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APRESENTACAO

O e-book Principios em Farmacia traz um compilado de artigos de pesquisas
realizadas em diferentes regides. A tematica inclui estudos variados relacionados a
pesquisa de farmacos, potencial terapéutico, farmacocinética, toxicologia, formas
farmacéuticas, entre outras.

O profissional farmacéutico participa das mais variadas fun¢ées que vao desde o
desenvolvimento de um farmaco até a dispensag¢ao ao paciente e o acompanhamento
farmacoterapéutico. A area da Farmacia é dinamica e, como todos 0s ramos de
atuacdo exigem a aplicacéo de conhecimentos técnicos; esse constante processo de
renovacgao e producgao cientifica exige a continua busca pelo conhecimento por parte
dos profissionais.

Neste e-book, buscamos ampliar o conhecimento de algumas areas
correlacionadas a farmacia, contribuindo assim para a propagacdo da pesquisa,
atualizacéo farmacéutica e divulgacao dos estudos cientificos realizados no pais.

A obra é fruto do esfor¢o e dedicacéo das pesquisas dos autores e colaboradores
de cada capitulo e da Atena Editora em elaborar este projeto de disseminacao
de conhecimento e da pesquisa brasileira. Espero que este livro possa somar
conhecimentos e permitir uma viséo critica e contextualizada; além de inspirar os
leitores a contribuirem com pesquisas para a promog¢ao de saude e bem estar social.

Yvanna Carla de Souza Salgado
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CAPITULO 1

A QUIMICA VERDE NA OBTENGAO DE COMPOSTOS
COM POTENCIAL TERAPEUTICO

Jéssica de Castro Fonseca,

Doutoranda — Departamento de Farmacia /
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade Federal
do Ceara. Jessica.fonseca@fisica.ufc.br;

Alejandro Pedro Ayala

Orientador — Departamento de Fisica
Universidade Federal do Ceara. ayala@ufc.br —
Fortaleza — CE.

RESUMO: A quimica verde se refere a um
conjunto de principios que sao capazes
de reduzir ou eliminar o uso e a geragcao
de substancias perigosas no desenho,
fabricacdo e aplicacao de produtos quimicos.
Tais principios podem também proporcionar
maiores rendimentos de reagdo e menor
producdo de residuos de sintese, o que
resulta em metodologias de producdo mais
baratas e seguras. Utilizou-se uma quantidade
estequiométrica dos constituintes para reagao
de sintese por moagem assistida por solvente
seguida de aquecimento, sendo cada produto
obtido caracterizado em FT-IR, Raman, NMR,
TGA, DSC, PXRD e XRD. Diversas reacdes
foram realizadas com trés anidridos diferentes e
diversas aminas primarias. Apresentamos aqui
apenas uma das reacdes obtidas. O produto
final obtido teve alto rendimento, baixo custo e
baixa formacéo de residuos com alto nivel de
pureza, o qual apresenta potencial terapéutico
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ja verificado na literatura, sendo a verificacéo
deste uma perspectiva futura para continuacao
do trabalho.

PALAVRAS-CHAVE: Quimica verde, potencial
terapéutico, condensacao, C3S3, anidrido.

INTRODUCAO

Quimica verde tem sido definida como
“a utilizacdo de um conjunto de principios que
reduzem ou eliminam o uso ou a geracao de
substancias perigosas no design, fabricacao
e aplicacdo de produtos quimicos” [1],
composta por alguns principios que podem
proporcionar maiores rendimentos de reacao
e menor producao de residuos, resultando em
metodologias de sinteses quimicas mais baratas
e seguras, preferencialmente mais eficazes.
Com a consideragdo desses beneficios em
mente, muitos quimicos se esforcaram para
desenvolver o0 campo da sintese de estado
solido. No entanto, em algumas areas de estudo,
seu foco tem sido relativamente escasso [2].

A C3S® (Cocrystal Controlled Solid-State
Synthesis) € definida como a geragao de um
cocristal no estado sélido que pode entao ser
utilizado para conduzir uma reac&o quimica,
tipicamente a condensacéo, de modo a gerar
novos materiais, cuja formacéo se divide em
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duas etapas: Engenharia de Cristais e Sintese (condensagao) a ser conduzida no
estado soélido [3, 4]. As imidas representam uma classe de composto que € sintetizada
principalmente em solugcdo. Contudo, existem exemplos anteriores que realcam a
capacidade de sintetizar imidas no estado sélido (Figura 1) [5, 6].

0] @)
R—-NH2z + R - OﬁCocristaIA R'— N—R + H:20
(@] (@]

Figura 1 - Reacao de sintese de imida no C3S8.

No estudo aqui apresentado, os materiais foram sintetizados através de moagem
assistida por solvente, uma vez que € uma das técnicas de reagcdo no estado soélido
ecologicamente corretas e eficazes, sendo verificado se havera a formagao do cocrista
como produto intermediario e se as misturas obtidas podem ser convertidas em imidas
apos a aplicacao de calor.

MATERIAL E METODOS

Como metodologia geral de preparo das imidas, foi utilizada uma quantidade
estequiométrica de cada um dos constituintes para reacdo de sintese por moagem
assistida por solvente seguida de aquecimento. Para a obtenc&o de cristais visando a
elucidacado da estrutura cristalina, o produto final foi solubilizado em solvente adequado
e, tanto o pé intermediario, produto final e o cristal obtido foi caracterizado. O produto
intermediario e o produto final serdo analisados e caracterizados visualmente por
esquema de cores, técnicas espectrofotométricas (FT-IR, Raman e NMR), térmicas
(TGA e DSC) e difratométricas (PXRD e XRD).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Um exemplo sera apresentado para a compreensédo do trabalho: Reacédo —
3-amino-1,2,4-triazol e anidrido 3,4-piridinedicarboxilico. A reacdo procedeu conforme
0 esquema apresentado (Figura 2), com a obteng¢ao do produto final com rendimento
de 86,9%. A reacdo apresentou um composto intermediario o qual ainda nao foi
identificado, estando ainda em estudos.

O produto 3-amino-1,2,4-triazol apresenta atividade antimicrobiana [7, 8] portanto
a reacao muito provavelmente resultou em um composto com potencial atividade
terapéutica. A caracterizacdo em FT-IR das matérias-primas e da imida obtida

Principios em Farmécia Capitulo 1




demonstrou a formagcao de uma banda em 1740 cm™ e 1730cm™, correspondendo a
principal banda de formacéo de imida. O DSC do material em processo demonstrou
a existéncia de etapas de reacéo, o que poderia corresponder a formacéo do produto
intermediario, ainda nao esclarecido, além de apresentar um ponto de fusao diferente
das matérias-primas, indicando formacao de um novo composto. O TGA do material
demonstrou a perda de agua correspondente ao momento da reacéo de condensacéao
do material, para a formacao da imida. O NMR do produto final demonstrou pureza
correspondente a acima do limite de deteccéo de equipamento.

0
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Figura 2 — Reacdo de sintese entre 3-amino-1,2,4-triazol e anidrido 3,4-piridinedicarboxilico.

CONCLUSAO

A maior parte das reacbes estudadas formaram imidas ap6s o aquecimento,
porém apenas emu ma pequena parcela das reagdes estudadas foi possivel obter um
produto intermediario, alguns dos quais ainda nao se obteve elucidacdo. Os produtos
finais obtidos possuiam alto rendimento e pureza, com baixa formacao de residuos
e reducédo nos gastos de produgcdo. Como perspectivas, havera a identificacdo e
caracterizagao dos produtos intermediarios, além de pesquisa de novos anidridos a
serem utilizados na reacao. Os compostos obtidos serdao submetidos a pesquisa de
atividade microbiologica e citotdxica devido aos potenciais das moléculas utilizadas
como material-prima.
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CAPITULO 2

ANALISES DE ROTULOS E TEOR DE UMIDADE DE
CHAS MEDICINAIS DE ESPINHEIRA SANTA (Maytenus
ilicifolia Mart. Ex Reisseik) COMERCIALIZADOS NO

Priscilla Moriggi da Costa
Universidade Estacio de Sa

Rio de Janeiro- RJ

Barbara Costa Antunes da Rocha
Universidade Estacio de Sa

Rio de Janeiro- RJ

RESUMO: O aumento do consumo de plantas
medicinais esta relacionado com seu baixo custo
e pelo fato de gerarem efeitos colaterais menos
agressivos que os de farmacos sintéticos. A
populagcdo consome plantas medicinais, por
serem naturais, acredita- se que elas nao fazem
mal a saude. Porém, elas podem apresentar
efeitos adversos, restricdes de uso ou podem
ter a qualidade comprometida. E importante
que seja realizado o controle de qualidade
dos produtos fitoterapicos para amenizar os
riscos e garantir a seguranga aos usuarios.
Estes produtos devem conter informacdes
esclarecidas no folheto informativo e nos rotulos
das embalagens, a fim de que o consumo seja
realizado de forma racional. Este trabalho teve
como objetivo analisar seis amostras de cha
medicinal de espinheira santa comercializados
em lojas de produtos naturais e farmacias no
municipio do Rio de Janeiro. Foi feita a analise
das informacdes dos folhetos informativos e
das embalagens dos chas e comparados com a
normativa em vigor RDC 26/2014. Foi realizado

Principios em Farmécia

RIO DE JANEIRO

teste de teor de umidade de cada amostra de
acordo com o método descrito na Farmacopeia
Brasileira (2010). Na analise do rétulo das
embalagens e dos folhetos informativos, todas
as amostras foram reprovadas por ndo conterem
as informacbes que sdo preconizadas na
legislagdo. N&o foi encontrado nenhum folheto
informativo nas amostras. No teste de teor de
umidade, todas as amostras foram aprovadas,
pois ficaram dentro dos limites exigidos pela
Farmacopeia Brasileira (2010) da espinheira
santa que sdo 12%. Dessa forma, ficou em
evidéncia a auséncia de fiscalizacdo do 6rgao
responsavel.

PALAVRAS-CHAVE: plantas medicinais, cha

medicinal, espinheira santa, fitoterapicos,
umidade.
ABSTRACT:The increase consumption of

medicinal plants is related to its low cost and
because it generate less harmful side effects
than synthetic drugs. The population uses
medicinal plants, because they are natural, it
is believed that they do not harm health. But
it may have adverse effects, use restrictions
or may have the quality compromised. It is
important to carry out quality control tests of
these phytotherapics products to mitigate risks
and ensure security for users. These products
should contain information clarified in the leaflet
and on the labels, so that the consumption
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is done rationally and its use is correct. This study aimed to analyze six samples of
espinheira santa medicinal tea sold in health food stores and pharmacies in Rio de
Janeiro. The analysis was made of the information from leaflets and packing of the teas
marketed and compared with the rules in force RDC 26/2014. It was also conducted
moisture content test of each sample according to the method described in Brazilian
Pharmacopoeia (2010). In the label analysis of packaging and leaflets, all samples
were reproved for not contain the information that is advocated in legislation. No leaflet
was found in any of the samples. But in all packages was missing required information.
In moisture content test, all samples were approved as were within the limits required
by the Brazilian Pharmacopoeia (2010) of the espinheira santa that are 12%. This way,
it was evident the lack of supervision of the responsible agency.

KEYWORDS: medicinal plants, medicinal tea, espinheira santa, phytotherapics,
moisture.

11 INTRODUCAO

O consumo de planta medicinal para fins terapéuticos tem aumentado tanto nos
paises em desenvolvimento como nos paises desenvolvidos, devido a seu baixo custo.
No Brasil, as plantas medicinais podem ser encontradas em farmacias e ervanarias
e sao usadas para tratamentos tradicionais, muitas vezes sem a comprovacao da
eficacia de suas propriedades farmacologicas, o que pode gerar problema de saude
publica, principalmente por causa da toxicidade (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL,
2005).

A fitoterapia utiliza plantas medicinais para tratamento ou preven¢ao de doencas.
A expansdo desta terapia, de forma geral, ocorre devido aos efeitos adversos de
farmacos sintéticos e ao seu baixo custo de aquisicdo. Esta alternativa de terapia é
feita por ser menos agressiva quanto aos efeitos adversos. A producéo destes produtos
fitoterapicos foi beneficiada pela identificacdo e quantificacdo de compostos quimicos.
Assim, foi verificada sua seguranca e eficacia (YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO,
2001).

A fitoterapia € muita utilizada como alternativa, pois abrange um numero maior
de usuarios que buscam um tratamento eficaz e seguro. Devido ao seu alto consumo
€ de suma importancia que seja feito o controle de qualidade das plantas medicinais,
desde sua fabricacdo até sua comercializagdo, para minimizar os riscos no consumo
pelos usuarios (MELO et al., 2007).

O o6rgao responsavel pela fiscalizacdo de drogas vegetais no Brasil € a Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria- ANVISA. A legislacdo que regulava as drogas
vegetais era a Resolucao da Diretoria Colegiada - RDC n° 10 de 9 de marco de 2010,
que foi revogada pela RDC 26 de 13 de maio de 2014. A nova normatizacao faz
uma atualizagéo das regras sobre novos registros e notificagdes e suas renovagdes
para medicamentos fitoterapicos, além de introduzir os termos “produtos tradicionais
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fitoterapicos” e “chas medicinais” (BRASIL, 2010a; 2014).

A ANVISA define como medicamentos fitoterapicos os obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais e que tenham sido testados em estudos
clinicos (BRASIL, 2014). Até a publicacao da RDC 26/2014, sua eficacia podia ser
comprovada pelo uso tradicional. Apesar dos estudos clinicos, podem apresentar
riscos e precisam da garantia de sua qualidade comprovada para evitar possiveis
danos a saude (FERREIRA; PINTO, 2010).

Sao considerados produtos tradicionais fitoterapicos os obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas vegetais. A seguranca e a efetividade séo baseadas em
dados de uso seguro publicados na literatura técnico- cientifica, ha pelo menos 30
anos. Sao concebidos para serem utilizados sem vigilancia de um médico para fins de
diagnostico, de prescricdo ou de monitorizacao (BRASIL, 2014).

Uma das formas farmacéuticas mais utilizadas pela populagédo na fitoterapia
séo os chas medicinais. A ANVISA define cha medicinal como droga vegetal com fins
medicinais a ser preparada por meio de infusdo, decocgcéo ou maceragdao em agua pelo
consumidor. Sao produtos tradicionais fitoterapicos que tém sua eficacia e seguranca
jd comprovada. Esses produtos devem ser notificados na Anvisa, seguindo as Boas
Praticas de Fabricacédo, com o seu controle de qualidade realizado pelo produtor e
fiscalizado pela ANVISA (BRASIL, 2014).

O controle de qualidade de chas medicinais € regulamentado pela RDC
26/2014. Esta Resolucéo descreve todos os testes quimicos e fisicos que deverao ser
realizados para o controle de qualidade (BRASIL, 2014). Controle microbioldgico e de
contaminag¢ao sao de suma importancia, pois podem alterar o produto, diminuindo a
eficacia e a seguranca e causar eventos adversos nos usuarios (MOREIRA; SALGADO;
PIETRO, 2010).

Um dos testes realizados no controle de qualidade € o de teor de umidade. O
teste € feito para verificar a quantidade de substancias volateis eliminadas, no caso
se a 4gua for a Unica substancia volatil, deve-se determinar seu teor de acordo com o
método que sera utilizado (BRASIL, 2010b). Um alto teor de umidade pode provocar
crescimento bacteriano e deterioracdo da amostra (MOSCHEN; PEREIRA; JAIRO,
2013).

Moschen, Pereira e Jairo (2013) analisaram folhas de Ginkgo biloba L.
comercializadas para decocg¢ao e infusdo em Colatina/ES, foi verificado se atendiam
as normas de qualidade da literatura. Foi realizada a perda por dessecagcdo para
analisar o teor de umidade das amostras. De acordo com a recomendac¢ao da OMS
(Organizacado Mundial da Saude) todas as amostras foram aprovadas, pois ficaram
dentro do limite aceito, até 11 % de umidade.

Além da qualidade das plantas medicinais é de suma importéncia que nas
embalagens contenham informacgdes esclarecidas para assegurar a saude do usuario.
As informacdes presentes nos folhetos informativos servem para orientar o consumo
racional do cha medicinal. Mesmo sem orientacdo médica, o usuario deve ser capaz
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de adquirir o produto e usa-lo corretamente (BRASIL, 2014).

De acordo com a ANVISA as embalagens devem atender as especificacdes da
RDC 26/2014, Capitulo VIII, Artigo 60 a 62 e possuir folheto informativo. Além das
informacodes, as embalagens devem proteger o produto e terinformacéo de identificacao
de sua fabricacao até sua comercializacao, para que possam ser rastreadas (BRASIL,
2014).

Ja foram realizados estudos que verificaram se os fabricantes dos produtos
contendo planta medicinal atendiam a legislacéo em vigor. Colet et al. (2015) analisou
45 embalagens de plantas medicinais, comercializadas em farmacias e drogarias
do municipio de ljui/RS. O objetivo foi verificar se atendiam com o preconizado pela
legislacdo RDC 10/2010. Em todas as embalagens estava faltando alguma informacéo.
Assim, o descaso dos fabricantes frente as normas legais e a falta de vigiléancia destes
produtos podem provocar danos a saude dos usuarios.

Uma planta medicinal amplamente utilizada € a espécie Maytenus ilicifolia,
pertencente a familia Celastraceae. Conhecida popularmente, no Brasil, como
espinheira santa, pois possui suas bordas espinhosas, e propriedades medicinais
(CORDEIRO; VILEGAS; LANCAS, 1999). Seu efeito terapéutico esta presente nas
substancias quimicas como triterpenos e polifendis (flavanoides e taninos) (XAVIER;
D’ANGELO,1996).

A espinheira santa possui diversas propriedades farmacolégicas com énfase no
tratamento de gastrites e ulcera géastrica (MARIOT; BARBIERI, 2007). Possui também
acao tonica, analgésica, antisséptica, cicatrizante, diurética e laxativa. Além disso,
estudos comprovam suas atividades antineoplasicas e antimicrobianas (OLIVEIRA;
CUNHA; COLACO, 2009).

O cha de espinheira santa € muito utilizado na medicina popular (ALBERTON;
FALKENBERG; FALKENBERG, 2002). O acesso facilitado as plantas medicinais e a
auséncia de informacdo do produto para o usuario pode trazer varios riscos para a
saude. E necessario que estes produtos sejam fiscalizados a fim de verificar se estéo
atendendo a legislacédo em vigor, tanto sobre a qualidade das informacdes disponiveis,
guanto sobre os requisitos que garantem a eficacia e seguranca.

O objetivo deste trabalho foi compreender a andlise de embalagens e de teor
de umidade de chas medicinais de espinheira santa, comercializados na zona sul do
Rio de Janeiro, frente as adequacdes exigidas pela RDC 26/2014 e pela Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2010c).

2| METODOLOGIA

Naanalise de embalagensde chas medicinais de espinheirasanta, comercializados
na Zona Sul do Rio de Janeiro, foi realizado o estudo descritivo. Foi verificado se os
fabricantes destes produtos tradicionais fitoterapicos estavam atendendo a legislacao

em vigor, a RDC 26/2014.
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Desde que a RDC 10/2010 foi revogada, em 13 de maio de 2014, os fabricantes
destes produtos tinham até novembro de 2015 para se adequarem as normas
estabelecidas (BRASIL, 2010a; 2014).

Foram analisadas seis amostras de diferentes fabricantes de espinheira santa
comercializadas na Zona Sul do Rio de Janeiro. Os chas foram comprados em
diferentes lojas de produtos naturais e/ou farméacias na Zona Sul da cidade do Rio de
Janeiro para seguir o critério de diferenciacao de fornecedores.

2.1 Materiais

Balanca Analitica Metler Toledo ® - AB204, Dessecador Vidrolabor, Estufa Quimis
® - Q317M22,Pesa Filtro Vidroquimica ®.

Cha de espinheira santa - amostra A lote 033, validade: 08/17; B lote 123,
validade: 01/18; C lote 013, validade: 08/17; D lote 950116, validade: 08/17; E lote
3028, validade: 08/17 e F lote nao identificado, validade: 10/17.

2.2 Analise De Teor De Umidade

A andlise do teor de umidade foi realizada de acordo com o método descrito
na Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010b). O método gravimétrico pela perda por
dessecacéo foi feito utilizando pesa filtro, balanga analitica, dessecador e estufa.

2.2.1 Preparo da amostra

Os conteudos dos chas de espinheira santa foram reduzidos através de
fragmentacdo da droga até atingir cerca de 3 mm de espessura. Foram pesados na
balanca analitica 5 g da droga triturada de cada amostra.

2.2.2 Método Gravimétrico

Apos a pesagem, a droga vegetal foi transferida para o pesa filtro previamente
dessecado destampado por 30 minutos. Cada amostra no pesa filtro destampado foi
colocada na estufa em 105° C durante um periodo méaximo de até cinco horas, tempo
determinado pela Farmacopeia para matérias primas vegetais de 2-5 g. As tampas
dos pesa filtro também foram colocadas na estufa durante o0 mesmo tempo que as
amostras.

