que o corpo ndo reconhece, desenvolvendo assim uma massa celular conhecida
como tumor ou cancer (LOPES et al., 2018).

Os beneficios da nanotecnologia no tratamento do cancer de mama, seria como montar uma
molécula de forma desejada para o carregamento de farmacos na terapéutica do cancer, utilizando
atomos como pecas fundamentais, ou seja, nanoestruturas para carregar farmacos que combatem o
cancer, ou também para ser empregadas como agentes de diagnostico dessa patologia (COSTA,
2017).

Diante isso, essa revisdo bibliografica tem como objetivo conhecer as aplicacdes da
nanotecnologia no tratamento da neoplasia mamaria.

METODO

Trata-se de uma revisdo de bibliografica em qual foram selecionados artigos através das
plataformas de busca virtuais: Scielo e BVS (Biblioteca Virtual em Saude). As buscas desses artigos
foram realizadas no periodo de novembro a dezembro de 2020, utilizando os descritores em saude:
“Nanotecnologia na satde”, “Cancer de Mama” e “Tratamento de Cancer”. Além disso, foi usado
o operador logistico booleano “AND” entre os descritores para a estratégia de busca nas bases de
dados. Foram utilizados como critérios de inclusao os textos que tratavam de maneira clara e concisa
o tema e/ou objetivo abordado, publicados em 2010 a 2020, com acesso livre, disponivel na integra
nos idiomas em portugués e inglés. Foram excluidos os artigos cujo titulo e resumo nao
correspondiam ao objetivo do presente estudo. Apos a aplicabilidade dos critérios citados acima,
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considerando apenas artigos relacionados com foco na nanotecnologia na satde e tratamento de
neoplasia mamaria.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Apobs a busca nas bases de dados e excluidos artigos que ndo pertenciam ao periodo
selecionado, foram selecionados 880 artigos. Apos a leitura dos titulos foram separados 220 artigos.
Apbs a leitura do resumo, foram selecionados 45 estudos. Esses 45 foram lidos na integra e, 10
artigos foram incluidos para a discussdo acerca do tema proposto.

As neoplasias mamarias constituem um grupo de doencas vasto e heterogéneo, caracterizado
pelo crescimento anormal e pela disseminacéo para os demais tecidos do organismo (MARCONE,
2015). Essas alteracdes decorrem de modificacdes na funcdo de genes que regulam a proliferacéo,
a diferenciacdo e a morte celular (SILVA, 2016). No processo de carcinogénese (processo de
formacdo de cancer), uma celula normal sofre a acdo de agentes iniciadores (mutagénico) e de
agentes promotores (estimulantes de proliferacdo celular), os quais causam desarranjos genéticos,
que por sua vez levam a autonomia de crescimento dessa populacéo celular e ao surgimento de uma
alta instabilidade genética (WONG et al., 2007; VIEIRA & GAMARRA, 2016; DIMER, 2019).

As aplicacBes da nanotecnologia no tratamento do cancer de mama (CM), possibilitam a
obtencdo de diagndsticos mais rapidos, precisos e com menor custo, a0 mesmo tempo que tornam
0s procedimentos oncolégicos menos invasivos, tornando-os mais seguros e eficientes, provendo ao
paciente uma melhor qualidade de vida, bem como maiores possibilidades de cura (DIMER et al.,
2019).

Para o tratamento CM destacam-se dois tipos de nanomateriais: o lipossoma e a
nanoparticula polimérica (DIMER et al., 2019). Dentre estas, as poliméricas sdo que apresentam
maiores estudos para o carreamento de farmacos. Isso ocorre pelo fato de apresentarem
biocompatibilidade e biodegradabilidade, e ndo serem toxicas e nem imunogénicas (WONG et al.,
2007; VIEIRA & GAMARRA, 2016; DIMER et al., 2019).

De acordo com Vieira & Gamarra (2016) as nanoparticulas no tratamento do cancer de
mama (CM) possibilitam controlar e melhorar uma propriedade de maior interesse, direcionando
um farmaco até as células tumorais, evitando a acdo desses em células saudaveis (DIMER et al.,
2019).

CONCLUSAO

Conclui-se que os tratamentos tradicionais demonstram uma falta de seletividade e a sua
farmacocinética ndo é a melhor, o que faz com que 0s agentes terapéuticos reajam com os tecidos
adjacentes antes de chegarem ao alvo. Estas lacunas tornam os tratamentos tradicionais bastante
toxicos e pouco eficientes.

Diante disso, as nanoparticulas associadas na terapéutica do cancer de mama, consegue-se
criar um tratamento com a menor toxicidade possivel para o paciente e a0 mesmo tempo ser eficaz
de modo a eliminarem o tumor por completo e evitar as recidivas da neoplasia.
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INTRODUCAO

A Ulcera € uma doenca comum em todo 0 mundo e é considerada uma escavacgao ou defeito
local devido a perda de tecido necrético inflamado da superficie de um tecido ou 6rgédo (KUMAR
etal., 2010). Tem comum ocorréncia em estdbmago, intestino eséfago, mucosa da boca e entre outros
6rgdos (AWAAD et al., 2013).

A Ulcera gastrica, ou também conhecida como Ulcera péptica, é definida como uma perda da
parede gastrica que ocorre devido a um desequilibrio das células epiteliais e faz com que os efeitos
protetores do estdbmago diminuam, propiciando que fatores agressivos promovam uma lesdo
(KAVITT etal., 2018). Dentre esses fatores agressivos, temos como principais causadores de Ulcera
péptica a presenca da bactéria H. pylori e utilizacdo cronica de Antinflamatérios Néo Esteroidais
(AINES) (CARRETERO, 2016).

A H. pylori foi descrita como uma bactéria gram-negativa que tem a capacidade de colonizar
0 meio acido e consequentemente a mucosa gastrica. Uma infeccdo gerada por ela no estbmago
ocorre principalmente em adultos e em cerca de 50% da populacdo, essa infecgdo pode gerar desde
uma Ulcera até um adenocarcinoma gastrico, sendo considerada a primeira bactéria carcinogénica
(MAJUMDAR et al., 2010).

A colonizacao por essa bactéria ocorre no mundo todo, principalmente em pessoas com
classe socioecondmica mais baixa (THUNG et al., 2015). Além disso, ela é considerada como uma
das bactérias patdgenas mais prevalentes e que pode gerar lesGes gastrointestinais, desde uma ulcera
até um cancer gastrico (GISBERT, 2011).

Para realizar o tratamento da infeccdo por H. pylori sdo receitados antibidticos como
amoxicilina, claritromicina e metronidazol e consequentemente, devido a grande utilizacdo desta
classe de medicamentos, as bactérias podem desenvolver resisténcia a esses antibioticos (ABADI et
al., 2018). Atualmente, a resisténcia ja ¢ relatada, dificultando a forma de tratamento (THUNG et
al., 2015).

Os AINES sao medicamentos utilizados no tratamento de inflamacdes, febre e dores e
consequentemente muito utilizados pela populacdo (BATLOUNI, 2010). Os mais comuns tém como
acdo inibir as prostaglandinas sintases, também conhecidas como ciclo-oxigenases (COX). Alguns
farmacos sdo inibidores seletivos da COX — 1, outros sdo inibidores seletivos da COX — 2 e aqueles
que inibem tanto a COX — 1, quanto a COX — 2 (BRUNTON et al., 2012).

A COX — 1 ¢ considerada como a fonte dominante dos prostanoides para realizar funcdes
como a hemostasia e a citoprotecdo epitelial gastrica. Ja a COX — 2, é considerada a fonte mais
importante de formacdo de prostanoides em inflamacGes. Portanto, a inibicdo de COX — 1 é a
principal responsavel pelos eventos gastricos, pois diminui a citoprotecdo das células epiteliais
gastricas e consequentemente ficam mais susceptiveis a lesdes e formacdo de Ulceras (BRUNTON
etal., 2012).

Atualmente, devido a grande utilizacdo de AINES pela populacédo, principalmente de forma
cronica para minimizar sintomas como dor, febre e inflamagdo que sdo causados por diversas
doencas, gerou um aumento da ocorréncia de doengas géastricas, desde uma gastrite até mesmo a
Ulceras gastricas (BATLOUNI, 2010).
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Segundo Awaad et al. (2013), os produtos naturais como plantas medicinais, podem
apresentar atividades anti-ulcerativas por meio de diversos mecanismos que podem ser tanto
profilaticos, quanto terapéuticos e em alguns casos podem apresentar ambos 0S mecanismos.
Normalmente os que apresentam mecanismos profilaticos, possuem ac¢des antioxidantes e anti-
inflamatorios. Ja 0s que apresentam mecanismos terapéuticos, possuem acgdes antissecretorios e
cicatrizantes.

Atualmente a area da salde demanda o consumo de equipamentos, imunoderivados e
medicamentos que consequentemente necessitam de mais inovagdes e produtos mais baratos e
acessiveis como os fitoterapicos (FREIRE et al., 2014). Portanto, este artigo tem como objetivo
discutir a utilizacdo, o efeito e a eficacia das plantas medicinais no tratamento de Ulceras gastricas.

METODO

Para a realizacdo deste trabalho foram pesquisadas as palavras-chave “plantas medicinais”,
“ulcera gastrica” “tratamento” e seus equivalentes na lingua inglesa nas bases de dados Scientific
Electronic Library Online (SciELO), Plataforma de literatura académica da editora Elsevier
(ScienceDirect) e US National Libery of Medicine National Institutes of Health (PubMed).

Os critérios de inclusdo foram artigos disponiveis nos idiomas portugués e inglés nas bases
de dados citadas anteriormente e publicados entre os anos de 2010 e 2020. Foram utilizados como
critério de exclusao os editoriais, comentarios de outros artigos, cartas ao editor, artigos publicados
antes do ano de 2010, artigos de revisdo e artigos duplicados ou que ndo fossem relacionados a
Ulceras ou tratamento de Ulceras com plantas medicinais.

Foram encontrados 109 trabalhos. No entanto, apos a leitura e verificagdo dos estudos,
utilizando os critérios de exclusdo, 77 trabalhos foram excluidos. No final da pesquisa, a amostra
foi composta de 32 artigos que se enquadram nos objetivos deste estudo.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As plantas medicinais sdo utilizadas ha muitos anos para tratar e diminuir os sintomas de
doencas e ainda sdo utilizadas em diversas comunidades como uso terapéutico e além disso estdo
sendo cada vez mais estudadas como fonte de novas substancias ativas e utilizadas para a producéo
de fitoterapicos (DUTRA et al., 2016; LEITAO et al., 2014). Estudos com produtos naturais,
principalmente com plantas medicinais vem sendo cada vez mais realizados com o objetivo de
pesquisar novos compostos que possuam potencial farmacolégico (BENTO et al., 2018; PINHEIRO
et al., 2020).

A Ulcera géstrica é considerada a doenca gastrointestinal mais predominante na populacao,
é uma perda da parede gastrica gerada pelo desequilibrio das células epiteliais, promovendo uma
diminuicdo dos efeitos protetores. Consequentemente, fatores agressivos como a utilizagdo cronica
de AINES e a presenca da bactéria H. pylori, podem gerar uma ulcera géastrica (CARRETERO,
2016; KAVITT et al., 2018).

A bactéria H. pylori é encontrada comumente em estdmagos de humanos ou até mesmo de
primatas e que pode persistir por muitos anos. A colonizagdo por essa bactéria ocorre no mundo
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todo, principalmente em pessoas com classe socioecondmica mais baixa. Além disso, ela é
considerada como uma das bactérias patdgenas mais prevalentes e que pode gerar lesdes
gastrointestinais, desde uma Ulcera até um cancer gastrico (GISBERT, 2011; THUNG, et al., 2015).

Para realizar o tratamento da infeccdo por H. pylori sdo receitados antibi6ticos como
amoxicilina e claritromicina. Atualmente, essa forma de tratamento ndo € extremamente eficaz, pois
ja existem muitos relatos de resisténcia bacteriana (THUNG, et al., 2015; ABADI et al., 2018).

Além disso, medicamentos como 0s AINES, que sdo utilizados frequentemente pela
populacdo como automedicacgdo de diversos sintomas como febre e dores que ocorrem em diversas
doencas, séo prejudiciais, pois geram inibicdo de COX e consequentemente diminuem a protegéo
gastrica, promovendo maior susceptibilidade no desenvolvimento de lesbes gastricas (BRUNTON
etal., 2012).

A pesquisa de plantas medicinais para a producéo de fitoterapicos ndo tem somente como
objetivo definir estes compostos e substancias, mas tambeém visa alertar que para que estes
compostos continuem sendo extraidos e descobertos. Além disso os fitoterapicos podem ser uma
opcdo para tratar diversas doengas gerando um menor indice de efeitos colaterais, mesmo se
utilizado por um longo periodo, aléem de possuir uma maior tolerabilidade (DUTRA et al., 2016;
FREIRE et al., 2014).

Segundo AWAAD et al. (2013), os produtos naturais como plantas medicinais, podem
apresentar atividades anti-ulcerativas por meio de diversos mecanismos que podem ser profilaticos,
terapéuticos e em alguns casos apresentam ambos 0S mecanismos. Por este motivo é de extrema
importancia que estudos sejam realizados para a detec¢do de novos métodos e compostos para
tratamento (LEMOS et al., 2015).

A planta Ephedra pachyclada, popularmente utilizada no Ird contra desordens
gastrointestinais foi estudada por Pirbalouti et al. (2013), utilizando seu extrato hidroalcoolico e
apresentou resultados significantes para sua eficacia na cicatrizacdo de Ulceras experimentalmente
induzidas em ratos.

Saberi et al. (2016), apresentam um estudo realizado com extrato metanoico de Melissa
officinalis, demonstrando seu efeito de protecdo gastrica contra Ulceras experimentais em ratos,
porém nao determinam qual o exato mecanismo que gera esse efeito. Concluem que é possivel que
o efeito se dé pelo aumento de defesas antioxidantes enzimaticas e pela inibicdo de peroxidacéao
lipidica.

Nos estudos de Torres et al. (2018), a planta Euterpe edulis apresentou efeitos mais efetivos
de protecdo contra a hiperemia da mucosa do que um medicamento de uso continuo que é
rotineiramente indicado para o tratamento de Ulceras gastricas. Dessa forma, é possivel que essa
planta se comporte como o medicamento padrdo ja utilizado para o tratamento de Ulceras pépticas
em seres humanos, mostrando que possui um potencial terapéutico significativo.

Ja a planta Annona muricata demonstrou efeito anti-Ulcerativo significativo por Ulceras
gastricas causadas por etanol absoluto, etanol acidificado e indometacina, mediado por
prostaglandinas endégenas (BENTO et al., 2018).

Além de plantas popularmente conhecidas por apresentarem possivel efeito anti-ulcerativo,
também sdo estudadas plantas popularmente utilizadas para cicatrizacdo de feridas, como a Celosia

105



(5

EDITORA

.\\‘:‘ 7

PASTEUR

trigyna, que apresentou eficacia no manejo de Ulceras gastricas e seus resultados foram comparaveis
ao omeprazol (OFUSORI et al., 2019).

Os extratos da Byrsonima intermedia utilizados em por¢do acetato etilico e aquoso
apresentaram efeitos anti-Ulcerativos distintos e significantes para o tratamento de Ulceras gastricas,
porém a dose de cada porcao deve ser utilizada com cautela (SANTOS et al., 2019).

Um tratamento de 14 dias com o extrato aquoso de Althaea officinalis ou de Solanum nigrum
podem ser efetivos segundo Zaghlool et al. (2019) para Ulceras gastricas. Ambas possuem acdo de
supressao de citocinas pré-inflamatérias, inibicéo da liberacdo de histamina e efeito antioxidante.

Ja o extrato de Hymenaea stigonocarpa possui efeito de protecdo gastrica pela prevencgdo da
deplecdo de GSH e pela inibicdo da atividade da mieloperoxidase na mucosa duodenal e gastrica.
Estes efeitos podem ser atribuidos ao efeito antioxidante devido a presenca de taninos e flavonoides
presentes na casca e nos frutos da planta. Além disso seu fruto também foi estudado e demonstrou
um poderoso efeito cicatrizante, podendo ser considerado uma importante fonte alimentar para o
tratamento de Ulceras pépticas (ORSI et al., 2012).

O estudo realizado por Eswaran et al. (2010), demonstrou que o extrato de folhas de
Cinnamomum tamala, apresentou efeitos de protecdo da mucosa gastrica tanto de Ulceras causadas
por agentes quimicos, como 0s AINES, quanto as Ulceras causadas por estresse. Alem disso, essa
planta promoveu uma inibigcdo da secrecdo de acido gastrico.

Silva et al. (2016), investigou o efeito anti-Ulcerativo da planta Memora nodosa,
popularmente conhecida e utilizada no cerrado brasileiro para tratamento de Ulceras externas. O
extrato etanolico da M. nodosa apresentou uma resposta positiva em Ulceras induzidas
principalmente por AINES. Essa atividade de protecdo gastrica pode estar relacionada ao aumento
da secre¢é@o de muco na cavidade gastrica.

Algumas plantas que sdo popularmente indicadas para doencas gastrointestinais foram
estudadas com o intuito de avaliar se tinham potencial anti-Glcerativo e como resultado
apresentaram atividades anti-inflamatorias, citoprotetoras e que podem ter acfes benéficas para
superar a patogénese de certas desordens causadas pela H. pylori (ZAIDI et al., 2012).

Foi possivel observar também resultados positivos no estudo realizado por Yang et al.
(2011), que analisou o efeito antibacteriano da Cinnamomum cassia extraida em diversos métodos.
Como resultado, mostrou que a planta causa lise e erradicacdo das bactérias H. pylori por
degradacdo da membrana celular.

Ha estudos que utilizaram plantas de familias distintas e que demonstraram efeitos anti-
Glcerativos semelhantes. Freitas et al. (2011), obteve como resultado um efeito anti-Ulcerativo
devido a inducdo do aumento de secrecdo de muco utilizando extrato etandlico do caule de
Zanthoxylum rhoifolium. O estudo de Lemos et al. (2015), demonstrou 0 mesmo efeito pelo aumento
de secrecdo utilizando o extrato de Copaifera langsdorffii.

O estudo de Oliveira et al. (2018), demonstrou gque os polissacarideos extraidos da infusdo
da planta Sedum dendroideum apresentaram resultados positivos contra Ulcera gastrica pela
manutengdo de mecanismos de defesa gastrica como os niveis de GSH e de muco na cavidade
gastrica.

O extrato aquoso das folhas de Terminalia catappa demonstrou uma atividade importante
contra H. pylori e efeito preventivo e curativo em ulceras induzidas, tanto agudas como crdnicas.
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Os mecanismos de protecdo gastrica nesse caso sdo relacionados ao estimulo de muco e
prostaglandinas enddgenas (SILVA et al., 2015). Ja Mabeku et al. (2017), obteve como resultado
de seu estudo um efeito anti-ulcerativo com acdo citoprotetora utilizando extrato metandlico de
Aframomum pruinosum.

Além de efeitos como aumento da secrecdo de muco, € possivel que o efeito de protecdo
gastrica seja devido a outros mecanismos como acdo de prevencdo da geracdo de cascatas
prejudiciais de radicais livres e a liberacdo de radicais oxidantes. Esse efeito € encontrado no estudo
de Rajakrishnan et al. (2020), que utilizou o extrato de Aconitum heterophyllum.

No Quadro 11.1, é possivel observar um resumo das principais drogas vegetais publicadas e
inclusas neste trabalho correlacionando a sua atividade bioldgica e seu mecanismo de acdo em
Ulceras gastricas induzidas em ratos. Observa-se que as plantas medicinais com conhecimento
popular de efeito benéfico contra desordens gastrointestinais foram estudadas para analisar e
comprovar seus efeitos. Alguns estudos realizaram uma analise mais detalhada, permitindo
identificar os compostos ativos e seu meio de atuacao.

Diversos dos estudos inclusos neste trabalho, possuem efeito gastroprotetor e é possivel
observar que esse efeito é gerado por diversos mecanismos de acdo como a deplecdo de GSH,
inibicdo a atividade da mieloperoxidase na mucosa gastrica, inibi¢do da secrecdo do acido gastrico,
estimulo da liberacdo de muco gastrico, manutencdo dos niveis de GSH e entre outros mecanismos.

Em alguns casos, as plantas demonstraram um efeito de prevencédo de Ulceras gastricas, ou
seja, evitaram a formacdo de lesbes na mucosa gastrica. Essa acdo pode ser gerada pelos
mecanismos de liberacdo de oxido nitrico, efeito antioxidante e anti-inflamatario.

Além disso, a maioria dos estudos analisados utilizam extratos aquosos, porém ndo é
possivel observar nenhuma relacédo direta de atividade e mecanismo de agéo pelo tipo de extracao
realizado. Em diversos casos, observamos efeitos semelhantes que ocorrem utilizando diferentes
extracOes diferentes.

Quadro 11.1. Mecanismos de acdo dos compostos vegetais utilizados para o tratamento de Ulceras
gastricas em ratos

DROGA VEGETAL ATIVIDADE MECANISMO DE ACAO REFERENCIA
Extrato hidroalcodlico de  Acelera a cicatrizacdo de  Presenca de moléculas eliminadoras de PIRBALOUTI
Ephedra pachyclada. Ulceras. radicais livres. etal., 2013.
Compostos bioativos Diminui o grau de Intenaﬁc_a oS principals me_ta}bolltos OFUSORI

g A x secundarios  (luteina, feofitina e

extraidos da Celosia trigyna. ulceracdo - etal., 2019.

esterdis).

Extrato aquoso das folhas de Efeito preventivo e Estimulo da producdo de muco e SILVA
Terminalia catappa curativo prostaglandinas enddgenas. et al., 2015.
Extrato etandlico de Erradicacdo das bactérias  Gera degradacdo da membrana celular YANG

Cinnamomum cassia. H. pylori. das bactérias H. pylori. etal., 2011.
Extrato hidroalcodlico de . Estimulo de prostaglandinas géstricas BENTO
Annona muricata (graviola) CER E e enddgenas etal., 2018.

Extrato etanclico de raizes Gastroprotecéo Aumenta a produgéo de muco gastrico SILVA
de Memora nodosa. proteg produg g ' et al., 2016.
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Extratos metandlicos de x x 7 SABERI
Melissa officinalis CETIEIEERE NE B D et al., 2016.
- Promove a deplecdo de GSH e inibe a
Extrato meta_mollco de Gastroprotegdo atividade da mieloperoxidase na ORSI
Hymenaea stignocarpa. Lo etal., 2012.
mucosa gastrica.
Extrato etandlico de x S x -~ ‘e ESWARAN
& | ——— Gastroprotegdo Inibicdo da secrecéo de acido gastrico etal., 2010,
Extrato aquoso de Sedum Gastroprotecio Promove a manutencdo dos niveis de OLIVEIRA
dendroideum. protec GSH e muco na cavidade gastrica. et al., 2018.
Exdieiio metasliics o Gastroprotegdo Acdo citoprotetora hREE N
Aframomum pruinosum. prote ¢ P ‘ etal., 2017.
Extrato hidroalcodlico de Gastroprotecio Previne cascatas prejudiciais de radicais RAJAKRISHNAN
Aconitum heterophyllum. proteg livres e liberacdo de radicais oxidantes. et al., 2020.
Extrato aquoso de Euterpe Prevencao de Ulceras x . TORRES
- o Né&o analisado
edules (jucara) gastricas et al., 2018.
Extrato aquoso de Orbignya Prevencéo de Ulceras NZio analisado TORRES
phalerata (babacgu) gastricas et al., 2018.
Extrato etandlico de Prevencéo de Ulceras Gera liberacio de 6xido nitrico FREITAS
Zanthoxylum rhoifolium. gastricas ¢ etal., 2011.
Extrato etilico de Byrsonima Prevencéo de ulceras Atividade antiinflamatéria no tecido SANTOS
intermedia géstricas géstrico e duodenal. et al., 2019.
Extrato aquoso de Prevencao de Ulceras . L SANTOS
- . o Efeito antioxidante
Byrsonima intermedia gastricas et al., 2019.
Extrato aquoso de Althaea Prevencéo de ulceras Supressap . d_e . C|toc!nas _ pro- ZAGHLOOL
S A inflamatdrias, inibe a liberacdo de
officinalis. gastricas . - . L etal., 2019.
histamina e o efeito antioxidante.
Extrato aquoso de Solanum Prevencao de Ulceras _Supressap . d.e . C|toc!nas . pro- ZAGHLOOL
. A inflamatdrias, inibe a liberacdo de
nigrum. gastricas . - . . et al., 2019.
histamina e o efeito antioxidante.
Extrato hidroalcoolico de Prevencéo de Ulceras Gera liberacio de 6xido nitrico LEMOS
Copaifera langsdorffii. gastricas ¢ et al., 2015.

CONCLUSAO

E possivel observar que plantas medicinais conhecidas popularmente por possuirem
possiveis efeitos contra desordens gastrointestinais sdo estudadas para comprovar seus efeitos,
assim como identificar seus compostos e 0 meio de atuacdo. Para estes estudos sdo utilizados
extratos das plantas, como etandlico, metandlico e hidroalcoolico ou até mesmo polissacarideos

extraidos.

Essa revisdo permite concluir que as plantas medicinais possuem efeitos significantes contra
Ulceras gastricas geradas por diversos fatores, como AINES, estresse, inducdo por alcool absoluto
e até mesmo por H. pylori. Portanto, é importante que estudos continuem sendo realizados,
possibilitando a deteccdo de novos compostos para a produgdo de fitoterapicos anti-ulcerativos.
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INTRODUCAO

Observa-se que a utilizacdo empirica de plantas para tratamento de enfermidades é uma
pratica ancestral, baseada, primordialmente, nas trocas de conhecimento de diferentes culturas.
Nesse contexto, deve-se atentar para o conhecimento popular acerca de plantas medicinais como
possivel potencial de algumas espécies para a producdo de novos farmacos (SILVA et al., 2007).

Dentro dessa perspectiva, a Euphorbia tirucalli, pertencente da familia Euphorbiaceae, €
comumente encontrada em regifes mais quentes. No Brasil, é popularmente conhecida como avel6s,
labirinto, arvore de S&o Sebastido, cega-olho, dedo do diabo, figueira do diabo, entre outros, é uma
planta suculenta, originaria da Africa e de ampla ocorréncia nos paises tropicais (WAKZUK et al.,
2012).

O latex da E. tirucalli é utilizado na medicina popular desde pelo menos 400 a.C., devido as
suas propriedades corrosivas, principalmente a sua atividade contra verrugas (BATISTA et al.,
2014). No entanto, diversos estudos mostram que o latex proveniente das varias partes da planta é
considerado toxico e, quando ingerido, pode causar vomitos, diarreias e hemorragias por irritacéo
da mucosa gastrica (BARROSO et al., 2017).

A espécie vegetal apresenta principios ativos que sdo responsaveis por algumas atividades
biologicas, como: anti-tumoral cancer de mama, de pulmao, cervical, de colo, de es6fago e de boca),
antimutagénica, antibacteriana, irritante, laxativa, antisséptica, desinfetante, anti-inflamatéria. Além
disso, na composicdo fitoquimica do latex pode-se encontrar: esteroides, triterpenos, flavonoides,
taninos, cumarinas e alcaloides (FERNANDO et al., 2017; WAKZUK et al., 2012). Diante disso, 0
objetivo deste trabalho € realizar uma reviséo de literatura acerca das bioatividades atribuidas ao
latex da planta Euphorbia tirucalli L.

METODO

Trata-se de uma revisdo da literatura de natureza qualitativa, métodos esses essenciais para
a interpretagdo aliada a opinides do pesquisador sobre a abordagem escolhida (PEREIRA et al.,
2018). Para isso, realizou-se o levantamento de artigos nas plataformas Biblioteca Virtual de Saude
(BVS), Scientific Electronic Library Online (SciELO) e Science Direct. Os termos utilizados foram
pesquisados em Descritores em Ciéncia da Saude (Decs) da BVS, consistindo em: “Avelos”,
“Euphorbia”, “Léatex” “Bioativos vegetais” em portugués e inglés.

Adotou-se como critérios de inclusdo: artigos publicados nos ultimos cinco anos (2015-
2020) e estudos de cunho experimental com o latex da espécie. Foram excluidas investigacdes
incompletas e réplica entre as plataformas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 25 artigos e apenas 12 fizeram parte da amostra final da pesquisa. Apds
a leitura dos artigos, organizou-se os dados em um quadro sinoptico contendo autor, ano, organismo
teste e principais resultados apresentados no Quadro 12.1. Os estudos dos autores: Arruda (2015),
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Ibrahim et al. (2018) e Palharrine et al. (2017) tiveram mais de um organismo teste, apresentando
resultados variados.

