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PREFACIO

O livro “Bioprospecg¢do e Inovagdo Tecnoldgica de
Produtos Naturais e Derivados de Plantas e Animais”
foi concebido a partir na necessidade de unir areas
aparentemente distintas, mas que cruzam seus
estudos e aplicacbes acerca da prospeccdo de
farmacos e medicamentos oriundos de produtos
naturais, em especial da rica biodiversidade
brasileira. A obra é composta por 33 capitulos e esta
dividida em trés se¢des sendo a primeira, “Produtos
Naturais e Derivados de Plantas”, em que estdo
reunidos os capitulos com abordagens diversificadas,
como os aspectos histdricos, a etnofarmacologia,
etnobotanica, os processos fitoquimicos, as atividades
antimicrobiana, antiparasitaria, cardiovascular,
anticonvulsivante e neuroprotetora, as suas
aplicacbes médicas oftalmolégicas, aplicacdes
médicas e farmacologia dos fitocanabindides, a
Toxicologia geral, reprodutiva, genotoxidade, as
alteracoes histopatoldgicas observadas em animais,

além da Aromaterapia e as plantas medicinais. A
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segunda parte, “Toxinologia: venenos, pe¢onhas e
toxinas de animais”; a terceira, “Inovacao tecnoldgica,
Drug Discovery” e Prototipo de Farmacos”. O livro tem
como objetivo suprir algumas lacunas e atender as
reais necessidades de alunos da Poés-graduacgdo e
Graduacao das areas da Saude, Bioldgicas,
Biotecnologia e Quimica Medicinal. Este livro traz
temas selecionados e elaborados por especialistas
jovens e séniors, e fornece ferramentas para
fortalecer o processo de ensino-aprendizagem,
formacao intelectual e reflexdo cientifica.

Micheline Donato &
Reinaldo Almeida

Professor Titular aposentado e voluntdrio do Depto de Ciéncias
Famacéuticas, CCS/UFPB; Membro Permanente da Pés-graduagdo
em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, UFPB.

Venenos animais sao considerados uma extensa fonte
de compostos bioativos que apresentam grande
diversidade estrutural e farmacoldgica, sendo,
portanto, uma area ilimitada e abundante a ser
explorada. Estes componentes quando isolados

constituem um instrumento efetivo para a
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manipulacdo de sistemas fisiolégicos, podendo
originar modelos quimicos de candidatos a novas
drogas, que tém sido amplamente utilizadas por
empresas de pesquisa em bioprospec¢do. A segunda
secao deste livro apresenta uma cobertura
compreensiva sobre estudos desenvolvidos com
venenos de varias espécies de animais e suas toxinas
- a toxinologia -, mostrando seu potencial para
aplicacao biotecnologica.

Suely Gomes de Figueiredo

Professora Titular de Bioquimica do Departamento de Ciéncias
Fisioldgicas, da Universidade Federal do Espirito (UFES);
Toxinologista.

Na secao “Toxinologia - venenos, peconhas e toxinas
de animais”, o estudo de toxinas animais tem nos
revelado ferramentas valiosas para a compreensao de
fendmenos bioldgicos, bem como tem identificado
moléculas com alto valor econdmico. Essas toxinas
sdo fruto dos milhdes de anos de evolucao dos
animais peconhentos, durante os quais foram sendo

selecionadas aquelas moléculas capazes de atuar em
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baixas concentracdes em alvos vitais - para matar ou
paralisar suas presas. E essa capacidade de atuar com
alta afinidade que as tornam ferramentas importantes
para a Ciéncia. Servem de sondas moleculares capazes
de inibir ou alterar o funcionamento normal de
enzimas ou canais i0nicos, assim permitindo a
identificacdo e o estudo do funcionamento dessas
estruturas. Dependendo do alvo, essa inibicao ou
alteracdo funcional podera atuar de forma benéfica
em situacOes patoldgicas, o que as torna modelos
valiosos para a criacao de novos farmacos com alta
eficiéncia e especificidade. Por outro lado, também ¢é
importante se conhecer os efeitos do veneno que
contém essas toxinas sobre o ser humano, para
termos uma conduta racional e baseada em evidéncia
no tratamento de pessoas que sofreram acidentes
com animais pegonhentos. A biodiversidade brasileira
nos oferece a oportunidade e o desafio de
conhecermos a enorme variedade das toxinas
presentes nos animais pegonhentos existentes no

nosso pais, e nesse livro podemos encontrar parte
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significativa desses resultados. Ao ver esses relatos,
podemos nos entusiasmar com essas elegantes
moléculas e ter uma ideia da perda que se tem ao se
destruir de forma insensata a natureza e o tesouro
contido na nossa biodiversidade.

Paulo Sérgio Lacerda Beirao

Professor Titular do Departamento de Bioquimica e Imunologia da
UFMG; Comendador da Ordem Nacional do Mérito Cientifico;
Membro titular da Academia Brasileira de Ciéncias; Diretor de

Ciéncia, Tecnologia e Inovagdo da FAPEMIG.

Na terceira secao de “Bioprospeccdo e Inovacao
Tecnolégica de Produtos Naturais e Derivados de
Plantas Plantas e Animais” o leitor tera oportunidade
de acompanhar o Estado da Arte de tecnologias
voltadas a descoberta e desenvolvimento de farmacos.
Trata-se de num compéndio multidisciplinar escrito
por especialistas que atuam desde as caracterizagoes
moleculares a protecdo intelectual; pesquisadores
jovens e experientes de destaque nacional e
internacional, atuando em instituicées como a UFPB,

UEPB, UFMG, Fundacao Ezequiel Dias, Fiocruz e
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University of Nottingham. Nesta secao as
organizadoras exploram o tema em ordem de
complexidade, apresentando inicialmente  a
bioprospeccao de farmacos em seus aspectos
quimicos e fisicos, considerando ferramentas de
modelagem  molecular e de predicdio da
farmacocinética e farmacodinamica. Em seguida o
leitor tem a chance de acessar a aplicagao de
inovagdes tecnoldgicas, por exemplo, do estudo de
venenos e toxinas a utilizacio terandstica de
biomateriais em odontologia, passando por sistemas
de liberagdo de farmacos. A se¢do tem seu grand finale
brindado com a aplicagao biotecnolégica do cultivo
celular e com os aspectos legais na trajetéria uma
molécula até se tornar um medicamento disponivel no
mercado. A obra se contextualiza num cenario de
rapida evolucdo tecnoldgica, cuja obsolescéncia tem
meia vida de dois anos em média. Novas tecnologias
de sequenciamento de DNA, democratizacdo e acesso
a novas alternativas para caracterizacao de moléculas

e 0s avancos no processamento de dados, guiam o
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desafio da descoberta de farmacos para o tratamento
e organizacdo da informacgdo, exigindo equipes
multidisciplinares e dispostas a se adaptarem ao
mundo 4.0. A sec¢do IIl busca atrair o leitor e lhe
apresentar o que se tem de mais atual na area, mesmo
que as tecnologias ainda ndo estejam completamente
desenvolvidas, portanto, uma visita ao futuro na
descoberta e desenvolvimento de farmacos. Nesse
contexto, estimula a busca por aprofundamento no
tema e da caminhos para que o leitor mais esperto
busque conhecimentos.

Como egresso do Programa de Pos-graduacdo em
Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos, € uma honra
e imenso prazer poder compartilhar e colaborar com
esse trabalho, organizado por queridas amigas e
companheiras de turma do Mestrado, Micheline e
Caliandra, além de eternas professoras Hilzeth Lima e
Margareth Diniz (ltima magnifica reitora reeleita da
UFPB). A obra é um compéndio que em suas

entrelinhas revela as afirmacdes das mulheres
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cientista e se traduz em qualidade e equidade na
producado cientifica nacional.

Rubens Lima do Monte Neto

Egresso do Programa de Pés-graduagdo em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos — UFPB/2005-2007

Pesquisador em Satide Publica da Fundagdo Oswaldo Cruz -
Instituto René Rachou, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil

Prediction of biological activity of chemical
compounds is one of the most important applications
of informational technology, particularly, statistical,
and more recently, machine learning and artificial
intelligence methods in chemical sciences. This book
summarizes some recent technological advances
achieved by UFPB in these fields and also highlights
the applicability of informational and computational
techniques to a wide range of research areas
including computer-assisted drug design,
computational toxicology, nanotechnology, natural
products, and, recently clinical informatics and
antiviral research in section three. With recent
enormous spike of the amount of data generated in all

fields of science and technology, the knowledge of
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robust data-driven computational and data science
methods will become essential for scientists working
both in experimental and especially theoretical
laboratories. Moreover, this book will serve to
address the modern challenges in the field.

Eugene N Muratov

Research Associate Professor and Associate Director of the
Laboratory for Molecular Modeling at the UNC Eshelman School of
Pharmacy, University of North Carolina, Chapel Hill, NC. Professor
Visitante da PGPNSB/ DCF-UFPB.
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Secdo 1:
PRODUTOS NATURAIS E
DERIVADOS DE PLANTAS

Figura 1

Semente da Arvore Pau Rosa,
produto linalol (Aniba roseadora).
Hustragdo: Caneta nanquim.

Figura 3
Figura 2
Caule do Pau Rosa, produto linalol
(Aniba roseadora).
llustragdo: Técnica em tinta aquarela
Figura 3 |
Estrutura quimica do Linalol
Figura 5

Figura 4

Folha da planta Cissampelos sympodialis (milona)
Hustragio: Ldpis grafite

Semente da planta
Cissampelos sympodialis (milona)
Hustragao: Ldpis grafite
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CAPITULO 01
AS PLANTAS MEDICINAIS NUMA ABORDAGEM
HISTORICA E ETNOFARMACOLOGICA

Humberto de Carvalho Aragao Neto;
Ricardo Dias Castro;

Reinaldo Nébrega de Almeida.

Introducao

A observacao de fatos e fen6menos da natureza
constitui a base de sustentagdo para acumulacdo de
conhecimentos por toda humanidade. Até o
surgimento do conhecimento cientifico, que,
considerando uma perspectiva teorica, ocorreu por
volta do século XVI, a elaboragdo e transmissao do
saber popular colaborou para desenvolvimento das
diferentes sociedades nos campos da producdo de
alimentos, construcao de cidades, proposicao de
normas de comportamento, bem como de cuidados

em saude.
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0 uso de plantas medicinais constituiu, durante
muito tempo, a principal estratégia pelos seres
humanos para tratamento das doengas. E, ainda hoje,
os produtos naturais, incluindo os de origem vegetal e
animal, sdo considerados fontes para proposicao
cerca de 85% dos medicamentos aprovados pela Food
and Drug Administration (FDA) entre os anos de 1994
e 2014 nos Estados Unidos da América, seja a partir
do isolamento de moléculas, semi-sintese das mesmas
ou sintese organica com inspiracdo em estruturas
quimicas encontradas na naturezal.

O conhecimento cientifico, ao se apropriar do
saber popular acerca do uso de plantas medicinais,
incorpora o conceito de etnofarmacologia para
designar a area de conhecimento que tem como
objeto de interesse a investigacdo destinada ao
descobrimento e desenvolvimento de novos
medicamentos a partir da diversidade cultural e
bioldgica de diferentes regides geograficas. Ou seja, a
etnofarmacologia é o ramo do conhecimento que se

destina ao estudo das propriedades medicinais de
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produtos naturais a partir do uso e conhecimento
popular.

Neste capitulo propomos discutir a aplicacdo
da etnofarmacologia como estratégia para ampliacdo
do conhecimento sobre propriedades medicinais de
espécies vegetais, com énfase nos estudos cientificos
que abordaram os principais biomas brasileiros,
destacando as principais plantas medicinais,

populacdes estudadas e forma de utilizacao.

Desenvolvimento

O Brasil é um pais com grande diversidade de
plantas e de grupos sociais. Esses fatores
impulsionam o desenvolvimento de terapias baseadas
em recursos medicinais oriundos de produtos
naturais. O uso popular de plantas no Brasil é
resultado do conhecimento acumulado e da interacao
entre diferentes culturas ao longo dos anos?.

Do ponto de vista histérico, a chegada dos
povos europeus as terras americanas tinha o

proposito de exploracao de recursos naturais que as
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terras conquistadas poderiam oferecer especialmente
ouro e metais preciosos. Entretanto, o vasto dominio
do uso das plantas nativas pelos povos indigenas
chamou atencao dos primeiros viajantes, a exemplo
de Gabriel Soares de Souza (1879) que cita a
“embaiba”, utilizada no tratamento de feridas, e a
“caraobamirim” para o tratamento de febre3; padre
jesuita Ferndo Cardim que, entre os anos de 1583 a
1601, registrou as propriedades medicinais da
“teigcucu” (para tratar “febres), “cayapid” (uso contra
veneno de cobra) e “erva santa” (usada no tratamento
de feridas, catarros, doengas no estbmago e asma)*.
Para os colonos, conhecer a nova terra significava
aprender a dominar a natureza a partir do
conhecimento dos nativos, incluindo aspectos
relacionados aos tipos e usos de plantas curativas.
Atualmente, os estudos etnofarmacologicos
contribuem para o avanco do conhecimento sobre as
plantas medicinais e sustentam hipoteses de
pesquisas no campo da farmacologia (basica e clinica)

e quimica medicinal.
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A realizacdo de pesquisas cientificas no campo
dos estudos culturais, a exemplo dos estudos
etnofarmacolégicos, deve envolver uma pluralidade
de conhecimentos que sustente a complexidade do
objeto de investigacdo. Do ponto de vista cultural, é
necessario considerar valores e percepg¢des, sejam do
pesquisador ou sujeito. Para Laraia (2008), o modo de
ver o mundo, as apreciagdes de ordem moral e
valorativas sao produtos de uma heranga cultural e
influenciam diretamente no modo de agir e pensar
das pessoas>.

De modo geral, os estudos etnofarmacolégicos
consideram populagdes com caracteristicas culturais
e sociais peculiares e que estdo inseridas em regioes
geograficas com caracteristicas botanicas singulares.
Por exemplo, Aloe vera, conhecida popularmente
como babosa, apresentada na Figura 1, é uma planta
comum em regides de clima tropical e amplamente
utilizada pela populacdo brasileira, devido sua
propriedade  cicatrizante®.  Assim,  diferentes

populagdes indigenas, comunidades quilombolas,
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moradores de periferias de grandes centros urbanos,
por ndo terem acesso facilitado aos servicos de saude,
desenvolvem estratégias de autocuidado em saude
que, muitas vezes, sao caracterizadas pela utilizacdo
de plantas medicinais, e a transmissdao oral das
informacdes, que ocorrem de pais para filhos,
representam a forma mais comum de disseminacao
do conhecimento. Profissionais de saude, lideres
espirituais e comerciantes de ervas e produtos
naturais em feiras livres podem ser incluidos nos
estudos. Os pesquisadores utilizam geralmente
metodologias qualitativas e quantitativas para coleta
e analise dos dados.

Instrumentos especificos para coleta e analise
dos dados podem ser utilizados para determinar a
versatilidade de uso das plantas a partir do indice de
importancia relativa (IR)? e identificacdo das
principais indica¢des terapéuticas considerando os
sistemas corporais®. A identificagio botanica das
espécies citadas pelos entrevistados corresponde uma

das estratégias investigativas.
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Figura 1. A Aloe vera, popularmente conhecida como
Babosa, é uma planta que cresce em climas tropicais.
Esta espécie é amplamente utilizada pela populacdo
brasileira, e desempenha importante contribuicao na
evolucdo histdrica da etnofarmacologia no pais. Seu
uso medicinal decorre principalmente de sua
atividade cicatrizante.

Fonte: Foto do autor.

As principais variaveis de estudo relacionadas
aos estudos etnofarmacoldgicos sao: nomes popular e
cientifico das plantas, indicacdes terapéuticas, parte
da planta utilizada (folha, caule, flores, etc), forma de

preparo (infusdo, macerag¢do, decocgdo, etc) e modo
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de utilizacao (aplicagdo tépica, uso interno, inalagao,
etc).

0 quadro 1 apresenta os resultados de estudos
etnofarmacoldgicos realizados em diferentes regioes
brasileiras, adotando algumas varidveis como: regiao
onde é possivel encontrar as plantas medicinais, o
publico que faz uso dessas plantas, o nome popular
das principais plantas citadas nas pesquisas e a forma
com que elas sdo utilizadas na medicina tradicional. A
figura 2 esquematiza o uso de plantas medicinais pela
populacdo que reside na regido Nordeste. Essas
variaveis sdo importantes, pois fornecem uma
perspectiva da profundidade com que as plantas
medicinais estdo inseridas no cotidiano da populacgao.

O uso popular de plantas medicinais no Brasil é
um processo de producdo e reproducdo de
conhecimentos e praticas variadas, originarios de
diferentes culturas, resultantes da interacdo social
entre varios grupos que compdem, neste caso, a
cultura brasileira, a exemplo das comunidades

tradicionais (pantaneiros, quilombolas, pescadores,
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indigenas, agricultores familiares e raizeiros), que
possuem um amplo conhecimento sobre plantas e seu
ambiente 2°.

O habito de usar plantas medicinais na rotina
ainda é comum em populacdes que residem nas
pequenas cidades. Isso decorre principalmente de
uma tradicao baseada na agricultura e pecuaria. Essa
populagdo incorpora a natureza em sua cultura, e
implementa um sistema extrativo essencialmente
baseado na intuicao e nos conhecimentos adquiridos
de geracdo em geracao através dos antepassados,
muitas vezes sem nenhum ou pouco embasamento
cientificol©.

Sabendo que muitas pessoas fazem uso de
plantas medicinais para os mais diversos fins, uma
das etapas cruciais e que determina a efetividade da
terapia trata-se do cultivo da planta. Quando feito
corretamente ele é capaz de manter e aprimorar
ambos, producao e qualidade da matéria-prima
vegetal, a fim de garantir as propriedades

fitoquimicas e farmacologicas.
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Em locais onde a medicina popular se mantém
forte, as plantas medicinais em sua maior parte sao
comercializadas pelos proprios produtores, ou seja,
pelas pessoas responsaveis pelo cultivo e coleta da
plantall, Os individuos que comercializam as plantas
medicinais sdao conhecidos como “Raizeiros” ou
“Erveiros”. Eles podem ser localizados em feiras
livres, mercados ou no meio da rua. Inexiste garantia
cientifica que a planta correta estd sendo
comercializada, muito menos se ela foi cultivada e
coletada adequadamente. Em sua grande parte, essas
atividades estdo atreladas ao conhecimento popular
das pessoas que a praticam?,

Geralmente as plantas medicinais sao
comercializadas em sua forma seca, pulverizada,
fragmentada ou suas partes isoladas (sementes,
raizes, folhas ou cascas), dificultando a correta

identificacdo das espécies!l.
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Quadro 1. Informacdes de estudos etnofarmacoldgicos realizados no Brasil.

Localizacao Publico-alvo | Principais plantas citadas Formas de | Referéncia
utilizacao
Municipio de Idosos de Erva-cidreira, malva, quebra- Infusdo e Balbinot,
Marmeleiro - area urbana | pedra, salvia, camomila, o guaco, | decocg¢do Velasquez e
Parana carqueja, macela, pata-de-vaca, Diisman,
alecrim e babosa 2013 [12]
Rio Unini - Comunidade | Breu branco, guanandi, copaibae | Exsudatos Lago etal.,,
Amazonas ribeirinha jatoba 2016 [13]
Municipios de Comunidades | Imburana de cheiro, Copaiba, Infusdo e/ou | Macedo et
Nova Olinda, rurais Barbatimao, Sucupira decoccdo al,, 2018
Crato, Barbalha, [14]
Moreilandia e Exu
- Pernambuco e
Ceard
Municipios de Sdo | Comunidade | Capim-limao, falso-boldo, Infusdo e/ou | Teixeira et
Gabriel, Santana local carqueja, funcho decoccdo al,, 2016
do Livramento, [11]
Bagé, Uruguaiana
e Santa Maria -
Rio Grande do Sul
Alagoas, Populagdo Saido Suco, Fernandes
Pernambuco, geral decocgio, etal, 2019
Bahia, Rio Grande infusdo, [15]
do Norte, Cear3, xarope,
Paraiba, Sergipe, cataplasma e
Espirito Santo, pasta
Rio de Janeiro,
Minas Gerais, Sao
Paulo, Paranj,
Santa Catarina,
Distrito Federal,
Mato Grosso do
Sul e Acre
Alto Amazonas Comunidade | Pau-mulato Cataplasma, | Santos et
(AM), Alto local emplasto, al,, 2016
Envira/Tarauaca infusdo, [16]
(AC) decoccio,
xXampu e
creme
Campo Grande - Comunidade | Cajuzinho do Cerrado, Moreira, Infusdo e/ou | Mendonca
Mato Grosso do local Alecrim do Campo, Jenipapo, decocgdo etal, 2019
Sul Japecanga, Espinho-de-sogra, [2]
Arnica do campo e Guavira
[lha Massangano, | Residentes Horteld, malva-santa, picdo-preto, | Cha, banho Pio et al,,
Ilha Rodeadouro | dasilhas jud, mastruz, pitanga, arruda e/ou xarope | 2019 [10]
e Ilha Jatoba -
Vale do Rio Sado
Francisco
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Figura 2. Esquema dos estudos etnofarmacolégicos realizados nos dltimos 5 anos com

populacdes residentes na regido da Caatinga.
Bioma Caatinga % Comunidade 9 Planta Medicinal 9 Uso tradicional

e 4R ¢

Rio Grande do Norte

~ . Espécie Indicacgédo terapéutica
Piaui. — % %
Dor, inflamagéo, problemas de pele,
Bryophyllum pinnatum problemas respiratérios e problemas gastrointestinais
Alagoas
4 Amburana cearensis Inflamacio da pele, garganta e ginecolégica, influenza,
Sergipe tosse, febre, sarampo e regulagao menstrual
Bahia
Bowdichia virgiloides Dor lombar, reumatismo, impoténcia sexual, dor 6ssea,
inflamagao da pele, osteoartrite, tosse, influenza e dor renal
Estados dentro do estudo. Copaifera langsdorffii Influenza, reumatismo, dor de cabecga, dor, inflamacéo do Utero,
Estados fora do estudo. fratura éssea, ferimentos, complicagdes renais, gastrite e angina
Sida cordifolia Processos inflamatérios, diarréia, regeneragao
Bidens sp. Coqueluche e infecgio respiratéria
Ziziphus joazeiro Gripe e carie dentaria
Morinda citrifolia Perda de peso, processos inflamatérios e lesées de pele
Stryphnodendron Inflamagio e infeccao vaginal

rotundifolium

Fonte: Elaborado pelos autores.
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Nesse contexto, o uso popular das
plantas medicinais ainda precisa se fortalecer,
principalmente em termos de disseminacdao do
conhecimento para os usudrios. E necessario entender
que a atividade terapéutica da planta medicinal é
baseada no mesmo principio do medicamento
sintético, ou seja, as mesmas substancias que trazem
efeitos benéficos, também podem causar efeitos
maléficos, o que demanda cuidado em sua utilizagao.
Ainda existe um mito de que por ser planta e por ser
natural ndo promovera mal. Esse mito precisa ser
extinto, uma vez que a utilizacao da preparacao e via
incorretas, a dose exagerada, e a planta inadequada
(em virtude de uma identificacdo errénea) para
determinada condigdo podem ocasionar transtornos
ao individuo, intoxicacdes ou efeitos adversos.

Um marco importante para a disseminacdo da
informacgao segura sobre plantas medicinais ocorreu
no ano de 1978 em Genebra, com a Conferéncia
Internacional sobre Atencdo Primaria em Saude, cujo

resultado foi a elaboracdo da Declaragao de Alma Ata,
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onde a partir de entdo, a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) passou a reconhecer o uso de plantas
medicinais com finalidade profilatica, curativa e
paliatival?.

A institucionalizacao de praticas em saude que
consideram o uso de plantas medicinais esta inserida
no contexto do Sistema Unico de Satide (SUS), que a
partir de  estratégias que consideram a
universalizacdo e a integralidade do atendimento,
valoriza e impulsiona a pratica da fitoterapia. Como
reflexo disso, e em consonancia com as
recomendagdes da OMS, o Ministério da Saude criou a
Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares (PNPIC) através da portaria n? 971
de 03 de maio de 2006, contemplando, entre outras
praticas, a implantacido de agdes e servicos
relacionados a fitoterapia. Essa politica incentivou a
elaboracdo de uma relacdo nacional de plantas
medicinais e de fitoterapicos, o provimento e acesso
de plantas medicinais e fitoterapicos aos usuarios do

SUS, bem como, o incentivo a pesquisa, ao
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desenvolvimento de  plantas medicinais e
fitoterapicos, priorizando a biodiversidade
brasileirals.

Percebe-se, portanto, que a relacao entre os
saberes populares e cientificos associados ao uso de
plantas medicinais representa uma importante
estratégia para tratamento de doengas, pois
incorporam aspectos de vinculo, autocuidado, eficacia

e seguranga dos agentes terapéuticos.

Consideracoes Finais

Nao obstante os grandes avangos atualmente
vivenciados no desenvolvimento de novos produtos
medicamentosos para prescricao das mais diversas
condi¢des clinicas, os estudos para obtencao de
farmacos que possam ser mais eficazes ou mesmo ter
uma maior seletividade de a¢do e menos efeitos
indesejaveis, tem se ampliado em todo o mundo.

Dentro dessa perspectiva as plantas medicinais
aliadas ao conhecimento popular fazem parte das

estratégias.
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Um exemplo esta no presente momento em que
se enfrenta a pandemia decorrente da COVID-19,
onde tem se visto uma intensa corrida na busca de
vacinas e de possiveis medicamentos que de alguma
forma possa contribuir o tratamento da doencga.
Portanto, as plantas medicinais podem representar

uma das importantes fontes para esse fim terapéutico.
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CAPITULO 02
ETNOBOTANICA E OS METABOLITOS
SECUNDARIOS

Kiriaki Nurit-Silva

As populagdes humanas, desde os primordios,
fazem uso dos recursos da natureza para sanar suas
necessidades de sobrevivéncia, com finalidades
diversas, seja na alimentag¢do, vestudrio, construcdo
de moradias, fabricagdo de utensilios e ferramentas,
bem como em suas praticas médicas e religiosas.
Neste acervo de informagdes acumulado pelo homem
sobre o ambiente que o cerca, destaca-se o
conhecimento relativo ao mundo das plantas com o
qual estas sociedades estdo em contato (1.

Embora a relagdo homem-planta ocorra desde a
antiguidade, o termo etnobotanica foi empregado pela
primeira vez por John William Harshberger em 1895
(2), para designar o estudo sobre a utilizacdo dos

vegetais por povos primitivos e aborigenes. Em um
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conceito mais atual, de acordo com Albuquerque ), a
etnobotanica estuda a relacdo entre a cultura de uma
populagdo com a biodiversidade de onde vivem, e
promove a compreensao da origem, distribuicdo, usos
e diversidade local.

Como um ramo da etnobotanica, a
etnofarmacologia se preocupa em investigar praticas
médicas usadas em sistemas tradicionais de medicina.
A abordagem etnofarmacoldgica para o estudo de
plantas medicinais consiste na combinacdao de
informag¢des adquiridas com as comunidades locais
que fazem uso da flora medicinal, juntamente com
estudos quimicos / farmacoldgicos realizados em
laboratdrios (4).

Estima-se que existam aproximadamente 430
mil espécies de plantas no mundo, das quais as
espécies brasileiras perfazem entre 8,8 e 12,8% deste
total ). Nesse cendrio, o Brasil é considerado um Pais
megadiverso, cujas estimativas atuais reconhecem
48.404 espécies para a flora brasileira (6). Entre os

elementos que constituem essa biodiversidade estao
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as plantas medicinais, cujo conhecimento sobre o uso
e preparo das espécies é oriundo da influéncia étnica
dos povos indigenas, Africanos e Europeus (7),

As plantas medicinais sao utilizadas pela
populacdo com fins terapéuticos e em rituais
religiosos, sendo esta uma pratica repassada
oralmente através das geracdes, nos nucleos
familiares e/ou sociais. A obtencao dessas plantas
pela populacdo ocorre, principalmente, através da
compra a raizeiros em feiras e mercados publicos das
cidades (8, ou pela coleta em seus préprios domicilios,
onde sdo cultivadas em jardins ou quintais.

Levantamentos etnobotanicos realizados em
feiras e mercados publicos de diversas regides
brasileiras demonstram que os raizeiros possuem um
amplo conhecimento acerca da utilizacdo destas
plantas para tratamento de diversas doengas, cujas
partes (folhas, cascas de caules, raizes, inflorescéncias
e frutos) sdo comercializadas na forma desidratada,
acondicionadas em sacos plasticos ou em cestarias (8)

(Figura 1).
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Figura 1. Estocagem de plantas medicinais
desidratadas comercializadas por raizeiros em uma
feira livre da regido Nordeste, acondicionadas em
sacos (A) ou em cestos de palha contendo fragmentos
de partes das plantas (B).

Fonte: Nébrega, Nurit-Silva (8.

Segundo Ashebo (), a coleta de informagdes
locais sobre o uso de plantas com fins medicinais, por
meio do registro do conhecimento das sociedades
étnicas, fornece subsidios para a selecao de espécies a
terem suas atividades avaliadas, através de estudos
farmacolégicos.

No metabolismo vegetal sdo formados
inameros compostos quimicos, os quais sdo divididos

em metabolitos primarios e secundarios, dependendo
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da via metabdlica responsavel pela sua sintese (10)

(Figura 2).

Figura 2. Esquema das principais rotas biossintéticas
dos metabolitos secundarios e suas inter-relagoes
com o metabolismo basal.
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METABOLISMO SECUNDARIO DO CARBONO

Fonte: Taiz, Zeiger (19,

Os metabolitos secundarios, ou metabdlitos
especiais, sao derivados dos produtos do

metabolismo  basal  (metabodlitos  primarios),
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sintetizados apenas durante fases especificas do
desenvolvimento das plantas, cuja producao e
biodisponibilidade sao alterados por diversos fatores
ambientais (11),

Sdao conhecidos cerca de 1.000 metabdlitos
especiais provenientes de plantas, caracterizados por
possuirem baixa massa molecular, alta variabilidade
quimica estrutural e distribuicdo limitada na natureza
(1), fato pelo qual podem ser utilizados como
marcadores  taxonOmicos  (quimiossistematica),
fornecendo assim subsidios a identificagdo de
espécies e de grupos vegetais.

Muitos metabodlitos secundarios possuem
importancia econémica e comercial nas dareas
alimentar, agronémica, cosmética, e um grande valor
do ponto de vista farmacéutico (19, pelo fato de serem
os principios ativos das drogas vegetais.

As principais classes de compostos do
metabolismo secundario extraidas de plantas estao

divididos em trés grupos quimicamente distintos:
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terpenos ou terpenoides, compostos fenodlicos e
compostos nitrogenados (19),

Os terpenos constituem a maior e
estruturalmente mais diversa classe de metabdlitos
secundarios, e sdo substancias formadas pela fusdo de
unidades isoprénicas pentacarbonadas (unidades Cs).
Sao classificados como monoterpenos,
sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos, etc. (10),

Sao sintetizados por duas rotas biossintéticas
distintas: rota do acido mevalbnico, que ocorre no
citoplasma, e rota do metileritritol fosfato (MEP), que
ocorre nos plastideos (10.11) (Figura 2).

Monoterpenos e sesquiterpenos constituem a
maioria dos componentes dos 6leos volateis que estao
presentes em muitas drogas vegetais, e contribuem
para as propriedades terapéuticas atribuidas a muitas
espécies da familia Lamiaceae, tais como Mentha x
piperita L. (hortelda pimenta; agdes antimicrobiana e
carminativa), Melissa officinalis L. (melissa; acao
antioxidante), além de outras familias botanicas,

como Myrtaceae, cujas espécies de FEucalyptus
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(eucalipto) possuem cineol que lhe confere acao anti-
inflamatoria e antisséptica (12),

Os  compostos fendlicos  encontram-se
amplamente difundidos no reino vegetal, distribuidos
por toda a planta e constituem um grupo
quimicamente heterogéneo, sendo sintetizados por
diferentes rotas metabdlicas, como a rota do Acido
chiquimico e a rota do acido malénico (19 (Figura 2).

Os flavonoides constituem a maior classe de
fenodlicos vegetais, com grande diversidade quimica,
cuja estrutura é formada a partir de 15 atomos de
carbonos organizados em dois anéis aromaticos, os
quais sao conectados por uma ponte de trés atomos
de carbonos (C6-C3-C6) (10),

Presente em grande abundancia nas plantas
superiores, especialmente nas Angiospermas, o0s
flavonoides do ponto de vista farmacoldgico, possuem
diversas atividades relacionadas a funcao de defesa
do organismo, como antibacteriana (13), antiviral (14),
antioxidante, antiinflamatoria, antitumoral,

estrogénica (15, dentre outras.
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Dentre os vegetais empregados na medicina
popular, cujas acdes sao atribuidas a presenca de
flavonoides, podemos citar: Passiflora alata Curtis e P.
edulis Sims (Passifloraceae), que possuem atividades
sedativas, antiespasméddicas e ansioliticas; Citrus spp.
(Rutaceae), cujos heterosideos de flavonas e de
flavanonas presentes no pericarpo dos frutos
possuem indicagdes no tratamento de manifestacoes
de insuficiéncia venosa cronica (15),

Os compostos nitrogenados sdo metabolitos
secundarios que possuem nitrogénio como parte de
sua estrutura. Dentre estes, os alcaloides constituem
uma das classes mais estudadas e conhecidas (19),
encontrados especialmente em plantas superiores,
nos seus mais diversos tipos celulares (16),

Os alcaloides sdao uma classe de metabdlitos
extremamente versateis, que apresentam um
nitrogénio na forma de heterociclo, biossintetizados a
partir de aminoacidos, e constituem o grupo de

produtos naturais de maior interesse farmacéutico

(16).
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Alcaloides possuem papel na defesa dos
vegetais, importante uso medicinal, muitos sdo
empregados em rituais religiosos e de magia e, sao
considerados toxicos tanto para animais quanto
humanos (19

Relatos do uso de plantas medicinais que
contém alcaloides em sua constituicdo remontam a
antiguidade, como Papaver somniferum L., de onde é
extraida a morfina; Atropa belladonna L. e
Mandragora officinarum L., dentre outros (1), Os
alcaloides possuem uma vasta gama de atividades
biolégicas, dependentes de sua estrutura quimica,
dentre os quais podemos citar vimblastina e
vincristina, alcaloides de Catharanthus roseus (L.) G.
Don com atividade antitumoral; e a quinina, com a¢ao
antiparasitaria (16),

Considerando a megadiversidade vegetal
brasileira, e a grande variedade de metabdlitos
secundarios extraidos de plantas, estudos
etnobotanicos com plantas medicinais possuem um

papel fundamental para direcionar a pesquisa por
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novos farmacos, através da descoberta de substancias
bioativas. Destaca-se, assim, a necessidade de
somarem-se esforcos de pesquisa, com vistas a se
investir em estudos de bioprospeccao da flora

brasileira.
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CAPITULO 03
EXTRAGAO E ISOLAMENTO DE PRODUTOS
NATURAIS DE PLANTAS E PRODUCAO DE
DERIVADOS

Gabriela Ribeiro de Sousa;
Laisla Rangel Peixoto;
Natanael Teles Ramos de Lima;

José Maria Barbosa Filho.

Introducao

Tradicionalmente as plantas tém sido utilizadas
em preparagdes simples (chas, tinturas, garrafadas)
para alcancar fins terapéuticos. O avanc¢o técnico-
cientifico tornou possivel o isolamento de substancias
bioativas que compdem o fitocomplexo. Sendo assim,
as plantas vem sendo a principal fonte na busca de
novos farmacos, sendo estes estruturalmente
analogos ou derivados sintéticos mais potentes e

seguros que o protétipo natural.
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Extracao de produtos naturais

As pesquisas na area de quimica de produtos
naturais utilizam técnicas simples e eficientes que
ainda se mostram uteis na obtencao de variados
compostos quimicos. De modo geral, pode-se citar o
processo de maceragdo e/ou percolacdo, extracao por
fluido supercritico, processos de destilacdo para
extracdo dos Oleos volateis e, cabe ainda destacar o
Soxhlet para a extracdo de substincias termo
resistentes.

Com o intuito de aprimorar a efetividade da
extracdo foram desenvolvidos métodos mais
inovadores e modernos, alguns exemplos serdo

discutidos a seguir.

- Extracdo assistida por ultrassom (EAU)

A extracao utilizando ondas ultrassénicas
promove a destruicdo da parede celular do vegetal
facilitando a transferéncia de massa para o solvente,
através de um processo chamado cavitacdo. E um

método de baixo custo, simples e geralmente
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apresenta melhores resultados que os métodos de
extracdo convencionais. Krambeck e colaboradores(l)
(2020) compararam a capacidade de extragdo
utilizando método de Soxhlet e ultrassom e, apenas
por EAU, foi detectado os teores de polifendis
(resveratrol e piceatanol) em sementes do maracuja.
Este fato pode ter ocorrido devido a degradacao de
polifenois, causada pelo uso de altas temperaturas e

maior tempo de extracdo do método de Soxhlet.