As amostras foram colocadas destampadas para resfriarem a temperatura
ambiente, no dessecador com silica. Apés resfriarem, as amostras foram tampadas e
transferidas para a balanca, onde foram pesadas. Foi feita a pesagem de hora em hora
das amostras até alcancar peso constante (diferenca de 5 mg, entre duas pesagens
sucessivas, para amostras vegetais), por 3 pesagens consecutivas. O teste foi feito
em triplicata, para ser feita a média do teor de umidade encontrado. Foi realizado o
calculo da porcentagem de agua perdida em relacédo a amostra usando a equacao:
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% AGUA = Pu-Ps
Pa x 100
Em que,
Pu = peso do pesa filtro contendo a amostra antes da dessecacéo;
Ps = peso do pesa filtro contendo a amostra ap6s a dessecacgao;
Pa = peso da amostra coletada dos frascos dos chas de espinheira santa.

2.3 Analise de rotulos

As embalagens foram analisadas para conferir se estavam lacradas. Foi feita
a anadlise das informacgdes dos rétulos dos chas de espinheira santa conforme o que
esta preconizado na RDC 26/2014, Capitulo VIl e verificado se as amostras possuiam
o folheto informativo. Essas informacgdes foram comparadas com o0 que a norma em
vigéncia exige em um roteiro de analise seguido de tabelas.

Apos obter informagdes das embalagens e o resultado da analise de teor de
umidade contida na amostra, foi realizada a comparagcdo com as normas vigentes.
Assim, foi verificado se estavam sendo comercializados com as informacgdes
esclarecidas e necessarias para os consumidores.

2.4 Verificacao das notificacoes

Foi pesquisado no site da ANVISA (www.anvisa.gov.br) sobre as notificacées de
cada amostra de cha medicinal, para verificar se os fabricantes ja haviam notificado o
cha de espinheira santa.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teor de umidade

3.1.1 Preparo da amostra

No preparo da amostra para fazer a analise de teor de umidade foi observado a
presenca de muitos talos misturados com as folhas em todas as amostras. Além dos
talos, foi encontrado também pedacos de plasticos na amostra A.

A presenca de talos nas amostras e do plastico na amostra A indica que os chas
sofreram processos inadequados de separacao e limpeza. Segundo Lucca et al. (2010)
as impurezas nas amostras indicam também que os chas nao foram fiscalizados
apo6s serem embalados para que fossem analisados se estavam nas conformidades
exigidas.

Pelo aspecto visual observou-se, que a amostra F possuia um material vegetal
que nédo apresentou folhas com espinhos, o que néo possibilita caracterizar a olho
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nu folha de espinheira santa. De acordo com Veiga Junior, Pinto e Maciel (2005) a
adulteracao é fraudulenta e néo existe fiscalizagdo eficaz no controle de qualidade.

De acordo com Jesus e Cunha (2012) a utilizacao errbnea de espécies em que
nao se conhecem seus efeitos, pela auséncia de informacdo sobre sua atividade
farmacolégica e seguranca terapéutica, pode acarretar prejuizos a saude do
consumidor.

3.1.2 Método Gravimétrico

O peso constante das amostras foi encontrado ap6s aterceirahora de aquecimento
na estufa. Foi feito calculo da média de porcentagem de teor de umidade de cada
amostra de cha. A amostra C apresentou menor variancia de umidade (0,02) enquanto
a amostra F apresentou a maior variancia (0,35). Na tabela 1 pode ser verificado a
variancia de umidade e o desvio padréo de todas as amostras.

Amostras Variancia de Umidade Desvio Padrao
A 0,13 0,36
B 0,19 0,43
C 0,02 0,14
D 0,11 0,34
E 0,05 0,22
F 0,35 0,19

Tabela 1. Variancia de umidade e desvio padréo das amostras de cha de espinheira santa.

De acordo com o calculo realizado, utilizando a formula de porcentagem da agua,
todas as amostras estavam dentro do limite exigido pela Farmacopeia Brasileira que é
no maximo 12% para a espinheira santa (BRASIL, 2010c). Foi calculado o menor valor
de teor de umidade 9,13% para a amostra C e maior valor de 10,52% para a amostra
F. Na tabela 2 pode ser verificado os valores de teor de umidade de cada amostra.
Assim, todas as amostras foram aprovadas e nenhuma apresentou perda excessiva
de agua.

Amostras % Teor de Umidade
A 10,09%
9,34%
9,13%
9,89%
9,99%
10,52%

MmO O w

Tabela 2. Teor de umidade das amostras.

Falkowski, Jacomassi, Takemura (2009) avaliou a qualidade e autenticidade das
amostras de cha de camomila (Matricaria recutita L. — Asteraceae) comercializadas em
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Umuarama/PR. Na analise de teor de umidade todas as amostras em sachés foram
aprovadas. E nenhuma demonstrou perda inferior a 8% o0 que poderia caracterizar a
degradacao de 6leos essenciais.

Em pesquisa realizada por Silva et al. (2012) de anélises farmacognésticas de
espinheira santa comercializada em farmacias e banca popular de Votuporanga/SP,
foi calculado para a amostra A o valor de 5,43% de umidade; B 6,09%; C 5,91%;
D 5,44% e E 6,42%. Comparando com os valores obtidos neste trabalho, observa-
se que as amostras de Silva et al. (2012) esta com o valor dentro do limite exigido,
porém suas plantas podem sofrer processo de degradacao dos 6leos essenciais, pela
porcentagem estar abaixo de 8%.

3.2 Analise de rotulos

Foram analisadas seis marcas de diferentes fornecedores de cha de espinheira
santa comercializados na Zona Sul da cidade do Rio de Janeiro. Todos os chas
medicinais possuiam apenas embalagem primaria, porém na analise de informacdes
presentes nos rotulos, em todas as marcas faltou alguma informagao exigida pela
RDC 26/2014.

Das seis amostras analisadas todas as informagdes possuiam letras legiveis
e de facil leitura, embalagens invioladas, nome comercial do produto, nomenclatura
popular, nomenclatura botanica, peso total liquido e prazo de validade. Na tabela 3
pode ser observado alguns dados que sao exigidos nos rétulos das embalagens pela
RDC 26/2014.

Informagdes obrigatorias Amostras

A B C D E F
Nomenclatura popular P P P P P P
Nomenclatura botanica oficial P P P P P P
Protecéo contra efeito de Luz A A A A A A
Lacre P P P P P P
Notificag&o da ANVISA P P P P A P
Lote P P P P P A
Frase “Dispensado de Registro” P P P A A A
Contra indicagéo A A A A A A
Efeitos adversos A A A A A A
Folheto informativo A A A A A A

P- Presente A- Ausente
Tabela 3. Informacdes Obrigatédrias nas embalagens de acordo com a RDC 26/2014.

A nomenclatura botanica deve estar presente no rétulo para orientar o consumo
correto do produto, garantindo a seguranca e a eficacia da utilizagéo cha. Assim como,
deve ser informada a parte da planta que sera utilizada e sua descricao (MENEZES;
ALVES, 2015).
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Em todas as embalagens foi verificado a auséncia de designagdes referente
a adverténcia quanto ao uso prolongado de produto registrado com base no uso
tradicional, contra indicagdes do produto e indicacéo de que € um produto tradicional
fitoterapico.

De acordo com Bello, Montanha e Schenkel (2002), em uma analise de bulas
de fitoterapicos comercializados em Porto Alegre/RS, foi verificado na maioria dos
produtos auséncia de dizeres como “Medicamento Fitoterapico”. Os fabricantes que
produzem os produtos fitoterapicos por mais que estes possuam finalidade terapéutica,
consideram estes produtos como alimentos.

Outras informacgdes exigidas como o lote estava ausente apenas na amostra F. A
dose a ser utilizada e a informacao de armazenamento do produto estava ausente nas
marcas B, C e D. Nenhuma das embalagens apresentou protecéo contra luz, todas
eram de plastico transparente.

E muito importante que a droga vegetal seja embalada em material apropriado
para evitar alteracdo de sua qualidade. Além disso, para conservagao da planta e
evitar possivel deterioracdo, a armazenagem da espinheira santa deve ser feita em
um recipiente bem fechado vedado da luz e calor (BRASIL, 2010c). A embalagem
deve estar lacrada ou com selo de seguranca e protegida da luz, umidade e das
contaminagdes (BRASIL, 2010a).

Em relac&o a notificacéo de registro que deveria estar presente nas embalagens,
das seis marcas apenas a amostra E néo tinha a notificagdo no rotulo da embalagem.
As amostras A, B, C, D e F apresentaram resolu¢des que dispensam os produtos da
obrigatoriedade de registros.

Mesmo com a RDC 26/2014 em vigor, os fabricantes ainda ndao se adaptaram
as novas exigéncias de notificar os chas de espinheira santa. Pois como Melo et al.
(2004) relatou em seu trabalho, os chas medicinais sdo comercializados nos grandes
centros urbanos com fins alimenticios e por esta razdo sao dispensados de bula.
Porém, a maioria das drogas vegetais comercializadas possui comprovada a atividade
terapéutica e alguns apresentam contra indicacées. E o caso do boldo que possui
efeitos toxicos, que podem por em risco a saude do consumidor.

Nenhuma das marcas apresentou o folheto informativo que orienta o paciente
no consumo do cha medicinal, conforme anexo | deste trabalho. Sendo que algumas
informacdes exigidas pela ANVISA estavam presentes no rétulo de algumas
embalagens (parte da planta utilizada, frase de produto registrado com base no uso
tradicional, forma farmacéutica, total de peso e modo de usar). A facultatividade das
informacgdes pode ser analisada na Tabela 4.
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Informacdes obrigatorias Informactes Presentes nos Rotulos das embalagens
Amostras

A B C D E F
Parte da planta utilizada P A A A
Frase de produto Registrado com base P A A A A A
no uso tradicional
Forma Farmacéutica- cha P A P A P P
Total de peso P P P P P P
Indicacdo de faixa etéria A A A A A A
Frases de contraindicacdo A A A A A A
Posologia A A A A A A
Modo de usar P A A A A P
Efeitos Indesejaveis A A A A A A

P- Presente A- Ausente

Tabela 4. Informacdes obrigatérias no folheto informativo de acordo com o anexo IV da RDC
26/2014.

A amostra A foi a que atendeu a maior parte dos critérios estabelecidos indicando
a parte da planta utilizada, frase de produto registrado com base no uso tradicional,
especificacdo da forma farmacéutica, o total de peso e o modo de usar. As amostras
B e D, possuiam apenas o total de peso. As amostras C e E, além do total de peso,
apresentaram a forma farmacéutica. E a amostra F informou a forma farmacéutica, o
total de peso e 0 modo de usar.

As informacgdes importantes que auxiliam o paciente na orientacdo do consumo
racional de produtos com fins terapéuticos devem ser padronizada, a fim de possibilitar
0 uso consciente do consumidor (MELO et al., 2007).

O rétulo e a bula sdo usados como meio de comunicagao do fabricante para
informar o consumidor sobre o produto. Devem garantir explicitamente as informacdes,
para certificar a eficacia e seguranca do produto. Dessa forma, minimizando situa¢des
inesperadas (AURICCHIO; LONGATTO; NICOLETTI, 2007).

Melo et al. (2004) avaliou a qualidade de amostras comerciais de boldo (Peumus
boldus Molina), pata-de-vaca (Bauhinia spp.) € ginco (Ginkgo biloba L.) comercializados
em farmacias do Recife/PE. Na exigéncia de bula e rotulo 95,83% dos produtos foram
reprovados. A auséncia de informac&o necessaria ao consumidor e 0 ndo cumprimento
frente as normas legais mostraram o descaso dos fabricantes.

Em trabalho realizado por Nascimento et al. (2005) sobre controle de qualidade
com produtos abase de plantas medicinais, umadelas espinheira santa, comercializados
na cidade do Recife/PE foi verificado a auséncia de informag¢des nos rétulos das
embalagens. Além disso, algumas apresentaram informacdes que indicavam que o
produto era inbcuo. Da mesma forma, neste trabalho a amostra F indicou a frase em
sua embalagem “As Plantas Curam”.

Dessa forma, ficou explicito a necessidade uma fiscalizacdo mais intensa do
orgao responsavel pelos fabricantes de produtos a base de plantas medicinais. Pois
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os produtores analisados no trabalho de Nascimento et al. (2005) ndo cumpriram
com a legislagcao que estava em vigor, ndo atendendo com os padroes de qualidades
exigidos.

Uma das informacdes que devem constar no folheto informativo é a parte da planta
utilizada para o preparo do cha. Para o cha de espinheira santa, a parte utilizada é a
folha como informado na monografia (BRASIL, 2010c). As marcas B e C incluiam talos
como parte a ser utilizada na embalagem além das folhas. A marca F nao especificou
na embalagem a parte da planta utilizada. Sendo que em todas as marcas no interior
da embalagem foi encontrado talos.

Na analise farmacognoéstica de amostras de espinheira santa (Maytenus ilicifolia)
comercializadas em farmacias e banca popular de Votuporanga/SP, realizada por
Silva et al. (2012) todas as amostras foram reprovadas no teste de pureza. Foram
encontrados caules da planta, sendo que a monografia prevé que a droga é constituida
por folhas secas. A presenca de material estranho na droga além de influenciar na
qualidade, pode prejudicar a eficacia, colocando em risco a saude do consumidor
(MELO et al., 2004).

Na avaliacdo da qualidade de produtos contendo Maytenus ilicifolia Mart. Ex
Reissek — Celastraceae (espinheira-santa) comercializados na cidade de Umuarama/
PR realizada por Yokota et al. (2010) foi encontrado alto valor de impurezas em algumas
amostras. Devido provavelmente a separacao inadequada de plantas medicinais, para
este caso de espinheira santa, a principal impureza que foi encontrada foi a inclusao
de caules.

Observou-se a necessidade de uma fiscalizacdo maior por parte do érgéo
responsavel (ANVISA), para fabricantes de produtos com bases em plantas medicinais
pelos altos indices de reprovacdes em testes de teor de umidade, impurezas, identidade
e informagdes ocultas nos rétulos, presentes no trabalho de Yokota et al. (2010). A
utilizacéo de produtos de ma qualidade coloca em risco a satde do consumidor. Assim,
os fabricantes devem atender a legislagao em vigor.

Informacao de efeitos adversos, contra indicacdes e uso na gravidez e lactacao
néo foi encontrada em nenhuma das amostras. Esta auséncia de informacdes pode
induzir o consumidor a acreditar que por ser um produto natural, ndo possui toxicidade
€ nao apresenta riscos a saude, podendo qualquer pessoa consumir o produto (BELLO;
MONTANHA; SCHENKEL, 2002).

Em pesquisa realizada por Montanari e Bevilacqua (2002) o extrato hidroalcodlico
de espinheira santa, em ensaios realizados com camundongos, apresentou atividade
estrogénica, que pode prejudicar a receptividade do embrido no Utero. Assim sendo,
contra indicado em caso de gravidez. Na Resolucdo SES/RJ no. 1757 de 18 de
fevereiro de 2002, contra indica o uso interno de espinheira santa durante a lactagéo,
por reduzir o leite materno (RIO DE JANEIRO, 2002).
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3.3 Verificacao das notificacoes

Foi verificado no site da ANVISA (www.anvisa.gov.br) a notificacdo de cada
amostra de cha medicinal de espinheira santa. Nao foi encontrada nenhuma notificacéo
das seis marcas analisadas.

ARDC 26/2014 revogou a RDC 10/2010, que estabelecia a notificagao de drogas
vegetais de produtos isentos de prescricdo médica e disponibilizados na forma de
droga vegetal para infusGes, decoc¢des e maceragdes. A RDC 26/2014, prevé que
os produtos tradicionais fitoterapicos (nova categoria), podem ser notificados ou
registrados.

Os chas medicinais que sédo considerados produtos tradicionais fitoterapicos
podem ser notificados, se os produtos forem listados no Formulario Fitoterapico
Nacional. E registrados, se houver literatura que comprove o uso ha pelo menos trinta
anos ou se for uma das plantas da lista de Simplificados.

A espinheira santa (Maytenus ilicifolia) encontra-se na pagina 40 do Formulario
Fitoterapico Nacional, conforme o anexo Il, onde possui sua nomenclatura popular,
formula, forma de preparo, modo de uso, indicacdes e adverténcias (BRASIL, 2011).
Assim, a espinheira santa pode ser uma droga vegetal notificada pelos seus fabricantes.

41 CONCLUSAO

A analise de nossos resultados demonstrou que os chas medicinais de espinheira
santa comercializados em farmacias e/ou lojas de produtos naturais na Zona Sul do
Rio de Janeiro ainda ndo se adequaram a legislacdao em vigor, a RDC 26/2014.

As amostras de chas foram aprovadas no teste de teor de umidade, mas
apresentaram impurezas. Fica explicita a necessidade de um controle de qualidade
mais rigido e eficaz por parte do 6rgao responsavel, a ANVISA. A fim de evitar
comercializagao de produtos alterados, com qualidade impropria e que oferecam risco
a saude do consumidor.

Todas as amostras foram reprovadas quanto as informac¢des que deveriam
fornecer aos consumidores. A amostra A foi a que forneceu mais informagao sobre
o produto conforme o preconizado pela RDC 26/2014. Porém foi encontrado plastico
na amostra, que caracteriza desvio de qualidade. Pelo aspecto visual a amostra C
continha menor quantidade de impurezas, no entanto as informagcdes da embalagem
n&o estavam atendendo a maioria dos critérios exigidos.

A caréncia de informagdes nos rétulos, como também a auséncia de folheto
informativo em todas as amostras, mostraram o descaso dos fabricantes em relacao a
orientacdo do uso racional de produtos a base de planta medicinal, como se o produto
por ser natural ndo pudesse apresentar riscos e prejudicar a saude.

Devido ao alto consumo de chas medicinais de espinheira santa e a expiracéo do
periodo para adequacgdes as novas normas, os fabricantes ja deveriam ter atualizado
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os chas com a notificacdo de produtos tradicionais fitoterapicos. Dessa forma,
evidenciando que o produto tem sua eficacia comprovada por uso tradicional e possui
fins terapéuticos.

Conclui-se que deveria haver uma fiscalizacdo mais regular para os chéas
medicinais para garantir que os fabricantes cumpram com a legislacdo em vigor e que
o produto esteja em conformidade com a qualidade, oferecendo seguranca e eficacia
para a populagao.
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RESUMO: A investigacdo quimica das partes
aéreas de Anadenanthera colubrina resultou no
isolamento de um novo flavonoide chamado de
Anadantoflavona. A avaliacdo deste composto
quanto a sua atividade sob as isoformas 12
e 15 da lipoxigenase humana constatou que
anadantoflavona foi capaz de inibir in vitro, as
duas enzimas tesadas. O objetivo deste trabalho
foi avaliar in silico, o potencial toxicologico
e farmacocinético de anadantoflavona. A
molécula da anadantoflavona foi desenhada
e teve sua estrutura 3D otimizada no software
ChemSketch e posteriormente foi avaliada
na aplicagcdo online PreADMET quanto a
parametros toxicologicos e farmacocinéticos
como Carcinogenicidade, Mutagenicidade,
Risco Cardiaco e Absor¢ao Intestinal Humana.
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Ao final do trabalho,
anadantoflavona ndo possuiu predisposicéo a

observou-se que

carcinogenicidade em ratos ou camundongos
e € bem absorvida pelas células intestinais.
Embora este flavonoide tenha apresentado
predicdo a mutagenicidade pelo teste de Ames
e médio risco cardiaco por inibicdo do gene
hERG, ainda é passivel de ser otimizado por
técnicas de modelagem molecular.
PALAVRAS-CHAVE: Anadantoflavona; Analise
Toxicolégica e Farmacocinética

ABSTRACT: The chemical investigation of
the aerial parts of Anadenanthera colubrina
resulted in the isolation of a new flavonoid
called anadantoflavona. The evaluation of
this compound for its activity under isoforms
12 and 15 of human lipoxygenase found that
anadantoflavone was able to inhibit in vitro
the two enzymes. The objective of this study
was to evaluate in silico, the toxicological and
pharmacokinetic potential of anadantoflavone.
The anadantoflavone molecule was designed
and had its 3D structure optimized in the
ChemSketch software and was later evaluated
in the online application PreADMET for
toxicological and pharmacokinetic parameters
such as Carcinogenicity, Mutagenicity, Cardiac
Risk and Human Intestinal Absorption. At
the end of the study, it was observed that
anadantoflavone had no predisposition to
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carcinogenicity in rats or mice and is well absorbed by intestinal cells. Although this
flavonoid has been predicted to mutagenicity by the Ames test and a medium cardiac
risk by inhibition of the hERG gene, it is still amenable to optimization by molecular
modeling techniques.