Quadro 12.1. Caracteristicas e principais resultados dos estudos interpretados

Autor (ano)

Organismo-teste

Resultados

Aradtjo et al. L . Estimulou maior formagéo de aderéncias intestinais e evitou o
(2015) RS R TG el oObito de todos animais com peritonite até o periodo avaliado.
® Bactérias Gram positivas e
Arruda gﬁg?églzsnggﬁlg%gz)de Importancia N&o houve inibic¢do de crescimento de microrganismos.
(2015) e Células de carcinoma uterino (in ® Reducdo da proximidade e total desadeséo das células

vitro)

Barroso et al.

Hamsters com carcinogénese induzida

Reduziu tamanho das lesbes e houve agdo na resposta

(2017) na lingua e mucosa imunoldgica
Bessa Membranas corioalantbicas de ovos x
etal. (2015) de galinha fertilizados Aumentou a formacéo de rede vascular
G5l Streptococcus agalactiae (inoculagdo) N&o houve inibigdo de crescimento
etal. (2018)
Colasso Larvas infectadas por Staphylococcus Eficacia como agente anti-infeccioso
etal. (2019) aureus
De Sousa Macrofagos e células cancerigenas de  Atividade imunomoduladora, diminuindo citocinas pro-
etal. (2019) adenocarcinoma gastrico (in vitro) inflamatdrias
Frar;(t:cz)i-ISalla Linhagem celular de carcinoma Mostrou diminuicdo do tamanho celular e modificagdo em
(2016) dermoide da laringe (in vitro). genes responsaveis pela resposta inflamatéria
® Ratos vacinados e ndo vacinados x . .
: : ® Houve aumento da producdo de citocinas e anticorpos,
contra tétano toxoide. . - . .
Ibrahim L. . L estimulando tanto a resposta imune adaptativa e inata.
® Bactérias de importancia clinica s . .
etal. (2018) - - ® Alta inibicdo contra gram-negativas e baixa a moderada
: Gram positivas e negativas o
: x contra gram-positivas.
(inoculagéo).
Martins R~a1tos Wistar machos por tadores e Diminuicdo da célula tumoral e atividade sugestiva de
ndo-portadores de tumor (isolamento . x
et al. (2020) imunomodulacdo
celular).
Oliveira . o
Cryptococcus neoformans Mostrou atividade antifingica contra a cepa testada
et al. (2014)
® In vivo por transplante modelo de
células EAC em camundongos. ® Inibiu o carcinoma ascitico de Ehrlich in vivo, apresentando
Palharrine e Staphylococcus aureus e propriedades antiproliferativas.
etal. (2017) Escherichia coli (discos de filtro ® Maior inibicdo na Gram-negativa.

de papel).
® Toxoplasma gondii (in vitro).

® Inibi¢do da replicagdo do parasita

Como observado no Quadro 12.1, grande parte dos trabalhos analisados estudaram a agéo
do latex frente a inibigdo de crescimento de tumor, onde todos os incluidos na revisdo mostraram
resultados satisfatorios. Arruda et al. (2015), Barroso et al. (2017), De Sousa et al. (2019) e Franco-

113




\

.

ED

RA

PASTEUR

Salla et al. (2016), Martins et al. (2020) observaram que ocorreu diminuicdo dos tamanhos e
desadesdo das células tumorais. J& Palharini et al. (2017) observou que houve inibicéo do carcinoma
ascitico de Ehrlich in vivo e também apresentou propriedades antiproliferativas.

Além de atividades relacionas ao cancer, tais pesquisas também observaram a capacidade
do latex como imunomodulador. Cabe citar acdes como: estimulo de geness responsaveis pela
resposta inflamatdria, de macrofagos e estimulo da resposta imunolégica inata e adaptativa. Ibrahim
et al. (2018) relatou em seu estudo com ratos vacinados e ndao vacinados contra tétano, que ocorreu
aumento significativo dos anticorpos, citocinas e da resposta imune inata e adaptativa.

Nos primeiros estudos relacionados aos metabdlitos Firstenberger e Hecker (1986),
relataram efeitos negativos do consumo do Avel6z em funcdo da presenca de um éster diterpenoide,
uma vez que sua estrutura € altamente insaturada. Assim, sugeriram a possibilidade de o latex do
Aveloz ter atividade carcinogénica justamente por causa de sua estrutura. Os flavonoides presentes
na espécie vegetal, por sua vez, possuem varias acdes terapéuticas, dentre elas a acdo anti-
inflamatdria e antioxidante, promovendo efeito quimioprotetor (SILVA et al., 2007).

Em segundo plano, Araujo et al. (2015) mostrou a atividade anti-inflamatdria em ratos com
peritonite induzida e pode observar também aumento da sobrevida dos animais. J4 Bessa et al.
(2015) mostrou a propriedade angiogénica do latex ao aplica-lo em membranas corioalantdicas de
ovos de galinha fertilizados.

A atividade pro-angiogénica e anti-inflamatoria do latex também tem relacdo com a sua
toxicidade, embora diluido em ambos estudos, levou a migracdo de neutrofilos e macréfagos no
local da inflamacdo (VARGAS et al., 2007). Desse modo, tem-se as células inflamatérias como
importantes ativadores de neoangiogénese através da producao de citocinas, interleucinas, endotélio
vascular, fator de crescimento e fator ativador de plaquetas. Esses fatores sdo especificos de células
que tém papéis importantes na ativacao e propagacdo da resposta inflamatoria, que eventualmente
levam ao crescimento de capilares pré-existentes e a neoangiogénese (ZIJLSTRA et al., 2006).

Arruda et al. (2015), Carvalho-Castro et al. (2018), Ibrahim et al. (2018), Palharini et al.
(2017), analisaram os extratos do latex frente a cepas de importancia clinica gram-positivas e
negativas. Nos dois primeiros, ndo houve inibicdo de crescimento. Por outro lado, os demais
apresentaram inibicdo de média a alta quando em bactérias gram-negativas e baixa a nenhuma acgéo
quando em gram-positivas. Oliveira et al. (2014) testou a atividade antifungica da planta frente a
cepa Cryptococcus neoformans demonstrando bons resultados. Outrossim, Colasso et al. (2019)
demonstrou a atividade anti-infecciosa do latex em Larvas infectadas por Staphylococcus aureus.

Sé&o encontrados no latex da E. tirucalli o acido citrico, o &cido malico e o &cido elagico, que
tem acdes antibacterianas. Os compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos no reino vegetal
e sdo 0s metabolitos secundarios mais abundantes encontradas em plantas. O seu papel principal é
sua acdo como antibacteriano. Os flavonoides demonstraram uma ampla gama de efeitos
bioguimicos e farmacoldgicos, incluindo antioxidantes, anti-inflamatérios e antifungicos (ROCHA
& DANTA, 2009)

Estudos apresentaram uma melhor atividade antimicrobiana do extrato metandlico de avel6z
quando comparado com o extrato aquoso, demonstrando a importancia da escolha do método de
extragdo de uma droga vegetal, 0 que esta relacionado aos estudos que negativaram (PAREKH,
2005). Por fim, Palharini et al. (2017) analisou também a atividade antiparasitaria frente ao
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Toxoplasma gondii (in vitro), onde obteve inibicdo da replicacdo do parasita na sua forma
taquizoitica.

EEE

CONCLUSAO

Diante do exposto, foi possivel observar que as bioatividades do latex da Euphorbia tirucalli
presentes na literatura sdo, em grande parte, relacionadas ao sistema imunoldgico. Tdo acdo, esta
diretamente ligada a sua acdo em células tumorais, anti-inflamatoria e neoangiogénico. Além disso,
houve relatos também de inibi¢do de crescimentos de microrganismos - como fungos, bactérias e
parasitas. Destarte, ainda sdo necessarios estudos complementares para elucidar possiveis
mecanismos de acdo atribuidos a tais atividades bioldgicas.
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CAPITULO 13

ASPECTOS FITOTERAPICOS DA
Echinacea Purpurea (L) Moench
NO SISTEMA IMUNOLOGICO
CORRELACIONADOS A
INFECGOES DO TRATO
RESPIRATGRIO SUPERIOR
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INTRODUCAO

A Echinacea purpurea mais conhecida popularmente como equinacea desde muito tempo
apresenta em seu histdrico de utilidades e aplicacbes diversos componentes etnofarmacoboténicos,
uma planta de grande contexto farmacoldgico considerada pelos povos nativos americanos, como
“anti-infecciosa”, pois era indicada para patologias de origem viral e bacteriana, desde septicemias
medianas, furunculoses, abcessos, carbunculoses e Ulceras (BARRET, 2003; HUDSON, 2010). Esta
planta da familia das Echinaceas cujo extrato tem propriedades antibacteriana, antiviral, anti-
inflamatoria, imunoestimulante e antioxidante.

O género Echinacea pertence a familia das Asteracae ou Compositae, um grupo de plantas
pratenses, silvestres e perenes, nativas da América do Norte, cujas principais caracteristicas sdo as
raizes aprumadas, cilindricas, estriadas longitudinalmente, que desprendem odor aromatico e sabor
adocicado provocando um discreto adormecimento na lingua (GRUENWALD et al., 2000).

Estas plantas apresentam altura aproximada de 100 cm, folhas &speras, lanceoladas, de cor
verde intenso e escapo com inflorescéncia solitaria em capitulo, com sensivelmente 20 flores
liguladas na periferia e tubulosas ao centro, formado um disco cdonico, que aparenta um “ouri¢o-do-
mar”, em grego ‘“echinos”, do qual deriva o nome botanico Echinacea (Figura 13.1)
(GRUENWALD et al., 2000).

Echinacea purpurea (L.) Moench € a planta medicinal mais cultivada dentro dessa espécie,
que tem sido utilizada principalmente em quimioprevencdo e quimioterapia para doencas
infecciosas dos sistemas respiratorios superior e inferior e doencas do trato urinario (BARNES et
al., 2014). Esta espécie tem sido popularmente utilizada para o tratamento da dor de dente, dor
intestinal, picada de cobra, doencas de pele, convulsbes, artrite crénica e cancer. Embora o
isolamento e elucidacdo estrutural de seus principais compostos tém sido investigados pelos
pesquisadores, ndo ha nenhuma certeza sobre seu mecanismo de acéo exato.

Fonte: http://www.plantsoftheworldonline.org/taxon/urn:lsid:ipni.org:names:1174497-2.

De acordo com relatos da literatura, todas as espécies medicinais de Echinacea, incluindo E.
purpurea, E. angustifolia e E. pallida sdo bastante seguras. Apesar da auséncia de eventos adversos
graves relacionados com a planta ndo provarem conclusivamente seguranca, € uma indicacéo de que
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0s eventos toxicolégicos agudos significativos sdo raros (ARDJOMAND-WOELKART & BAUER,
2015). Além disso, STANISAVLJIEVI et al. (2009) afirmam que ndo h4 efeitos toxicos conhecidos
de Echinacea purpurea, em ratos ou humanos, mesmo administrada em alta dose.

O objetivo deste estudo foi descrever de forma clara e sucinta a utilizacdo da Echinacea
purpurea no sistema imunoldgico, bem como enfatizar a importancia do acompanhamento
farmacoterapéutico no que diz respeito as infec¢fes recorrentes em pacientes acometidas por
imunodeficiéncias secundarias e processos alérgicos em geral.

A expansdo da fitoterapia pode ser atribuida a diversos fatores tais como: os efeitos
adversos de farmacos sintéticos, a preferéncia dos consumidores por tratamentos “naturais”, a
validacdo cientifica das propriedades farmacoldgicas de espécies vegetais, o desenvolvimento
de novos métodos analiticos colocados a disposicdo do controle de qualidade, o
desenvolvimento de novas formas de preparagdes e administragdes de produtos fitoterapicos,
um melhor conhecimento quimico, farmacoldégico e clinico das drogas vegetais e seus
derivados, além, também, do menor custo se comparado com os farmacos sintéticos (BRAZ
FILHO, 2010).

METODO

O presente trabalho configurou-se com um estudo de caso do tipo comparativo e abordagem
qualitativa atraveés da revisao sistematica da literatura que possibilitou a construcéo de referencial
tedrico sobre assuntos que estdo relacionados ao tema em questdo, utilizando dados de artigos
cientificos das plataformas digitais PubMed (National Library of Medicine) e SciELO (Scientific
Electronic Library Online).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estudo clinico realizado com 120 pacientes com infeccdo aguda do trato respiratorio
registrou a reducdo da duracdo da doenca e melhora significativa dos sintomas entre os pacientes
tratados com suco estabilizado de Echinacea purpurea do que entre aqueles que foram tratados com
placebo (HOHEISEL et al., 1997).

Em outro estudo realizado com 59 pacientes com infeccdo aguda do trato respiratério
demonstrou-se reducdo das queixas relativas a um indice de 12 sintomas em 64% dos pacientes
tratados com Echinacea purpurea e 29% entre aqueles que foram tratados com placebo
(BRINKEBORN et al., 1999).

O extrato de Echinacea purpurea atua como imunomodulador por varios mecanismos,
confirmados por numerosos estudos cientificos: ativacdo da fagocitose, estimulo dos fibroblastos e
aumento da mobilidade dos leucécitos. Foram também relatados inibicdo da atividade da
hialuronidase, estimulacdo do cortex adrenal onde sdo produzidos os glicocorticoides (como a
corticosterona e a hidrocortisona), estimulacdo da producdo de properdina (proteinas séricas que
neutraliza bactérias e virus) e estimulacdo da producéo de interferon.

A atividade imunomoduladora do extrato aquoso e alcodlico de Echinacea purpurea parece
depender de um efeito conjunto de varios componentes, como alcamidas, polissacarideos e
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derivados do &cido cafeico, principalmente acido chicorico. A Echinacea purpurea é descrita como
um agente antioxidante, com uma atividade similar ao &cido ascorbico, eficiente na eliminacéo de
radicais livres produzidos por irradiacdo, com um efeito captador de radicais, reduzindo a
citotoxicidade causada pelos perédxidos lipidicos frutos da sua oxidacdo (ZHAI et al., 2007;
DOGAN et al., 2014).

Em se tratando da atividade antioxidante de compostos fendlicos deve-se principalmente as
suas propriedades redutoras e estrutura quimica, responsaveis pela neutralizacdo de radicais livres,
que ao agir tanto na etapa de iniciagdo como na propagacdo do processo oxidativo, formam
intermediéarios relativamente estaveis, devido a presenca de anéis fendlicos e radicais hidroxilo, em
posi¢cdo orto, originam uma possivel ressonancia entre as estruturas levando a um aumento da
estabilidade do radical antioxidante formado apds captar os radicais livres (THYGESEN et al.,
2007; TSAl et al., 2012b).

Fitoterapia

No decorrer desses Ultimos anos, o crescente interesse na avaliacdo das propriedades
farmacoldgicas dos produtos fitoterapicos tem tido um aumento muito significativo, onde inclui-se
o0s produtos a base de Echinacea purpurea (equinacea). Os efeitos imunomoduladores desta planta,
comprovados, tanto in vitro, como in vivo, tém sido o principal foco de estudos e pesquisas, embora
também apresente outras acdes documentadas, resultantes deste efeito principal, tais como
antifangica, antibacteriana, antiviral, antioxidante, anti-inflamatéria e até anticancerigena
(HUDSON, 2012).

Imunomodulacéo

Em se tratando da imunomodulacdo, a mesma pode ser exercida mediante a potencializacao
ou supressdo de elementos do sistema imunolégico (FISCHER et al., 2008). A Echinacea purpurea
tem sido bastante utilizada pelo seu potencial imunomodulador, onde é possivel usa-la como uma
alternativa para a prevencao e tratamento de algumas doencas. No entanto, apesar de terem sido
isolados diversos compostos ativos da planta, estudos apontam que a mesma ainda é considerada
bem complexa de se identificar seus compostos quimicos, ndo permitindo identificar um so
composto que seja responsavel por esta acdo, acreditando-se que todos atuem em sinergia
(HUDSON, 2012).

Uma das formas de imunomodulacdo desta planta ocorre através da estimulacdo de células
“natural killer” (NK), que sao componentes do sistema complemento e macrdfagos, onde os
mesmos desempenham um papel fundamental na defesa do organismo, através da fagocitose,
mediando os processos inflamatorios e secrecdo de uma grande variedade de substancias
bioguimicamente distintas, dentre elas enzimas, citocinas pro e anti-inflamatérias, onde podemos
citar o fator de necrose tumoral a (TNF-a), e algumas substancias como o 6xido nitrico (NO) e
espécies reativas do oxigénio (ROS), o que aumenta a capacidade para diminuir tumores e eliminar
bactérias e fungos, em condigdes in vitro (RININGER et al.,, 2000; KAPAI et al., 2011,
ZAGUMENNIKOV et al., 2012; Fonseca et al., 2014).
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Acédo Bacteriana

Estudos realizado por Sharma et al. (2010), teve o objetivo de confirmar a hipdtese de que
a EP pode inativar algumas bactérias do trato respiratorio, onde estas sdo responsaveis por sintomas
mais comuns de infe¢fes do trato respiratdrio superior como dor de garganta, tosse e inflamagéo.
Dessa forma concluiu-se que a EP inativou as seguintes bactérias: Streptococcus pyogenes
(associada a dor de garganta e infecOes pulmonares mais graves), Haemophilus influenzae
(responsavel por otites, bronquites e pneumonias) e Legionella pneumophila (responsavel por
pneumonias) e inverteu completamente a suas respostas pré-inflamatorias celulares (SHARMA et
al., 2010). Alguns extratos de EP demonstraram atividade antimicrobiana contra todos o0s
microrganismos testados exceto contra Aspergillus niger (THYGESEN et al., 2007).

Acédo Antiviral

E sabido que o virus Influenza correspondente ao tipo A, é responsavel por mortalidade e
mobilidade significativa em escala a nivel mundial (Hudson, 2012). Existem emergéncias
relacionadas a identificacdo de estirpes resistentes a terapia medicamentosa nomeadamente, onde
inibidores da neuraminidase, como o oseltamivir (Tamiflu®) e zanamivir (Relenza®) onde acarreta
um imenso desafio no que diz respeito a saude publica. Nos dias de hoje, o controle antiviral do
mesmo é conseguido com prevencdo dada por vacinacéo, realizada anualmente, pois todos 0s anos
surge uma nova estirpe do virus (HUDSON, 2012). Melhorar a compreensdo da resposta
imunolodgica ao virus e identificacdo dos agentes que alteram esta resposta, constituem os objetivos
da investigacdo cientifica nesta area (TSAI et al., 2012a).

Diante disso as partes aéreas e as raizes, como 0s extratos aquosos e etanolicos da Echinacea
purpurea, apresentam atividade antiviral bastante significante contra o virus Influenza A e Herpes
simplex, onde mostrou ser menos eficaz contra virus intracelulares, pois a prépria célula funciona
como barreira. Desse modo, atua sobre as particulas virais que se distribuem pelos fluidos
extracelulares, alterando o percurso da infecdo por modulacdo das citocinas e ndo por atuacdo
diretamente sobre o virus (HUDSON, 2012; TSAI et al., 2012a; TSAI et al., 2012b).

De acordo com Pleschka et al. (2009), a EP em concentraces recomendadas para
administracao oral, apresenta um grande potencial na interrup¢do da propagacdo das diferentes
estirpes do virus influenza, incluindo as estirpes sazonais, as estirpes aviarias altamente patogenicas,
bem como, a estirpe pandémica de origem suina.

Compostos Fitoquimicos

Os estudos quimico-farmacoldgicos com a planta levaram ao estabelecimento cientifico de
suas propriedades como imunoestimulante, anti-inflamatoria, protetor do colageno, antimicrobiana
e antiviral, o que justifica o seu uso. Possui como principios ativos alcamidas, glicoproteinas, acido
cafeico, echinosideos, polissacarideos, 0leo essencial, &cidos graxos, proteinas, taninos, vitaminas
A, C e E (LORENZI & DE ABREU MATOS, 2008) e flavonoides (KURKIN et al., 2011). Os
componentes do 6leo essencial incluem borneol, bornilacetato, germacreno, cariofileno epocido, D-
cariofileno e acido palmitico.
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A Echinacea purpurea apresenta na sua constituicdo fenilpropanoides derivados do acido
cafeico, &cido chicérico, &cido caftarico e acido clorogénico (TSAI et al., 2012b; LEE, 2010;
THYGESEN et al., 2007); e derivados dos flavonoides como a nicotiflorina (campferol-3-O-
rutdsido) e rutina, estando ja descritos outros dois, a quercetina e o kaempferol e os seus glicésidos
(WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1999; KURKIN et al., 2011). O 4cido chicorico constitui
o componente fenolico maioritério das raizes de EP (AGATONOVIC-KUSTRIN et al., 2012) e
demonstrou apresentar potentes propriedades imunoestimulantes e antioxidantes, para além de
efeitos inibidores na secrecdo de citocinas pr6é inflamatérias (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 1999; THYGESEN et al., 2007; HOU et al., 2010)

CONCLUSAO

Os vegetais representam as maiores fontes de substancias ativas que podem ser usadas na
terapéutica, devido & grande diversidade estrutural de metab6litos produzidos (BRANDAO et al,
2010). A atividade biologica das plantas medicinais € atribuida aos seus metabdlitos secundarios,
0s quais tém sido sumariamente definidos como compostos pouco abundantes, com uma
frequéncia inferior a 1% do carbono total, ou pelo fato de sua estocagem ocorrer em 6rgaos ou
células especificas (FUMAGALLI et al., 2008). Essas moléculas contribuem para queas plantas
possam ter uma boa interacdo com os diferentes ecossistemas tendo um papel importante na
adaptacdo das mesmas aos seus ambientes aumentando a probabilidade de sobrevivéncia de uma
espécie, atuando na protecdo contra os patdégenos, contra outras plantas, e na interacdo com agentes
polinizadores.

A equinacea € uma planta medicinal, também conhecida como Flor-de-cone, Purpura ou
Rudbéquia, muito utilizada como remédio caseiro no tratamento de gripes e resfriados, aliviando a
coriza e a tosse, principalmente por causa de sua propriedade anti-inflamatéria e antialérgica. O
nome cientifico desta planta é Echinacea spp e as espécies mais conhecidas sdo Echinacea purpurea
e Echinacea angustifolia, as quais tém um formato de flor rosa e s@o vendidas de varias formas
como a raiz, as folhas secas e até em capsulas, sendo que pode ser encontrada para comprar em
farmacias de manipulacéo, lojas de produtos naturais, feiras livres e em alguns supermercados, sob
a forma de sachés.

Com o presente estudo foi possivel constatar a grande importancia da Echinacea purpurea
no que diz respeito as infeccbes relacionadas ao trato respiratorio, A equinacea é um dos
medicamentos fitoterapicos mais vendidos no mundo todo. O interesse moderno por esta planta
deve-se as suas propriedades imunomoduladoras, particularmente na prevencao e tratamento das
infeccdes das vias respiratdrias superiores (IVAS). Essas propriedades ja foram confirmadas por
alguns ensaios clinicos de boa qualidade (BARNES et al., 2005; SHAH et al., 2007). A atividade
imunoestimulante da equinacea é dada pelas aminas lipofilicas (alquilaminas) e pelos derivados do
acido cafeico polares (por exemplo, o &cido chicérico). Esses compostos estimulam a fagocitose dos
macrofagos e aumentam a mobilidade dos leucécitos. Os arabinogalactanos estimulam a produgéo
de TNF, IL-1 e interferon beta 2 (acéo virustatica).
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A atividade anti-inflamatéria e analgésica se da pela agdo das alquilaminas. Além disto, a
equindcea possui atividades bacteriostaticas e fungostaticas. Vérios virus sdo inibidos na sua
replicacdo pela acdo da equinacea: influenza (PLESCHKA et al., 2009), herpes.

As principais espécies de Echinacea tradicionalmente usadas com finalidade medicinal sdo
a E. purpurea, a E. pallida e a E. angustifolia. Estas espécies sdo usadas para o tratamento de
infeccOes, e hoje os produtos derivados desta planta estdo entre os fitoterapicos mais vendidos
mundialmente (BARNES et al., 2005). Podem ser usadas indistintamente como medicamento,
apesar de haver pequenas diferencas em sua constituicdo quimica. No Brasil, a espécie mais
encontrada € a E. purpurea.

E imprescindivel relatar que doses elevadas podem causar nauseas, vertigens, irritacio da
faringe, hepatite, asma e sialorreia, desse modo a cautela quanto ao uso da mesma deve ser bem
definida, portanto, é recomendado procurar um atendimento especializado afim de indicar o
tratamento mais adequado com respeito ao usa da equinacea.

O extrato de E. purpurea atua como imunomodulador por varios mecanismos, confirmados
por numerosos estudos cientificos: ativacdo da fagocitose, estimulo dos fibroblastos e aumento da
mobilidade dos leucoécitos (BAUER & WAGNER, 1991; BISSET & WICHTL’S, 1994;
BRUNETON, 1995). Foram também relatadas inibi¢cdo da atividade da hialuronidase, estimulacéo
do cortex adrenal onde sdo produzidos os glicocorticoides (como a corticosterona e a
hidrocortisona), estimulacdo da producédo de properdina (proteina sérica que neutraliza bactérias e
virus) e estimulacao da producéo de interferon (HAAS et al., 1991).

A atividade imunomoduladora do extrato aquoso e alcoolico de E. purpurea parece depender
de um efeito conjunto de varios componentes, como alcamidas, polissacarideos e derivados do &cido
cafeico, principalmente cido chicorico (WHO, 1998).

Devido a possivel ativacdo de agressbes autoimunes e outras respostas imunes hiper-
reativas, o medicamento nao deve ser administrado em pacientes com esclerose maltipla,
colagenose, Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), pacientes fazendo uso de
medicamentos imunossupressores, tuberculose e outras desordens autoimunes (WHO, 1998;
BLUMENTHAL, 1998).
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INTRODUCAO

Muitos produtos alternativos séo estudados na tentativa de tornar os tratamentos cada vez
mais potentes ao organismo e com ofertas de custos mais acessiveis para o consumidor final. Nesta
perspectiva, o fruto Persea americana Mill (PA), popularmente conhecido como abacate, tem sido
alvo dos interesses biotecnoldgicos, uma vez pesquisado e compreendido os seus beneficios. A
producéo desse fruto tem ocorrido em grande escala no mundo e no Brasil, 0os maiores produtores
sdo: S&o Paulo com 47,5%, seguido de Minas Gerais 19,0% e Parand com 12,5% (ALMEIDA &
SAMPAIO, 2013).

Muitos paises fazem uso deste fruto na sua forma bruta, inclusive da semente, tanto por
confiar nas propriedades existentes quanto na absorcao desses beneficios oferecidos ao organismo.
Entretanto, na semente também sdo encontradas substancias, como 0s taninos, que ao serem
ingeridos em grandes quantidades podem provocar efeitos colaterais como priséo de ventre e outros,
por isso, aumentam os estudos que visam o fortalecimento das propriedades benéficas e a
diminuicdo das maléficas. As industrias farmacéuticas e de cosméticos ja investem nas
caracteristicas fisicas e quimicas encontradas na polpa do fruto PA (CREDIDO, 2010). Antes
mesmo dos interesses industriais ocorrerem, o uso deste fruto como alternativa medicinal ja era
praticado, especialmente, por ser um produto natural que oferece beneficios a salde e melhoras para
a qualidade de vida.

Pesquisas cientificas realizadas com o abacate tém feito grandes descobertas que beneficiam
a saude do coracdo. No entanto, ainda ha uma resisténcia no consumo desse fruto por criangas em
vérios lugares do mundo como é o caso das criancas que residem no México (LIRA-GARCIA et
al., 2012). Pressupde-se, que no Brasil ndo deve ser muito diferente e investir em pesquisas nessa
area pode contribuir para a popularizacdo do fruto.

Manter 0 aumento da expectativa de vida tem sido um desafio para a saude publica, porque
simultaneamente, estdo aumentando as Doengas Cronicas N&o Transmissiveis (DCNT). As doencas
cardiovasculares e seus fatores de riscos ocasionados pelas constantes alteracdes metabdlicas,
hiperlipidemia, hiperglicemia, hipertensdo, bem como o sobrepeso e a obesidade integram esse
conjunto que constituem o alvo de preocupacdes e foco de estratégias preventivas e/ou curativas
(DEATON et al., 2011). Dentre as causas das doencas cardiovasculares estdo a relagcdo entre o
sedentarismo e a alimentacdo inadequada, que tem sido essencial para elevar o peso corporal ao
mesmo tempo que provocam alteracbes metabdlicas, incluindo, alteracBes negativas nas
concentragBes plasmaticas como as do colesterol, lipoproteinas de alta densidade (HDL-C),
lipoproteinas de baixa densidade (LDH-C) e triglicerideos. Em contrapartida, o consumo regular do
abacate desenvolve efeitos cardioprotetores, podendo controlar ou mesmo reverter as dislipidemias
(GONZAGA et al., 2013; TABESHPOUR, 2017).