- Extracdo assistida por micro-ondas (EAM)

O material vegetal que absorve as micro-ondas,
sofre elevagdes pontuais na temperatura e na pressao
intracelular, levando ao rompimento da membrana
vegetal e liberacao dos componentes para o liquido
extrator. Em um estudo realizado por Jacotet-Navarro
et al.(3) (2015), é visto que a EAM do alecrim resulta
em maiores rendimentos com o aumento da
temperatura e, que essa técnica é mais eficiente na
obtencao do acido rosmarinico quando comparada

com a extragdo por ultrassom.
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- Extracao assistida por enzimas (EAE)

A extracao assistida por enzimas consiste na
degradacao seletiva da parede celular vegetal, através
de reagdes enzimaticas e, decorrente liberacdo dos
compostos bioativos. As enzimas mais utilizadas em
EAE sao: as celulases, hemicelulases e pectinases. O
interesse na aplicacao deste método é que muitos
compostos sdo encontrados associados as estruturas
da matriz celular. A exemplo dos acidos fenolicos que
se encontram ligados as ligninas, as proteinas que
complexam fortemente com os taninos e, o0s
flavonoides que estdo ligados covalentemente a

estruturas de acucares(3,

- Extracdo por campo elétrico pulsado (ECEP)

A extracdo com a presengca de um campo
elétrico pulsado promove uma eletroporacao
(eletropermeabilizacdo) que otimiza a difusdo das
substancias para o liquido extrator pelo aumento da
permeabilidade da membrana celular vegetal. Estudo

realizado por Hossain e colaboradores™® (2015)
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demonstrou que o pré-tratamento com campo
elétrico pulsado de maior intensidade aumentou o
rendimento extrativo de alcaloides esteroidais das
cascas de batata, quando comparado ao pré-

tratamento com luz pulsada.

Métodos cromatograficos no isolamento de
produtos naturais

O avango tecnoldégico proporcionou o
surgimento de técnicas cromatograficas mais
avang¢adas, com maior versatilidade, rendimento e
pureza, em comparagao com métodos
cromatograficos classicos tais como a cromatografia
em papel (CP) e a cromatografia em camada delgada
(CCD). O isolamento de produtos naturais so6 é
possivel quando os métodos analiticos sao
transpostos e adaptados para a escala preparativa, ou
seja, quando utiliza uma maior quantidade de amostra
na etapa de separagdo e, portanto, permite a coleta e o

isolamento em quantidades substanciais.
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A cromatografia é uma técnica que pode ser
classificado de acordo com a FM ou FE (cromatografia
liquida, supercritica, gasosa) e pelo modo de
separacdo (adsorgdo, particdo, troca ionica, exclusao
molecular). A cromatografia em coluna é a técnica
mais usual para isolamento de substancias puras
advindas de uma fracio complexa. E extensamente
usada no fracionamento, isolamento e purificacdo de
amostras; sendo uma técnica pratica, de baixo custo e
versatil. A CC, além do seu uso de bancada, pode ser
adaptada a equipamentos automatizados, melhorando
sua eficiéncia, velocidade e separacao.

A cromatografia em camada delgada (CCD) é
uma técnica planar aplicada na pesquisa cientifica
como ferramenta auxiliar para racionalizar o processo
de separacdo via CC e monitoramento da pureza de
compostos. Existem diversos métodos aplicaveis em
CCD, como a CCDA, a cromatografia em camada
delgada de alta eficiéncia (do inglés, High-
performance thin-layer chromatography - HPTLC) e a
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cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP).

Difere de métodos classicos pelo uso de altas
pressdes e por empregar particulas de diametro
reduzido como fase estacionaria. Quanto menor a
particula, maior a pressao a ser utilizada para
conduzir a fase movel pela coluna e melhor a
separacdo dos compostos. A fase estacionaria pode
ser classificada em fase reversa (apolar) ou fase
normal (polar) e sua escolha vai depender,
principalmente, da classe de compostos de interesse a
serem isolados.

A Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE) é a técnica analitica e/ou preparativa mais
utilizada na area de produtos naturais, por ser eficaz
na analise, quantificagdo e isolamento de diversas

estruturas quimicas.
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Quadro 1. Exemplos de substancias isoladas por CLAE

Substancias Isoladas Espécie Ref.
Alcaloides Anaxagorea dolichocarpa 5
Sesquiterpenos, Evolvulus linarioides 6
Cromonas

Flavonoides O-

glicosilados, Vicenina-2 Cissampelos sympodialis 7
Soyasaponina II Zornia brasiliensis 8
Triterpenos, diterpenos Stillingia loranthacea 9

Fonte: Elaborado pelos autores

A Cromatografia Contracorrente (CCC) é uma
técnica de separacdo baseada no coeficiente de
particdo liquido-liquido do soluto, sem fase
estacionadria solida. A FE liquida é retida na coluna por
uma for¢a centrifuga enquanto uma fase movel
imiscivel passa. A CCC pode ser usada largamente na
separacdo, isolamento e purificacio de produtos
naturais, bioloégicos e enantidmeros. A Cromatografia
Contracorrente de Alta Velocidade (CCCAV) ¢
reconhecida como uma técnica preparativa eficiente e

muito usada para separacao e purificacio de
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catequinas, proantocianidinas oligoméricas,
compostos fendlicos e antocianinas(19),

Outro tipo de técnica cromatografica, difundida
em escala analitica, é a Cromatografia Gasosa (CG).
Mesmo sendo usada fundamentalmente em escala
analitica, existem métodos que a utilizam na escala
preparativa (CG-prep), permitindo a separagdo e
isolamento, especialmente, de compostos volateis em
misturas complexas, como terpenos presentes em
6leos essenciais(11)-

Uma das técnicas mais modernas para
isolamento seletivo de compostos é a tecnologia de
impressdo molecular. Consiste em produzir um
polimero sintético que contenha sitios especificos,
moldados a partir de uma estrutura modelo (atomo,
molécula, complexo ou um conjunto molecular,
microrganismo) em que uma estrutura de interesse
(molécula modelo) vai se ligar seletivamente nos
locais estabelecidos pela estrutura modelo.(12)
Ghasemi & Nematollahzadeh(13) (2018)

desenvolveram uma membrana de polissulfona
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molecularmente impressa contendo nano cavidades
para separacdao e enriquecimento seletivo do
paclitaxel a partir do extrato de teixo (Taxus baccata

L..

Producao de derivados

A sintese total de produtos naturais, tem se
mostrado invidvel devido a alta complexidade
estrutural destes compostos. A fim de contornar tais
limitacdes, ferramentas da quimioinformatica vém
sendo adotadas, dado que permitem prever
modificacdes estruturais que preservam elementos
essenciais para atividade bioldgica, favorecendo assim
a producao de derivados sinteticamente mais simples.

Neste sentido, estudos sintéticos realizados por
Borges e colaboradores() (2018) permitiram a
preparacdo de ésteres de fenilpropanoides naturais
isolados das espécies de Verbesina macrophylla e
Rollinia leptopetala com rendimentos que variaram de
52 a 84%. Pode-se citar ainda os analogos estruturais

de produtos naturais da classe dos lignoides, obtidos
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através de reacdes organicas simples por Oliveira e
colaboradores(1® (2019) os quais apresentaram um
potencial de inibigdo do crescimento de linhagens de
células tumorais superior ao protétipo natural.
Portanto, a sintese organica pode subsidiar a
producdao de derivados mais potentes e com bons
rendimentos.

Pode-se perceber entdo que os produtos
naturais sdao, em grande maioria, potencialmente
bioativos e tém sido protétipos para o
desenvolvimento de derivados mais simples,
sinteticamente viaveis, mais potentes e seguros. Pode-
se citar ainda que o planejamento racionalizado por
técnicas de bioinformatica vem tornando o processo
de desenvolvimento de farmacos mais consciente,

preciso, econdmico e sustentavel.
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CAPITULO 04
DAS PLANTAS AOS FITOTERAPICOS

Catarina Alves de Lima Serafim;
Edvaldo Balbino Alves Junior;
Maria Elaine Cristina Araruna;

Lednia Maria Batista;

Consideracgoes gerais

O uso de plantas medicinais com o objetivo de
recuperar ou manter a saude é uma pratica que se
confunde com a prépria histéria da humanidade. No
Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais é bastante
difundida, sendo resultado de um aciumulo secular de
conhecimentos repassados por meio da tradicao oral
por diferentes geragdes e etnias. Além de possuir
caracteristicas proprias devido a riqueza da flora, a
extensdo do territério e a tradi¢do do uso(1).

A planta medicinal é uma importante fonte de
matéria prima a ser utilizada tanto nas preparagoes

caseiras ou de produtos com potencial terapéutico, a
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exemplo dos medicamentos fitoterapicos ou produtos
tradicionais fitoterapicos(2).

Segundo a OMS 80% da populacao dos paises
em desenvolvimento utilizam plantas medicinais nos
cuidados basicos em saude().0 Brasil se destaca por
ser um dos paises com amaior biodiversidade do
mundo, com 50.000 espécies de plantas (20% da flora
mundial). Dessa forma, a partir de estudos
agrondomicos, fitoquimicos e farmacolégicos, as
plantas medicinais apresentam um grande potencial
para o delineamento de novas moléculas(®). Estima-se
que 35% dos medicamentos disponiveis no mercado
sdo oriundos de fontes naturais® o que afirma a
importancia dos produtos naturais e da quimica
medicinal(®). Entretanto, poucos medicamentos foram
desenvolvidos no pais com os constituintes ativos

oriundos de sua biodiversidade(?).
Fitoterapia no SUS

A Fitoterapia foi institucionalizada no SUS a

partir da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
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Complementares (Portaria n? 971, de 03/05/2006)
que objetivou a ampliagcdo das opgdes terapéuticas e
melhoria da atencdo a satide aos usuarios do SUS(®).
Para garantir seu uso na atengdo basica foi
criada a Politica Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos - PNPMF (Decreto n? 5.813, de
22/06/2006) e posteriormente o Programa Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no SUS (Portaria
n2 2.960 de 09/12/2008) que visa o0 acesso seguro € o
uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos,
promovendo o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria
nacional e valorizacdo do conhecimento popular(®10) .
Na perspectiva de auxiliar o PNPMF foi lancada
em 2009, a Relacao Nacional de Plantas Medicinais de
interesse do SUS (RENISUS), a qual contemplou 71
espécies medicinais ja utilizadas pela populacao,
visando a validagdo de seguranca e eficaciall). Como
forma desubsidiar o uso dessas espécies vegetais, em
2011 foi elaborado o Formulario de Fitoterapicos da

Farmacopeia Brasileira com 47 monografias de
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drogas vegetais(12). Em 2016 foi lancado o Memento
Fitoterdpico, com 28 monografias de espécies vegetais
e em 2018 o 12 Suplemento do Formulario de
Fitoterdpicos da Farmacopeia Brasileira(1314) com
suas respectivas atualizacdes que visam orientar a
prescricdo de plantas medicinais e fitoterapicos.
Atualmente integram a Relacdo Nacional de
Medicamentos Essenciais (2017) doze medicamentos

fitoterapicos(13) (listados no quadro 1).

Quadro 1. Relagao de fitoterapicos ofertados pelo SUS
Nome cientifico

Cynara scolymus Alcachofra
Schinus terebinthifolius Aroeira
Aloe vera Babosa
Rhamnus purshiana Cascara-sagrada
Maytenus ilicifolia Espinheira-santa
Harpagophytum procumbens Garra-do-diabo
Mikania glomerata Guaco
Mentha x piperita Hortela
Isoflavona-de-soja
Plantago ovata Plantago
Salix alba Salgueiro
Uncaria tomentosa Unha-de-gato

Fonte Propria - Elaboracdo baseada na Rename(15)

Legislacao dos Fitoterapicos
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Com a crescente procura por fitoterapicos
houve a necessidade de regulamentar as etapas de
producdo desses medicamentos. No Brasil, a ANVISA é

o 6rgao responsavel por esse controle(16).

Figura 1. Representacao cronolégica das normas de
regulamentacao dos fitoterapicos no Brasil

Portaria n2 22, de

Portaria n? 6, de 31 Resolugio n® 17, de
30 de outubro de » » 24/2/2000

de janeiro de 1995

1967

Resolugio n2 26, de Resolugio n? 14, Resolugio n? 48, de
13 de maio de 2014 31/3/2010 16/03/2004

Fonte: Elaborada pelos autores

Em 2014 a Resolucdo n? 26 de 13 de maio de
2014, agrupou os fitoterapicos em produtos
tradicionais fitoterapicos (PTF) e medicamentos
fitoterapicos (MF). Os PTF sao obtidos com emprego
exclusivo de matérias-primas ativas vegetais cuja
seguranca e efetividade é baseada na literatura
técnico-cientifica no periodo de 30 anos. Ja os MF sao

obtidos com emprego exclusivo de matérias-primas
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ativas vegetais cuja seguranca e eficacia sao baseadas
em evidéncias clinicas(17),

Todavia, para se chegar a producdo de um
Fitoterapico deve ser levado em consideracao que

existe uma cadeia produtiva (figura 2).

Figura 2. Representacdo esquematica das etapas de
producdo de medicamentos fitoterapicos

Selecdo da espécie
\ vegetal
. | .
IdennAﬁc.a(;ao A e @i Processamento da
boténica droga vegetal
| | |
Técnicas de Estudos de pré- Ensaios ndo
extragao formulagio clinicos
1 1
Ensaios clinicos Toxicologia
| —— 1
FasesI,II, 11T e IV Farmacocinética
L . '
Registro e Produgao Farmacodinamica
|
[ | T
Estudo de Garantiada Validagdo de
estabilidade qualidade processos

Fonte: Elaborada pelos autores

Etapas da cadeia produtiva de fitoterapicos
Para selecionar as espécies vegetais para uso
medicinal ou fins de pesquisa cientifica se faz

necessario a utilizacdo de critérios: 1) abordagem
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randémica: escolha da planta pela disponibilidade do
recurso vegetal; 2) prospeccao etnofarmacologica:
estuda plantas medicinais utilizadas tradicionalmente
pela populacdo; 3) quimiotaxonémico ou filogenético:
identificagdo de espécies por meio da morfologia,
histologia e classe dos metabolitos(18),

E preciso garantir a qualidade da espécie
vegetal desde o cultivo, se fazendo necessario estudos
de sazonalidade(19). Apds o cultivo e coleta, a espécie
vegetal é submetida a triagem, estabilizacdo, secagem,
obtendo-se a droga vegetal. Esta segue para os
processos extrativos para obtencdo do derivado
vegetal(18), Esse derivado vegetal passa por estudos
de pré-formulacdo para avaliacdo das caracteristicas
fisico-quimicas e assim é feita a sua associacdo aos
excipientes para obtencao da forma farmacéutica(29),

O controle de qualidade é de fundamental
importancia na cadeia produtiva fazendo parte de
todas as etapas, desde a selecao da espécie até a

obtencdo do produto acabado (20),
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A proxima etapa da cadeia produtiva sdo os
estudos nao-clinicos que envolvem os ensaios de
toxicidade, farmacocinética e farmacodinamica.

Nos ensaios de toxicidade se determina a
seguranca do produto por meio dos testes de
toxicidade de dose Unica e de doses repetidas,
toxicidade reprodutiva, carcinogenicidade,
genotoxicidade, tolerancia local e toxicocinética,
conforme preconiza o guia da ANVISA (2013)(21),

A farmacocinética estuda os processos de
absorc¢do, distribuicao, metabolizagdo e excrecao,
sendo importante para determinar o regime
terapéutico(?2),

A avaliacdo do efeito farmacoldgico envolve
modelos experimentais in vitro e in vivo. Os testes in
vitro sdo uteis na avaliacdo do contato direto dos
produtos com células. Os testes in vivo, com animais,
fornecem informacgdes sobre a farmacocinética e
farmacodindmica no organismo vivo (23),

O ensaio clinico consiste na investigacdo

conduzida no ser humano destinada a verificar os
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efeitos de um novo medicamento. Esse ensaio é
realizado em varias etapas: Fase I) avaliacao inicial
com pequenos grupos de voluntarios sadios (20-80),
visando coletar dados preliminares de seguranca e
farmacocinética; Fase II) avalia o efeito terapéutico e
seguranca em curto prazo em um numero limitado de
pacientes doentes (25-100); Fase III) realizada com
grandes e variados grupos de pacientes, para
demonstrar a eficicia e segurancga a longo prazo; Fase
IV) envolve os estudos de farmacovigilancia pos-
comercializacdo (24),

Apds comprovacdo da eficacia e seguranca na
fase Il dos ensaios clinicos, o fitoterapico pode ser
registrado por meio da apresentacdo de um dossié a
ANVISA. Esse dossié deve conter: identificagdo
botanica, caracterizacao da droga vegetal, estudos
fitoquimicos, toxicoldgicos e farmacoldgicos, controle
de qualidade, boas praticas de fabricacdo, validacao
de métodos analiticos e estudo de estabilidade (25).

A producdo de fitoterapicos é feita por

industrias certificadas pela ANVISA. Essa certificacao
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€ a comprovacgdo que a empresa cumpre as normas de
boas praticas de fabricagdo e controle e que possui

condi¢cdes técnicas e operacionais para a producao

(25).

Consideracgoes finais

Os estudos com plantas medicinais e
fitoterapicos sdo de grande relevancia, uma vez que
possibilitam o resgate do conhecimento popular,
validacdo do uso, ampliagdo das opgdes terapéuticas e

0 acesso seguro para populacao.
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CAPITULO 05
ALCALOIDES

Ana Laura de Cabral Sobreira?
Diégina Araujo Fernandes?

Maria de Fatima Vanderlei de Souza3

Resumo

Os metabolitos primdrios siao constituintes
quimicos precursores dos metabolitos secundarios,
que caracterizam familias, géneros e/ou espécies
como os alcaloides que caracterizam as espécies dos
géneros da familia Papaveraceae.

Os métodos extrativos, cromatograficos e
espectroscopicos sdo indispensaveis para defini¢do os

constituintes quimicos numa espécie.

Introducao
Os recursos naturais sempre foram fontes de
vida para humanidade que encontrou nas plantas

verdadeiros pilares para a sua sobrevivéncia e
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principalmente para cura de males, nascendo,
portanto, o grande elo Homem X Natureza. Entre as
moléculas que compdem o arsenal natural de

compostos quimicos se destacam os alcaloides.

Definicao

Os alcaloides sdo substancias nitrogenadas,
possui estruturas complexas e variadas com um ou
mais atomo de nitrogénio, logo apresentam pH
alcalino. O termo alcaloides deriva-se do arabe “Al

Kali”, refrigerante, e do grego “Eidos”, o aspecto, (1)

Histérico

No inicio do Séc. I (60 dC) Pedanios
Dioscorides descreveu a obtencao do 6pio (Papaver
somniferum) e em 1803 Derosne isolou desta droga
uma mistura de morfina e nicotina. Em 1816
Friedrich Wilhelm Sertlirner descobriu a morfina e
em 1832, Pierre Robiquet descobriu a codeina. Dessa
mesma espécie em 1848, Georg Merck descobriu a

papaverina. Entre 1817 e 1827 Pelletier e Joseph
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Caventou isolaram a emetina da
Psychotria ipecacuanha (ipecacuanha) e a quinina da
Cinchona Officinalis (quina-quina), ambas
pertencentes a familia Rubiaceae(2)-

O primeiro alcaloide brasileiro, Pereirina, foi
isolado em 1838 das cascas do Pau-pereira,
Geissospermum  vellosii  Allemdao (Apocinaceae).
Espécie utilizada pelos indigenas no Brasil para

tratamento de febres(),

Distribuicao e Localizacao

Os alcaloides sdo encontrados principalmente
em angiospermas, como: Amaryllidaceae; Liliaceae;
Annonaceae; Apocynaceae; Fumariaceae; Lauraceae;
Loganiaceae; Magnoliaceae; Menispermaceae;
Papaveraceae; Ranunculaceae, Rubiaceae, Rutaceae,
Solanaceae, Malvaceae, etc, citadas por alguns autores
como responsaveis pela biossintese de 10-15% dessas
moléculas, encontrados em todos os géneros da
familia Papaveraceae. Podem ser encontrados em

algumas espécies de fungos do género Claviceps e
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excepcionalmente  na  bactéria  Pseudomonas
aeruginosa (piocianina), além de organismos
marinhos como esponjas e algas(®).

Os alcaloides geralmente se armazenam em
todas as partes da espécie, todavia em maior
percentagem nos tecidos periféricos, cascas externas
do cortex de talos, raizes e nos tegumentos da

semente(l).

Biossintese e classificacao dos alcaloides

Os alcaloides sao biossintezados nos tecidos
das raizes e talos em crescimento, nos cloroplastos e
sdo armazenados nos vacuolos(®).

Geralmente se formam a partir de aminoacido
por reagoes simples (Figura 1) e a variabilidade de
suas estruturas quimicas é justificada pelas reagoes
de oxidacdes alilicas e de nucleos aromaticos,
acoplamentos oxidativos, reacdes de esterificacoes e
eterificacbes. Em algumas espécies vegetais registra-
se sais de alcaloide uma vez que estando na sua forma

livre se combinam com grupos acidos presente nestas
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plantas e ddo origem a um sal® que adquiri a forma
ionizada, aumentando assim a sua polaridade,
tornando-os soliveis em solvente polares. Essa
variacdo estrutural (Quadro 1) divide os alcaloides
em: Protoalcaloides; Pseudoalcaloides; e Alcaloides
propriamente ditos (Tabela 1).

- Protoalcaloides: sdo aminas simples cujo
nitrogénio nao se encontra no sistema heterociclico.
Ex: Putrecina

- Pseudoalcaloides: sao aqueles resultantes da
transaminacdo de uma molécula oriunda da via
mevalonica. Este grupo de substancias caracterizam
as espécies do género Solanum - Solanaceae.

- Alcaloides propriamente ditos ou alcaloides
verdadeiros: sdao oriundos dos aminoacidos e se
classificam de acordo com a estrutura quimica do seu

nucleo fundamental.

Figura 1. Origem biossintética dos alcaloides
propriamente dito ou alcaloides verdadeiros a partir
dos aminoacidos.

Fonte: Adaptado de Bruneton, 20111,
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Quadro 1. Nucleo basico dos alcaloides.

A\

m/[\tw:

NH,
Lisina

v
Alcaloides piperidinicos
Alcaloides piridinicos

Alcaloides quinolizidinicos

X N X N
| P )
N N
Piridina Pirrolidina Quinolina Indol
X NH
L)
" N N N
Pip e:'i dina | Quinolizidina Isoquinolina Imidazol

Fonte: Adaptado de Bruneton, 20111,
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Tabela 1. Alguns alcaloides, suas fontes e atividades farmacolégicas.

Espécie Nucleo alcaloidico Su_bstancna Atividade biologica Ref.
isolada
Ricinus comunis Piridina Ricinina Inibigao da acetilcolinesterase (5)
Conium maculatum Piperidina Coniina Antagonista nicotinico da acetilcolina (6)
Nicotiana tabacum Pirrolidina Nicotina Inseticida (7)
Chinchona - . . -
ledgeriana Quinolina Quinina Antimalarica (8)
Hipp eas trum Isoquinolina Galantaqm.na ¢ Inibicdo da acetilcolinesterase 9
solandriflorum Sanguinina
Physostigma Indol Fisostigmina Inibicdo da acetilcolinesterase (10)
venenosum
Senecio brasiliensis Pirrolizidina Retronecina Inibigio da acetilcolinesterase (11,12)
Sida rhombifolia Indoquinolinico . sal da_ Vasorela}xgnte em arteria (13)
criptolepina mesentérica de roedores
Atropa belladonna Tropano Atropina Antimuscarinica (14
Cissamp e 10.5 Benzilisoquinolina Varifiteina Antiasmatica (15)
sympodialis
Lupinus lanatus Quinolizidina Esparteina Antiarritmica (16)
Pilocarpus jaborandi Imidazoélico Pilocarpina Tratamento do glaucoma an

Fonte: Elaborada pelos autores.
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Funcgoes dos alcaloides nos vegetais

Os alcaloides atuam como protetores das
espécies vegetais contra predadores; invasdo de
microrganismos; exercem um poder quelante e/ou
citotoxico, funcionam como: hormoénio regulador do
crescimento; reserva de nitrogénio, auxiliam na
manutencdo do equilibrio; regulam o crescimento, do
metabolismo interno e da reprodug¢do; protegem
contra raios UV; e devido a sua diversidade estrutural
levanta-se a hipdtese de que favorecem a adaptacao

do individuo ao seu habitat(1).

Propriedades Fisico-quimicas

- Os alcaloides sao compostos com massa molecular
entre 100 e 900 u.m.a;

- Os nao oxigenados como coniina, nicotina e
esparteina, sao liquidos a temperatura ambiente;

- Em sua maioria sdo soélidos, cristalizaveis e
raramente coloridos;

- Devido a presenca de centros quirais quase sempre

sdo capazes de desviar a luz polarizada;
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- Apresentam baixo ponto de fusao;

- Dependendo dos seus substituintes sao soliveis em
solventes organicos apolares, semi-polares e alcool de
elevada graduacao;

- Sdo pouco soliveis ou insoluveis em agua; A
variabilidade na basicidade do alcaloide dependera da
disponibilidade do par de elétrons livre do seu
nitrogénio e/ou do poder doador ou retirador de
elétrons do grupo que se encontra vizinho ao
nitrogénio;

- Alguns apresentam carater anfotero;

- Formam sal quando na presenca de um acido, que os
tornam soluveis em Aagua, estaveis e a forma

farmacéutica comercializada (1.2).
Extracao

Por se tratar de compostos alcalinos a extragdo
dos alcaloides requer uma rota laboratorial especifica,

citada por Souza e Silva, 2006 (18),

Reacdes de caracterizacao dos alcaloides
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A presenga de alcaloides numa droga natural
pode ser pesquisada no seu extrato bruto através de
reacdes de caracterizacao que resultam da capacidade
destes em precipitar e produzir efeitos colorimétricos

quando reagem com metais (Quadro 2) (1.18),

Quadro 2: Reagdes de caracterizacdo de alcaloides
por precipitacdo e coloracao.

Reativos g_erais de Composicio Co_r _do
alcaloides precipitado
Dragendorff Iodo bismutato de potassio | Alaranjado
Mayer Iodo mercurato de potassio Branco
Bertrand Acido silico-tiingstico Branco
Bouchardat/Wagner | lodo-iodeto de potassio Marrom

Fonte: Bruneton, 2011,

Isolamento e caracterizacio estrutural dos
alcaloides

O isolamento e a definicdo estrutural dos
alcaloides oriundos de fontes naturais, requer o uso de
métodos cromatograficos classicos (CC; CCDP); e
espectroscopicos:  Infravermelho  (IV), RMN'H;

RMN!C) uni e bidimensionais, espectrometria de massa
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de alta resolu¢ao (EM); andlises de raios X de cristal
unico, dicroismo circular rotatério (DCR), além das
técnicas hifenadas como cromatografia gasosa acoplada a
espectrometro de massas (CGMS), cromatografia liquida
de alta eficiéncia acoplada a RMN ou EM(CLAE/RMN
ou CLAE/EM) e cromatografia liquida acoplada ao

espectrometro de massas (CLEM)!?),

Consideracoes finais

Os alcaloides sao moléculas dotadas de grande
capacidade de modificacdes estruturais e que
fornecem aos seres vivos capacidade de se adaptarem
as mais variadas condi¢cdes ambientais, atuam como

fonte de alimentos e farmacos para a cura de males.
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CAPITULO 06

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DE PRODUTOS
NATURAIS E DERIVADOS DE PLANTAS

Marcela Lins Cavalcanti de Pontes;
Inacio Ricardo Alves Vasconcelos;
Zilka Nanes Lima;

Zilmara Vieira Pedrosa;

Hilzeth de Luna Freire Pessoa.

Os antimicrobianos sao produtos naturais
(antibiodticos) ou sintéticos (quimioterapicos) que
agem sobre microrganismos inibindo o seu
crescimento ou causando a sua destruicao ().

O consumo inadequado, caracterizado pela
exposicdo demasiada das populagdes microbianas a
esses produtos farmacéuticos provoca a resisténcia
microbiana. Os agentes etiolégicos que causam as
doencas infecciosas deixam de ser impactados e os
medicamentos passam a ser limitados no combate as

enfermidades. A Organizacdo Mundial da Saude
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(OMS) define resisténcia microbiana como a
“capacidade de um micro-organismo impedir a
atuacdo de um antimicrobiano”. Além disso, cita que
algumas das infec¢des mais comuns do mundo, e
potencialmente as mais perigosas, estao provando ser
resistentes aos antimicrobianos licenciados (2.

A utilizacao inadequada desses produtos vem
sendo descrita durante anos. Em 1970, observou-se
que 62% das indicagcdes de antimicrobianos eram
feitas a pacientes sem infec¢do(®. Kunin concluiu em
artigo publicado em 1973 que 50% das prescri¢des de
antimicrobianos nao tinham indicagcdo®). Jogerst e
Dippe em 1981, classificaram como inadequadas 59%
das prescri¢des antimicrobianas(®).

Os principais mecanismos pelos quais os
micro-organismos desenvolvem resisténcia aos
agentes antimicrobianos sdo variaveis e podem ser
estudados em quatro grupos: (a) inativacao ou
modificacdo da droga(® (b) modificacao do alvo(), (c)
impermeabilidade da membrana®), (d) bomba de

efluxo(®. Dessa forma, a concentracao intracelular da
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droga se torna insuficiente para bloquear as fungoes
celulares microbianas.

Na avaliacao da atividade antimicrobiana de
produtos naturais e derivados de plantas, diferentes
métodos podem ser utilizados, seja na fase
planctdnica ou nado-planctonica (biofilme) dos micro-
organismos. A fase planctonica envolve o cultivo de
micro-organismos a partir dos quais é possivel
determinar a inibicdo por testes de difusdo e a
Concentrac¢do Inibitéria Minima (CIM), Concentragao
Bactericida Minima (CBM) e Concentracao Inibitéria
Fracionada (CIF) dos agentes antimicrobianos.

Nessa fase, testes para avaliar a resisténcia
antimicrobiana por meio das bombas de efluxo
podem ajudar a entender o funcionamento dessas
proteinas transmembrana que podem atuar na
exportacdo de antimicrobianos contra um gradiente
de concentracdo. A aquisicao de um unico sistema por
uma célula pode diminuir a susceptibilidade dessa a

um amplo espectro de quimioterapicos (10.11),
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J& os biofilmes sdo constituidos por agua,
matriz de polimeros extracelulares
(exopolissacarideos - EPS), particulas retidas e
substancias dissolvidas e adsorvidas, onde os micro-
organismos passam da forma planctonica para a vida
séssil12),  Os modelos de estudo da atividade
antibiofilme sdo propostos para um melhor
entendimento do efeito antimicrobiano dos agentes
testados in vivo, uma vez que apresentam uma
composicao heterogénea, configurando uma estrutura
complexa de microcolonias e canais que permitem
fluxo de fluidos e nutrientes (13),

0 estudo da Concentracao Inibitéria Minima e
da Concentracao Bactericida Minima é primeiro passo
na investigacdo e desenvolvimento de um diagndstico
adequado de cada um dos antibidticos candidatos ao
tratamento das fontes de infec¢do (14, Uma das
formas de resisténcia microbiana é caracterizada pela
formacao de biofilme, que possui um mecanismo de

acao bastante complexo e dinamico, onde col6nias de
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micro-organismos crescem envoltas por material
viscoso aderido em superficie (15,

Para a avaliacao da atividade amtimicrobiana,
sao utilizadas as normatizacdes internacionalmente
conhecidas, tais como; do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI), da Britsh Society for
Antimicrobial Chemoterapy (BSAC) e do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) como base para o seu desenvolvimento e os
sistemas de execucdo das técnicas descritas podem

ser manuais, automatizados ou semi-automatizados.

Testes de difusao

O teste de difusdo em agar, também conhecido
por teste de difusdao em placas, € um método no qual
um micro-organismo € desafiado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura
solido e relaciona o tamanho da zona de inibicao de
crescimento do micro-organismo com a concentracao

da substancia testada (16),
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As técnicas de aplicacido da substancia
antimicrobiana no método de difusdo podem ser
viabilizadas por meio de discos de papel, cilindros de
aco inoxidavel ou vidro e perfuracdo em agar (17). A
substancia se difunde criando um gradiente de
concentracdao no agar. Diferentes concentra¢des da
mesma substancia podem ser aplicadas na mesma
placa. No entanto, a aplicagao do método de difusao se
limita a micro-organismos de crescimento rapido,
sendo eles aerdbios estritos ou aer6bios facultativos
(18) . De acordo com o grau de inibicdo do crescimento
dos micro-organismos, estes podem ser classificadas
como sensiveis, moderadamente sensiveis ou
resistentes (19:20),

0 método de difusdao em agar foi proposto por
varios autores para verificar a  atividade
antimicrobiana de extratos vegetais, como (19.21),
Ja Ostrosky e colaboradores (177 mencionaram o
método de microdiluicio em caldo como sendo o
mais confiavel para avaliar agentes antimicrobianos,

por fornecer resultados quantitativos e ndo ser
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influenciado pela velocidade de crescimento do
micro-organismo. Por outro lado, Othan e
colaboradores (22) propuseram que, tanto o uso em
base caldo como em base agar sdo necessarios para
obtencdo de resultados confiaveis da atividade
antimicrobiana de produtos naturais e derivados de

plantas.

Concentracao Inibitéria Minima (CIM) e
Concentracao Bactericida Minima (CBM)

A concentragdo inibitéria minima é definida
como a menor concentracdo de um antimicrobiano
(mg.mL1) necessaria para inibir o crescimento de um
micro-organismo. Para a realizacdo do estudo da CIM,
utiliza-se a técnica da microdiluicio em placa. O
produto a ser testado é diluida e sua atividade
antimicrobiana é avaliada(23).

Orienta-se a utilizacdo de indicadores de
viabilidade  celular = para  determinacdo da
susceptibilidade = dos  micro-organismos. Esses

compostos funcionam como substratos cromogénicos
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de enzimas desidrogenases, agem como indicadores
de oxi-reducdo e sdo reduzidos durante o
metabolismo celular (24).

A CBM é definida como a menor concentragao
de um antimcrobiano necessaria para inibir 99 a 99,5
% do crescimento microbiano. A depender da
concentracao, o produto podera resultar na morte, na
diminuicdo da viruléncia ou nao tera efeito sobre os

micro-organismos testados (23).

Determinacdo da Concentracdo Inibitéria
Fracionada (CIF)

Microdiluicoes de determinado produto
natural pode ser combinado a outro produto e sua
interacdo microbiana, in vitro, pode ser quantificada
pela determinacdo da Concentracdao Inibitéria
Fracionada (CIF)2526)., Esse estudo é empregado
quando ja tem-se conhecimento da CIM de ambos os
produtos isoladamente e pretende-se testar o
potencial antimicrobiano da sua combinagdo. Os

indices CIF sao calculados e de acordo com os valores
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obtidos sdo interpretados como sinergismo, adicao,

indiferenca ou antagonismo (25),

Bombas de efluxo

As bombas de efluxo sdo encontradas em
quase todas as espécies bacterianas e apesar de
estarem presentes tanto em bactérias gram-negativas
como em gram-positivas, a resisténcia mediada por
efluxo em bactérias gram-negativas é mais complexa.
Esse efeito deve-se, sobretudo, a existéncia da
membrana externa que dificulta a entrada do
antimicrobiano na célula e a capacidade de
exportacdo deste, através de bombas de efluxo,
diminuindo assim o acdimulo intracelular de
antimicrobianos e aumentando a resisténcia aos
agentes terapéuticos (27),

A busca por novos agentes antimicrobianos
tem indicado os produtos naturais como moduladores
da atividade antimicrobiana por bomba de efluxo (28).

O estudo desse mecanismo de resisténcia

utiliza a técnica de microdiluicio onde sdo avaliadas
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as CIM na auséncia e na presenca dos agentes
inibidores de bombas de efluxo da linhagem
microbiana estudada. No entanto, também é possivel
realizar estudos utilizando linhagens microbianas que
super expressam genes codificadores de proteinas
responsaveis pelo efluxo de antimicrobianos. Assim,
avalia-se a atividade moduladora da droga por meio

da CIM em concentragdes subinibitorias (29),

Determinacao da atividade antibiofilme

O estudo da fase nao-plancténica envolve o
cultivo de micro-organismos dispersos em ambiente
aquoso, sdlidos ou semi-sélidos a partir dos quais
pode-se determinar a atividade antibiofilme dos
agentes antimicrobianos(12),

Os modelos de biofilme para estudo podem ser
mono-espécie, quando agregam a mesma espécie de
micro-organismos ou multi-espécie, quando agregam
mais de um tipo de espécie de micro-organismos. Os
modelos de estudo em biofilme podem, ainda,

envolver dois tipos de sistema: sistema aberto e
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sistema fechado, a depender do fornecimento de
nutrientes (30)

Além disso, os produtos com potencial
antibiofilme podem ser combinados com um
antibiotico licenciado para controlar eficientemente a
formacao do biofilme, bem como perturbar o biofilme
ja consolidado, permitindo que a droga consiga atingir
as células bacterianas que vivem em seu interior(31),

Os antimicrobianos naturais geralmente
apresentam  estruturas  quimicas = complexas
importantes para as interacdes especificas e
reconhecimento por alvos macromoleculares em
microrganismos patogénicos. As novas estratégias da
pesquisa em produtos naturais com atividade
antimicrobiana podem acelerar o processo de
descoberta de novos agentes antimicrobianos,
extremamente importantes num cenario de rapido
desenvolvimento de resisténcia pelos micro-
organismos aos agentes terapéuticos disponiveis. A
ampla biodiversidade existente no pais combinada as

diversas técnicas para avaliar atividade

Capa | Sumario | 110




antimicrobiana indica que novos compostos
antimicrobianos podem ser descobertos através da

pesquisa a partir de fontes naturais.