KEYWORDS: Anadantoflavone; Toxicological and Pharmacokinetic Analysis.

11 INTRODUCAO

O numero de estudos com plantas medicinais na regido Nordeste do Brasil tem
crescido progressivamente. Muitas espécies de plantas medicinais presentes no
bioma Caatinga sdao amplamente conhecidas e utilizadas pela populagéo, incluindo
Anadenanthera colubrina (Angico Vermelho). A. colubrina é uma arvore nativa da
América do Sul e bastante encontrada no Nordeste brasileiro. Estudos mostram que
essa arvore € uma das espécies botanicas com propriedades medicinais citadas pela
populacéao residente em area endémica desta espécie (ALTSCHUL, 1964; LIMA, 2006;
WEBER et al., 2011).

A investigacdo quimica das partes aéreas de A. colubrina resultou no isolamento
de um novo flavondide chamado de Anadantoflavona além de outros 11 compostos
ja conhecidos, como: Alnusenol, Lupenona, Lupeol e Apigenina, stigmasterol, entre
outros. A avaliagcdo de Anadantoflavona quanto a sua atividade sob as isoformas 12
e 15 da lipoxigenase humana e isoforma 15 da lipoxigenase de soja constatou que
anadantoflavona foi capaz de inibir as duas isoformas humanas da enzima. Inibicédo de
lipoxigenases é uma area significativa de investigacdo devido as suas implicagdes no
cancer, aterosclerose e em uma variedade de patologias inflamatérias. (GUTIERREZ-
LUGO et al., 2004; Mota et al., 2017).

Os flavondides possuem uma variedade de efeitos biolodgicos, e por isso, sdo um
dos grupos de metabolitos secundarios mais estudados no desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. A avaliacao in silico das propriedades terapéuticas destes
candidatos a novos farmacos torna mais racional o processo de desenvolvimento,
uma vez que estes métodos permitem a rapida triagem de moléculas diminuindo o
numero candidatos a serem testados in vitro e in vivo evitando o uso desnecessarios
dos recursos de laboratério reduzindo o custo e acelerando o processo de descoberta
novos farmacos (MATTHEW et al., 2016; SOSA et al., 2017; SMELCEROVIC et al.,
2017).

O objetivo deste trabalho foi avaliar, in silico, o potencial toxicolégico e
farmacocinético de anadantoflavona, uma vez que este flavonoide faz parte da
constituicao fitoquimica de uma espécie botanica bastante utilizada pela medicina
tradicional do nordeste brasileiro e que também possui comprovadas propriedades
inibitérias de lipoxigenases que podem justificar a sua utilizagdo como um medicamento.
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2|1 METODOS

Previamente as avaliagdes in silico, foi realizado o desenho e otimizagdo da
estrutura tridimensional de anadantoflavona para sua conformagé&o de menor energia.
Utilizou-se o software ACD/ChemSketch versao 14.0 desenvolvido pela ACD/Labs para
o aperfeicoamento da molécula segundo parametros da mecanica classica modificada
(alongamento da ligacao, inclinagédo do angulo, rotacdo interna e interagdes de Van
der Waals), na sequéncia a molécula otimizada foi salva em formato (.mol).

Para a analise farmacocinética e toxicologica de anadantoflavona foi utilizado o
servidor online PreADMET, desenvolvido pelo Centro de Pesquisa em Bioinformatica e
Designe Molecular (BMDRC) da Universidade de Seul na Coreia do Sul, disponivel em
(https://preadmet.bmdrc.kr/). Essa ferramenta baseia-se na relacao estrutura-atividade
de moléculas e fragmentos de moleculares ja estudados, disponiveis em diversos
bancos de dados, para predizer as caracteristicas de moléculas ainda ndo avaliadas. O
codigo fonte do arquivo (.mol) da molécula otimizada foi inserido no servidor PreADMET
e em seguida avaliou-se parametros toxicologicos e farmacocinéticos in silico quanto
aos ensaios de Carcinogenicidade em Ratos, Carcinogenicidade em Camundongos,
Mutagenicidade através do Teste de Ames, risco cardiaco por Inibicdo do gene hERG
e Absorc¢ao Intestinal Humana.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Estrutura molecular de anadantoflavona que foi caracterizada por Gutierrez-Lugo
e colaboradores em 2004 (Figura 1).

OH

Figura 1: Estrutura molecular de Anadantoflavona

Ao final da analise foi possivel observar que a anadantoflavona ndo apresentou
predicdo a carcinogenicidade nem para ratos nem para camundongos (Quadro 1).
Carcinogenicidade € a capacidade de uma substancia de induzir alteragdes no DNA
gue levam ao cancer. Os ensaios de carcinogenicidade requerem longos periodos
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de tempo, e as principais metodologias séo testes in vivo utilizando camundongos
ou ratos. O servidor PreADMET utiliza um algoritmo baseado em dados disponiveis
no NTP (National Toxicology Program) e da Food and Drug Administration — USA ,
que proporciona predicoes fieis do potencial carcinogénico de candidatos a novos
farmacos além de acelerar a analise e reduzir os custos da busca de novas drogas
(SINGH et al., 2011; VIEIRA et al., 2014).

Ja para o teste de Ames, anadantoflavona apresentou predicédo a mutagenicidade
(Quadro 1). Este é um teste para avaliagdo preliminar de substancias, onde séo
utilizam-se estirpes de Salmonella typhimurium com muta¢des nos genes de sintese
da histidina. A variavel a ser testada é a capacidade do agente de provocar alteracoes
genéticas nas bactérias que as faca crescer em meio isento de histidina novamente.
Embora o teste de Ames seja mundialmente reconhecido para avaliagdo do potencial
mutagénico de substancias, devido a sua elevada sensibilidade, existe um grande
numero de resultados falso-positivo atribuidos a essa técnica. O que torna necessario
a realizacéo de anélises complementares para corroborar ou contestar a capacidade
mutagénica de anadantoflavona (VIEIRA et al., 2014; WASEEM et al., 2017).

O gene hERG codifica a subunidade a do canal de potassio que € um componente
chave na formacdo do potencial de acéo cardiaco. Este canal & responsavel pela
corrente de potassio subjacente a repolarizacdo do miodcito. A inibicdo desse gene
causa desaceleracédo da repolarizacédo do potencial de acdo que é refletida como
prolongamento do intervalo QT no eletrocardiograma e aumenta o risco de arritmias
cardiacas (Tristani-Firouzi et al., 2001; JING et al., 2015). A analise da anadantoflavona
indicou a existéncia de risco médio para a inibicao do gene hERG (Quadro 1). Diversos
farmacos aprovados pela ANVISA para o uso no Brasil apresentam médio risco
cardiaco em sua aviacdo no PreADMET, assim como anadantoflavona, contudo, néo
existem relatos de seus efeitos no miocardio. Com isso faz-se necessario a realizagéo
de testes in vivo por um maior periodo de tempo afim de confirmar o resultado obtido.

A previsao in silico da absor¢ao intestinal humana € um dos principais fatores
farmacocinéticos considerados na a selecao e otimizacdo de candidatos para o
desenvolvimento de medicamentos orais. Os resultados para estes parametros sao
obtidos pela soma dos valores de absor¢ao e de biodisponibilidade (YEE, 1997; VIEIRA
et al.,, 2014). A analise da anadantoflavona mostra que esta possui boa absorcéao
intestinal, sendo aproximadamente 89,57% absorvida (Quadro1) o que torna essa
substancia viavel para ser administrada por via oral.

Método Resultado

Carcinogenicidade em Camundongos | Negativo

Carcinogenicidade em Ratos Negativo

Inibicdo do gene hERG Médio Risco
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Teste de Ames Mutagénico

Absorc¢éao Intestinal Humana @89,57%

Quadro 1: Resultados da andlise toxicologica e farmacocinética

41 CONCLUSAO

Com a avaliagéo in silico da anadantoflavona observou-se que esta n&o possuiu
predisposicdo a carcinogenicidade nem em ratos nem em camundongos e é bem
absorvida pelas células intestinais. E embora este flavonoide possua predicdo a
mutagenicidade pelo teste de Ames e médio risco de causar inibicao do gene hERG,
ainda é passivel de ser otimizado por técnicas de modelagem molecular.
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RESUMO: A regulacdo do ciclo sono-
vigilia & desempenhada fisiologicamente
pela melatonina, mediante ativacdao dos
receptores MT, e MT, encontrados no nucleo
supraquiasmatico (NSQ) do hipotalamo.
Assim, o0 objetivo deste trabalho é desenvolver
analogos in silico da melatonina, bem como
o0 estudo comparativo de seus parametros
farmacocinéticos e toxicolégicos. Os analogos
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ANALOGOS DA MELATONINA.

foram desenvolvidos por meio do programa
ACD/CHEMSKETCH, o mesmo também foi
utilizado para otimizar a estrutura 3D dos
analogos bem como da melatonina e da
agomelatina, um analogo estrutural ja disponivel
no mercado. As analises farmacocinéticas e
toxicolégicas das moléculas foram feitas pelo
aplicativo online preADMET, o célculo de Log
P foi realizado no software MARVINSKETCH.
Os resultados obtidos
a uma analise comparativa por meio da
extensao XLSTAT. Os perfis farmacocinéticos
e toxicoldgicos das diferentes moléculas foram

foram submetidos

comparados estatisticamente revelando o
grau de proximidade ou distanciamento das
mesmas com base em critérios de comparacéao
pré-determinados o que permitiu agrupar as
moléculas com base em suas caracteristicas.
O dendrograma gerado pela estatistica permitiu
também observar a proximidade das moléculas
de um mesmo grupo entre si e/ou de moléculas
pertencentes a outros grupos.

PALAVRAS-CHAVE: Melatonina. Anélogos.

Estudo comparativo.

ABSTRACT: The regulation of the sleep-wake
cycle is performed physiologically by melatonin,
by activation of the MT1 and MT2 receptors
found in the suprachiasmatic nucleus (NSQ) of
the hypothalamus. Thus, the objective of this
work is to develop analogues melatonin in silico,
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as well as the comparative study of its pharmacokinetic and toxicological parameters.
Analogs were developed using the ACD/CHEMSKETCH program and it was also
used to optimize the 3D structure of analogues as well as melatonin and agomelatine,
A structural analogue already available on the market, the pharmacokinetic and
toxicological analyzes of the molecules was done by the online application preADMET,
the calculation of Log P was carried out in the software MARVINSKETCH. The
results were submitted to a comparative analysis using the XLSTAT extension. The
pharmacokinetic and toxicological profiles of the different molecules were compared
statistically revealing the degree of proximity or distance of the molecules based on
predetermined comparison criterion which allowed to group the molecules based on
their characteristics. The dendrogram generated by the statistic also allowed to observe
the proximity of the molecules of the same group to each other and/or of molecules
belonging to other groups.

KEYWORDS: Melatonin. Analogs. Comparative Study.

11 INTRODUCAO

O ciclo sono-vigilia € um ritmo circadiano, isto é, em condi¢cdes naturais este
ritmo apresenta sincronizacdo com fatores ambientais e oscila com um periodo
de 24 horas. Além dessa sincronizagdo ambiental, o ciclo sono-vigilia é gerado e
regulado endogenamente por uma estrutura neural localizada no hipotalamo que é o
nucleo supraquiasmatico (NSQ), considerado o relégio biolégico para os mamiferos
(ASCHOFF, 1979 a pud DE ALMONDES, 2003).

A regulagdo do ciclo sono-vigilia é desempenhada fisiologicamente pela
melatonina, mediante ativagédo dos receptores MT, e MT, (ambos acoplados a proteina
G) encontrados no Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) do hipotadlamo. A ativacdo dos
receptores MT, promove o inicio do sono, enquanto que a ativagdo dos receptores
MT, muda a sincronia do sistema cardiorrespiratorio para os niveis basais (LIU et. al.,
1997 a pud GOODMAN, 2012; GUARDIOLA-LEMAITRE et al, 2014).

Considerando aimporténcia da melatonina naregulacéo de processos fisiol6gicos,
o objetivo deste trabalho é desenvolver analogos in silico desta, bem como o estudo
comparativo de seus parametros farmacocinéticos e toxicoldgicos.

2| METODOS

Por meio do programa ACD/CHEMSKETCH foram desenvolvidos analogos
estruturais da melatonina. O mesmo programa também foi utilizado para a realizagao
da otimizagcdo 3D das moléculas utilizadas no estudo, a agomelatina, um analogo
estrutural da melatonina ja disponivel no mercado e a propria melatonina também
foram otimizadas. O processo de otimizacdo se deu com base em parametros de
mecanica classica como distancia de ligacao, angulo de ligagao e angulos diedros.
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Em seguida melatonina, agomelatina e os analogos estruturais foram submetidos
a andlises farmacocinéticas e toxicoldgicas in silico, os parametros em questao
foram calculados por meio da aplicagcédo eletrénica preADMET disponivel em: http://
preadmet.bmdrc.org/adme/. O Log P das moléculas foi calculado por meio do programa
MARVINSKETCH.

Os resultados obtidos foram submetidos a uma analise comparativa por meio da
extensdo XLSTAT do Microsoft Excel que forneceu dados estatisticos sobre a variagdo
de cada parametro avaliado nas moléculas estudadas.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A aplicacdo preADMET revela parametros farmacocinéticos e toxicologicos de
substancias candidatas a novos fadrmacos sendo essenciais para que se conheca o
perfil de interacdo molécula e sistema biolbgico.

O BBB (blood-brain barrier que numa traducao livre do inglés significa barreira
sangue cérebro) geralmente consiste em barreiras de jungdes apertadas endoteliais
que impedem a entrada livre de substancias derivadas do sangue, mantendo,
assim, o ambiente extracelular cerebral constante (MIYATA, 2015; SERWER E
SCHERRMANN a pud SHARMA et al, 2016; KANAZAWA, 2018). Assim por se tratar
de moléculas com sitio ativo no SNC (Sistema Nervoso Central), a penetracdo na
barreira hematoencefalica, medida pelo valor de BBB, é de extrema importancia para
a atividade do farmaco.

Apartirdos resultados (Quadro 1), observa-se que os analogos 1 e 3 apresentaram
um valor de BBB superior ao da melatonina sugerindo uma maior capacidade de
chegada ao SNC enquanto que o analogo 2 e a agomelatina apresentaram resultados
inferiores ao valor de referéncia (melatonina).

A avaliacdao de HIA demonstra a capacidade de penetracdo da molécula nas
células intestinais revelando assim seu perfil de absor¢do no Trato Gastrointestinal. A
previsao e a compreensao do perfil de absor¢ao de candidatos a medicamentos orais
sa0 necessarias porque sao informagdes importantes para determinar a exposi¢ao do
farmaco para alvos terapéuticos no corpo (ANDO et al ,2015; CARRIERE 2016 a pud
KEEMINK 2018).

Os resultados (Quadro 1) indicam uma proximidade entre os valores dos
analogos 2, 3 e agomelatina, mostrando-se superiores ao da melatonina predizendo
um melhor perfil de absor¢cao quando utilizados por via oral. O analogo 1 apresentou
0 maior resultado sugerindo 100% de absorcéo intestinal.

O valor de Log P das moléculas foi avaliado a fim de se estimar o grau de
lipofilicidade das moléculas. Autores como Leson (2016) e Mckerrow (2017) reafirmam
a importancia dos estudos fisico-quimicos que de acordo com os mesmos estao
subjacentes a todos os aspectos da acdo do farmaco e sé&o criticas para a solubilidade,
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permeabilidade e formulacdo bem sucedida. A anédlise de Log P demonstrou que a
melatonina apresentou o0 menor valor neste parametro (Quadro 1), assim pode-se
entender que as demais moléculas por serem mais lipofilicas possuem uma maior
capacidade de penetracéo pelas biomembranas.

A capacidade mutagénica das moléculas foi avaliada pelo Teste de Ames, de
acordo com Fowler et al (2018) este teste possui a capacidade de estimar o potencial
de moléculas em promover mutacées no DNA. Percebeu-se que todas as moléculas
testadas apresentaram perfil mutagénico para DNA, esses resultados, porém sao
apenas preliminares uma vez que o presente teste tem como base o DNA de diferentes
cepas bacterianas de Salmonela, necessitando assim a realizagéo de ensaios in vitro
e in vivo para corroborar os resultados.

Avaliou-se também a capacidade carcinogénica em camundongos e ratos,
permitindo um maior entendimento do perfil de seguranca das moléculas e o impacto
de seu uso a longo prazo. Todas as moléculas apresentaram Carcinogenicidade
positiva para ratos, essa mesma avaliacdo para camundongos apresentou algumas
variagdes, (Quadro 1), onde apenas melatonina e o analogo 2 foram negativos para
carcinogenicidade nesses animais.

Outro ponto avaliado foi a capacidade da molécula em inibir o gene hERG
verificando assim o impacto da droga sobre a funcéo cardiaca. A inibicdo desse gene
esta associada a um prolongamento no intervalo QT o que poderia causar arritmias
e insuficiéncia cardiaca grave elevando o risco de morte subita por problemas
cardiacos (THOMAS et al, 2006; SATO, 2018). Apenas o analogo 3 apresentou baixo
risco para inibicdo deste gene (Quadro 1) sugerindo uma maior seguranca para o
sistema cardiovascular. Mesmo apresentando médio risco a agomelatina € atualmente
comercializada para tratar depressao e ansiedade.

Molécula BBB | HIA(%) | LogP | CC | .LhERG
Melatonina 1.18 88.2 1,15 - M.R

Agomelatina 0.16 95.8 2,04 + M.R

Analogo 1 12.84 100 3,67 + M.R

Analogo 2 0.07 96.02 2,82 - M.R

Analogo 3 1.27 96.03 3,21 + B.R

Quadro 1 —Parametros farmacocinéticos e toxicolégicos

+: Positivo; -: Negativo; CC: Carcinogénicidade em camundongo; *Inibicdo do gene hERG; M.R: Médio Risco;
B.R: Baixo Risco.

Os resultados descritos acima possibilitaram a realizacédo de andlise de
agrupamento hierarquico dos analogos. O agrupamento teve como base os valores
obtidos de cada molécula onde os parametros analisados foram pré-definidos para
avalia-las e agrupa-las de acordo com suas semelhancas. Esse tipo de estatistica utiliza
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informacdes sobre os elementos estudados e agrupa-os conforme suas semelhancas,
por meio desta é possivel também, perceber o grau de proximidade entre elementos
de um mesmo grupo e/ou com elementos de grupos distintos (VICINI, 2005; HELFER
et al 2015).

O dendograma (Figura 1) aponta uma maior semelhanga dos analogos 2 e 3
entre si e destes com a agomelatina, essas moléculas por sua vez organizam-se a uma
certa proximidade com a melatonina. O analogo 1 se aproxima mais da melatonina
estando distante das demais moléculas.

Pelo fato de a agomelatina estar disponivel no mercado para o tratamento de
distarbios do sono e depressdo, os analogos mais interessantes como candidatos
a novos farmacos seriam o 2 e 0 3 devido semelhanca estrutural, farmacocinética,
toxicolégica e fisico-quimica com a mesma. A proximidade destes analogos com a
melatonina (substéncia enddégena) fomenta esse entendimento.

0.9682564

0.9732564

0.9782564

0.9832564

0.9882564

Similaridade

0.9932564

&

e - = i —

Anslogo1 Melatonina Agomelatina  Andlogo2  Andlogo 3

Figura 1 —Dendrograma: Andlise de agrupamento hierarquico.

41 CONCLUSAO

Diante do presente estudo observa-se que modificagdes moleculares pontuais
e racionais de moléculas com potencial terapéutico promovem altera¢cées nos seus
perfis farmacocinéticos e toxicol6gicos, assim, o grau de variagdo entre as moléculas
avaliadas p6de ser percebido e mensurado por meio de avaliacao estatistica, revelando
assim o grau de proximidade ou distanciamento das mesmas com base em critérios de

comparacao pré-determinados.
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RESUMO: As dermatomicoses constituem
um problema de saude publica, sendo que as
dermatofitoses, especificamente a tinea pedis,
popular frieira, afeta cerca de 15% da populacéo
mundial. Devido as necessidades de tratamento
destas patologias, existem demasiadas opcoes
de antifungicos, porém os inumeros efeitos
colaterais das drogas sistémicas, bem como a
toxicidade e o crescente indice de resisténcia
fungica aos medicamentos disponiveis, tém
sido fatores estimulantes para busca de novas
alternativas de tratamento, como o uso de
produtos de origem natural. O presente estudo
se propds a avaliar a eficacia da utilizacao de
formulacéo fitoterapica de uso tdpico contendo
Oleo essencial (OE) de Syzygium aromaticum,
0 eugenol, como opcao para o tratamento
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ESTUDO DE CASO

de um caso de tinea pedis. Sendo assim, o
trabalho partiu da extracao do OE e preparo da
formulac&o, seguido do tratamento e registro
fotografico de estudo etnofarmacolégico do OE
e buscas da literatura cientifica. Os resultados
alcangados com uso do eugenol, visto no registro
fotografico, sendo este retratado antes e durante
o tratamento, indicou significativa melhora e
eficacia na reducéo das lesbes causadas por
fungos dermatofiticos no caso especifico de
tinea pedis. Porém, ha necessidade de maiores
estudos para analisar o resultado do tratamento
de maneira mais clara e eficaz.