Métodos que beneficiam a salde do coracdo tem se destacado nos diferentes meios que
visam intervir no controle das dislipidemias. Na busca, por potencializar o que ja existe no mercado
e visando alcancar individuos com diferentes faixas etérias, especialmente, aqueles cuja saude foi
fragilizada por constantes modificagcGes nos habitos do cotidiano, que este estudo objetivou refletir
sobre o possivel efeito potencializador do extrato do endocarpo com a semente PA (ESP) ao
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interagir, paralelamente, com um tratamento ndo medicamentoso, o exercicio fisico para fins
terapéuticos.

METODO

Este estudo realizou uma andlise e integrou conteldos que permitiram estabelecer
observacGes em torno da poténcia dos efeitos adquiridos por meio da interacdo de um tratamento
feito com produto natural e exercicio fisico. Contemplando conhecimento desde o conceito do fruto,
abacate, até a compreensdo que a influéncia do movimento pode provocar no seu efeito pos
(consumo) extrato, endocarpo com a semente de abacate.

Esta construcao se baseou em pesquisas recentes e publicac6es selecionadas nas plataformas
Web of Science e Google Académico para fundamentacdo, uma vez que, ndo foi identificado nos
bancos académicos outra pesquisa que utilizou 0 mesmo extrato e para o0 mesmo fim (controle
dislipidémicos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Encontram-se na literatura muitas informacdes cientificas relacionados ao fruto abacate,
principalmente, sobre a polpa. Sobre a semente, sdo poucos. Sobre o endocarpo, o interesse
cientifico foi iniciado pela caracterizagdo quimica de suas substancias, como foi relatado no artigo
que conseguiu identificar, até 0 momento, 82 substancias no endocarpo e na semente, utilizando a
moderna técnica de extracao verde (FIGUEROA et al., 2018).

Nas investigacOes de carater in vivo, executadas utilizando um extrato que associou 0
endocarpo a sua semente (RICARTE et al., 2021), chamou a atengdo por inserir em sua metodologia
uma medida de tratamento ndo farmacoldgica, o exercicio fisico como fator diferencial para
controlar alteragdes metabolicas em acdo conjunta com o extrato. Sendo assim, foi tracado uma
linha tedrica evolutiva que comecgou pela base, definindo o fruto, perpassando pelas alteracdes
metabolicas e finalizando com os resultados que levantaram a curiosidade sobre a influéncia que o
exercicio fisico exerceu durante um tratamento de hipercolesterolemia, usando um tipo de extrato
que foi investigado pela primeira vez em teste in vivo. A leitura a seguir, intencionou despertar no
leitor reflexdes a respeito dos resultados reproduzidos pelo estudo, aqui analisado.

Persea Americana Mill (PA): Origem e expansao

“O abacate foi inserido no género Persea e considerado nativo do Brasil” (SOUZA &
LORENZI, 2005). Entretanto, PA (Abacate) é um fruto cuja origem ocorreu na América Central e
que pertence a familia Lauraceae, considerada uma das familias mais primitivas que estao inseridas
na divisao Magnoliophyta e classificada tecnicamente como carnudas, cheias de polpas (mesocarpo)
circundadas por uma Unica semente (LEONEL & SAMPAIQO, 2008).

A semente do abacate possui um tamanho médio de 5cm, com formato ovoide, cor castanha
e protegida por um tegumento, também cientificamente chamado de endocarpo papiraceo, delgado,
um envoltério coriaceo e que recobrem os cotilédones quando se refere ao fruto do abacateiro
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(OLVEIRA et al., 2010). Neste estudo, sera utilizado o termo cientifico endocarpo para se referir
ao tegumento que reveste a semente, ricas em nutrientes ndo essenciais, metabolitos secundarios
promissores a salde, antioxidantes, lipossollveis e alto teor de acidos graxos monoinsaturados
(MUFA) (COMERFORD et al., 2016).

Os 4acidos graxos presentes no abacate facilitam a absorcdo de nutrientes sollveis em
gorduras em quantidades superiores a outras frutas e vegetais com baixo teor de gordura ou mesmo
sem gorduras. As vantagens do abacate estdo, também, na relacdo das propor¢des de nutrientes
encontradas em cada porcgdo de frutas, ou seja, uma pequena porcdo de abacate concentra mais
nutrientes do que uma pequena porc¢édo de outras frutas, dados observados na Tabela 14.1 (UNLU et
al., 2005; KOPEC et al., 2014).

Tabela 14.1. Comparacdo de uma porc¢do (30 g) de abacate, segundo uma Lei da Educacédo e
Rotulagem Nutricional (NLEA), versus (intervalo: 126-242 g) dos frutos mais populares de
complementacédo nutricional durante a transicdo alimentar em bebés

Porcdes — gramas (NLEA) Macds Abacates Bananas Uvas  Péssegos Péras  Morangos

(2429) (309) (126g)  (126g)  (1479)  (1660) (1479)
>150mg de potassio/porgdo v v v v v v v
>25ug acido félico/porcao v v v
>0,50mg a-tocoferol/por¢éo v v
>80 Hg de~ luteina  + v v v
zeaxantina/porcédo
>40 U vitamina A/porgédo v v v v v v
>6 g vitamina K/porgéo v v v
>2,59 MUFA/porcéo v
>2g fibras/porgao v v v v v v

Legenda: Relatério basico: 09003, magas, cruas, com casca; 09038, abacate, cru, California; 09040; bananas, cruas,
09131, uvas, tipo americano (pele antiderrapante), cruas; 09236, péssegos, amarelos, crus; 09252, peras, cruas; 09316,
morangos crus. Fonte: Adaptado do Servigo de Pesquisa Agricola USDA, Banco de Dados Nacional de Nutrientes para
Liberacdo de Referéncia Padréo 27.

Diante das constantes descobertas relacionadas as propriedades deste fruto, sua
comercializacdo vem crescendo, ganhando adeptos e espaco na industria alimenticia, de beleza e
farmacéutica em todo o mundo, incluindo, o Brasil. O presidente da Abacates do Brasil, associa¢do
brasileira, sem fins lucrativos, de comercializacdo de abacates que agrega 70% dos produtores,
relatou que a participacdo na maior feira de frutas da Europa, em Madri, Espanha, favoreceu ainda
mais para expandir o processo de negociacdo externa dos frutos cultivados no pais, que ja ocupa,
atualmente, o terceiro lugar mundial na producdo da fruta (OCTAVIO, 2020).

Este mesmo autor descreveu que para a CEAGESP (companhia de entrepostos e armazéns
gerais de Sdo Paulo) o Brasil também ocupa o décimo segundo lugar em consumo com a producéo
chegando a quase 200.000 toneladas. O IBGE (2016) apontou um consumo percapta de apenas 1 kg
por ano, enquanto no México e nos Estados Unidos o consumo fica entre 8 e 5 kg, respectivamente,
com destaque para as producdes de subprodutos, azeite e o 6leo funcional.

H& um cenério promissor para quem deseja investigar o fruto cientificamente no Brasil, pois
existem condicOes fortalecendo a ascensé@o. As publicacGes das comprovagdes de suas riquezas
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naturais, as que compdem sua composicao quimica e os efeitos provenientes delas, modifica a visdo
atual direcionada a este fruto no pais e a engrandece perante o mundo.

Alteragdes metabolicas

Niveis de triglicerideos aumentados e HDL-C diminuidos colocam a saide em risco por
elevar consideravelmente as chances de desenvolver doencas cardiovasculares. Segundo a OMS
(2014) séo as principais responsaveis pelo indice de mortalidade, representando 30% das mortes
globais.

Embora, as mortes por doencas cardiovasculares tenham um indice alto, elas podem ser
prevenidas em 50 a 70%, melhorando a atengdo com o autocuidado. Atribuindo no cotidiano
atividades relacionadas ao equilibrio alimentar com dietas balanceadas e mudancas no estilo de vida,
controlando o sobrepeso e a obesidade, evitando alimentacdes hipercaldricas e fazendo exercicio
fisico (SANTANA et al., 2016).

Vale salientar, que o consumo demasiado de carboidratos (CH), especialmente, os de rapida
absorcdo, provocam alteracbes no balango energético entre a oferta de lipideos e os demais
nutrientes, em consequéncia, a hipercolesterolemia se instala no organismo, sem mencionar que o
consumo exagerado de CH refinado tem relagéo direta com o equilibrio do peso corporal, sobrepeso
e obesidade (I DCGSC, 2013). Mas, o desenvolvimento da hipercolesterolemia pode ocorrer
independente do aumento de peso. A interferéncia dos fatores ambientais no metabolismo e na satde
em geral é forte. Porém, ha casos em que as concentracdes de colesterol como os triglicerideos
podem permanecer elevados devido as alteraces genéticas, mesmo mantendo uma rotina saudavel,
conhecida por hipertrigliceridemia hereditaria (SANTANA et al., 2016).

Quando o consumo caldrico esta maior que 0 gasto energético, resultard em reserva que sera
acondicionada em tecido adiposo, provocando aumento do peso corporal e nas desordens lipidicas
provenientes do sobrepeso e da obesidade.

Os triglicerideos sdo gorduras essenciais para o corpo, produto da condensacéo do glicerol
e 4cidos graxos, denominado de triacilglicerdis. Sdo importantes fontes de energia e possuem em
sua composicao quimica carbono, hidrogénio e oxigénio. Os maleficios e os beneficios para o corpo
vao depender do tipo e da quantidade de gordura existente no organismo, hd os monoinsaturados -
MUFA (contém uma ligacdo dupla de carbono) e os poli-insaturados - PUFA (com mais de uma
ligacdo dupla de carbono), ainda ha gorduras saturadas (SFA) e as trans. As gorduras presentes,
principalmente, em vegetais, sdo liquidas em temperaturas ambientes e elevam o bom colesterol
HDL-C (lipoproteinas de alta densidade), podendo ser encontradas em azeite de oliva, castanha-do-
para, améndoas, linhaca, abacate entre outras.

As saturadas sdo encontradas, principalmente, nas gorduras de origem animal e ficam em
estado mais sélido quando a temperatura é ambiente. Elevam o colesterol ruim LDL-C
(lipoproteinas de baixa densidade) e estdo em maiores quantidades em carnes vermelhas e brancas
(aves), leite integral e derivados. Ja, as gorduras trans sdo oriundas da hidrogenagéo, processo
quimico nos quais, 6leos vegetais liquidos sdo transformados em &cidos graxos trans que passam a
estado solidos como margarinas, biscoitos, batatas-fritas, sorvetes. Esta, por sua vez, trabalha
duplamente, para aumentar o colesterol ruim e reduzir o bom (VASCONCELOS, 2018).
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Nos ultimos anos, discute-se sobre as fun¢bes do HDL-C, o “bom colesterol”. De fato,
quando seus valores estdo acima dos 40mg/dL desempenham agdes essenciais para controlar o LDL-
C, “colesterol ruim”, além de exercer um papel como anti-inflamatério, vasorelaxante, protetores
do endotélio, dentre outros (BADIMON & SANTOS-GALLEGO, 2015). Dessa forma, se entende
a importancia de conhecer cada tipo de colesterol e atribuir para si uma parcela de responsabilidade
quando estes sdo alterados por fatores ambientais.

Relacédo da Persea Americana Mill com a dislipidemia

Com o intuito de reduzir os riscos cardiovasculares € preciso estabelecer nas tarefas diarias
0 autocontrole, no que condiz, aos fatores ambientais como dieta e préatica regular de exercicio fisico.
No primeiro caso, recomenda-se uma dieta alimentar saudavel de 5% a 6% do SFA para reduzir o
LDL-C e, consequentemente, os riscos de doengas cardiovasculares. Simultaneamente, faz-se
necessario ingerir MUFA e PUFA, pois fornecem muitos micronutrientes e bioativos que geram
beneficios cardioprotetores a médio e longo prazo (WANG et al., 2015).

Os autores acima fazem a abordagem sobre os compostos da PA, abacate, e afirmam que
sdo enriquecidos com MUFA, vitaminas, fibras, minerais, polifendis e fitoesterois, abragando
fortemente a hipdtese de que s@o benéficas no controle dos riscos cardiovasculares, especialmente,
quando conseguem equilibrar as concentracfes plasmaticas dislipidémicas.

A Tabela 14.2, adaptada pela autora deste estudo, enaltece a quantidade de nutrientes
identificados no fruto abacate comparada a dieta media, baixa e com alto teor de gordura, levando
em consideracdo o consumo alimentar dos norte-americanos.

Tabela 14.2. Perfil nutricional dos norte-americanos

IDAM DPG DGM AV
Nutrientes”

Gordura total® 34 24 34 34
SFAT 13 7 6 6
MUFAT 12 11 17 17
PUFAT 7 6 9 9
Carboidratos’ 51 59 49 49
Proteinas’ 16 16a 17 16a 17 16a 17
Fibras* 17 25 26 35
Colesterols 336 <200 <200 <200
Grupos alimentares
Frutas (copo) 0.9 2.3 2.4 3.3
Vegetais (copo) 0.8 1.4 1.7 1.7
Graos 7.2 7.6 5.5 5.3
Grdos integrais 0.5 4.8 2.6 2.6
Carne 2.1 1.6 1.6 1.6
Aves e ovos 2.0 2.8 2.8 2.8
Legumes, soja, nozes e amendoim, manteiga 1.2 1.4 1.4 1.4
Lacticinios com baixo teor de gordura (copo) 1.2 2.3 2.3 2.0
Gorduras e 6leos 0.6 0.83 0.83 0.53

Legenda: IDAM - Indicador da dieta americana média; DPG - Dieta com pouca gordura; DGM - Dieta com gordura moderada; AV
- Dieta com abacate; SFA - acidos graxos saturados; MUFA - &cidos graxos monoinsaturados; PUFA - 4cidos graxos poli-insaturados;
“Baseado em 2100 kcal/dia; T% Total de calorias; # Gramas/dia; s mg/dia. Fonte: Adaptado de WANG et al., 2015.

132



EDITORA

PASTEUR

Estudos mostram a relacdo benéfica do consumo do abacate e do extrato da sua semente no
controle das dislipidemias, o que fundamentam a hipdtese debatida nesse modelo de investigacgéo.

Medidas ndo farmacolégicas e farmacoldgicas utilizadas para controlar as
dislipidemias

A diretriz brasileira de diabetes 2019-2020, estabelecem medidas ndo farmacolégicas para
o tratamento patoldgico, entre as modificacbes necessarias estdo mudancas no estilo de vida,
cuidados com alimentacéo e a pratica regular de exercicio fisico. Os estudos mais importantes do
mundo ocidental, Diabetes Prevention Program (DPP) e o Finnish Diabetes Prevention Study
(DPS) citado Pela Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2020), relataram que a mudanga no estilo
de vida reduz a incidéncia de DM2 em 58% em 3 anos, 43% ao longo de 7 anos, 34% ao longo de
10 anos e de 27% ap06s 15 anos, valorizando como recomendac6es dieta e atividade fisica prescrita.

Seguindo a SDB (2020), sobre a dieta e o programa de atividade fisica, sdo recomendaveis
para a dieta, uma “perda média de 7% para o peso inicial e de 0,5 a 1,0kg/més. Considerando um
deéficit entre 500 e 1.000 calorias/dia, em relacdo ao total necessario para manter-se no peso, e
retirada preferencial das gorduras saturadas”. Sdo feitas observagdes para o consumo de alimentos
mais saudaveis e mais industrializados, fortalecendo a associacdo de menor e maior risco para
desenvolver doencas relacionadas ao coragéo.

Em paralelo a dieta, tem-se destacado as recomendac6es para a pratica regular de exercicio
fisico, aerébica moderada, alcancada através da caminhada rapida, por 150min/semana fracionada
em pelo menos trés sessdes. Sendo, cada sessao obtendo uma duracdo superior a 10min e inferior
ou igual a 75min (SDB, 2020). Para a OMS (2020), os adultos devem fazer no minimo 150 a
300min/semana de atividade fisica moderada a vigorosa e para criangas e adolescentes, as
recomendacdes sao de, pelo menos, 60min por dia. Favorecendo, para o tratamento das doencas
cardiacas, que podem ocorrer através do controle dos fatores de riscos e por meio de mudancas
significativas no estilo de vida, praticas de exercicios fisicos e novos habitos alimentares
(VALMORBIDA et al., 2013).

Entre os farmacos mais utilizados para controlar colesterol em humanos estao as Estatinas,
pois sdo “inibidores potentes da biossintese de colesterol no figado por bloquear a conversao em
mevalonato”, transcrito por Almeida e Ozaki, 2014. Os testes clinicos conferiram redugdes
significativas nas concentragdes de colesterol sanguineo, na incidéncia de infarto do miocardio e na
mortalidade.

Desde 1994, as Estatinas transpareceram em seus estudos laboratoriais efeitos antioxidantes
ao averiguarem melhoras na disfuncdo endotelial desproporcional a reducéo lipidica e, em 1997,
ocorreu a ratificacdo apds verificar reversdo rapida da hipercolesterolemia (ALMEIDA & OZAKI,
2014). Em busca de drogas mais potentes e menos danosas, estes autores apresentaram a
Pitavastatina ou Itavastatina ou Nivastatina, a mais nova droga comercializada no mercado com fins
terapéuticos da hipercolesterolemia, prometendo, principalmente, reduzir as manifestacGes toxicas.

No entanto, a Eurofarma laboratérios S.A. disponibilizou uma bula profissional de saude da
Pitavastatina (2015) e Rosuvastatina (2020) cujas pesquisas comparativas entre as diferentes
Estatinas revelaram o poder destes medicamentos no controle da hipercolesterolemia e demais
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disfuncgdes relacionadas a processos inflamatorios ou aos riscos cardiovasculares, chamando atencao
para a Rosuvastatina, que entre as Estatinas, atualmente, permanece como a mais vendida.

Na comparagéo entre a Rosuvastatina e Pitavastatina, percebeu-se que a segunda reduziu os
niveis de toxicidade, enquanto a primeira continuou reduzindo de forma mais rapida as
concentracdes de colesterdis. Portanto, observou-se que a Rosuvastatina foi utilizada pelo estudo
em analise, talvez por, demonstrar reducdes mais efetivas no controle da hipercolesterolemia.

Exercicio fisico pode funcionar como potencializador do efeito adquirido pelo extrato
do endocarpo com a semente Persea Americana Mill (PA)

Ricarte etal. (2021) revelaram resultados interessantes sobre como a interagéo entre medidas
ndo farmacoldgicas e produtos naturais podem provocar efeitos mais positivos quando a intengéo é
controlar as dislipidemias. O estudo foi executado com camundongos Swiss, onde 0s animais
receberam dose Unica da solucdo oral (ESP) e a investigacdo seguiu com a metodologia fixada em
5 grupos, sendo que um dos grupos foi submetido a préaticas regulares de exercicios fisicos. Foram
n = 8 animais/grupo, a dosagem foi pré-determinada pelo teste MTT, respeitando a relacdo
volume/peso: 0,1 mL/10 g e administrados 1 vez ao dia, por 5 semanas consecutivas entre 0s grupos.
Segue a distribuicdo: 1) DC — grupo controle da dieta padréo; 2) DS — grupo controle negativo (sem
tratamento); 3) DE — grupo controle positivo (estatina); 4) DH 125 — grupo dieta hiperlipidica
tratado com 125 mg/kg de extrato do endocarpo e semente PA; e, 5) DH 125 + EF — grupo dieta
hiperlipidica tratado com 125 mg/kg de extrato do endocarpo e semente PA associado ao exercicio
fisico;

O exercicio fisico foi executado 5 vezes por semana, 30 min depois da administracdo do
extrato, em esteira especifica para camundongos (BONTHER: Equipamento para ensino e
pesquisa). O plano de treinamento levou em consideracao a adaptacdo dos animais por 1 semana, 0
aquecimento, o apice e a volta a calma (retorno gradual a condicao de repouso) durante as demais 4
semanas. Sendo o agquecimento, o apice do treino e a volta a calma respeitados em cada dia de
treinamento (5 min de aquecimento com velocidade de 12 m/seg, 20 min de apice com velocidade
entre 18 a 23 m/seg e 5min de volta a calma entre 18 e 12 m/seg). Ao final do tratamento, os animais
foram submetidos a um jejum de 12 h, em seguida foram anestesiados e eutanasiados. Dessa forma,
0s parametros bioguimicos foram analisados, CT, TG, HDL-C e LDL-C (Bioclin Diagndstica).

O Gréfico 14.1 trouxe a concentracao de colesterol total (CT) apds o tratamento com o ESP,
deixando transparecer as distingdes entre os grupos cuja diferenca foi identificada entre o DC
(100,6 mg/kg) e o DS (130 mg/kg), p<0,001, sdo 29% a mais em relacdo ao controle positivo. Nos
grupos induzido com dieta hiperlipidica e tratado com o ESP, a dose de 125 mg/kg (121,6 mg/kg)
ficou semelhante ao DE (117,1 mg/kg), ambos foram reduzidos em 10 e 7%, respectivamente, e a
de 125 mg/kg associado ao exercicio fisico (101,6 mg/kg), foi de 22% quando comparado ao DS
(p <0,05).
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Grafico 14.1. Concentracdo plasmatica de colesterol 150- a
total (CT) em camundongos Swiss apds o tratamento - "~ == "

——

com ESP #

100+

CT mg/di

Legenda: Para analise da variancia entre os grupos fez uso do teste 50

One-way (ANOVA) (p<0,0021), seguido do pés-teste Newman-
Keuls, onde **p<0,001, ns — ndo significativo ao comparar com 0s
grupos DC (Controle), #p<0,05 quando comparado ao DS (Grupo DC DS DE 125 125+E
sem tratamento). Todos os dados foram avaliados pelo programa Grupos
GraphPadPrism 6.0.

As concentracbes de lipideos, distingue-se pelos seus tipos detectados, entre eles:
triglicerideos (TG), HDL-C e LDL-C.

Quando se propde analisar os TG encontrados por este estudo, compreende-se que a
diferenca estatistica foi presente entre o DS (100,4 mg/kg) e o DC (64,85 mg/kg), p < 0,001, ficando
seus niveis 55% superiores ao DC. Constatando também a diferenca entre os grupos DE
(73,7 mg/kg) e 125 mg/kg com exercicio fisico (70,7 mg/kg), p < 0,05, comparando ao DS, mas ndo
tendo diferenca estatistica entre os demais grupos. Entéo, a diminui¢do dos TG foi maior nos grupos
125 com o exercicio fisico (30%) e no grupo tratado com a Rosuvastatina (27%) em relacdo ao DS.
Pode-se afirmar que, ambos tiveram resultados semelhantes (Grafico 14.2).

Gréafico 14.2. TG em camundongos Swiss ap0s 0 150-

tratamento com ESP
E,100_ T n: ns ns
S #
E -
o
= 504

Legenda: Para andlise da varidncia entre os grupos fez uso do teste
One-way (ANOVA) (p<0,0101), seguido do pés-teste Newman-Keuls
cujo **p<0,001, ns — ndo significativo, foram levados em consideragao
ao comparar com os grupos DC (Controle), #p<0,05 ao comparar com 0- y T
0 DS (Grupo sem tratamento). Todos os dados foram avaliados pelo bDC DS DE 125 125+E
programa GraphPadPrism 6.0. Grupos

O Grafico 14.3 aponta que houve diferenca entre o valor apresentado pelo grupo tratado com
a dose de 125 mg/kg e exercicio fisico (110,2 mg/kg), p < 0,05 e os grupos DC (66,57 mg/kg) e DS
(62 mg/kg), 7% foi a diferenca identificada entre os ltimos. Considerando a avaliacdo dos niveis
de HDL-C nos animais pesquisados, ndo teve diferenca estatistica entre os grupos tratados com o
ESP e o grupo tratado com Rosuvastatina (96,8 mg/kg). Os dados revelaram nesta analise, que 0s
grupos tratados com o ESP obtiveram o HDL elevado, 78% no grupo que praticou exercicio fisico
em comparagéo ao DS e 13% a mais em relagéo ao DE.

Avaliando os valores de LDL-C, notou-se que a diferenca estatistica surgiu no grupo cuja
dose foi a de 125 mg/kg associado ao exercicio fisico (-12 mg/dL) e no grupo DE (-11,66 mg/dL).
Isto comparado ao DS (16,75 mg/dL), ou seja, as reducOes foram relevantes 72 e 69%,
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respectivamente. Logo, o grupo tratado com o ESP e que fez exercicio fisico obteve os melhores
resultados, tao eficientes quanto o medicamento comercializado no mercado.

Grafico 14.3. Niveis de HDL e LDL em camundongos Swiss ap0s o tratamento com ESP

150+
ns ns il 40+
S 100- - S
[=)] ]
£ g 20 T
P T =1 # ns #
(]
% 504 - 0
L ! L !
04 -20 T T y T T
DC DS DE 125 125+E D DS DGEruptlis 125+E

Grupos

Legenda: A analise da variancia entre os grupos foi feita com o uso do teste One-way (ANOVA) (p<0,0073 e p<0,0219,
respectivamente), seguido do pos-teste Newman-Keuls. Onde, *p<0,05, ns — néo significativo ao comparar com 0s
grupos DC (Controle) e DS (Grupo sem tratamento), #p<0,05 comparando ao DS (Grupo sem tratamento) na avalia¢cdo
de HDL. Na avaliacdo do LDL, *p<0,05 e ns — ndo significativo quando comparado ao DS (Grupo sem tratamento).
Todos os dados foram avaliados pelo programa GraphPadPrism 6.0.

Os resultados mostraram, que os camundongos submetidos ao tratamento com produto
natural, extrato, e que interagiu com medidas ndo farmacoldgicas, exercicio fisico, obtiveram efeitos
mais esperados no controle das dislipidemias em comparagdo ao grupo controle negativo (aquele
que nao recebeu tratamento, mas foi induzido as alterac6es metabdlicas por dieta hiperlipidica) e ao
farmaco testado por esta pesquisa. Fortalecendo, a necessidade de incluir as praticas de exercicios
fisicos no cotidiano e, naturalmente, criou-se um ambiente reflexivo para prosseguir com os debates
que embasam os beneficios gerados para a satde do coracao.

CONCLUSAO

Portanto, inserir a pratica regular de exercicios fisicos na vida diaria, faz com que o individuo
tenha beneficios grandiosos para a salde cardiaca. E, quando ha a necessidade de intervir com um
extrato cuja finalidade é tratar as dislipidemias, esta pratica de exercicios fisicos, realizada
simultaneamente ao tratamento, parece desempenhar um importante papel potencializador no
controle dislipidémico. Embora, seja um resultado promissor, sdo essenciais a realizacdo de mais
estudos que o compilem.
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INTRODUCAO

A doenca de Chagas é uma infeccdo provocada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, a qual
pode lesar o coragdo e 6rgdos do sistema digestivo, como esdfago e intestino grosso (SOBRINHO
et al., 2007), e considerada pela OMS, como uma doenca negligenciada (SOUZA, 2010; BRASIL,
2010). Nesse ambito, a doenca de Chagas é um alarmante problema de satde publica na América
Latina devido a sua mortalidade e morbidade associado a pobreza, infectando aproximadamente 5,7
milhdes de individuos (RASSI JUNIOR & MARIN-NETO, 2010; CONTEH et al., 2010; WHO,
2015).

O vetor para 0 protozoario € o inseto triatomineo. Ao encontrar um vertebrado, o triatomineo
suga o seu sangue e tem um estimulo para defecar (KOHL & BASTIN, 2005). O material fecal
apresenta tripomastigota metaciclica, a qual penetra na pele por uma porta de entrada, como a
picada, por exemplo. Ao adentrar na mucosa, a tripomastigota € capaz de invadir diferentes tipos
celulares (TAN & ANDREWS, 2002). Dentro da célula hospedeira, as tripomastigotas
transformam-se em amastigotas, multiplicam-se e se transformam em tripomastigota sanguinea,
rompendo a célula hospedeira (LEY et al., 1988). As tripomastigotas invadem outras células e o
ciclo se repete. O triatomineo pica a pessoa infectada e contrai a tripomastigota sanguinea.
Esta transforma-se em epimastigota e se multiplica no intestino do inseto. As epimastigotas, ent&o,
transformam-se em tripomastigotas metaciclicas, reiniciando o ciclo do parasita, Figura 15.1
(KOLLIEN & SCHAUB, 2000; NEVES et al., 2016; TYLER & ENGMAN, 2001).