Referéncias

ISAEZ-LLORENS, X et al. Impact of an antibiotic
restriction policy on hospital expenditures and
bacterial susceptibilities: a lesson from a pediatric
institution in a developing country. Pediatr Infect Dis
J,v.19, p.200-206, 2000.

2BRASIL, ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE. Novos
dados revelam niveis elevados de resisténcia aos
antibioticos em todo o mundo. Brasilia - DF: OMS,
2018.

3SHECKLER, WE; BENNETT, JV. Antibiotic usage in
seven community hospitals. JAMA, v.213, p.264-267,
1970.

4KUNIN, CM; TUPASI, T; CRAIG, WA. Use of antibiotics:
a brief exposition of the problem and some tentative
solutions. Ann Intern Med, v.79, p.555-560, 1973.

Capa | Sumario | 111




5JOGERST, GJ; DIPPE, SE. Antibiotic use among
medical specialties in a community hospital. JAMA,
v.245, p.842-846, 1981.

6BUSH, K; MILLER, GH. Bacterial enzymatic
resistance: [3-lactamases and aminoglycoside-
modifying enzymes. Current Opinion in
Microbiology, v. 1, p.509-515, 1998.

’RUIZ, J. Mechanisms of resistance to quinolones:
target alterations, decreased accumulation and DNA
gyrase protection. Journal of Antimicrobial
Chemotherapy, v.51, p.1109-1117, 2003.

8NIKAIDO, H. Molecular Basis of Bacterial Outer
Membrane Permeability Revisited. Microbiology and
molecular biology reviews, v.67, p.593-656,2003.

LI, XZ; NIKAIDO, H. Efflux-Mediated Drug Resistance
in Bacteria. Drugs, v.69, p.1555-1623, 2009.

Capa | Sumario | 112




10PAULSEN, IT; BROWN, MH; SKURRAY, RA. Proton-
dependent multidrug efflux systems. Microbiol Rev,
v.60, p.575-608, 1996.

1PIDDOCK, LJV. Multidrug-resistance efflux pumps-
not just resistance. Nat Rev Microbiol, v.4, p.629-
635, 2006.

12DAVEY, ME; O’'TOOLE, G. Microbial biofilms: from
ecology to molecular genetics. Microbiol Mol Biol
Ver, v.64, p.847-867, 2000.

I3COSTERTON, JW; LEWANDOWSKI, Z. Microbial
biofilms. Annu Rev Microbiol, v.49, p.711-714, 1995.

M4TURNIDGE, ]D; FERRARO, MJ; JORGENSEN, JH.

Susceptibility Test Methods: General Considerations.
Manual of Clinical Microbiology. 8 ed. Washington.
American Society of Clinical Microbiology, 2003.

ISCLUTTERBUCK, AL et al. Biofilms and their
relevance to veterinary medicine. Vet Microbiol,
v.121, p.1-17, 2007.

Capa | Sumario | 113




160STROSKY, EA et al. Métodos para avaliacao da
atividade antimicrobiana e determinagdo da
concentracdo minima inibitéria (CMI) de plantas
medicinais. Revista Brasileira de Farmacognosia,
v.18,p.301-307, 2008.

17PINTO, TJA; KANEKO, TM; OHARA, MT. Controle
Bioldgico de Qualidade de Produtos
Farmacéuticos, Correlatos e Cosméticos. 2.ed. Sao
Paulo: Atheneu Editora, 325 p., 2003.

18BARRY, AL; THORNSBERRY, C. Susceptibility tests:
Diffusion Test Procedures. Manual of clinical
microbiology. 5.ed. Washington, DC: American
Society for Microbiology, p.1117-1125, 1991.

19KARAMAN, 1. et al. Antimicrobial activity of aqueous
and methanol extracts of Juniperus oxycedrus L.
Ethnopharmacol, v.85, p.231-235, 2003.

20SPRINGFIELD, EP et al. An assessment of

two Carpobrotus species extracts as potential
antimicrobial agents. Phytomedicine, v.10, p.434-
439, 2003.

Capa | Sumario | 114




2INASCIMENTO, GGF et al. Antibacterial activity of
plant extracts and phytochemicals on antibiotic-
resistant bacteria. Brazilian Journal of
Microbiology, v.31, p.247-256, 2000.

220THMAN, M. et al. Optimal methods for evaluating
antimicrobial activities from plant extracts. Journal
of Microbiological Methods, v.84, p.161-166, 2011.

23TRIPATHI, KD. Essentials of Medical
Pharmacology 7ed. New Delhi, India: Jaypee
Brothers Medical Publishers, 2013.

24KONEMAN, EW et al. Diagnostic microbiology.
Color atlas and textbook. 5a2 ed. New York:
Lippincott; 1997.

26GANI, O. et al. Synergy Tests by E Test and
Checkerboard Methods of Antimicrobial
Combinations against Brucella melitensis. | Clin
Microbiol, v.43, n.1, p.140-143, 2005.

Capa | Sumario | 115




27SUN, J; DENG, Z; YAN, A. Bacterial multidrug efflux
pumps: Mechanisms, physiology and pharmacological
exploitations, Biochemical and Biophysical
Research Communications, v.453, p.254-267, 2014.

28BARBARA, Z; ILARIA, V. Inhibitors of Multidrug
Resistant Efflux Systems in Bacteria. Recent patents
on anti-infective drug discovery, v.4, p.37-50, 2009.

29STAVRI, M; PIDDOCK, L]JV; GIBBONS, S. Bacterial
efflux pump inhibitors from natural sources. Journal
of Antimicrobial Chemotherapy, v.59, p.1247-
1260, 2007.

30SREY, S et al. Biofilm formation in food industries: A

food safety concern June. Food Control, v.31, p.572-
585, 2013.

31IABRAHAM, SVPI et al. Antiquorum sensing and
antibiofilm potential of Capparis spinosa. Arch Med
Res, v. 42, p.658-668, 2011.

Capa | Sumario | 116




CAPITULO 07
ATIVIDADE ANTIPARASITARIA DOS PRODUTOS
NATURAIS: UM ENFOQUE NA ESQUISTOSSOMOSE

Caliandra Maria Bezerra Luna Lima;
Clélia de Alencar Xavier Mota;

Allan Batista Silva.

Introduc¢ao

A esquistossomose é uma doenga infecto-
parasitaria, de carater agudo e cronico, ocasionada, no
Brasil por S. mansonil.

O medicamento recomendado pelo Ministério
da Sadde para tratamento da doenga é o praziquantel
(PZQ). Diante disso, observa-se a necessidade de
novas pesquisas cientificas que busquem identificar
novos compostos, de baixo custo e eficazes contra a
esquistossomose. Dentre esses novos compostos com
potencial esquistossomicida, destacam-se os de

origem natural, principalmente de plantas?.
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Os ensaios in vitro tém sua aplicacao quando se
deseja observar fendmenos morfoldgico e fisiolégicos
do parasita, que podem ser importantes no
mecanismo de acdo do farmaco. Para os estudos in
vitro sao utilizados diferentes parametros, por
exemplo, a motilidade, alteragdes morfoldgicas nos
vermes, danos tegumentares e mortalidade3.

Para os ensaios in vivo se deve considerar
alguns parametros: oograma, distribuicdo de vermes
no sistema porta, avaliacdo da carga parasitaria dos
animais tratados, quantificacdo dos ovos eliminados
pelas fezes e avaliacao do efeito modulador sobre os
granulomas hepaticos*.

Neste capitulo, serdo apresentados exemplos
de estudos realizados com extratos, 0leos essenciais
ou metabdlitos secundarios com  potencial
esquistossomicida para ilustrar a importancia dos
produtos naturais no processo de desenvolvimento de
novos farmacos com atividade contra Schistosoma

mansoni.
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Oleos essenciais

A atividade esquistossomicida dos oOleos
essenciais tem sido focada, principalmente, em
estudos in vitro>9.

A avaliacdo da atividade esquistossomicida in
vitro dos Oleos essenciais de Citrus limonia e C.
reticulata demonstrou atividade moderada contra
vermes adultos, mas o 6leo de C. reticulata promoveu
a separac¢ao dos vermes com mais eficiéncia, condicao
importante para impedir o desenvolvimento sexual e
eliminagao de ovos3.

A administracao do eugenol, in vivo, reduziu de
forma moderada a carga de vermes e o numero de
ovos na parede intestinal dos camundongos
infectados por S. mansoni, quando comparados com os

animais tratados com o PZQ”.

Extratos brutos e prepara¢des a base de plantas
com atividade contra Schistosoma mansoni
Varias espécies do género Artemisia e

Tanacetum constituem fontes importantes de
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compostos bioativos. As atividades
esquistossomicidas in vitro dos extratos brutos das
folhas de A. absinthium e T. parthenium e seus
compostos  isolados  foram  investigadas e
demonstraram que os extratos promoveram a morte
de todos os vermes adultos?.

O tratamento de camundongos infectados por
S. mansoni com os extratos etanolico e hexanico de
Phyllanthus amarus promoveu reducao da carga de
vermes jovens e adultos e do nimero e do tamanho
dos granulomas hepaticos, quando comparados com o
grupo tratado com o PZQ°.

O tratamento de camundongos infectados por
S.mansoni, com os extratos metandlicos das raizes de
Ozoroa pulcherrima e das folhas de Capparis spinosa
L., promoveu um decréscimo da carga de vermes, da
contagem de ovos nos tecidos hepatico e intestinal, e
do nimero de granuloma hepaticol%11,

O tratamento com o extrato aquoso das partes
aéreas de Sida pilosa de camundongos infectados por

S. mansoni induziram uma reduc¢do significativa da
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hepatoesplenomegalia e do aumento do intestino dos
animais, provavelmente, pela diminui¢dao do niumero e

do didmetro dos granulomas nesses 6rgaos!2.

Metabdlitos secundarios

Varios alcaloides exibem atividades
promissoras esquistossomicidas promovendo
destruicdo do tegumento, diminuicdo da atividade
motora ou morte dos vermes adultos. Citam-se, por
exemplo, piperamide, epiisopiloturina, sanguinarina,
solamargine e solasonine>®.

A atividade esquistossomicida da piplartine, in
vitro, foi demonstrada contra a fase de
esquistossomulo e vermes adultos, provocando
alteracdes no tegumento dos vermes. Outro estudo de
avaliacdo da atividade da piplartine e de cinco
analogos sintéticos mostraram que a Piplartine é ativa
em baixas concentragdes, mas seus analogos nao. As
propriedades esquistossomicidas da piplartine
também foram avaliadas in vivo, utilizando

camundongos infectados com estagios adulto e juvenil
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de S. mansoni, através de uma dose dnica de (100, 200
ou 400 mg/kg) ou doses diarias por cinco dias
consecutivos (100 mg/kg/dia) administradas por via
oral, que resultou na reducdo da carga de vermes e da
producao de ovos!3.

Piperamide, um alcaloide isolado de Piper
amalago, foi avaliado, in vitro, contra vermes adultos
de S. mansoni. Os resultados mostraram que, na
concentracdo de 25 a 50uM, ocorreu significativa
reducdo da atividade motora, mas, na concentracao de
100 uM, foi verificada a mortalidade de todos os
vermes>®,

Estudo com o alcaloide Epiisopiloturina,
encontrado nas folhas de Pilocarpus microphyllus, foi
conduzido em diferentes estagios do S. mansoni. Os
resultados demonstraram que o Epiisopiloturina, na
concentracdo de 500uM, ndo apenas provocou
mortalidade dos vermes adultos e esquistossomulos,
mas também inibiu a postura de ovos>®.

Na literatura, com atividade esquistossomicida,

sdo citados os monoterpenos (Rotundifolona, Acetato
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de carvacrol e (+) limoneno epdxido), o diterpeno
(Fitol), os triterpenos (Karavilagenin C, Betulin e
Balsaminol F), os sesquiterpenos (Artemisinina,
Diidroartemisinina, Artesunato, Artemether, Budlein-
A, 4a,5- dihydrobudlein A, Nerolidol, Alfa-humuleno e
trans-cariofileno)>6.14,

A atividade da artemisina e dos seus derivados
contra Schistosoma spp foi descrita, in Vvivo,
inicialmente, contra S. japonicum. Posteriormente,
seus efeitos foram confirmados também para S.
mansoni e S. haematobium. O ensaio, in vitro, de seis
derivados da artemisina demonstrou maior atividade
esquistossomicida do acido artesunico e do acetato de
di-hidroartemisinina, e, portanto, foram testados in
vivo, demonstrando reducao significativa da carga de
vermes, do numero de ovos eliminados no material
fecal e de ovos imaturos nos tecidos intestinais dos
animais tratados*.

Um estudo com a liberacdo sustentada de
artemisona induziu de forma potente, tanto a

eliminacdo dos esquistossomos, quanto a redug¢do da
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patologia hepdtica. A principal vantagem das
artemisinas sobre o PZQ é sua eficacia contra os
estagios iniciais de desenvolvimento do parasital®.

Alfa-humuleno e  trans-carofileno  sao
sesquiterpenos naturais, que podem ser obtidos a
partir do 6leo essencial de Cordia verbenacea D.C. Os
estudos, in vitro, demostraram atividade contra S.
mansoni adulto, sobre parametros como atividade
motora, oviposicdo, alteracdes tegumentares e
mortalidade“.

Ja os efeitos esquistossomicidas, in vivo, do
tratamento com o nerolidol demonstrou reducao da
carga de vermes, da producdo total de ovos em todos
os estagios de desenvolvimento e, de acordo com a
analise, do numero de ovos na amostra fecal. O
estudo, in vitro, desse terpeno ja havia mostrado que
ele é capaz de reduzir a atividade motora e causar a
morte de vermes, além de ser capaz de causar
alteracoes  morfolégicas no  tegumento dos
esquistossomos adultos - mostrando, nesse caso, uma

correlacdo dos estudos in vivo e in vitrol®.
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Pesquisa clinica:

Varios compostos tém sido avaliados em
modelos in vitro ou em animais, no entanto, poucos
sao os estudos clinicos em humanos. As pesquisas
relacionadas ao tratamento da esquistossomose estao
direcionadas, principalmente, a associacao
terapéutica de novos farmacos com o PZQ,
destacando-se nessa perspectiva, a associacdo da
artemisina e seus derivados®17.

Ensaio clinico randomizado, duplo-cego, com
duas espécies de Artemisia, A. annua e A. afra foi
realizado e os resultados mostraram que os pacientes
tratados com Artemisia spp. exibiram menos efeitos
adversos quando comparados ao PZQ, sugerindo que
as infusdes de A. annua e A. afra devem ser
consideradas como parte do esforco global para
combater a esquistossomosel’.

No Egito, foi realizado um ensaio clinico
randomizado em criancas, para avaliar o efeito
profilatico do artemether (ART) administrado em

conjunto com o PZQ, através de dois grupos: PZQ/ART
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e PZQ/ART-placebo. Os resultados mostraram que a
taxa de cura do PZQ em nenhum momento se
aproximou de 100%, e so foi eficaz contra os vermes
adultos maduros, e o ART foi eficaz contra as formas

imaturas?s.

Perspectivas

Os produtos naturais vém ganhando destaque
como fontes de novos medicamentos para o
tratamento das doencas parasitarias, entre elas a
esquistossomose. Uma vez que, a maioria das
pesquisas sao focadas em metodologias in vitro;
todavia, nem sempre se encontra correlagdo entre a
atividade esquistossomicida in vitro e in vivo de varios
farmacos e o investimento nas pesquisas clinicas sao
escassos. Entre os produtos naturais, a artemisina e
seus derivados ganham destaque nas pesquisas com
atividade esquistossomicida.

E importante ressaltar que o PZQ constitui o
principal tratamento da doenca, e que a busca por

novos produtos é essencial. Uma vez que o uso
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generalizado desse medicamento tem desenvolvido
resisténcia, evidenciando assim a necessidade de
novas pesquisas cientificas que busquem identificar
novos compostos - de baixo custo e eficazes contra a

esquistossomose.
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CAPITULO 08
0 PAPEL DOS POLIFENOIS NA PREVENCAO E/OU
COMBATE AS DOENCAS CARDIOVASCULARES

Arthur José Pontes Oliveira de Almeida;
Tays Amanda Felisberto Gongalves;
Mathania Silva de Almeida Rezende;
Sabine Helena Dantas;
Isac Almeida de Medeiros.

Resumo
As doencas cardiovasculares (DCVs), como
hipertensdo e doengas coronarianas, sao as principais
causa de morte no Brasil e no mundo. Fatores de risco
como tabagismo, obesidade e o envelhecimento,
aumentam a susceptibilidade do desenvolvimento
dessas doencas. As DCVs sdo desordens multifatoriais
que englobam danificagbes e remodelamento nos
vasos sanguineos, afetando a circulagdo e gerando
impacto negativo em drgaos alvos como o coracgao, os
rins e o cérebro. Em nivel molecular, as células do

sistema cardiovascular (ex. célula endotelial) se
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apresentam disfuncionais, com grande producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) e producado de
citocinas pro-inflamatoérias, o que contribuem para
um ambiente propicio ao desenvolvimento e
agravamento das DCVs. Produtos bioativos derivados
de plantas sao ferramentas terapéuticas essenciais no
combate e/ou prevencdo dessas doencas. Desse
modo, o presente capitulo objetiva descrever alguns
dos pontos chaves envolvidas nas DCVs, e como
moléculas bioativas podem interferir em suas
respectivas vias de sinalizacao.

Palavras chave: antioxidantes, produtos naturais,

doengas cardiovasculares.

Introducao

As doengas cardiovasculares (DCVs), como
hipertensdo e insuficiéncia cardiaca, sao a principal
causa de morte no Brasil e no mundo. Dados de 2016
apontam que em todo territério nacional, 28 % das
mortes sdo decorrentes dessas doengas (). Tal fato se

agrava com o envelhecimento da populagao brasileira,
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o principal grupo acometido pelas DCVs, gerando
grande impacto no sistema de sadde e,
consequentemente, na economia do Pais (2),

Com efeito, estratégias que previnam e/ou combatam
as DCVs sao de extrema necessidade na promocao a
saude. No Brasil, pais privilegiado em sua
biodiversidade, os produtos naturais sdo uma fonte
rica em compostos bioativos, os quais permitem a
possibilidade de desenvolvimento de novos fadrmacos,
seja pela sua estrutura quimica encontrada na
natureza, seja como estrutura base para seu
melhoramento quimico. Atualmente, existem milhares
de moléculas derivadas de produtos naturais sendo
estudada por todo o mundo com acao benéfica, entre
outros, sobre o sistema cardiovascular (3).

Neste capitulo de livro, abordaremos os aspectos
benéficos dos compostos bioativos derivados de
plantas sobre o sistema cardiovascular, incluindo
aspectos in vitro e in vivo. Além disso, relacionaremos
a atividade antioxidante desses compostos com suas

propriedades farmacoldgicas na protec¢do
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cardiovascular, os quais sdao importantes na

prevencao e ou combate as DCVs.

Mecanismos moleculares envolvidos na
fisiopatologia das DCVs

As DCVs sao desordens multifatoriais que englobam
danificagdes e remodelamento nos vasos sanguineos,
afetando a circulacao e gerando impacto negativo em
6rgaos alvos como o coragio, os rins e o cérebro (4. O
envelhecimento também é um fator de risco para
DCVs (5 6), As mudangas que ocorrem no sistema
cardiovascular decorrentes do envelhecimento
englobam o remodelamento vascular, hipertrofia
cardiaca, acumulo de dano oxidativo e de um processo
inflamatoério persistente (7). Ademais, o acumulo de
células senescentes pelo organismo contribuem para
perca funcional de tecidos e 6rgaos. Juntos, essas
modificagdes tornam o organismo mais susceptivel ao
desenvolvimento das DCVs (5 8).,

Em nivel molecular, uma das caracteristicas principais

das DCVs é a perda da responsividade a estimulos
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protetores dos vasos sanguineos. As artérias tendem
a contrair mais e relaxar menos (desbalango do tonus
vascular) (®. Em niveis local e sistémico, ha uma
maior producdo de fatores contracturantes (ANG II,
noradrenalina, endotelina-1), além da perda funcional
do endotélio, o qual diminui a biodisponibilidade de
NO ), Tais processos sdo acompanhados pelo
estresse oxidativo, gerando dano celular, liberacao de
citocinas, aumento do processo inflamatério e

apoptose (10),

e Disfuncao endotelial

O endotélio é considerado um 6rgao metabodlico que
controla a fungdo e estrutura dos vasos sanguineos
(11), As células endoteliais secretam uma variedade de
substancias bioativas com funciao relaxantes e
contraturantes de forma a mediar o controle do tonus
vascular. Dentre os fatores relaxantes, o NO é um
principal componente vasoprotetor (12). O NO é um

gas formado nas células endoteliais pela acdo da

enzima sintase de 6xido nitrico (eNOS), que converte
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L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO. O NO se
difunde para camada média, e atua sobre a ciclase de
guanilil solivel (CGs), mediando o relaxamento
vascular dependente de endotélio (11.12), Além disso, o
NO tem a fungdo de regular a atividade de plaquetas e
do processo inflamatério caracteristico de dano
endotelial. Desse modo, a producdao do NO e a funcao
das enzimas que o produzem e medeiam suas agdes
sao comumente relacionados com a saude vascular
(13),

Todavia, uma desregulacdo na funcdo endotelial,
caracterizada pela diminuicdo de NO e aumento do
estresse oxidativo, culminam com o desenvolvimento
de DCVs (10, As EROs podem levar a diminui¢do do
fator BH4 e aumento de BH2, gerando uma disfuncao
da eNOS e aumento a producdo de mais EROs, além de
culminar com a redu¢ao na biodisponibilidade de NO
(14, De fato, a disfuncdo endotelial é um marcador
observado antes do remodelamento estrutural dos
vasos sanguineos, fator que contribui para a génese e

desenvolvimento das DCVs (13), Tais observagdes sdo
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encontradas, por exemplo, em pacientes idosos,
fumantes, e principalmente, aqueles acometidos de
hipertensdo, diabetes, sindrome metabdlica e
insuficiéncia cardiaca (10). Além disso, a senescéncia
endotelial (marcador do envelhecimento bioldgico)
estd implicada na desregulacio da homeostase
vascular, e esta relacionada com a diminui¢cdo da
biodisponibilidade de NO, liberacdao de fatores pro-
inflamatoérios e grande producdao de EROs, o que
explica, pelo menos em parte, a estreita relacao do

envelhecimento com as DCVs (> 8) (Figura 1).

e Estresse oxidativo
As espécies reativas de oxigénio (EROS) sao
produzidas por todos o0s organismos vivos em
resposta ao proprio metabolismo (16, Apesar dos
organismos apresentarem seus sistemas
antioxidantes intrinsecos (enzimas, proteinas,
vitaminas), as EROs podem se acumular, seja devido a
uma superproducao, seja por uma falha no sistema

antioxidante, levando ao estagio de estresse oxidativo
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(16), Desse modo, o dano oxidativo persistente em
biomoléculas como lipideos, proteinas e o DNA, estao
implicados como fatores deletérios relacionados com

as DCVs (17),

Figura 1 - Relagcdo entre estresse oxidativo e
disfuncdo endotelial no desenvolvimento de doencas
cardiovasculares.

Fatores de Risco

f—————  Polifenois

1 Estresse Oxidativo |

Disfunc¢io Endotelial
Desequilibrio do Agregacao
tonus vascular Plaquetaria

| Biodisponibilidade

do NO Inflamag¢ao

Angiogénese

Doengas Cardiovasculares

Fonte: do presente autor.

Existem muitas fontes de EROS presentes no sistema
cardiovascular, como a mitocondria e a NADPH
oxidase, as principais fontes de EROs intracelular (18),

Ambas as fontes apresentam interacdes entre si, e
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contribuem mutualmente para o estresse oxidativo
(17), A mitocondria produz EROs através da respiragao
celular, e uma disfungao dessa organela, pode levar a
um aumento macico na producio de EROs ). Ja a
NADPH oxidase, as quais sdo expressas tanto nos
vasos sanguineos quanto no coragdo, sao ativados via
interacdo com receptor da angiotensina II (Ang II),
receptor AT1, o qual se encontra up regulado em
condi¢gdes como hipertensdo e doengas coronarianas,
além de citocinas como Tnf-a que sdo estimuladas via
Nf-kB pelo aumento de EROs intracelular, criando um
ciclo vicioso de ativacio da NADPH oxidase (19,
Juntos, esses mecanismos explicam, pelo menos em
parte, a relacdo do estresse oxidativo com o processo
inflamatorio e o desenvolvimento das DCVs. Por outro
lado, terapias antioxidantes podem levar a uma acao

benéfica sobre o sistema cardiovascular (% 20),

Principais polifendis com atividade protetora

sobre o sistema cardiovascular
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Os polifendis sdo uma classe estrutural de produtos
quimicos organicos principalmente naturais, mas
também sintéticos ou semi-sintéticos, caracterizados
pela presenca de grandes multiplos de unidades
estruturais de fenol. O nimero e as caracteristicas
dessas estruturas fenolicas estdo subjacentes as
propriedades fisicas, quimicas e biologicas
(metabolicas, téxicas, terapéuticas, etc.) Unicas de
membros especificos da classe. O consumo de
produtos ricos em polifendis, como chas, vinhos,
frutas e vegetais, vem sendo associado a muitos
beneficios na progressao de doengas cardiovasculares
(21),  Atualmente, torna-se cada vez mais evidente,
através de estudos in vitro, in vivo e ensaios clinicos,
que os polifendis apresentam impacto positivo para
saude e em especial sobre o sistema cardiovascular.
Varias atividades biolégicas estdo relacionadas com
seu efeito benéfico no sistema cardiovascular,
incluindo atividade antioxidante e atividade anti-

inflamatoria (21), Abaixo discutiremos sobre a agdo dos
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diferentes compostos fendlicos sobre o sistema

cardiovascular.

e Estudos in vitro

Nos estudos in vitro os efeitos benéficos dos polifenois
envolvem atividade antioxidantes, através da reducao
da formacao de EROs e aumento a ativacao do fator
Nrf-2, atividade anti-inflamatéria, por meio da
inibicdo do Nf-kB levando a redug¢do da producao de
marcadores da inflamacao (TNF-q, IL-6, ICAMs), e um
aumento da biodisponibilidade do NO. Na tabela 1
estdo sumarizados alguns estudos in vitro que

comprovam a a¢ao desses compostos.

Tabela 1 - Estudos in vitro que comprovam os efeitos
benéficos dos polifendis no sistema cardiovascular.

Composto Modelo Efeito Referéncia
Células Protecio
endoteliais de contra lesdes
Flavonol: aorta humana inflamatorias @2)
Quercetina (HAEV) por inibir a via
estimuladas com do Nf-kB e
LPS ou Ang I1 MAPK.

Capa | Sumario | 142




Estibileno:
Resveratrol

Antocianina:

Antocianina

Flavan-3-ol:
(-)-

Epicatequina

Flavona:
Apigenina

Acido elagico:

Acido elagico

Acido
,fen()lico:
Acido gélico

HUVEC

HUVEC

Modelo de
isquemia e
reperfusao (I/R)
in vitro

HUVEC

HAEV
estimuladas com
glicose

Fibroblatos
cardiacos
primarios de
ratos

Fonte: do presente autor.

e Estudo in vivo

Aumento da
expressao de
fatores
antioxidantes

Reducdo da
producio de
IL-6 e VCAM-1.
Diminuicao da
area do infarto,
reducdo de
liberagdo de
LDH, melhora
da recuperagdo
da fungio
cardiaca
Aumenta
producdo de
NO e reduz a
atividade de
Nf-kB e
expressao de
ICAM-1
Reducao de
EROs, inibigao
da ativacdo de
ERK1/2 e
reducdo da
expressao de
NADPH.
Reducgao de
fibrose por
inibicao do
fator de
crescimento
transformador
B1 (TGF-B1)

(23)

(24)

(25)

(26)

(27)

(28)
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Consistente com testes laboratoriais in vitro, estudos
realizados com animais e pesquisas clinicas sugerem
que fontes naturais ricas em polifen6is apresentam
efeitos benéficos na fungio vascular em humanos (29).
Neste sentido, nos ultimos anos a investigacdo dos
efeitos protetores dos polifendis sobre a funcao
vascular e cardiaca vem se intensificando, através de
estudos in vivo, com objetivo de caracterizar os
mecanismos envolvidos na protecao cardiovascular,
mostrando como os principais mecanismos atividade
antioxidante, anti-inflamatoria, melhora da disfuncao
endotelial e remodelamento de células musculares
lisas (21), Na tabela 2, ilustramos alguns estudos in
vivo relacionados com os efeitos positivos dos
polifendis sobre as DCVs.

Tabela 2 - Estudos in vivo e ensaios clinicos sobre o

efeito de compostos fendlicos no sistema
cardiovascular

Composto Modelo Efeito Referéncia
Pacientes com Reducgdo da
Flavonol: sobrepeso/obeso pressao 30)
Quercetina s com arterial e
hipertensao ICAM-1 sérico.
Estibileno: Modelo de I/R Atividade anti- 31)
Resveratrol em apoptotica e
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Antocianina:
Antocianina

Flavan-3-ol:
(-)-

Epicatequina

Acido elagico:

Acido elagico

Acidos
,fenélicos:
Acido gélico

Cumarina:
Cumarina
hidrazona

camundongos

Pacientes
hipertensos

Mulheres
saudaveis

Voluntario
saudaveis

Modelo de
disfungio
vascular
induzida por
glicose em ratos

Insuficiéncia
cardiaca em
ratos através da
constri¢cdo
aodrtica
transversal

Modelo de

infarto do

miocardio
induzido por

isoproterenol em

ratos

Fonte: do presente autor.

melhora da
recuperacio da
funcdo
cardiaca
Melhora da
funcdo
endotelial
Redugio do
risco de infarto
do miocardio.
Reducdo da
pressao
arterial e niveis
séricos de ET-1

Melhora a
disfuncio
endotelial

Reduz a
hipertrofia
cardiaca,
disfuncao,
fibrose
perivascular e
expressao de
coldgeno
Atividade
cardioprotetor
a, prevencao
do aumento
sérico de
lipideos e
biomarcadores
de lesdo
cardiaca.

Conclusao e perspectivas futuras

(32)

(33)

(39

(27)

(28)

(35)
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Ao longo dos anos, tém surgido evidéncias crescentes
de que varios produtos ricos em polifendis sao
capazes de melhorar a fung¢do cardiaca e vascular em
modelos experimentais e estudos clinicos. Tais
estudos tem revelado que além da atividade
antioxidante efeitos adicionais, como atividade anti-
inflamatoria, prevencdo da oxidagao de lipoproteinas
de baixa densidade, melhora da funcao endotelial e
redu¢do da migracdo e proliferacio de células
musculares lisas estdo associados com as
propriedades positivas dos polifendis sobre as DCVs.
Desta forma, sugere-se que a ingestdo regular de
produtos ricos em polifendis parece ser uma
abordagem atraente para promover a prevenc¢do e
tratamento de DCVs. No entanto, sio necessarias mais
pesquisas para elucidar os mecanismos responsaveis
pelos efeitos benéficos desses metabdlitos nas DCVs,
investigar sua relevancia clinica e identificar quais
compostos representam candidatos promissores para

o desenvolvimento de medicamentos, alimentos
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funcionais ou nutracéuticos uteis contra DCVs e

disturbios associados.
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CAPITULO 09
ATIVIDADE ANTICONVULSIVANTE E
NEUROPROTETORA DE PRODUTOS NATURAIS E
DERIVADOS DE PLANTAS

Gyllyandeson de Araujo Delmondes;
Irwin Rose Alencar de Menezes;
Cicero Francisco Bezerra Felipe;

Lucindo José Quintans Junior;

Marta Regina Kerntopf.

Resumo

O tema  produtos naturais e  atividade
anticonvulsivantes tem  sido  extensivamente
explorado na literatura cientifica, portanto, neste
capitulo buscamos sumarizar alguns destes aspectos e
alguns exemplos sobre a potencial aplicaciao de
produtos naturais, especialmente os derivados de
plantas medicinais no manejo das crises convulsivas

e/ou epilépticas.
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Palavras-chave: Produtos naturais; derivados de

plantas; convulsao.

Introducao

Convulsdes sdao desordens decorrentes de
descargas elétricas atipicas dos neuro6nios, que podem
resultar em alteragcdes comportamentais e/ou
disfunc¢oes cerebrais (1.

Os farmacos utilizados na terapéutica das
crises convulsivas atuam potencializando a agao do
acido y-aminobutirico (GABA) e/ou interagindo com
canais de idnicos dependentes de voltagem, cuja
finalidade é promover uma reducio na
responsividade dos impulsos nervosos de alta
frequéncia que surgem nos focos epileptogénicos (2).

Referente a sua eficacia, os farmacos
anticonvulsivantes fornecem um controle adequado
em cerca de dois tergcos dos pacientes; entretanto
podem apresentar falhas terapéuticas com efeitos

colaterais associados (3).
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Os eventos adversos associados com a elevada
toxicidade das consideradas drogas
anticonvulsivantes e antiepilépticas (DAE’s) sao
fatores que contribuem negativamente com adesdo
terapéutica e motivam os pacientes a buscarem
alternativas medicamentosas que nem sempre sao
mais seguras e eficazes. Dentre as diferentes
alternativas terapéuticas, as plantas e seus derivados
tém contribuido por anos na formulacdo de novos
medicamentos; e isso desperta cada vez mais o
interesse de pesquisadores no desenvolvimento de
novos medicamentos que possam ser utilizados no
tratamento de distirbios que afetam o Sistema
Nervoso Central (SNC). O recente caso do canabidiol
(CBD), que age em diversos sistemas neuronais e
também no sistema endocanabindide (GABA,
serotonina, glutamato, entre outros), tem
demonstrado a perspectiva dos produtos naturais no

controle das crises convulsivas(39l.
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Epilepsia

O termo epilepsia, derivado do verbo grego
“epilambanein” (emiABveiva), que significa "apreender,
possuir ou afligir”, é utilizado para se referir a uma
doenca decorrente de um conjunto de desordens
neurolégicas cronicas que tem como principal
caracteristica a incidéncia de descargas elétricas
atipicas e imprevisiveis no SNC ). A Organizacido
Mundial de Sadde (OMS) estima que cerca de 50
milhdes de pessoas, em todo o mundo, vivem com
epilepsia ).

O diagnostico dos tipos de epilepsia pode ser
realizado clinicamente, através da anamnese e exame
fisico, e com bases nos exames de neuroimagem
(tomografia ou ressonancia magnética) e elétricos
(eletroencefalograma) (46),

Quanto aos fatores etiologicos, o quadro abaixo
apresenta um resumo atual das possiveis causas

etiologicas da epilepsia estabelecidas pela ILAE (7):

Quadro 1. Classificagdao etiolégica da epilepsia
proposta pela International League Against Epilepsy.
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Classificacao Causas etioldgicas

Quando ha deducdo ou comprovagdo de uma causa
Genética genética.
A maioria das epilepsias antes consideradas idiopaticas.
Secundarias a uma lesdo cerebral estrutural identificavel.
Lesdo(0es) congénita(s) (ex.: lisencefalia), adquirida(s)
(ex.: devido acidente vascular cerebral, trauma e infec¢ao)

Estrutural . .
ou progressiva(s) (ex.: neoplasia).
Algumas epilepsias estruturais geneticamente
determinadas (ex.: esclerose tuberosa).
s Secundérias a existéncia de uma doengca metabdlica
Metabolica

(genética ou adquirida) que resulta em crises epilépticas.
Secundérias a um processo patolégico mediado pelo
Imune sistema imunolégico, com evidéncia de inflamagdo no
sistema nervoso central (ex.: encefalite autoimune).
Secundarias a uma infecgdo, tais como: malaria cerebral,
Infecciosa neurocisticercose, toxoplasmose cerebral ou encefalite
viral.
Quando ndo ha uma causa identificavel ou que niao pode

Desmmmnzms ser deduzida.

Fonte: adaptado de Zuberi & Symonds ® apud ILAE (.

No que se refere ao tratamento farmacologico,
as DAE’s utilizadas no controle as crises convulsivas
sdo classificadas em classes distintas conforme seus
mecanismos de acdo molecular. Sdo inclusos na 12
geracdo os farmacos que atuam bloqueando os canais
de Na* e potencializando a acdo do GABA enddgeno,
como a fenitoina, fenobarbital, benzodiazepinicos,

carbamazepina e acido valproéico. Na 22 geragdo sdo
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inclusos tiagabina, vigabatrina, lamotrigina e o
topiramato, e na 32 geracdo temos a dezinamida,

fosfenitoina e remacemida (1),

Potencial anticonvulsivante de produtos naturais
e derivados de plantas

A atividade anticonvulsivante de plantas
medicinais e produtos naturais tem sido reportada ao
longo dos anos e que podem ser exploradas nos
excelentes artigos de revisoes (%10.111213)  Além disso,
pesquisas cientificas tém demonstrado que diferentes
classes de metabolitos secundarios sdo promissoras
entidades quimicas como possiveis DAE’s ou, pelo
menos, com promissores mecanismos farmacolégicos
que possam mitigar as crises convulsivas, tais como
os alcaloides, flavonoides, terpenoides, saponinas,
cumarinas, lipidios e triterpenoides (14

A literatura reporta que varias outras espécies
vegetais, pertencentes a diferentes familias e géneros,
possuem este efeito, como: Heracleum persicum Desf.

ex Fisch. 13) Ferula assa-foetida L (16), Hiptis martiusii
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Benth. (17), Rosa damascena mill L. (8), Ocimum
basilicum L. (19), Salvia sahendica Boiss. & Buhse (20),
Ruta graveolens L. (21), Elaeagnus angustifolia L. (22),
Ziziphora tenuior L. (23).