PALAVRAS-CHAVE:
Syzygium aromaticum. Tenia pedis.

Eugenol. Frieira.

ABSTRACT: Dermatomycoses are a public
health problem, being that dermatophytosis,
specificall the tinea pedis, a popular ringworm,
affects about 15% of the world population.
Due the treatment needs of these pathologies,
there are too many antifungal options, but the
number of side effects of systemic drugs, as
well the toxicity and the increasing rate of fungal
resistance to the available drugs, have been
stimulating factors for search for new alternatives
of treatment, such as the use of products of a
natural origin. This study propose to evaluate
the efficacy of use a topical herbal formulation
containing an essential oil (EO) of Syzygium
aromaticum, the eugenol, as an option for the
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treatment of a case of tinea pedis. Therefore, this work started from the extraction
of EO and preparation of a formulation, followed by the treatment and photographic
record of etnopharmaological study of the EO and searches of the scientific literature.
The results obtained with the use of eugenol, seen in the photographic record, being
portrayed before and during the treatment, indicated a significant improvement and
efficacy in the reduction of the lesions caused by dermatophytic fungi, specially case
of tinea pedis. However, further studies and tests are needed to analyze the treatment
outcome more clearly and effectively.

KEYWORDS: Eugenol. Ringworm. Syzygium aromaticum. Tenia pedis.

11 INTRODUCAO

Os fungos s@o micro-organismos eucariontes, pertencentes ao reino Fungi
e nao sao fotossintetizantes (GALIZA et al., 2014). Estes organismos muitas vezes
S&0 essenciais para o ecossistema, sendo agentes decompositores, porém, algumas
espécies podem vir a causar patologia em seres humanos (MORAES, PAES &
HOLANDA, 2009).

Dermatomicoses sao infecgbes fungicas superficiais da pele, cabelo e unhas
que afetam mais de 20-25% da populagcdo mundial, sobretudo nas regides tropicais
e subtropicais, tornando-se uma das doencas dermatoldgicas mais comuns. Estas
doencas constituem um problema de saude publica, ja que afetam a qualidade de
vida dos individuos. Os fungos causadores de dermatomicoses incluem dermatoéfitos,
leveduras e fungos filamentosos ndo dermatéfitos (FFND) (SILVA et al., 2014).

Dermatofitose € o nome dado a um grupo de fungos com capacidade de invadir
tecidos queratinizado, com pele, pelos do corpo e unhas, causando infeccdo que
afetam humanos e animais. Tendo como principais agentes etiolégicos os fungos dos
géneros Epidermophyton spp., Microsporum spp. e Trichophyton spp (WEITZMAN
& SUMMERBELL, 1995). As principais espécies patogénicas para o0 homem, que
ocorrem no Brasil sdo: T. rubrum, T. mentagrophytes, T. tonsurans, E. floccosum,
M. canis e M. gypseum (MOLINARO, CAPUTO & AMENDOEIRA, 2009).

A classificacéo clinica desta patologia é feita de acordo com o sitio anatémico
acometido, sendo o termo tinea ou tinha utilizado para todas as dermatofitoses.
Acrescenta-se, a esse termo, a localizacdo da infecgao, assim tem-se tinea capitis
(cabeca), tinea corporis (corpo), tinea cruris (virilha), tinea unguium (unha), tinea
barbae (barba), tinea manuum (mé&o) e tinea pedis (pé) (KAVANAGH, 2005).

Atinea pedis, popularmente conhecida com frieira ou pé de atleta, chega a afetar
cerca de 15% da populacédo mundial. Podendo causar lesdes em diversas regioes
do pé, porém mais comum séo a tinea dos dedos do pé, da sola (interdigital), do
calcanhar e lateral do pé (plantar) (BELL-SYER, KHAN & TORGERSON, 2012). Com
maior niumero de casos nos meses mais quentes do ano, podendo ser adquirida pelo
contagio direto (contato entre pessoas) ou indireto (partilha de vestes como meia,
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sapatos ou toalha). Individuos que praticam uso de piscinas, instalacées desportivas
publicas ou possuem o habito de correr, sdo comumente mais predispostos (SIMON,
2017).

Uma variedade de fungos filamentosos ndo dermatéfitos (FFND) causam
dermatomicoses, clinicamente semelhantes as dermatofitoses. Esta dermatomicose
tem como principais agentes causadores os fungos do género Scytalidium, Aspergillus
e Fusarium (CARVALHO, 2010).

Devido as necessidades de tratamento das patologias, sdo utilizados de diversos
meios para sanar a infeccdo. Dentre os mais comuns esta o uso de medicamentos
antifungicos topicos, tratamento de via de administracao oral ou mesmo medidas nao
medicamentosas (ALMEIDA et al., 2009) e meios etnofarmacolégicos (conhecimento
popular de determinados grupos étnicos-sociais).

Atualmente existe uma infinidade de opgbes de antifungicos, tanto topicos
quanto sistémicos, porém o conjunto terapéutico ainda € extremamente limitado.
Muitos possuem 0 mesmo mecanismo de acdo, e pertencem ao mesmo grupo de
acao farmacoldgica, entretanto, a susceptibilidade dos fungos a estes medicamentos é
consideravelmente distinta. E clara a necessidade de novos antifingicos mais eficazes
e menos toxicos (ALMEIDA et al., 2009).

Além disto, muitos dos antifungicos apresentarem propriedade fungistatica o
gue pode aumentar da resisténcia fungica. Este fato justifica a preocupacéo com a
assisténcia a saude, sendo oportuno o desenvolvimento de novos farmacos. E assim,
0s vegetais poderiam representar fontes de novas moléculas bioativas (PAGIOTTI et
al., 2011). Estudos demonstram que cerca de 60% dos 6leos essenciais (OE) vegetais
apresentam acgao antifungica (LIMA et al., 2006).

Dentre as possibilidades fitoterapicas encontra-se o Eugenol. Presente em
diversas plantas, como louro, noz-moscada, poejo, porém com maior abundancia no
Syzygium aromaticum, popular cravo-da-india (cerca de 80%-90%). Este OE possui
propriedade constatada contra fungos isolados de dermatomicose, como Candida
albicans, Trichophyton mentagrophytes, Saccharomyces cerevisiae e Aspergillus
Niger (AFFONSO et al., 2012).

Deste modo, visando a elevada demanda por produtos de origem natural,
os inumeros efeitos colaterais das drogas sistémicas, bem como a toxicidade e
o crescente indice de resisténcia fungica aos medicamentos disponiveis, tém sido
fatores estimulantes para busca de novas alternativas de tratamento.

Sendo assim, a utilizacéo de formulacgao fitoterapica de uso topico para tratamento
destas patologias tendem a ser uma op¢ao promissora.

Devido os fatos apresentados, este trabalho teve como objetivo avaliar o uso
de uma formulacédo fitoterapica de uso topico contendo Oleo essencial (Syzygium
aromaticum) para o tratamento de um caso de tinea pedis (frieira).
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2| METODOLOGIA

2.1 Extracao do 6leo essencial do cravo-da-india

A extracao do OE foi realizada a partir de método de carreamento a vapor de
agua, sendo o método de escolha por ndo necessitar uma purificagdo posterior a
extracdo. O equipamento utilizado para este procedimento foi o aparelho de Clevenger
modificado (AKISUE , 1986). Representado na figura 1 abaixo.

Figura 1 — Foto Clevenger modificado

Fonte: acervo pessoall

2.2 Preparo da formulacao

Para veicular o 6leo essencial a forma farmacéutica escolhida foi utilizado creme
aniénico, emulsédo do tipo O/A adaptado do Formulario Nacional da Farmacopeia
Brasileira (BRASIL, 2012). Segue abaixo, na tabela 1, as matérias-primas utilizadas,
assim como a quantidade.

Componentes Quantidade

Fase A (oleosa)

Oleo mineral 5g

Lanette 159
Butil-hidroxitolueno (BHT) 0,059
Nipazol 0,05 g

Fase B (aquosa)
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Nipagim 0,19

EDTA dissédico 0,29

Glicerina 059

, . asp
Agua destilada 100mL

Tabela 1 — Componentes da formulagéao

Para o preparo, as fases oleosa e aquosa foram aquecidas separadamente a
temperatura aproximada de 70-75°C. Lentamente e sob agitacédo, a fase aquosa foi
vertida a fase oleosa. Ja fora do aquecimento, manteve-se ainda agitacao constantes e
acrescentou-se o OE, na concentracao de 7%, homogeneizando-se até a incorporagao
total do mesmo.

2.3 Tratamento

Foi utilizado o creme e regido acometida de tinea pedis. Sendo a aplicagéo
realizada duas vezes ao dia (manha e noite), durante 6 dias

2.4 Registro fotografico

Para registrar a evolugao do quadro foram feitas fotografias ao longo do
tratamento.

3| RESULTADOS

Para avaliacdo foram obtidas fotografias antes, durante e apds o tratamento,
mostradas nas figuras 2, 3, 4, 5, 6 e 7 abaixo. Sendo nelas registrado o local antes de
se iniciar a aplicacao do creme, um, dois, quatro e seis dias apds o inicio da aplicagao,
e apoés o tratamento.

Figura 2 - Foto do local antes do tratamento

Fonte: acervo pessoal
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Figura 3 - Foto do local apds 1 dia de tratamento

Fonte: acervo pessoal

Figura 4 - Foto do local ap6s 2 dias de tratamento

Fonte: acervo pessoal

Figura 5 - Foto do local ap6s 4 dias de tratamento

Fonte: acervo pessoal

Figura 6 - Foto do local apés 6 dias de tratamento

Fonte: acervo pessoal
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Figura 7 - Foto do local apds o tratamento

Fonte: acervo pessoal

4 | DISCUSSAO

Os resultados alcangados com a formulacao topica permitem afirmar que o 6leo
essencial de S. aromaticum (eugenol) foi eficaz na reducédo das lesbes causadas por
fungos dermatofiticos no caso especifico de tinea pedis.

O registro fotografico apresentado pelo usuario demonstra uma rapida melhora
no quadro de inflamacgao do local. Vé-se, antes do tratamento, que a tinea pedis deixou
a regidao afetada com manchas brancas, descamacgao e rachaduras. Apos 2 dias de
tratamento observou-se demasiada diminuicdo na descamacéao na pele e depois de
4 dias amenizou-se as manchas brancas e rachaduras no local. Ao final de 6 dias foi
possivel perceber a completa reducéo da leséo.

Outros autores avaliaram o efeito antiflgico dos constituintes dos éleos essenciais
do cravo-da-india. Verificando que o eugenol, ou 4-alil-2- metoxifenol, € um composto
fendlico, possui baixo peso molecular e carater lipofilico, permitindo alta penetracao
nas membranas celulares, justificando assim, sua atividade contra os fungos. O
eugenol, com acao in vivo e in vitro contra o género Candida, bem como atividade
antidermatofitica in vitro (LEE et al., 2007; BAKKALI et al., 2008; AFFONSO et al.,
2012).

O trabalho de Orchard et al. (2017) verificou 52 6leos essenciais com atividade
notavel contra dermatofitos em concentragdes de 0,50 mg/mL ou menos. Dentre os
cinco Oleos essenciais que apresentaram excelente espectro de acéo, 0leo essencial
de S. aromaticum (eugenol) obteve atividade anti dermatofitica com valores de MIC
variando 0,50 e 0,13 mg/mL contra Microsporum canis e Trichophyton mentagrophytes.

Semelhantemente Reginato et al. (2017) comprovaram as atividades antiflungicas
de eugenol contra cepas fluconazol resistentes e fluconazol sensiveis de Candida
dubliniensis e destacaram a possibilidade do composto expandir a classe existente
de agentes antifungicos uteis. Assim, o composto poderia ser utilizado em produtos
farmacéuticos, tais como os ingredientes antissépticos.
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51 CONCLUSAO

Percebeu-se que o uso da formulagéo topica com 6leo essencial de Syzygium
aromaticum promoveu areducéo favoravel e eficaz das lesdes causadas por tenia pedis.
Chegando a esta concluséao através de relatos fotografico de estudo etnofarmacolégico
do OE e buscas da literatura cientifica. Entretanto, ha necessidade de maiores estudos
para analisar o resultado do tratamento de maneira mais clara e eficaz.
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CAPITULO 6

LEVANTAMENTO DE SUSPEITA DE REACOES
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RESUMO: A quimioterapia é uma das
alternativas mais utilizadas no tratamento de
cancer e utliza diversos medicamentos de
elevada toxicidade, consequentemente com
inUmeras possibilidades de reacbes adversas.
O trabalho teve como objetivo realizar um
levantamento de suspeitas de reagcdes adversas
a medicamento em criancas atendidas no setor
de oncologia infantil do Hospital Regional de
Mato Grosso do Sul. Foram utilizadas para
0 estudo as prescricoes de vinte pacientes
acometidos por leucemia linfocitica aguda,
acompanhamento das infusées e administracao
dos farmacos. Também foi aplicado um
questionario sobre farmacovigilancia aos
profissionais de saude. Como resultado do
estudo foi possivel observar que a maioria
dos pacientes era do sexo masculino,
pertenciam a faixa etaria entre 1 e 8 anos, e
utilizaram o GBTLI-LLA 2009 como protocolo
principal. Dos medicamentos selecionados

apenas a L-asparaginase  apresentou
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desenvolvimento de reacbes adversas, porém,
ndo realizaram notificagbes voluntarias, mas
sim subnotificacbes. Foi observado, através
das respostas do questionario aplicado, que a
maioria desses profissionais desconhece o papel
da farmacovigilancia, porém admitiram que a
presenca de um farmacéutico clinico na equipe
multiprofissional contribuiria para a seguranca
no tratamento. Realizar o levantamento e
buscar a causalidade das reagcbes adversas
aos medicamentos antineoplasicos nao foi
uma tarefa simples, pois, muitas reacbes séo
comuns para muitos medicamentos.

PALAVRAS-CHAVE: Antineoplasicos. Reagbes
Adversas a

Medicamentos.  Tratamento

Farmacoldgico.

ABSTRACT: Chemotherapy is one of the most
used alternatives in the treatment of cancer
and uses several medicines of high toxicity,
consequently with numerous possibilities of
adverse reactions. The objective of this study
was to investigate the suspicions of adverse
drug reactions in children attending the children’s
oncology sector of the Hospital Regional of
Mato Grosso do Sul. Twenty patients with acute
lymphocytic leukemia were followed for the
study. infusions and administration of drugs. A
guestionnaire on pharmacovigilance was also
applied to health professionals. As a result of
the study it was possible to observe that most
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of the patients were male, belonged to the age group between 1 and 8 years, and
used GBTLI-LLA 2009 as the main protocol. Of the drugs selected only L-asparaginase
developed adverse reactions, however, they did not make voluntary notifications, but
underreporting. It was observed through the answers of the questionnaire applied that
the majority of these professionals are unaware of the role of pharmacovigilance, but
admitted that the presence of a clinical pharmacist in the multiprofessional team would
contribute to the safety in the treatment. Conducting the survey and investigating the
causation of adverse reactions to antineoplastic drugs was not a simple task since
many reactions are common for many drugs.

KEYWORDS: Antineoplastic Agents. Drug Adverse Reations. Drug Therapy

11 INTRODUCAO

O céancer infantil corresponde a um grupo de diferentes doengas como as
leucemias, tumores do sistema nervoso central e linfomas. Em termos numéricos,
representam cerca de 2 a 3% dos tumores malignos da populacao brasileira, sendo
que as leucemias s&o as mais frequentes e correspondendo a 29% dos mesmos
(CAZE, BUENO; SANTOS, 2010; SILVA et al., 2008).

A Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) é uma neoplasia maligna decorrente de falhas
genéticas continuas nas células sanguineas ascendentes da linhagem linfoide. O
processo de multiplicagcao descontrolada dessas células acarreta naformacéo de células
leucémicas denominadas linfoblastos, que ao se acumularem acabam substituindo as
células saudaveis do sangue e promovendo a supressao da hematopoese normal.
Entretanto, o fato das modificagcbes serem genéticas nao significa necessariamente
elas que sejam hereditarias (CAZE, BUENO; SANTOS, 2010).

A quimioterapia, a radioterapia, a cirurgia e o transplante de medula éssea,
atualmente séo os métodos de tratamento oncolégico mais utilizados, e para cada um
deles existe uma finalidade especifica e fatores importantes a serem considerados
como tipo de neoplasia, seu estagio e localizacao (COSTA, 2012).

A quimioterapia € a alternativa farmacologica onde sao empregados agentes
citotoxicos para alterar o DNA das células e elimina-las. Geralmente sdo realizadas
associacdes entre mais de um agente quimioterapico, onde estes apresentam
mecanismos de acdo e toxicidade diferentes com o intuito de destruir as células
malignas, minimizar os possiveis efeitos adversos relacionados com as doses e reduzir
as chances de resisténcia ao efeito da quimioterapia (POLLOCK et al., 2006).

Os antineoplasicos podem ser classificados quanto a sua estrutura quimica e
funcéo celular, como por exemplo: agentes alquilantes, antimetabdlicos, alcalbides,
topoisomerase-interativos, antibidticos antitumorais e outros cujos mecanismos nao
estdo bem definidos (BRASIL, 2008). E por apresentarem elevada toxicidade, como o
proprio nome sugere, esses farmacos sao potencialmente sujeitos a desenvolverem
Reacdes Adversas a Medicamentos (RAM).
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As RAM correspondem a qualquer acontecimento prejudicial, n&o intencional ou
indesejado, ocorrido durante o uso de um medicamento utilizado com doses terapéuticas
habituais para fins de tratamento, profilaxia ou diagnostico (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 2005).

Diante das RAM, sejam leves ou mais graves, surge a farmacovigilancia com o
intuito de detectar, avaliar, compreender e prevenir riscos de incidentes relacionados ao
uso de medicamentos (LIMA et al., 2013). Para tanto, um dos métodos mais utilizados
para isso é a notificacdo voluntaria, a qual deve ser enviada para o Sistema Nacional
de Notificagcdes para Vigilancia Sanitaria (NOTIVISA) (AGRIZZI, 2013).

Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) implantou o
Projeto Hospitais Sentinela (PHS) com o intuido de construir uma rede de servigos
em todo Brasil, pronta para notificar eventos adversos e queixas técnicas, além de
sistematizar a vigilancia de produtos empregados em servicos de saude (DUARTE,
BATISTA; ALBUQUERQUE, 2014).

O tratamento de céncer, tanto adulto quanto pediatrico, deve ocorrer em centros
especializados que apresentem uma equipe multidisciplinar preparada e experiente
para o atendimento. Nesse sentido, o profissional farmacéutico ira atuar de modo a
contribuir com a efetividade da terapia selecionada (SIEBEL, 2012).

Ao que serefere ao paciente oncolégico, os servigos de atencao farmacéuticacomo
aconselhamento do doente, selecao da dose e via de administracdo, e monitorizacao
do tratamento devem estar presentes durante todos os ciclos terapéuticos, pois
além de complementar os cuidados médicos, promovem uma reducéo dos efeitos
adversos, melhoria na qualidade de vida e consequentemente diminuicao dos indices
de morbimortalidade (SOUSA, 2010).

A insercdo e a solidificacdo da farmacovigilancia aplicada ao tratamento
oncolégico, € de extrema importancia dentro do contexto da promocéo e recuperagcao
da saude, bem como o uso racional de medicamentos e maior seguranca no tratamento
(BATISTA, 2014).

Diante disso, esse trabalho teve como objetivo realizar um levantamento de
suspeitas de reacdes adversas a medicamento em criangas atendidas no setor de
Oncologia.

2| METODOLOGIA

Foi realizado um estudo do tipo descritivo e analitico das suspeitas de reacdes
adversas a medicamentos no Centro de Tratamento Onco-Hematoldgico Infantil
(CETOHI) do Hospital Regional de Mato Grosso do Sul, no periodo de fevereiro a
junho de 2016.

O Hospital Regional de Mato Grosso do Sul disponibiliza a populagéo sul-mato-
grossense assisténcia médico-hospitalar humanizada através do Sistema Unico de
Saude (SUS). Possui diferentes titulos, dentre os quais o de Colaborador do Programa
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Hospital Sentinela, além de contar com Programa de Residéncia Multiprofissional.

A populacéo participante do estudo foi a de pacientes do sexo masculino e
feminino, portadoras de Leucemia Linfocitica Aguda (LLA), com idade até 19 anos e
gue recebiam tratamento a nivel ambulatorial no periodo de estudo mencionado.