Figura 15.1. Ciclo do Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi
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— . ﬁ elas se transformam em amastigotas.
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Fonte: CDC, 2021.
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No Brasil, um dos agentes terapéutico disponiveis é o benznidazol, porém é pouco eficaz e
provoca diversos efeitos colaterais como hipersensibilidade, dermatite com erupgdes cutaneas,
edema generalizado, febre, linfadenopatia, dores articulares e musculares. Outra substancia que
também ¢ utilizada é o nifurtimox, mas, assim como o benznidazol, apresenta muitos efeitos
colaterais e efeito limitado (COURA et al., 2011; SOEIRO, 2009). Este quadro torna urgente a
necessidade de um novo agente terapéutico contra a doenca.

Na literatura é encontrado que substancias da classe das naftoquinonas apresentam
promissora atividade tripanocida (SILVA et al., 2003). Essas substancias sdo caracterizadas por
apresentar um anel aroméatico fundido a um quinonoidico. O anel quinonoidico é composto por dois
grupos carbonilicos que formam um sistema conjugado com um anel de seis carbonos contendo
pelo menos duas ligacdes duplas entre atomos de carbono (SIMOES et al., 2017). As naftoquinonas
sdo produzidas como metabdlitos secundarios em diversas plantas, principalmente nas familias
Bignoniaceae, Ebenaceae, Plumbaginaceae e Verbenaceae (SILVA et al., 2012). As naftoquinonas
também podem ser classificadas quanto ao heterociclo acoplado a mesma apresentando-se como
furanonaftoquinonas, exemplificadas pela nor-g-lapachona, e piranonaftoquinonas, sendo
exemplificadas pela a-lapachona e g lapachona (Figura 15.2) (SILVA et al., 2012).

A p-lapachona e a nor-g-lapachona sdo naftoquinonas com reconhecida atividade
tripanocida na literatura (MOURA et al., 2001; SILVA JUNIOR et al., 2008). Acredita-se que o
principal mecanismo de acdo dessas moléculas é a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
que levam a morte celular (VILLAMIL et al., 2004).

Figura 15.2. Estrutura de furanonaftoquinonas

e piranonaftoquinonas com atividade Q o
tripanocida “
(0]

Legenda: (1) nor-g-lapachona; (2) a-lapachona;(3) g- (3)

lapachona.

As naftoquinonas sdo moléculas ricamente reativas, podendo sofrer modificacGes no anel
aromatico, nas carbonilas do anel quinonoidico e no anel heterociclo associado. E natural que
modificacdes nessas regibes possam afetar a atividade tripanocida dessas substancias. Nesse
contexto, esse trabalho tem por objetivo analisar o que a literatura tem a dizer sobre a relacdo de
estrutura e atividade tripanocida para moléculas derivadas de fS-lapachona e nor-g-lapachona nos
altimos 10 anos.

METODO

Esta revisao foi elaborada de acordo com a metodologia adaptada de Souza et al. (2010).
Foi realizada uma busca nas bases de periédicos SciFinder, PubMed/MEDLINE, Scopus e Web of
Science usando os descritores “beta-lapachone” ou “nor-beta-lapachone” e “Chagas disease”.
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Foram selecionados todos os artigos publicados em inglés, portugués e espanhol entre janeiro de
2010 e novembro de 2020.

Apobs a retirada das duplicatas, a triagem de titulo e resumo de todos os trabalhos foi
executada. Os artigos foram excluidos por ndo realizarem a sintese de derivados da S-lapachona ou
nor-f-lapachona, ou ndo fazerem qualquer tipo de mencdo a relagdo entre a estrutura desses
derivados e sua atividade tripanocida. Também foram retirados aqueles artigos que ndo avaliaram a
atividade desses derivados contra Trypanosoma cruzi. Os artigos selecionados foram, entdo, lidos
integralmente.

Assim, foram extraidas dos textos as seguintes informac@es: ano do estudo, nimero de
analogos sintetizados, regido da molécula modificada, modificacédo realizada e forma do T. cruzi em
que foi realizado o teste bioldgico. O programa Microsoft Excel foi utilizado para organizacdo dos
dados extraidos dos artigos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao inserir 0os descritores nas bases de periddicos foram obtidos 18 artigos na base
PubMed/MEDLINE, 29 em Scopus, 35 em SciFinder e 37 em Web of Science. Apds a retirada de
duplicatas e filtro por critérios foram selecionados 16 artigos para compor essa revisdo, que estdo
listados na Tabela 15.1.

Tabela 15.1. Artigos encontrados para a revisao

Referéncia Log:a}l daN Modificagéo realizada Forma b'0|09'0a
modificacao do T. cruzi
MENNA- ] Substituicdo das carbonilas por iminas formando um anel 8 8
BARRETO Carbonilas midazoli Epimastigota
etal., 2010 imidazolico
- pS-lapachona: hibridizagdo na posi¢do com anel 1,2,3-
S”;:/;‘ JL2J(|)\|1|OOR hete,rbt\)r(]:?(l:lico triazolico; nor-g-lapachona:  substituicio no anel Tripomastigota
" heterociclico por uma fenilamina ou éter
BOURGUIGNON Anel x C - . .
etal., 2011 heterociclico Comparacdo entre anel heterociclico pirénico e furanico Epimastigota
Substituicdo nas alquilas do anel heterociclico ou
':tE;REzIOF_,{L'i“ hete,rbt\)r(]:?(l:lico condensacdo do anel heterociclico em um sistema  Tripomastigota
B biciclico
S“‘e:/;:‘ JLZJ(I)\I1I20R heteﬁ)r::?::lico Hibridizacdo na com anel 1,2,3-triazélico Tripomastigota
et[;IIO(ZB(()iB hetegr(]:?(l:lico Hibridizacdo na com anel 1,2,3-triazélico Tripomastigota
Anel aromatico
etR scgﬁ 4 e anel Introducéo de hidroxila no anel aromatico Tripomastigota
b heterociclico
EQITD%S_@ het eﬁ)g?(l;“ co Substituigdo no anel heterociclico por um feniltiol Tripomastigota
JARDIM Anel p-lapachona: substituicdo no anel heterociclico por um
etal. 2015 heterociclico feniltiol ou fenilselénio; nor-B-lapachona: hibridizagdona  Tripomastigota
! posicao com anel 1,2,3-triazélico
NAUJORKS Anel Elongamento da alquila do anel heterociclico Tripomastigota e
etal., 2015 heterociclico 9 g amastigota
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S-lapachona: hibridizagdo com anel 1,2,3-triaz6lico; nor-

eti'IA\HZI(')Ale hete'rbn\)r::?(l:lico p-lapachona: hibridizacdo com anel 1,2,3-triaz6lico; Tripomastigota
! substituicdo da cadeia alquilica do anel heterociclico
BRUNORO . Substituicdo das cabonilas por iminas formando um anel . .
Carbonilas N Tripomastigota
etal., 2016 imidazolico
SILVA . Substituicdo das carbonilas por iminas formando um anel . .
etal., 2017 Carbonilas imidazélico Tripomastigota
SOUZA Carbonilas e Substituicdo das carbonilas por iminas formando um anel .
anel S Amastigota
etal., 2017 T imidazolico
heterociclico
BOMBACA . Substituicdo das carbonilas por iminas formando um anel Epimastigota e
Carbonilas ISRy ; )
etal., 2019 imidazdlico tripomastigota
CASCABULHO . Substituicdo das carbonilas por iminas formando um anel . .
Carbonilas N Tripomastigota
etal., 2020 imidazolico

Poucos estudos, no escopo desta pesquisa, foram realizados com o estagio epimastigota do
T. cruzi. No estudo feito por Bourguignon et al. (2011), foi comparado o efeito tripanocida da /-
lapachona (3), a-lapachona (2) e nor-f-lapachona (1). Nesse trabalho, comparando-se a atividade
entre 1, 2 e 3, a f-lapachona apresentou atividade tripanocida significativamente maior.

Em trabalho anterior, Moura et al. (2004) demonstraram um aumento da atividade
tripanocida no estagio tripomastigota de S-lapachonas ao fundir o anel quinonoidico com um anel
imidazolico, com destaque para os derivados que possuiam substituintes fenila (4), indol (5) e p-
metilfenila (6) (Figura 3) ligados ao anel imidazolico. Esse € um dado curioso, visto que as
carbonilas sdo necessarias para formagdo do ion semiquinona e, consequentemente, geracdo de
EROs (MONKS & JONES, 2002). No trabalho de Silva et al. (2017), realizado com
tripomastigotas, quando ha um anel aromatico ligado ao anel imidazolico, a presenca de um
substituinte no anel aromatico tende a diminuir a atividade, principalmente com moléculas mais
polares.

Também foi identificado uma relacdo entre aumento da atividade e presenca de substituintes
doadores de elétrons para esses derivados. Essa informacdo levou a sintese de derivados
naftoimidazdlicos sem substituintes em C-2, porém com cadeias alifaticas em N-1 ou N-3. Nesses
derivados, apesar de no geral ndo apresentarem atividade tripanocida melhor que 4, 5 e 6, a melhor
atividade é encontrada para cadeia de seis carbonos e ha uma piora com o aumento da cadeia a partir
de sete. As melhores atividades para os derivados que apresentam cadeia de seis carbonos (7 e 8)
podem estar associadas a algum efeito estérico, visto que seu volume molecular e refratividade
molecular sdo semelhantes ao das substancias 4, 5 e 6 (Figura 15.3). Esse dado mostra que pode
haver alguma importancia dessa faixa de volume molecular para a atividade tripanocida de
derivados naftoimidazolicos da S-lapachona (SILVA et al., 2017).
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Figura 15.3. Derivados naftoimidazdlicos e sua atividade tripanocida frente a tripomastigotas

Q) “ ®) (6) Q) ®
ICSU = 3()1,5 ICS() = 37,0 ICSO = 15,4 IC50 = 15,5 ICSU == 42,5 lCSU . 31,5
VM =99,5 VM = 1328 VM =117,7 VM = 1254 VM = 125,4
RM = 25,73 RM = 3721 RM = 30,35 RM =29 .84 RM =29 .84

Legenda: ICsy de 24 h (uM); VM: volume molecular em A; RM: refratividade molecular em cm?/mol. Fonte: MOURA
etal., 2004; SILVA et al., 2017.

Brunoro et al. (2014) avaliaram o perfil modulatorio das substancias 4, 5 ¢ 6 em
tripomastigotas, enquanto Menna-Barreto et al., (2010) avaliaram o perfil de expressao proteica da
forma epimastigota ao ser tratada com esses trés derivados naftoimidazoélicos. No trabalho de
Brunoro, foi mostrado que as chaperonas foram as proteinas mais intensamente moduladas.

Nas epimastigotas, tubulinas foram as proteinas mais reguladas negativamente apds
tratamento (MENNA-BARRETO et al., 2010). Nesse trabalho, o tratamento de epimastigotas com
os derivados naftoimidazolicos gerou a modulagdo de diversas proteinas no parasita como o
aumento na expressao de proteinas com fungdo antioxidante, tripanotiona sintetase, bloqueio de
mitose ¢ a desregulacao no metabolismo e sintese de proteinas. Essa modulagao da expressao das
proteinas também se apresentou de forma particular para cada um dos trés derivados de
naftoquinonas, sugerindo diferengas em seus mecanismos de acdo. Em seguida, Bombaga et
al. (2019) demonstraram que o efeito tripanocida dos derivados naftoimidazoélicos foi prevenido
com a incubacdo prévia das epimastigotas com a-tocoferol e urato, além de prevenir também a
producdo de EROs. Entretanto, o potencial redutor desses derivados ¢ muito negativo em
comparacdo com a f-lapachona, tornando a formagado direta de EROs algo improvavel. A andlise
do efeito modulatorio encontrado indica um mecanismo de a¢do muito mais complexo para essas
moléculas (4, 5 e 6), envolvendo sintese proteica, metabolismo energético e outras vias de
sinalizagdo e transdugao de sinais.

Recentemente, esses trés derivados foram avaliados em testes in vivo por Cascabulho et al.,
(2020), onde verificou-se que as substancias diminuiram a parasitemia, porém ndo afetaram a taxa
de mortalidade. O derivado 6 demonstrou a maior diminui¢do da parasitemia, como também a maior
toxicidade. O derivado 4 ndo apresentou diminuicdo significativa da parasitemia, porém o seu
tratamento levou a 6tima recuperacdo da cardiomiopatia causada pela doenca. Este fato poderia ser
explicado pela alta lipofilicidade de 4 (CASCABULHO et al., 2020).

A modificacdo do anel heterociclico de p-lapachonas e nor-f-lapachonas foi a que
apresentou o maior numero de derivados sintetizados no designio da presente revisdo. Derivados de
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nor-f-lapachona acoplados a arilaminas no anel de tetraidrofurano apresentaram melhor atividade
em relagdo a sua estrutura base (SILVA et al., 2010). Nessas substancias, a variagdo da posi¢ao dos
substituintes halogénios do anel aromatico se mostrou importante para a atividade tripanocida,
sendo melhor na posi¢ao meta (9) em relacao a para (10) (SILVA JUNIOR. et al., 2008), ¢ ainda
melhor em derivados dialogenados (11) (SILVA et al., 2010). O mesmo padrio também foi
encontrado para o substituinte nitro, com melhora da atividade na ordem para (12), meta (13) e orto
(14) (SILVA JUNIOR. et al., 2008). Esses dados levam a crer que a posi¢do orto € mais favoravel
para a atividade tripanocida nesses derivados. Uma comparagdo entre atividade tripanocida de
derivados de nor-f-lapachonas com substituintes feniltiois e substituintes fenilaminas realizada por
Cardoso et al. (2015) demonstrou que a presenga de um feniltiol na posi¢do 3 aumenta muito a
atividade em relacdo a 3-fenilaminas, como mostrado pelo derivado 15 (Figura 15.4). Somado a
1sso, nota-se uma pior atividade com substituintes doadores de elétrons no anel aromatico do
feniltiol.

Figura 15.4. Estrutura e atividade tripanocida de derivados fenilaminas e feniltiol em

tripomastigotas
o) 0]
SO
R>
(O X
fe} 0] Rs3
R4

1; IC5q > 4800 9; X=NH; R,;=R;=Br, Ry=R =H; IC5;=24.9
10; X=NH: R;=Br, R,=R,=R,=H: IC5,=140.8
11; X=NH; R,=Br, R,=R,=R;=H; 1C5,=952.5
12; X=NH; R,;=NO, R,=R;=R,=H; IC5;=55.6
13; X=NH; R,=NO, R;=R;=R,=I; IC5,=86,3
14; X=NH; R;=NO, R;=R,=R,=H; IC5,=857.3
18; X=S: R3=Cl, R;=Ry=R,=H; IC5;=9.2

Legenda: ICsy de 24 h (uM). Fonte: SILVA et al., 2010.

Ferreira et al. (2011) estudaram a modificagdo das substituintes metilas do anel piranico de
[-lapachonas. Entre esses compostos, a fusao do anel piranico com outro anel pirdnico aumentou a
atividade (16), porém a insercdo de substituintes metoxi (17) e etdoxido (18) na posicdo C-2 desse
segundo anel diminui consideravelmente o potencial tripanocida. A analise das atividades
tripanocida dos derivados expds uma diminuigdo significativa da atividade com o aumento do
volume do substituinte, como ¢ visto para os derivados 19 e 20 (Figura 15.5).
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3,1C50=391,516, R |=H; IC5y=354 19 R,=p-NO,C¢H,; IC5,>4000
17, Rj=OMe; 1C5,=880,3 20, R ,=2-tiofeno IC5,=1859,4
18, R,=OEt; IC5,=330,9

Legenda: ICso de 24 h (uM). Fonte: FERREIRA et al., 2011.

A insercao de grupos retiradores de elétrons amplia o potencial redox das moléculas com
derivados de f-lapachona e nor-fS-lapachona substituidos no anel piranico com grupos 1,2,3-
triazolfenis (SILVA JUNIOR. et al., 2010; SILVA JUNIOR. et al., 2012; DIOGO et al., 2013;
JARDIM et al., 2015). A insercao desses grupos tendeu a provocar uma melhora da atividade
tripanocida quando comparada a substancia base, como ¢ visto nos derivados 21 e 22. Em quase
todos os estudos, para derivados de nor-f-lapachona, a hibridizagdo com 1,2,3-triazol ocorreu no
carbono C-3 do anel heterociclico, exceto no estudo de Jardim, que ocorreu em C-2. Com a
comparacao entre os estudos ndo aparenta haver diferenga nas posigoes para a atividade tripanocida.

A funcionalizacdo das carbonilas desses derivados com anel hidrazina mostrou retirar a
atividade tripanocida dessas substancias (DIOGO et al., 2013). Os derivados contendo substituintes
1,2,3-triazolicos ligados a aminonaftoquinonas (23) apresentam melhor atividade que os derivados
grupos 1,2,3-triazolfenis. Essa melhor atividade pode estar associada a um maior nimero de nticleos
com potencial para gerar EROs (DIOGO et al., 2013) (Figura 15.6).

Posteriormente, Bahia et al. (2016) desenvolveram outros derivados 1,2,3-triazolicos da
nor-f-lapachonas, porém sem atividade tripanocida. Os autores justificam que a auséncia de
atividade pode ser atribuida a hidrofilicidade das substancias, o que dificultaria sua penetragdao no
parasita. Além disso, a maioria dos derivados inativos apresentavam 1,2,3-triazois substituidos nas
posicdes 1 e 5, diferente de Jardim ef al.(2015), que a sintetizou 1,2,3-triazdis 1,4 dissubstituidos.

Mesmo as chalconas sendo um grupo de substancias com importante efeito tripanocida,
derivados hibridos de chalconas e nor-f-lapachonas falharam em apresentar atividade significativa
(JARDIM et al., 2015). Nesse estudo, derivados de p-lapachonas contendo fenilselénio foram
avaliados quanto a suas propriedades eletroquimicas, ndo sendo encontrada uma relacdo entre essas
propriedades e sua atividade tripanocida.

Apenas os estudos de Naujorks e Souza realizaram andlise da atividade tripanocida em
formas amastigotas. Souza et al. (2017) sintetizaram substancias derivadas da fS-lapachona e nor-f-
lapachona com um anel pirazina fundido ao anel quinonoidico. J& Naujorks et al. (2015) estudaram
como cadeias alifaticas de tamanhos diferentes ligadas ao anel heterociclo influenciavam na
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atividade de nor-f-lapachonas e f-lapachonas. Foi verificado que derivados de nor-f-lapachonas
contendo cadeias de 6 e 8 carbonos apresentavam melhor atividade que o derivado contendo metila

e a nor-f-lapachona base. Entretanto, devido ao nimero limitado de derivados, ndo foi possivel
detectar uma real correlagdo entre o tamanho da cadeia e a atividade tripanocida. Interessante notar
que, para ambos os trabalhos, os derivados de nor-S-lapachona apresentaram melhor atividade que
os de S-lapachonas, ao contrario do encontrado geralmente para outros estagios de 7. cruzi em outros
estudos.

Figura 15.6. Estrutura e atividade tripanocida de derivados contendo substituintes 1,2,3-triazol em
tripomastigotas

T
o (0]
N

(0] =N
o N
3,1C5,=391,5
o 5 o 21a, R=H,1C5;=313,0  22¢, R=F, IC5;=20.,8
O‘ 21b, R=Br, [C5;=439.6  22d, R= OMe, [C5,=359,2
= 21c,R=F, IC5;=2198  22¢, R=NO,, ICs;=21,8
<. =N -
¢ 5 N* 21d, R= OMc, IC5=106,1 23a, R= H, IC5,~80.8
223, R= MC, lCS()=39,6 23!), R= Br, ICS()=6,8
1, 1C5,>4800 _ e _ &

3 (22) 22b, R=Br, IC5y=101,5 23¢, R=Cl, IC5,=8,2

Legenda: ICsy de 24 h (uM). Fonte: SILVA JUNIOR et al., 2010, 2012; DIOGO et al., 2013.

Apenas o estudo de Rocha et al. (2014) verificou a relacio de modificagdes no anel
aromatico e a atividade tripanocida. Neste trabalho demonstraram que a introdugao de uma hidroxila
no anel aromdtico ¢ capaz de modular sua atividade bioldgica no estdgio tripomastigota. Além
disso, novamente foi reforcado a atividade tripanocida superior de derivados orfo-naftoquinonas em
relacdo a derivados para-naftoquinonas. Derivados orfo apresentaram maiores valores de HOMO,
sugerindo que este pode ser um parametro importante para a avaliacdo da atividade tripanocida.
Ademais, assim como no trabalho de Ferreira et al. (2011), os derivados mais volumosos
apresentaram baixa atividade, enquanto os derivados com melhor atividade tinham volume
molecular entre 315-320 A.

CONCLUSAO

Os artigos apresentados e discutidos nessa revisdo revelaram o que foi desenvolvido na
literatura sobre as relagOes de estrutura e atividade para derivados de nor--lapachona e s-lapachona
nos Ultimos dez anos. A maior parte dos estudos focou em modificacdes do anel heterociclico
associado as naftoquinonas, principalmente com hibridizacdo com 1,2,3-triaz0is. Nesse ambito,
nota-se a importancia desse nucleo para a atividade tripanocida nesses derivados naftoquindnicos.
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Entretanto, pouco ainda se sabe sobre a atuacdo de substituintes no anel aromético na modulagéo da
atividade anti-T. cruzi, visto a escassez de estudos com esse tipo de modificacdo na literatura.

No geral, derivados de s-lapachona apresentaram melhor atividade que seus congéneres de
nor-f-lapachona, com excecdo daqueles testados para forma amastigota. Com relagcdo a mudancas
nas estruturas dos substituintes, a maior parte dos autores encontrou que a inser¢do de estruturas
contendo regides retiradoras de elétrons tendem a ter uma atividade bioldgica superior.

E evidente que ainda sdo necessarias muitas informacdes para total compreensdo de como a
estrutura dessas moléculas influenciam na sua atividade tripanocida.
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INTRODUCAO

Os remédios vibracionais geralmente sdo esséncias ou tinturas carregadas com energia sutil
de uma determinada frequéncia (GERBER, 2012). Segundo Kurebayashi (2014), as esséncias
vibracionais tém sido desenvolvidas com o objetivo de modular a recuperacdo da memaria celular
inata do corpo, buscando restaurar o equilibrio, bem-estar e satde fisica, mental e emocional. A
principal acdo desses produtos é a passagem de informacéo via biofisica para todas as células do
organismo por meio do contato sublingual ou por friccdo na pele (ARNT, 2011). Esses produtos séo
feitos a partir de um mix de florais de Bach, Saint” Germain e Minas, com uma tecnologia propria
de imprimir frequéncia por ressonancia (ARNT & ARNT, 2013).

A terapia vibracional representa a unido de dois métodos milenares e holisticos de cura como
a fitoterapia, e as esséncias florais, de maneira frequencial. Ambos possuem um alcance no
reequilibrio psiquico, comportamental e espiritual (ARNT & ARNT, 2013).

A Terapia Floral é parte de um campo emergente de tratamentos e modalidades terapéuticas,
de caracteristicas ndo invasivas, considerada importante alavanca de cura, que amplia o universo de
acOes dos profissionais da satde e envolve as esséncias florais (SILVA et al, 2018).

O Oxyflower® é usado como um harmonizador do fluxo energético que restaura o equilibrio
vibracional perdido e renova a energia do oxigénio celular com a energia das flores. Ele aciona
enzimas antioxidantes endogenas e desencadeia 0s processos fisiologicos benéficos da respiracdo
celular.

Estudos realizados com o frequencial floral Oxyflower® vem demonstrando algumas
atividades biologicas frente a micro-organismos, cicatrizacdo ap0s queimaduras, além de
clareamento de dentes. No entanto apesar do relato dos usuarios sobre os beneficios da esséncia
vibracional Oxyflower® nada se tem comprovado sobre a sua eficécia e eficiéncia antiinflamatoria,
anticonceptiva e imunomoduladora, apesar de sua utilizacdo ser crescente. Sendo assim e pelo seu
carater inovador, esse trabalho se justifica para buscar os primeiros resultados cientificos frente a
utilizacdo da esséncia vibracional Oxyflower®.

Por isso 0 objetivo desse trabalho é avaliar a acdo da esséncia vibracional Oxyflower® no
processo inflamatdrio, através de uma revisao bibliografica.

METODO

O presente estudo remerece-se a uma pesquisa bibliografica do tipo sistematica, com
critérios de inclusdo de artigos baseados em dois parametros; artigos publicados de janeiro de 2010
a abril de 2020 e gue apresentaram relacdo com o tema. O levantamento bibliogréafico foi realizado
nas bases de dados online, utilizando sites de busca SciELO, PubMed e Science Direct. As buscas
foram realizadas com as palavras-chave: “Oxyflower”, “esséncias florais”, “esséncias vibracionais”,
“terapia quantica vibracional”. Foram levantados 125 artigos para analise. Destes, usando os fatores
de inclusdo como artigos completos e que estivessem de acordo com o tema proposto restaram 45
que foram utilizados no presente trabalho.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir da segunda metade dos anos 70 e década de 80, tem-se verificado o crescimento das
"medicinas alternativas" em paises como o Brasil e paises desenvolvidos, em destaque a fitoterapia
(ALVES & SILVA, 2002). A fitoterapia € uma terapéutica proveniente do conhecimento cultural e
popular, transmitido ao longo das geragdes, que teve sua eficacia e legitimidade reconhecida pelos
estudos cientificos, ampliando seu uso de forma segura e eficaz (ARAUJO et al., 2014).

A Organizacdo Mundial da Saude define planta medicinal como sendo "todo e qualquer
vegetal que possui, em um ou mais 6rgdos, substancias que podem ser utilizadas com fins
terapéuticos ou que sejam precursores de farmacos semissintéticos" (WHO, 1998).

Segundo a ANVISA, em sua portaria n°6 de 31 de janeiro de 1995, fitoterapico é:

"Todo medicamento tecnicamente obtido e elaborado, empregando-se exclusivamente
matérias-primas vegetais com finalidade profilatica, curativa ou para fins de diagndstico,
com beneficio para o usuario. E caracterizado pelo conhecimento da eficécia e dos riscos
do seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. E o produto
final acabado, embalado e rotulado. Na sua preparacdo podem ser utilizados adjuvantes
farmacéuticos permitidos na legislacdo vigente. Ndo podem estar incluidas substancias
ativas de outras origens, ndo sendo considerado produto fitoterapico quaisquer substancias
ativas, ainda que de origem vegetal, isoladas ou mesmo suas misturas" (BRASIL, 1995).

Apesar de possuirem constituintes ativos naturais, os fitoterapicos devem ser avaliados como
medicamentos, utilizando preparagdes submetidas a rigidos controles, que devem ser empregados
tanto na idealizacéo e avaliacdo quanto na obtencdo do mesmo (CALIXTO, 2000).

O aumento do consumo de fitoterapicos pode ser associado ao fato da populacdo estar
questionando os perigos e consequéncias do uso abusivo irracional de produtos farmacéuticos
procurando substitui-los por plantas medicinais. A comprovacdo da acdo terapéutica tambem
favorece essa dindmica. Além disso, registra-se a insatisfacdo da populacdo perante ao sistema de
saude oficial e também a necessidade de poder controlar seu préprio corpo e recuperar sua saude,
assumindo as praticas naturais de satde para si ou para sua familia (LEITE, 2000).

O progresso tecnologico e cientifico verificado no século XX permitiu a analise quimica dos
componentes de muitas plantas, a compreensdo da sua atividade farmacoldgica e a sintese de novas
moléculas. Centenas de componentes fitoquimicos séo utilizados atualmente sob a forma de
medicamentos. Isto significa que, o consumo de plantas ou dos seus componentes ativos ocupa um
espaco relevante no alivio do sofrimento para o universo de milhdes de seres humanos, isoladamente
ou associado a terapéuticas convencionais (LIMA, 2013).

Terapia Quantica Vibracional

Todo ser humano se resume a energia e deve ser visto de forma integral, nos seus aspectos
biolégicos, psicoldgicos, emocionais e sociais, a terapia quantica vibracional harmoniza o
organismo de forma holistica, onde holos, em grego, significa “todo” ou “inteiro”.