Compostos derivados de plantas sao
reportados na literatura como agentes
anticonvulsivante, sdo exemplos: bilobalida (24,
cannabidiol (2526), curcumina (27.28), linalol (29),
nerolidol (39, quercetina (31, B-eudesmol (2). Dentre
as vias de sinalizacdo envolvidas nos efeitos
anticonvulsivantes destes compostos destacam-se os
receptores GABAa (33). Obviamente, o tema tem
extensiva literatura e autores buscaram sumarizar n
tabela 1 apenas alguns fitocompostos que apresentam
mecanismos de acdo reportados na literatura por
possuirem efeito anticonvulsivante e que podem ser
promissores em estudos clinicos ou que ja
demonstram acdo bem estabelecida como é o caso do

canabidiol.
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Tabela 1.

Mecanismos

anticonvulsivantes derivados de plantas.

de acdao de compostos

Fitocomposto Mecanismo de agao Referéncia
(+)-Deidrofuquinona  Via GABAérgica Garlet et al
(34)
Apigenina GABAa Johnston et
al. 2%
Berberina Canais de Ca?* do tipo-P (Cav2.1) Lee et al. (35)
Bilobalida GABAa Johnston et
al. 24
Canabidiol Receptores serotoninérgicos (5-HT3, 5- Iannotti et al
HT1a) (29
Receptores TRPV1 Devinsky et
Glicina al. (26)
Curcumina Canais do tipo Kv1.3 e Kv1.4 Lian et al. (27)
Liu, Danthi &
Enyeart (28)
Curcumol Via GABAérgica Ding et al. (36)

Ginsenosideo Rg3

Canais de Ca?* do tipo-P (Cav2.1), do
tipo-N (Cav2.2) e do tipo-T (Cav3.x)

Lee et al. 3%)

Linalol ACh e receptores nicotinicos Reet al. (29)
Nerolidol Monoaminas (NE, DA, 5-HT) Kaur, Pahwa
Acetilcolinesterase & Goel 30)
Antioxidante
Quercetina GABAc Kim et al. B
Quinina Canais de Cl- Gogelein &
Capek 37)
a-Asarona GABAA Wang,
Levinson &
Heinbockel
(38)
B-eudesmol Niveis de K* na camada piramidal CA1 Chiou, Ling &

Chang (32)

Fonte: Autoral.
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Consideracgoes Finais

A farmacorresisténcia e os efeitos colaterais
pelo uso das DAE’s comprometem a seguran¢a e a
aceitacdo do tratamento pelos pacientes. Por estas
razoes, apesar da variedade medicamentosa existente,
a busca por novas substancias bioativas, com maior
seletividade e menor toxicidade, vem se consolidando
nas ultimas décadas na tentativa de solucionar o que
ainda ha de falho na terapia medicamentosa das

crises epilépticas.
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CAPITULO 10
PRODUTOS NATURAIS NA OFTALMOLOGIA
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Resumo

A natureza é uma fonte inquestionavel de produtos
com beneficios para a saude geral e ocular. O objetivo
deste capitulo é abordar algumas destas substancias
que possuem uso oftalmoldgico ja estabelecido, como
a atropina, pilocarpina, alguns anestésicos oculares,
implantes de hidroxiapatita e viscoelasticos, assim
como outras substancias que estao sendo estudadas
com o objetivo de ampliar as opg¢des farmacologicas
atualmente existentes.

Palavras-chave: oftalmologia; produtos naturais;

plantas medicinais; colirios.
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Introducao

Existem evidéncias que produtos naturais e
seus derivados estdo envolvidos na prevencao e
reversibilidade de diversas doencas oculares.
Terapias que envolvem o uso sistémico ou topico
destas  substdncias estdao emergindo como
potencialmente efetivas no controle e/ou reversao de
patologias oftalmolégicas. Contudo, o mecanismo
exato dos efeitos benéficos em algumas destas
doencas é desconhecido e ainda precisa ser
explorado. Com o interesse aumentado no uso de
produtos naturais, oftalmologistas e outros
profissionais de saude precisam estar informados
sobre as evidéncias que apoiam os beneficios e riscos
de determinados componentes antes de recomendar
aos pacientes.

O uso de extratos herbais para tratar doengas
oftalmolégicas é conhecido desde os tempos antigos.
O uso topico do fruto macerado da Atropa belladonna
pelos egipcios é o primeiro caso conhecido de um

agente derivado da natureza para tratar uma doenca
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oftalmoldgica. A rainha egipcia Cledpatra usava em
seus olhos um extrato de Atropa que produzia
midriase (dilatacdo da pupila). O nome belladonna
(Atropa belladonna) deriva do suposto uso desse
extrato para dilatacdo das pupilas de mulheres
italianas(). A atropina, usada atualmente na forma
sulfato como colirios nas concentragoes de 0.5% e 1%
para midriase e cicloplegia, € um alcaloide extraido da
A. belladonna. Devido ao aumento importante na
prevaléncia de miopia nas ultimas décadas, estudos
tém apontado que o uso da atropina 0,01%, retarda a
progressdao da miopia com menos efeito rebote e
efeitos adversos comparado com as doses maiores(2).
A descoberta das propriedades anestésicas da
cocaina, derivada da planta Erythroxylon coca, um
marco na histéria da farmacologia ocular, aconteceu
apenas no final do século XIX. Desde entdo, tem
acontecido o crescimento exponencial no arsenal de
drogas derivadas de produtos naturais na industria

farmacéutica(®.
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Uso de Produtos Naturais e Derivados na

Oftalmologia

- Fisostigmina, Pilocarpina e o glaucoma

O glaucoma é uma das doencgas oftalmologicas
severas que mais estimula a busca por novos
farmacos derivados da natureza. Em 1864 foi
identificado a fisostigmina, o primeiro remédio herbal
contra a progressao do glaucoma. Esse alcaloide foi
isolado do feijao de cabaga, sementes da planta P.
venenosum. A fisostigmina é um inibidor da
acetilcolinesterase. Depois da instilacio no olho, ela
induz miose pelo aumento da atividade da acetilcolina
livre no esfincter da pupila, levando a acomodacao
pela contracdo da por¢ao circular do musculo ciliar. O
efeito hipotensor ocular relatado ocorre devido ao
aumento na drenagem do humor aquoso pela via
trabecular, que resulta da contracio da porcao
longitudinal do musculo ciliar, assim como da tracao
do espordo escleral e expansdao do angulo

iridocorneal. O isolamento da fisostigmina foi um
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passo inicial para a criacdo de uma classe de
hipotensores oculares chamados mioticos. Por causar
muitos efeitos colaterais, a fisostigmina tem sido
substituida por drogas mais seguras, eficazes e com
menos efeitos adversos().

A pilocarpina, a segunda droga miotica capaz
de reduzir a pressao intraocular, foi isolada das folhas
do Pilocarpus jaborandi, um arbusto encontrado em
regioes subtropicais do Brasil. A pilocarpina age
diretamente nos receptores muscarinicos do esfincter
pupilar e musculo ciliar. Por ter efeitos adversos mais
toleraveis que outros parassimpaticomiméticos, é

usada até hoje(3).

- Erythroxylon coca e anestesia ocular topica

A cocaina é um alcaloide isolado a partir da
planta E. coca que originou a anestesia oftalmolégica.
Como anestésico local, a cocaina age bloqueando os
canais de sédio nas membranas das terminacdes
nervosas, bloqueando o impulso. Além disso, pela

inibicdo da recaptacdao da norepinefrina nas sinapses

Capa | Sumario | 175




adrenérgicas, a cocaina age como um agonista
adrenérgico, causando midriase e vasoconstricao
conjuntival®,

O hidroclorido de cocaina foi formulado em
solugdes aquosas de 1% e 4%, causando completa
anestesia da cérnea, 20 minutos apoés a instilagdo. O
efeito durou 1 a 2 h. Contudo, a cocaina é toxica para o
epitélio corneano, levando ao seu abandono para tal
uso. Devido a esses estudos pioneiros a industria
farmacéutica investiu no desenvolvimento de
anestésicos de uso oftalmico com perfil mais seguro e
toleravel, como a proparacaina, tetracaina e lidocaina,

que sdo usadas até os dias de hoje(3).

- Aloe vera

A. vera, uma planta nativa de climas tropicais e
conhecida popularmente como babosa, pertence a
familia  Liliaceaee tem muitas propriedades
farmacoldgicas, como efeito antioxidante, cicatrizante,
bactericida, imunomodulador, antiviral, anti-

inflamatério e antifingico®. O extrato de A. vera

Capa | Sumario | 176




contém componentes como, flavonoides,
antraquinonas, acidos fendlicos, enzimas e vitaminas.
Num estudo in vitro, foi observado que a solucao de
Aloe vera pode ter potencial de acelerar a
reepitelizagdo e decréscimo na fibrose de lesdes

corneanas superficiais(®).

Figura 1. Aloe vera (babosa)

e
a; i/

Fonte: Autoral.Horto IPeFarM, UFPB
- Fitocanabinoides
O género Cannabis sp., popularmente
conhecidas como maconha, inclui as plantas C. sativa,
C. indica, e C. ruderalis (figura 2). O interesse em
canabinoides na fisiologia ocular iniciou quando foi

demonstrado que usuarios cronicos de maconha
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tinham uma reducdo da pressao intraocular (PIO). Os
mecanismos pelos quais isso ocorre ainda ndao foram
completamente elucidados. Algumas evidéncias
sugerem que esta relacionado a diminuicdo da
pressdo sanguinea e/ou aos seus efeitos nos
receptores canabinoides CB1 e CB2 presentes na
malha trabecular e corpo ciliar, reduzindo a producao
de humor aquoso e aumentando sua drenagem. O uso
da Cannabis inalada, administrada por via oral ou
intravenosa, induzem aproximadamente 25% de
reducdo da PIO, durando 3 a 4h().

Além do efeito hipotensor ocular, os
fitocanabinoides possuem atividade antioxidante,
anti-inflamatoria e neuroprotetora. A
neurodegenerac¢do ainda é uma das maiores causas de
deficiéncia visual e ainda nao existe alternativa
terapéutica efetiva para melhorar essa condicao.
Contudo, modelos experimentais in vitro e in vivo de
excitotoxicidade retiniana induzida demonstraram
forte evidéncia que endocanabinoides e canabinoides

sintéticos possuem um efeito neuroprotetor em varias
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doencas através de um efeito direto no receptor

CB1G).

Figura 2. Plantas hibridas de Cannabis sp.

Fonte: César Matos. Associacdo Brasileira de Apoio Cannabis
Esperanca - ABRACE <https://abraceesperanca.org.br/home/>.

- Euterpe oleracea

O acai (E. oleracea) é uma palmeira encontrada
no norte do Brasil. A tintura do acai tem sido usada
para corar a membrana hialoide posterior, facilitando
sua separacdo da membrana limitante interna
durante a cromovitrectomia. Em relagdo a wuso
potencial em doencas corneanas, foi demonstrado que
o extrato do agai foi efetivo no cross-linking corneano,

em corneas de coelhos®).
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- Carotenoides

As xantofilas (luteina e zeaxantina) sao
carotenoides antioxidantes presentes nos pigmentos
maculares retinianos. Esses pigmentos sdo
responsaveis por protegerem a retina contra os danos
das reacdoes fotoquimicas e por retardarem a
progressao da degeneracdo macular relacionada a
idade, que é uma das principais causas de cegueira em
idosos. O espinafre, couve e pimenta laranja sao
excelentes fontes de xantofilas. Relatos tém
demonstrado que a suplementacao diaria com -
caroteno, vitamina C, vitamina E, zinco, e cobre
diminui a progressdo para formas mais avang¢adas de
DMRI em 25%, como confirmado no Age-Related Eye
Disease Study 1 (AREDS 1). Contudo, o [3-caroteno foi
associado a um risco de cancer de pulmao em ex-
fumantes, logo foi substituido por luteina e zeaxantina
no AREDS 2. A nova formula¢do também foi capaz de
reduzir a progressdo da DMRI para formas mais

avancadas(®).
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- Hidroxiapatita

O principal motivo para uma reconstrucao
oculo-orbital apdés uma cirurgia radical (como
evisceracdo e enucleacdo, cirurgias necessarias em
situagdes como alguns canceres oculares) é o impacto
psicologico e socioecondmico dessas intervencoes nas
condicbes de vida dos pacientes. O wuso da
hidroxiapatita de corais marinhos ja tem sido
empregado como enxertos 0sseos para assoalho da
orbita e implantes para cirurgias de
evisceracao/enucleacdo. Atualmente, é o recurso mais
usado apo6s enucleagdo primdaria. A estrutura
interconectada da hidroxiapatita derivada de corais
permite crescimento fibrovascular, potencialmente

reduzindo o risco de migragao, extrusao e infecgao(>6).

- Acido hialurénico

O isolamento do acido urdnico do vitreo
bovino em 1934 por Karl Meyer e John Palmer
originou o termo acido hialurénico (HA) da hialoide
(vitreo) e acido urdnico. HA foi encontrado depois na

cornea, iris e cristalino, assim como na matriz
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extracelular de diversos tecidos. Apesar de sua
origem natural, a extracdo inicial de HA de olhos
bovinos ou cristas de galo era um processo caro e
trabalhoso. Um método mais barato e em maior escala
foi desenvolvido para produzir um HA altamente puro
por bactérias como Streptococcus equi e S
zooepidemicus. Devido as suas propriedades
benéficas, o HA tem sido amplamente usado em
cirurgias intraoculares, como a cirurgia de catarata,
tanto para manter espacos facilitando assim
manobras cirdrgicas, como para proteger o endotélio
corneano de danos durante o procedimento. Também
€ uma terapia adjuvante para a sindrome do olho seco

ou usado como sistema de administragao de drogas().

Perspectivas futuras

A natureza continua sendo uma importante
fonte de substancias com beneficios comprovados
para a saude ocular. Contudo, ao mesmo tempo em
que existe um aumento exponencial no nimero de

componentes naturais com possiveis efeitos
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terapéuticos oculares, a maioria ainda nao foi
estudada suficientemente para provar seguranga e
eficacia. Por outro lado, a pesquisa continuada pode
melhorar a habilidade de sintetizar novos
componentes baseados em protétipos derivados da
natureza, criando novas opg¢des farmacoldgicas com

propriedades adicionais.
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CAPITULO 11
MEDICAL APPLICATIONS AND PHARMACOLOGY
OF THE PHYTOCANNABINOIDS
(Aplicacoes médicas e farmacologia dos

Fitocanabinoides)

SPH Alexander

Around the world, there are major differences in
attitudes towards Cannabis for medicinal and non-
medicinal uses. In those jurisdictions, such as Canada,
where medicinal Cannabis 1is legally available, the
primary indications include multiple sclerosis, pain,
epilepsy, sleeping disorders, dementia, schizophrenia and
post-traumatic stress disorder. The Cannabis plant
(Figure 1) is a natural product and contains over 110
unique metabolites!, the vast majority have no or limited
pharmacology. The mass-produced medicinal
preparations worldwide primarily describe the content of
two metabolites, A’-tetrahydrocannabinol (THC, Figure

2) and cannabidiol (CBD). Typically, three preparations
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are available: balanced THC:CBD; high THC:low CBD
or high CBD:no THC versions.

Figure 1. Cannabis sp. hybrids plants used to prepare
medicinal Cannabis in Joao Pessoa, Paraiba — Brazil

Credits: César Matos. Associacdo Brasileira de Apoo Cannabis
Esperanca - ABRACE <https://abraceesperanca.org.br/home/>.

THC as a psychoactive entity

THC is the most well-studied of the Cannabis
metabolites with an established pharmacological profile.
The familiar psychoactivity of euphoria (the high) and
dissociation from the environment (the dope) both appear
to be mediated through a single molecular entity, the CB;
cannabinoid receptor. This is a G protein-coupled
receptor, which is probably the most abundant of the type
in the central nervous system?. The CB; receptor is found

at numerous nerve terminals and is particularly abundant
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at the presynapse of neurones that use GABA as a
transmitter. THC activates the CB; receptor as a partial
agonist to reduce release of GABA and other transmitters
in many brain regions. It mimics the effects of
endogenous lipid derivatives of which the two best
defined  (Figure 1) are anandamide (N-
arachidonoylethanolamine, AEA) and 2-
arachidonoylglycerol (2AG)>.

Figure 2. The principle cannabinoid receptor agonists
from the Cannabis plant (THC) and in humans (AEA and
2AQG)

THC

Credits: author
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The  best-understand  signalling pattern  of
endocannabinoid neurophysiology involves the
production of 2AG post-junctionally following high
frequency activity of glutamatergic synapses in the
Schaffer collateral commissural pathway in the
hippocampus. This excessive stimulation causes
activation of perisynaptic metabotropic glutamate
receptors coupled to phospholipase C-, which
generates two second messengers inositol 1,4,5-
trisphosphate and 1,2-diacylglycerol. The latter is
hydrolysed by diacylglycerol lipases into free fatty
acid and 2-monoacylglycerol, predominantly 2AG.
Somehow, this 2AG is released from the
postjunctional neurone and diffuses in a retrograde
manner to activate CBi receptors located on a
prejunctional neurone. If that neurone is the
glutamate-releasing neurone causing the excessive
postjunctional stimulation described above, there is
an inhibition of glutamate release. This feedback
inhibition is described as depolarisation-evoked

suppression of excitation (DSE). The 2AG may
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alternatively interact with CB: receptors more
predominantly expressed on GABAergic terminals
which impinge on the glutamatergic neurones. The
ensuing inhibition of GABA release leads to a
disinhibition of the glutamatergic neurones leading to
an increased activation of the postjunctional neurone.
This feedback potentiation is described as
depolarisation-evoked suppression of inhibition
(DSI). Together these two versions of neuronal short -
term plasticity underlie the molecular and cellular
effects of THC. Although the precise neuronal
pathways involved in particular human responses to
THC and Cannabis preparations is often impossible to
pin down, there seems to be a clear link between DSE
and the widely-described effects of THC and Cannabis
preparations in generating short-term memory loss
and the subjective sense of time slowing. This
phenomenon may be of clinical benefit in the
treatment of patients suffering from post-traumatic
stress disorder where unpleasant memory retrieval

may be reduced upon THC/Cannabis administration3.
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CB1 receptors are expressed in the spinal cord and
higher centres of the brain associated with the
transmission of pain sensation and its regulation. THC
and Cannabis have been shown to have an analgesic
profile in animal models of pain behaviours, which
can be mimicked by CBji-selective agonists and
blocked by CBji-selective antagonists. There are
anecdotal suggestions from those US states where
medicinal and/or non-medicinal Cannabis is available,
that there are reduced deaths and harm from opiates.
Evidence from animal models indicates concomitant
administration of cannabinoids produces an additive
or synergistic effect when combined with morphine*.

One lesser indication for synthetic THC (dronabinol)
is the treatment of nausea and vomiting associated
with chemotherapy, particularly for cancers. The
cellular mechanism appears to be CB1 receptors in the
hypothalamus. The use of dronabinol has largely been
superseded with the availability of the SHT3 receptor

antagonists, such as ondansetron.
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A familiar symptom of consumption of THC and
Cannabis preparations is the stimulation of appetite,
in particular, for calorie-rich, palatable foods, such as
chocolate bars. The molecular mechanism for this
effect was also identified to be mediated through the
CB1 receptor, although the neuronal pathways
involved likely include hypothalamic and nucleus
accumbens systems, as well as peripheral CB:
receptors (probably in the liver and adipose tissue).
CB1 receptor activation of the paraventricular nucleus
of the rat hypothalamus lead to an indirect increase in
GABA release, which was mediated through an
inhibition of serotonin release . Direct administration
of a CBj-selective agonist into the paraventricular
nucleus caused an increase in food intake within 2 h.

The role of the CB1 receptor in feeding behavours was
validated by the licensing of a selective CB1 receptor
antagonist, rimonabant in Europe in 2007 for the
treatment of metabolic disorder/obesity. Rimonabant
was only a partial success in that it was effective at

maintaining weight loss, a profile which has not been
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common among therapies for obesity. However, many
patients reported a relatively high incidence of
depression and suicidal ideation, which led to the
manufacturer removing rimonabant from the market
within 18 months of its approval.

A molecular explanation of the adverse effects of
rimonabant derives from the blockade of CB;
receptors in synapses in the nucleus accumbens.
Elevated dopamine release in this brain region is a
hallmark of the behavioural phenomena of reward in
response to stimuli such as palatable food and sex.
Drugs of abuse, such as nicotine, cocaine and heroin,
cause marked elevations of dopamine release in this
brain region in a manner that correlates well with
addictive behaviours. THC and Cannabis preparations
also elicit a dopamine elevation in the nucleus
accumbens, which is mediated by CB1 receptors. CB1
receptor blockade by rimonabant prevents THC-
evoked dopamine release and was also found to
reduce behavioural responses to ethanol, cocaine and

heroin’. A subsidiary indication for rimonabant,
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which was not applied because of its withdrawal, was
assisting in smoking cessation, with potential for
treating other addictive disorders.

Rimonabant under non-addictive conditions, has been
interpreted as acting through this same pathway to
dampen down the natural peaks of reward
encountered in everyday life, thereby promoting
feelings of anhedonia and depression.

THC itself is an agent which does show addictive
potential. In the human population, approximately 10
% of chronic consumers of Cannabis can be profiled as
‘addicted’. The impact of this addiction is, however,
much less than is evident for nicotine, heroin or
alcohol, for example. This probably derives from the
pharmacokinetic profile of THC and, in particular, the
very slow (and very variable) terminal half-life of
elimination8. This contrasts sharply with the rapid
elimination of alcohol and nicotine from the body,
which precipitate withdrawal symptoms, which can
be physically extreme (in the case of alcohol

withdrawal) or psychologically demanded (as is true
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for cigarette cravings). The symptoms associated with
cessation of THC/Cannabis administration are mild
and might involve excessive sweating and abdominal

cramps.

THC as a modulator of immune disorders

Aside from the CB: receptor, there is a related G
protein-coupled receptor, which is targetted by THC.
The CB: receptor is normally absent (or at least very
difficult to detect) in central nervous tissues, but it is
primarily associated with cells of the immune system,
such as leukocytes and macrophages. However, its
expression becomes elevated in a variety of tissues
under inflammatory conditions.

Multiple sclerosis (MS) is a chronic
neuroinflammatory condition, which is characterised
by progressive losses in the myelin coating of
neurones in the brain and spinal cord. The symptoms
vary between individuals and also with time, often
with a remission:relapse profile, and can include

overt neurological and psychiatric problems. As an
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adjunct therapy a 40:40 mix of THC and CBD, termed
nabiximols, has been licensed in many countries to
treat the pain and spasticity associated with MS.
Although the precise molecular and cellular
mechanisms of action of these cannabinoids in MS is
not precisely defined, targetting of immune cells, such
as microglia and infiltrating macrophages, to reduce
pro-inflammatory cytokine release is a logical
pathway for nabiximols. Individually, both THC and
CBD have been observed to inhibit pro-inflammatory
cytokine production in a variety of cellular and animal
models®. The molecular target for THC often seems to
be complex, with evidence for mediation through CBj,
CB: receptors or other targets. One potential target is
the family of peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARS). PPARy has been shown to have
anti-inflammatory properties and to be activated by
both THC and CBD in vitro?, although it is unclear
whether this is the molecular mechanism of action of

nabiximols in the treatment of MS.
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Given the potentially utility of well-tolerated
alternatives to modulate the immune system, it is
slightly surprising that further applications of
cannabinoids in the immune system have not been

demonstrated.

CBD as an anti-epileptic

CBD doesn’t exhibit the same psychoactivity found in
THC. Presumably this derives from a lack of activation
of either CB1 or CB; receptors by CBD. Indeed, CBD
has been described to act as a negative allosteric
modulator of the CB1 receptor, which may underlie
the anecdotal reports that CBD could mitigate the
adverse effects of higher doses of THC.

Smaller studies have suggested that CBD might have
potential as a novel therapy for anxiety!l. This has
wider ramifications for other disorders, since anxiety
is a negative component of multiple chronic
conditions, not least of a cancer diagnosis. In human
participant studies, CBD has been well tolerated at

relatively  high  doses.  Moreover, repeated
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administration of these high doses doesn’t result in an
overt syndrome upon cessation, indicating a lack of
addiction potentialll.

Currently, a pure CBD preparation has been licensed
in a number of countries for the treatment of drug-
resistant  childhood epilepsies. The precise
mechanism of CBD action in Dravet and Lennox-
Gastaut syndromes of epilepsy has yet to be clarified.
One potential explanation comes from the therapeutic
use of CBD, which is combined with a traditional anti-
epileptic, clobazam. Both clobazam and CBD are
metabolised by a common cytochrome P450 in the
liver. CBD has been reported to increase plasma
clobazam levels through this drug;drug interaction. In
animal models of epilepsy, however, CBD provides an
anti-epileptic profile in the absence of clobazam co-
therapy, so it seems possible that its molecular
mechanism of action has yet to be pinpointed?2.

In vitro, CBD interacts with a number of potentially-
relevant targets. It inhibits an adenosine transporter,

which may elevate local levels of this inhibitory
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neuromodulator. It has also been reported to block
the enzyme which hydrolyses AEA, thereby leading to
an indirect activation of CB: receptors thereby
reducing the unchecked transmitter release observed
in epilepsy. Additionally, there are effects on the
serotonin system, which may explain some of CBD’s

psychiatric profilell.

Further plant-derived cannabinoids

Although this review focusses on THC and CBD, since
there is so much more information about these
entities in the literature, there is an abundance of
other unique metabolites in the Cannabis plant, many
of which have been observed to have molecular,
cellular and behavioural effects distinct from THC and
CBD. These include cannabigerol, cannabidiolic acid,
tetrahydrocannabinolic acid,
tetrahdyrocannabidivarin and cannabidivarin. It
appears likely, therefore, that there is much more
potential for therapeutic agents from this versatile

plant.
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CAPITULO 12
TOXICOLOGIA NAO CLINICA in vivo DE PLANTAS
MEDICINAIS USADAS NO TRATAMENTO DA ASMA

Cinthia Rodrigues Melo;

Igor Gabriel da Silva Ramalho;
Caliandra Maria Bezerra Luna Lima;
Micheline Freire Donato;

Margareth de Fatima Formiga Melo Diniz.

Resumo

O estudo da toxicidade ndo-clinica in vivo de uma
substancia obtida de produtos naturais de plantas e
animais, ou uma nova substdncia sintética é de
extrema importancia, porque permite que se tenha
uma margem de seguran¢a da dose que podera ser
utilizada em humanos. Nesse capitulo abordaremos a
importancia de alguns dos ensaios toxicolégicos para
0 tratamento da asma, além disso, para a
bioprospeccdo de novos medicamentos a partir de

plantas medicinais.
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Palavras-chave: Toxicologia ndo-clinica in vivo. Dose

Unica. Doses repetidas. Plantas medicinais. Asma

Introducado a Toxicologia

A toxicologia é uma ciéncia multidisciplinar, na qual
estuda os efeitos nocivos das substancias quimicas
sobre o organismo vivo. E uma ciéncia que vem sendo
estudada desde a antiguidade, abrangendo diversas
areas do conhecimento (1.

No século XVI Paracelso afirmou: “Todas as
substdncias sdo toxicas. Ndo hd nenhuma que ndo seja
toxica. A dose estabelece a diferenga entre um toxico e
um medicamento”. Assim, nem mesmo as plantas
estdo isentas de toxicidade, portanto, para a producao
de um medicamento, independente de sua origem, €
necessario a realizacao de testes toxicoldgicos.

Os ensaios toxicolégicos para producdo de um
medicamento, sdo divididos em diferentes etapas até
chegar ao produto final. Dentre estes estudos tém-se

0s ensaios toxicologicos nao clinicos in vivo.
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Toxicidade Nao Clinica in vivo

Os ensaios toxicolégicos nado clinicos in vivo,
correspondem a testes realizados em animais, que sao
regidos por diretrizes impostas por o6rgaos
regulamentadores. No Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) é o 6rgao responsavel
pela determinacao dos testes de toxicidade ndo clinica
in vivo, que orienta a pesquisa através do “Guia para a
conduc¢do de estudos ndo clinicos de toxicologia e
seguranga farmacoldgica necessarios ao
desenvolvimento de medicamentos”. Além disso, a
Anvisa orienta que os estudos propostos devem ser
conduzidos também pelas diretrizes da Organisation
for Economic Cooperation and Development (OECD) (2.
Existem diferentes tipos de testes toxicologicos nao
clinicos, dentre eles encontram-se estudos de

toxicidade aguda e toxicidade de doses repetidas.
a) Toxicidade nao clinica in vivo aguda

Os testes de toxicidade aguda permitem a avaliacdo

dos efeitos toxicos de uma substancia quando esta é
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administrada em uma ou mais doses por um periodo
ndo superior a 24 horas, com subsequente avaliacao
dos animais por um periodo de 14 dias (2), Através
destes ensaios é possivel estimar a DLso (Dose capaz
de matar 50% dos animais em estudo) da substancia
estudada. Além do que, os resultados obtidos,
conduzem sobre as doses a serem utilizadas no
estudo de toxicidade de doses repetidas.

Os métodos alternativos preconizados pela OECD
visam usar o menor numero de animais possiveis, e
seus protocolos estao instruidos nas diretrizes da

OECD 420 (), 423 ®) e 425 (®) (Quadro 1).

Quadro 1. Protocolos da OECD para testes de
toxicidade oral aguda nao-clinicos in vivo.

OECD 420 OECD 423 OECD 425
Estudo de sim nao ndo
observacao
Dose 5,50,300e 5,50,300e Comecando
2000 2000 mg/kg coma
mg/kg melhor
estimativa
de DLso (ou
175 mg /
kg), seguido
de fator de
progressao
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N2 de 5 por nivel 3 por nivel de | até 5 no teste
animais de dose dose limite, e até
6 no teste
principal de
acordo com
os critérios
de parada
Finalidade Estimar a Estimar a Estimar a
menor dose menor dose DLso
que cause que cause
toxicidade morte
evidente

Fonte: Autoral. Adaptado de OECD 420, 2002; OECD 423, 2002;
OECD 425, 2008.

b) Toxicidade de Doses repetidas

Os estudos de toxicidade de doses repetidas
consistem na administragdo repetida diariamente da
substancia estudada por um determinado periodo de
tempo. Geralmente utiliza-se 3 doses que sao
determinadas a partir dos resultados do teste de
toxicidade aguda. No qual, a maior dose deve produzir
um efeito téxico,b mas ndo a morte do animal,
respeitando o limite maximo de 1.000 mg/kg/dia (2 O
objetivo do teste é identificar os efeitos toxicos da
substancia, os 6rgaos alvos, os efeitos quanto ao peso

do animal, consumo de agua e ragdo, alteragdes
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hematolégicas, bioquimicas, anatomo e
histopatolégicas.

A OECD 407 é uma diretriz que orienta sobre o ensaio
de toxicidade de doses repetidas. Para realizacdo do
protocolo, sdo utilizados ratos e camundongos
(machos e fémeas) divididos em 3 grupos tratados
com diferentes doses da substincia, contendo 5
animais cada grupo. Estes receberao diariamente por
28 dias a substancia estudada, via oral. E avaliado os
efeitos téxicos ocasionados pela substancia, presenca
ou nao de morte, alteragdes fisioldgicas, e

investigacdo anatomo e histopatoldgica (6,

Toxicidade de Plantas medicinais no tratamento
da asma

O uso de plantas medicinais para o tratamento de
doengas é uma pratica comum entre a populacao
mundial (7). Cerca de 80% da populagido faz uso de
produtos naturais para tratar de enfermidades (8).

A asma é uma doeng¢a inflamatéria do trato

respiratdério bastante comum, que ocasiona sintomas
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como falta de ar, dor no peito e tosse (9,
Etnofarmacologicamente, algumas plantas sao
utilizadas pelo uso popular para o tratamento dessa
enfermidade (10),

A Justicia pectoralis mais conhecida no Nordeste
brasileiro como “chambd”, €é uma espécie
popularmente utilizada para o tratamento da asma.
Esta espécie faz parte de um programa publico de
fitoterapia no Brasil intitulado “Farmacias Vivas”.
Estudos de toxicidade aguda e de doses repetidas do
extrato de suas folhas, evidenciaram que essa é uma
espécie com baixa toxicidade, sendo classificada na
categoria 5 pelo Sistema Harmonizado Global de
Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos
(SHG) a1,

No estado de Goids uma espécie tradicionalmente
utilizada para diversas doencas, dentre elas a asma, é
a Celtis iguanaea. O extrato de suas folhas apresentou
uma baixa toxicidade quando administrado a animais,
seguindo a OECD 423, sendo também classificada na

categoria 5 da SHG (12),
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Figura 1. Folhas da Celtis iguanaea

Fonte: GONCALES, et al., 2015

A literatura descreve diversas plantas de
diferentes regides do mundo, utilizadas popularmente
no tratamento da asma (19.(13), Como a espécie
Erythrina senegalensis popularmente conhecida em
paises africanos, que quando investigada sua
toxicidade oral aguda, do extrato etanoélico das folhas,
mostrou ter uma baixa toxicidade, com uma DLsg >
500 mg/Kg (14, Apesar das folhas serem as principais
partes de uma planta utilizadas pela populacao, e
consequentemente o0s estudos toxicoldgicos se

deterem principalmente a elas, outras partes como as
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raizes também sao usadas. A exemplo temos a espécie
Solanum torvum, no qual o cha de suas raizes é
tradicionalmente  consumido na India para
tratamento da asma. O extrato da raiz de Solanum
torvum apresentou baixa toxicidade, quando
administrado por via oral em ratos seguindo a OECD
423 (15),

A Cissampelos sympodialis (figura 2), de uso comum
no nordeste brasileiro, ¢ uma espécie utilizada para o
tratamento de doencas respiratérias (16), tendo
destaque no combate a asma (17), Sua acdo como
antiasmatica foi investigada por laboratoérios de
pesquisa da UFPB, que comprovaram quao
promissora é a espécie. Popularmente as folhas sao a
parte da planta que detém as atividades
farmacoldgicas desejadas, por meio do qual é feito o
infuso, ou mais conhecido como cha. Portanto, foi
realizado um estudo toxicolégico agudo nao clinico do
infuso das folhas de Cissampelos sympodialis, quando
aplicados por via oral na dose de 2.000 mg/kg em

ratos, no qual mostrou que a espécie provocou uma
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baixa toxicidade aos animais (18). Em outro estudo
nao-clinico, foi testado também a infusdo por via
nasal, e as amostras histolégicas da cavidade nasal

mostraram a atividade vasodilatadora da planta (19).

Figura 2. Folhas da Cissampelos sympodialis

=~

Fonte: Horto IPeFarM/ UFPB. Foto autoral.

Consideracgoes finais

E ampla a diversidade e uso de plantas medicinais no
tratamento de doencas, entre elas a asma, sendo a
maioria delas consumidas sem um prévio estudo
toxicologico, o que causa grande risco. Desta forma, é

de suma importancia a realizacdo de ensaios
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toxicolégicos in vivo para garantia do uso seguro de

tais plantas e para a bioprospeccao de farmacos.
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CAPITULO 13
MODELOS DE AVALIACAO DE TOXICOLOGIA
REPRODUTIVA DE GENOTOXICIDADE DE
PRODUTOS BIOATIVOS
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Hilzeth de Luna Freire Pess6a.