Os dados foram obtidos através do acesso das prescricoes do dia para cada
paciente, as quais estavam disponiveis para os profissionais do setor. Estas continham
informagcdes como data de emissao, nome do paciente, idade, numero do prontuario,
diagnostico, tipo de protocolos utilizado, peso, superficie corpérea, os nomes dos
medicamentos, via de administragéo e posologia.

O levantamento das suspeitas de RAM foi realizado através do acompanhamento
das infusdes e administracdes dos quimioterapicos, abordagem dos profissionais de
enfermagem quanto a observacéo a respostas indesejaveis, busca ativa por parte dos
pacientes ou acompanhantes sobre qualquer reacao que tenha sofrido em decorréncia
do farmaco, além de busca literaria sobre cada medicamento selecionado. Por ultimo,
foi aplicado um questionario sobre farmacovigilancia a cinco profissionais do setor,
dentre eles médicos e técnicos de enfermagem para avaliar o conhecimento sobre 0
assunto e a necessidade do profissional farmacéutico na equipe.

Os medicamentos foram classificados segundo a Anatomical Terapeutic Chemical
(ATC) (WHO, 2016). Para organizacao e processamento das informacdes coletadas
foi utilizado o software Excel.

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Universidade
Catélica Dom Bosco: CAAE numero 26486914.5.0000.5162.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante o periodo de estudo, foram selecionados aleatoriamente 20 pacientes
com diagnéstico de Leucemia Linfocitica Aguda (LLA) e estavam em tratamento no
ambulatério do setor de oncologia pediatrica do hospital. Desse total, 65% dos casos
correspondiam a faixa etaria entre 1 a 8 anos de idade, e a maioria dos pacientes era
do sexo masculino (60%) (Tabela 1).

N° %
Faixa etaria (anos)
1 |— 8 13 65
9 |— 1|19 7 35
Sexo
Feminino 8 40
Masculino 12 60

Tabela 1 — Pacientes segundo faixa etaria e sexo

Fonte: prépria
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A mesma realidade foi observada por Souza (2013), o qual identificou que os
indices de LLA no sexo masculino correspondem a 59,20% dos casos, e que a doenca
se encontra em maior propor¢cao nos pacientes = 1ano e < que 9 anos. No entanto, as
informacodes que possivelmente justifiquem esses valores ainda sao pouco discutidas
e até mesmo incertas.

Ao analisar as prescri¢des, foi possivel observar que 17 (85%) pacientes utilizaram
o protocolo do Grupo Brasileiro de Tratamento da Leucemia Infantil (GBTLI- LLA 09)
e apenas 3 (15%) adotaram o Saint Jude Total XV como esquema para a composi¢cao
do tratamento (Tabela 2).

Protocolos N° %
GBTLI - LLA - 09 17 85
Saint Jude Total XV 3 15
Total 20 100

Tabela 2 - Protocolo de Tratamento

Fonte: prépria

Segundo Pereira (2010), os desenvolvimentos de protocolos, bem como a sua
adaptacao aos fatores de risco, possibilitaram o alcance da cura em 70 a 80% dos
casos que realizaram tratamento. Esse processo pode ser observado nos protocolos
do GBTLI-LLA 2009, pois de acordo com o Nucleo de Avaliagédo de Tecnologias em
Saude (2013), esse esquema é utilizado em alguns centros do pais por apresentar
resultados favoraveis em termos de menor toxicidade. Outro fator que possivelmente
justifique o resultado encontrado neste estudo seria que em sua atualizagao o mesmo
utiliza as analises da doenca residual minima para estratificar os pacientes em grupos
de risco, o que contribui para auxilia na escolha de um tratamento mais seguro e eficaz
(GANAZZA, 2014).

Diante dos inumeros medicamentos que compde as fases de tratamento da
LLA, os antineoplasicos Citarabina, Metotrexato, L-asparaginase e Vincristina foram
considerados pelos profissionais como potencialmente sujeitos a desencadear reacoes
adversas graves e/ou incomuns nos pacientes. As caracteristicas e classificacao dos
medicamentos segundo a Anatomical Terapeutic Chemical (ATC) estao descritas na

Tabela 3.
Medicamentos Cddigo ATC
Asparaginase LO1XX02
Citarabina LO1BCO1
Metotrexato LO1BAO1
Vincristina LO1CAO02

Tabela 3 - Classificagdo dos medicamentos utilizados no tratamento oncoldgico - ATC
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(Anatomical Therapeutic Chemical).

Fonte: prépria

A Citarabina foi utilizada no esquema quimioterapico de 4 criancas na fase
de consolidagdo, porém, ndo houveram suspeitas de reacOes adversas graves
relacionadas a esse medicamento. Realidade diferente da informacéo disponibilizada
pela Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), a qual relatou ocorréncia
de reacdes anafilaticas com parada cardiopulmonar aguda imediatamente ap6s a
administracao intravenosa de Citarabina. Outra resposta relacionada ao uso frequente
desta substancia € a hidradenite écrina neutrofilica, caracterizada por diferentes tipos
de lesbes cutéaneas proveniente da excrecao do quimioterapico pelas glandulas écrinas
(SANCHES JUNIOR et al., 2010).

A Vincristina foi empregada no tratamento de 11 pacientes, sendo que um deles
a utilizou ndao apenas na fase de consolidacdo como a maioria, mas também na
etapa de inducao. Durante o periodo de estudo ndo foram constatadas suspeitas de
reacOes adversas potentes associadas ao seu uso, situacao diferente da relatada por
Magliari et al. (2012), onde a administracdo desse medicamento esteve associada a
casos de Herpes Zoster e neuropaitas. E de acordo com informagdes do laboratério
fabricante, disponibilizadas na pagina eletrénica da ANVISA, também ha relatos de
paralisia das cordas vocais em criancas, convulsdes seguidas de coma e disturbios
neuromusculares apds o uso do Sulfato de Vincristina.

Quanto ao Metotrexato, este foi utilizado em 13 pacientes nas fases de
manutengdo e consolidacéo. A auséncia de efeitos adversos a esse medicamento no
presente estudo pode estar relacionada com a administracdo de Leucovorin (Acido
Folbnico), rigorosa hidratacao e controle de pH dos pacientes, pois de acordo com o
HEMORIO (2010) a aplicacédo dessas medidas auxilia na prevencao, neutralizacéo
ou minimizacao dos efeitos adversos do quimioterapico, bem como na reducéo da
toxicidade da terapéutica.

A L-asparaginase foi administrada via intramuscular em 11 pacientes infantis do
setor de oncologia principalmente na fase de consolidagcao. Com resultado, foi possivel
observar um quadro de reacao alérgica e um quadro de febre continua iniciada ap6s
o termino da administracdo deste medicamento, o que acarretou na internagdo do
paciente. Os casos foram relatados nos registros diarios, mas nao houve notificacéo
voluntaria por parte da profissional.

De acordo com Cazé, Bueno e Santos (2010), a I-asparaginase esta presente em
diversos protocolos, uma vez que possui a vantagem de ter baixo efeito mielosupressor
e de distarbios gastrointestinais quando comparada a outras drogas utilizadas no
tratamento desse tipo de cancer. Entretanto, este farmaco pode desencadear reacdes
sérias que envolvem o processo de coagulacdo e casos de anafilaxia (PEREIRA,
2010), como ocorrido no presente estudo.

Para evitar casos como este, a via intramuscular é a mais indicada para sua
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administracdo, pois apresenta menor possibilidade de reagbes alérgicas (CAZE,
BUENO; SANTOS, 2010). Outra medida de prevencédo que é abordada pelo proprio
fabricante do medicamento seria a realizacdo de teste de intradérmico, para observar
se ao aplicar o medicamento ocorre a formacgao de papula ou eritema indicando assim
uma reacao positiva para alergia.

Diante da dificuldade encontrada em realizar as notificacbes de RAM pelos
profissionais de saude foi aplicado um questionario sobre farmacovigilancia a cinco
profissionais do setor de oncologia, obtendo o seguinte resultado: 4 (80%) dos
entrevistados ndo conheciam o papel da farmacovigilancia, fato preocupante uma vez
gue a instituicao é colaboradora do Programa Hospital Sentinela.

No que diz respeito a quem pode realizar as notificacbes de RAM, 4 (80%)
assinalaram que todos os profissionais (médicos, farmacéuticos, e enfermeiros e
técnicos de enfermagem) podem notificar as reacbes adversas a medicamentos,
e apenas 1 (20%) dos entrevistados marcou que séo os enfermeiros e técnicos de
enfermagem que podem notificar as RAM. Porém, essa resposta pode estar equivocada
pois as anotacdes referem-se aos registros diarios dos prontuéarios, nao em NOTIVISA.

Segundo um levantamento realizado por Duarte, Batista e Albuquerque (2014) a
pratica de notificagcdes nas areas de farmacovigilancia foram realizadas principalmente
por farmacéuticos (73,5%), seguidos de enfermeiros (11,8%), técnicos de enfermagem
(8,8%) e médicos (5,9%).

Entretanto, no setor participante do presente estudo nao conta com a atuacao
de um farmacéutico clinico em sua equipe. Nao ter farmacéutico na equipe dificulta
nao apenas a divulgacdo e a pratica referente as notificacdes de RAM, queixas
técnicas e ineficacia terapéutica, mas também o processo de acompanhamento
farmacoterapéutico, bem como a proposicéo de possiveis intervenc¢des para melhoria
do paciente (LIMA et al., 2013; BERNARDI et al., 2014).

A auséncia desse profissional representa uma lacuna na equipe pois, todos
0s entrevistados afirmaram que atuacdo de um farmacéutico clinico na equipe
multiprofissional do setor de oncologia infantil contribuiria para a seguranca no
tratamento dos pacientes e mais do que isso, um deles manifestou grande interesse
de ter no setor o servico de farmécia clinica.

Quando questionados sobre a pratica de notificacédo de suspeita de RAM nos
ultimos 5 meses, apenas 2 (40%) pessoas assinalaram que arealizaram, porém em seus
relatérios diarios. Isso sugere uma atividade de subnotificacéo, cujas possiveis causas
segundo alguns autores sejam a falta de conhecimento sobre a importancia de notificar
e como fazé-lo, preocupacéo dos profissionais com a quebra da confidencialidade das
informacgdes, receio de punigcdes e auséncia de retorno da informacéo analisada e
auséncia de retorno da informacao analisada e recomendacdo (DUARTE, BATISTA,
ALBUQUERQUE, 2014; PRIMO; CAPUCHO, 2011).
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41 CONCLUSAO

Foi possivel concluir que o tratamento da Leucemia Linfocitica Aguda utiliza
diversos medicamentos, os quais apresentam reagdes comuns a todos. Dos
medicamentos selecionados, apenas a l|-asparaginase manifestou reagdes graves,
gue necessitaram de intervencgao.

Todavia, o presente estudo demonstrou que para realizar o levantamento de
suspeitas de reacdes adversas é fundamental que os profissionais envolvidos tenham
mais conhecimento sobre elas, estejam atentos, e saibam agir, principalmente no caso
de criangas, uma vez que dependendo da gravidade da reacéo, esta pode ser fatal.

Outrossim, este trabalho permitiu observar a necessidade de um farmacéutico na
equipe multidisciplinar do setor de oncologia infantil, para que além de desempenhar
sua atuacdo clinica, ele possa contribuir para maior divulgacdo das acgbes da
farmacovigilancia, principalmente no que diz respeito a pratica da notificacdo de forma
voluntaria, visto que a instituicdo colabora com o Programa Hospital Sentinela.
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CAPITULO 7

NANOPARTICULAS POLIMERICAS DEGRADAVEIS
PARA CARREAMENTO DE PROTEINAS: COM FOCO

Caroline Dutra Lacerda
Universidade de Sao Paulo, Instituto de Quimica,
Sao Paulo - SP

RESUMO: Bioativos, como as proteinas, tém
sido estudados e empregados na terapia de
diversas patologias humanas, muitas vezes, de
forma limitada devido a vulnerabilidade desses
compostos. A encapsulacdao em nanoparticulas
tem sido amplamente estudada, visando
liberac&o controlada, reducé&o da toxicidade e
protecao do bioativo. Os biopolimeros quitosana
e alginato tém sido muito empregados nessas
formulagbes devido a biocompatibilidade e
a baixa toxicidade. Dentre os métodos de
obtencdo de nanoparticulas, a gelificacao
ibnica é interessante por nao utilizar solventes
organicos e altas temperaturas. A enzima
L-asparaginase € um bioativo muito importante
no tratamento da leucemia linfoblastica aguda
em criancas e necessita de alternativas para
aumentar sua estabilidade plasmatica e diminuir
seus efeitos adversos, como inducao de reacao
do sistema imune e producdo de anticorpos
antiasparaginase.

PALAVRAS- CHAVE:
L-asparaginase, quitosana, alginato.

nanoparticula,

ABSTRACT: Bioactive compounds, such as
proteins, have been studied and employed
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NA ENZIMA L-ASPARAGINASE

in the therapy of various human pathologies,
although with limitation due to the their structure
vulnerability. The encapsulation in nanoparticles
has been extensively studied, for controlled
release, toxicity reduction, and bioactive
protection. Biopolymers such as chitosan
and alginate have been widely used in these
formulations due to their biocompatibility and
low toxicity. Among the methods of nanoparticle
assembly, ionic gelation is interesting sicne
it does not use organic solvents and high
temperatures. The enzyme L-asparaginase
is a very important bioactive to the treatment
of acute lymphoblastic leukemia and different
alternatives are needed to increase its plasma
stability and to decrease its adverse effects,
such as induction of immune system reaction
and production of antiasparaginase antibodies.
KEY WORDS: nanoparticle, L-asparaginase,
chitosan, alginate.

11 NANOPARTICULAS POLIMERICAS PARA
CARREAMENTO DE PROTEINAS

Sistemas de liberacdo de farmacos
sao estruturas micro ou nanométricas com
capacidade de encapsular

direcionamento especifico do principio ativo

e promover O

de maneira que aumente a sua seguranga

e/ou eficacia, além de promover maior
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biodisponibilidade. Para tentar alcancar esses objetivos, de forma a possibilitar
um tratamento mais seguro e eficiente, varios sistemas tém sido propostos como,
lipossomas, micelas, nanoparticulas poliméricas e dendrimeros. (Natarajan et al.,
2014)

Os nanocarreadores sao planejados com o intuito de liberar determinada dose
do principio ativo em uma velocidade constante e assim diminuir a variacdo da
concentracdo do mesmo no organismo durante um periodo especifico, com o minimo
de efeitos colaterais. Em geral, o farmaco é incorporado a uma matriz que retém
suas moléculas e as liberam aos poucos, diminuindo a flutuagéo do nivel plasmatico
desse ativo (Pundir, Badola e Sharma, 2013). Essa estratégia pode ser utilizada para
melhorar a biodisponibilidade e biodistribuicao de diferentes tipos de farmacos, sejam
eles hidrofébicos, hidrofilicos, sensiveis a variagado de pH, de baixa estabilidade no
meio fisioldégico, com alta capacidade de ativar o sistema imunoldgico, desencadeando
muitos efeitos adversos, entre outros, podendo ser moléculas pequenas ou grandes
como as proteinas.

As proteinas tém sido muito estudadas e empregadas na terapia de diversas
patologias humanas, mas a sua utilizagao acaba sendo limitada devido a vulnerabilidade
da sua estrutura, o que é muito critico, uma vez que a sua atividade & altamente
dependente da conformacéo. Além disso, estdo susceptiveis a degradagdo enzimatica
por proteases enddgenas e a imunogenicidade. A nanotecnologia tem sido muito
explorada no desenvolvimento de sistemas que possam contornar essas limitacoes e
permitir o aproveitamento do potencial terapéutico dessas moléculas. (Yu et al., 2016)

A L-asparaginase Il € muito utilizada em protocolos clinicos para tratamento de
diversos tipos de céncer, principalmente a leucemia lifoblastica aguda em criancas,
mas apresenta limitacbes de uso inerente de qualquer proteina exdgena, além de
efeitos secundarios indesejados que podem resultar desde a inativagdo da enzima
ap6s a administracao até graves reacdes alérgicas e neurotdxicas (Hill et al., 1967;
Narta, Kanwar e Azmi, 2007). Neste contexto, é um desafio desenvolver formula¢des
gue superem essas limitacdes e possibilitem o uso do potencial terapéutico desse
bioativo com mais seguranca para o paciente.

AincorporacaodaL-asparaginase em nanoparticulas de polimeros biocompativeis
€ uma alternativa promissora para aumentar a estabilidade dessa enzima no plasma
e permitir a liberagao sustentada da enzima e, com isso, aumentar o intervalo entre as
administrac¢des, além de diminuir os efeitos adversos.

1.1 Nanotecnologia

A nanotecnologia vem sendo empregada em diversas areas, com a criacao e
utilizacdo de materiais, dispositivos e sistemas através do controle da matéria em escala
de tamanho nanométrico. Especificamente na area da saude, tem se tornado cada vez
mais comum a sua aplicacao, ja que a entrega eficiente de farmacos € um dos grandes
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desafios da industria farmacéutica e biotecnologica. Muitos farmacos apresentam uso
limitado devido a baixa solubilidade, alta toxicidade, agregacao, entrega néo especifica,
degradacéao in vivo e meia-vida curta. Nesse contexto, a nanotecnologia vem sendo
empregada no desenvolvimento de novos sistemas para a entrega de principios ativos
a fim diminuir os efeitos colaterais e aumentar sua estabilidade, além de possibilitar
maior biodisponibilidade. (Parveen, Misra e Sahoo, 2012; Zhang et al., 2008)

Diversossistemasnano-estruturadosvémsendodesenvolvidosparacarregamento
de farmacos. Dentre eles, os lipossomas tém sido muito utilizados, apesar de apresentar
aplicacéao limitada devido a baixa eficiéncia de encapsulacao e da rapida liberacdo de
moléculas hidrofilicas na presenca dos componentes sanguineos. Nesses casos, as
nanoparticulas poliméricas apresentam mais vantagens, por possibilitar aumento da
estabilidade dos farmacos, como por exemplo, as proteinas, além de ser muito util
para produzir formulac¢des de liberagdo controlada. (Soppimath et al., 2001)

O tamanho das nanoparticulas pode variar entre 10-1000 nm de diametro e tém
atraido muita a atencao dos pesquisadores na area farmacéutica, com o objetivo de
desenvolvimento de sistemas para entrega de principio ativo, devido a versatilidade e
possibilidade de direcionamento para tecidos especificos, acesso a alvos moleculares
profundos e controle de liberagdo do ativo. Dentre os diversos materiais que podem ser
utilizados para a producéao de nanoparticulas, os polimeros tém sido muito explorados
devido a sua versatilidade e biocompatibilidade, podendo ser polimeros sintéticos,
naturais ou semi-sintéticos, que sdo empregados a fim de encapsular principios ativos.
(Hans e Lowman, 2002)

1.2 Nanoparticulas poliméricas

O desenvolvimento e a obtencao de polimeros biocompativeis representam uma
revolucdo na medicina, proporcionando significativos avancos biotecnolégicos na
entrega de medicamentos, biomateriais, engenharia de tecidos e desenvolvimento de
dispositivos médicos. A degradabilidade e biocompatibilidade desses materiais sao de
suma importancia, pois seus subprodutos, em meio biolégico n&o sao toxicos. Embora
grande parte dos trabalhos pioneiros no desenvolvimento de sistemas de liberagcéo
controlada de farmacos tenham sido conduzidos com polimeros ndo-degradaveis,
polimeros degradaveis e biodegradaveis sao os preferiveis para tal aplicagcao. Na Figura
1, estdo representados os mondédmeros de alguns polimeros com essas caracteristicas.
(Kamaly et al., 2016)

Apesar de o termo biodegradavel ser muito utilizado pare descrever polimeros que
séo degradados em meio biolégico, sem formagao de produtos tdxicos, nem sempre
esse termo € aplicado da forma mais adequada, uma vez que em 2012, a IUPAC (Uniéao
Internacional de Quimica Pura e Aplicada) definiu esse termo como referente a quebra
de polimeros in vivo, mediada por acdo celular. Muitos dos polimeros degradaveis
utilizados sdao comumente referidos como biodegradaveis, embora 0 mecanismo
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de degradagdo néo seja bioldgico sendo, na maioria dos casos, impulsionada pela
hidrélise. Sendo assim, a maioria dos polimeros utilizados na entrega de farmacos séo
degradaveis e nao biodegradaveis uma vez que sua degradacéo in vivo é resultante
unicamente da hidrélise pela agua presente em tecidos e 6rgéaos, e ndo por uma acao
biolégica em si. (Vert et al., 2012)

Poly(esters):
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Figura 1. Polimeros para producdo se sistemas de entrega de farmacos. Exemplos de
polimeros degradaveis e biodegradaveis comumente utilizados. (Kamaly et al., 2016)

Os polimeros degradaveis de ocorréncia natural tém sido extensivamente
aplicados em sistemas de direcionamento especifico de principios ativos, devido
a abundéancia na natureza e biocompatibilidade, incluindo polimeros proteicos, tais
como, colageno, albumina, gelatina e os polissacarideos, como agarose, alginato,
carragenina, acido hialurénico, dextrano, quitosana e as ciclodextrinas. (Pillai e
Panchagnula, 2001)