Entdo, um novo enfoque bioldgico sobre a satide, a doenga e a harmonizagao € proposto pela
fisica moderna através da terapia quantica vibracional. Ela é capaz de potenciar o restabelecimento
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do equilibrio energético nos vérios niveis dos corpos sutis e fisicos do organismo humano,
proporcionando uma melhora na qualidade de vida (GALLI, 2015).

As esséncias vibracionais florais reequilibram esses complexos sistemas de energias do
corpo humano e que apresenta como mecanismo de acdo o principio da ressonancia. Em termos
bioldgicos a possibilidade de provocar efeitos biofisioldgicos e energéticos através de sinais muito
fracos e sutis que entram em ressonancia com o organismo bioldgico, ordenando sistemas (GALLI,
2015).

Oxyflower

O Oxyflower® é um modulador frequencial do peréxido de hidrogénio que ao entrar em
contato com o organismo, estimula a acdo vibracional oxidativa das moléculas de oxigénio do
organismo (FISIOQUANTIC, 2016). Sua formulagdo consiste em Polimero carboxivinilico,
espessante, agua purificada, conservante e esséncias vibracionais florais de Viola odorata L., Rosa
canina L. e Wedelia paludosa. As esséncias vibracionais florais tém sua dispensacdo e
comercializagdo permitidas em farmécias, pois constam da lista de Produtos Permitidos da Instrucéo
Normativa — IN N° 9 de 17 de agosto de 2009, que faz parte da Resolucdo — RDC N° 44 de mesma
data, da ANVISA.

De acordo com Lopes et al. (2016) a especie Viola odorata L. apresenta a¢éo antibacteriana
contra cepas patogénicas do trato respiratorio, asma, bronquite, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
antipirético, antitussigeno para criangas com asma.

A espécie Rosa canina L. é popularmente conhecida como rosa mosqueta. Estudos
realizados com essa espécie mostraram seu potencial terapéutico como agente anti-inflamatorio,
imunomodulador, cardioprotetor, antidiabético, antiulcerogénico, antimicrobiano e antioxidante
(MOLEZZI & ALBEDANO, 2002; WILLICH et al., 2010; SAABY et al., 2011; FROMM et al.,
2012; PATEL, 2012).

Estudos realizados por Santos et al. (2018) indicam que em lesGes de cicatrizacdo por
primeira intencdo, o 6leo deve ser utilizado apds 48 h do procedimento. O 6leo refinado é mais
estavel que o bleo bruto e apresenta efeitos terapéuticos mesmo em baixa concentracao. No entanto,
0s estudos clinicos possuem vieses metodoldgicos que reduzem o nivel de evidéncia e ndo sdo
suficientes para uma recomendacdo. Ja os estudos ndo clinicos mostram que o 6leo de rosa mosqueta
pode ter atividade imunomoduladora no leito da ferida e favorecer a deposicdo de colageno e
organizacdo tecidual.

O extrato da espécie Wedelia paludosa evidenciou promissoras atividades como anti-
inflamatéria; hipoglicemiante; anti-hiperalgésica; antinociceptiva; tripanosomicida; antimicrobiana
e antifingica (BLOCK, 1997; CORDEIRO, 1998; ROSSI et al., 1998; SCHLEMPER et al., 1998;
BATISTA et al.,, 1999; DUTRA & SOARES, 1999; WITEK & BRETZKE, 1999).

O Oxyflower é um harmonizador do fluxo energético que restaura o equilibrio vibracional
perdido e renova a energia do oxigénio celular apenas com a energia das flores. Esse produto aciona
as enzimas antioxidantes enddgenas e desencadeia 0s processos fisioldgicos benéficos da respiracéo
celular (FISIOQUANTIC, 2016).
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O estudo de Borsato et al. (2016) com o intuito de verificar o efeito do Oxyflower em gel
no esmalte de bovinos ap6s escovacao simulada mostrou que o gel proporcionou clareamento da
superficie do esmalte apds escovacao simulada correspondente a um ano de escovacao.

O efeito Frequencial Floral Oxyflower® foi avaliado pelo método de difusdo em agar e
resultou em atividade antimicrobiana frente as cepas de Staplylococcus aureus e Spreptococcus
mutans (REIS et al., 2016).

O Oxyflower® também foi utilizado em paciente que apresentava queimadura de terceiro
grau nas méos e partes do braco esquerdo provocada por contato com limdo e sal e posterior
exposicdo ao sol. Apos trinta e dois dias de tratamento com o frequencial floral as méos e o brago
ndo apresentaram sinais de inflamacéo e nem manchas (RODRIGUES DA SILVA et al., 2016).

No trabalho realizado por Cruz (2017) o gel Oxyflower® apresentou atividade
antiedematogénica semelhante aos farmacos padréo (triancinolona e diclofenaco dietilamdnio), com
resolucédo do edema induzido na pata de ratos ja no 14° dia do experimento.

Processo Inflamatorio

A inflamacdo € um processo bioldgico complexo, que envolve varias etapas, que associadas
sdo denominadas cascata de adesdo. Esse mecanismo tem como finalidade remover o estimulo
lesivo e iniciar a recuperacdo tecidual local. Na inflamacao aguda, as principais células envolvidas
sdo os neutrofilos e macréfagos. Na inflamacgéo cronica o tecido apresenta caracteristicamente um
infiltrado constituido por células mononucleares (monocitos, macréfagos e linfocitos) (ERRANTE
etal., 2011).

No processo de inflamacdo, caracteristicamente, células competentes da resposta
imunolodgica potencialmente sdo ativadas com capacidade de atuarem no processo de inativacao do
estimulo lesivo, além de iniciar um processo de reparacéo tecidual (FLOWER & PERRETTI, 2005).

Durante a resposta inflamatdria a quimiotaxia é caracteristica e basicamente atua como
sinalizadores que de fato o processo inflamatorio esta ocorrendo. Essas células atuantes nesse papel
atuam também mediando a liberacdo de moléculas sollveis, as citocinas, destacando aqui a
interleucina 1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF- «). A migracdo leucocitaria envolve um
rigido mecanismo de regulacéo, envolvendo a expressdo de diferentes moléculas soluveis, tais como
0 6xido nitrico (CARVALHO & LEMONICA, 1998).

O estimulo lesivo provoca a migragdo celular, mecanismo que depende de uma sequéncia
de eventos, sendo iniciada pelo recrutamento celular, rolagem, ativacdo das integrinas (proteinas
mediadoras da adesdo entre leucdcitos e células endoteliais), adesdo celular, diapedese e pbr fim a
migracdo transendotelial. Essas etapas devem suceder de forma precisa para garantir uma resposta
rapida e eficiente, com o minimo de danos ao tecido sadio (ERRANTE et al., 2011).

As citocinas podem ser de acordo com a sua atividade classificadas como pro-inflamatérias
ou anti-inflamatérias, dependendo da forma com que influenciam no processo. Dentre as pro-
inflamatorias estéo IL-15, TNFa, IL-6 e IL-18, envolvidas na iniciagdo e amplificagdo do processo
inflamatorio, enquanto que as citocinas anti-inflamatorias, 1L-10 e TGF-£ modulam negativamente
estes eventos (CALIXTO et al., 2004).
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Dor e Nocicepcao

A dor é caracterizada como um mecanismo de sinalizacdo para o organismo devido a
ocorréncia de estimulos nocivos oriundos do meio externo ou interno, com a fungéo de restabelecer
a homeostase, ativando reagdes e induzindo comportamentos de precaucdes na tentativa de suprimir
as causas da dor, e como resultado, restaurar ou limitar os danos (LENT, 2010; WOOLF; &
SALTER, 2000; ALMEIDA et al., 2004). A dor, além de ser uma experiéncia subjetiva, inclui um
forte componente cognitivo e emocional ou afetivo (JULIUS & BASBAUM, 2001).

Apesar dos animais ndo apresentarem a capacidade de comunicar verbalmente a ocorréncia
de dor, quando sdo submetidos a um estimulo reconhecidamente nociceptivo exibem respostas
comportamentais, motoras e fisiolégicas semelhantes as observadas em seres humanos. A dor € um
dos fendmenos que, nos seres humanos, estd mesclada com inimeras variaveis, desde moleculares
a psicossociantropologicas, fruto da complexidade espécie-especifica. O uso experimental de
animais apresenta-se como instrumento de grande valia na elucidacdo dos fenémenos clinicos, na
tentativa de transpor o plano animal para o humano, buscando representar nos modelos, situacGes
clinicas humanas com intuito de compreendé-las e exercer controle sobre elas (CASTRO-COSTA
et al, 2009).

Vérios modelos animais s&o utilizados na pesquisa de compostos com atividade analgésica
e/ou anti-inflamatéria. A investigacdo do evento dor pode ser abordada em condicdes de
normalidade fisiologica (dor nociceptiva normal) ou patolégica (dor nociceptiva inflamatoria)
CASTRO-COSTA et al, 2009).

Esses modelos animais séo de grande importancia e representam um ponto de partida para a
caracterizacao farmacologica de novos compostos, incluindo aqueles extraidos de plantas e que sdo
utilizados como anti-inflamatorios e analgésicos (LAPA et al., 2007).

CONCLUSAO

Apesar da alta procura de terapias alternativas os estudos sobre esséncias florais,
especificamente Oxyflower® séo poucos, para comparacdo e comprovacao do seu beneficio. Os
artigos encontrados demonstram bons resultados diminuindo o processo inflamatério e a dor,
restabelecendo a estrutura da pele, apresentando inclusive de forma preliminar atividade anti-
inflamatdria. Sdo necessario estudos futuros com metodologia rigorosa que poderdo contribuir para
a verificacdo dos mecanismos de atuacdo do gel Oxyflower® nos diversos processos de cicatrizagéo.
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INTRODUCAO

O conceito de intoxicacdo refere-se as manifestagdes clinicas ocorridas em um organismo
vivo como resultado da sua interagdo com alguma substancia quimica que possui efeito nocivo. No
Brasil, séo registrados anualmente milhares casos de intoxicacdo, sejam pela ingestdo de
medicamentos, uso de agrotdxicos, produtos de limpeza domestica, de uso veterinario ou plantas
(OLIVEIRA, 2014).

Determinados recursos, como agentes toxicos, sdo comumente utilizados na inducdo do
aborto, cabe citar as infusdes de plantas medicinais ou medicamentos, principalmente, o Misoprostol
(MADEIRO & RUFINO, 2017; RODRIGUES et al., 2011). Nessa perspectiva, tal pratica é
considerada insegura e um grave problema de satde publica, sobretudo em paises onde o aborto é
criminalizado, como no Brasil (MENESES et al., 2020). Por tudo isso, estudos devem ser realizados
de modo a dimensionar a morbimortalidade junto aos aspectos epidemioldgicos resultante desses
métodos (CARDOSO et al., 2020).

As praticas empregadas na inducdo do aborto s&o influenciadas pelo contexto
socioecondmico, educacional, cultural, religioso ou emocional. Segundo a literatura, o extrato
populacional que tende aderir a tais métodos com maior frequéncia sdo mulheres negras, jovens
adultas, em situacdo de vulnerabilidade social e econémica, residentes em regifes menos
desenvolvidas (COELHO et al., 2015). A producéo cientifica acerca das intoxica¢fes exdgenas em
tentativas de aborto é pequena e carece de adequacfes metodologicas, uma vez que € um evento de
dificil mensuracdo. A esses se somam desafios eticos — especialmente a necessidade de preservagédo
do sigilo e da confidencialidade dos dados. As bases de dados oficiais de saude ainda sofrem por
conta da subnotificacdo e restricio de dados referentes as internagdes por complicacOes
(CARDOSO et al., 2020; DOMINGUES et al., 2020; MENESES et al., 2020).

E relevante considerar que a gravidez se desenvolve em um contexto sociocultural que
determina sua evolucéo e trajetdria na saude. Diante disso, também é oportuno apontar aspectos
socioculturais, econémicas e demogréaficos para conhecer os fatores de risco que podem interferir
na assisténcia a saude materna e fetal (DINIZ et al., 2017). Diante do exposto, o presente estudo
tem como objetivo analisar as varidveis epidemioldgicas das notificacbes de intoxicacdo exdgena
em tentativas de aborto no Brasil.

METODO

Trata-se de um estudo transversal de carater descritivo, sobre os casos notificados de
tentativas de aborto por intoxicacdo exdgena no Brasil entre os anos de 2010- 2020. Foram utilizados
dados secundarios, sendo obtidos a partir de buscas sistematizadas nos bancos de dados
informatizados, disponibilizados de uma fonte publica de pesquisa proveniente do Departamento de
Informética do Sistema Unico de Satide (DATASUS). Sendo este, um 6rgéo pertencente a Secretaria
de Gestdo Estratégica e Participativa do Ministério da Salde do Brasil onde estdo presentes todas
as informacdes relacionadas ao Sistema Unico de Sadde a nivel nacional. O presente estudo foi
realizado respeitando-se as premissas da Resolugdo 466/2012 do Conselho Nacional de Saude,
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sendo desnecesséria a apreciacdo do Comité de Etica por se tratar de estudo que ndo envolve
participacdo direta ou indireta de seres humanos.

Os dados foram coletados por meio do DATASUS através da opgdo >> “Acesso a
informacao” >> “Informag¢des em Saude (TABNET)” >> “Epidemiologicas ¢ Morbidade” >>
“Doengas e agravos de notificagdo 2007 em diante (SINAN - Sistema de Informacgéo de Agravos de
Notificagdo)” >> “Intoxicacdo exdgena” >> “Circunstancia” >> “Tentativa de aborto”. Apds isso,
os dados foram compilados em gréaficos e tabelas utilizando o programa Microsoft Excel 2018®.
Adotou-se para analise e discussao as variaveis: ano de notificacdo, regido do Brasil, faixa etaria,
agente toxico, raca.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No periodo adotado para analise (2010 a 2020) foram notificados, no Brasil, 1857 casos de
intoxicagOes exdgenas relacionadas a tentativas de aborto. O Gréfico 17.1 traz a distribuigdo anual
ao longo dos 10 anos observados. Nota-se que no ano de 2019 houve o0 maior numero de registros
de tal agravo (13, 84%), sendo possivel observar também aumento dos casos ao decorrer do recorte
temporal. O ano de 2020, por sua vez, apresenta reducdo significativa, no entanto, € importante
destacar que a plataforma DATASUS teve a Ultima atualizacao de valores em 13 de maio de 2020.

As evidéncias cientificas nacionais mostram que as mulheres mais vulneraveis a interrupcéao
de uma gravidez de modo inseguro sdo negras, jovens, solteiras, com filhos e baixa renda (ADESSE
et al., 2016; FONSCECA et al., 2020; MENEZES et al., 2020).

Gréfico 17.1. Distribuicdo percentual anual das intoxicacdes exdgenas em tentativas de aborto no
Brasil, 2010 a 2020, N =1857

16,00%

13,84%

14,00%

12,00%

10,00%

o,
7,97% 10,55% 10,18% 10,82%

8,00%

6,00%

400% 4,95%

3,72%
2,00%

0,00%
2010

2011

2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020

Fonte: DATASUS, 2020.

Avaliando a distribuicdo dos casos por regido de notificacéo foi possivel observar que houve
mais registros de casos no Sudeste (42, 49%) seguido do Nordeste (22,78%). E evidente, ainda, que
as regides Centro-Oeste e Norte obtiveram as menores porcentagens de notificagdes, 12,12% e
3,98%, respectivamente (Tabela 17.1).
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Tabela 17.1. Distribuicdo percentual das intoxicagdes exdgenas em tentativas de aborto no Brasil
por regido do pais de 2010 a 2020

Variavel N %
Norte 74 3,98
Nordeste 423 22,78
Sudeste 796 42,86
Sul 339 18,26
Centro-Oeste 225 12,12

Fonte: DATASUS, 2020.

Dados do Instituo Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE, 2009), apontam que as
regides Norte e Nordeste possuem altos nimeros de subnotificacdo dos agravos em geral. O que
corrobora com os dados encontrados, pois sdo as duas regides com as menores porcentagens de
registro. Dessa maneira, muitas pesquisas de cunho epidemiologico evidenciam certo grau de
inconsisténcia dos Sistemas de Informacdo em Saude, uma vez que ha alto grau de omissédo de
determinados casos. Outrossim, 0s registros estdo entrelacados diretamente com o contexto
tecnoldgico e desenvolvimento humano de cada regido (MENDONCA et al., 2018).

Com isso, torna-se de suma importancia a divulgacdo e implementacdo dos Centros de
Informacdo e Assisténcia Toxicologica (CIAT) ainda escasso em cidades menores e capitais do
Nordeste e Norte (ANVISA, 2020). Ademais, é nitido a necessidade do aprimoramento dos Nucleos
de Epidemiologia Hospitalar (NEH) visando o melhor acompanhamento do perfil das intoxicacdes
exogenas, visto que os existentes em algumas localidades como na capital Piauiense, Teresina, nao
possui espaco fisico proprio linha telefénica direta e profissionais especializados na composi¢do do
sistema (GUIMARAES et al., 2019).

Os achados dessa pesquisa evidenciaram que individuos autodeclarados pardos (37,21%),
seguidos de brancos (36,73%), correspondiam ao maior numero de notificacdes quando
estratificados por cor da pele. Também foi possivel se observar na linha temporal analisada, que
19,22% dos registros havia ignorado o preenchimento dessa variavel (Tabela 17.2).

Tabela 17.2. Distribuicdo das intoxicacdes exdgenas em tentativas de aborto no Brasil por cor da
pele de 2010 a 2020

Variavel N %
Ignorada 357 19,22
Branca 682 36,73
Preta 107 5,76
Amarela 12 0,65
Parda 691 37,21
Indigena 8 0,43

Fonte: DATASUS, 2020.
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E importante mencionar que os dados referentes ao Ultimo recenseamento demogréfico,
realizado em 2010, no Brasil, 43% e 48% da populagdo se autodeclarou de cor parda e branca,
respectivamente. Esse fato, pode ter relagdo direta com o que foi observado na Tabela 2 (IBGE,
2010). Outrossim, os quase 20% de notificacdes que tiveram essa varidvel ignorada alerta para o
cuidado no momento do preenchimento das informagbes, uma vez que o conhecimento das
caracteristicas sociodemograficas € essencial para o desenvolvimento e implementacdo de
estratégias para amenizar tais agravos (GUIMARAES et al., 2019).

O estudo de Goes et al. (2020) evidenciou que as mulheres pretas e pardas estdo em situacéo
de vulnerabilidade na busca pelo primeiro atendimento pds tentativa de aborto utilizando métodos
caseiros, como a automedicacgéo. A correlacao entre a cor da pele e dificuldade individuais do acesso
a atencdo em aborto inseguro esta aliada a outras variaveis, como a idade, baixa escolaridade, renda,
tipo de relacéo conjugal e a existéncia de outros filhos (DINIZ & MEDEIRQOS, 2012; MONTEIRO
et al., 2008). As desigualdades citadas afetam, ainda, na restricdo dessa populagdo na qualidade de
acesso de bens e servigo no contexto saude. As mulheres pretas, sdo as que mais apontaram néo ter
dinheiro de transporte, o que se constituiu na segunda mais importante barreira individual de acesso
a atencdo em saude (GOES et al., 2020).

Quanto a distribuicdo percentual por faixa etaria € visivel que os maiores valores de
intoxicacdo se encontram entre 20 a 39 anos totalizando 54,17% , seguido pela a faixa etaria de 15
a 19 anos com 26,82% (Tabela 17.3).

Tabela 17.3. Distribuicéo das intoxicacfes exdgenas em tentativas de aborto no Brasil por idade de
2010 a 2020

Variavel (anos) N %
10-14 88 4,74
15-19 498 26,82
20 -39 1006 54,17
40 -59 205 11,04
60 — 64 16 0,86
65— 69 6 0,32
70-79 5 0,27

80 4 0,22

Fonte: DATASUS, 2020.

Ha poucas evidencias cientificas do contexto relacionado a ocorréncia da gravidez na fase
jovem adulto e o interrompimento clandestino (BRANDAO & CABRAL, 2017). A populacio de
adolescentes e jovens apresenta alta prevaléncia de experiéncia de gravidez e de aborto, comparada
a outra faixa etaria (NEIVA-SILVA et al., 2018). Por sua vez, Ferrari et al. (2018), relatam que
mulheres residentes de favelas do Rio de Janeiro iniciam sua vida sexual ainda na pré-adolescéncia.
Sendo esse, um dos fatores desencadeantes para gravidez indesejadas e a indugéo do aborto,
estimulada, na maioria das vezes pelo parceiro.
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Frente a isso, urge a necessidade da discussdo e de saude sexual e reprodutiva que atendam
as necessidades atuais desse publico, para que se alcance a protecao desses juntamente a diminuicdo
de gestacOes arriscadas. Contexto esse, que afeta diretamente a lotacdo e qualidade do sistema
publico de salde (KALE et al., 2018).

Os medicamentos foram identificados como o principal agente toxico envolvido nas
tentativas de aborto (62,09%), seguido dos raticidas (6,68%) e plantas (6,30%) (Tabela 4).

Estudos mostram que intoxicacdo exdgena é a maneira mais usada nas tentativas de aborto.
As substéncias referentes a 70% dos casos séo pesticidas e medicamentos, sendo o misoprostol, o
farmaco mais utilizado (VELOSO et al., 2017). Segundo Silva et al. (2013), a acdo abortiva do
misoprostol consiste na estimulacdo do Utero, induzindo a contracfes e ao alargamento do colo. O
uso dessa medicacdo possui altas chances de resultar em um abortamento incompleto e gestacao
continua, com complicac¢6es, mesmo quando usado corretamente, resultando em aborto completo
em 75%-90% dos casos (SINGH et al., 2017). Informacdes essas, ainda desconhecidas por parte da
populacdo, visto que de metade das mulheres que aderiram tal pratica necessitou de internacéo
devido a efeitos graves da tentativa (ZORDO, 2016).

Tabela 17.4. Distribuicdo das intoxicacdes exdgenas em tentativas de aborto no Brasil por agente
toxico de 2010 a 2020

Variavel N %
Ignorado 141 7,59
Medicamento 1153 62,09
Agrotoxico de uso agricola 44 2,37
Agrotoxico de uso doméstico 21 1,13
Raticida 124 6,68
Produto Veterinario 21 1,13
Produto de uso domiciliar 62 3,34
Drogas de Abuso 102 5,49
Planta Téxica 117 6,30
Outros 72 3,88

Fonte: DATASUS, 2020.

Diante disso, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) editou a Resolucao n°
753/ 2017 proibiu a distribuicdo, divulgacdo e comercializacdo do misoprostol. A falta de
conhecimento sobre a medicacdo, acaba submetendo-se a classe feminina a procedimentos mais
dolorosos, longos, arriscados juntamente com abalo fisico e psicolégico (KALE et al., 2018).

Algumas plantas que apresentam efeito abortivo podem apresentar efeito embriotéxico ou
teratogénico. Dessa forma, a utilizacdo de alguma espécie vegetal a fim de se interromper a gestacdo
e ndo haver a consumacdo do fato, a crianga gerada pode nascer com alteragdes na formagao e
relacionados a saude (RODRIGUES et al., 2011). Por tudo isso, cabe aos profissionais da area de
salde a orientagdo correta acerca dos riscos da utilizagdo de plantas medicinais e fitoterapicos no
periodo gestacional, destacando perigo potencial da automedicacdo e das consequéncias associadas
(AQUINO et al., 2020).
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CONCLUSAO

A investigacdo possibilitou conhecer o perfil epidemiolégico de intoxicacdo exdgena em
tentativas de aborto no Brasil entre 0s anos 2010-2020, com 0 maior nimero de registro no ano de
2019. Foi constatado, ainda que, a maior parte desses casos sdo relacionados as faixas-etarias da
fase jovem/adulto (20-39 anos). Além disso, observou-se também que a raca mais atingida foi
referente a branca e a regido Sudeste é detentora do maior nimero de notificacfes. Por fim, em
relagcdo ao agente toxico utilizado medicamentos - sendo o misoprostol o mais utilizado, raticidas e
plantas (62,09% , 6,68% e 6,30% respectivamente) estavam presentes em maior quantidade nos
registros.

Tal linha temética tem sido reconhecida e recomendada por diversas instituicdes. Diante do
exposto, nota-se que a pesquisa em saude utilizando estudos epidemioldgicos € uma ferramenta
essencial para o controle e a melhoria de doencas e agravos, uma vez que entender as variaveis € de
suma importancia para que medidas preventivas sejam aplicadas. Assim, 0 presente estudo
contribuira socialmente para a populacdo abordada tornando possivel a compreenséo acerca das
causas de tal problema, da relacdo entre as variaveis envolvidas e da importancia do sistema de
notificacao.
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INTRODUCAO
Epidemiologia e Fisiopatologia

As principais doengas fungicas invasivas sdo Aspergilose, Candidiase e a Mucormicose. A
primeira € a mais comum, com incidéncia de 1-9% e mortalidade de 55-92%. A incidéncia da
candidiase invasiva tem uma distribuicdo bimodal, com picos nos extremos das idades: 75:100.000
em criangas menores de 1 ano e 26:100.000 em adultos maiores de 65 anos(SILVA, 2010).

A Mucormicose segue na terceira posi¢do, como a doenca flngica mais invasiva e representa
8,3-13,0% das infeccbes fungicas encontradas em autdpsias de pacientes hematologicos(SEVERO
etal., 2010). Pode estar presente em qualquer tipo de zona climatica, e possui o aparelho respiratorio
como o6rgédo alvo principal independe de sexo, etnia e idade. Quando ocorrem manifestagdes
extrapulmonares pode-se observar a sinusite, a otite, a endoftalmite e a endocardite em valva
protetica (AMORIM et al., 2004).

O Aspergillus spp., agente etiologico da Aspergilose, é frequentemente encontrado em
ambientes timidos e “mofados”. A forma infectante € veiculada pelo ar (CARVALHO, 2013). Sua
forma de contagio mais comum € por via aérea, por meio da inalacdo de conidios que se alojam no
pulmdo, podendo invadir o revestimento de celulas endoteliais e disseminar-se para outros 6rgaos
através da corrente sanguinea (BELLOCCHIO, 2005). Esse processo gera, de disturbios alérgicos
até a destruicdo do tecido pulmonar com disseminacdo sistémica, denominado Aspergilose
Pulmonar Invasiva (PILANIYA et al., 2015).

As hifas invadem o limen e a parede dos vasos sanguineos, causando trombose, infarto,
necrose e hemorragias. Além disso, outro fator que influencia o desenvolvimento da Aspergilose
Invasiva é a contagem de neutrofilos, sendo a neutropenia presente no quadro clinico (SALES, 2009;
KOSMIDIS, 2015). Essa doenca apresenta-se como uma infec¢do progressiva, grave e aguda de
relativa letalidade, pois o fungo pode se disseminar para o trato gastrointestinal, rins, cérebro,
figado, entre outros 6rgaos e tecidos (CARVALHO, 2013).

A Mucormicose apresenta-se usualmente como uma infeccdo subcutanea, ocorrendo em
zonas de clima tropical. Ocorre por infeccdo de patdgenos oportunistas (Rhizopus Arrhizus, Absidia
Corymbifera), acometendo pacientes imunodeficientes, originando principalmente processos que
levam a neutropenia ou a disfuncéo dos neutrofilos (SEVERO et al., 2010).

E associada a doencas hematoldgicas, cetoacidose diabética e transplante de 6rgdos e, sua
forma mais frequente, é a rinocerebral, com ou sem efeito pulmonar. Seu quadro clinico e a sua
evolucdo costumam ser rapidos, uma vez que ha destruicdo dos tecidos, paralelamente, ao
crescimento fangico (SEVERO et al., 2010; PRABHU et al., 2004 ).

Justificativa e finalidade para desenvolvimento do novo farmaco

O Isavuconazol (ISA) é um novo medicamento antifingico, que recebeu aprovagdo dos
orgdos: European Medicines Agency (EMA) no dia 15 de outubro de 2015, Food and Drug
Administration (FDA) no dia 6 de margo de 2015 e Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) no dia 14 de outubro de 2019. Esse farmaco, é utilizado no tratamento de pacientes
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adultos com infec¢des fungicas potencialmente fatais: Aspergilose invasiva e Mucormicose (EMA,
2015; FDA, 2016; ANVISA, 2019). Seu desenvolvimento decorreu da necessidade de suprir as
falhas na terapia medicamentosas utilizando Anfotericina B ou Voriconazol, medicamentos padrdo
ouro para tratamento da Mucormicose e da Aspergilose, respectivamente (EMA, 2015).