No mercado mundial, o surgimento de novos
produtos bioativos naturais ou sintéticos para o
tratamento de enfermidades demanda uma avaliacao
meticulosa de sua atividade biologica e a possivel
ocorréncia de efeitos toxicos no organismo humano.
Ao considerarmos este potencial risco a saude, um
fator que desperta grande interesse e preocupacao € a
interferéncia que esses produtos possam exercer no
sistema reprodutor, afetando a producdo de
descendentes sadios ou causando esterilidade, e no

desenvolvimento embriondrio, levando ao atraso no
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crescimento, malformacodes e mortes(). A toxicidade
no periodo de desenvolvimento é, na verdade, bem
mais abrangente, pois também compreende a analise
dos efeitos adversos durante a gestacdo, no periodo
pré-natal e no poés-natal, acompanhando o
desenvolvimento das crias até a fase adulta().
Tradicionalmente, a toxicidade reprodutiva é
avaliada em modelos animais que abordam a acao
toxica na funcdo sexual e fertilidade de fémeas e
machos adultos e no desenvolvimento da prole. Ela
envolve estudos nao clinicos que utilizam protocolos
de avaliacdo de toxicidade aguda, subcronica e
cronica, e testes reprodutivos de uma gerac¢do ou de
multiplas gera¢des®34). No sistema reprodutor
feminino, os testes de toxicidade in vivo visam o
estudo morfolégico dos 6rgaos reprodutores, com
énfase nas propriedades fisiologicas dos foliculos e
suas células, no balanco hormonal e na interacao
hormonio/receptor, no ciclo estral, nas condi¢des do

ambiente uterino, na fertilidade, no blastocisto, na
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implantacdo, no embrido/feto, na lactagdo e no
comportamento materno dentre outros aspectos(>),
Devido a importancia da influéncia hormonal
no sucesso do processo reprodutivo, muitos trabalhos
enfatizam os efeitos dos agentes toxicos que podem
afetar a reproducdo ao interferirem com os
mecanismos endoécrinos, simulando ou inibindo a
acao estrogénica a partir de sua ligacdo com
receptores nucleares e de membrana, ou ao
interferirem com os mecanismos de feedback no eixo
hipotalamo-hipo6fise gonadal. Nos ovarios, os foliculos
em diferentes etapas de crescimento podem exibir
maior ou menor susceptibilidade a diferentes
toxicantes e a metabolizacdo dessas substancias
podera aumentar ou reduzir os riscos de toxicidade,
dependendo dos metabolitos produzidos. Além disso,
em virtude da existéncia de uma complexa inter-
relacdo entre o odcito, as células da teca e as células
da granulosa, a alteragdo em qualquer uma dessas

estruturas afetara todo o funcionamento folicular(6).
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Apesar dos modelos experimentais in vivo
serem adotados em conformidade com as diretrizes
de agéncias reguladoras, como OECD (Organizaton for
Economic Cooperation and Development) e ANVISA
(Agéncia de Vigilancia Sanitaria), eles abrangem a
utilizacao de elevado numero de animais e sao
geralmente realizados somente nos estagios mais
tardios do processo de desenvolvimento. Por isso, o
emprego de métodos alternativos aos modelos
animais tradicionais, mais simples e baratos, e que
permitem a triagem inicial de maior quantidade de
substancias, despontam como opg¢des viaveis para a
avaliacao da toxicidade reprodutiva.

Diversos modelos de toxicologia da sistema
reprodutor e do desenvolvimento estao disponiveis,
incluindo ensaios in vitro com cultura de embrioes,
tecidos e células, e modelos com espécies nao
mamiferas, como o peixe-zebra. As culturas in vitro
foram concebidas com o propoésito de promover o
crescimento de foliculos, ou ovarios, em varios

estagios de desenvolvimento, abrangendo métodos
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experimentais de curta ou longa duracao, culturas de
foliculos pré-antrais, de complexos celulares
constituidos por células da granulosa e o odcito, e co-
culturas(®?). 0Os modelos de cultura in vitro
apresentam varios beneficios e podem variar quanto a
espécie utilizada, o estagio folicular, a duracao do
tratamento e o meio de cultura. Porém, cada modelo
tem limitacOes proprias e nenhum deles sera capaz de
avaliar todos os parametros de toxicidade por causa
da complexidade da reprodu¢do dos mamiferos. Por
esse motivo, os varios aspectos reprodutivos podem
ser divididos em componentes biolégicos especificos
e estudados separadamente ou em conjunto,
tornando-se uma estratégia que facilita a identificacao
de células ou 6rgaos alvos dos toxicantes(1).

Os modelos de cultura de ovario ou foliculos
permitem uma avaliagdo mais criteriosa, abrangente e
com maior quantidade de substancias testes em
comparacdao aos modelos in vivo, possibilitando a
analise de fatores fisiologicos e moleculares que

incluem os mecanismos de acao dos agentes toxicos,
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os danos causados no o6cito e nas células da
granulosa e tecais, os efeitos nos foliculos em
diferentes estagios do desenvolvimento ou seus
efeitos nas interagdes paracrinas e hormonais entre

os foliculos(®).

Cultura de embrides

Este modelo é adotado para a identificacdo de
substancias toxicas que afetam o desenvolvimento
embriondrio e permite a distincdo de seu potencial
teratogénico(®9). Ele utiliza conceptos retirados do
utero de ratos e camundongos apds a implantac¢do, no
estagio de 3 a 5 somitos, com o saco vitelinico visceral
e o cone ectoplacentdrio intactos, mas sem o saco
vitelinico parietal e a membrana de Reichert. Os
embrides sao cultivados em meio de cultura
especifico, rico em soro, por 24 a 48 horas, com o
acréscimo das substancias testes de acordo com o
estabelecido no ensaio experimental elaborado. A
cultura é mantida sob constante agitacdo rotatoria, a

37 °C, com concentragdes crescentes de oxigénio
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durante a fase de desenvolvimento, que é considerada
um estagio susceptivel a toxicidade por ser um
momento critico do processo morfogenético, com
danos ao embrido expostos ao agente teratogénico. As
limitagdes desse modelo estdo relacionadas ao tempo
de acdo do toxicante que pode estar restrito apenas
aos estagios mais tardios do desenvolvimento e, por
isso, seus efeitos podem nao ser detectados pelo
modelo, e também ao fato de ele ndo abranger os

efeitos no ambiente materno(10),

Cultura de ovario neonatal

Este modelo compreende o cultivo de ovarios
de roedores a partir do nascimento até o vigésimo dia
pos-natal. Ele é apropriado para a avaliacao bioldgica
dos foliculos primordiais durante o processo de
formacdo e crescimento e de sua transicao para
foliculo primario. E um método que permite a
identificagdo de substancias com potencial para

interferir nesses processos(6),
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Além da cultura com ovarios neonatais, varios
estudos evidenciam a utilizacdo de cultura de ovarios
de roedores para a avaliacao da foliculogénese. Por
exemplo, a exposicdo in vitro de ovarios de ratas e
camundongas, por 24 horas ou sete dias, ao gossipol
provocou alteracbes na maturagao folicular,
evidenciando o aumento do numero de foliculos
atrésicos e a reducdao do numero de foliculos viaveis
em todos os estagios do desenvolvimento folicular(1),

Em estudos mais recentes, a cultura de ovario
foi usada para a investigagdo da atividade
esteroidogénica em ratas Wistar (Rattus norvegicus)
apoés a exposicdo neonatal in vivo a nanoparticulas de
dioxiodo de titanio e o copolimero poli(acido latico-b-
glicol etilénico), componentes transportadores de
substancias biologicamente ativas. Apds o periodo de
cultura de seis dias, o meio de cultura foi coletado, em
dias alternados, para andlise dos niveis de hormoénios
esteroides, com o emprego de técnicas de
radioimunoensaio ou ensaio imunoenzimatico

(ELISA). Em conjunto, essas técnicas viabilizaram a
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observacdo de alteracdes na secrecao de hormonios
ovarianos, com a possivel indicagdo de ocorréncia de
perturbacao do processo reprodutivo(12),

Em outro estudo, os efeitos individuais ou
combinados de duas drogas quimioterapicas (ie.
cisplatina e doxorubicina) foram avaliados em
culturas de ovarios humanos e de camundonga (seis
dias de cultura e tratamento de 24 horas no segundo
dia), no qual foi observada diminuicdo do nimero de
foliculos em camundongas e maior incidéncia de
apoptose e proliferacdo celular reduzida no tecido
ovariano humano(3). Resultado semelhante foi obtido
no trabalho sobre a toxicidade gonadal da cisplatina e
da carboplatina em cultura de ovario de camundonga

pré-pubere(4),

Cultura de foliculos

Este tipo de cultura permite o cultivo de
foliculos para o estudo da foliculogénese e oogénese, e
o inicio do desenvolvimento folicular, desde a fase de

o6citos imaturos até a fertilizacdo do gameta. E um
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modelo que possibilita a investigacao dos efeitos da
exposicdo de baixas doses e em longo prazo de
substancias, além da avaliagdo da producdo de
esteroides e da expressao de seus receptores(15).

O foliculo é a estrutura morfofuncional do
ovario, constituido pelo odcito e pelas células da teca
e as células da granulosa, que sintetizam e secretam
os hormonios e fatores de crescimento responsaveis
pela integracao funcional do sistema reprodutor e do
sistema nervoso. A exposicao folicular aos toxicantes
pode afetar os componentes celulares do foliculo em
etapas especificas de sua formacao, o que faz com que
o padrdo de infertilidade causada pelo agente téxico
dependa do tipo de foliculo afetado. Alteracdes nas
células foliculares poderao causar danos ao odcito,
gerando erros meioticos, interrup¢do do processo de
fertilizacdo e desenvolvimento alterado().

A selecao do tipo de cultura deve ser de acordo
com o objetivo do estudo, ou seja, a cultura completa
de foliculos, quando for necessario estabelecer a

interacdo com o processo ovulatério, ou cultura de
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células da granulosa e odcitos para o estudo da inter-
relacdo celular durante a gametogénese. Estes
modelos de cultura in vitro fornecem evidéncias e
recriam processos fisiolégicos in vivo, como a
morfogénese, a diferenciacdo, a sintese e acdo
hormonal. Na foliculogénse in vitro, 0
desenvolvimento do odécito no foliculo antral esta
interrompido e o crescimento folicular depende da
presenca do hormonio foliculo estimulante (FSH). A
adicdo de um estimulador para a ovulagdo (por
exemplo, o hormdnio luteinizante - LH), no décimo-
segundo dia de cultura, provoca a separagdo do
complexo odcito - cumulus oophorus, a mucificacao
das células da granulosa que formam esse complexo e

o reinicio da meiose(2).

Peixe-zebra

O peixe-zebra (Danio rerio, peixe tropical de
agua doce) vem sendo utilizado na avaliacdo da
toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento devido

a uma série de vantagens, a saber: curto periodo
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reprodutivo, produ¢do de grande quantidade de
descendentes, facilidade de observacao de todo o
desenvolvimento em um Unico embrido/larva,
investigacdo direta dos efeitos dos toxicantes por
causa da transparéncia dos embrides e dos estagios
larvais iniciais(1916), Estudos em laboratérios
mostraram similaridades genomicas, morfofuncionais
e hormonais, relativos as caracteristicas basicas dos
eixos hipotdlamo (H)-hipofise (HF)-gonadal, H-HF-
adrenal e H-HF-tireoide, na regulacio do processo
reprodutivo entre a espécie humana e o peixe-
zebra(16.17),

O modelo de toxicidade com o peixe-zebra
pode ser combinado a varios métodos experimentais,
envolvendo técnicas moleculares e de imagem que
facilitam a elucidacdo de mecanismos relacionados
aos efeitos bioldgicos causados pelo agente téxico(19).
Estudos podem ser elaborados com o propdsito de
avaliar os efeitos da exposicdo ao toxicante na
expressdo génica com a utilizagdo da técnica de

reacao em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
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PCR) e na hibridizacdo em microarranjos(17.18), Danos
a reproducdao e na progressdo do desenvolvimento
associado a exposicdo cronica de substancias podem
também ser investigados por meio de andlises
histopatolégicas, imunohistolégicas, de
imunofluorescéncia e a utilizacdo de biomarcadores
para apoptose, estresse oxidativo e proliferacdo do
tecido gonadal (método de Tunel, do inglés Terminal
deoxynucleotidyl  transferase  dUTP  nick end
labeling(19),

O teste de toxicidade embrionaria pode ser
empregado na avaliacdo da exposicdo aguda no
desenvolvimento com o objetivo de analisar os efeitos
teratogénicos nos embrides e larvas recém-eclodidas,
utilizando-se técnicas histopatolégicas e
imunohistoquimicas via deteccio de antigenos
nucleares de proliferacdo celular. Outro componente
de analise refere-se ao fator de bioconcentracao dos
compostos presentes na agua ou teciduais por meio
da cromatografia liquida acoplada a espectrometria

de massa(20).
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Genotoxicidade

Os testes de genotoxicidade identificam
substancias que podem causar alteracdes nas células
somaticas e/ou germinativas muito tempo apds a
exposicdo. O efeito deletério pode ser causado por
danos no DNA que ocorrem em uma unica célula em
baixas exposicoes. A alteragdo genética pode resultar
em um fendtipo que nao apenas persiste, mas pode
ser amplificado a medida que a célula se divide,
criando um grupo de células anormais que prolifera
em um tecido ou Orgao. Alteracdes genéticas nas
células somaticas podem causar cancer se afetarem a
funcao de genes especificos (proto oncogenes, genes
supressores de tumores e / ou genes envolvidos no
reparo do DNA). O acimulo de danos no DNA de
células somaticas tem sido associado com
envelhecimento, disfun¢do imunolégica, doencas
cardiovasculares e neurodegenerativas. Nas células
germinativas, o dano ao DNA esta associado a abortos

espontaneos, infertilidade, malformacao ou
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modificacdes hereditarias na prole e/ou geracdes
subsequentes que resultam em doengas genéticas.
Uma avaliacdo completa da capacidade de um
produto de induzir danos genéticos inclui; testes que
podem detectar mutagdes genéticas, modificacdes
cromossdmicas e aneuploidia(21).

O teste de mutagdo reversa bacteriana (teste
de Ames) identifica substancias que induzem
mutacoes genéticas devido a; delecOes, insercdes e
substituicdes de pares de base no DNA. Este teste
utiliza cepas especificas de duas espécies de bactérias,
Salmonella typhimurium e Escherichia coli. Cada cepa
contém mutacdes em um gene da biossintese de
histidina ou triptofano, respectivamente. Essas
mutacdes impedem o crescimento bacteriano na
auséncia do aminodacido. A exposicao a agentes com
potencial mutagénico pode induzir uma reversao da
mutacdo que restaurara a sequéncia de DNA do tipo
selvagem e a capacidade funcional das bactérias para

sintetizar o respectivo aminoacido(?2),
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O teste de micronucleos de eritrdcitos de
mamiferos identifica substancias que induzem
micronucleos em eritroblastos da medula 6ssea ou
eritrocitos de sangue periférico de roedores. Quando
um eritroblasto da medula éssea se transforma em
um eritrécito imaturo (também conhecido como
eritrécito policromatico ou reticulocito) e depois
migra para o sangue periférico, o nucleo principal é
extrudado. Entretanto, qualquer micronucleo
formado pode permanecer no citoplasma e ser
detectado com facilidade uma vez que os eritrocitos
ndo possuem um nucleo. Os micronucleos podem se
se formar a partir de cromossomos acéntricos,
fragmentos de cromossomos retardatarios, do
processo de divisdo celular ou cromossomos inteiros,
sendo assim o teste é capaz de detectar substancias
com efeitos clastogénicos e aneugénicos(23).

O teste do cometa identifica substancias que
induzem um dano primario no DNA. Sob condi¢des
alcalinas (> pH 13), o teste do cometa pode detectar

quebras no DNA fita dupla em células eucariéticas,
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resultantes de interacoes diretas com
descontinuidades transitorias da molécula de DNA.
Essas quebras podem ser: reparadas, nao resultando
em nenhum efeito; letais para a célula; ou mantidas
como uma mutac¢do, resultando em uma mudanca
hereditaria permanente. Portanto, esse teste detecta
quebras primarias no DNA que nem sempre levam a
mutacdes genéticas e/ou aberragdes cromossOmicas.
O teste do cometa pode ser aplicado em qualquer
tecido animal a partir do qual, ntcleos ou suspensdes
de células possam ser preparadas. Sendo assim esse
teste € util para detectar a exposi¢do de tecidos-alvo e
possiveis tecidos-alvo além de indicar se o produto
quimico ou seus metabolitos podem causar quebras
na molécula de DNA de tecidos especificos.

A constante busca por produtos bioativos
naturais para a producao de novos medicamentos
exige a realizacdo de grande quantidade de estudos
para a comprovacdao de suas propriedades
farmacoldgicas e a verificacdo da toxicidade. Apesar

das limitacdes inerentes a qualquer modelo
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experimental, os modelos in vitro e ex vivo estao
sendo considerados instrumentos validos para a
avaliacdo da toxicidade reprodutiva e do
desenvolvimento, por terem a vantagem de
reproduzir ambientes multicelulares complexos que

se assemelham as condicdes in vivo.
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CAPITULO 14
ALTERAGOES HISTOPATOLOGICAS NOS ANIMAIS
EM ESTUDOS TOXICOLOGICOS DE PLANTAS
MEDICINAIS

Giciane Carvalho Vieira;

Wesley Ferreira de Moraes Brandao

As novas tendéncias globais de preocupagdo
com a biodiversidade e as ideias de desenvolvimento
sustentavel trouxeram novos investimentos e
interesse da industria farmacéutica e das instituicdes
de pesquisa pelos produtos naturais, despertando
novamente um interesse pela fitoterapia e
desenvolvimento de novos farmacos (1),

Entretanto, além de fornecer a sociedade
informagdes quanto ao uso de extratos vegetais é
necessario garantir a seguridade do uso de tais
produtos, desmitificando a ideia de que por ser

natural ndo acarreta riscos a saude(2).
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O desenvolvimento de um novo medicamento
segue um processo longo e complexo. Uma série de
atividades e estudos pré-clinicos devem ser
concluidos para se obter informacgdes que certifiquem
a seguranca do material em estudo antes que seja
aprovado o uso nos ensaios clinicos e,
posteriormente, no uso terapéutico. Nesse sentido, a
analise histopatologica permite fornecer dados acerca
da toxicidade de plantas e seus compostos,
funcionando como uma 6tima ferramenta nos estudos
toxicolégicos com plantas medicinais (2)(3),

A identificacao dos riscos potenciais do uso de
plantas medicinais se baseia tradicionalmente em
estudos em animais laboratoriais, onde alteracdes na
Patologia Clinica e na Histopatologia de grupos-teste
em comparagdo com grupos-controle ndo tratados
definem um efeito adverso. Protocolos padronizados
sdo monitorados para avaliagio de parametros
durante o curso de estudos de toxicidade com o
intuito de avaliar as plantas medicinais e seus

componentes em érgaos-alvo (Figura 1) (4,
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Figura 1
Orgaos-alvo na toxicologia
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da toxicologia devido suas interagdes diretas | Estomago
ou indiretas com fairmacos.

Fonte: Adaptado de Sorenson () e Freepik.com (©)

O significado biolégico e a importancia
toxicolégica de quaisquer alteracdes encontradas
entre os grupos-controle e grupo-teste devem ser
consideradas e relatadas. As lesdes histologicas nos
6rgaos ou tecidos-alvo sao cruciais para que os dados

sejam avaliados corretamente (3).

Coleta e processamento da amostra

Apébs a coleta, o material biolégico deve ser
fixado a fim de preservar as estruturas que serao
analisadas (7). A fixacdo do material garante a inibicdo

da autolise dos tecidos, além de evitar coagulagdo ou
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endurecimento, permitindo a preservacao de
componentes celulares e tissulares (8),

O material coletado deve ser registrado com
informacdes de identificagdo como numero, ficha
técnica com identificagdo do 6rgao, data da fixacdo e
entrada do material no laboratério (9.

A préxima etapa € a clivagem do material para
garantir que as substancias quimicas utilizadas
durante o processamento do material sejam
difundidas mais facilmente através das células (®).

Em seguida, a agua presente nos tecidos €
retirada através da imersao do material em uma
bateria de solu¢des alcoodlicas crescentes até o alcool
100%. O objetivo da desidratacdo é permitir que a
parafina, insoliivel em 4gua, penetre no tecido (19,

Como o alcool também ndo possui afinidade
com a parafina, precisa ser substituido por um outro
produto com maior afinidade em um processo
chamado de diafaniza¢do. Os produtos diafanizadores
comumente utilizados em laboratorio sao xilol, toluol

e benzeno ).
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As substancias mais utilizadas na etapa de
impregnacdo sao a parafina e a resina. O sucesso
nesta etapa permite que sejam realizados cortes
histolégicos de qualidade. Este processo deve ser
realizado de maneira adequada evitando que os
tecidos fiquem amolecidos ou com tamanhos
reduzidos e quebradigos (7).

Na inclusdo, o material é colocado em um
molde em formato de bloco para ser preenchido por
parafina. Em seguida, os blocos sdo esfriados em uma
placa fria (8. A posicdo em que o material é colocado
implicard no modo em que os cortes serao vistos no
microscopio ().

A microtomia é realizada através de um
aparelho chamado micrétomo e tem por objetivo
principal realizar cortes finos, em torno de 3 -10 pm
de espessura, do tecido incluido nos blocos de
parafina para serem colocados em laminas (7)(8),

A etapa de coloragao consiste na aplicagdao de
corantes e outros reagentes quimicos para evidenciar

as estruturas microscopicas a serem analisadas (7).
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Durante a técnica de coloracdo podem ser utilizados
um  corante (monocrémica), dois corantes
(bicrémica), trés corantes (tricromica) ou mais

(policréomica) (Figura 2) ).

Figura 2 Etapas do processamento do material histolégico

— 8 —# -/~

Amostra de Fixacio Registro Clivagem Desidratacao
tecido

Coloragio Microtomia Inclusdo Impregnagido Diafanizag¢io
Montagem

Fonte: Adaptado de (9).

A coloracdo mais utilizada nos laboratérios
para analise histopatologica é a hematoxilina & eosina
(H.E.) ). A hematoxilina é um corante basico e possui
afinidade com estruturas basoéfilas, a exemplo dos
acidos nucléicos presentes no nucleo. Ja a eosina é um

corante acido que permite visualizacao de estruturas
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acidéfilas, como as presentes no citoplasmas das

células (Figura 3) .

Figura 3 Coloragdes e suas afinidades

% Corantes Acidos: Eosina, Azul de
toluidina, Fucsina.

“* Estruturas Basicas: Citoplasma, (C),«.
mitocondrias, Granulos de secregao,

fibras colageno.

«» Corantes Basicos: Hematoxilina, Azul de

Toluidina, Azul de Metileno.

«“ Estruturas acidas: Acido nucleico (N),

Hematoxilina Eosina (H.E.)

Glicosaminoglicano.

Fonte: Adaptado de Sorenson (5).

Avaliacgao histopatolégica

Os estudos nado clinicos de seguranca
propostos segundo o Guia para Conduc¢ao de Estudos
Nao Clinicos de Toxicologia e Seguranca
Farmacolégica Necessarios ao Desenvolvimento de
Medicamentos incluem: estudos de toxicidade de dose
Unica (Aguda), toxicidade de doses repetidas,

toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia
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local e carcinogenicidade além de estudos de
interesse na avaliacao da seguranga farmacologica e
toxicocinética. A partir dos testes de toxicidade de
doses repetidas é possivel obter informagdes sobre os
efeitos toxicos, identificagdo de érgaos alvos, efeitos
na fisiologia do animal, hematoldgicas, bioquimicas,
anatomo e histopatoldgicas®).

Os orgdos analisados na histopatologia nos
estudos ndo-clinicos variam de apenas alguns érgaos
como figado, pulmdes, estomago, coracdo e rins no
estudo de toxicidade de doses repetidas até necropsia
completa e detalhada, que inclui: um exame
cuidadoso da superficie externa do corpo, dos
orificios e das cavidades craniana, toracica, abdominal
e seus conteudos no estudo de carcinogenicidade (3).

Os achados histopatolégicos nao-clinicos
relacionados as plantas medicinais e seus compostos
ndo proibem necessariamente o inicio dos ensaios
clinicos, mas sao utilizados para definir as doses
iniciais e fornecer informag¢des importantes aos

clinicos para monitoramento dos pacientes. Portanto,
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a dose e a exposicao nas quais ocorrem as alteragoes
sdo igualmente importantes para medir a potencial
toxicidade de um candidato a medicamento(3).

A andlise das laminas é realizada por
profissional capacitado e os resultados podem ser
expressos de forma qualitativa ou quantitativa. Para a
analise quantitativa pode ser feito o uso de Score
seguindo uma pontuagdo por ocorréncia/distribuicao
da alteragdo por lamina, por exemplo, 0 - alteracao
ndo observada; 1- discreta (até duas ocorréncias da
alteracdo por lamina); 2- moderada (trés a cinco
ocorréncias da alteracdo por lamina) e 3- intensa
(acima de cinco ocorréncias da alteragdo por lamina)
ou utilizagdo de programas computacionais para

analise da intensidade de cor (2),

Estudos histopatoldgicos com plantas medicinais
A andlise histopatolégica vem sendo utilizada

na pesquisa com plantas medicinais em diferentes

areas na procura por novas alternativas terapéuticas

para diferentes patologias como no tratamento da
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Sindrome Combinada de Rinite Alérgica e Asma
(CARAS) pelos alcaloides warifteina e
metilwarifteina(’l); da inflamag¢do pulmonar cronica
pelo 6leo de coco virgem(12); da rinite alérgica cronica
pelos alcaloides warifteina e metilwarifteina(13) e das
ulceras gastricas pelo extrato da planta Cyssampelos
sympodialis(1%),

Portanto, considerando os estudos de
toxicidade essenciais para determinar o perfil
abrangente de seguranca de um medicamento, a
realizacdo de ensaios de toxicidade, como a analise
histopatolégica, nas fases precoces da pesquisa,
desempenha um papel relevante, permitindo
antecipar riscos e reduzir a probabilidade de
compostos promissores falharem em etapas mais

avancgadas e dispendiosas.
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CAPITULO 15
AROMATERAPIA E AS PLANTAS MEDICINAIS

Livia Maria Trindade de Souza
Heloisa de Freitas Pacifico
Josemar dos Santos Soares

Jucianny Sales Silva

Liana Clébia de Morais Pordeus.

Resumo: Os dleos essenciais sdo substancias volateis,
originados a partir de plantas e suas diversas partes.
O uso dos Odleos essenciais propicia a pratica da
aromaterapia. De acordo com o Ministério da Saude, a
aromaterapia faz parte da aromatologia, que é a
ciéncia que investiga os efeitos terapéuticos dos 6leos
essenciais e de substancias aromaticas. No Brasil, a
aromaterapia é tida como uma pratica reconhecida,
além disso de acordo com a Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (PNPIC) de
2016, esta é uma pratica multiprofissional,

integrativa, complementar e pode ser realizada
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individualmente ou coletivamente na atengdo
basica/Sus.
Palavras-chave: plantas medicinais, 6leos essenciais,

aromaterapia.

Diversas espécies de plantas, e as suas partes
tais como folhas, flores, cascas, sementes e raizes
possuem na sua composicdo metabolitos secundarios
denominados de o6leos essenciais aromaticos (OE).
Essas substancias sdo volateis, de estrutura quimica
distintas, que interagem com o0 organismo
proporcionando diferentes efeitos terapéuticos. Estes
6leos possuem propriedades fisicas e psiquicas que
despertaram o interesse da comunidade cientifica (1),
Sdo caracterizados por ser uma mistura de
substancias organicas, dentre elas: terpenos, aldeidos,
alcoois, ésteres, fendlicos, éteres e cetonas.
Atualmente existe uma alta demanda por produtos a
base de oleo essencial ou produtos quimicos com

aroma natural (2).
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Os terpenos sdo formados pela associagdo de
isoprenos, cadeias de cinco carbonos ligados uns aos
outros, e os mesmos se diferenciam pelo namero de
unidades que se repetem. Monoterpenos e
sesquiterpenos possuem uma pequena massa
molecular e por isso sdao muito volateis, explicando o
aroma acentuado e caracteristico dos 6leos essenciais
(34).

A aromaterapia é uma pratica terapéutica onde
usa-se os OEs e vem sendo realizada ha muitos anos,
com relatos desde as. Civilizacdes antigas. Atualmente
sdo utilizados como intervenc¢des para diferentes
transtornos ocasionados, por exemplo, pelo estresse
oxidativo, tumores, sintomatologias psiquiatricas,
com énfase no tratamento dos transtornos de humor
e de Ansiedade (),

Os comportamentos ansiosos e 0s transtornos
de ansiedade se configuram como problema de saude
publica, uma vez que se apresentam com alta taxa de
prevaléncia e incidéncia na populacao, trazendo um

impacto negativo significativo aos papéis familiares,
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sociais e ocupacionais do individuo acometido, com
efeitos que podem ser nocivos para o
desenvolvimento humano em todas as fases da vida,
além de onerar o sistema de satude (©).

Em relatério da OMS, em 2018, o Brasil foi
considerado o pais com o maior numero de pessoas
ansiosas do mundo, onde 9,3% da populacdo
apresenta o transtorno. O relatdrio indicou que, na
maioria dos paises analisados, a ansiedade é o
segundo transtorno mental com maior incidéncia de
incapacitacdo, sendo o primeiro a depressao. A OMS
também indicou que o Brasil é o primeiro quanto ao
tempo de convivéncia com a incapacidade provocada
por transtornos psiquiatricos (7).

Existem algumas possibilidades de intervencao
junto as manifestacdbes e aos transtornos de
ansiedade, sendo os tratamentos farmacolégicos e
psicoterapicos as intervencdoes tidas como
convencionais nos ultimos 30 anos ). No entanto, a
abordagem farmacolégica apresenta limitacgdes,

podendo envolver uma série de efeitos indesejaveis
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aos pacientes, tais quais sedacdo, cefaléia, ataxia,
quadros de tolerancia e dependéncia medicamentosa.
Sendo assim, o aumento da conscientizacdo sobre os
efeitos colaterais das drogas de a¢do no sistema
nervoso central, quando utilizadas sem indicagao
correta, levou a busca por novos tratamentos que
apresentem menores riscos.

No contexto mundial, a OMS recomenda que os
6rgdos publicos integrem as Medicinas Tradicionais e
Complementares aos sistemas nacionais de sadde. De
acordo com o Ministério da Saude, a aromaterapia faz
parte da aromatologia, que € a ciéncia que investiga os
efeitos terapéuticos dos OE e de substancias
aromaticas. No Brasil, a aromaterapia é tida como
uma pratica reconhecida (Ver figura 1), além disso de
acordo com a Politica Nacional de Praticas
Integrativas e Complementares (PNPIC) de 2016, esta
€ uma pratica multiprofissional, integrativa,
complementar e pode ser realizada individualmente

ou coletivamente na ateng¢do basica/Sus (9.
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Figura 1. Pratica de aromaterapia no SUS

E OFICIAL!
AROMATERAPIA
NO SUS

Fonte: André Ferraz, 2018.

Quanto ao uso dos OEs na terapéutica, eles
podem ser de grande utilidade ao Sistema Unico de
Saude (SUS) no ponto de vista econOmico, pois a
aromaterapia é considerada uma intervencao de
baixo custo e o efeito dos OEs pode beneficiar os
pacientes assistidos pelo SUS ©).

Os efeitos dos 6leos em fungdes do Sistema
Nervoso Central (SNC), como cognicio e
comportamento, se devem ao fato de que essas
substancias tém uma excelente absor¢do e transporte
através das membranas em virtude da sua
lipossolubilidade, principalmente se administracao

for por via inalatéria (1.
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Tendo em vista as limitacdes e até mesmo a
escassez de alguns estudos cientificos sobre OE, os
possiveis efeitos destes precisam ser mais
investigados em diferentes populagdes, buscando
compreender melhor as variagdes nas dosagens, a
melhor via de administracdo, as indicac¢oes
terapéuticas dentre outras propriedades que podem
influenciar o uso da aromaterapia e, desta forma,
servir beneficamente a saude do individuo (10),

Abaixo listamos alguns exemplos de Oleos
Essenciais, com indica¢cdes sobre o seu uso popular

e/ou cientifico.
Citrus Sinensis

O dleo essencial de citrus sinensis, pertencente
a familia Rutaceae, é conhecido popularmente como
laranja doce, apresenta alto teor volatil e sua
composicao quimica é rica monoterpenos.
Pesquisadores tém investigado sobre a atividade

ansiolitica do 06leo essencial de citrus sinensis. Os
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efeitos positivos das espécies do género citrus se deve

as substancias bioativas presentes (10,

Citrus Aurantium L.

O Oleo essencial de Citrus aurantium L.,
pertencente a familia Rutaceae, é conhecido
popularmente como laranja amarga. Na medicina
popular brasileira e em outros paises € utilizado para
tratar ansiedade, insonia e anticonvulsivante, o que
sugere efeito depressor sobre o SNC, entre outras
atividades. Os 6leos essenciais, principalmente os de
aroma citricos, também sdao indicados para
tratamentos de transtornos de humor e depressao,
pois acredita-se que o Oleo essencial de laranja

apresenta efeito relaxante (11.12),

Rosmarinus officinalis L.

O OE de Alecrim (Rosmarinus officinalis L.) (Ver
figura 2) pertence a familia Lamiaceae, e pode
apresentar potencial efeito antioxidante. Suas
propriedades neuroprotetivas vém sendo estudadas.

Segundo Song, et al.,, (2016) (13), o extrato de alecrim é
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considerado um potente tratamento para um melhor
desempenho cognitivo, porém este estudo foi
realizado com ratos que tinham lesao cerebral
traumatica leve. O OE Rosmarinus officinalis L possui
efeitos que podem amenizar o estresse e que
contribuem na inducao da diferenciacdao celular
neural. Isto se deve principalmente a variedade de
substancias presentes neste OE: antioxidantes,
bioativos citoprotetores e potencializadores da

cognicao.

Figura 2. Oleo essencial de Alecrim

Fonte: www.mundoboaforma.com.br/15-beneficios-do-oleo-de-
alecrim-para-que-serve-e-dicas/

Lavandula Angustifolia
O dleo essencial de lavandula angustifolia (Ver

figura 3), pertencente a familia Lamiaceae, € utilizado
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para tratamento de doencas mentais como,
transtornos de ansiedade e de Humor. Em sua
composicdo encontra-se principalmente linalol e

acetato de linalil (11.12),

Figura 3 - Oleo essencial de Lavandula angustifolia

Fonte: flores.culturamix.com/flores/naturais/quais-os-
beneficios-do-oleo-essencial-de-lavanda

Consideracoes finais

Diante do exposto, os 6leos essenciais
aromaticos sao compostos complexos que podem
atuar em diferentes contextos em nossos organismos.
Existem diversas espécies que podem originar os
0leos essenciais aromaticos, algumas foram
abordadas neste capitulo como Citrus Sinensis, Citrus
Aurantium L., Rosmarinus officinalis L. e Lavandula

Angustifolia. Dentre os aspectos abordados de cada
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0leo destacamos a atuacdo destas espécies sobre o

SNC.
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Secdo 2:
TOXINOLOGIA - VENENOS,
PECONHAS E TOXINAS DE ANIMAIS

Figura 1
aranha: Phoneutria nigriventer

(armadeira)
Hustragdo: Ldpis grafite

Figura2

Figura 2
Estrutura da toxina de trés-digitos
llustragdo: Lapis grafite

Figura 3
Serpente Micrurus ibiboboca

(coral nordestina)
Hustragdo: Caneta nanquim com ldpis pastel.
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CAPITULO 16
ANIMAIS VENENOSOS E PECONHENTOS

Alexandre Augusto de Assis Dutra

Os animais que podem produzir, armazenar,
secretar ou inocular substancias téxicas contam com
uma defesa eficiente contra predadores e uma
vantagem competitiva na predagdo. Normalmente
esses animais sdo ditos “venenosos”, mas é pertinente
esclarecer sobre dois termos utilizados em
toxinologia: animais venenosos e peconhentos. Os
animais venenosos possuem em Seu organismo
substancias téxicas a outras espécies. Essas toxinas
podem estar presentes em Orgdos especificos ou em
todo o corpo do animal e sdo chamadas de veneno.
Dentre os animais venenosos uma parcela possui
aparatos especializados na inoculacdo da substancia
toxica. Esses sao ditos peconhentos e a substancia

toxica é denominada pegonha. Vale dizer entdo que
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todo animal peconhento é venenoso. Mas nem todo
animal venenoso é peconhento (1.2),

Quanto a composicdo, venenos e peconhas podem
possuir muitas das mesmas toxinas e efeitos
parecidos no organismo. Assim, a diferenca é que os
venenos sao inalados, ingeridos ou absorvidos pela
pele; enquanto a peconha deve ser inoculada no
organismo da vitima. De fato, algumas toxinas podem
ser componentes de um veneno em um animal e de
uma peconha em outro, como é o caso da
tetrodotoxina (3.

A tetrodotoxina (TTX) é um alcaléide bloqueador
dos canais para sddio. Esse bloqueio interrompe a
transmissao nervosa nos musculos esqueléticos
causando paralisia ). Apesar de ser fatal para a
maioria dos animais, algumas espécies encontram
nela uma aliada. E o caso do baiacu (Tetraodontidae)
(figura 1a) e 0 polvo-dos-anéis-azuis
(Hapalochlaena) (figura 1b) 34). O baiacu, ou fugu, é
consumido no Japao, apesar de sabidamente

venenoso ©). E interessante notar que a TTX é estavel
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em temperaturas mais altas, por isso cozinhar o peixe
nao inativa a toxina. Pelo contrario, foi demonstrado
que o calor pode aumentar a sua poténcia ().

A TTX, um veneno no baiacu, € uma pe¢onha
inoculada na mordida do Polvo-de-anéis-azuis
(Hapalochlaena) (figura 1b). O uso de veneno por
polvos ja é observado desde 1888(8), mas os polvos do
género Hapalochlaena sdao os uUnicos com a TTX na
composicao da sua peconha e a ja terem causado
acidentes fatais em humanos®. E importante
salientar que, assim como acontece com os baiacus,
esses polvos ndo produzem a TTX, mas a obtém a
partir de bactérias endossimbiontes (4.

Obter as suas toxinas de fontes exdgenas
dispensa o animal dos custos de producdo, mas para
utilizar esses componentes €é importante que o
portador seja imune a sua agdo no organismo. S3o
necessarios meios de transportar e armazenar a
toxina de forma segura. As proteinas ligadoras de
toxinas (TBP) parecem impedir o acimulo da TTX no

organismo desses animais e sdo vistas como uma
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terapia promissora, ja que até o momento nao existem
antidotos para envenenamentos com a TTX (). Além
disso, os canais para sodio desses animais acumulam
mutacdes que os tornam menos sensiveis a toxina,
mas nao sem cobrar um preco na eficiéncia da

geracdo do potencial de agdo (4.