Os polissacarideos naturais, em especial, ttm sido amplamente utilizados em
projetos de engenharia de tecidos e fabricacdo de nanoparticulas para entrega de
ativos. Apesar da grande vantagem de serem biodegradaveis, apresentam a limitacao
de variabilidade lote a lote e ampla distribuicao de peso molecular, quando comparados
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com os polimeros sintéticos. A quitosana e o acido hialurénico sao dois dos polimeros
naturais mais utilizados para carregamento de farmacos. (Kamaly et al., 2016)

A quitosana é um polimero natural, hidrofilico, biodegradavel, biocompativel,
com baixa toxicidade, e tem sido muito utilizada para a producao de nanoparticulas
para direcionamento especifico de farmacos (Nagpal, Singh e Mishra, 2010). Este
biopolimero € um mucopolissacarideo estreitamente semelhante a celulose, obtido
pela reacdo de desacetilacdo da quitina em meio alcalino. A quitina € um polimero
natural extraido de exoesqueleto de crustaceos, insetos, entre outros, composto
pelas unidades monoméricas de B-(1-4)-2-amino-2-desoxi-D-glicose e B-(1-4)-2-
acetamida-2-desoxi-D-glicose. Propriedades importantes podem influenciar na sua
solubilidade e capacidade de reticulagcao, como o grau de desacetilacéo, a distribuicao
de peso molecular e o conteudo de impurezas, os quais dependem das fontes naturais
da matéria-prima e dos métodos de preparacao. (Kumar, 2000)

Quando o grau de desacetilacdo da quitina atinge aproximadamente 50%, esta
se torna soluvel em meio aquoso acido, passando a ser denominada de quitosana. A
solubilizagé&o ocorre pela protonagéo do grupo funcional -NH, na posi¢éo C-2 da unidade
D-glucosamina e, com isso, o polissacarideo é convertido em um polieletrélito catibnico
quando em meios acidos. Este polimero catibnico pseudonatural apresenta muitas
aplicagcbes, como: tratamento de aguas, producdo de cosmeéticos e medicamentos,
aditivos alimenticios, membranas semipermeaveis e desenvolvimento de biomateriais.
(Rinaudo, 2006)

A citotoxicidade da quitosana foi avaliada em cultura de células A549. A IC,,
concentragcéao na qual 50% do crescimento celular € inibido, ndo apresentou diferenca
significativa para a quitosana livre e na forma de nanoparticulas. Variacdo de peso

molecular entre 10 e 213 kDa também néo altera a IC._, com valor médio entre 1,1 e

50’
1,2 mg.mL". Entretanto, com a diminuigdo do grau de desacetilagéo, o valor de IC_,
aumenta: quando diminui de 88 para 61%, o valor de IC,, aumenta de 1,2 para 2,0
mg.mL", e com uma diminuigédo para 46%, a IC_, aumenta para 2,2 mg.mL". (Huang,
Khor e Lim, 2004)

Outro estudo também verificou a baixa citotoxicidade da quitosana em células
CCRF-CEM e L132, sendo observado IC, ;> 1 mg.mL". Nesse mesmo trabalho, foi
constatada a baixa agdo hemolitica, com menos de 15% de lise detectada apos 5
horas de incubacao. Além disso, apds injecao intravenosa em ratos, foi observado que
a quitosana pode ser administrada por essa via sem acumulo significativo no figado,
além de uma rapida depuracao sanguinea. O complexo de quitosana-DNA resultou
ainda em diminuicdo significativa na degradacédo enzimatica do DNA por DNase I,
com degradacéo de aproximadamente 80% menor em 60 minutos. (Richardson, Kolbe
e Duncan, 1999)

Outrosbiopolimerostambém estao sendo muito utilizados nasciéncias biomédicas,
como, por exemplo, o alginato, que tem propriedades adequadas para producao de
formulagcdes para carreamento de farmacos, incluindo biocompatibilidade e facilidade

Principios em Farmacia Capitulo 7




de gelificacéo. Os hidrogéis de alginato tém sido muito aplicados na cicatrizacéo de
feridas e engenharia de tecidos. Este biopolimero também é um excelente candidato a
administracao de drogas protéicas, ja que as proteinas incorporadas em formulacdes a
base de alginato podem estar menos susceptiveis a desnaturacédo e a matriz do hidrogel
pode protegé-las da degradacao até sua liberagao. Diversas estratégias estdo sendo
investigadas para tal aplicagdo, porém, em geral, a taxa de liberacé&o de proteinas do
hidrogel de alginato é rapida, devido a sua natureza hidrofilica e porosidade inerente
(Lee e Mooney, 2012). Assim, para utilizacdo deste polimero em formulagdes de
liberacédo lenta, € preciso avaliar modificacdes de sintese para aumentar o tempo de
retencéo do farmaco, como a utilizacéo conjunta de outro polimero com caracteristica
de formar matriz menos porosa do que o alginato e, com isso, diminuir a velocidade de
difusdo das moléculas do farmaco.

Para a obtencdo de nanoparticulas poliméricas, dois métodos principais sédo
aplicados: a disperséo de polimeros pré-formados ou a polimerizagdo de mondémeros.
A dispersdo de polimeros pode ser realizada por diferentes técnicas, como a
evaporacao de solvente, a emulsificacdo, a diferenca de forca ibnica (salting out), o
fluido supercritico, a gelificacao ibnica e a coacervacao. (Soppimath et al., 2001)

Dentre as técnicas mais utilizadas para a obtencdo de nanoparticulas, a
gelificacdo i6nica se destaca devido a nao utilizagdo de solventes orgéanicos e alta
temperatura, o0 que é uma vantagem para encapsulacao de bioativos. Esta técnica
consiste, basicamente, na reticulagao de compostos com cargas opostas, como ocorre
com 0s grupos amino da quitosana que apresentam caracteristica catidnica, com os
grupos fosfato das moléculas anibénicas do tripolifosfato de sédio (TPP) ou alginato de
sodio (Nagpal, Singh e Mishra, 2010). A Figura 2 ilustra a formacg&o de nanoparticulas
de quitosana utilizando TPP por gelificagdo idnica.

A formacgéo de nanoparticulas por gelificacéo i6nica vém sendo cuidadosamente
estudada para que possa se obter particulas com tamanho nanométrico, com
estreita distribuicdo de tamanho e forma esférica, que séao caracteristicas ideais para
aplicacbes biomédicas (Bugnicourt e Ladaviére, 2016). Variacdo nas caracteristicas
da quitosana, como peso molecular e grau de desacetilagcdo, bem como a razéo
quitosana/TPP, permitem produzir particulas com diferentes propriedades, ou seja,
diferentes tamanhos, valores de potencial zeta e polidispersao e estabilidade, além de,
influenciar também na eficiéncia de encapsulagcéao e capacidade de carregamento de
farmaco (Gan et al., 2005; Xu e Du, 2003).

Nanoparticulas de quitosana foram produzidas pelo método de gelificacao iénica,
contendo pravastatina, para serem utilizadas no tratamento de céncer de figado.
Foram obtidas particulas esféricas com tamanho médio entre 129,8 + 10,5 e 270,4
+ 23,3 nm, com indice de polidispersao entre 0,238 + 0,03 e 0,452 + 0,05 e potencial
zeta entre 25,1 + 2,6 e 33,5 = 2,7 mV. A eficiéncia de incorporacéo da pravastatina
variou entre 49,05 e 72,04%. Foi observado, in vitro, rapida liberacéo inicial até 6
horas, seguida por uma liberacdo lenta variando de 52 a 92% ap0Os 48 horas, bem
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como a maior eficiéncia da paravastatina incorporada na nanoparticula na inibicdo do
crescimento das células HepG2, comparado com a forma livre, indicando que essa é
uma formulagao promissora para esse tipo de terapia. (Badran et al., 2016)

a /Tripolyphosphate (TPP)

chitosan

Figura 2. Formacao do complexo quitosana-TPP por gelificacao idnica. (a) llustragéo
esquematica do complexo quitosana-TPP e (b) imagem de microscopia eletrénica de varredura,
barra de escala 200 nm. (Paz et al., 2011)

Alémdetersemostrado utilparaaencapsulagdode farmacosde moléculapequena,
0 biopolimero quitosana, devido as suas propriedades ja citadas anteriormente, é um
candidato promissor também para a produc¢ao de formulagcbes contendo proteinas com
aplicacao terapéutica. As proteinas representam uma parte significativa dos novos
produtos farmacéuticos em uso e ainda sendo estudados. Apesar do seu mecanismo
de acao muito eficiente, a sua aplicagdo ainda apresenta uma grande desvantagem,
uma vez que, devido as suas propriedades fisico-quimicas, muitas delas apresentam
baixa estabilidade, permeabilidade e biodistribuicdo, apdés administracdao no paciente.
O sucesso desse tipo de formulagéo depende ndo apenas da estabilidade do sistema
de entrega, mas, também, da sua capacidade de manter a estrutura nativa e a atividade
da proteina, durante a preparacgao, periodo de armazenamento e da entrega ao local
de acéo do farmaco. Os sistemas a base de quitosana estdo sendo propostos como
estratégias validas para atender tais condicdes. (Andrade et al., 2011)

A quitosana ja foi utilizada para producdo de nanoparticulas para incorporacéo
da insulina (didmetro médio = 312,80 nm, indice de polidispersao = 0,481 e potencial
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zeta =23 mV), uma proteina utilizada no tratamento de diabetes. Estas nanoparticulas
apresentaram eficiéncia de encapsulagcéo de 70%. Os resultados das caracterizacoes
por espectroscopia no infravermelho (FTIR), calorimetria de varredura diferencial
(DSC) e termogravimetria (TG) corroboraram os dados sugerindo que a insulina foi
encapsulada com sucesso. No entanto, a incorporacdo da proteina parece estar
relacionada n&o apenas a interacdes eletrostaticas, mas também a processos fisicos
e/ou fendbmenos de adsorgao. (Azevedo et al., 2011)

Caracteristicas intrinsecas da proteina como peso molecular e ponto isoelétrico
influenciam na eficiéncia de encapsulagao e no perfil de liberacdo das nanoparticulas
de quitosana, como, por exemplo, proteinas com ponto isoelétrico menor do que o
pH do meio séao atraidas pelas cargas positivas da quitosana proporcionando maior
eficiéncia de encapsulacdo. (Jarudilokkul, Tongthammachat e Boonamnuayvittaya,
2011)

O pH do meio influéncia n&o so6 na eficiéncia de encapsulacéo, devido ao estado
de ionizacdo da proteina a ser incorporada, como também nas caracteristicas das
nanoparticulas formadas. Em pH mais acido é possivel obter particulas menores;
utilizando a solugdo do reticulante TPP em pH 5,5 sdo obtidas particulas mais
compactas, enquanto que em pH 9,5 séo obtidas particulas maiores. Entretanto, para
a incorporacgao da proteina albumina bovina, em pH 9,5 apresentou maior eficiéncia
encapsulacéo e perfil de liberacdo mais lento (Mattu, Li e Ciardelli, 2013). Assim, para
produzir uma formulagéo € preciso considerar as caracteristicas do polimero utilizado
e da molécula a ser incorpora, além das condi¢des de sintese.

1.3 Caracterizacao de nanoparticulas

Varias técnicas sdo empregadas para caracterizar um novo sistema contendo
nanoparticulas e tentar prever sua eficacia clinica. As principais caracteristicas
avaliadas sédo: o tamanho médio, a carga superficial, a capacidade de carregamento e
a cinética de liberagao do principio ativo, a estabilidade fisica e quimica da formulagcao
ao longo do tempo, bem como a citotoxicidade e atividade biolégica.

A biodistribuicdo das particulas depende das suas propriedades fisico-quimicas,
especialmente o tamanho. Uma das principais técnicas utilizadas para determinar o
tamanho de particulas em suspensao é o espalhamento dinamico de luz (DLS), que
avalia o movimento browniano das particulas e relaciona com a velocidade, ou seja,
o coeficiente de difuséo translacional, sendo, assim, possivel determinar o tamanho
das particulas de acordo com a equacao de Stokes-Einstein (Pecora, 2000). O
tamanho de particula é definido como o tamanho de uma esfera hipotética rigida que
difunde da mesma forma que as particulas que estdo sendo avaliadas. O resultado
é relatado como um tamanho médio e a homogeneidade da distribuicdo de tamanho
€ expressa como indice de polidispersidade (PDI), um parédmetro adimensional da
funcdo de autocorrelacao; valores entre 0,1 a 0,25 indicam uma estreita distribuicao
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de tamanho. O DLS fornece uma estimativa simples e rapida do tamanho das
particulas, mas apresenta limitagdes, principalmente em amostras com distribuicéo
de tamanho multimodal. Uma alternativa é a microscopia que fornece uma avaliagao
precisa do tamanho e da forma das particulas. No entanto, muitas vezes requer etapas
complicadas de preparacao de amostra, especificas para cada tipo de microscopia
gue pode alterar a amostra e criar artefatos. (Cho et al., 2013; Gaumet et al., 2008;
Xu, 2008).

A carga superficial € um importante parametro para o estudo da estabilidade de
coloides ou nanoparticulas em suspensao. Porém, devido a dificuldade de determinar
diretamente a carga superficial de particulas pequenas em meio liquido, a pratica
mais comum é determinar o potencial elétrico em um ponto distante da superficie
da particula, a camada difusa. Esta localizagdo esta relacionada ao movimento das
particulas em meio liquido, sendo chamada de plano de cisalhamento, sendo nele
medido o potencial zeta. Esse potencial € comumente determinado por meio da
avaliacado da mobilidade eletroforética das particulas suspensas, medindo assim o
potencial no limite da camada externa. Em geral, particulas com potencial zeta mais
positivo do que +30 mV ou mais negativo do que -30 mV tém estabilidade coloidal
mantida devido a repulsédo eletrostatica. Uma limitacéo desse tipo de determinacéo &
gue em amostras multimodais o valor do potencial zeta de particulas maiores domina
em relacdo a particulas menores. (Cho et al., 2013; Xu, 2008)

Acapacidade de carregamento do principio ativo, ou seja, aquantidade de farmaco
que é possivel veicular em uma determinada quantidade do sistema nanoparticulado,
€ importante, pois, quanto mais alta, menos matriz deverd ser administrada. O
carregamento pode ocorrer pela incorporacao no interior da matriz polimérica ou pela
absorcéo na superficie das nanoparticulas. Outro fator importante nesses sistemas € a
liberacéo do farmaco que, em geral, depende da solubilidade do mesmo, da dessor¢éo
da superficie, da difusdo através da matriz, da erosdo/degradacéo da matriz, bem
como da combinacgao desses fatores. (Cho et al., 2013; Mohanraj, Chen e Chen, 2006)

Duas maneiras muito utilizadas para estudar a liberacdo do principio ativo
das nanoparticulas é a amostragem e separacéo ou a difusdo por membrana de
dialise. Na técnica por amostragem e separacéo, o farmaco liberado é separado das
nanoparticulas por filtragéo, centrifugacéo ou filtragéo centrifuga e entdo quantificado,
a suspensao de nanoparticulas é complementada com o0 mesmo volume de meio de
liberacéo retirado e incubado até a préxima amostragem. A difusdo por membrana de
dialise depende da difusdo continua através da membrana. As vantagens deste método
s&o que as nanoparticulas nao estao sujeitas a processos de separacao invasivos e
a amostragem é rapida e simples, mas, por outro lado, a membrana pode atenuar
a liberacédo do farmaco atuando como uma barreira de difusdo ou uma superficie
adsorvente. (Cho et al., 2013; Mohanraj, Chen e Chen, 2006)
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1.4 Leucemia linfoblastica aguda (LLA)

O céncer é uma patologia dos genes associada a disfuncéo do ciclo celular.
Enquanto as células humanas saudaveis apresentam rigorosos mecanismos de
controle sobre ciclo celular, nas células cancerosas estes sdo menos efetivos ou
mesmo ausentes. Uma vez que ocorre uma mutacao genética em uma célula normal,
esta deixa de responder adequadamente aos controles normais de atividade celular
passando a se multiplicar de forma descontrolada e agressiva, podendo migrar para
tecidos vizinhos, formando focos disseminados, por um processo denominado de
metéastase. A célula perde sua fungao original passando a ser chamada de cancerigena,
tumoral ou neoplasica. A incidéncia de neoplasia tem aumentado, bem como mortes
em sua decorréncia, e os tratamentos convencionais sao a cirurgia, a quimioterapia, a
radioterapia e a imunoterapia. (Hartwell e Kastan, 1994; You e Jones, 2012)

Leucemia linfoblastica aguda (LLA) é um tipo de neoplasia maligna que afeta
a proliferacao e a diferenciacéo das células linféides progenitoras na medula 6ssea,
sangue e locais extramedulares. Aproximadamente 80% de todos 0s casos ocorrem
em criangas, mas € mais devastadora quando ocorre em adultos, quando apenas 30-
40% alcangcam remissao de longo prazo. As principais manifestacdes clinicas da LLA
reflete o acumulo de células linfoides malignas. A apresentacéo pode ser inespecifica,
com uma combinacgao de sintomas constitucionais e sinais de insuficiéncia da medula
Ossea (anemia, trombocitopenia e leucopenia) e outros sintomas comuns como febre,
perda de peso, suores noturnos, hemorragias, fadiga, dispneia e infeccao. Quando
afeta locais extramedulares, geralmente pode causar linfadenopatia, esplenomegalia
ou hepatomegalia. (Terwilliger e Abdul-Hay, 2017)

O tratamento quimioterapico da LLA consiste em fases de indugéo, consolidagéo
e manuteng¢do em longo prazo, além de medidas profilaticas de desordens do sistema
nervoso central, em intervalos, ao longo da terapia. O objetivo da terapia de inducéo
€ conseguir uma remissao completa e restaurar a hematopoiese normal, utilizando,
principalmente, os farmacos vincristina, corticosteréides e uma antraciclina. Um dos
protocolos da fase de indugdo, com duracdo de quatro semanas, consiste no uso de
ciclofosfamida no primeiro dia, trés dias consecutivos de daunorubicina, vincristina
semanal, L-asparaginase quinzenal e trés semanas de prednisona. Este protocolo
pode ser adaptado dependo de caso, em especial para pacientes adultos e idosos.
Apesar da L-asparaginase compor o protocolo padrao em pediatria, seu uso em adultos
€ um desafio, devido ao aumento da taxa de eventos adversos. ApOs a indugéo, os
pacientes elegiveis podem tentar o transplante alogénico de células-tronco, enquanto
0s naos elegiveis continuam na quimioterapia de consolidacdo e manutencdo. A
consolidacéo pode ser realizada por diferentes protocolos, mas geralmente € similar a
inducéo e pode incluir quimioterapia intratecal e radiagdo craniana para profilaxia de
desordens no sistema nervoso central. J4 a terapia de manutencéo consiste no uso
de 6-MP, metotrexato, vincristina e de prednisona, sendo administrada por 2 a 3 anos
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apos a inducgao. (Terwilliger e Abdul-Hay, 2017)
1.5 L-Asparaginase

O uso de L-asparaginase no tratamento de neoplasmas malignos é o primeiro
exemplo claro de uma terapia baseada em uma diferenca nutricional especifica entre
certas células normais e malignas. A acao terapéutica da L-asparaginase consiste na
deplecao da L-asparagina circulante no soro (Figura 3). AL-asparagina é um aminoacido
nédo essencial sintetizado pela enzima asparagina sintase, através da transaminacéo
do acido aspartico, e € fundamental para o crescimento celular. As células leucémicas e
outras células tumorais s&o deficientes ou apresentam baixa expressao de asparagina
sintase, sendo dependentes de fonte externa de L-asparagina para sintese proteica
e sobrevivéncia. Ap6s administracao da L-asparaginase, a L-asparagina circulante é
clivada em aspartato e aménia, o que mata seletivamente as células leucémicas e
impede sua proliferacdo. (Hill et al., 1967)

A L-asparaginase é uma enzima amplamente distribuida na natureza, de
bactérias a mamiferos, e desempenha importante fungdo no metabolismo e utilizacéo
de aminoacidos. Além disso, apresenta alto valor terapéutico devido ao seu emprego
no tratamento de alguns tipos de cancer. A L-asparaginase de bactéria do tipo | €
citosdlica, expressa de forma constitutiva e utiliza L-asparagina e L-glutamina como
substrato, enquanto a do tipo Il esta presente no periplasma de bactérias Gram-
negativas, sendo sua producado induzida por anaerobiose. Essa também catalisa a
hidrélise de L-asparagina, porém, com maior afinidade, além de catalisar a hidrolise da
L-glutamina em menor propor¢cao do que as do tipo I. Ambos os tipos de L-asparaginases
sao encontrados em muitas espécies bacterianas, no entanto, a do tipo Il é a que
possui atividade antitumoral sendo particularmente efetiva no tratamento da leucemia
linfoblastica aguda em criancgas (Muller e Boos, 1998), o tipo de cancer mais comum
em criancas, responsavel por 25% dos casos nessa faixa etaria nos Estados Unidos
da América (Howlader, Noone e Krapcho, 2013).

o]
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Figura 3. Representacao esquematica do mecanismo de acao da L-asparaginase. Catélise
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da clivagem de L-asparagina em aspartato e aménia, matando seletivamente as células
neoplasicas deficientes em asparagina sintase (Narta, Kanwar e Azmi, 2007).