Dessa forma, esta revisdo tem como objetivo demonstrar os resultados obtidos da fase pré
clinica e clinica do desenvolvimento do ISA, que concluiram que o farmaco ira beneficiar os doentes
para 0s quais a anfotericina B ndo é adequada, além disso, esse medicamento tem a vantagem de
poder ser utilizado em pacientes com funcdo renal reduzida e possuir beneficios superiores aos seus
riscos (EMA, 2015; REVANKAR, 2017; NUCLEO DE EPIDEMIOLOGIA CLINICA E
MEDICINA BASEADA EM EVIDENCIA, 2012). Ademais, é valido ressaltar que essas infeccdes
fungicas sdo potencialmente fatais e associadas a uma elevada mortalidade, entéo a existéncia de
tratamentos alternativos que estejam fora de possiveis efeitos colaterais sdo necessarios para garantir
a melhora dos pacientes enfermos e assim, diminuir sua porcentagem de mortalidade
(REVANKAR, 2017; NUCLEO DE EPIDEMIOLOGIA CLINICA E MEDICINA BASEADA EM
EVIDENCIA, 2012; SILVA, 2006).

METODO

A pesquisa trata-se de uma revisdo narrativa, cuja busca dos artigos selecionados e
elaboracdo do trabalho ocorreram no periodo de fevereiro a junho de 2020. Para a busca foram
utilizadas as bases de dados PubMed, SciELO e Google Académico, onde houve a selecéo de artigos
publicados durante os anos de 2004 a 2019. Os descritores da pesquisa aplicados foram
“Mucormicose”, “Aspergilose” e “Isavuconazol”, assim como seus respectivos equivalentes na
lingua inglesa, “Mucormycosis”, “Aspergillosis” e “Isavuconazole”.

Nesta revisdo, houve a exclusdo de artigos que ndao abordavam sobre o ISA como principal
assunto no desenvolvimento do texto ou aqueles que ndo abordaram doencas fungicas. A selecéo
dos artigos ocorreu em etapas de acordo com as fases pré-clinicas e clinicas de experimento do
farmaco, além daqueles que dissertam sobre doencas fungicas. Apos a interpretacao dos trabalhos,
ocorreu a elaboracdo da presente revisao da literatura.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na intencdo de que o ISA fosse aprovado e hoje utilizado no tratamento eficiente da
Aspergilose e Mucormicose, o farmaco passou por fases experimentais pré-clinicas e clinicas para
ser analisado e considerado seguro e eficaz. Dessa forma, foram analisados artigos que relatam os
estudos supracitados acima (SILVA, 2006).

Fase pré clinica
Warn et al. (2006) realizaram um estudo in vitro a partir de cinco medicamentos diluidos

separadamente (ISA, Voriconazol, Caspofungina, Anfotericina B e Itraconazol), formando placas
de microdiluicdo com suspensdes de indculos de Aspergillus flavus. Assim, foi realizada a leitura
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das placas: as menores concentraces de ISA (2 mg/L), Itraconazol (0,5 mg/L) e Voriconazol
(1 mg/L) impediram 100% do crescimento fungico, enquanto a Caspofungina reduziu somente 80%
desse crescimento em comparacdo com o controle. Conclui-se pelo estudo que, o ISA, mostrou uma
eficacia semelhante ao Itraconazol, VVoriconazol e a Anfotericina B no impedimento do crescimento
e na morte dos fungos A. flavus.

Para a realizacdo do experimento in vivo, foram utilizados tanto para controle, quanto para
tratamento, seis camundongos para o estudo de avaliacdo de sobrevivéncia e trés para carga tecidual
(WARN, 2006). Para testar a eficacia do ISA, comparou-se com outros trés farmacos: Voriconazol,
Itraconazol e Caspofungina, aplicando-os nos camundongos infectados (WARN, 2006). Os
camundongos que ndo foram tratados ativamente tiveram mortalidade de 83% a 100%. Os animais
que que foram tratados com ISA obtiveram sobrevida de 100% tanto no tratamento quanto na
profilaxia (WARN, 2006).

No modelo tratado com 2h de antecedéncia da infec¢do, os camundongos que receberam
ISA de 6 mg/kg/dose e Caspofungina, obtiveram 100% de sobrevivéncia (WARN, 2006). Ja no
modelo tratados apds 4h de infecgéo, todos os tratamentos foram superiores em relacdo a taxa de
sobrevida comparado ao controle (p < 0,2), sendo que o ISA de 15 mg/kg/dose obteve 83% de
sobrevivéncia. Por ultimo, o modelo apds 24 h da infeccdo fornece 100% de sobrevivéncia para
aqueles que foram tratados por ISA de 15 e 30 mg/kg/dose e Caspofungina (WARN, 2006).

A partir disso, foi estabelecido que a dose de 15 mg/kg/dose de ISA foi capaz de eliminar
grande parte da carga fangica dos camundongos e que 30 mg/kg dose foi capaz de reduzir a carga
fungica a niveis indetectaveis quando tratados apos 24 h da infeccdo (WARN, 2006).

No estudo in vivo realizado por Petraitis et al. (2016), foram utilizados 32 coelhos saudaveis.
Apos a infeccdo artificial desses animais por indculos de conidios de A. fumigatus, foi administrado
0 ISA. Nas primeiras 24 h, 24 coelhos receberam uma dose oral de ISA 90 mg/kg (ISA90), enquanto
os 8 coelhos restantes constituiram o grupo controle, ndo sendo medicados. No dia seguinte, foi
iniciada a terapia endotraqueal e os animais foram subdivididos em grupos nos quais 8 coelhos
receberam a dosagem de 20 mg/kg (1SA20), 8 coelhos 40 mg/kg (ISA40) e 8 coelhos 60 mg/kg
(1SAB0) por 12 dias.

Desse modo, ap6s a morte induzida dos animais foi avaliada a eficacia antifungica. Apos a
analise dos resultados, constatou-se que coelhos tratados com ISA20, ISA40 e ISA60 tiveram
residuos de cargas fungicas reduzidos em comparacdo com o grupo controle (PETRAITIS, 2016).
Nos coelhos tratados com ISA20 e ISA60, houve menor lesdo pulmonar, diminuicdo do peso
pulmonar total e maior sobrevida em comparagdo com o grupo controle. Os coelhos do grupo ISA20
tiveram reducdo na pontuacdo com relacdo ao infarto pulmonar (PETRAITIS, 2016).

Apos andlise dos estudos de fase pré-clinica, é perceptivel que o ISA é um medicamento
eficiente e seguro para ser testado em humanos.

Fase clinica 1: Seguranca e farmacocinética do novo farmaco

Os artigos de Towsend et al. (2017) - estudo 1 - e Yamazaki et al (2017) - estudo 2 -
realizaram experimentos que acompanharam todos os participantes do inicio ao fim da terapia.
Ambos os estudos utilizaram dosagens Unicas, entretanto diferenciam-se em relacdo a posologia e
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ao tempo de uso. No estudo 1 cada participante recebeu 200 mg de ISA e uma dose adicional antes
de realizarem didlise, com o objetivo de avaliar o impacto do farmaco em pacientes com
insuficiéncia renal (TOWNSEND et al., 2017). O estudo 2, por sua vez, avaliou a interacdo
medicamentosa entre o ISA com diferentes farmacos (YAMAZAKI et al., 2017). Para isso, 0s
quatro grupos foram separados de acordo com os medicamentos, sendo que receberam a mesma
posologia de ISA (200 mg) e posologias diferentes de acordo com cada farmaco: Atorvastatina
(20 mg), Digoxina (0,5 mg), Metformina (850 mg) e Metotrexato (7,5 mg).

No que se refere ao desenvolvimento, o primeiro estudo 1 selecionou os participantes de
forma paralela, sendo divididos em duas partes. A primeira, composta por 2 grupos (saudaveis e
com doenga renal-IR), a segunda obteve quatro grupos, divididos em: saudaveis, individuos com IR
leve, individuos com IR moderado e individuos com IR grave (TOWNSEND et al., 2017). Ja o
segundo estudo foi paralelo no qual os 96 participantes foram divididos de maneira igual nos grupos
(YAMAZAKI et al., 2017).

Em relacdo a farmacocinética do ISA no estudo 1, observou-se que a concentragdo maxima
(Cmax), biodisponibilidade (AUC), o tempo de meia vida (T1/2) e o clearance (CL) do farmaco nao
mostraram alteracGes significativas entre os grupos com insuficiéncia renal e o grupo saudavel
(Tabela 18.1).

Tabela 18.1. Parametros farmacocinéticos do Isavuconazol em pacientes com insuficiéncia renal
leve, moderada e grave em comparacdo com o individuos saudaveis

Cmax (mg/L) AUC (mg*h/L) T2 (horas) CL (L/nh)
Saudavel 4,4 98,8 140,5 2,4
IR (leve) 3.9 96,2 117 2,5
IR (moderada) 4,1 97,2 158,5 2,2
IR (grave) 3,4 98,8 145,8 2,4

Legenda: Cmax (mg/L) - concentracdo maxima; AUC (mg*h/L) — biodisponibilidade; T% (horas) - tempo de meia
vida; CL (L/h) — clearance; IR - insuficiéncia renal. Fonte: TOWNSEND et al., 2017

No grupo de pacientes com doenca renal terminal (DRT) a Cmax e o CL obtiveram valores
semelhantes entre os grupos de DRT no 1° dia, DRT no 15° dia e o grupo saudavel (TOWNSEND
et al., 2017). J& em relacdo a biodisponibilidade, nos participantes com DRT o valor se apresentou
menor no dia 1, porém no dia 15 o valor se apresentou semelhante ao grupo saudavel. Por fim, o
T1/2 do ISA apresentou 1,6 vezes maior nos participante com DRT no 1° dia em comparacdo com
0 grupo saudavel (Tabela 18.2) (TOWNSEND et al., 2017).

No estudo 2, ndo foi observada nenhuma alteracdo farmacocinética do ISA em relacdo a
associagdo com os medicamentos do estudo (YAMAZAKI et al., 2017).

Em relacdo a seguranca do farmaco, no estudo 1 observou-se que ndo ocorreram efeitos
colaterais significativos em relagéo ao tratamento com o ISA. Os poucos efeitos observados foram:
perturbagdes gerais, alteracbes no local de administragdo do farmaco, distdrbios do sistema nervoso,
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problemas gastrointestinais (mais presentes em portadores de doenga renal terminal e insuficiéncia
grave), infeccdes, infestacdes e alteragbes na pele e subcutaneo (TOWNSEND et al., 2017).

Tabela 18.2. Parametros Farmacocinéticos do Isavuconazol em pacientes com doenga renal
terminal em comparagao individuos saudavel

Cmax(mg/L)  AUC (mg*h/L)  T'?(horas) CL (L/h)

Saudavel 4.6 36,9 125,5 2,4
DRT 1°dia 3,7 25,1 204,5 2,9
DRT 15° dia 3,7 32,3 -- --

Legenda: Cmax (mg/L) - concentracdo maxima; AUC (mg*h/L) — biodisponibilidade; T% (horas) - tempo de meia
vida; CL (L/h) — clearance; DRT - doenca renal terminal. Fonte: TOWNSEND et al., 2017.

No estudo 2 ndo foram observados efeitos graves na associacdo do ISA com outros
medicamentos. Nos pacientes que fizeram a associa¢do com a digoxina, houve espasmos musculares
de intensidade moderada; com a Metformina, houve vomitos intermitentes e espasmos musculares;
com o Metotrexato, os efeitos foram cefaleia e diarreia, além de infeccdo do trato superior de
intensidade moderada (YAMAZAKI et al., 2017). Assim, 0 uso concomitante do ISA com esses
medicamentos € seguro, porém deve ser cauteloso.

Fase clinica 2 e 3: Eficacia do novo farmaco

Foram analisados os estudos de Viljoen et al. (2015) de fase 2 - multicéntrico, randomizado,
duplo-cego, de Thompson et al. (2016) - ndo randomizado e aberto e de Maertens et al (2016) ambos
de fase 3 - multicéntrico, randomizado, duplo-cego. No que tange a populacéo, o estudo de fase 2,
160 participantes foram alocados em quatro grupos com 40 participantes em cada. Por outro lado,
0 estudo de Thompson et al. (2016) selecionou 149 participantes, sendo que 38 estavam com as
doencas fungicas desejadas, e dentre esse grupo, apenas 31 terminaram o estudo. J& o estudo de
Maertens et al. (2016) utilizou dois grupos (Isavuconazol e Voriconazol), cada um contendo 258
individuos.

Em referéncia as intervencOes realizadas em cada grupo de cada fase clinica, foram
utilizados parametros diferentes. De acordo com o artigo de estudo de Viljoen et al. (2015), houve
uma divisdo em 4 grupos: A, gque foi escolhido de acordo com dados farmacocinéticos dos estudos
de fase 1 e dados de estudos in vitro de Candida spp.; B, que foi selecionado de acordo com a meia
vida longa do ISA; C, que foi selecionado de acordo com 0s mesmos parametros usados para escolha
do grupo A, porém em dosagens mais altas; e D, selecionado de acordo com o regime de dosagem
aprovado para o fluconazol pela FDA. Com base na divisdo desses grupos, foi feita a administracao
do medicamento.

O grupo A recebeu dose Unica de 200 mg de ISA no 1° dia e 50 mg a partir do segundo dia.
O grupo B recebeu dose Unica de 400 mg de ISA nos dias 1, 7, 14 e 21, caso o dia 14 ndo fosse o
Gltimo da terapia. O grupo C recebeu dose Unica de 400 mg de ISA no dia 1 e 100 mg nos proximos
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dias. O grupo D recebeu dose Unica oral de 200 mg de fluconazol no 1° dia e 100 mg nos proximos
dias (VILJOEN et al., 2015).

J& no estudo de Thompson et al. (2016), em todos os grupos, os quais foram divididos de
acordo com a doenca (coccidioidomicose, criptococose, blastomicose, histoplasmose e
paracoccidioidomicose), verificou-se os resultados, diariamente nos trés primeiros dias, em seguida
no 7°, 14°, 28° 42° e 84° dia. Apds a descontinuacdo do tratamento com o farmaco ISA, esses
pacientes realizaram uma avaliacao final dessa terapia em duas analises mensais. No 42° e no 84°
dia, foram obtidos resultados com respostas clinicas, micoldgicas e radiolégicas. As internagdes nao
foram relatadas no estudo. Assim, pode-se observar que o farmaco ISA pode ser eficiente em outras
doencas fungicas, como as relatadas nesse estudo (THOMPSON et al., 2016).

Com relacdo ao artigo de Maertens et al (2016), o grupo do ISA com 258 participantes
receberam uma dose de 600 mg nos dois primeiros dias e 200 mg a partir do terceiro, por via
intravenosa (V) ou oral. Em contrapartida, o grupo do Voriconazol com 258 individuos obtiveram
dosagem de 12 mg/kg no primeiro dia, 8 mg/kg no segundo dia e 4 mg/kg, via intravenosa, a partir
do terceiro dia em diante, ou 200 mg por via oral (MAERTENS et al., 2016).

Dessa forma, foram observados varios resultados a partir dos estudo de fase Il e Il1l. No
estudo Viljoen et al. (2015), o desfecho primario se refere a analise da resposta clinica dos pacientes
e o desfecho secundario foi realizado uma analise da resposta terapéutica geral e a resposta
microbiolégica no final do tratamento. Assim, 146 (95,4%) pacientes obtiveram sucesso no
desfecho primario, 147 (96,1%) resposta terapéutica positiva e 138 (95,2%) sucesso na resposta
microbioldgica.

Diferentemente do estudo de Viljoen et al. (2016), o tamanho efetivo de cada grupo do
estudo de Thompson et al. (2016) foi de 9 individuos contaminados com coccidioidomicose, 9
paciente com criptococose, 3 com blastomicose, 7 com histoplasmose e 10 com
paracoccidioidomicose.

No grupo da criptococose, dois dos nove pacientes tiveram tratamento interrompido, devido
a intolerancia ao medicamento em estudo. Seis pacientes tiveram boa resposta com o ISA. J& no
grupo do coccidioidomicose, cinco dos nove pacientes responderam bem ao tratamento e o restante
apresentaram uma estabilidade da doenca. No grupo do blastomicose, dois pacientes dos trés,
tiveram terapia interrompida devido a complicacdo. O ultimo paciente, com sua intolerancia a outra
medicacdo, recebeu ISA, com melhora clinica observada. No que se refere a histoplasmose, um
paciente com acometimento do sistema nervoso central obteve sucesso terapéutico, 3 obtiveram
sucesso parcial e o ultimo paciente teve a doenca estabilizada. Adiciona-se a isso, o grupo do
paracoccidioidomicose que apresentou sucesso no tratamento de um paciente, sucesso parcial em
sete pacientes e dois Obitos apos tratamento. No estudo apresentado anteriormente, ndo foi relatado
a presenca de fluxogramas como meio explicativo e expositivo (THOMPSON et al., 2016).

Em contraposicdo, no estudo de Maertens et al. (2016), o desfecho primario foi analise da
mortalidade desde o primeiro dia de dose dos medicamentos até o 42° dia de medicagdo. Assim, 0
estudo comprovou sua eficiéncia semelhante ao VVoriconazol, ja que a mortalidade de ambos foi de
19% (48 pacientes) para ISA e 20% (52 pacientes) para Voriconazol.

Por fim, foram analisados os efeitos colaterais que sdo considerados como informagdes
importantes para seguranca do medicamento. No artigo de Viljoen et al. (2015) foram observados
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varios efeitos adversos. Dentre os pacientes, 22 apresentaram efeitos colaterais que foram
relacionados ao ISA, sendo que os mais comuns foram anemia (3,1%), diarreia (2,5%) e nausea
(1,9%). Além desses efeitos colaterais, foi observada uma morte diretamente relacionada ao
tratamento e um paciente precisou interromper o estudo devido a um bloqueio atrioventricular de 2°
grau leve.

Em contrapartida, ao investigar os efeito adversos nos participantes do estudo de Thompson
et al. (2016), houve notificacdo em 14 pacientes. Dessa maneira, percebe-se que as manifestacdoes
mais encontradas foram flebite (10,5%) e vomito (7,9%). Além dessas, apresentaram também
diarreia, ndusea, dor no peito, elevacdo de GGT, parestesia e sonoléncia, sendo que cada uma delas
obtiveram uma porcentagem de 5,3%.

Por fim, no estudo de Maertens et al. (2016), os efeitos colaterais mais frequentes foram
problemas gastrointestinais com 68% no tratamento do ISA e 69% no tratamento com Voriconazol,
alem de infestagdes/infeccbes que apresentaram 59% contra 61% em relacdo as medicacdes,
respectivamente. Outros efeitos colaterais observados foram desordens hepatobiliares, 9% no grupo
ISA e 42% no grupo Voriconazol, comprovando menor hepatotoxicidade do ISA. Além disso,
outros sintomas adversos foram observados, porém em todos eles o ISA apresentou uma
porcentagem menor que 0 Voriconazol, mostrando maior seguranca.

Populacao Tratamento Tipo de avaliacdo
149 (5 grupos 5 grupos (coccidioidomicose; criptococose; Estudo de fase 3
Thompson grup blastomicose; histoplasmose e Avalia eficicia do ISA
separados de acordo C . . .
etal. (2016) paracoccidioidomicose) todos tratados com sobre os diferentes tipos
com a doenca). L
ISA. de doencas fungicas.
A- ISA (200 mg no 1° dia e 50 mg a partir do
2° dia).
B- ISA (dose Unica de 400 mg nos dias 1, 7, E_studo c.jelfa}se 2
X ~ s Avalia efichcia dos
14 e 21, caso o dia 14 ndo fosse o ultimo da . .
. : diferentes tipos de
Viljoen 160 (4 grupos de 40 terapia).
i dosagens do ISA e
et al. (2015) participantes). compara a eficacia do
C- ISA (dose Unica de 400 mg no 1° dia e 100 P x
- . ISA em relacdo ao
mg nos préximos dias).
fluconazol.
D- Fluconazol (200 mg no 1° dia e 100 mg
nos préximos dias).
1° Grupo: ISA (uma dose de 600 mg nos 1°
o . o .
e 2° dias e 200 mg a partir do 3° dia, por via Estudo de fase 3
IV ou oral). S
Maertens 516 (2 grupos de ! . Avalia eficacia do ISA
- 2° Grupo: Voriconazol ( dosagem de 12 o
et al.(2016) 258 participantes). . - em relacéo ao
mg/kg no 1° dia, 8 mg/kg no 2° dia e 4 mg/kg vVoriconazol
(via IV) a partir do 3° dia em diante, ou 200 '
mg (via oral).
CONCLUSAO

Apos analise dos estudos clinicos, é perceptivel a importancia e a complexidade do processo
de aprovacdo de um farmaco, bem como sua importéncia para demonstrar a eficacia e seguranca.
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No que se refere a fase pré-clinica, o ISA apresentou uma boa resposta no estudo in vitro,
impedindo o crescimento de fungos e proporcionando sua morte. J& nos estudos in vivo, foram
realizadas pesquisas com camundongos e coelhos imunossuprimidos, que foram inoculados por
fungos e em seguida tratados com o ISA. Apos a retirada dos 6rgdos para analise, percebeu-se que
tais animais tiveram tratamento positivo.

Em relagdo a fase clinica, nos estudos de fase 1, as pesquisas mostraram a baixa interacéo
medicamentosa e alta tolerabilidade para pacientes com insuficiéncia renal, sem efeitos colaterais
graves.

Na fase clinica 2 foi observado que o uso do ISA se mostrou eficaz e seguro para o
tratamento de candidiase esofagica descomplicada.

Ao analisar o artigo de Thompson et al. (2016), apesar de ndo seguir os padrdes pré
estabelecidos de fase clinica 111 e possuir uma pequena amostra de participantes, utiliza o ISA para
o0 tratamento de outras doencgas fungicas, como coccidioidomicose e criptococose. Com isso, pode-
se induzir um novo olhar para esse farmaco, como tratamento para outras patologias, necessitando,
assim, de mais estudo esclarecedores. Ja o estudo Maertens et al. (2016) também de fase IlI,
apresenta os parametros adequados para a fase em questéo e comprova a eficacia do ISA em grandes
populacdes.

Por fim, apos a analise dos estudos e o0s resultados obtidos, percebe-se que a utilizacdo do
ISA foi benéfica para outras doencas fldngicas, ndo somente para Aspergilose invasiva e
Mucormicose, e seus efeitos ndo interferem na funcéo renal nos participantes do estudo, além de
possuir menos efeitos colaterais e sofrer poucas interferéncias de outros medicamentos, tais como
Atorvastatina e Metformina. Portanto, percebe-se que a utilizacdo deste medicamento é importante
para o tratamento das enfermidades fangicas.

Atualmente, o ISA ja é disponivel no mercado estrangeiro e foi aprovado no Brasil,
apresentando-se como uma boa alternativa para os medicamentos considerados de primeira linha
(Anfotericina B e Voriconazol), em casos de pacientes que apresentam intolerancias a esses
farmacos, tais como os que possuem funcéo renal diminuida.

175



EDITORA

PASTEUR

o

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ANVISA. Cresemba (sulfato de isavuconazodnio): novo
registro. ANVISA, 2019. Disponivel
em:<http://antigo.anvisa.gov.br/informacoes-
tecnicas13?p_p_id=101_INSTANCE_WvKKx2fhdjM
2&p_p_col_id=column-

2&p_p_col_pos=1&p p_col_count=2& 101 INSTA
NCE_WvKKx2fhdjM2_groupld=219201&_ 101_INS
TANCE_WvKKx2fhdjM2_urlTitle=cresemba-
sulfato-de-isavuconazonio-no-
registro&_101_INSTANCE_WvKKx2fhdjM2_struts_
action=%2Fasset_publisher%2Fview_content&_101_
INSTANCE_WvKKx2fhdjM2_assetEntryld=5662944
& 101_INSTANCE_WvKKx2fhdjM2_type=content>
. Acesso em: 19 fev. 2020.

AMORIM, D.S. et al. Infecgdes por Aspergillusspp:
aspectos gerais. Pulméo RJ, v. 13, 2004.

BELLOCCHIO, S. et al. Immunity to Aspergillus
fumigatus: the basis for immunotherapy and
vaccination. Medical Mycology, v. 43, p. 181, 2005.

Carvalho LIC. Aspergillus e aspergilose — desafios no
combate da doenca. [Tese]. Porto: Universidade
Fernando Pessoa, 2013.

EMA. Cresemba: isavuconazole. European Medicines
Agency, 2020. Disponivel em:
<https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EP
AR/cresemba>. Acesso em: 19 fev. 2020.

FOOD & DRUG ADMINISTRATION. DrugTrials
Snapshots: CRESEMBA (aspergillosis). FDA, 2016.
Disponivel em: <https://www.fda.gov/drugs/drug-
approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-
cresemba-aspergillosis>. Acesso em: 19 fev. 2020.

KOSMIDIS, C. et al. The clinical spectrum of
pulmonary aspergillosis. Thorax. v. 70, p. 270-277,
2015.

MAERTENS, J.A. et al. lIsavuconazole versus
voriconazole for primary treatment of invasive mould
disease caused by Aspergillus another filamentous
fungi (SECURE): a phase 3, randomised-controlled,
non-inferiority trial. The Lancet, v. 387, p. 760, 2016.

NUCLEO DE EPIDEMIOLOGIA CLINICA E
MEDICINA BASEADA EM EVIDENCIAS.
Tratamento de InfeccBes Flngicas. Universidade
Federal da Bahia: Complexo Hospitalar Universitario
Professor Edgar Santos, p. 11-15, 2012.

PETRAITIS, V. et al. Pharmacokinetics N
Concentration-dependent efficacy of isavuconazole for
treatment of experimental invasive pulmonary
aspergillosis. Antimicrob Agents Chemother, v. 60, p.
2718, 2016.

PILANIYA, V. et al. Aspergilose pulmonar invasiva
aguda, logo apds exposicao ocupacional a agua poluida
barrenta, em individuo previamente saudavel. Jornal
Brasileiro de Pneumologia, v. 41, p. 473, 2015.

PRABHU, R.M. & PATEL, R. Mucormycosis And
entomophthoramycosis: a review of the clinical
manifestations, diagnosis and treatment. Clinical
Microbiology and Infection, v. 10, p. 31, 2004.

REVANKAR, S.G. Mucormicose (Zigomicose).
Manual MSD: versdo para profissionais de salde,
2017. Disponivel em:
https://www.msdmanuals.com/pt/profissional/doen%
C3%ATas-infecciosas/fungos/mucormicose>. Acesso
em: 19 fev. 2020.

SALES, M.P.U. Capitulo 5 - Aspergilose: do
diagnostico ao tratamento. Jornal Brasileiro de
Pneumologia, v. 35, p. 1238, 2009.

SEVERO, C.B. et al. Zigomicose. Jornal Brasileiro de
Pneumologia, v. 36, p. 134, 2010.

SILVA, P. Farmacologia: Oitava edicdo. Rio de
Janeiro: Guanabara-Koogan; 2006.

SILVA, R.S. Infecgdes
imunocomprometidos. Jornal
Pneumologia, v. 36, p. 142, 2010.

fangicas em
Brasileiro de

THOMPSON, G.R. et al. Isavuconazole Treatment of
Cryptococcosis and Dimorphic Mycoses. Clinical
Infectious Diseases, v. 63, p. 356, 2016

TOWNSEND, R.W. et al. Phase | trial to investigate
the effect renal impairment on isavuconazole
pharmacokinetics. European Journal Of Clinical
Pharmacology, v. 73, p. 669, 2017.

VILJOEN, J. et al. A phase 2, randomized, double-
blind, multicenter trial to evaluate the safety and
efficacy of three dosing regimens of isavuconazole
compared with fluconazole in patients with
uncomplicated esophageal candidiasis. Antimicrob
Agents Chemother, v. 59, p. 1671, 2015.

176


https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/cresemba
https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/cresemba
https://www.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-cresemba-aspergillosis
https://www.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-cresemba-aspergillosis
https://www.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-cresemba-aspergillosis
https://www.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-cresemba-aspergillosis
https://www.fda.gov/drugs/drug-approvals-and-databases/drug-trials-snapshots-cresemba-aspergillosis
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=SALES,+MARIA+DA+PENHA+UCHOA

N

EDITORA

PASTEUR

WARN, P.A. et al. Comparative in vivo activity of
BALA4815, the active component of the prodrug BAL
8557, in a neutropenic murine model of disseminated
Aspergillus flavus. Jornal Antimicrob Chemother, v.
58, p. 198, 2006.