Figura 01. Animais venenosos e pe¢onhentos
carregadores de TTX: (a) familia Tetraodontidae.
Seus membros estdo distribuidos da Africa até o
Sudeste Asiatico ). (b) Polvos-dos-anéis-azuis
(Hapalochlaena). Eles possuem em sua glandula
salivar a neurotoxina TTX(®).

Entre os cnidarios, as espécies peconhentas de

maior importancia médica sdo as aguas-vivas(’). Os

acidentes com esse animais, na maoria dos casos,
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causam apenas dores locais intensas. Entretanto, no
caso de banhistas que tem a infelicidade de se
acidentar com a agua-viva australiana Box Jellyfish ou
Sea wasp (Cubozoa)®7) as consegéncias serdo mais
graves e até fatais. Em algumas ocasides os acidentes
com esses animais causam a chamada sindrome
Irukandji, caracterizada por dor aguda, nausea,
hipertensdo arterial, hemorragia cerebral e morte
(7.89).

No ambiente terrestre as serpentes sdo os
animais peconhentos de maior importancia médica
(1011), Seu aparato para a inoculacdo da pegonha é
constituido de duas presas conectadas por dutos a
glandulas de veneno localizadas na mandibula
superior. A composicdo da peconha varia entre as
diferentes espécies, mas é composto basicamente por
proteinas e peptideos com agdao neurotdéxica ou
necrosante (12),

A maioria dos acidentes ofidicos no Brasil sao
causados por serpentes das familias Viperidae

(Bothrops, Crotalus e Laquesis) e Elapidae(1011), QOs
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viperideos apresentam denticdo solendéglifa e fosseta
loreal. Destacam-se nessa familia as serpentes do
género Bothrops, que englobam as jararacas (Figura
2a)(1), do género Crotalus, onde estdo as cascavéis
(figura 2b), muito embora em 2009, Hose as
reclassificou como pertencentes ao género Caudisona
(13), A Surucucu (figura 2c¢), maior espécie de serpente
peconhenta da América do Sul, estd classificada no
género Lachesis (10.11),

Na familia Elapidae estdo as corais-verdadeiras.
Elas se distinguem das viperidaes por ndo possuirem
fosseta loreal, pela dentigdo proteroglifa e por terem
uma cabeca arredondada (figura 2d) (D, E
importante chamar a atengdo para um equivoco
cometido por leigos no que diz respeito a
identificacdo das corais pelo seu padrdo de anéis. E
popularmente dito que a coral-verdadeira possui
anéis vermelhos que dao a volta completa no corpo e
a coral-falsa possui anéis incompletos. Mas na
verdade tanto as corais-verdadeiras quanto as falsas

podem apresentar anéis completos ao redor do corpo
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e algumas corais-verdadeiras apresentam anéis
brancos (figura 2e) (1011), A dnica maneira,
obviamente nao recomendada para pessoas nao
treinadas de identificar uma serpente coral é através
do exame da denticdo. As corais-verdadeiras possuem
denticdo proteroglifa e as corais falsas, aglifa ou

opistdglifa (10.11),

Figura 02. Serpentes da familia Viperidae (a) B.
Jararacussu. Foto por Daniel Loebmann (b) Cascavel
(Caudisona durissa). Foto por Paulo Bernardes. (c)
Surucucu-pico-de-jaca (Lachesis muta). E a maior
espécie de serpente peconhenta da América.
Serpentes da familia Elapidae (d) Embora venenosas,
as corais nao possuem fosseta loreal e tem a cabeca
arredondada. Foto M. Martins. (e) Micrurus
albicinctus. Nem todas as corais-verdadeiras possuem
anéis vermelhos. Foto: Sazima.
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No filo Arthropoda aranhas e escorpides

ocupam posicao de destaque quando se refere aos
animais peconhentos (141516) mas a utilizacdo de
toxinas para defesa ou predacdo é observada em
outras classes. Na classe insecta ha representantes
peconhentos ou venenosos que dispdem de uma
variedade de compostos téxicos no auxilio a defesa ou
predacdo. Podemos citar o acido férmico encontrado
nas formigas e em alguns besouros; o acido acético
que o escorpido-vinagre (Mastigoproctus giganteus)
asperge quando ameac¢ado; a melitina, que é uma
toxina encontrada na peconha da abelha Apis millifera

(1516), O coquetel que compode a maioria dos venenos e
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peconhas de insetos conta com aminas biogénicas
responsaveis pelas reacoes alérgicas e pela dor no
local da picada (1618), Apesar de os acidentes fatais
serem raros, elem podem ocorrer nas ocasides em
que a pessoa é picada diversas vezes por abelhas (15)
ou vespas (17), Em pessoas com hipersensibilidade a
essas toxinas, a picada de um unico animal pode
causar reacdes mais graves em casos extremos a
anafilaxia pode levar a morte (18),

Representantes da classe Arachnida, aranhas e
escorpidoes possuem em sua peconha neurotoxinas
que respondem pela sua importincia médica e
veterinaria (19, As aranhas responsaveis pelos
acidentes de maior gravidade no Brasil pertencem a 3
géneros (19): Loxosceles Heineken & Lowe 1832,
Latrodectus Walcknaer, 1805 e Phoneutria Perty,
1833. No género Loxosceles estdo as aranhas-marrom
(figura 3a). Apesar de liderarem o numero de
acidentes (1), essas aranhas ndo siao agressivas e os
acidentes muitas vezes ocorrem quando a pessoa a

comprime contra o corpo ao se vestir ou cal¢ar. Sua
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peconha tem atividade proteolitica e hemolitica. Nos
casos mais graves tem-se o chamado loxoscelismo,
que pode evoluir inclusive para a morte. No género
Latrodectus estao as aranhas conhecidas como “vitva-
negra” (figura 3b). A fémea, nesse caso, é responsavel
pelos acidentes. O macho possui presas que nao
conseguem penetrar a pele humana (22). As fémeas
desse género possuem uma coloracao preta brilhante,
com um abdémen grande onde se vé em vermelho
vivo um contorno semelhante a de uma ampulheta
(22), A Phoneutria nigriventer  (figura 3c),
popularmente conhecida como “aranha-armadeira”
ou “aranha-da-bananeira”, é encontrada nas regioes
centro-oeste e sudeste do Brasil (23) e é tida como a
tinica responsavel por acidentes dentro do género. E
possivel, contudo, que outras espécies parecidas com
a aranha-armadeira, como a ctenideas do género
Ctenus (figura 3d), sejam responsaveis por acidentes
atribuidos a armadeira (24).

Os acidentes com escorpides raramente tem um

desfecho grave. A exceg¢do sao os ocorridos com
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criangas e idosos. Estes podem evoluir para quadros
mais sérios (20), Considerado o responsavel pelos
quadros de maior gravidade, o escorpido-amarelo
Tityus serrulatus se adaptou bem ao ambiente urbano.
Sdo animais partenogénicos, ou seja, a fémea se
reproduz sem necessidade do macho (2%). As toxinas
da peconha de escorpido que atuam em canais para
sodio despolarizam terminais nervosos no sistema
simpatico e parassimpatico. Isso resulta na liberagdo
de adrenalina, noradrenalina e acetilcolina,
responsaveis pelos sintomas sistémicos do

envenenamento (26),

Figura 03: Aranhas de importancia médica no Brasil:
(a) Loxosceles amazonica. Foto: Pedro H. Martins; (b)
Latrodectus aff. curacaviensis. Fotos: Pedro H. Martins;
(c) Phoneutria nigriventer Foto: Pedro H. Martins; (d)
Ctenus medius foto: Barbo et al. (2009).
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Consideracoes finais

Mais do que permitir o desenvolvimento de
terapias mais eficientes em caso de acidentes, o
estudo dessas toxinas é um campo vasto para a
“prospeccio  molecular’®.,  Peptideos  dessas
peconhas, ou peptideos sintéticos construidos a partir
deles, tem sido utilizados nas mais diversas areas (27),
O exemplo mais ilustre é o anti-hipertensivo
Captopril® ou Enalapril®. Desenvolvido entre o final
dos anos 1970 e inicio dos anos 1980, foi sintetizado

tendo como base parte da estrutura do Peptideo
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Potenciador de Bradicinina (BPP) isolado a partir da
peconha da jararaca (1.

Normalmente vistos como pragas, os animais
venenosos e peconhentos carregam em suas toxinas
ferramentes com aplicacées nas mais diversas areas.
Sdo tantas as possibilidades que o estudo dessas
moléculas ganhou um nome exclusivo: venémica (1),
Obviamente as espécies citadas nesse texto
representam apenas uma parcela das espécies
venenosas e peconhentas da fauna brasileira, visto
que somos 0 maior pais tropical do mundo com uma
variedade de ecossistemas que se reflete na
diversidade da nossa fauna.
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CAPITULO 17
SERPENTES DE IMPORTANCIA MEDICA NO BRASIL

Gentil Alves Pereira Filho;
Washington Luiz Silva Vieira;

Frederico Gustavo Rodrigues Franga

Introducao

As serpentes constituem um grupo de
vertebrados com extremo sucesso evolutivo,
habitando quase todos os continentes, com excecdo da
Antartida (1). Apresentam dieta ampla podendo
consumir desde grandes mamiferos até pequenos
invertebrados, e estdo presentes nos mais variados
habitats, utilizando desde o solo, arvores, rios, lagos e
oceanos (2). Constituem o segundo maior grupo em
termos de diversidade dentro dos répteis, com mais
de 3.700 espécies conhecidas em todo mundo e que

variam bastante em tamanho, coloragao e morfologia

(3).
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O plano corporeo de uma serpente chama
atencdo principalmente pela auséncia de membros
locomotores, os quais foram perdidos durante sua
evolucao (2). Dessa forma, para manipular e subjugar
as presas, as serpentes utilizam apenas o corpo e a
cabe¢a, sendo que alguns grupos de serpentes
desenvolveram o veneno para matar e digerir as
presas, assim como se defender de predadores de
forma muito eficaz (1). E exatamente neste dltimo
aspecto (defesa contra predadores) que os acidentes
ofidicos acontecem. No Brasil, os principais sistemas
notificadores de acidentes ofidicos sdo o Sistema de
Informacao de Agravos de Notificacdo (SINAN), o
Sistema  Nacional de Informacées  Téxico-
Farmacolégicas (SINITOX), o Sistema de Informacgdes
de Mortalidade (SIM) e o Sistema de Informacgdes
Hospitalares do Sistema Unico de Satude (SIH-SUS).
Ainda assim, mesmo com quatro sistemas de
informacdo, muitos acidentes ofidicos acabam nao
sendo informados, gerando uma lacuna nos aspectos

relevantes destes acidentes.
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Nas Américas, as familias Viperidae e Elapidae
sdo as principais responsaveis pelos acidentes
ofidicos, respondendo pela quase totalidade dos
casos, entretanto, algumas espécies da familia
Dipsadidae também sao consideradas causadoras de
acidentes em grau moderado ou até mesmo grave (4).
Na familia Viperidae, quatro géneros se destacam por
causarem acidentes graves no Brasil, sao eles:
Bothrocophias, Bothrops, Crotalus e Lachesis, sao
conhecidas popularmente como Surucucus (Lachesis)
(Figura A), Jararacas (Bothrocophias e Bothrops)
(figura B) e Cascavéis (Crotalus) (Figura C). Estas
serpentes possuem denticdo especializada para a
injecdo de veneno (denticao solendglifa). No Brasil
existem 29 espécies de Jararacas, uma espécie de
Cascavel, com algumas subespécies reconhecidas, e
uma espécie de Surucucu (5). As Jararacas
apresentam distribuicdo ampla em todo territdrio
nacional, podendo estar presentes em florestas como
a Amazobnica e a Atlantica, em Aareas abertas como a

Caatinga e o Cerrado, com algumas espécies se
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adaptando muito bem a ambientes antropizados
como plantagdes e até mesmo centros urbanos (4, 6).
As Cascavéis estdo distribuidas majoritariamente em
areas secas do Brasil, como a Caatinga e o Cerrado,
entretanto, também sdo encontradas em ambientes
florestais como em areas da Amazodnia e da Floresta
Atlantica (7). As Surucucus se distribuem na
Amazonia e em boa parte da Floresta Atlantica, com
alguns registros em florestas no interior do Brasil (4,
7).

A familia Elapidae apresenta cerca de 33
espécies de Cobras Corais Verdadeiras, que
representam os géneros Leptomicrurus (3 espécies) e
Micrurus (30 espécies) (Figura D). Estas serpentes
também possuem denticdo especializada para
inocular o veneno (denticao proteréglifa). As Corais
Verdadeiras se distribuem por todo o territério
brasileiro e sdo encontradas na Amazonia, Floresta
Atlantica, Caatinga, Cerrado e Pantanal. Varias

espécies também se adaptam muito bem a areas
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antropizadas, sendo encontradas até mesmo em areas
de grandes cidades (8).

Algumas espécies da familia Dipsadidae,
também sdo consideradas de interesse médico. Essas
serpentes podem ou nao ter dentes especializados na
injecdo do veneno (denti¢des opistoglifa e aglifa). Esta
familia é a mais diversa no Brasil, possuindo mais de
230 espécies, entretanto, apenas alguns géneros
apresentam importancia médica, dentre estes, os

géneros Philodryas (Figura E) e Boiruna se destacam.

Espécies de importancia médica no Brasil

Abaixo, apresentamos tabelas referentes as
espécies de serpentes de importancia médica
encontradas no Brasil (Tabelas 1, 2 e 3). A lista de
serpentes da familia Dipsadidae esta representada
por géneros e indicamos algumas espécies com casos
registrados na literatura. Também sdo apresentados
de forma geral a sintomatologia dos acidentes

causados por estas espécies em particular.
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Tabela 1. Espécies da familia Viperidae e seus biomas
de ocorréncia no territério brasileiro. Abreviacdes
sdo: AM - Amazonia, CA - Caatinga, CE - Cerrado, MA -
Mata Atlantica, MA-i - Mata Atlantica em ilhas, PA -
Pampas/Floresta de Araucaria, PT - Pantanal.

Viperidae Biomas
Bothrocophias hyoprora (Amaral, 1935) AM
Bothrocophias microphthalmus (Cope, 1876) AM

Bothrops Alcatraz Marques, Martins & Sazima, 2002 MA-i
Bothrops alternatus Duméril, Bibron & Duméril, 1854 CE, MA, PA

Bothrops atrox (Linnaeus, 1758) AM
Bothrops bilineatus (Wied, 1821) AM, MA
Bothrops brazili Hoge, 1954 AM
Bothrops cotiara (Gomes, 1913) MA
Bothrops diporus Cope, 1862 MA, PA
Bothrops erythromelas Amaral, 1923 CA
Bothrops fonsecai Hoge & Belluomini, 1959 MA
Bothrops insularis (Amaral, 1922) MA-i
Bothrops itapetiningae (Boulenger, 1907) CE
Bothrops jararaca (Wied, 1824) MA, PA
Bothrops jararacussu Lacerda, 1884 MA
Bothrops leucurus Wagler in Spix, 1824 MA
Bothrops lutzi (Miranda-Ribeiro, 1915) CA, CE
Bothrops marajoensis Hoge, 1966 AM
Bothrops marmoratus Silva & Rodrigues, 2008 CE
Bothrops mattogrossensis Amaral, 1925 AM, CE, PT
Bothrops moojeni Hoge, 1966 CE
Bothrops muriciensis Ferrarezzi & Freire, 2001 MA
Bothrops neuwiedi Wagler in Spix, 1824 CE, PA

Bothrops otavioi Grazziotin, Sazima, Martins & MA-i
Sawaya, 2012

Bothrops pauloensis Amaral, 1925 CE
Bothrops pirajai Amaral, 1923 MA
Bothrops pubbescens (Cope, 1870) MA, PA

Bothrops sazimai Barbo, Gasparini, Almeida, Zaher, MA-i
Grazziotin, Gusmdo, Ferrarini e Sawaya,

2016
Bothrops taeniatus Wagler in Spix, 1824 AM
Crotalus durissus Linnaeus, 1758 AM, CA, CE,
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MA, PA, PT
Lachesis muta (Linnaeus, 1766) AM, MA

Fonte: Autoral

Tabela 2. Espécies da familia Elapidae e seus biomas
de ocorréncia no territorio brasileiro. Abreviacoes
sdo: AM - Amazonia, CA - Caatinga, CE - Cerrado, MA -
Mata Atlantica, PA - Pampas/Floresta de Araucaria,
PT - Pantanal.

Elapidae Biomas
Leptomicrurus collaris (Schlegel, 1837) AM
Leptomicrurus narducci (Jan, 1863) AM
Leptomicrusus scutiventris (Cope, 1870) AM
Micrurus albicinctus Amaral, 1926 AM
Micrurus altirostris (Cope, 1859) MA, PA, PT
Micrurus annelatus (Peters, 1871) AM
Micrurus averyi Schmidt, 1939 AM
Micrurus boicora Bernarde, Turci, Abegg & Franco, 2018 AM
Micrurus brasiliensis Roze, 1967 CE
Micrurus corallinus (Merrem, 1820) MA
Micrurus decoratus (Jan, 1858) MA
Micrurus diana Roze, 1983 CE
Micrurus diutius Burger, 1955 AM
Micrurus filiformis (Glinther, 1859) AM
Micrurus frontalis (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) CE, MA
Micrurus hemprichii (Jan, 1858) AM
Micrurus ibiboboca (Merrem, 1820) CA, MA
Micrurus isozonus (Cope, 1860) AM
Micrurus langsdorffi Wagler in Spix, 1824 AM
Micrurus lemniscatus (Linnaeus, 1758) AM, CA, CE,
MA
Micrurus mipartitus (Duméril, Bibron & Duméril, 1854) AM
Micrurus nattereri Nettereri Schmidt, 1952 AM
Micrurus pacaraimae Carvalho, 2002 AM
Micrurus paraensis Cunha & Nascimento, 1973 AM

Micrurus potyguara Pires, Silva, Feitosa, Prudente, MA
Pereira Filho & Zaher, 2014

Micrurus psyches (Daudin, 1803) AM
Micrurus putumayensis Lancini, 1962 AM
Micrurus pyrrhocryptus (Cope, 1862) AM
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Micrurus remotus Roze, 1987
Micrurus silviae Di-Bernardo, Borges-Martins & Silva,

2007

Micrurus spixii Wagler in Spixii, 1824

Micrurus surinamensis (Cuvier, 1817)

Micrurus tikuna Feitosa, Silva ]Jr.,

Prudente, 2015

Micrurus tricolor Hoge, 1956

Pires,

Zaher &

AM

AM
AM, CE
AM

CE, PA

Fonte: Autoral

Tabela 3. Espécies da familia Dipsadidae com as

espécies de interesse médico.

Géneros com Espécies com Principais Referéncias
espécies que casos sintomas
podem provocar confirmados de apresentados
sintomas de envenenamento.  pelo acidentado
envenenamento O asterisco (*)
indica morte de
pessoas
Apostolepis sp Espécie ndo Dor local e (4,9)
identificada hemorragia
local
Boiruna sp *Boiruna Dor local, edema (4,10)
maculata e equimose
Clelia sp Clelia plumbea Dor local, edema (4,10)
e equimose
Erythrolamprus Erythrolamprus Dor local, (4,9-12)
sp miliaris, E. edema, eritema,
poecilogyrus, P. hemorragia
viridissima local, lipotimia e
prurido
Helicops sp Helicops Dor local, (4,9, 10,
modestus, H. edema, eritema, 12)
angulatus hemorragia
local, lipotimia e
prurido
Hydrodynastes sp  Hydrodynastes Dor local, 9
gigas edema, paralisia
muscular
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Leptodeira sp

Mussurana sp

Oxyrhopus sp

Phalotris sp

Philodryas sp

Pseudoboa sp

Sibynomorphus
sp

Leptodeira
annulata

Espécie ndo
identificada

Espécie ndo
identificada

Phalotris
lemniscatus

*Philodryas
olfersii, P.
patagoniensis

Pseudoboa
neuwiedii

Sibynomorphus
mikanii

Atividade
proteolitica e
hemorragica
Nao ha
registros. Os
sintomas
provavelmente
se assemelham
aos das picadas
de Boiruna sp e
Clelia sp
Efeitos locais
leves a
moderados no
local da picada
Dor local forte,
edema,
gengivorragia,
hematuria,
anuria e
insuficiéncia
renal aguda
Dor local,
edema, eritema,
ardor,
dorméncia,
equimose,
gengivorragia,
lipotimia e
hemorragia
local

Nao hé registros
de acidentes. O
veneno possui
atividade
proteolitica e
hemorragica
Alteragdo no
tempo de
coagulagio
(coagulopatia
leve)

9

(4,10)

(9,11)

(4,9, 10,
13)

(4,9-11
14, 15)

(16)

(9-11)
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Thamnodynastes Thamnodynastes Dor local, (9,17)
sp pallidus, T. Atividade
strigatus hemorragica
Tomodon sp Tomodon Dor e atividade 9)
dorsatus hemorragica
local

5- Cobra Verde (Philodryas olfersir)

2- Jararac:

o W%

4

- Mussurana (Boiruna sertaneja)

ada ;eca (Bothrops erythromelas)

Fonte: Autoral

Sintomatologia de acidentes ofidicos causados por

serpentes da familia viperidae e elapidae
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- Acidente elapidico (0,9% dos casos)

Causados por serpentes conhecidas pelos
nomes vernaculares de Coral, Cobra-Coral, Cobra-
Coral-Verdadeira, Coral-Verdadeira (géneros Micrurus
e Leptomicrurus). A principal atividade do veneno
dessas serpentes é neurotoxica (8, 10, 18). Os
principais sintomas do acidentado sao: dor local,
parestesia, diplopia, ptose palpebral, dispneia,
abundancia de salivacao (sialorreia), dificuldade de
degluticdo e mastigacao (8, 10, 18). Nos acidentes
mais graves podem evoluir para insuficiéncia
respiratoria e levar a vitima a ébito (8, 10, 18).

Todos os acidentes elapidicos sao
considerados como potencialmente graves pelo risco
de insuficiéncia respiratoria. O tratamento adequado
da vitima deve ser feito usando aplicagdo do soro

antielapidico (10 ampolas) (10, 19).
- Acidente botrépico (86,2% dos casos)

Causados por serpentes do género Bothrops e

Bothrocophias. Conhecidas pelos nomes vernaculares
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de Jararacas, Jaracugu, Urutu-Cruzeiro, Cotiara,
Caicara, Caigaca, entre outros. A principal atividade do
veneno dessas serpentes é proteolitica, coagulante e
hemorragica (10, 18). Os principais sintomas do
acidentado sao: dor aguda, sangramento no local da
picada, inchaco (edema) no local da picada que pode
evoluir para todo o membro, hemorragias do tipo
hematdria, gengivorragia, equimose, abscesso,
formacao de bolhas e necrose (10, 18). Nos acidentes
mais graves sao observados hipotensao e choque
periférico em virtude a liberagdo de mediadores
vasoativos e aumento no tempo de coagulacdo
sanguinea (10). Infeccdo secundaria, provocada por
bactérias encontradas na flora bucal da serpente,
pode ocorrer no local da picada (10). O falecimento da
vitima ocorre devido a insuficiéncia renal aguda.

0 acidente botrépico é caracterizado conforme
ao tipo de gravidade provocada na vitima. Acidente do
tipo leve: quadro local discreto, sangramento discreto
em pele ou mucosas (pode haver apenas disturbio na

coagulacao); tipo moderado: edema e equimose
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evidentes, sangramento sem comprometimento do
estado geral (pode haver distarbio na coagulacao) e
do tipo grave: alteragdes locais intensas, hemorragia
grave, hipotensdo/choque, insuficiéncia renal, anuria,
podendo haver disturbio na coagulac¢ao (10, 19).

O tratamento adequado da vitima deve ser
feito dependendo da gravidade do acidente usando
aplicacdo do soro antibotrépico (2-4 ampolas em
casos de acidentes de gravidade leve) ou
antibotrépico-laquético (5-8 ampolas em casos
moderados) ou antibotrdpico-crotalico (12 ampolas

em casos graves) (10, 19).

- Acidente Crotalico (9,2% dos casos)

Causados pela Cascavel (Crotalus durissus),
serpente comum em formacgdes vegetais abertas sul-
americanas. A principal atividade do veneno dessa
serpente é neurotdxica, miotoxica e coagulante (10,
18). Os principais sintomas do acidentado sdo: dor e
edema discreto ou ausente no local da picada, ptose

palpebral, diplopia, parestesia, visdo turva, urina
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avermelhada ou de coloragdo marrom (10, 18). Os
acidentes mais graves sdao observados insuficiéncia
respiratdria aguda e aumento no tempo de coagulacao
sanguinea (10, 18). O falecimento da vitima ocorre
por insuficiéncia renal aguda ou respiratoria.

O acidente crotalico é caracterizado como:
acidente do tipo leve: alteracdes neuroparaliticas
discretas; sem mialgia, escurecimento da urina ou
oliguria; tipo moderado: alteragdes neuroparaliticas
evidentes, mialgia e mioglobinturia (urina escura)
discretas e do tipo grave: alteracdoes neuroparaliticas
evidentes, mialgia e mioglobintria intensas, oligiria
(10, 19).

O tratamento adequado da vitima deve ser
feito dependendo da gravidade do acidente usando
aplicacdo do soro anticrotalico (5 ampolas em casos
de acidentes de gravidade leve) ou antibotrépico-
crotalico (10 em casos moderados e 20 ampolas em

casos graves) (10, 19).

- Acidente Laquético (3,7% dos casos)
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Causados pela Surucucu, Surucucu-Pico-de-
Jaca (Lachesis muta). A principal atividade do veneno
dessa serpente é neurotodxica, proteolitica, coagulante
e hemorragica (10, 18). Os principais sintomas do
acidentado sao: dor aguda, inchaco (edema) e
equimose no local da picada que podem evoluir para
todo o membro, abscesso, hematuria, formacdao de
bolhas, hemorragias do tipo hematdria e
gengivorragia, bradicardia, hipotensao arterial,
nduseas, vOmitos, cdélicas abdominais, diarreia e
sudorese (10, 18). O falecimento da vitima ocorre por
insuficiéncia renal aguda. Devido a semelhanca dos
sintomas do acidente laquético com o botropico, isto
torna dificil diferencia-los, caso a serpente que
provocou o acidente nao tenha sido capturada e
levada ao hospital (10). Entretanto, o quadro
neurotdxico, observado no acidente laquético, quando
diagnosticado precocemente, contribui para o
tratamento especifico e adequado (10).

O acidente laquético é caracterizado como:

acidente do tipo moderado: quadro local presente;
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pode haver sangramentos, sem manifestacoes vagais;
tipo grave: quadro local intenso, hemorragia intensa,
com manifestagdes vagais.

O tratamento adequado da vitima deve ser
feito dependendo da gravidade do acidente usando
aplicacdo do soro antibotropico-laquético (10
ampolas em casos de acidentes de gravidade

moderada e 20 em casos graves) (10, 19).

Prevencao de acidentes ofidicos e primeiros
SOCOIToSs

De forma geral, medidas simples previnem
muito bem acidentes ofidicos. Uma das medidas mais
eficazes é a utilizacdo de botas de cano alto. Estas
botas protegem exatamente a regido entre os pés e o
joelho, local onde ocorre cerca de 70% das picadas.
Perneiras a base de couro também sdao muito eficazes
e protegem a mesma regido mais afetada pelos
acidentes. O uso de luvas de couro também pode
prevenir acidentes na regido das maos e dos

antebragos. Um dos cuidados mais recomendados é
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nunca manipular serpentes sem o conhecimento
prévio e sem autorizacdo dos Orgdaos ambientais
competentes. Ao encontrar estes animais, o
procedimento  sempre deve ser cauteloso,
principalmente quando ndo se sabe se é ou ndo uma
serpente peconhenta. Para a relocacao de animais que
estejam em areas urbanas ou até mesmo dentro de
residéncias, deve-se chamar a Policia Ambiental ou o
Corpo de Bombeiros, os quais possuem equipamento
e treinamento para a contencdo de serpentes. Em
nenhuma hipétese pessoas sem treinamento devem
manipular ou tentar capturar serpentes.

Em caso de acidentes, a principal medida que
deve ser tomada é acalmar a vitima e lavar o local da
picada com agua e sabao. Apos isso, o acidentado deve
ser levado o mais rapido possivel para o ambiente
hospitalar. Alguns mitos como ingestdo de bebidas
alcodlicas, fumo, cha de ervas, entre outros, sdo
difundidos em varias regides do Brasil (10),

entretanto ndo possuem eficicia comprovada
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cientificamente e podem causar problemas de saude
adicionais a vitima.

Outras praticas como a suc¢dao do veneno e o
uso de torniquetes também ndo devem ser feitas. Os
torniquetes, principalmente em acidentes causados
por Jararacas pode maximizar o acidente, uma vez
que a acao do veneno das serpentes do género
Bothrops e Bothrocophias se da principalmente no
local préoximo da picada, dessa forma, o torniquete
impede que o veneno se espalhe por outras partes do
corpo, ficando concentrado na regido proxima da
picada. Muitas vezes os torniquetes podem aumentar
a chance de amputacao de membros, uma vez que
impede a oxigenacdo dos tecidos, maximizando assim

o efeito proteolitico do veneno.

Consideracgoes finais

0 encontro com serpentes estd ficando cada
vez mais comum, uma vez que, devido ao crescimento
desordenado das cidades e centros urbanos, mais

areas naturais vao sendo devastadas para dar lugar a
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tais centros e cidade. Nesta imparavel supressao de
areas naturais, a fauna residente sofre impacto direto,
ficando desabrigada e sem sitios para alimentacao,
reproducao, além da perda direta de territdrio (7). No
caso das serpentes, estas contam com um problema a
mais. A vilanizacdo resultante de anos de
desinformacdo e preconceito, os quais geram uma
matanca indiscriminada destes animais, mesmo se
tratando de espécies inofensivas.

As serpentes desempenham papel fundamental
na natureza, pois servem de presa para varios animais
como aves e mamiferos, assim como também atuam
como predadores, controlando a populacao de
roedores e outros grupos animais. Além das fun¢des
ecoldgicas, as serpentes possuem um alto potencial
bioprospectivo devido as potencialidades de seus
venenos, sendo o potencial para a fabricacdo de
farmacos ainda desconhecido e pouco explorado.
Dessa forma, conservar as serpentes e seus habitats
naturais sao medidas importantes tanto para evitas

acidentes ofidicos (mantendo as dreas naturais destes
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animais), tanto para manter o equilibrio ecolégico dos

ecossistemas.

Referéncias

Marques O, Medeiros C. Nossas incriveis serpentes:
caracterizacao, biologia, acidentes e conservacao. 1.
ed. Cotia: Ponto A; 2018.

Greene HW. Snakes: the evolution of mystery in
nature: Univ of California Press; 1997.

. Vitt L], Caldwell JP. Herpetology: an introductory
biology of amphibians and reptiles: Academic press;
2013.

Campbell JA, Lamar WW, Brodie ED. The venomous
reptiles of the Western Hemisphere: Comstock Pub.
Associates Ithaca [NY]; 2004.

. Costa HC, Bérnils RSJHB. Répteis brasileiros: Lista de
espécies 2015. Herpetologia Brasileira. 2015;4(3):75-
93.

Marques O, Eterovic A, Sazima . Serpentes da Mata
Atlantica: guia ilustrado para as florestas costeiras do
Brasil. 1. ed. Cotia: Ponto A; 2019.

Capa | Sumario | 300




7. Pereira Filho G, Vieira WL, Montingelli GG, Rodrigues
JB, Alves RRN, Franca FGR. Diversidade. In: Pereira
Filho G, Alves R, Vieira W, Franca FJ]JP, editores.
Serpentes da Paraiba: diversidade e conservacao. Jodo
Pessoa; 2017. P. 55-269.

8. Bucaretchi F, Capitani E, Hyslop S. Aspectos clinicos
do envenenamento causado por cobras-corais no
Brasil. In: Silva NJ Jr, editor. As cobras-corais do
Brasil: biologia, taxonomia, venenos e
envenenamentos. Goidnia: Editora da Pontificia
Universidade Catolica de Goias (PUC-Goias); 2016. P.
346-79.

9. Weinstein SA, Warrell DA, White ], Keyler DE.
Venomous Bites from Non-Venomous Snakes: A
Critical Analysis of Risk and Management of Colubrid
Snake Bites: Elsevier; 2011.

10. Bernarde PS. Serpentes peconhentas e acidentes
ofidicos no Brasil. Sao Paulo: Anolisbooks; 2014.

11. Silveira PVP, Nishioka SA. Non-venomous snake bite
and snake bite without envenoming in a brazilian
teaching hospital: analysis of 91 cases. Revista do

Capa | Sumario | 301




Instituto de Medicina Tropical de Sao Paulo.
1992;34(6):499-503.

12. Albolea A, Salomao M, Jordao R, Almeida-Santos S]JT.
Why non-poisonous snakes cause accidents. Toxicon.
2000;38:567-8.

13.Lema T. Cobras nao venenosas que matam. Natureza
em Revista. 1978;4:38-46.

14. Correia JM, Santana Neto PL, Pinho MS, Silva Jd,
Amorim MLP, Escobar JAC. Poisoning due to
Philodryas olfersii (Lichtenstein, 1823) attended at
Restauracao Hospital in Recife, State of Pernambuco,
Brazil: case report. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical. 2010;43(3):336-8.

15. Medeiros CR, Hess PL, Nicoleti AF, Sueiro LR, Duarte
MR, de Almeida-Santos SM, et al. Bites by the colubrid
snake Philodryas patagoniensis: A clinical and

epidemiological study of 297 cases. Toxicon.
2010;56(6):1018-24.

16. Torres-Bonilla KA, Andrade-Silva D, Serrano SM,
Hyslop SJCB, Toxicology PPC, Pharmacology.
Biochemical characterization of venom from
Pseudoboa neuwiedii (Neuwied's false boa;
Xenodontinae; Pseudoboini). Comparative

Capa | Sumaério | 302




Biochemistry and Physiology Part C: Toxicology &
Pharmacology. 2018;213:27-38.

17. Araudjo P, Medeiros da Silva W, Franca R, Franca FG. A
case of envenomation by neotropical Opisthoglyphous
snake Thamnodynastes pallidus (Linnaeus, 1758)
(Colubridae: Dipsadinae: Tachymenini) in Brazil.
Revista do Instituto de Medicina Tropical de Sao
Paulo. 2018;60.

18. Norris R. Venom poisoning by North American
reptiles. The Venomous Reptiles of the Western
Hemisphere. 2004;2:683-708.

19. Ministério da Satude. Guia de Vigilancia em Saude.
Brasilia; 2019. P. 740.

Capa | Sumario | 303




CAPITULO 18
VENENOS E TOXINAS DE ARTROPODES

Alessandra Matavel;
Barbara Bruna Ribeiro Oliveira-Mendes;

Ana Luiza Bittencourt Paiva

Artropoda é o maior filo do reino Animalia,
consistindo em 116 ordens e quase 270 mil espécies
conhecidas. No entanto, poucas ordens sao
peconhentas, dentre elas a ordem Araneae (aranhas),
Scorpiones (escorpides), Lepdoptera (lagartas) e
Hymenoptera (abelhas e vespas).

Durante sua longa histéria adaptativa de
milhdes de anos, os venenos de artréopodes tem
sofrido um fino ajuste que resultou em um complexo
coquetel de compostos bioativos com diversificada
gama de agdes farmacoldgicas, incluindo enzimas,
polipeptideos, aminas, ions, dentre outras moléculas
usadas para predacao, defesa contra predadores ou

microrganismos patégenos (1.
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Este capitulo foca no potencial biotecnolégico
dos peptideos presentes nos venenos destes animais e
apresenta a analise das patentes das ordens
supracitadas. Foram pesquisadas patentes
depositadas até dezembro de 2019 no Espacenet

(https://worldwide.espacenet.com), e encontradas

448 patentes.

Araneae

Os principais componentes bioativos dos
venenos de aranhas sdo peptideos entre 2 e 8 KDa. A
maioria desses peptideos é rico em pontes dissulfeto,
apresentando uma conformacao do tipo ICK (Inhibitor
Cystine Knot), o que lhes confere grande estabilidade
quimica, térmica, e resisténcia a proteases(l). De
forma geral, essas moléculas tém como alvo molecular
canais idnicos e receptores no sistema nervoso de
suas presas e/ou predadores. Uma vez que a atividade
desses canais i0nicos e receptores esta relacionada a

diversos processos fisiopatologicos, os venenos de

Capa | Sumario | 305




aranha tém sido prospectados como alvos
terapéuticos em humanos (1),

Foram registrados 140 patentes relacionadas a
toxinas de aranhas. Muitas patentes estdo
relacionadas com a atividade neuroprotetora,
antitumoral, antimicrobiana, analgésica, dentre
outros. A atividade analgésica de toxinas de aranhas
resulta principalmente da a¢do em diversos canais
envolvidos em vias nociceptivas, como, por exemplo,
os canais para sddio, calcio, canais do tipo ASIC e TRP.
Algumas toxinas tém sido descritas como potentes
inibidores da principal isoforma de canal para sédio
envolvido em vias de nocicepc¢do, o Nay1.7 23), Uma
importante patente de toxina analgésica é a patente
brasileira BR2006PI05484 relacionada a toxina
PhalB (PnTx3-6) da aranha Phoneutria nigriventer,
que atua em canais para calcio e que se mostrou mais
eficaz que drogas como morfina e ziconotida, e com
menos efeitos colaterais (4.