L-asparaginases com atividade antitumoral foram isoladas de diversas fontes
bacterianas, mas, apenas a L-asparaginase tipo |l isolada de Escherichia coli e a de
Erwinia chrysanthemi sao utilizadas no tratamento de alguns tipos de céncer e tém
sido produzidas em escala industrial (Avramis e Panosyan, 2005; Muller e Boos, 1998).

A estrutura da L-asparaginase do tipo Il de Escherichia coli foi determinada
por cristalografia de raios-X com uma resolucdo de 2,3 A. Estruturalmente, essa
L-asparaginase € um homotetrdmero composto de subunidades de 34 kDa,
denominadas A, B, C e D, com 326 aminoacidos cada. O tetramero é descrito como
um dimero de dimeros devido as interagcdes entre as subunidades Ae C e entre B e
D. (Swain et al., 1993)

Entre os aminoacidos com papel catalitico, estdo a tirosina 25, a treonina 12, a
treonina 89 e a lisina 162, enquanto o aspartato 90, a serina 58, a asparagina 248 e a
glutamina 283 sdo importantes para a ligacao do substrato. (Wehner et al., 1992)

Alguns fatores sédo limitantes para o uso da L-asparaginase como quimioterapico,
uma vez que ela apresenta um perfil de toxicidade variado, desde hipersensibilidade
aguda a hiperglicemia, disfungdo hepatocelular e pancreatite. Os efeitos adversos
da L-asparaginase se enquadram em duas categorias principais, os decorrentes
da sensibilizagdo imunoldgica (hipersensibilidade) e os relacionados a inibicao da
sintese proteica. As distintas preparacoes de asparaginase apresentam efeitos toxicos
similares, no entanto, a PEG-asparaginase apresenta menos reacdes alérgicas. Outro
fator importante € a necessidade de doses diarias de injecbes parenterais, por um
periodo de tempo que pode durar até 21 dias. Além disso, podem ser observados outros
efeitos colaterais graves provenientes da atividade glutaminasica da L-asparaginase,
gue corresponde a aproximadamente 2% da atividade sobre a L-asparagina. A falta
de L-glutamina e L-asparagina no cérebro esta associada com neurotoxicidade,
depresséo, letargia, fadiga, sonoléncia, confuséo, irritabilidade, agitacdo e tontura.
(Narta, Kanwar e Azmi, 2007; Ollenschlénger et al., 1988)

As L-asparaginases de Escherichia coli e de Erwinia chrysnthemi apresentam
mecanismos de acéo idénticos, contudo, as propriedades farmacocinéticas séo
distintas, bem como a indugdo de hipersensibilidade. Assim, na maioria dos casos
pacientes alérgicos a uma das preparagdes sao frequentemente imunes a outra.
(Billett et al., 1992)

Aimunogenicidade de proteinas exégenas, em geral, aumenta com o aumento do
peso molecular e da complexidade da estrutura, sendo assim, mais um fator limitante
do uso clinico da L-asparaginase, pois ela consiste em um homotetramero com cerca
140 kDa e resulta na formacéo de anticorpos especificos em muitos pacientes. Em
decorréncia disso, alguns pacientes podem apresentar anafilaxia sistémica, eritema
localizado e dor no local da injec&o, além de uma alta taxa de inativagdo da enzima.
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Em alguns casos a L-asparaginase é rapidamente inativada mesmo em pacientes sem
sinais clinicos de hipersensibilidade na denominada “inativacéo silenciosa”. (Killander
et al., 1976; Panosyan et al., 2004)

A L-asparaginase de Erwinia chrysantemi € menos imunogénica e causa menos
problemas de coagulacédo. Apesar de essa enzima apresentar semelhancas com a
L-asparaginase de Escherichia coli, tem um tempo de meia vida menor e eficiéncia
clinica inferior. (Duval et al., 2002)

As preparacbes de L-asparaginase utilizadas na clinica s&o as provenientes de
Escherichia coli, na forma nativa ou na forma conjugada com polietilenoglicol (PEG-
asparaginase), assim como a proveniente de Erwinia chrysantemi, a qual geralmente é
utilizada como substituicdo no caso de os pacientes desenvolverem reacdes alérgicas
a preparacéo derivada de Escherichia coli. (Shrivastava et al., 2016)

Apoés administracéo intravenosa da forma PEG-asparaginase, na maioria dos
pacientes que apresentam sintomas de alergia a essa forma, os mesmo séo observados
noinicio do tratamento, até 2 horas apds a administracéo. Geralmente séo de gravidade
média e o risco de reagdes alérgicas subsequentes a enzima proveniente de Erwinia
chrysantemi é baixo. (Browne et al., 2018; Henriksen et al., 2015)

Novas estratégias tém sido desenvolvidas com a finalidade de reduzir as
reacdes imunogénicas e toxicas, e ao mesmo tempo, manter a atividade biologica e a
estabilidade proteica da L-asparaginase.

Algumas delas, buscando aumentar a eficiéncia de producdo com menos
etapas no processo de purificacdo, estao sendo avaliadas, com foco na obtencéo da
L-asparaginase de fontes diferentes das ja utilizadas na pratica clinica (Bhagat, Kaur e
Chadha, 2016; Girao et al., 2016). Além disso, € importante obter enzimas sem atividade
na degradacao do glutamato (Husain et al., 2016; Mahajan et al., 2014; Meena et al.,
2016)glutaminase free asparaginase is much needed for upgradation of therapeutic
index of asparaginase therapy. In the present study, glutaminase free asparaginase
produced from Enterobacter cloacae was purified to apparent homogeneity. The
purified enzyme was found to be homodimer of approximately 106 kDa with monomeric
size of approximately 52 kDa and pl 4.5. Purified enzyme showed optimum activity
between pH 7-8 and temperature 35-40°C, which is close to the internal environment of
human body. Monovalent cations such as Na+ and K+ enhanced asparaginase activity
whereas divalent and trivalent cations, Ca2+, Mg2+, Zn2+, Mn2+, and Fe3+ inhibited
the enzyme activity. Kinetic parameters Km, Vmax and Kcat of purified enzyme were
found to be 1.58x10-3 M, 2.22 IU pg-1 and 5.3 x 104 S-1, respectively. Purified
enzyme showed prolonged in vitro serum (T1/2 = ~ 39 h, uma vez que essa atividade
€ responsavel por alguns dos efeitos adversos.

Uma das possibilidades avaliadas para aumentar a segurancga e eficiéncia no
uso terapéutico da L-asparaginase é a producao de novas formulagdes farmacéuticas,
como as nanoparticulas, utilizando as L-asparaginases ja empregadas na clinica.

Diversas formulacdes lipossomais foram estudadas para a encapsulacao de
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L-asparaginase, usando o sistema de desidratacéo-reidratagcdo para producdo de
vesiculas (sDRV), com posterior extrusdo, para diminuir 0 tamanho e quantidade
bicamadas das vesiculas (VET). Com as condi¢des otimizadas para a producao das
sDRYV, foi possivel alcancgar eficiéncia de encapsulamento de 100% com preservacao
de 99% da atividade especifica da enzima encapsulada. Ja para as VET, com diametro
médio entre 85 e 250 nm, a eficiéncia de encapsulacédo (40%) e a preservagcao da
atividade especifica (74%) forammenores (Cruz etal., 1993). Estudos de farmacocinética
mostraram que o encapsulamento em lipossomos grandes (sDRV; diametro médio de
1.249 nm) diminuiu o tempo de circulagdo da enzima, enquanto que o encapsulamento
em lipossomas pequenos (VET,; didmetro médio de 158-180 nm) prolongou-o0 por um
fator de até 10 vezes. O encapsulamento em ambas as formas impede a indugéao de
anticorpos anti-asparaginase e diminui a reagao anafilatica, além de aumentar em 2
vezes a atividade antitumoral em animais portadores de tumores P1534 (células de
linfoma), em comparagcdo com a enzima livre. (Gaspar, Perez-Soler e Cruz, 1996)

Foi produzida uma L-aspaginase modificada, conjugada com o lipidio palmitoil
(palmitoil-L-ASNase), para que ela pudesse ser incorporada nos lipossomas. Em
comparacdo com a palmitoil-L-ASNase livre (solubilizada em Tween-80, 0,5%), o
encapsulamento lipossomal resultou em prolongamento do tempo de meia-vida no
sangue (de 2,88 h para mais de 23,7 h), diminui¢cdo da toxicidade aguda e preservagao
da atividade antitumoral in vivo. (Jorge et al., 1994)

Ja foi relatada a incorporacéo de L-asparaginase em nanoparticulas de acido poli
glicolico (PLG) produzidas utilizando a técnica de evaporacgao de solvente, partindo de
uma emulsao do polimero e proteina em acetato de etila, obtida apds sonicacéo. Nas
condicOes avaliadas neste trabalho, obtiveram eficiéncia de encapsulacéo entre 15 e
40% e nanoparticulas com tamanho médio de aproximadamente 200 nm. Apesar de ter
sido observada atividade enzimatica apds o processo de produgéo das nanoparticulas,
ndo foi comparada a atividade da enzima antes da formulacdo (Gaspar et al., 1998). E
possivel que tenha ocorrido perda, uma vez que a enzima foi exposta a condicdes que
normalmente alteram conformacao proteica (solvente orgénico, sonicacao e exposicao
prolongada a alta temperatura). Além disso, mesmo apés a evaporacédo, pode restar
solvente residual na formulagéo, o qual pode ser toxico.

Uma emulsdo de solucdo aquosa de L-asparaginase e do polimero
poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV) em diclorometano foi desidratada por
evaporacao de solvente, para producao de nanocapsulas. Foi obtida uma eficiéncia de
encapsulacao de 28% e ocorreu um grande aumento na atividade enzimatica, de 0,074
para 0,429 U/mg de nanocapsula. Nao foram observados efeitos adversos e sintomas
de anafilaxia apds a injecdo das nanocapsulas (na veia da cauda) em camundongos.
(Baran, Ozer e Hasirci, 2002)

Nanoparticulas magnéticas de ferro foram revestidas, pela técnica camada
por camada, com hidrogel polimérico (quitosana e &acido hialurénico) contendo
L-asparaginase na solu¢do. As nanoparticulas magnéticas tém didmetro médio de
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25 nm, mas, depois do revestimento, dependendo da concentracé&o de polimeros, o
diametro médio variou entre 320 e 677 nm. Em teste de biocompatibilidade in vitro,
em cultura de células Vero normais, com diferentes concentracdes de nanoparticulas
(entre 2 e 12 ng/célula), ndo foi observada toxicidade. (Teodor et al., 2009)

A L-asparaginase foi incorporada em eritrécitos intactos. Primeiramente, por meio
de um processo complexo, a enzima foi conjugada com a protamina de baixo peso
molecular, a qual tem capacidade de translocacdo de membrana. Posteriormente,
0s conjugados foram isolados da proteina livre por cromatografia de troca idnica,
usando uma coluna de afinidade com heparina, apresentando 60% de atividade
catalitica em comparacdo com a enzima original. Apds incubagcao do conjugado com
eritrécitos, foi detectada uma eficiéncia de encapsulacéo de 4%. Os autores sugerem o
desenvolvimento de um dispositivo de autotransfusdo de sangue do tipo plasmaferese
para permitir que as hemacias sejam separadas do sangue retirado de um paciente,
processadas com o0 conjugado em um biorreator para encapsula-lo nas células e,
entéao, finalmente, devolvé-las ao paciente, para que esse método possa ser aplicado
de forma segura na clinica. (Kwon et al., 2009)

Nanoparticulas de 340 nm foram produzidas utilizando quitosana de baixo peso
molecular, pela técnica de gelificacéo idnica para incorporacéo da L-asparaginase.
Neste trabalho n&o foi avaliada a atividade em cultura de células ou in vivo. (Bahreini
etal., 2014)

Nanocépsulas de albumina sérica bovina (BSA) produzidas por ultrasonicagao,
sem e com polaxamer 407, foram utilizadas para encapsular a L-asparaginase e
apresentaram alto indice de polidispersao, de 0,52 e 0,31, respectivamente, com
tamanho médio de aproximadamente 200 nm. Houve um aumento na atividade
catalitica da L-asparaginase ap0s a imobilizacdo para ambas as capsulas testadas,
sendo que para as contendo somente BSA-asparaginase o aumento foi de 29,73%
em relacédo a asparaginase livre, e com a presenca do polaxamer 407, o aumento foi
menor. Estas nanocapsulas contendo L-asparaginase nao causaram efeito citotoxico
significativo na linhagem de macréfagos leucémicos de camundongos RAW 264.7, as
quais sao positivas para a expressao de asparagina sintase. (Tinoco et al., 2016)

A encapsulacéo de L-asparaginase em nanovesiculas de quitosana modificada e
lipidios levou ao aumento da atividade enzimatica e ao aumento da estabilidade com
variacao de temperatura e pH, além de diminuir a taxa de protedlise. Além disso, apds
0 encapsulamento, a enzima exibiu maior atividade anti-cancer de pulmao do que
a enzima livre. Para obtencdo dessa formulagcédo, primeiramente, as nanovesiculas
lipidicas com L-asparaginase foram preparadas pelo método de evaporacao de fase
reversa modificada. Os lipidios foram previamente dissolvidos em cloroférmio e apds
a remocao do cloroférmio por evaporacao rotativa, os filmes lipidicos foram obtidos e
redissolvidos em éter dietilico. Em seguida, a L-asparaginase dissolvida em tampéo
Tris-HCI pH 7,3 foi adicionada. A mistura foi sonicada e, em seguida, o éter dietilico foi
removido por um evaporador rotativo sob pressao reduzida para formar uma suspensao
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aquosa (nanovesiculas lipidicas-asparaginase). Posteriormente, estas nanovesiculas
foram revestidas com quitosana pelo método de deposicao eletrostatica. A taxa de
inibicdo de crescimento de células de cancer de pulméao (H446) tratadas com 20 Ul de
asparaginase encapsulada (80%) foi maior do que quando tratadas com asparaginase
livre (60%). (Wan et al., 2016)

Emboraamaioriados estudos com L-asparaginase tenhafoco no desenvolvimento
de formulagdes farmacéuticas, esta enzima também é muito util na industria de
alimentos, no pré tratamento de alimentos ricos em amido (batata frita, batatas chips,
pao, entre outros). Durante o aquecimento, a L-asparagina presente em alimentos
ricos amido pode reagir com agucares redutores e formar a acrilamida, por meio da
reacao de Maillard. A asparaginase é utilizada com o objetivo de diminuir a formacéao
de acrilamida, um composto suspeito de ser carcinogénico em produtos alimenticios
processados a quente. Dessa forma, a degradacédo da L-asparagina, devido a adicéo
de L-asparaginase, decorre em menor formacdo de acrilamida. Contudo, essa
aplicacéao é limitada, ja que a enzima é irrecuperavel apdés um Unico uso, além de ser
altamente instavel. Por isso, foi avaliada a sua imobilizacdo covalente em pastilhas
de 6xido de aluminio, para superar esse problema e tornar a enzima reutilizavel,
estavel e economicamente viavel. O maximo rendimento de imobilizacéo foi de 85%.
A enzima livre e imobilizada apresentaram atividade 6tima em 37 °C e pH 7,5. No
entanto, o bioconjugado exibiu maior atividade e estabilidade em diferentes valores de
pH e temperaturas. Apresentou maior afinidade (diminuiu o K ) e foi mais estavel na
presenca de alguns solventes (acetato de etila, acetona, acetonitrila), ions metéalicos
(Ag* e Zn?**) e B-mercaptoetanol. O bioconjugado foi reutilizado em um reator de coluna
de vidro para hidrolise de L-asparagina até nove ciclos sucessivos sem qualquer perda
de atividade, além de ter sido eficaz na redug¢éo do nivel de L-asparagina em batata
chips, indicando, 0 seu potencial uso na atenuagcdo da formagcao de acrilamida em
alimentos ricos em amido. Esta preparacdo com boa relacdo custo-beneficio tem
prazo de validade de mais de 30 dias e pode ser efetivamente usada em industrias
alimenticias a base de amido. (Agrawal et al., 2018)

Varios sistemas nanoestruturados ja foram avaliados para incorporar a
L-asparaginase, alguns deles foram Uteis para manter a atividade enzimatica, diminuir
a ocorréncia de efeitos adversos e a degradacdo proteolitica. Porém, muito ainda
tém que ser estudado, quanto a melhor metodologia e qual os melhores excipientes
para utilizar na producdo de uma formulacdo que conserve a estrutura e atividade
da enzima, mas que, principalmente, possa ser administrada de forma segura aos
pacientes. Além disso, € interessante que seja um método de facil escalonamento
para producao industrial e menor produgao de residuos quimicos.

Principios em Farmacia Capitulo 7




REFERENCIAS

AGRAWAL, S. et al. Catalytic characteristics and application of I-asparaginase immobilized on
aluminum oxide pellets. International journal of biological macromolecules, v. 114, p. 504-511,
2018.

ANDRADE, F. et al. Chitosan formulations as carriers for therapeutic proteins. Current drug
discovery technologies, v. 8, n. 3, p. 157-72, 2011.

AVRAMIS, V. |.; PANOSYAN, E. H. Pharmacokinetic / Pharmacodynamic Relationships of
Asparaginase Formulations The Past , the Present and Recommendations for the Future. Clinical
Pharmacokinet, v. 44, n. 4, p. 367-393, 2005.

AZEVEDO, J. R. et al. Physical and chemical characterization insulin-loaded chitosan-TPP
nanopatrticles. Journal of Thermal Analysis and Calorimetry, v. 106, n. 3, p. 685-689, 2011.

BADRAN, M. M. et al. Pravastatin-loaded chitosan nanoparticles: Formulation, characterization and
cytotoxicity studies. Journal of Drug Delivery Science and Technology, v. 32, p. 1-9, 2016.

BAHREINI, E. et al. Preparation and nanoencapsulation of I-asparaginase Il in chitosan-
tripolyphosphate nanoparticles and in vitro release study. Nanoscale Res. Lett., v. 9, n. 1, p. 340,
2014.

BARAN, E. T.; OZER, N.; HASIRCI, V. In vivo half life of nanoencapsulated L-asparaginase. Journal
of Materials Science: Materials in Medicine, v. 13, n. 12, p. 1113-1121, 2002.

BHAGAT, J.; KAUR, A.; CHADHA, B. S. Single step purification of asparaginase from endophytic
bacteria Pseudomonas oryzihabitans exhibiting high potential to reduce acrylamide in processed
potato chips. Food and Bioproducts Processing, v. 99, p. 222-230, 2016.

BILLETT, A. L. et al. Allergic reactions to Erwinia asparaginase in children with acute lymphoblastic
leukemia who had previous allergic reactions to Escherichia coli asparaginase. Cancer, v. 70, n. 1, p.
201-206, 1992.

BROWNE, E. K. et al. Clinical characteristics of intravenous PEG-Asparaginase hypersensitivity
reactions in patients undergoing treatment for acute lymphoblastic leukemia. Journal of Pediatric
Oncology Nursing, v. 35, n. 2, p. 103-109, 2018.

BUGNICOURT, L.; LADAVIERE, C. Interests of chitosan nanoparticles ionically cross-linked with
tripolyphosphate for biomedical applications. Progress in Polymer Science, v. 60, p. 1-17, 2016.

CHO, E. J. et al. Nanoparticle characterization: State of the art, challenges, and emerging
technologies. Molecular Pharmaceutics, v. 10, n. 6, p. 2093-2110, 2013.

CRUZ, M. E. M. et al. Liposomal l-asparaginase: in vitro evaluation. International Journal of
Pharmaceutics, v. 96, n. 1-3, p. 67-77, 1993.

DUVAL, M. et al. Comparison of Escherichia coli — asparaginase with Erwinia- asparaginase in the
treatment of childhood lymphoid malignancies : results of a randomized European Organisation
for Research and Treatment of Cancer — Children’s Leukemia Group phase 3 trial. Clinical
Observations, Interventions , and Therapeutic Trials, v. 99, n. 8, p. 2734-2740, 2002.

GAN, Q. et al. Modulation of surface charge, particle size and morphological properties of chitosan-
TPP nanoparticles intended for gene delivery. Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 44, n. 2-3,
p. 65-73, 2005.