YAMAZAKI, T. et al. Pharmacokinetic Interactions
Between Isavuconazole and the Drug Transporter
Substrates Atorvastatin, Digoxin, Metformin, and
Methotrexate in HealthySubjects. Clinical
Pharmacology in Drug Development, v. 6, p. 66, 2017.

177



1 Discente do Curso de Medicina da Universidade Federal do Parana.
2. Discente do Curso de Medicina da Universidade Catolica de Pelotas.

CAPITULO 19

ANALISE FUNCIONAL E
ESTRUTURAL DO FLAGELO

DE Leishmania spp:
UMA REVISAO BIBLIOGRAFICA

Palavras-chave: Parasitologia; Tripanossematideos; Flagelos

s

Il
5~ - .‘.C-rlq-
H

+
HO-H
O
WALESKA JACKOWSKI BILOUS I
AUGUSTO BOSHAMMER PIAZERA! >N H;‘CH;'C + N
RAFAEL PELISSARO? |

OH



(5

EDITORA

N\

PASTEUR

INTRODUCAO

Parasitas citenoplastideos, incluindo Trypanossoma brucei, Trypanossoma cruzi e
Leishmania spp. figuram como um enorme fardo global na satde e no desenvolvimento econémico
(BENEKE et al., 2017). Nesses parasitas, o flagelo constitui um apéndice multifuncional essencial
para sua viabilidade e sobrevivéncia (MUKHOPADHYAY & DEY, 2016). Sendo assim, 0
protozoario parasita Leishmania spp., especificamente, possui um unico flagelo, que é remodelado
durante o ciclo de vida do parasita: de um flagelo moével longo nas formas promastigotas no
flebotomineo, ele passa a constituir um apéndice imoével curto em amastigotas que residem em
fagdcitos de mamiferos (BENEKE et al., 2019).

O objetivo desse estudo foi, portanto, compilar e aprofundar os conhecimentos acerca do
flagelo nos protozoéarios de género Leishmania spp. Sendo assim, a vista do papel critico do flagelo
na interacdo parasita-hospedeiro, na motilidade, morfogénese e divisdo celular, sera possivel abrir
caminhos para a descoberta de novos alvos quimioterdpicos, além de uma possivel ferramenta
vacinal.

METODO

Idealizou-se uma pesquisa bibliografica conduzida a partir de uma revisdo de literatura,
realizada nas principais bases de dados, como SciELO, PubMed e Google Académico. Utilizou-se
os descritores MeSH (Medical Subject Headings) e seus correspondentes DeCS (Descritores em
Ciéncias da Saude): “leishmania” e “flagellum”, combinados através do operador booleano AND.
Aplicou-se os filtros de busca para artigos publicados nos ultimos cinco anos, nos idiomas inglés e
portugués, sendo selecionados artigos originais ou de revisdo. Produgdes que ndo atenderam tais
critérios de selecdo foram excluidas. Também foi realizada pesquisa por meio da “amostragem de
bola de neve” a partir das principais referéncias e rastreio de citacdes dos artigos selecionados. Dessa
maneira, foram selecionadas as 16 obras que compdem esta revisao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ciclo de vida do parasita

O agente causal da Leishmaniose é um protozoario da familia Trypanosomatidae, subordem
Trypanosomatina e do género Leishmania (REITHINGER et al., 2007). Dois estagios de vida foram
definidos para esse parasita: 0 promastigota, que ocorre no flebotomineo, e o amastigota, no
hospedeiro mamifero (SUNTER & GULL, 2017). O promastigota (flagelado) mede cerca de 12 a
20 um e é encontrado nos artropodes (dipteros), que representam o vetor que é infectado enquanto
realiza o repasto sanguineo no hospedeiro vertebrado. O promastigota permanece no intestino do
diptero onde, entre quatro a 25 dias, apresenta um segundo estagio como amastigota (ndo flagelado)
(TORRES-GUERRERO & ARENAS, 2018). Este, por sua vez, € um parasita intracelular
obrigatério que mede de 2,5 a 3,5 um e esta localizado nas células fagociticas do hospedeiro. A
fémea Phlebotomus infectada (hemat6faga), ao picar o animal infectado, absorve as formas
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amastigotas do sangue do reservatdrio (SUNTER & GULL, 2017). Como se pode verificar na Figura
19.1, no intestino do inseto o parasita comega um processo de transformacéo: os amastigotas mudam
para promastigotas pro-ciclicos, que se tornam promastigotas nectomonas, escapando da matriz
peritrofica e se fixando as microvilosidades no intestino médio antes de se moverem para o intestino
medio toracico e a valvula estomodeal, onde se diferenciam em promastigotas leptomonadais. Aqui,
0s promastigotas leptomonadicos se diferenciam em promastigotas haptomonadicos, que se fixam
na valvula estomodeal, ou promastigotas metaciclicos. Este ultimo tem a capacidade infecciosa e,
ao picar um animal saudavel, é inoculado pelo vetor, que regurgita tais promastigotas (GLUENZ et
al., 2010a).

Figura 19.1. Imagem do ciclo de vida da Leishmania
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Legenda: Esquema das morfologias de promastigotas e amastigotas e do ciclo de vida da Leishmania. A: Morfologias
promastigota e amastigota alinhadas ao longo do eixo anteroposterior; B: Desenho da atual compreensdo do ciclo da
vida da Leishmania. Fonte: SUNTER & GULL, 2017.

O flagelo

Na arquitetura celular do parasita, anteriormente ao nucleo, estd o cinetoplasto, massa de
DNA mitocondrial concatenado que esta diretamente ligado ao corpo basal, do qual se estende o
flagelo (WHEELER et al., 2016). Na base do flagelo h4 uma invaginacdo da membrana celular
formando uma estrutura semelhante a um vaso, chamada de bolsa flagelar, que é importante nesses
parasitas pois é o Unico local de endocitose e exocitose e, portanto, uma interface critica entre o
parasita e seu ambiente hospedeiro (LACOMBLE et al., 2009). Assim, a fim de infectar as células
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hospedeiras de mamiferos, um dominio diferenciado de membrana na ponta do flagelo colide com
0 macréfago, iniciando uma série de eventos de sinalizagdo levando a captacdo e diferenciacdo bem-
sucedida do parasita (VARGA et al, 2017). O movimento continuo do flagelo dentro do macréfago
resulta em dano a membrana plasmatica e falta de integridade, o que promove exocitose lisossomal,
podendo alterar a composi¢do do vacuolo parasitéforo, aumentando assim as chances de infeccdo
do parasita (FORESTIER et al., 2011). Dessa maneira, uma vez dentro da célula, o promastigota se
diferencia no amastigota.

A diferenca mais marcante entre essas duas formas, como observado na Figura 19.2, é a
mudanca de um flagelo mével longo com um axonema 9 + 2, apresentando uma estrutura
paraflagelar rudimentar, para um flagelo ndo-movel curto com um arranjo de axonema 9 + 0, sem
estrutura paraflagelar, respectivamente (WHEELER et al., 2015). Estudos que detalharam esse
aspecto especifico de diferenciacdo mostraram que essa mudanca se da ou por (i) desmontagem do
flagelo longo existente e remocao do seu par central e, portanto, colapsando-o em um axonema curto
de 9v, ou (ii) montagem de um novo flagelo curso em um par central e exibindo um axonema de 9v
(WHEELER et al., 2015).

Figura 19.2. Imagem da estrutura do flagelo de Leishmania em promastigota e amastigota
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Legenda: Micrografias eletronicas mostram a diferenca no comprimento do flagelo entre L. mexicana promastigota,
em A, e amastigota axénica, em B, na qual apenas a ponta curta do flagelo do amastigota é exposta ao ambiente (ponta
da seta). As diferencas entre a arquitetura do axonema no promastigota e no amastigota sdo claramente visiveis em
micrografias eletrénicas de transmissdo de sec¢Bes transversais do flagelo (C e, respectivamente). As caracteristicas
estruturais proeminentes do flagelo promastigota em C incluem o axonema "9 + 2", com bragos dineinicos internos e
externos associados, e o paraflagellar rod (PRF) (mostrado em forma de desenho em D). Em contraste, o axonema do
amastigota em E consiste em nove duplas de microtibulos e ndo h4 PRF. Fonte: GLUENZ et al., 2010b.

Logo, visto que existem exemplos de organismos que sdo capazes de perder completamente
seu flagelo durante seu ciclo de vida, a presenca continua de flagelos em amastigotas sugere que ele
apresenta uma funcdo importante para o parasita dentro do macrofago (WHEELER et al., 2015). A
funcdo mais comumente postulada para este flagelo é um papel sensorial, potencialmente sentindo
a “satide” do macrofago e avaliando a possibilidade de infecgdo (TORRES-GUERRERO et al.,
2017). A fungdo do flagelo do promastigota no flebotomineo, por sua vez, é bem esclarecida e
consiste na (i) motilidade para escapar da matriz peritrofica e migrar para o intestino anterior, (ii)
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fixacdo as microvilosidades do intestino médio e valvula estomodeal e (iii) funcbes sensoriais
(SUNTER & GULL, 2017). Em relacdo a sua funcdo de motilidade, o flagelo de tripanossomatideos
como a Leishmania é incomum, pois gera ondas flagelares que se propagam proximamente da ponta
(ponta a base) que puxa a célula para frente. Estas ondas sdo interrompidas por ondas abruptas de
propagagao distal “semelhante a cilios” (base a ponta), permitindo que a célula mude de direcdo em
resposta a um obstaculo (MUKHOPADHYAY & DEY, 2016).

Regulacéo da expressao génica

Em muitos sistemas eucarioticos, a expressao dos genes necessarios para a montagem de
cilios e flagelos é regulada em um nivel transcricional. No entanto, em tripanossomatideos, a
expressdo génica é predominantemente regulada em nivel pés-transcricional: todo o genoma é
transcrito constitutivamente com processamento, estabilidade e eficiéncia da traducdo de RNA
mensageiro (RNAm), ditando a abundancia do estado estavel de RNAm e a expressdo de proteinas
(GLUENZ et al., 2010Db). Dessa forma, tendo em vista que a montagem do flagelo de Leishmania
requer uma quantidade significativa de genes (estudos protedbmicos em T. brucei identificaram
centenas de proteinas de flagelo), pode-se afirmar que diversos mecanismos contribuem para a
expressao das proteinas de flagelo (PORTMAN et al., 2009; BROADHEAD et al., 2006).

CONCLUSAO

As dramaticas remodelacdes da forma celular durante as transi¢cdes do ciclo de vida tornam
0 Leishmania um organismo interessante para se estudar 0os mecanismos que regulam o
comprimento do flagelo, determinam a estrutura do axonema, controlam a elaboracgéo das estruturas
extra-axonemais e a diversidade funcional dos flagelos. Além disso, a Leishmania tem sido um
modelo excelente para estudos de interacdo parasita-hospedeiro. Muita coisa permanece
desconhecida acerca do real papel do flagelo a nivel celular, mas descobertas recentes sugerem que
ele apresenta funcGes muito importantes na relacdo parasita-hospedeiro e na prépria biologia do
protozoario. Logo, embora os flagelos tenham sido extensivamente estudados como organelas de
motilidade, com foco em estruturas internas como o0 axonema, pesquisas mais recentes iluminaram
o papel flagelar em uma variedade de processos bioldgicos.

Dessa maneira, protistas parasitas da ordem Kinetoplastida fornecem um paradigma para
investigar o papel dos flagelos nas interagdes hospedeiro-microbio e ilustram que essa interface
entre flagelo e hospedeiro é fundamental. Sendo assim, € possivel perceber, dentro desse cenario,
que a parasitologia molecular estd mudando de uma descri¢do de livro de parasitologia do século
XX para uma compreensdo mais moderna da biologia celular do século XXI acerca dos mecanismos
celulares que permitem ao parasito sobreviver e prosperar.
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INTRODUCAO

A utilizagdo de produtos naturais pelo ser humano para o tratamento de doencas remete ao
periodo pré-histérico. O homem pré-historico foi capaz de perceber o valor curativo, assim como o
toxico, das plantas através da observacao do comportamento dos animais (ALVES & SILVA, 2003).
Desde entéo, a utilizagdo das plantas medicinais acompanha o desenvolvimento das civilizagdes
Oriental e Ocidental. O desenvolvimento da Medicina Tradicional Chinesa contribuiu amplamente
na compreensao das propriedades terapéuticas das plantas, assim como, nos mecanismos de seus
principios ativos (VIEGAS JR et al., 2006). Ao redor do mundo, a medicina tradicional continua
sendo de grande importancia. Segundo a OMS, em paises em desenvolvimento, esta consiste em
uma forma de tratamento acessivel para a maior parte da populacdo (AGRA et al., 2008).

No Brasil, a utilizacdo de ervas medicinais € um costume amplamente utilizado
principalmente pelas comunidades rurais. Tal costume é uma heranga tracada pela histéria do pais,
onde o conhecimento tradicional indigena de utilizacdo de plantas para fins medicinalis, estéticos e
religiosos foi mesclado as tradi¢Oes trazidas pelos colonizadores europeus e populacéo africana.
Esse conhecimento é de valiosa importancia para as mais diversas pesquisas na area de produtos
naturais, sendo o ponto de partida para a descoberta das atividades biolégicas dos compostos
presentes nas plantas, assim como, para o isolamento e elucidacao estrutural de tais compostos (P10,
et al., 2019; VIEGAS JR et al., 2006).

A subarea da quimica organica que se dedica ao estudo de substancias provenientes de
plantas, microorganismos e animais marinhos é chamada de quimica de produtos naturais.
Historicamente, um marco importante na busca pela utilizacdo de produtos naturais na sua forma
pura foi o isolamento da morfina, constituinte majoritario do 6pio, em 1804, por Armand Séquin,
na Franca. Sendo seguido em 1820, por Pelletier e Caventou, que isolaram a quinina, composto
antimalarico, a partir de espécies de Cinchona. A partir de entdo diversos compostos de importancia
farmacoldgica foram isolados de plantas. Entretanto, as substancias naturais também podem ser
utilizadas no processo de desenvolvimento de farmacos sintéticos. O principal marco foi a sintese
do &cido acetilsalicilico a partir do &cido salicilico extraido da espécie Salix alba (VIEGAS JR et
al., 2006).

E conhecido que as comunidades pertencentes ao nordeste brasileiro, possuem uma vasta
utilizacdo de produtos naturais. Em estudo realizado por Agra et al., na regido Nordeste, foram
encontradas 650 espécies, 407 géneros e 111 familias conhecidas pelos seus usos medicinais.
Entretanto, a maior parte dessas espécies nunca foram estudadas, demonstrando uma vasta fonte de
novas moléculas bioativas a serem descobertas (AGRA et al., 2008). Uma das espécies catalogadas
no estudo supracitado € a Eplingiella fruticosa (HARLEY & PASTORE), pertencente a familia
Lamiaceae. Sendo conhecida no estado de Sergipe como alecrim do campo ou alecrim de vaqueiro,
possui um uso popular bastante vasto, sendo a infusdo de suas folhas utilizadas pelas atividades
analgésica, anti-inflamatdria e anticonvulsivante (FRANCO et al, 2011). Entretanto, estudos
relacionados a composi¢ao quimica desta espécie sao escassos.

Diante do exposto, o estudo tem como 0 objetivo a elucidacdo da composi¢do quimica das
folhas de Eplingiella fruticosa pertencente a flora sergipana, de forma a contribuir na classificagdo
guimiotaxondmica da mesma e na descoberta de novas moléculas bioativas.
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METODO
Estudo Fitoquimico
I. Material

Folhas de Eplingiella fruticosa foram coletadas em 25/09/2017 no povoado Feijéo,
municipio de S8o Cristdvao, Sergipe (lat: -11.014722 long: -37.206389 WGS84 Altitude: 47m). A
espécie foi identificada pela Profa. Dra. Marla Ibrahim Uehbe de Oliveira, botanica do
Departamento de Biologia, Universidade Federal de Sergipe (DBI-UFS). Uma amostra voucher foi
depositada no Herbario do DBI-UFS sob o nimero de registro ASE 39138. A espécie foi cadastrada
no SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional
Associado), sob o numero de cadastro A7TEOEEF.

Il.  Preparacgéo do extrato

As folhas foram secas a temperatura ambiente e trituradas em um moinho mecanico de facas
tipo Willey, obtendo-se o po seco (1,8 kg), o qual foi sujeito a extragdo por maceragdo com etanol
99,8% (7 litros) por um periodo de 72h, repetindo-se o ciclo 5 vezes. A solugédo extrativa obtida foi
filtrada e concentrada em rotaevaporador, sob pressdo reduzida, a uma temperatura média de 40 °C,
obtendo-se o extrato bruto.

IIl.  Fracionamento do extrato etandlico bruto das folhas de Eplingiella fruticosa

O extrato etandlico bruto foi suspenso em uma solucdo de Metanol/Agua (7:3, V/v) e
homogeneizado sob agitacdo mecanica a solubilizacdo. A respectiva solugdo hidroetandlica foi
submetida a uma particdo liquido/liquido, em um funil de separacdo, sob agitacdo mecanica,
utilizando solventes de polaridades crescentes, hexano, cloroformio e acetato de etila,
respectivamente, obtendo-se as fases: hexanica, cloroférmica e acetato de etila (Figura 20.1.
Fluoxograma referente a obtencédo do extrato etandlico bruto e seu fracionamento, logo abaixo deste
paragrafo). As solucdes obtidas nos processos de particdo foram tratadas com sulfato de sédio anidro
(Na2S0Og) e filtradas. ApOs esse processo, 0s solventes foram concentrados em rotaevaporador sob
pressdo reduzida a uma temperatura média de 40 °C.

186



EDITORA

PASTEUR
Y

Figura 20.1. Fluxograma referente a obtencdo do extrato etandlico bruto e seu fracionamento
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IV.  Fracionamento em coluna cromatogréfica de silica-gel

As fases cloroférmica e acetato de etila foram submetidas a Cromatografia em Coluna. Para
isso utilizou-se como fase estacionaria silica gel (ART 7734 da MERCK de particulas com
dimensdes entre 0,063 — 0,200 mm e 70 — 230 mesh). As amostras foram acondicionadas sobre o
topo da coluna, procedendo-se entdo a eluicdo com os solventes comerciais hexano, AcoEt e MeOH
puros ou em misturas binarias obtendo-se 77 frac@es da fase cloroformica (Tabela 20.1) e 72 da fase
acetato de etila (Tabela 2), elas foram analisadas em cromatografia de camada delgada analitica
(CCDA) e reunidas de acordo com os seus respectivos fatores de retencdo (R.f).

Tabela 20.1. Fracdes da fase cloroformica obtidas pela mistura binaria de Hexano/AcoEt

Hexano/ AcoEt Fracoes Hexano/ AcoEt Fracoes
100% / 0% 1-2 70% / 30% 37-41
99% / 1% 3-5 65% / 35% 42 - 46
97% / 3% 6-10 50% / 50% 50 - 52
95% / 5% 11-15 40% / 60% 53 - 56
90% / 10% 16 - 22 30% / 70% 57 - 60
85% / 15% 23-29 20% / 80% 61 - 65
80% / 20% 30-31 10% / 90% 66 - 68
75% / 25% 32-36 0% / 100% 69-71
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Tabela 20.2. FracGes da fase cloroférmica obtidas pela mistura binaria AcoEt/MeOH

AcoEt / MeOH Fragdes
100% / 0% 69 - 71
90% / 10% 72-74
80% / 20% 75-77

Tabela 20.3. FracGes da fase acetato de etila obtidas pela mistura binaria de Hexano/AcoEt

Hexano / AcoEt Fracdes Hexano / AcoEt Fracdes
100% / 0% 1-2 60% / 40% 33-35
97% / 3% 3-5 55% / 45% 36 - 39
95% / 5% 6-9 50% / 50% 40 - 42
90% / 10% 10-14 40% / 60% 43 - 46
85% / 15% 15-17 30% / 70% 47 - 49
80% / 20% 18-21 20% / 80% 50 - 52
75% / 25% 22-24 10% / 90% 53 -55
70% / 30% 25-28 0% / 100% 56 - 58
65% / 35% 39 - 32

Tabela 20.4. Fragdes da fase acetato de etila obtidas pela mistura binaria AcoEt/MeOH

AcoEt / MeOH Fracoes
100% / 0% 56 - 58
90% / 10% 59 - 62
80% / 20% 63 - 67
75% / 25% 68-72

Métodos Espectroscopicos
Métodos Cromatograficos

A CCDA foi empregada para analise e purificacdo das fracdes obtidas por CC. Para isto,
foram usadas placas de vidro (10,0 x 20,0 cm e 20,0 x 20,0 cm) preparadas com uma suspenséo de
silica gel PF2s4 (ART 7749 da MERCK) em &gua destilada (1:2 m/v) distribuida sobre a placa de
vidro com ajuda de um espalhador mecéanico tipo quick fit, seguindo técnica descrita por Matos
(1997). As cromatoplacas obtidas foram secas ao ar livre e ativadas em estufa 100,0 °C durante duas
horas.

A revelacdo das substancias em CCDA foi executada pela exposicdo das placas
cromatogréficas a lampada de radiacdo ultravioleta (UV) sob dois comprimentos de onda, 254 e 365
nm, em aparelho MINERALIGHT (modelo UVGL-58).

Por CCDA, as fragdes eram reunidas a partir da observacdo de fatores de retencdo (Ry)
semelhantes. O grau de pureza foi determinado quando observada apenas uma mancha apos a
revelacdo da cromatoplaca.
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Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foram registrados em
espectrometros VARIAN modelo System operando a 500 MHz para hidrogénio (*H). O solvente
utilizado para dissolver as amostras foi cloroférmio deuterado (CDCls). Os descolamentos quimicos
(6) foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As
multiplicidades dos sinais em RMN *H foram indicadas segundo a convencdo: s (simpleto), sl
(simpleto largo), d (dupleto), dd (duplodupleto) e m (multipleto).

RESULTADOS E DISCUSSAO

No espectro de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio da fracdo 5 da fase acetato de
etila, (Figura 20.2. Espectro de RMN -'H da fracéo 5 da fase acetato de etila em CDCls, logo abaixo
do dltimo parédgrafo) foi possivel observar sinais caracteristicos de esqueleto da classe dos
flavonoides que se confirma com a expansdo (Figura 20.3. Expansdo do espectro de RMN -!H da
fracdo 5 da fase acetato de etila em CDCls na regido de 7,4 a 7,7 ppm e estrutura quimica basica dos
flavonoides, logo abaixo da Figura 20.2) na regido, 7,4 a 7,7 ppm. Ja no espectro de RMN-'H das
fracOes 34-35 da fase cloroférmica (Figura 20.4. Espectro de RMN — H das fragGes 34-35 da fase
cloroformica em CDCls, logo abaixo da Figura 20.3) foi possivel observar sinais caracteristicos de
esqueleto triterpénico gque se confirma com um envelope de sinais de expansdo em 0,5 a 1,45 ppm
(Figura 20.5. Expanséo do espectro de RMN -1H das frag6es 34-35 da fase cloroformica em CDCI3
na regido de 0,5 a 1,45 ppm e estrutura quimica béasica dos triterpenos, logo abaixo da Figura 20.4).

As classes de compostos encontradas nesse estudo estdo de acordo com o descrito na
literatura para a mesma espécie. Onde, além de flavonoides em geral e triterpenos, sdo descritos
fendis em geral, flavonas, flavononois, taninos, saponinas, esteroides e xantonas (LIMA et al.,
2012). Assim como, a deteccdo de flavonoide na fase AcoEt é justificada devido a presenca de
quantidades significativas de compostos de carater polar, tais como: flavonas, flavononois, fenois,
saponinas e xantonas na respectiva fase (ANDRADE et al., 2010).

A deteccdo de triterpeno na fase cloroférmica esta em consonancia com a presenca bem
descrita de terpenoides na espécie. Os dois compostos ja isolados a partir do extrato metanolico das
raizes de E. fruticosa sdo, ambos, terpenoides: um diterpeno quinona, 14-Metoxitaxodiona
(MARLETTI et al., 1976) e um outro diterpeno denominado "Hyptol" (DELLE-MONACHE et al.,
1977).
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Figura 20.3. Expansdo do espectro de RMN -'H da fragdo 5 da fase acetato de etila em CDCl; na
regido de 7,4 a 7,7 ppm e estrutura quimica basica dos flavonoides
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Figura 20.4. Espectro de RMN — tH das fragGes 34-35 da fase cloroférmica em CDCl;
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Figura 20.5. Expanséo do espectro de RMN -1H das fracGes 34-35 da fase cloroférmica em CDCI3
na regido de 0,5 a 1,45 ppm e estrutura quimica basica dos triterpenos
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CONCLUSAO

A partir da analise em Cromatografia em Camada Delgada Analitica das fracdes obtidas por
Cromatografia em Coluna das fases cloroformica e acetato de etila, p6de-se observar a partir do R.f.
obtidos, um maior nivel de pureza nas fracGes 34-35 da fase cloroformica e fracdo 5 da fase acetato
de etila. Ao analisar os espectros de RMN - *H das mesmas, detectou-se na fracdo 5 da fase AcoEt
a presenca de composto da classe dos flavonoides, ja nas fragdes 34-35 da fase CHCIs evidenciou-
se a presenca de moléculas do grupo dos triterpenos.

A presenca dessas duas classes de compostos na espéecie estudada promove um
direcionamento para futuros estudos farmacologicos in vivo ou in vitro utilizando o extrato etanélico
bruto, fases, fracdes e compostos isolados. Além disso, fica-se a perspectiva para o prosseguimento
do trabalho de isolamento e identificacdo dos constituintes quimicos presentes na espécie, de forma
a contribuir para a sua classificacdo quimiotaxonémica.
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INTRODUCAO

Durante a segunda metade do século XX, a ciéncia e a pratica farmacéutica foram
amplamente moldadas pelos avangos da quimica e da biologia, que levaram a descoberta de novas
tecnologias para o desenvolvimento de medicamentos inovadores, seguros e eficazes (SEPODES,
2019). No inicio do século XXI, foi descoberto um grande namero de novos medicamentos como
0s agentes que atuam seletivamente em tecidos ou locais individuais dentro das células, obtendo
assim, relevantes beneficios na seguranca e eficacia (GUIDO et al., 2010).

Estes avancos se deram gragas as implantagoes da engenharia genética e das tecnologias
relacionadas que promoveram o desenvolvimento de uma gama de medicamentos
biotecnologicamente modernos, denominados biofarmacéuticos ou medicamentos baseados em
biotecnologia. Os produtos baseados em biotecnologia sao vistos como inovadores quando contém
novas porgoes ativas e se oferecem opgoes de tratamento adicionais aos pacientes (AGHMIUNI et
al., 2019).

Segundo Guido et al. (2010) na aplicagao das estratégias de planejamento de farmacos, os
estudos dos processos evolutivos de reconhecimento molecular em sistemas biologicos assumem
grande importancia, pois constituem as bases fundamentais para o entendimento de propriedades
como poténcia, afinidade e seletividade. Diante desse complexo paradigma, as ferramentas
biotecnologicas associadas aos métodos de quimica medicinal ganham papel destacado no
desenvolvimento e aprimoramento das propriedades de moléculas bioativas (SEPODES, 2019).

Uma das estratégias utilizadas € a utilizacao de estabilizadores, como as ciclodextrinas
(CDs). Elas sdo compostos ciclicos nao toxicos, frequentemente usados em industrias de alimentos
e, particularmente, no desenvolvimento de produtos farmacéuticos, devido suas propriedades
complexantes, as quais promovem incremento na solubilidade de farmacos poucos solaveis (LYRA
et al., 2010).

Conforme citado acima, as CDs tém sido amplamente utilizadas no desenvolvimento de
novas formas farmacéuticas, uma vez que promove o melhoramento da farmacocinética de
principios ativos e conduz a respostas mais eficazes. Devido a importancia das CDs, o objetivo deste
estudo é descrever o desenvolvimento e aplicacdo das CDs no desenvolvimento de novos
medicamentos.

METODO

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura, exploratoria, descritiva, de carater
qualitativo. Este estudo utilizou artigos originais publicados em periddicos indexados nas bases de
dados on-line: Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS), PubMed
e Scientific Electronic Library Online (SciELO). Foram utilizados como descritores de busca:
“biotecnologia”, “ciclodextrina”, “bioprodutos” e “toxicidade”, de forma individual ou combinada,
associadas ao afixo — and, escritos em inglés e portugués.