Alguns peptideos encontrados em varias

espécies de aranha apresentam estrutura linear

Capa | Sumario | 306




anfipatica em alfa-hélice, o que lhes confere atividade
citolitica e possivel acdo antimicrobiana e
antitumoral. Como exemplo, o peptideo LyeTxl,
isolado do veneno da aranha Lycosa eritrognatha,
demonstra atividade antibacteriana e antifiingica (®).
Dentre os peptideos com atividade antitumoral,
podemos citar Licosyn-I, isolado do veneno da aranha
Lycosa singorensis, que apresenta uma forte
capacidade de inibir o crescimento de células
tumorais in vitro e in vivo (©).

Cerca de 25% das patentes estdo relacionadas
a atividade inseticida, sendo consideradas
promissores modelos para o desenvolvimento de
novos bioinseticidas. A toxina GS-w/x-HXTX-Hvla
derivada de veneno de aranha Hadronyche versuta foi
registrada em 2014 como um bioinseticida na US
Environmental Protection Agency com o nome
comercial Spear T®, e atua em canais para calcio de
insetos (7).

Além dos peptideos, as acilpoliaminas (<1

KDa), componentes organicos nao peptidicos, também
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representam uma importante classe de moléculas nos
venenos de aranhas. Elas sdo antagonistas de canais
ionicos dependentes de ligantes, e atuam
principalmente no bloqueio de receptores pos-
sindpticos de glutamato no sistema nervoso de
vertebrados e invertebrados (). Algumas dessas
moléculas ja foram patenteadas para tratamento de
doengas neurodegenerativas e também como
inseticida (CN107056657A). 0 potencial
biotecnolégico das toxinas de aranhas vem se
expandindo para diversas outras aplicagdes, como
para o tratamento de disfuncdo erétil (Cap. 25) e

atividade neuroprotetora (Cap. 26).

Scorpiones

Embora haja mais de 2000 espécies descritas
no mundo, os escorpides de importancia médica
pertencentes a familia Buthidae. As pegonhas
escorpidnicas sao misturas complexas, nas quais as
neurotoxinas ativas em canais iOnicos sdo os

principais componentes toxicos (9.
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As potenciais aplicacdes terapéuticas de
compostos de peconhas escorpidnicas incluem
antitumoral, analgésica, antimicrobiana, antiviral,
antiparasitaria, imunossupressora, e aplicacdo como
potencializador de  bradicinina®. A  toxina
bloqueadora de canais de cloreto, clorotoxina, do
escorpido israelense Leiurus quinquestriatus, tem acao
antitumoral, inibindo a migrac¢ao e invasao das células
gliais (19,

A andlise das patentes encontrou 156 patentes
envolvendo compostos escorpionicos. A maioria das
patentes, 53%, estd relacionada a medicina
tradicional chinesa que utilizam a peconha ou até
mesmo o animal inteiro em conjunto com outros
compostos ativos para a produgdao de caldos ou
emplastos terapéuticos para diferentes finalidades.
No entanto, elas sao pouco objetivas quanto a espécie
do escorpido ou veneno utilizado.

As outras patentes (47%) foram usadas para
prospeccao de novas drogas, e apontam aplicagoes

terapéuticas mais diretas das peconhas, peptideos
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isolados ou andlogos. Alguns exemplos sdo a
utilizacdo de peptideos como agente imunossupressor
(W09829446A1), tratamentos para doengas
autoimunes (AU2005259533A1), arritmias cardiacas
(CN1179975C), toxinas ativas em canais idnicos para
tratamento de dor, inflamag¢do ou hipersensibilidade
(CN1382443A, CN104427987A, WO0168681A2),
antitumoral (CN100564517C), com acdo analgésica
(CN101041692A) e antimicrobianas
(JP2001186887A, MX2011007177A, CN100537748),
com atividade cosmética (EP3505532A1), para o
carreamento de  moléculas (EP2721060A2),
imunégenos recombinantes para producao
alternativa de antivenenos (MXPA03011014A),
dentre outros.

Uma patente americana consiste em um
baculovirus recombinante que produz a toxina
inseticida AalT do escorpido paquistanés Androctonus
australis (US6689356B1), um bioinseticida para
substituicdo dos inseticidas quimicos altamente

toxicos.
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O Brasil possui uma patente de um potencial
farmaco anti-hipertensivo presente na pegonha do

escorpido Tityus serrulatus (US2007275901A1).

Lepidoptera

Lagartas representam a fase larval dos insetos
da ordem Lepidoptera. A maioria delas sdo herbivoras
vorazes (99%). Quando existente, a glandula de
veneno esta conectada a espinhos presentes em pelos
0cos que recobrem o corpo desses animais, e que
podem inocular o veneno quando pressionado. Além
disso, os proprios pelos podem causar reacao
urticante no contato com a pele.

Dentre as lagartas de interesse meédico,
somente 13 géneros tiveram seu veneno, pelo menos
parcialmente, caracterizados: Leucanella, Lonomia,
Dendrolimus, Arctia, Premolis, Euproctis, Lymantria,
Thaumetopoea, Acharia, Doratifera, Latoia, Lagoa e
Podalia (11),

Foram encontradas 23 patentes pertencentes a

somente trés dos géneros citados em 4 diferentes
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paises. Destas, 19 patentes foram depoésito de
compostos ndo purificados, feitos a partir do animal
inteiro, na Roménia/Moldavia (10 composicoes,
género Lymantria), e na medicina tradicional chinesa
(9 composicdes, género Dendrolimus).

O Brasil apresentou 4 patentes, o composto
patenteado é a LOPAP (Lonomia obliqua prothrombin
activating protease), uma proteina de massa
molecular de 69 KDa com atividade pro-trombética e
procoagulante. Esta proteina também induz a
expressdo de moléculas de adesao como ICAM-1 e E-
selectina, mas ndao de VCAM nas células endoteliais
(HUVECs), além de um aumento da IL-8 e PG12,
sugerindo a¢do proé-inflamatoria (12),

Lagartas de interesse médico sdo uma fonte de
novas biomoléculas e o Brasil é pioneiro em pesquisas

com o veneno purificado e suas aplicacao direta.
Hymenoptera

Abelhas e vespas sao insetos da ordem

Hymenoptera. Embora o veneno dos insetos desta
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ordem possuam caracteristicas comuns, como a
presenca de peptideos policationicos e proteinas
alergénicas homodlogas, muitos outros componentes

sao especificos do género ou da espécie.

Abelhas

Abelhas possuem importante papel na
polinizacdo tanto ecolégico quanto comercial. Além
disso, esses insetos produzem indmeros insumos que
sdo utilizados pelos seres humanos como mel,
propolis, geleia real e cera. Dentre os componentes
peptidicos do veneno encontra-se a melitina,
apamina, tertiapina, adolapina (anti-inflamatoério),
peptideo MDC (anti-inflamatério e analgésico),
Cardiopep (antiarritmico), entre outros (13,

Foram encontradas 85 patentes submetidas
com apitoxina (60%) ou seus peptideos purificados. A
maioria das patentes com a apitoxina foi depositada
na Asia, sobretudo pela Coreia do Sul e China, e estdo
relacionadas a medicina tradicional. A utilizacao da

apitoxina é diversa como, por exemplo, doengas
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autoimune (KR20050138973A), reumatica
(CN101002851A, UA45503U, KR20110067407A)
anticoagulante (UA7731C2), antivirus a antitumor
(KR101553109B1, KR101700606B1), analgésica
(KR100483496B1), além de variadas utilizagdes
cosméticas (RU20030039859A, HRP20130733A2,
KR101089779B1, KR101418366B1). O Brasil possui
uma patente (BRPI0904036A2) de uma formulagao
topica da apitoxina com propriedades analgésicas e
anti-inflamatorias para o uso em artrite reumatoide.

Patentes de compostos isolados foram
encontrados somente para os peptideos melitina,
tertiapina e apamina conjugada com melitina. Esses
peptideos possuem baixa identidade (7,7 a 23,8%) e
similaridade (11,5 a 30,7%) na sequéncia primaria,
possuindo efeitos bem diversos.

A melitina é a toxina mais estudada do veneno
das abelhas (31% das patentes). Ela possui 26
aminoacidos (2,8 KDa) e representa pelo menos 50%
do veneno bruto. Possui atividade pro-apoptética,

uma vez que é uma molécula anfipatica que interage
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com a membrana podendo formar poros (14). Indicios
de que a melitina tem tropismo por células
cancerigenas, tem direcionado sua extensiva
investigacdo em linhagens celulares tumorais (1%). Este
mesmo mecanismo de formacdo de poros na
membrana tem colocado a melitina como um
peptideo antimicrobiano de amplo espectro (16),

A apamina é um peptideo de 18 aminoacidos
(2 KDa) e contém 2 pontes dissulfeto. E uma
neurotoxina que atravessa a barreira hemato-
encefdlica (17) e inibe os canais para potassio
dependentes de calcio de pequena condutancia Kca2.2,
importantes em mecanismos de aprendizado e
memoria por regularem a excitabilidade neuronal (18).
Embora ndao tenham sido encontradas patentes com a
apamina sozinha, ha 2 patentes da apamina conjugada
com a melitina, uma para doenga renal
(KR20150137314A) e outra para inflamagao
(KR101734093B1).

Tertiapina é um peptideo basico (pl 9,5) de 21

aminoacidos (2,5 KDa) que bloqueia os canais para
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potassio retificador de entrada (Ki:) com maior
afinidade pelo canal K;:3.2 (19, Foram encontradas 5
patentes com essa toxina, sendo 4 utilizada em
terapia para melhorar o ritmo cardiaco
(US2010168030, US201361771702, US9203398P), e
uma para inibir apoptose (AUPS230702A).

Vespas

Estima-se que 70% do peso seco do veneno de
vespas sejam peptideos de baixo peso molecular.
Estes peptideos podem ser mastoporanos
(responsavel pelas reacdes alérgicas devido a
degranulacdo de mastdcitos), cininas (causam dor),
peptideos quimiotaticos (promovem quimiotaxia de
leucdcitos), além de outras toxinas peptidicas (20),

Somente 22 patentes envolvendo peptideos de
vespas foram encontradas. Destas, ha uma patente
cosmética coreana (CN104379125A); uma americana
(US3140093A) e uma alema (DE19957904A)
utilizando o veneno de vespa para terapia

imunogénica relacionada a alergia. O Brasil publicou
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uma patente (BR112012029975) com um peptideo
antitumoral da vespa Apoica pallens. A China possui
18 patentes, das quais, 6 estdo relacionadas a
prevencdo e tratamento de isquemia cardiovascular e
cerebrovascular (CN103638059A, CN103638060A,
CN103641902A, CN103655632A, CN103655633A,
CN103665136A), no entanto nao esta claro se elas se
referem ao mesmo composto em diferentes espécies
de vespa ou diferentes compostos, uma vez que ndo
estava disponivel todo o conteido da patente para
analise. O mesmo acontece com 5 outras patentes
analgésicas e anti-inflamatérias (CN103638063A,
CN103638064A, CN103638064A, CN103638066A,
CN103655635A). Outras 3 estdo relacionadas a
medicina tradicional (CN109674772A, CN1274596A,
CN105233187A).

Consideracgoes Finais
Com excecdo de poucas espécies, 0s venenos
animais ainda sdo pouco explorados

biotecnologicamente. Embora a China tenha
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patenteado mais compostos derivados de venenos
dos artropodes analisados, a maioria dessas patentes
é com o veneno total ou até mesmo com o animal
inteiro, para utilizacdo na medicina tradicional
chinesa. O Brasil tem 9 patentes em venenos, em
todas as ordens analisadas neste estudo. Todas sao
baseadas em peptideos purificados e possuem alvos
ou terapias bem determinadas.

O envenenamento por picada de animais
peconhentos foi reconhecido em 2007 pela
Organizacdao Mundial de Saide como um problema de
saude publica negligenciada especialmente paises em
desenvolvimento. Felizmente o Brasil possui soro
antivenenos para o envenenamento de aranhas,
escorpioes e lagartas do género Lonomia. A terapia
para o envenenamento por abelhas e vespas é feita

pelo tratamento dos sintomas.
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CAPITULO 19
PECONHAS E TOXINAS DE PEIXES

Helena B. Fiorotti;
Fabiana V. Campos;
Fabio L. S. Costa;
Suely G. Figueiredo.

Resumo
Peconhas animais tém despertado interesse como
objeto de pesquisas que buscam a descoberta de
novos instrumentos para a investigacao de sistemas
fisiolégicos e produtos biotecnolégicos. Apesar das
indmeras espécies de peixes peconhentos existentes,
as peconhas destes animais sdo menos estudadas que
aquelas de animais terrestres, representando,
portanto, uma fonte para a bioprospeccao de

compostos bioativos ainda pouco explorados.

Introducao
Venenos animais sdo considerados fontes ricas em
moléculas bioativas que podem ser usadas como

protétipos para o desenvolvimento de novos
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medicamentos e ferramentas moleculares. Diversas
espécies de peixes sdao consideradas venenosas.
Estima-se que o numero total de espécies de peixes
venenosos pode chegar a cerca de 3.000, ) nimero
que corresponde a mais da metade de todos os
vertebrados venenosos.

Dentre as diversas espécies de animais venenosos
existem os classificados como peconhentos. Estes
apresentam uma estrutura glandular especializada
para produzir e secretar substancias nocivas que
compde a pegonha, sendo equipados com uma
estrutura traumatogénica para libera-la. Estas
estruturas formam o aparato peconhento destes
animais e, em peixes, sdao revestidas por uma bainha
tegumentar.

O aparato peconhento e as atividades biologicas de
peconhas de peixes sao semelhantes na maioria das
espécies. O aparato invariavelmente consiste em
espinhos que podem estar localizados em diversas
regioes do peixe, sendo mais comuns na regiao dorsal.

O sistema secretor da peconha encontra-se nas
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cavidades anterolaterais dos espinhos, podendo ser
constituido por glandulas bem definidas ou um
conjunto de células secretorias especializadas. Este
sistema evoluiu para produzir secre¢cdes com diversas
propriedades fisio-farmacolégicas, utilizadas para
defesa ou predagdo. O envenenamento ocorre quando
o predador ou a presa entram em contato com o
espinho, rompendo a bainha tegumentar por pressao

mecanica e liberando a peconha (figura 1). (2

Figura 1. PEIXE-ESCORPIAQ
BRASILEIRO Scorpaena plumieri.
. Vista lateral do espécime. O
“envenenamento ocorre quando presa
ou predador entram em contanto com
os espinhos provocando a ruptura da
bainha tegumentar (mostrado em
evidéncia) por pressdo mecdnica,
promovendo entdo a liberagdo da

pegonha. Fotos: arquivo pessoal.

Fonte: Autoral

Praticamente todas as familias e géneros de peixes
peconhentos possuem representantes nos rios e na
costa brasileira, sendo os mais estudados: o peixe-

escorpiao Scorpaena plumieri (figura 1), o peixe-sapo
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Thalassophryne nattereri, e as arraias de agua doce
Potamotrygon sp.

Peconhas de peixes sdo menos estudadas que as de
animais terrestres devido a extrema labilidade de
seus componentes téxicos e aos desafios envolvidos
na captura dos espécimes e na extragdo do veneno. 3)
No entanto, alguns componentes bioativos ja foram
identificados ou mesmo isolados destas peconhas, e
muitos ainda podem ser identificados e estudados. A
exploracdo deste potencial representa intimeras
possibilidades para o desenvolvimento de novas
drogas e para a compreensdo de processos

fisiolégicos complexos.

Sintomatologia do envenenamento

O envenenamento por peixes peconhentos, que
acomete banhistas, pescadores e mergulhadores,
ocorre quando a vitima pisa ou toca acidentalmente
no peixe e tem a pele perfurada por seus espinhos. (4)
A sintomatologia é similar para a maioria das
espécies, consistindo de manifestacoes locais e

sistémicas. Dentre as primeiras destacam-se a dor
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excruciante, edema e eritema. Sintomas sistémicos
incluem isquemia, espasmos musculares, fraqueza
prolongada e nausea, além da paralisia do membro
afetado, podendo também provocar hipotensao,
taquicardia e estresse respiratorio. ()

Embora pouco letais, acidentes causados por peixes
peconhentos podem ser considerados um problema
de satude publica, pois a recuperacgao das vitimas pode
levar dias ou mesmo semanas. ¥ O tratamento do
envenenamento geralmente consiste em medidas

paliativas para aliviar os sintomas.

Atividades bioldgicas de peconhas de peixes

Os sintomas descritos no item 2 podem ser causados
por um Unico evento de envenenamento,
demonstrando que venenos de peixes promovem um
ataque multifacetado, tendo como alvo uma variedade
de sistemas e processos fisiologicos. (2) Os efeitos
dessas pegonhas em processos biolégicos vitais,
principalmente em relagao as respostas inflamatérias,
neurotoxicas e cardiovasculares, como também

atividades citolitica, enzimatica, aglutinante e letal,
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tém sido bastante estudados. No entanto, as respostas
mais marcantes e comuns podem ser agrupadas de
acordo com similaridades fisiologicas.

Peconhas de peixes sdo letais em animais
experimentais e exibem atividade hemolitica direta
“in vitro” altamente seletiva para eritrocitos de coelho.
Algumas sao também capazes de induzir efeitos
citoliticos e citotéxicos em outros tipos celulares,
incluindo linhagens de células tumorais. (%)

Os primeiros e mais notaveis efeitos locais do
envenenamento por peixes sdo dor e edema, ¥ em
geral associados a uma resposta inflamatoria
caracterizada pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatdrias e por um influxo de leucécitos. (©)
Peconhas de  peixes provocam  alteragdes
cardiovasculares, incluindo mudangas na pressao
sanguinea e na reatividade vascular, bem como na
contratilidade do musculo cardiaco. Estas desordens
parecem resultar da acdo simultanea da peconha em
varios alvos fisiologicos: acao direta e/ou indireta

sobre receptores adrenérgicos e/ou muscarinicos
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e/ou de leucotrienos; liberacdo de 6xido nitrico
endotelial; modula¢do da fun¢do de canais i6nicos.
3). Varios efeitos neurotoxicos, como respostas
contratil e relaxante, fibrilacbes musculares e
despolarizacao celular sdao induzidos por peconhas de
peixes em  preparacdoes  experimentais. Os
mecanismos envolvem distirbios nos terminais pré- e
poOs-sindpticos, levando a despolarizacao de
membranas celulares e a liberacao e deplecao de
neurotransmissores. (7)

Atividades antimicrobiana, & 9 inibitéria da ligacao
de integrinas e hemaglutinante também foram
descritas em peconhas de peixes. (3 Embora essas
atividades estejam associadas principalmente a
presenca de toxinas proteicas nessas pegonhas,
componentes nao-proteicos, como por exemplo
aminas biogénicas, também podem desempenhar um

papel relevante no envenenamento. (2)

Composicao proteica de peconhas de peixes
Algumas espécies de peixes ja tiveram suas peconhas

parcialmente caracterizadas. Entretanto, somente
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cerca de uma duzia de moléculas foram purificadas a
partir dessas peconhas através de processos
convencionais. O advento de abordagens vendémicas
modernas possibilitou a prospeccdo de toxinas de
venenos em larga escala. Andlises vendmicas bem-
sucedidas foram empregadas no estudo dos venenos
dos peixes S. plumieri ©®) e Synanceia horrida, (10)
dentre outros.

Proteinas com atividades bioldgicas que apresentam
interesse terapéutico e biotecnolégico ja foram
identificadas (p. ex. inibidores enzimaticos e
peptideos antimicrobianos) e isoladas de peconhas de
peixes. (Tabela 1). Aspectos bioquimicos de algumas

proteinas isoladas sdo descritos a seguir.

Tabela 1. Classes de proteinas identificadas em
peconhas de peixes e suas atividades biologicas.

ENZIMAS CITOLISINAS LECTINAS INIBIDORES
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Proteases Toxina Toxina Inibidores de

Acdo sobre formadora de aglutinante - serino e cisteino-

fatores de poro em interacdo proteases

coagulagdo, anti- membrana seletiva com Modulagéo de

inflamatoria, celular carboidratos. proteases,

edematogeénica, Letal, hemolitica, Inflamatoria, hipotensiva e

nociceptiva neuromuscular, antimicrobiana, vaso-depressora,
. i cardiovascular, citolitica, prejuizo a

Hlaluron{dase edematogeénica e mitogénica, homeostase.

Degradagdo de nociceptiva. inibicdo da

componentes da ligagio de

matriz integrinas,

extracelular e quimiotatica e

aumento da antitumoral.

permeabilidade
tecidual.

- Enzimas

Algumas proteases, enzimas envolvidas em diversos
processos fisiopatoldgicos que vao desde a coagulagdo
sanguinea até eventos relacionados a inflamacao, ja
foram isoladas de peconhas de peixes. Por exemplo,
uma familia de naterinas, cininogenases envolvidas na
inducdo de dor e edema, foi isolada da pegonha do T.
nattereri. (1)

Hialuronidases hidrolisam componentes da matriz
extracelular - principalmente o acido hialurénico -
promovendo o aumento da permeabilidade tecidual,
uma propriedade potencialmente interessante em um
Hialuronidases foram

contexto  terapéutico.
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purificadas a partir das peconhas de varias espécies

de peixes, tendo sido parcialmente caracterizadas. (2)

- Toxinas citoliticas

As principais atividades das pegconhas de peixes estao
associadas a toxinas citoliticas de alto peso molecular
( 121 a 322 kDa). Estas moléculas exercem atividade
citolitica, hemolitica, aumento da permeabilidade
vascular, agregacao de plaquetas, edema, atividade
neuromuscular e vaso-relaxamento endotelial, sendo,
portanto, consideradas toxinas multifuncionais.
Embora extremamente labeis, citolisinas sao as
moléculas mais amplamente caracterizadas em
peconhas de peixes. (2 3) O estudo da funcido das
citolisinas contribui para a compreensdo dos seus
mecanismos de acdao, sendo, portanto, util para
conducao de novas terapias para o tratamento das

vitimas do envenenamento por peixes.

- Lectinas
Lectinas - proteinas que se ligam especifica e
reversivelmente a carboidratos - desempenham

diversas fungdes bioldgicas relevantes, como
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aglutinacdo de eritrécitos e de formas promastigotas
de Leishmania, modulacdo da resposta imune,
atividades antimicrobiana e antitumoral, agregacao
de plaquetas e inibicdo da ligacao de integrinas. Este
vasto repertério confere a estas proteinas um
consideravel potencial biotecnolégico e terapéutico.

Algumas lectinas ja foram purificadas de pegonhas de
peixes. Por exemplo, a plumieribetina - uma lectina
tipo B isolada da peconha de S. plumieri - inibe a
interacdo entre integrinas alfl e moléculas de
colageno tipo IV da membrana basal. 390 Moléculas
que interferem na ligacdo entre integrinas e seus
ligantes apresentam potencial farmacolégico para o
tratamento de patologias envolvendo essas moléculas

de adesao.

Perspectivas

Peconhas de peixes sdo fontes de proteinas bioativas
com um grande espectro de acdes fisio-
farmacoldgicas. Entretanto, poucas moléculas foram
isoladas e caracterizadas bioquimica e

funcionalmente até entdo, ou seja, muitas ainda
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podem ser descobertas. Portanto, a exploracdo de
peconhas de peixes pode contribuir para a prospecc¢ao

de novas moléculas de interesse biotecnologico.
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CAPITULO 20
ARSENAL BIOQUIMICO DAS PECONHAS DE
SERPENTES: FONTE DE NOVOS FARMACOS

Thyfanne Suelen Tavares Linhares;

Micheline Freire Donato.

Resumo

As peconhas de serpentes sdo uma mistura complexa
de biomoléculas ativas ricas em compostos organicos
com diferentes pesos moleculares, em que proteinas e
peptideos sdo majoritarios, além de uma variedade de
compostos inorganicos. Estas constituem estratégias
importantes para a evolucdo da ampla gama
filogenética de animais pegonhentos, possibilitando
uma série de vantagens para os mesmos, como a
habilidade para captura e digestdo eficiente da presa,
defesa contra os predadores, competicdo e dissuasao,
entre outras estratégias. Nesse capitulo iremos
abordar as classes bioquimicas que caracterizam o

rico arsenal de toxinas com diversas atividades
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farmacolégicas e alta especificidade ao seu alvo,
sendo essas a fonte promissora de novos farmacos.
Palavras-chave: Peconha de serpente. Peptideos.

Proteinas. Elapidae. Viperidae. Colubridae.

Introducao

As serpentes peconhentas sao classificadas em
quatro familias: Viperidae, Elapidae, Atractaspididae e
Colubridae. O termo peconha é utilizado para
designar toda substancia toxica (veneno) produzida e
injetada por um aparato inoculatorio presente no
organismo peconhento, neste caso, nas serpentes
peconhentas. As peconhas ofidicas apresentam cerca
de 90% de peso seco constituido por proteinas, que
compreendem centenas de diferentes toxinas. Em
serpentes viperidicas 80 a 90 % sdo enzimas e em
serpentes elapidicas, entre 25-70 %, havendo também
toxinas polipeptidicas nao-enzimaticas e proteinas
atoxicas [3l. Grande parte dessas é resultante de um
recrutamento de eventos bioquimicos, em que um

gene de uma proteina que estd envolvida em um
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processo regulador chave é repetido, e esse novo gene
é expresso seletivamente na glandula de veneno,
havendo em muitos casos amplificagdo para obter
familias multigénicas com novas funcionalidades,
contudo, preservando a estrutura molecular basica,
inclusive a estrutura terciaria da proteina ancestral e
alterando os grupos funcionais principais para
adquirir diferentes atividades farmacologicas (1.

No geral, essas misturas complexas incluem
uma variada combinagdo de proteinas
estruturalmente  compostas por subunidades
polipeptidicas, formando enzimas globulares até
simples e pequenos peptideos; compostos
inorganicos tais como, Mg2* e Zn?* (ions importantes
para as metaloproteases com atividade hemorragica),
dentre outros; e moléculas organicas, como as
poliaminas, aminoacidos, neurotransmissores,
carboidratos, lipidios, aminas biogénicas,
nucleotideos e aminoacidos, muitos com alta

toxicidade e diferentes propriedades farmacoldgicas
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de interesse médico por serem responsaveis pela
sintomatologia clinica dos acidentes(1:2:3),

Nessas pecgonhas, o conteddo enzimatico é
constituido por cinco classes de enzimas, sendo a

maior parte de natureza hidrolitica (quadro 1).

Quadro 1. Diversidade enzimatica das pegonhas de

serpentes
Classe Funcio Tipos Importancia
Enzimatica Bioquimica Biologica
Oxidorredu- Reagcdes de | (a) L- | (a) responsavel pela
tases oxidacgdo aminodci- cor amarela da
do oxidases | peconha seca;
(LAO); (b) | inducdo ou inibigdo
Lactato de agregacao
desidrogen | plaquetdria,
ase atividade
anticoagulante  ou
hemorragica
(b) presente no
género Naja sp. e
Dendroaspis sp.,
Hidrolases Hidroélisam Fosfodies- encontradas na
ligacdes terases, maioria das
fosfomono- NAD peconhas de
éstere nucleosi- serpentes
fosfodiéster dases,
dos nucleoti- | ATPases, 5-
deos e nucleo-
nucleosi- tidase,
deos. fosfatase
Glicosidases catalisa  as | Hialuroni- atua como fator de
reacbes do | dase, difusdo, aumentando
acido a  permeabilidade
hialurénico, tecidual as demais
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toxinas da peconha

Proteases agrupadas Metalo- (c) com
em dois | proteases especificidade ao
grandes (c); substrato, causam os
grupos:  as | Serinopro- | edemas locais e
endopepti- teases (d) sintomas
dades e as hemorragicos;
exopeptida- outras sem
ses. especificidade ao

substrato, nio-
hemorragicas

Lipases Responsa- Fosfolipa- Presente em todas as
veis pela | ses Az | familias de
degradacdo (PLA2), [ | serpentes.  Funcao
de lipideos (tipo digestiva e muitas

pancreatica | atividades

) e II (tipo | farmacoldgicas:

sinovial) neurotoxicidade pré
e pos-sindptica,
miotoxicidade,
cardiotoxicidade,
atividade
anticoagulante,
hemolitica,
edematogénica,
hipotensiva,
convulsivante

(Fonte: Autoral. Adaptado de: 3; 4; 5).

Em geral,

a predominancia das

classes

bioquimicas presentes nas pe¢onhas determina os

efeitos distintos e suas toxicidades, divididas em trés

categorias, de acordo com a toxicidade do
envenenamento: (i) hemotoxinas, promovendo
hemorragia primaria, inchagco e necrose; (ii)
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neurotoxinas, causando a incapacidade da contragao
muscular, parada cardiaca e respiratéria e (iii)
cardiotoxinas, que causam toxicidade especifica as
células musculares cardiacas, causando
despolarizacao irreversivel das membranas celulares
(4). A variacdo dos constituintes depende do género da
serpente e muda de espécie para espécie.

A familia Elapidae usualmente contém alta
quantidade de neurotoxinas, como as toxinas de trés-
digitos (3-Ftx) e as fosfolipases A2 (PLA2), que
promove rapida paralisia da presa. Em contraponto,
as familias Viperidae e Colubridae possuem grande
quantidade de metalopreoteases e Lectinas do tipo C,
e por isso os acidentes estdo muito associados as
desordens hemorragicas e circulatérias(*:6:7). Algumas
estruturas dessas proteinas podem ser observadas na

figura 1.

Constituintes bioquimicos das peconhas

Viperidicas
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As serpentes da familia Viperidae sao
amplamente distribuidas no globo terrestre, sendo
dividida em trés subfamilias: Azemiopnae, no sudeste
asiatico; Viperinae, na Eurasia e Africa; Crotalinae, no
novo Mundo, sul da Asia e leste europeu ).

Nessas pegonhas geralmente ha muitas
metaloproteases (SVMP), que podem causar
envenenamento severo por interferir no sistema de
coagulacdo sanguinea e na formagdo do tampao
homeostatico e/ou por degradar a membrana basal
ou os componentes da matriz extracelular das vitimas
(6), Possuem quantidades abundantes de PLA2 e
serinoproteases (SVSP) e, também, pequenas
proporg¢oes de proteinas pertencentes as desintegrina
(DIS), Lectina tipo C / tipo lectina (CTL), NGF, LAO,
fosfolipase B (PLB), fosfodiesterase (PDE), glutaminil
ciclase (GCY), hialuronidase (HYA), nucleotidase
(NUC), entre varios outros. A presenca destas
proteinas podem induzir atividade proteolitica. Por
exemplo, as PLAZ miotoxicas, que potencializam a

atividade miotéxica, determinada pela liberacdao da
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atividade da creatina cinase (CK) no plasma, e que
podem promover formagdes de edemas, hemorragias
locais, atividade coagulante no plasma humano, entre
outras(3:6:8),

As peconhas botropicas (Bothrops sp.)
apresentam predominantemente efeito coagulante e
necrosante; as laquesicas (Lachesis sp.) efeitos
hemolitico e neurotéxico; as elapidicas (Micrurus sp.)

e crotalicas (Crotalus sp.) efeito neurotéxico (9.

Constituintes bioquimicos das peconhas
Elapidicas

A familia Elapidae é amplamente distribuida
pelo mundo com aproximadamente 360 espécies (0,
Filogeneticamente, essa familia é classificada em seis
subfamilias, tais como a Hydrophiinae (serpentes
marinhas e australianas), Bungarinae (cobras, kraits e
mambas, africanas e asiaticas), Laticaudinae,
Calliophiinae, Maticorinae (asiaticas) e Elapinae
(americanas)®#®). Dentre essas serpentes ha

espécimes com pegonhas mais potentes do mundo (19,
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As peconhas elapidicas apresentam uma maior
diversidade principalmente em classes de proteinas.
Nos componentes majoritarios encontram-se as
enzimas, principalmente as PLA do tipo IA, moléculas
que causam mionecrose ou efeito similar, as
cardiotoxinas ou, em algumas espécies, atuam como
B-neurotoxinas pré-sindpticas(®), e as toxinas
protéicas 3-Ftx (1. Outros constituintes proteicos e
peptidicos aparecem em menor proporgao.

As australianas, com as pegonhas mais téxicas
do mundo, apresentam trés principais componentes,
que sdo as enzimas ativadoras de protrombina, PLA;
téxicas com inumeras atividades e 3-Ftx(10). As
asiaticas possuem como principais constituintes as
PLA;, toxinas 3-Ftx e os inibidores de serino protease
do tipo kunitz®). As africanas possuem as 3-Ftx do
tipo citotoxinas e neurotoxinas, os peptideos
potenciadores de bradicinina (BPPs), peptideo
natriurétrico e inibidor de bradicinina como

componentes mais abundantes(11),
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As americanas possuem como componentes
majoritarios as toxinas 3-FTx do tipo a-neurotoxinas
de cadeias curta e longa, e as PLA2(12, que serdo
abordadas em detalhes nos capitulos 21 e 22.

Dos componentes enzimaticos estdo presentes
as enzimas hialuronidase®13); peptidases S1,
representadas pelas SVSP; as SVMPs; as LAO(®). Dos
componentes ndo-enzimaticos, pode-se destacar os
peptideos AVIT, provocam contracées da musculatura
lisa gastrica e hiperalgesia (14). Qutros sdo proteinas
do tipo Lectina-C presentes em algumas elapidicas
americanas (12, Os peptideos natriurétricos atuam
como potentes hipotensores, os BPPs (peptideos
potenciadores de bradicinina)(!}). As ohanatoxinas
geram hipolocomocao, hiperalgesia, além de induzir
edema, vasorelaxamento endotélio-dependente,
agregacdo plaquetaria e miotoxicidade(V). As proteinas
secretorias ricas em cisteinas (CRISP - cysteine-rich
secretory protein) , inibe alguns canais idnicos para

calcio e potassio, além do receptor de rianodina (15,
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Constituintes bioquimicos de peconhas
Colubridicas

Correspondem as serpentes sem presas
frontais proeminentes®). Zaher (1999) reconheceu a
familia Colubridae como sendo, do tipo parafilética a
qual incluia dez subfamilias: Xenodermatinae,
Pareatinae, Calamariinae, Homalopsinae,
Boodontinae, Psammophiinae, Pseudoxyrhophiinae,
Natricinae, Dipsadinae e Xenodontinae () Logo,
aplicou-se “Colubroides new taxon” como um nome
taxonomico formal.

Nessa superfamilia ha serpentes de grande
importancia médica, como visto no capitulo 17,
relevante para analise bioquimica dessas pegonhas (4.
Diversas peconhas de Colubridae possuem atividade
proteolitica devido a presenca de caseina; enzimas
como a fosfodiesterase e acetilcolinesterase; e
moderada a alta atividade de PLA206. Foram
descritos outros componentes como, SVMP e SVSP,
LAO, proteinas do tipo Kunitz, miotoxinas, proteinas

CRISPS e 3-Ftx. Foram identificadas, algumas
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atividades toxicologicas, como hemotoxica,
fibrinogenolitica e hemorragica (SVMP e SVSP) e a

neurotoxica e citotoxica, (3-FTx, dentre outras) (+:57),

Figura 1. Estruturas terciaria ou quaternaria de
algumas proteinas presentes nas peconhas de
serpentes. Componentes enzimaticos: A, B e (;
Componentes nao-enzimaticos: D

B

,;J\&O—

(A) Phospholipase A2 crotoxin basic subunit CBc., PDB: 2Q0G;
Crotalus durissus terrificus (South American rattlesnake).
UniProtKB - P62022 (PA2BC_CRODU); (B) Snake venom
metalloproteinase BmooMPalpha-I, PDB: 3GBO, Bothrops
moojeni  (Lance-headed viper) (Caissaca). UniProtKB -
P85314 (VM1BI_BOTMO); (C) L-amino-acid oxidase, PDB:
4EQ0V, Bothrops jararacussu (Jararacussu). UniProtKB -
Q6TGQ9 (OXLA_BOTJR); (D) C-type lectin BJcul, PDB: 5F2Q.
Bothrops jararacussu (Jararacussu). UniProtKB -
P83519 (LECG_BOT]JR)
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A figura 2 mostra de forma suscinta os
componentes bioquimicos presentes nas peconhas de

cada familia de serpente.

Consideracoes Finais

A evolugcdao das fungdes das peconhas das
serpentes e a diversificagdo dessas toxinas tem sido
uma fonte de pesquisa interessante para a
compreensdo dos  processos  evolutivos e
filogenéticos. Os estudos destes processos também
sdo uteis na clinica para elucidar os eventos
fisiopatologicos desencadeados pelo envenenamento.
Ademais, a biodiversidade de serpentes, relacionada a
variedade de componentes proteicos e peptidicos das
peconhas constituem uma fonte promissora de

possiveis novos farmacos.

Figura 2: Composicdo bioquimica das pegonhas em
relacao as familias de serpentes.

Legenda: NP= peptideo natriurétrico; 3-FTx= toxinas do tipo
trés digitos; NGF= fator de crescimento neuronal; VEGF= fator de
crescimento vascular; CRISP= proteina secretéria rica em
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cisteina; PLA2s= fosfolipase secretéria tipo A2; LAO= L-amino
oxidase; PDE= fosfodiesterase; AChE= acetilcolinesterase; NAD
nucleo.= dinucleotideo de nicotinamida e adenina; BPPs=
peptideos potenciadores de bradicinina; CTL= lectina tipo C;
DIS= desintegrina; SVMP= metaloprotease de veneno de cobra;
SVSP= serinoprotease de veneno de cobra; KUN= peptideo tipo
kunitz; HYA= hialuronidase; AVIT= familia de proteinas
(procitecinas); PLB= fosfolipase beta; NUC= nucleotidase;
Ohanat= ohanatoxinas.