Principios em Farmacia Capitulo 7



GASPAR, M. M. et al. Formulation of L-asparaginase-loaded poly(lactide-co-glycolide) nanoparticles:
Influence of polymer properties on enzyme loading, activity and in vitro release. Journal of Controlled
Release, v. 52, n. 1-2, p. 53-62, 1998.

GASPAR, M. M.; PEREZ-SOLER, R.; CRUZ, M. E. M. Biological characterization of L -asparaginase
liposomal formulations. Cancer Chemotherapy and Pharmacology, v. 38, n. 4, p. 373-377, 1996.

GAUMET, M. et al. Nanoparticles for drug delivery: The need for precision in reporting particle size
parameters. European Journal of Pharmaceutics and Biopharmaceutics, v. 69, n. 1, p. 1-9, 2008.

GIRAOQ, L. F. D. C. et al. Saccharomyces cerevisiae asparaginase |l, a potential antileukemic drug:
Purification and characterization of the enzyme expressed in Pichia pastoris. Protein Expression and
Purification, v. 120, p. 118-125, 2016.

HANS, M. L.; LOWMAN, A. M. Biodegradable nanoparticles for drug delivery and targeting. Current
Opinion in Solid State and Materials Science, v. 6, p. 319-327, 2002.

HARTWELL, L. H.; KASTAN, M. B. Cell cycle control and cancer. Science (New York, N.Y.), v. 266, n.
5192, p. 1821-8, 1994.

HENRIKSEN, L. T. et al. PEG-Asparaginase allergy in children with acute lymphoblastic leukemia in
the NOPHO ALL2008 protocol. Pediatre Blood Cancer, v. 62, p. 427—433, 2015.

HILL, J. M. et al. L-Asparaginase therapy for leukemia and other malignant neoplasms. Journal of the
American Medical Association, v. 202, n. 9, p. 882—-888, 1967.

HOWLADER, N.; NOONE, A.; KRAPCHO, M. SEER cancer statistics review. Bethesda, MD: National
Cancer Institute, 2013.

HUANG, M.; KHOR, E.; LIM, L. Y. Uptake and cytotoxicity of chitosan molecules and nanoparticles:
effects of molecular weight and degree of deacetylation. Pharmaceutical Research, v. 21, n. 2, p.
344-353, 2004.

HUSAIN, 1. et al. Purification and characterization of glutaminase free asparaginase from enterobacter
cloacae: In-vitro evaluation of cytotoxic potential against human myeloid leukemia HL-60 cells. PLoS
ONE, v. 11, n. 2, p. 1-27, 2016.

JARUDILOKKUL, S.; TONGTHAMMACHAT, A.; BOONAMNUAYVITTAYA, V. Preparation of chitosan
nanoparticles for encapsulation and release of protein. Korean Journal of Chemical Engineering, v.
28, n. 5, p. 1247-1251, 2011.

JORGE, J. C. S. et al. Liposomal palmitoyl-L-asparaginase: characterization and biological activity.
Cancer Chemotherapy and Pharmacology, v. 34, n. 3, p. 230-234, 1994.

KAMALY, N. et al. Degradable controlled-release polymers and polymeric nanoparticles: Mechanisms
of controlling drug release. Chemical Reviews, v. 116, n. 4, p. 2602—2663, 2016.

KILLANDER, D. et al. Hypersensitive reactions and antibody formation during L-asparaginase
treatment of children and adults with acute leukemia. Cancer, p. 220-228, 1976.

KUMAR, M. N. . R. Areview of chitin and chitosan applications. Reactive and Functional Polymers,
v. 46, n. 1, p. 1-27, 2000.

KWON, Y. M. et al. L-Asparaginase encapsulated intact erythrocytes for treatment of acute
lymphoblastic leukemia (ALL). Journal of Controlled Release, v. 139, n. 3, p. 182-189, 2009.

Principios em Farmacia Capitulo 7




LEE, K. Y.; MOONEY, D. J. Alginate: Properties and biomedical applications. Progress in Polymer
Science (Oxford), v. 37, n. 1, p. 106—126, 2012.

MAHAJAN, R. V. et al. Purification and characterization of a novel and robust L-asparaginase having
low-glutaminase activity from bacillus licheniformis: In vitro evaluation of anti-cancerous properties.
PLoS ONE, v. 9, n. 6, 2014.

MATTU, C.; LI, R.; CIARDELLI, G. Chitosan nanoparticles as therapeutic protein nanocarriers: the
effect of pH on particle formation and encapsulation efficienc. Polymers and Polymer Composites, v.
34, p. 1-8, 2013.

MEENA, B. et al. Molecular expression of L-asparaginase gene from Nocardiopsis alba NIOT-VKMAOQ8
in Escherichia coli: A prospective recombinant enzyme for leukaemia chemotherapy. Gene, v. 590, n.
2, p. 220-226, 2016.

MOHANRAJ, V.; CHEN, Y.; CHEN, M. &. Nanoparticles — A Review. Tropical Journal of
Pharmaceutical Research Trop J Pharm Res, v. 5, n. June, p. 561-573, 2006.

MULLER, H. J.; BOOS, J. Use of L-asparaginase in childhood ALL. Critical Reviews in Oncology/
Hematology, v. 28, p. 97—113, 1998.

NAGPAL, K.; SINGH, S. K.; MISHRA, D. N. Chitosan nanoparticles: a promising system in novel drug
delivery. Chemical & pharmaceutical bulletin, v. 58, n. 11, p. 1423-1430, 2010.

NARTA, U. K.; KANWAR, S. S.; AZMI, W. Pharmacological and clinical evaluation of L-asparaginase in
the treatment of leukemia. Critical Reviews in Oncology/ Hematology, v. 61, p. 208-221, 2007.

NATARAJAN, J. V et al. Sustained-release from nanocarriers: a review. Journal of Controlled
Release, v. 193, p. 122138, 2014.

OLLENSCHLANGER, G. et al. Asparaginase - induced derangements of basis for some drug-related
side-effects. European Journal of Clinical Investigation, v. 18, p. 512-516, 1988.

PANOSYAN, E. H. et al. Asparaginase antibody and asparaginase activity in children with higher-risk
acute lymphoblastic leukemia. Journal of Pediatric Hematology/Oncology, v. 26, n. 4, p. 217-226,
2004,

PARVEEN, S.; MISRA, R.; SAHOO, S. K. Nanoparticles: a boon to drug delivery, therapeutics,
diagnostics and imaging. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, v. 8, n. 2, p.
147-166, 2012.

PAZ, L. E. C. DE et al. Antimicrobial effect of chitosan nanoparticles on Streptococcus mutans biofilms.
Applied and Environmental Microbiology, v. 77, n. 11, p. 3892-3895, 2011.

PECORA, R. Dynamic light scattering measurements of nanometer particles in liquids. Journal of
Nanoparticle Research, v. 2, p. 123—-131, 2000.

PILLAI, O.; PANCHAGNULA, R. Polymers in Drug Delivery. Current Opinion in Chemical Biology, v.
5, p. 447-451, 2001.

PUNDIR, S.; BADOLA, A.; SHARMA, D. Sustained release matrix technology and recent advance in
matrix drug delivery system: a review. International Journal of Drug Research and Technology, v.
3,n.1, p. 12-20, 2013.

RICHARDSON, S. C. W.; KOLBE, H. V. J.; DUNCAN, R. Potential of low molecular mass chitosan as
a DNA delivery system : biocompatibility , body distribution and ability to complex and protect DNA.

Principios em Farmacia Capitulo 7



International Journal of Pharmaceutics, v. 178, p. 231-243, 1999.

RINAUDO, M. Chitin and chitosan: Properties and applications. Progress in Polymer Science, v. 31,
n. 7, p. 603-632, 2006.

SHRIVASTAVA, A. et al. Recent developments in L-asparaginase discovery and its potential as
anticancer agent. Critical Reviews in Oncology/Hematology, v. 100, p. 1-10, 2016.

SOPPIMATH, K. S. et al. Biodegradable polymeric nanoparticles as drug delivery devices. Journal of
Controlled Release, v. 70, p. 1-20, 2001.

SWAIN, AL. et al. Crystal structure of Escherichia coli L-asparaginase, an enzyme used in cancer
therapy. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, v.
90, n. 4, p. 1474-1478, 1993.

TEODOR, E. et al. Hydrogel-magnetic nanoparticles with immobilized |-asparaginase for biomedical
applications. Journal of Materials Science: Materials in Medicine, v. 20, n. 6, p. 1307—1314, 2009.

TERWILLIGER, T.; ABDUL-HAY, M. Acute lymphoblastic leukemia: a comprehensive review and 2017
update. Blood Cancer Journal, v. 7, n. April, p. €577, 2017.

TINOCO, A. et al. Abbumin/asparaginase capsules prepared by ultrasound to retain ammonia. Applied
Microbiology and Biotechnology, p. 1-10, 2016.

VERT, M. et al. Terminology for biorelated polymers and applications (IUPAC Recommendations
2012). Pure and Applied Chemistry, v. 84, n. 2, p. 377-410, 2012.

WAN, S. et al. Chitosan-modified lipid nanovesicles for efficient systemic delivery of L-asparaginase.
Colloids and Surfaces B: Biointerfaces, v. 143, p. 278-284, 2016.

WEHNER, A. et al. Site-specific mutagenesis of Escherichia coli asparaginse Il. European Journal of
Biochemistry, v. 480, n. 3992, p. 475-480, 1992.

XU, R. Progress in nanoparticles characterization: Sizing and zeta potential measurement.
Particuology, v. 6, n. 2, p. 112—-115, 2008.

XU, Y.; DU, Y. Effect of molecular structure of chitosan on protein delivery properties of chitosan
nanoparticles. International Journal of Pharmaceutics, v. 250, n. 1, p. 215-226, 2003.

YOU, J.; JONES, P. Cancer genetics and epigenetics: two sides of the same coin? Cancer cell, v. 22,
n. 1, p. 9-20, 2012.

YU, M. et al. Nanotechnology for protein delivery: Overview and perspectives. Journal of Controlled
Release, v. 240, p. 24-37, 2016.

ZHANG, L. et al. Nanoparticles in Medicine: Therapeutic applications and developments. Clinical
Pharmacology e Therapeutics, v. 83, p. 761-769, 2008.

Principios em Farmacia Capitulo 7




CAPITULO 8

O PAPEL DO FARMACEUTICO ALEM DA
LOGISTICA DE ACESSO AOS MEDICAMENTOS NO
COMPONENTE ESPECIALIZADO DA ASSISTENCIAS

Jackson Henrique Alves Araujo
Departamento de Farmécia — Centro Universitario
Santo Agostinho

Teresina — Piaui
Gabriel Felicio Gomes

Departamento de Farmacia — Centro Universitario
Santo Agostinho

Teresina — Piaui
Vinicius Duarte Pimentel

Departamento de Farmacia — Centro Universitario
Santo Agostinho

Teresina — Piaui
Ramires Feitosa de Freitas

Departamento de Farmacia — Centro Universitario
Santo Agostinho

Teresina — Piaui
Salomao Mascarenhas Cavalcante Junior

Programa de P6s-graduacao em Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade Federal do Piaui
Teresina — Piaui

Joseana Martins Soares de Rodrigues
Leitao

Departamento de Farmécia — Centro Universitario
Santo Agostinho

Teresina — Piaui

RESUMO: Dentro do escopo da Politica
Nacional de Assisténcia Farmacéutica, o
Componente Especializado é uma estratégia
de acesso aos medicamentos voltado a
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FARMACEUTICA

atencdo de média e alta complexidade, no
ambito do Sistema Unico de Saude, que busca
garantir a integralidade do tratamento, em nivel
ambulatorial. Como o sucesso terapéutico vai
além do acesso ao medicamento, objetivou-
se, neste trabalho, um estudo das atribuicbes
do farmacéutico no componente especializado,
englobando a logistica do acesso e a realizagao
do acompanhamento farmacoterapéutico
de patologias assistidas pelo programa.
Este estudo foi elaborado através de um
levantamento dos principais dados sobre
assisténcia farmacéutica, realizando pesquisas
bibliograficas de 20 artigos entre os anos de
2010 a 2017 considerando a importancia do
farmacéutico tanto no acesso ao medicamento
no componente especializado como norteando
o protocolo clinico e diretrizes terapéuticas
(PCDT) no tratamento de patologias como
Acne Grave, Alzheimer e Asma. Os resultados
foram tabulados e expostos através do
programa Microsoft Word 2013, Diante do
estudo, foi observado que o garante 0 sucesso
farmacoterapéutico do tratamento dessas
doencas propondo melhorias relacionadas a
orientacdo e acesso aos medicamentos para
um atendimento mais completo e de qualidade.
PALAVRAS-CHAVE:
Especializado;

Componente
Diretrizes Terapéuticas;

Atribuicdo Farmacéutica.
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ABSTRACT: Within the scope of the national policy of pharmaceutical assistance, the
specialized component is a strategy for access to medicines focused on the care of
medium and high complexity, within the framework of the unified Health system, which
seeks to ensure the integrality of Treatment at an outpatient level. As the therapeutic
success goes beyond the access to the drug, the objective of this work was to study the
duties of the pharmacist in the specialized component, encompassing the logistics of
access and the realization of pharmacotherapeutic monitoring of Pathologies assisted
by the program. This study was elaborated through a survey of the main data on
pharmaceutical care, conducting bibliographical research of 20 articles between the
years 2010 to 2017 considering the importance of the pharmacist both in the access to
the medicine in Specialized component as guiding the clinical Protocol and Therapeutic
Guidelines (PCDT) in the treatment of pathologies such as Acne severe, Alzheimer’s
and asthma. he results were tabulated and exposed through the program Microsoft
Word 2013, before the study, it was observed that guarantees the pharmacotherapeutic
success of the treatment of these diseases proposing improvements related to guidance
and access to medicines for A more complete and quality service.

KEYWORDS: Specialized component; Therapeutic guidelines; Pharmaceutical
assignmen.

11 INTRODUCAO

Dentro do escopo da Politica Nacional de Assisténcia Farmacéutica, o CEAF
(Componente Especializado da Assisténcia Farmacéutica) é uma estratégia de
acesso aos medicamentos voltados a atencdo de média e alta complexidade, no
ambito do Sistema Unico de Saude, que busca garantir a integralidade do tratamento
medicamentoso, em nivel ambulatorial (DELLAMORA, 2010; ALEXANDRE et.al,
2016).

Estes medicamentos estdo presentes na RENAME (Relagcdo Nacional de
Medicamentos) vigente e s&o indicados pelos Protocolos Clinicas e Diretrizes
Terapéuticas, publicados pelo Ministério da Saude como a primeira linha de cuidado
para o tratamento das doencas contempladas no CEAF (BRITO, 2015; SANTANA,
2015).

Para que haja uma melhor efetividade no CEAF €& necessario estabelecer
vinculos com a Atencdo Farmacéutica que vem sendo discutidos e encaminhados
junto as instituicdes de saude e de educagdo como uma das diretrizes principais para
redefinicdo da atividade farmacéutica em nosso pais (FRITZAN, 2017).

LIMA-Dellamora, 2010 propbe a interacdo direta do farmacéutico com o
usuario visando uma farmacoterapia racional e a obtencao de resultados definidos e
mensuraveis, com melhora na qualidade de vida.

O objetivo deste trabalho foi estudar o papel desempenhado pelo farmacéutico
no CEAF, bem como as suas atribuicbes além da logistica de abastecimento de
medicamentos. O além, subentende-se 0 acompanhamento farmacoterapéutico de
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patologias assistidas pelo componente especializado como Acne Grave, Alzheimer e
Asma.

2| METODOS

Trata-se de um estudo elaborado através de um levantamento de artigos sobre a
atuacéo do farmacéutico no CEAF assim como relatos sobre os protocolos clinicos de
tratamento de varias patologias como Acne Grave, Alzheimer e Asma. Foram realizadas
pesquisas bibliograficas através de 20 artigos cientificos em portugués publicados
entre 2010 a 2017, onde os resultados foram tabulados através do programa Microsoft
Word 2013.

31 RESULTADO E DISCUSSAO

A assisténcia farmacéutica vem tendo grande importancia no &mbito do Sistema
Unico de Saude sendo implementado de formas mais articuladas pelos municipios
estados e unido, sendo dividida em trés componentes principais. Componente basico
da assisténcia farmacéutica, componente estratégico da assisténcia farmacéutica e o
(CEAF) componente especializado da assisténcia farmacéutica (SILVA, 2015).

O programa CEAF foi criado com o objetivo de facilitar o acesso e a cobertura a
terapias medicamentosas para a populagao, visando principalmente os pacientes que
ndo tinham condicdes de se tratar (HELENA, 2015; ALVARES et.al, 2017).

Para o bom funcionamento desse programa se buscou criar um controle de
aquisicao, distribuicao e dispensacao desses no SUS, o que é determinado pelo circulo
da assisténcia farmacéutica que abrange varias etapas que movimenta verbas para a
compra desses medicamentos que serdo enviados para 0 componente especializado
(VIEIRA,2013; NASCIMENTO et.al, 2017)

Para o correto transito desses medicamentos é de sumaimportancia a participacao
do profissional farmacéutico ndo apenas na logistica, mas proporcionando orientacao
sobre 0 uso correto do medicamento (posologia, armazenamento, efeitos adversos,
contraindicacdes e outros...), seguindo o direcionamento do PCDT (CORTEZ, 2014)
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Figura 1: Ciclo da Assisténcia Farmacéutica

Fonte: autores, 2018

A assisténcia farmacéutica representa suma importancia para o sucesso do
programa, pois mais importante do que garantir acesso ao arsenal terapéutico &
possibilitar uma utilizagdo segura e de qualidade desses medicamentos. Compreende-
se claramente que o papel do farmacéutico no Ciclo da Assisténcia Farmacéutica que
vai além da parte burocratica, como nota-se nas primeiras etapas do ciclo (sele¢ao,
programacao, aquisicao, armazenamento, distribuicdo) (OLIVEIRA, 2010; PEPE et.al,
2010).

Sao muito abordados parametros que expressam a importancia do farmacéutico
em todo o ciclo da assisténcia farmacéutica, desde a sua influéncia na formulagéo do
arsenal terapéutico, logistica de compra e fluxo de distribuicdo. Porém a etapa mais
importante se aplica a dispensacao pois estabelece o contato direto do profissional
habilitado a orientar com o usuario (ROVER et.al, 2017).

A etapa de dispensacdo do medicamento tem suma importancia em todo o
planejamento relacionado aos objetivos do CEAF, tendo nesta etapa a presenca do
farmacéutico em contato direto com o paciente possibilitando a resolugéo de duvidas
sobre a utilizacao da terapia medicamentosa com o intuito de promover o uso racional
de medicamentos, garantindo maior seguranga ao paciente e contribuindo com o
sucesso da terapéutica (MARQUES et.al, 2010; LIMA-DELLAMORA, 2012).

Patologia CID-10 Tratamento
Acne Grave L 70.1 Isotretinoina
Alzheimer G 30 Rivastigmina
Donepezila

Asma J 45 Bamt_)uterol
Ornalizambe

Tabela 1 — Algumas patologias atendidas pelo PCDT, CID-10 e tratamentos medicamentoso

Principios em Farmécia Capitulo 8




O PCDT estabelece critérios e diagnosticos de varias doencas, algoritmos de
tratamento das doencas como doses adequadas, mecanismo para monitoramento
clinico de muitas patologias, entre essas a Asma, Alzheimer e Acne Grave. Essas
patologias foram enquadradas pela necessidade de um maior acompanhamento
farmacoterapeutico devido aos medicamentos utilizados pelo paciente visando a
diminuicdo de PRM (Problema Relacionado ao Medicamento) (RONSONI et.al, 2015;
PICON et.al, 2013).

Patologias como Asma, Acne Grave e Asma se destacam das demais em relacao
aos protocolos de tratamento, em fungdo dos prejuizos a qualidade de vida dos
pacientes acometidos, potencial teratogénico e dificuldades no tratamento como as
dificuldades de adesao por conta dos efeitos adversos dos medicamentos utilizados,
diante dessa situacdo é fundamental a participacdo do farmacéutico como agente
mediador (BRASIL, 2014).

A intervencao do farmacéutico é indispensavel interagindo diretamente com o
usuario visando orienta-lo sobre a importancia do tratamento, sobre a necessidade
da adesao e de uma farmacoterapia racional. O farmacéutico deve considerar varios
fatores como medicamento e paciente buscando sempre uma interacao, informando
sobre os beneficios do tratamento correto e racional para garantir uma melhor qualidade
de vida aos usuarios (SOUSA et.al, 2017; Vieira, 2010).

41 CONCLUSAO

Diante dos dados apresentados conclui-se que o farmacéutico realiza no CEAF
um trabalho que abrange né&o apenas a logistica, mas também o acompanhamento
farmacoterapeutico de varias patologias enquadradas no PCDT, propondo melhorias
relacionadas a orientacao e acesso aos medicamentos proporcionando aos pacientes
um atendimento mais completo e de qualidade.
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