A selecdo dos estudos foi realizada com base na leitura dos textos para averiguacdo de
adequacdo com a tematica. Contemplaram como critérios de inclusdo: artigos originais, relatos de

experiéncias ou estudos de casos que abordassem a caracterizagdo das CDs, seus subtipos, a
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toxicidade dos mesmos, assim como o processo de inclusdo ocasionado pela sua aplicabilidade da
efetividade de novos bioprodutos, sendo exclusos trabalhos que cuja temética ndo se enquadrasse a
proposta, bem como boletins informativos, cartas, dissertacdes, tese e resumos de congressos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

As CDs sao oligossacarideos ciclicos soluveis em agua com um nucleo lipofilico, obtidas a
partir de fontes renovaveis, como o amido. Seus subtipos naturais mais importantes sao a alfa (a-
CD), beta (f-CD) e gama (y-CD) CDs, compostos de seis, sete e oito unidades de D-(+)-
glicopiranose, respectivamente, unidos por ligagoes a-1,4 (Figura 21.1). Estes compostos possuem
em sua estrutura grupos hidroxila (-OH) primarios e secundarios com um exterior hidrofilico e uma
cavidade interna hidrofobica. Isto permite que as CDs se complexem com moléculas que apresentem
dimensdes compativeis, aumentando suas hidrossolubilidades, estabilidade e biodisponibilidade
(VENTURINI et al., 2008).

Para a aplicabilidade das CDs na producao de novos bioprodutos, deve-se considerar, dentre
os desafios apresentados, os fatores fisico-quimicos envolvidos na estruturagdo quimica dos
medicamentos, tais como temperatura, solubilidade e peso molecular, bem como a individualidade
biologica de cada paciente, que quando incompativeis, dificultam e/ou limitam a interagao
farmacocinética e farmacodinamica dos mesmos (LYRA et al., 2010).

Figura 21.1. Caracterizacéo estrutural da a-CD, S-CD e y-CD, respectivamente
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Fonte: Adaptado de VENTURINI et al., 2008.

Para que o farmaco se ligue ao seu sitio de ac¢ao e consiga ativa-lo, desencadeando seu efeito
sobre o organismo, este precisa ser administrado, absorvido, biodisponibilizado e distribuido.
Estudos mostram que a grande parcela dos medicamentos utilizados no controle ou tratamento de
diversas patologias sao administrados, prioritariamente, pela via oral, o que dificulta sua atividade,
uma vez que esta via ¢ lenta e passa por barreiras celulares, podendo ainda o farmaco nao ser
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carreado dada a sua lipossolubilidade, ou ainda inativado pela inibigdo gastrica ou ainda pelo
metabolismo hepatico, denominado de metabolismo de primeira passagem (ABDELHALIM et al.,
2019).

Dentre as classes de bioprodutos amplamente empregado na terapéutica de diversas
patologias séo os terpenos. Segundo Silva et al., (2017) a baixa lipossolubilidade de medicamentos
como terpenos tem levado empresas farmacéuticas e grupos de pesquisa a buscar alternativas viaveis
para melhorar sua solubilidade, taxas de dissolucao e biodisponibilidade. Assim, novos sistemas
terapéuticos surgiram da necessidade de minimizar os problemas que se prendem com a
administracao das formas farmacéuticas tradicionais, com a finalidade de modelar a cinética de
liberagdo, melhorar a absorgdo, aumentar a estabilidade do farmaco ou vetoriza-lo para uma
determinada populagao celular. Uma das opcdes de carreadores amplamente empregada séo as CDs.

Aproximadamente ha 117 anos, foram descobertas as primeiras CDs por Villiers (1891), por
meio do isolamento de um grupo de oligossacarideos nao redutores a partir da agdo do Bacillus
macerans num meio rico em amilose (VENTURINI et al., 2008), sendo sua estrutura,
posteriormente, elucidada por Schardiger, mostrando que eram oligossacarideos ciclicos contendo
6 a 12 unidades de glicose ligadas entre si por ligagoes a-1,4 (VILLIERS, 1891).

A estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas e habilidades em formar complexos de
inclusao foram confirmadas em 1953 por Freudenberg, Cramer e Plieninger, os quais obtiveram a
primeira patente de uma formulag¢ao contendo CD. Os autores descrevem os principais beneficios
da utilizagao de CDs como carreadores de farmacos, dentre os quais podemos destacar o aumento
da solubilidade aquosa do composto complexado efeito protetor a oxidagao e redugio ou perda da
volatilidade (LYRA et al., 2010).

As CDs também conhecidas como cicloamiloses, cicloglucanos ou dextrinas de Schardinger,
sdao oligossacaridos ciclicos, isto ¢, sintetizados a partir da unido de monomeros de glicose
(glicopiranose) e formam uma familia de cadeia fechada, oligossacarideos. Eles sdo constituidos
por namero variavel de unidades de glicose, que se obtém por a¢dao da enzima ciclodextrina-a-
glicosil-transferase (CGTase), sobre 0 amido. Possuem capacidade de formar complexo de inclusao
com uma variedade de moléculas organicas, inorganicas, biologicas e farmacéuticas. Esses
complexos podem vincular farmacos hidrofobicos dentro de sua cavidade lipofilica e, assim, reduzir
sua volatilidade e toxicidade, aumentar a estabilidade e a solubilidade em agua, controlar a
biodisponibilidade e mascarar caracteristicas organolépticas, modificagdo no odor e sabor, até a
redugdo na taxa de hemolise dos farmacos (VILLIERS, 1891).

A capacidade de inclusao das substancias biologicamente ativas ¢ dada em razao da sua
estrutura, nos quais todos os grupos hidroxidos secundarios estao voltados para a cavidade, enquanto
que os grupos hidroxidos primarios estao situados no lado externo, sendo estes mais estreitos, o que
permite que a CD obtenha uma forma cilindrica conica. Os pares de elétrons ndo ligantes do
oxigénio, ligado ao carbono anomérico, estao direcionados para dentro da cavidade produzindo uma
alta densidade eletronica e dando caracteristicas de base de Lewis a cavidade (STAPPAERTS et al.,
2017) (Figura 21.2).
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Figura 21.2. Representacdo da estrutura das ciclodextrinas, com seus respectivos grupos hidroxidos
primarios e secundarios

Fonte: Adaptado de STAPPAERTS et al., 2017.

A presenca da estrutura espacial conica e a orienta¢do dos grupos hidroxilicos para o exterior
atribuem as CDs propriedades fisico-quimicas tnicas, sendo capazes de solubilizar-se em meio
aquoso e ao mesmo tempo encapsular no interior da sua cavidade moléculas hidrofébicas. Essas
caracteristicas conferem as CDs uma consolida¢do em sistemas farmacéuticos, melhorando a
biodisponibilidade, estabilidade e seguranca através da formacao de complexos de inclusao
reversiveis em agua (ANNIBALDI et al., 2019).

Apesar de todos os beneficios descritos, devido ao baixo grau de pureza e elevados custos
de produgao, as CDs eram produzidas em quantidades muito pequenas até 1970, inviabilizando sua
aplicacdo industrial (SALTAO & VEIGA, 2001). Avancos biotecnolégicos na descoberta da
sequéncia e clonagem da maioria dos genes das CGTase ocorridos apos esta data, disponibilizaram
essas enzimas a reduzido custo, promovendo um dramatico aumento na produgao das CDs com
maior rendimento naturais (a-CD, S-CD e y-CD), conhecidas como naturais, que contribuem para a
produ¢ido de CDs em larga escala e alta pureza (LOFTSSON & MESSON, 2001).

A obtengdo das CDs naturais segue o método com etapas eficientes: Cultivo do
microrganismo produtor da CGTase; separagao e purificacao da enzima; degradagao enzimatica do
amido em mistura de dextrinas; separacio, purificacio e cristalizagio das CDs (SALTAO &VEIGA,
2001).

Foram os japoneses 0s primeiros a utilizarem as CDs, na adigdo em gomas de mascar,
bebidas e doces, causando uma liberagao gradual do aroma (ANDREAUS et al., 2010). Atualmente,
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as CDs podem ser encontradas em mais de 35 medicamentos disponiveis comercialmente, incluindo
comprimidos, solugdes parenterais, colirios, pomadas e supositorios, produzidos por meétodos
robustos e de baixo custo (LOFTSSON & BREWSTER, 2012).

As CDs apresentam cavidade hidrofobica de dimensoes médias (1,5 nm x 0,7 nm x 0,8 nm)
e superficie hidrofilica, devido a presenca de grupos hidroxila. Esta estrutura permite a formagao de
complexos de inclusao estaveis, com grande diversidade de substancias organicas, sais e halogénios,
além de formar complexos com substancias de massa molecular tipica de 80 a 250 Daltons
(ANNIBALDI et al., 2019).

O numero de unidades de glicose determina a dimensiao e o tamanho da cavidade, logo,
segundo os seus respectivos tamanhos, as moléculas complexadas sao encapsuladas de maneira total
ou parcial, cabendo a CD o papel de molécula “hospedeira” ou receptora. Em solugido aquosa, a
cavidade fracamente apolar da CD ¢ ocupada por moléculas de agua que podem ser facilmente
substituidas por moléculas “héspedes”, menos polares que a agua (STAPPAERTS et al., 2017).

Dentre os subtipos de CDs, destaca-se a #-CD. Ela possui maior aplica¢ao industrial em
formulagdes farmacéuticas devido ao tamanho favoravel de sua cavidade, produgao facil e baixo
custo, o que viabiliza a complexagao de varias classes de farmacos em grande escala (QUINTANS-
JUNIOR et al., 2013).

Apesar dos beneficios promovidos pelos novos excipientes, para a sua aplicabilidade
terapéutica é importante ressaltar pontos importantes da farmacologia como a toxicidade. Bellinger
et al., (1995) realizaram estudos sobre a toxicidade da CDs em ratos e cachorros, durante 52
semanas. Os resultados indicaram efeito nao toxico ao nivel de 12.500 ppm em ratos (equivalente a
654 ou 864 mg/Kg/dia para machos e fémeas, respectivamente) e 50.000 ppm em cachorros
(equivalente a 1831 ou 1967 mg/Kg/dia para machos e fémeas, respectivamente).

Jun et al., (2007) investigaram a toxicidade da #-CD em ratos F344. Altas dosagens foram
testadas (2016 mg/Kg/dia para machos e 2344 mg/Kg/dia para fémeas). Estes valores representam
340-400 vezes a quantidade que uma pessoa ingere como aditivo ou como medicamento
diariamente. Nenhum potencial carcinogénico foi observado quando administradas altas doses deste
macrociclico na dieta de ratos F344, durante 104 semanas. A S-CD foi considerada como substancia
nao toxica pelo Instituto Nacional de Nutricao de Budapest, desta forma, ndo demonstra risco de
toxicidade quando administrado por via oral (GUEDES, 2008).

No entanto, apesar da boa aplicabilidade farmacéutica, as B-CD apresentam solubilidade
aquosa limitada, especialmente quando administrada pela via parenteral, nao passando de 1% da
dose absorvida, no qual a formagao de complexos com compostos lipofilicos geralmente resulta em
precipitacdo dos complexos solidos, com isso, uma vez que sua solubilidade ¢ baixa pode levar a
uma precipitagdo de microcristais nos rins, podendo causar nefrotoxicidade, impedindo a filtragao
glomerular ou ainda causar hemolise de eritrocitos humanos, como descreveram Bekers et al.,
(1991). Em contrapartida, as administragdes intravenosas de CDs sao rapidamente eliminadas da
circulagao, de forma intacta, através dos rins (STELLA & HE, 2008).

Como forma de solucionar esses efeitos adversos, modificacdes foram feitas na estrutura
quimica das 3-CD, originando derivados mais solaveis como a 2-hidroxipropil-p-ciclodextrina, o
2,6-dimetil-B-ciclodextrina e o sulfobutiléter de B-ciclodextrina (ANNIBALDI et al., 2019).
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Hedges (1998) descreve como os complexos de inclusao podem ser obtidos: (1) co-
precipitacao, onde se adiciona 0 hospede numa solugao concentrada de CD e de acordo com a
temperatura e concentragdo da solugdo ocorre precipitagdo do complexo; (2) formagao de pasta,
onde a CD ¢ misturada a uma pequena quantidade de agua, a substancia a ser encapsulada é
adicionada, e a pasta é colocada num misturador; (3) mistura fisica, a CD e 0 hospede sao misturados
sem adicao de solvente, esse método ¢ indicado somente para substancias oleosas ou liquidas a
temperatura ambiente; (4) por secagem, a mistura de complexo ¢ agitada num solvente adequado e
depois seca através de spray drying ou freeze drying.

De forma complementar, Quintans-Junior et al., (2013) descreveram a metodologia de
inclusao do farnesol a /-CD. Os autores discorrem gque 0 processo ocorre por meio de uma mistura
fisica (MF), co-evaporagao (CE) e liofilizagdao (LIOF). A amostra ¢ preparada a partir da MF de
222,37 mg de farnesol junto a 1135 mg de f-CD, com uma razao molar de 1:1 (Figura 21.3), com
base no peso molecular dos constituintes da formulagio, depois pulverizado sob agitagao manual.
A complexagao da pasta por CE ¢ realizada pela adi¢ao de agua (2 mL) a um copo contendo uma
quantidade de MF, sob agitagao manual constante, seguida da agitacao magnética por 36 h na
mesma propor¢ao de amostra 1: 1 (molar), com 20 mL de agua destilada. O material entido é seco a
temperatura ambiente (em um dessecador) até a formagao de um filme de vidro, que é removido por
trituragdo manual e armazenado em recipiente de vidro hermético (SILVA et al., 2017).

A amostra obtida por LIOF seguiu procedimento inicial similar ao da CE. Apoés 36h de
agitagdo, a amostra foi congelada por 24 h e em seguida liofilizada a -50°C.

Figura 21.3. Complexo de farnesol com B-ciclodextrina na proporgao de 1:1

+ e Z " o
— - = 2
— I
B - ciclodextrina Farnesol M
\ 4
===
Complexo 1:1
Farnesol/BCD

Fonte: Adaptado de HEDGES, 1998.

CONCLUSAO

Dentro da ciéncia farmacéutica as CDs destacam-se por sua ampla capacidade de adaptar-se
aos diferentes tipos de farmacos, proporcionando o melhoramento da sua atividade biolégica no
organismo. Apesar dos beneficios que as mesmas se aplicam na formulagdo de novos bioprodutos,
a utilizacdo destas requer compreensdo dos processos fisico-quimicos envolvidos no objetivo da
aplicabilidade do farmaco, o que evidencia a necessidade de estudos e pesquisas na sua utilizagdo
dentro do arsenal de bioprodutos a serem efetivados.
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INTRODUCAO

A leishmaniose é uma zoonose de prevaléncia mundial e grave problema de salde publica
no Brasil, caracterizada por uma doenca crénica infecciosa, ulcerativa, ndo contagiosa, parasitaria,
causada por protozodrios do género Leishmania. No Brasil, o ciclo da transmissdo é zoonético,
sendo o cdo doméstico considerado o principal reservatorio, e o flebotomineo hemat6fago Lutzomya
longipalpis o vetor de maior importancia epidemioldgica. Apresenta alta endemia, morbidade e
mortalidade em regiGes equatoriais (BEZERRA et al., 2006).

A distribuicdo geogréfica das variadas formas clinicas da doenca é dependente das espécies,
insetos vetores, hospedeiros reservatdrios e notavelmente de fatores associados a vegetacao e ao
clima de cada regido que mantém os parasitos circulantes na natureza (ASSIS, 2008 apud
ASHFORD, 2000 adaptado).

A leishmaniose é causada pela infeccdo de formas promastigotas do género Leishmania
através do repasto sanguineo de um mosquito que ingeriu formas amastigotas de um hospedeiro
reservatorio infectado. No intestino medio do flebotomineo, dois estagios de desenvolvimento,
denominados promastigotas prociclicos e metaciclicos, foram definidos. Os parasitos na sua forma
amastigota advindas do momento de repasto sanguineo, diferenciam-se em dois estagios, sendo
estes o prociclico, que se ligam as células epiteliais do intestino médio e tém baixa viruléncia, e 0s
parasitos do estagio metaciclico que sdo a forma virulenta e indutora da infeccdo (ZANDBERG,
2006).

A leishmaniose visceral (LV) ou calazar é causada pela espécie Leishmania infantum, sendo
considerada a forma clinica mais grave dentre as leishmanioses. A doenca abrange desde formas
inaparentes, lesdes discretas de pele que podem evoluir espontaneamente para cura, ulceracdes
multiplas, lesdes de mucosas até formas com tendéncia as metastases e recidivas, de curso lento e
tratamento dificil (SILVEIRA et al., 1996), considerada pela Organizacdo Mundial da Satide como
uma das seis mais importantes doencas infecciosas, pelo seu alto coeficiente de deteccdo e a
capacidade de produzir deformidades (BRASIL, 2017).

O tratamento das leishmanioses é feito por antimoniais pentavalentes, anfotericina B e
pentamidinas, sendo estas as drogas leishmanicidas mais potentes disponiveis comercialmente, com
acdo nas formas promastigotas e amastigotas, tanto in vitro quanto in vivo, porém causam efeitos
adversos de toxicidade em tecidos hepaticos, renais e cardiovasculares, possuem custo elevado e
dificil adesdo devido a necessidade da administracdo recorrente por via intramuscular e/ou
intravenosa, e podem causar resisténcia ao parasito (BEZERRA et al., 2006 adaptado). Devido a
alta citotoxicidade dos medicamentos convencionais, a abordagem de novas formas de tratamento,
sobretudo associadas a fitoterapicos é de enorme relevancia para proceder a melhora do paciente
sem que ocorram efeitos colaterais.

As espécies vegetais sdo a melhor e maior fonte de farmacos para humanidade devida sua
alta biodiversidade e facilidade de obtencéo, principalmente por demonstrarem efeitos comprovados
associados a formulacdo de medicamentos ou na medicina tradicional. Segundo Bezerra e
colaboradores (2006) os estudos etnobotanicos tém demonstrado o uso popular de plantas no
tratamento das leishmanioses tanto por via oral, como na aplicacdo topica sobre as lesdes cutaneas
e muitos vegetais apresentam em sua composicao substancias das classes dos alcaloides, terpenos,
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lignanas, chalconas, flavonoides e lactonas sesquiterpénicas, compostos descritos na literatura como
eficazes na atividade leishmanicida e/ou anti-Leishmania.

A espécie Punica granatum popularmente conhecida como romdzeira € amplamente
utilizada na medicina popular para diversas finalidades, como por exemplo, atividade
antibacteriana, antifingica e antiparasitaria presente nas cascas de seu fruto frente a diversos
microorganismos incluindo protozoérios como Leishmania spp., Trypanosoma spp., Thichomonas
spp. (LUIZE et al., 2005; MAHDI et al., 2006). Outras partes do vegetal mostraram alta atividade
antioxidante, favorecendo a cicatrizacdo da leishmaniose tegumentar quando comparada com o
medicamento padréo utilizado no tratamento (ALKATHIRI et al., 2017).

A atividade antileishmanicida demonstrada pelos extratos brutos de P. granatum, bem como
o efeito de toxicidade, justificam a continuacdo de seu estudo como fonte potencial de novos
farmacos contra Leishmania (GARCIA et al. 2009 adaptado). Segundo Alkathiri et al. (2017) a
atividade leishmanicida da rom&@ demonstra ser mais potente que a do Pentostam®, medicamento
padrdo utilizado para tratamento da leishmaniose, devido a presenca de compostos fendlicos e
flavonoides, especialmente luteolina, elagitaninos e galato de epigalocatequina.

Suas propriedades farmacoldgicas tém sido descritas extensivamente, resultando na sua
indicacdo para usos diversos, incluindo: imunomodulagéo, arteriosclerose, infeccdo bacteriana,
infeccdo fungica, e infeccdo parasitaria devido aos constituintes presentes no fruto como 0s
alcaloides (peletierina, metilpeletierina, pseudopeletierina e isopeletierina), manita, polifendis,
acido elagico e acido galico (MENEZES et al., 2008 adaptado).

Diante do exposto, a busca por novas formas de tratamentos e farmacos séo indispensaveis
para uma intervencdo com maior seguranca e eficacia. Desta maneira, alternativas terapéuticas para
controle da leishmaniose e o0 uso de plantas medicinais no tratamento da doenca tem se destacado
devido a facilidade de obtencéo, baixo custo e potencial farmacoldgico diverso.

A atividade farmacologica das plantas medicinais esta relacionada com a producao
compostos quimicos denominados metabdlitos secundarios, estudos etnofarmacoldgicos
evidenciam o uso popular de plantas no tratamento das leishmanioses tanto por via oral e/ou via
topica sobre as lesbes cutaneas (BEZERRA, et al., 2006; JUNIOR et al., 2005). Com base no
exposto, o presente estudo busca avaliar o potencial leishmanicida das cascas de romézeira como
uma nova alternativa de tratamento.

METODO
Linhagem e manutencéao celular

Foram utilizadas linhagem celular de formas promastigotas de L. infantum
(MHOM/BR/1972/LD) ja presente no banco de células os quais foram cedidas gentilmente pela
Fundacdo Oswaldo Cruz/RO ao laboratorio de cultivo celular do Departamento de Farméacia e
Nutricdo da Universidade Federal do Espirito Santo, cultivadas em garrafa de cultivo de 75 cm? com
tampa sem filtro em meio RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute), suplementado com 20%
SBF (v/v) (Soro Bovino Fetal), 23,66 mM de HEPES (acido 4-(2-hidroxietil) -1-
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piperazinoetanossulfénico), 23,80 mM de NaHCO3 (bicarbonato de sodio 1% de Penicilina-
Estreptomicina em estufa BOD a 26°C + 3.

Preparo do extrato vegetal

Para o preparo do extrato bruto, cascas de P. granatum foram coletadas e secas. A extragao
foi feita com alcool etilico por percolacdo até o esgotamento do material vegetal. A solucdo extrativa
resultante foi concentrada a 40° C em rotaevaporador (Heidolph®, laborota 4000), acoplado com
uma bomba a véacuo (Prismatec®, modelo 121). Posteriormente, os extratos foram liofilizados
(Liotop®, L101) e transferidos para frascos de vidro e armazenados ao abrigo de luz, calor e
umidade. As concentragdes utilizadas foram 15,62 pg/mL; 31,25 pg/mL; 62,5 pg/mL; 125 pg/mL
250 pg/mL; 500 pg/mL e 1000 pg/mL.

Avaliacdo da atividade Leishmanicida

As atividades contra as formas promastigotas foram realizadas em fase exponencial de
crescimento celular baseado na curva de crescimento parasitaria obtida a partir da contagem diaria
de parasitos em cultivo durante 7 dias, em Camara de Neubauer, ajustando-se a concentracdo dos
parasitos para 2x106 parasitos/mL. Em microplacas contendo 96 pocos, foram adicionadas a cada
poco as concentracdes estabelecidas para o extrato, seguido da adicdo de 100 pL de promastigotas
de L. infantum em fase estacionaria, ressuspensas em meio RPMI® para 2x106 células/mL.

Como controle negativo 1 (CN1) apenas foram mantidas em meio RPMI sem adi¢céo de outro
composto e no controle negativo 2 (CN2) foi utilizado como veiculo o DMSO (Dimetilsufoxido) a
0,2%. As placas contendo os parasitos em presenca dos farmacos foram mantidas em estufa a 265°C
por 48 h.

A atividade antiproliferativa das células foi analisada por meio de quantificacdo celular
através da camara de Neubauer realizados em triplicata onde adotou-se dilui¢cdo de 20 vezes com
Azul de Trypan e ensaios com o método colorimétrico XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-Nitro-5-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium-5-Carboxanilide) em placa de 96 pocos para avaliar o indice de
células funcionalmente viaveis estimado através da atividade enzimatica celular. Apos periodo de
incubacdo, 50 pL de solucdo de detec¢do 1 mg/mL XTT diluido em RPMI 1640 + 75 uM de PMS
(Metossulfato de Fenazina) e novamente diluidos em tampéo PBS 1x foram adicionados a cada poco
e incubados durante 4h. Apos o periodo de incubacdo as placas passaram por leve agitacdo para
leitura em leitor de microplacas em espectrofotometro a 450 nm.

Anadlise estatistica

Os resultados foram avaliados através de analises estatisticas como a anélise de variancia
(ANOVA) para obtencéo do valor de p onde p<0,05 foram considerados significativos. O teste de
Tukey foi realizado no software GraphPad Prism 6®. A partir dos valores de quantificacdo celular,
ensaios com o método colorimétrico forneceram valores da concentragdo inibitoria 50% (I1C50) nos
quais foram determinados por analise de regressao nao linear pelos softwares GraphPad Prism 6®
e Origin 8B®.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao avaliar o efeito do extrato das cascas de P. granatum sobre formas promastigotas de L.
infantum, observou-se que existe atividade leishmanicida contra essas formas de vida do parasito.
Verificamos que a diminuicdo da viabilidade celular se manteve estavel nas concentracdes de
15,62 pg/mL; 31,25 pg/mL; e na concentragdo de 62,5 pg/mL houve declinio em cerca de 50% de
células viaveis. Na concentracdo de 125 pg/mL, ficando abaixo de 40% chegando a 10% de células
viaveis na concentracdo 1000 pg/mL. A analise de regressao ndo-linear encontrou o valor de 1C50
de 58,55 pg/mL (Figura 22.1).

Figura 22.1. Curva de crescimento de Leishmania infantum frente as diferentes concentragGes dos

extratos obtidos através da quantificacdo celular em Camara de Neubauer com fator de diluigdo 20x
com Azul de Trypan.
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Produtos naturais tém um grande potencial na pesquisa por novos farmacos para o
tratamento de importantes doencas causadas por protozoarios (NAKAMURA et al., 2006). Os
valores obtidos de IC50 e R2 mostraram-se satisfatorios com 58,55 pg/mL e 0,9727,
respectivamente. Visto que a tendéncia do mesmo esta proxima de 1, quanto maior o R2, mais
explicativo é o modelo e melhor ele se ajusta a amostra, baseado no valor encontrado, significa que
aproximadamente 70% da variavel dependente consegue ser explicada pela regressdo presente no
modelo. Estes dados corroboram com resultado obtido por Silveira et al. (2020) onde o extrato
metandlico de partes da espécie vegetal P. granatum, obteve valor de 1C50 > 64.0 ug/mL para as
cepas de L. infantum in vitro.

Através da analise estatistica ANOVA foi encontrado o valor de p = 0,001, considerado
significativo onde quanto menor o valor de p, mais evidéncias sdo identificadas. Na Figura 22.2 é
possivel observar que & medida que a concentracdo do extrato foi aumentada, a viabilidade das
células decresceu assim como a quantidade das mesmas observadas em camara de Neubauer.

205



Figura 22.2. Valor de IC50 (png/mL) do w] ICoy= 58,55 pg/mL
extrato das cascas de P. granatum sobre
formas promastigotas de L. infantum obtido
por regressdo ndo-linear, onde, %Células
Viaveis (absorbancia): é a porcentagem de
células viaveis frente as  diferentes

R*=0,9727
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As concentragdes encontradas para 1C50 demonstram que a atividade leishmanicida do
extrato etanolico das cascas de P. granatum pode ser comprovada juntamente com a viabilidade
celular onde sdo expressas a quantidade de células mortas e a redugdo do numero de células
(Figura 22.3), onde a mesma concentracdo de 62,5 pug/mL também reduziu cerca de 50% a
quantidade de células comparadas ao controle negativo. A concentracdo de 1000 pg/mL obteve
melhor resultado, reduzindo a quantidade de células viaveis em cerca de 90%.

Figura 22.3. Ensaio de XTT Avaliacdo do efeito
leishmanicida do extrato CPG (cascas de Punica
granatum); viabilidade obtida pelo valor de absorbancia
calculado pela férmula descrita conforme metodologia.

100 +

50

% células viaveis (absorbancia)

o\p
Legenda: *Diferencas estatisticamente significativas com valor de .é&
O W8
p <0,05. &
CONCLUSAO

A utilizacdo de extrato de plantas naturais tem gerado interesse para o desenvolvimento de
alternativas viaveis para tratamento de doencas negligenciadas, pelo seu baixo custo e toxicidade,
aléem de matéria prima de ampla disponibilidade tornando-se terapéuticas promissoras a serem
empregadas no tratamento da leishmaniose. Nosso estudo fornece novas evidéncias sobre o
desenvolvimento de oportunidades de inovacéo na farmacoterapia utilizando extrato das cascas de
P. granatum na resposta leishmanicida in vitro contra formas promastigotas de L. infantum.
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