PECONHAS DE SERPENTES

Viperidae Elapidae Colubridae

& | & &
Proteinas /Peptideos Componentes nao-proteicos:
(90-95%) (lipideos, aminoacidos, carboidratos, aminas
i biogénicas, ions (Zn?*,Mg *) , acidos

nucleicos)

+ .

. NGFeVEGRE * PLASEEE | KUN:EE &
« Inibidor de « CRISP:S « LAO: £§S5 . -
protease: S2& . Cistatina%% - PDEZ§ ) E:gggé

- BPP:E& * Miotoxinas: £ * AChE: & © NUGES
+ 3-FTx: . DIS: * NADNucleos:& 3

. cn:é% . Ohan§a§§ - SsVMP: ££§ SVSP:§ 8
. AVIT:E .« NPSES

Fonte: Autoral. Adaptado de: 5; 6;7; 11; 12
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CAPITULO 21
TOXINAS DE TRES-DIGITOS (“THREE-FINGERS
TOXINS”) DE SERPENTES ELAPIDAE

Micheline Freire Donato;

Luana Moreira Resende.

Sumario

Grande parte das toxinas que compdem as pegonhas
das serpentes elapidicas (cobras, kraits, mambas e
corais) sao do tipo “three-fingers toxins”ou toxinas de
trés digitos (3-Ftx), correspondem a uma familia de
polipeptideos nao-enzimaticos, com 60-74 residuos
de aminoacidos e massa molecular (MM) entre 6-9
KDa. Essas toxinas possuem dominios conservados
entre as suas alcas, porém com um consideravel
numero de isoformas que garantem uma espetacular
diversidade farmacolégica, atuando com alta
especificidade e em sua maioria, com seletividade ao

receptor alvo. Nesse capitulo iremos abordar
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caracteristicas evolutivas, estruturais e
farmacoldgicas dessa classe de toxinas.
Palavras-chave: Toxinas de trés digitos (3-Ftx).

Elapidae. Serpentes Micrurus sp. (coral verdadeira).

Historico e evolucgao das toxinas 3-FTx

A peconha das serpentes elapidicas ¢é
conhecida por sua potente neurotoxicidade,
principalmente devido a presenca de toxinas 3-Ftx, e
por causarem acidentes ofidicos que geram risco de
vida (1),

Do ponto de vista evolutivo, as serpente
Elapidae sdo consideradas um grupo monofilético
jovem, com menos de 40 milhdes de anos e
subdividido em dois grupos: elapidicas do Velho
Mundo e Novo Mundo. Estudos indicam que as
linhagens mais basais tiveram origem asiatica do
provavel ancestral comum dos elapideos & 2). Nas
Américas o género Micrurus é o que apresenta maior
numero de espécies, sendo 85 registradas no Reptile

Database (3), considerado um género monofilético,
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endémico nas Américas e distribuido do sudeste dos
Estados Unidos até o norte da Argentina (4. As
peconhas das Micrurus apresentam uma dicotomia
fenotipica intrigante, na qual espécies agrupadas no
clado de cauda longa apresentam peconhas com
predominancia em PLA2 (algumas denominadas de (-
neurotoxinas pré-sindpticas), enquanto que as de
cauda curta apresentam predominancia de 3-FTx
(neurotoxinas, em geral pés-sindpticas) apontando

uma condicdo mais basal 3:4),

Estrutura das toxinas 3FTx

As 3-Ftx constituem  moléculas planas,
apresentando um nucleo hidrofébico pequeno e
globular de onde projetam-se trés algas adjacentes, e
assim assemelham-se a trés dedos esticados da mao.
O nucleo hidrofébico contém quatro pontes dissulfeto
formando uma espécie de “amarra¢do”. Entre as trés
alcas formam-se cinco folhas {3, antiparalelas, que
juntas constituem uma grande folha B-pregueada ().

Sdo ricas em residuos de cisteina, apresentando
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quatro ou cinco pontes dissulfeto(®). Dos oito residuos
de cisteina conservados, quatro sdo na regidao do poro
e constituem residuos aromaticos (Tyr25 ou Phe27),
importantes para a modelagem e estabilidade da folha
antiparalela B-pregueada (7). As toxinas com quatro
pontes dissulfeto representam as neurotoxinas de
cadeia curta (figura 1-A) (©),

Algumas 3-Ftx apresentam a quinta ponte
dissulfeto na alca I ou Il. A presenca dessa ponte
adicional na primeira al¢a causa tor¢des na molécula e
empurra a ponta da mesma para uma posicdo
ortogonal (figura 1C-D). As toxinas caracterizadas
nessa categoria demonstram fraca toxicidade, sendo
entdo denominadas de “weak neurotoxins” ou “3-Ftx
ndo-convencionais”®. A quinta ponte dissulfeto
ligada na segunda al¢a, introduz uma volta e a
formacdo de um segmento curto helicoidal (figura 1-
B) em neurotoxinas (NTXs) de cadeia longa e k-
neurotoxinas (). Essas toxinas sao capazes de se ligar
aos receptores colinérgicos nicotinicos (nAChR) a7,

especificos de neurdnios ).
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Algumas 3-Ftx possuem um N-terminal longo e
uma extensao do C-terminal. Todas as NTXs de cadeia
longa apresentam de 2 a 9 residuos de aminoacidos
adicionais no C-terminal, que se extende do topo da
molécula. Como exemplo, a toxina hannalgesina
(isolada de O. hannah), com um papel importante

para atividade analgésica(®).

Figura 1: Estrutura tridimensional de toxinas de trés-
digitos (3-Ftx) mostrando as alcas (digitos) e as
pontes dissulfeto. A) Erabutoxina, 3-Ftx de cadeia
curta; B) k-bungarotoxina, 3-Ftx de cadeia longa com
a quinta ponte dissulfeto na segunda al¢a; C)
Candoxina, 3-Ftx nao convencional; D) Denmotoxina,
3-Ftx ndo convencional com o N-terminal extenso em
vermelho

Fonte: (6).

Outras modificacdoes estruturais sao a

glicosilacdo (uma modificacao pés-traducional) que
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ocorre em uma citotoxina do tipo 3 de Naja kauthia
(10); 3 formacdo de dimeros ndo-covalentes, como
observado com as k-bungarotoxinas(!l), (figura 2-A)
oucovalentes, como homodimeros de a-cobrotoxina e
heterodimeros de a-cobrotoxina e citotoxinas(!2), o
que mostra a versatilidade estrutural e

consequentemente funcional dessas moléculas.

Figura 2: Modelagem molecular de toxinas three-
fingers que formam dimeros. Em A e B, toxinas
formamdo dimeros nio-covalentes, com as
subunidades anti-paralelas, sendo A) k-bungarotoxina
e B) haditoxina. Em C a irditoxina, formando dimero
covalente

Fonte: (6).

Farmacologia e bioprospeccao das 3FTx
Os membros dessa familia de toxinas incluem

as neurotoxinas, que atuam interferindo na
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transmissdo colinérgica em varios sitios pds-
sindpticos do SNP e SNC (13), Baseada na seletividade
aos seus receptores, elas podem ser classificadas
como curaremimeéticas ou a-neurotoxinas (a-NTX),
que funcionam como antagonistas dos nAChR al
muscular® 13), Nesse grupo das a-NTXs fazem parte
duas classes: com 60-62 residuos de aminoacidos, as
“toxinas de cadeia-curta” (short-chain toxins), com
quatro pontes dissulfeto; com 70-74 residuos de
aminoacidos, “toxinas de cadeia-longa” (long-chain
toxins), com cinco pontes dissulfeto (14, As a-NTXs de
cadeia longa ainda podem ser ligar aos nAChR a7,
neuronais(®.

NTXs de diferentes serpentes elapidicas tém
sido promissoras na medicina. Algumas toxinas
isoladas das peconhas de Naja sp., como a
cobrotoxina (a-NTX de cadeia curta) e a-cobratoxina
(a-NTX de cadeia longa) apresentaram efeito
analgésico em modelo animal (13). Qutras sdo as k-
toxinas, que se ligam especificamente ao nAchR a3[34

ou aos a4f2 neuronais, e possuem cinco pontes
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dissulfeto) (16). O ultimo componente do grupo das
NTXs sdo as toxinas muscarinicas (MTs), que se ligam
com alta especificidade aos mAChR (17), As MTs tém
sido isoladas principalmente das peconhas elapidicas
africanas e australianas, apresentam uma variedade
de fungdes farmacoldgicas no sistema colinérgico
muscarinico atuando como antagonistas competitivos,
moduladores alostéricos ou agonistas, além de
possuirem alta afinidade aos subtipos distintos de
mAChR (7 18) As toxinas MTa= 7.543,2 Da e MTf=
7.336,7 Da (17 19) apresentaram grande relevancia na
compreensdo de alguns mecanismos farmacolégicos
associados a Doenca de Alzheimer (20),

As fasciculinas, outra classe, isoladas das
serpentes Dendroaspis sp. (mambas), inibem a
atividade da enzima acetilcolinesterase (21 na juncao
neuromuscular, provocam a fasciculacdo no musculo.

A segunda maior classe de 3-Ftx compreende a
das cardiotoxinas com 59 a 62 residuos de
aminoacidos e quatro pontes dissulfeto?Z 23), em

baixas concentragdes aumentam os batimentos
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cardiacos, enquanto que altas concentra¢des geram
parada cardiaca, causando a morte (23), Um grande
nimero de toxinas dessa classe também causa
toxicidade por formar poros na membrana, e dessa
forma, recebendo a denominacio de citotoxinas (22),

As B-cardiotoxinas , uma nova classe de 3-Ftx
isolada de 0. hannah, geram bradicardia de modo
concentracao-dependente, além de apresentarem
baixa  toxicidade. = Apresentam como alvo
farmacolégico os receptores 1 e 2 adrenérgicos (4.
Essa classe é muito promissora para a bioprospeccao
de farmacos. Outras sdo as calciseptinas, que
bloqueiam seletivamente os canais para calcio
dependente de voltagem do tipo-L @5 26). Duas 3-Ftx
constituem uma classe de toxinas que inibem a
agregacdo plaquetaria. A dendroaspina ou
mambina, isolada de D. jamensoni, envolvida na
adesao de algumas proteinas 7.

Varios estudos com 3-Ftx isoladas das
serpentes Micrurus sp. presentes no Brasil mostraram

atividades farmacoldgicas promissoras (quadro 1).
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Quadro 1. Farmacologia e bioprospeccao de toxinas 3-

Espécies de

Micrurus

FTXs de al

Distribuicao

Toxina

cumas espécies de Micrurus brasileiras.

Alvo
farmacolégico

M. altirostris Brasil,
Uruguai, NE a-NTx
Argentina e Tipo I nAChR
Paraguai
M. corallinus Brasil, NE o- NTx
Argentina e subfamilia nAChR
Paraguai XIX
M. frontalis F("(I:‘;(dI;;I nAChRs 6.548;
Brasil (RS), — musculares 7.032;
Paraguai, NE (x-1)e 7.411;
. FTxIVeV .
Argentina ailta neuronais 7.166;
(a-7). 7.327 Da
longa).
M. ibiboboca E Brasil Mic6c7NTX Nav 7.047 Da
M. mAChR;
lemniscatus N Bolivia, MT-Mlo; promastigotas  7.048 Da;
Brasil, Ml16435 e de Leishmania 6435 e
Colombia e MI16504; L amazonensis; 6504;
E Equador M17297 iGIuR de NMDA 7.297
e AMPA
M. . Mipartoxin-
mipartitus Costa Rica, E I (cadeia efeito 7,030
Panama,
Colombia e curta) modulador no 7,205
Brasill MmTX1, receptor GABAA 7,186 Da
MmTX2,
M. paraensis Brasil DN85432, n3o
L) e NI 728 0 convencionais
Suriname DN85120
M. Guiana o-NTXs:
. X 6.553;
surinamensis Francesa, Ms1,3ell 7299,
Guiana, (cadeia 6.938:
Colombia, curta) nAChR ' ’
7.303;
Equador, Ms2,4e5
. . 7.178;
Peru, Brasil (cadeia
- 6.671 Da
e Bolivia. longa)

Fonte: adaptado de: 28; 30; 32; 33; 34; 35; 36.
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Novas classes de 3-Ftx de serpentes
americanas Micrurus, agem em canais ionicos, tais
como uma toxina de M. ibiboboca em canais do tipo
para sodio dependente de voltagem (Nay) e no
potencial de acdo composto 28); uma de M. tener em
canal i6nico sensivel a acido (ASIC1) (29), E ainda, pela
primeira vez uma 3-Ftx pré-sinaptica € isoladas de M.
lemniscatus, atuando em receptores ionotrdépicos

glutamatérgicos do tipo de NMDA e AMPA (30;31),

Consideracgoes Finais

Os estudos com toxinas 3-Ftx tém
contribuido para a compreensao dos mecanismos de
toxicidade, ainda pouco esclarecidos, ocasionados
pelo envenenamento de diferentes espécies de
serpentes elapidicas, em especial as Micrurus sp. Além
da diversidade ser uma rica fonte para a prospecc¢ao
de novos farmacos. Contudo, mesmo mostrando-se
promissora a prospecc¢do dessa classe de proteinas 3-
Ftx  poucos trabalhos envolvendo estudos

farmacoldgicos tém sido desenvolvido, tendo em vista
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a alta complexidade para a purificagdo dessas
moléculas associacdo ao baixo rendimento proteico e
dificuldade de sintese e expressdao por causa das
pontes de sulfeto formadas com os residuos de

cisteina.
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CAPITULO 22

ATIVIDADE FARMACOLOGICA DE FOSFOLIPASES
Az DE SERPENTES ELAPIDAE
Allan Leal
Bruna Trindade Borges
Carlos Gabriel M. de Almeida
Chariston André Dal Belo

As Serpentes Elapidae

As serpentes sdo uma subordem de répteis
escamados pertencentes a ordem Squamata.
Atualmente a subordem serpentes possui 29 familias
divididas em 523 géneros, englobando um total de
3686 espécies descritas 1. A familia Elapidae ¢é
encontrada, na maioria dos casos, em regioes
tropicais e subtropicais do planeta (Fig. 1A).
Composta por 56 géneros, seus membros mais
conhecidos incluem Najas, Mambas, Corais, serpentes
do mar e as “cobras da morte”, tradug¢do nao literal do
inglés (death adder) (Fig. 1A). Apesar dos géneros

que compdem a familia Elapidae possuirem
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caracteristicas proprias peculiares, apresentam em
comum presas ocas e fixas usadas para inoculacdo de

peconha (Fig. 1B).

Figura 1: Distribuicao global da familia Elapidae e
padrao de denticdo caracteristico. Em A, esta
representado a distribuicdo dos principais géneros
que compdem a familia elapidae?. Em B, ilustracao da
denticdo proterdglifa, tipica de uma serpente
Elapidae.

Corais Mambas Death adder Y

Dentigdo proteréglifa

Fonte: Autoral

Composicao da peconha de Elapideos
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As peconhas da familia Elapidae sdo compostas
por misturas diversas de componentes organicos e
inorganicos3(fons). A porc¢do organica é formada por
proteinas e enzimas, como as PLA2s (do inglés
phospholipase A;) e as toxinas do tipo three-finger
(3FTxs), que sozinhas representam cerca de 75% da
composicao total da peconha, dentre outros

componentes minoritarios* (Fig. 2).

Figura 2. Relacdo de compostos organicos e
inorganicos encontrados nas peconhas de serpentes
da familia Elapidae3>

Composicdo da pegonha de elapideos

Compostos organicos Compostos inorganicos
Serinoproteases de peconha de serpentes 3
SVSPs) lons
- Calcio
Metaloproteases de pegonha de serpentes
(SVMPs) > Lolore
- Ferro
L-aminodacido oxidase (LAAOQ) - Potéssio
. . - Magnésio
P Ki .
eptideo Kunitz (KUN) -S6dio
Proteinas secretdrias ricas em cisteina - Fésforo
(CRiSP) - Cobalto
- Zinco

Peptideos natriuréticos (NP)

Fator c]le crescimento endotelial vascular

(VEGF

Fator de crescimento de nervo (NGF)

Capa | Sumario | 375




Manifestacoes clinicas do envenenamento
elapidico

Acidentes por serpentes em geral, sdo
classificados pela OMS como doengas tropicais
negligenciadas®. O envenenamento provocado por
picadas de serpentes da familia Elapidae, apesar de
potencialmente letal, nao provoca alteracao
importante no local da picada. As manifestacdes do
envenenamento elapidico caracterizam-se por dor de
intensidade variavel, visao borrada ou dupla,
palpebras caidas e aspecto sonolento (Fig. 2)7. Obitos,
estdo relacionados a paralisia dos musculos

respiratorios 8.

Fosfolipases A:

As PLA2 fazem parte de uma superfamilia
enzimatica (fosfolipases), cuja principal atividade é
catalisar a hidrdlise de fosfolipideos, gerando como
resultado acidos graxos e lisofosfolipideos. Existem
diferentes tipos de fosfolipases, que nesse capitulo

serdo classificadas de acordo com seu sitio de agao e
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semelhancas entre suas cadeias polipeptidicas. As
PLA2 exercem atividade sobre a ligacdo éster do
carbono 2 dos fosfolipideos, sendo essa uma reagao
dependente de calcio®.

Formas extracelulares de PLA2 sdo necessarias
para a manutencdo da homeostase do organismo
sendo também importantes para uma série de
processos fisiolégicos como a geracao de leucotrienos,
prostaglandinas (PG) e a contracao muscular. Por
outro lado, essa enzima também ¢é amplamente
encontrada durante processos inflamat6riosi0-15,
Dessa forma, as PLA2s podem ser encontradas em
diversos fluidos biolégicos, células e tecidos
(plaquetas, leucdcitos, tecido cardiaco, de pulmao,
baco, figado e pancreas). As PLA2 de pe¢onhas de
serpentes (svPLAZ2) ja foram associadas com diversos
efeitos farmacolégicos distintos, sendo que em
elapideos, os principais efeitos estdo relacionados a
miotoxicidade e neurotoxicidade (Floriano et al,

2019; 16-18,
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Fosfolipases A; e o seu papel no envenenamento
elapidico

As svPLA2 de elapideos (Fig. 3A) provocam
paralisia muscular, geralmente afetando o elemento
pré-sinaptico da juncdo neuromuscular (JNM), sendo
esse o efeito mais relevante decorrente do
envenenamento por elapideos (Fig. 3B). Geralmente,
essas toxinas provocam morte da presa por parada
respiratéria atuando no terminal pré-sinaptico da
placa motora (Fig. 3B), similarmente as beta(f)-
neurotoxinas!®. Dessa forma, por ndo serem capazes
de atravessar a barreira hematoencefalica, as B-
neurotoxinas afetam principalmente o sistema
nervoso periférico?0. A principal manifestacdo clinica
de seus efeitos neurotoxicos é a fraqueza aguda do
sistema  muscular  esquelético  envolvimento
respiratério? (Fig. 3B).

As PLA2 neurotoxicas de Elapidios, tais como a
B-bungarotoxina, taipoxina, textilitoxina, dentre
outras, possuem diferentes alvos sobre o terminal

nervoso motor. Normalmente essas toxinas causam
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alteracdes na membrana plasmatica dos neurdnios
levando a um aumento na concentracdo de calcio
citosdlico, o que favorece a degeneracao celular. Essas
toxinas também atuam sobre receptores de
membrana, sendo que o efeito dependera das
propriedades fisiolégicas intrinsecas especificas das
células afetadas, pois 0 mecanismo de acao nao difere
18,

A notexina é um exemplo de PLA2 altamente
seletiva para células musculares, ndo afetando nem
mesmo mioblastos (células precursoras das fibras
musculares). Em tecido muscular esquelético, a
notexina causa normalmente dano extensivo e
irreversivel, pondendo causar até miotoxicidade

sistémica?0.

Figura 3: Aspectos bioquimicos e fisiopatologia do
envenenamento. Em A, estrutura tridimensional
adaptada de Tonello e colaboradores?. Em B,
Infografico destacando os principais 6rgaos do corpo
humano que sdo alvos da toxicidade das fosfolipases
A, secretadas de peconhas de serpentes Elapidicas
(svPLA2). Destaque para a neurotoxicidade como
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efeito predominante e mais relevante do ponto de
vista clinico.

A B

PLA2 - svPLA2
Neurotoxicidade

As PLAZ presentes no grupo [
(elapideos) ossuem  uma
extensdo de 2-3 aminodacidos
que formam um Joop na
estrutura da enzima.

Afetando neurdénios pré-sindpticos,
as svPLA2 podem ocasionar
bloqueio da jun¢dao neuromuscular.

'y
L
As PLA2 de elapideos E rupo I) '/’\\Q ‘
possuem pontes dissulfeto em . N . ]
sua estrutura. Miotoxicidade seguido de

parada respiratoria

Danos aos miusculos esqueléticos
ocasionam morte do individuo
por parada respiratéria

Mecanismos propostos para a acao toxica das
fosfolipases de Elapidios

0 mecanismo de acdo neurotdxica das PLA2 de
venenos Elapidicos (Fig. 4), ainda nao foi
completamente esclarecido e carece de maiores
investigacoes. Nesse sentido, Vulfius e colaboradores
22 sugerem algumas hipoOteses, as quais

corresponderiam a uma sucessado de eventos:
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1) Dano a membrana plasmatica do neur6nio pré-
sinaptico, em decorréncia da atividade enzimatica,
potencializando a fusao de vesiculas de acetilcolina
com a membrana plasmatica, esgotando assim o
estoque do neurotransmissor;

2) Interagdo das PLAZ com proteinas de membrana
especificas (receptores), podendo provocar uma agao
farmacoldgica na célula, independente da atividade
enzimatica. Um exemplo classico pode ser
encontrado no efeito da PLA2 do veneno de Micrurus
dumerilii carinicauda (MiDCA1), que é capaz de
interagir com canais i6nicos de potassio voltagem-
dependentes do tipo Kv 2.123, de uma forma
semelhante a toxina guanxitoxina, do veneno da
tarantula Plesiophrictus guangxiensis, inibindo a
abertura do canal i6nico e impedindo a repolarizacao
do neurénio pré-sinaptico. Dessa forma o estoque de
acetilcolina também é depletado;

3) Interagdao das PLAZ com proteinas intracelulares
calcio-dependentes apds endocitose ou penetracao

através do proprio dano causado a membrana
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plasmatica, em decorréncia da atividade fosfolipasica.
A presenca de lisofosfolipidos na membrana
plasmatica provoca aumento na concentracdo de Ca?*
intracelular e o colapso do potencial de membrana

mitocondrial das célula nervosas.

Figura 4. Hipoteses conceituais para descrever o
mecanismo de neurotoxicidade induzido pelas
svPLA2 elapidicas sobre o terminal nervoso motor. A
hipotese 1 é baseada na ac¢do enzimatica da
neurotoxina lesando a membrana do neurdnio prés-
sinaptico. A hipdtese 2, estabelece o bloqueio dos
canais de potassio voltagem-dependentes, inibindo a
repolarizacdo do neurdnio pré-sinaptico que culmina
com a liberagdo exacerbada de vesiculas de ACh e a
conseqiiente exaustdo do terminal nervoso. Na
hipotese 3, existe a provavel interacdo da PLA2 com
proteinas dependentes de Ca2*, que podem ativar
diversas  cascatas  bioquimicas intracelulares
potencialmente envolvidas na deplecdo da ACh ou

mesmo induzindo apoptose celular.
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CAPITULO 23
VENENOS E TOXINAS NAS TERMINACOES
NERVOSAS E NEUROMUSCULARES

Anita de Oliveira Silva

Eder Ricardo de Moraes

Terminacgoes nervosas e juncoes
neuromusculares

As terminacdes nervosas em individuos
multicelulares, tais como os vertebrados, formam o
elo entre o sistema nervoso central e os ambientes
(interno e externo). Especificamente através das
sinapses quimicas, por intermédio dos
neurotransmissores, as terminacoes nervosas e as
jungcdes neuromusculares (JNM) realizam suas
fungdes primordiais: a transmissao de um estimulo
elétrico entre células excitaveis.

Pelo fato de as sinapses se organizarem como
estruturas cruciais sob o ponto de vista da

transmissao de informagdes, substiancias que agem
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nas sinapses, interferindo no seu funcionamento, sao
tdo interessantes para os cientistas ao redor do
mundo. Por este motivo, o grande interesse no estudo
da acdo dos venenos e toxinas animais, bem como
extratos vegetais, reside exatamente nos efeitos das
toxinas em propriedades biofisicas e farmacoldgicas
das membranas celulares e, mais especificamente, nos

canais i0nicos pré- e pos-sinapticos(®.2),

Canais ionicos das termina¢cées nervosas e
jun¢des neuromusculares como alvos de venenos
e toxinas

As caracteristicas biofisicas, farmacolégicas,
estruturais e fisiolégicas dos canais para ions (sddio,
potassio e calcio) ativados por voltagem de mamiferos
tém sido largamente pesquisadas em estudos dos
efeitos de venenos e toxinas de plantas e animais, tais
como insetos, peixes, caramujos, anfibios, escorpides,
aranhas e serpentes. Todavia, canais ativados por
outros estimulos, como é o caso dos canais i6nicos

ativados por acidos (ASIC), canais mecanossensiveis,
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receptores ligados a proteina G, e N*/K*-ATPase,

entre outros, surgem como novos alvos de pesquisa.

Mecanismo da Jun¢ao Neuromuscular e possiveis
sitios de atuacao das toxinas

A Juncdo Neuromuscular é uma complexa
estrutura composta por trés porgoes: (1) a célula
nervosa pré-sinaptica; (2) a fibra muscular pés-
sindptica; e (3) a fenda sinaptica localizada entre as
duas unidades anteriores®).

Quando o terminal pré-sinaptico é ativado
eletricamente, libera, em quantidades restritas, na fenda
sindptica, parte de seu conteudo de neurotransmissores.
Nos vertebrados, especialmente nos mamiferos, o
neurotransmissor da JNM ¢é a acetilcolina (ACh), substancia
que se liga especificamente aos receptores nicotinicos da
acetilcolina (nAChR), que por sua vez permitem o fluxo de
fons sodio para interior da fibra muscular. A entrada do
sédio faz com que a membrana muscular se torne cada vez
mais despolarizada, estimulando a liberagao de ions calcio
dos estoques intracelulares musculares, o que desencadeia

a contracdo muscular. O relaxamento muscular se inicia
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quando a ACh se desconecta dos receptores especificos
e € hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase, a fibra
muscular tende a repolarizacdo, os fons calcio sao
recaptados para dentro dos estoques intracelulares e
o musculo, entdo, relaxa®4). Toxinas neurotoéxicas,
vegetais e animais, agem em sinapses de forma a
interferir no funcionamento sindptico e, por
conseguinte, na liberacdo e no efeito dos

neurotransmissores.

Toxinas que agem em Jun¢dao Neuromuscular
- Toxinas de plantas

As toxinas oriundas de plantas com efeitos em
receptores de acetilcolina tém o curare como o seu
maior expoente. A familia curare é endémica das
florestas das Américas do Sul e Central e estudos
descrevem que o nervo motor se torna incapaz de
excitar o musculo através da placa motora, por
impedir que haja ligacdo entre o neurotransmissor e o
receptor, gerando reducao da forga, e consequente

relaxamento muscular(®).
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- Toxinas animais
1) Serpentes:

As alfa-neurotoxinas representam ingredientes
ativos dos venenos de serpentes que agem no
funcionamento de nervos periféricos. Causam
paralisia muscular aguda e ampla, que, se nao tratada,
pode levar a insuficiéncia respiratéria e morte por
asfixia. As toxinas oriundas de serpentes da familia
Elapidae (corais, najas, mambas, kraits e serpentes
marinhas) sao as alfa-bungarotoxinas, que inibem as
contragdes musculares por interagdo direta da toxina
com o nAChR, na célula pés-sinaptica, impedindo que
0 neurotransmissor se ligue ao receptor especifico.
Esse mecanismo de acao qualifica tais neurotoxinas
como curarimiméticas; no entanto, diferentemente
dos efeitos reversiveis do curare, as neurotoxinas
mostram uma variedade de interagdes, incluindo
interacdes  reversiveis, pseudo-irreversiveis e
irreversiveis(6).

Beta e gama-neurotoxinas das serpentes

Elapidae agem, provavelmente, impedindo que a ACh
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seja liberada na fenda sindptica, seja por inibicao da
captacdo de colina, seja pela diminui¢do do influxo de
calcio para dentro dos terminais pré-sinapticos, de
forma irreversivel(7).

Por outro lado, as fasciculinas, oriundas do
veneno de mambas africanas (Dendroaspis sp.),
possuem efeitos inibitorios seletivos e potentes na
Acetilcolinesterase, impedindo a degradacao da ACh,
acumulando o neurotransmissor nas fendas
sindpticas, aumentando o ténus colinérgico por
inducdo de liberacao acetilcolina por exocitose
através da membrana do neurdnio pré-sinaptico, o
que leva a paralisia plastica(®).

1) Peixes, Moluscos e Crustaceos

As saxitoxinas (STX) sdo oriundas de
crustaceos e moluscos marinhos, que causam
intoxicacdo alimentar em humanos por ingestdo de
frutos do mar contaminados pela toxina produzida
por dinoflagelados e cianobactérias. Grupos
guanidinio das saxitoxinas carregados positivamente

interagem com grupos carboxila carregados
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negativamente pertencentes aos canais para sddio
ativados por voltagem das células musculares,
bloqueando-os e impedindo-os de deflagrar
potenciais de acdo, com consequente interrup¢do do
mecanismo de excitacdo-contragdo. A tetrodotoxina
(TTX), presente no peixe baiacu, comp0e, juntamente
com a saxitoxina, um grupo de alcaloides naturais
com excepcional afinidade por canais para sédio
ativados por voltagem (Nay). Em ambos os casos ha
bloqueio do influxo de sédio tanto nos elementos pré-
como nos elementos pos-sindpticos nas JNM. Essas
toxinas impedem a geracdo e propagacao de
potenciais de acdo, causando paralisia. Ambos os
grupos de toxinas sao altamente potentes, com a dose
letal para seres humanos na faixa de miligramas,
qualificando-os entre os venenos naturais mais
potentes da natureza(®).
[II)  Caramujos

As alfa-conotoxinas sao produzidas por
organismos do género Conus, que habitam as aguas

tropicais e subtropicais do Asia e da Oceania. A
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ligacdo dessas alfa-conotoxinas bloqueia os nAChR,
impedindo a ligacdo da ACh e, por conseguinte, o
influxo de cations nas fibras musculares pés-
sinapticas(510).
IV)  Anfibios

A batracotoxina (BTX), oriunda do sapo do
género dos Phyllobates, é uma potente ativadora dos
canais para sédio ativados por voltagem e sua agao é
mediada pela ligacdo aos canais i6nicos no estado
aberto, mantendo-o persistentemente aberto, mesmo
em potenciais negativos, impedindo a inativacdo e o
potencial de repouso. Por fim, a ligacdo da BTX causa
perda de seletividade dos canais para s6dio ativados
por voltagem, facilitando a permeabilidade de ions
maiores através do poro do canal(11),
V) Escorpides

Toxinas escorpionicas (caribdotoxina,
agitoxina 2, LqTx, Ts3, entre outras) apresentam
afinidade por canais para sodio, para calcio e para
potassio ativados por voltagem, agindo

especificamente como bloqueadores de poro,
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impedindo o fluxo i6nico ou nos sensores de
voltagem, impedindo o livre movimento destas
particulas essenciais ao pleno funcionamento destes
canais i6nicos(12),
VI)  Aranhas

As alfa-neurotoxinas de aranhas resultam em
aumento excessivo dos ions calcio no interior das
células pré-sinapticas, deflagrando uma massiva
exocitose de neurotransmissores e, em seguida, a

degeneracao dos terminais nervosos(13).

Consideracoes finais

Pesquisadores ao redor do mundo tém se
dedicado ao estudo de toxinas animais e vegetais na
acao em terminagdes nervosas, bem como nas jungoes
neuromusculares. As toxinas animais e vegetais se
mostram muito Uteis exatamente pela habilidade de
se ligarem a sitios especificos, explicitando
mecanismos complexos da acao sinaptica. O esforgo
envolvido na pesquisa de toxinas inéditas justifica-se

pela necessidade de compreender como tais
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substancias podem auxiliar no entendimento de
condicdes fisiolégicas e fisiopatologias. Como
consequéncia, estudos farmacolégicos podem ser
realizados com maior eficiéncia, alcangando melhores
resultados terapéuticos e com menores efeitos

adversos.
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CAPITULO 24

PEPTIDEOS ANTIMICROBIANOS EM ARTROPODES

Daniel Moreira dos Santos

Pablo Victor dos Reis

As doengas infecciosas estdo entre as principais
causas de morte da populagdo humana. Esse fato é
causado, em grande parte, pelo surgimento de
microrganismos resistentes a maior parte dos
antibioticos. Dessa forma, o uso de novas tecnologias
para o desenvolvimento de drogas mais eficazes
constitui uma estratégia promissora no campo da
biotecnologia.

Uma classe promissora de antibidticos sdo os
peptideos antimicrobianos (PAM). PAMs sao antigas
ferramentas evolutivas de defesa contra patdgenos,
amplamente encontrados na natureza em bactérias,
fungos, protozoarios, plantas e animais (1). Atualmente
mais de 1000 moléculas com estas propriedades

foram isoladas de diversos organismos (). Tais
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moléculas compartilham caracteristicas em comum
como baixa massa molecular (~ 5 kDa), em geral sao
carregadas positivamente em pH fisiologico e sao, na
grande maioria, anfipaticas e podem apresentar na
sua estrutura secundaria fitas 3, alfa-hélices e pontes
dissulfeto. (Fig. 1).

Acreditasse que o seu modo de agdo principal seja
através da permeabilizacdo da membrana, formando
poros na forma Barril ou Toréidal, ou através do
mecanismo Carpete (Fig. 2). Além da acdo de lise da
membrana, foram descritos varios alvos
intracelulares provaveis para estes peptideos, por
exemplo, agindo diretamente na transcricdo ou
replicagdo do DNA, ativando ou inibindo enzimas,
alterando vias de sinalizacao celular, dentre outros (1).
Um das principais fontes de peptideos
antimicrobianos para a pesquisa sdao os artropodes,
onde mais de 560 peptideos foram identificados (Fig.

3).
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Figura 1. Estrutura de peptideos antimicrobianos de
artrépodes. Em preto estdao os aminoacidos positivos.
(A) Melittina (PDB: 2MLT); (B) Penaeidina-3 (PDB:
1UEO); (C) LyeTx I (13) (D) Gomesina (1KFP).

Artrépodes é um filo com grande sucesso evolutivo,
alcancando quase todos os habitats possiveis.
Apresenta morfologia muito diversificada. Como
caracteristicas principais temos o corpo e apéndices
segmentados, exoesqueleto e simetria bilateral.
Possuem mais de um milhdao de espécies descritas
distribuidas em 4 subfilos: Hexapoda (insetos),
Crustacea (crustaceos), Chelicerata (aracnideos) e
Myriapoda  (centipedes).  Apresentam  grande

importancia econdmica e médica.
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Figura 2. Modo de acao de peptideos antimicrobianos
sobre membranas bioldgicas. Inicialmente as cargas
positivas do peptideos interagem com as cabecas
positivas dos fosfolipides por atracdo eletrostatica,
em seguida o peptideo é internalizado e pode
apresentar trés mecanismos de permeabilizacdo
distintos. Modelo Barril: E formado um poro com suas
paredes formadas apenas pelos PAMs. Modelo
Toréidal: As paredes do poro sao formadas tanto
pelos peptideos quanto pelos lipideos. Modelo
Carpete: os peptideos tém acdo semelhante a um
detergente, causando o rompimento da membrana.

re=—- W
bt

Membrana Cltoplasmatlca

R 1R0e0 A
)@M B
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Poro Barril de aduelas Poro Toroidal Modelo Carpete

Como estes animais ndao possuem sistema imune
adaptativo desenvolvido a sua resposta inata precisa
apresentar alta eficiéncia, desta forma os PAMs sao
uma pe¢a fundamental de sua defesa imunoldgica (3.

Estes sdo encontrados principalmente na sua
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hemolinfa, mas temos diversas toxinas com
caracteristicas de PAMs sendo identificadas em suas
peconhas, apesar de sua funcao neste local ainda nao
ser completamente compreendida. Como os PAMs de
artropodes apresentam uma grande variedade
estrutural e funcional com varias origens evolutivas
possiveis, descreveremos a atividade e estrutura de
alguns grupos desses peptideos com caracteristicas

marcantes.

Figura 3. Peptideos
antimicrobianos em
insetos. Dados de
22/04/202003), Fonte
autoral.

Total=561

PAMs em Hexapoda
Atualmente temos 311 PAMs descritos em insetos
(Fig. 3)(). Podem ser divididos em 3 grupos baseados

em sua sequéncia peptidica e em sua estrutura:
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Cecropinas sdo peptideos lineares que formam a-
hélice sem a presenca de residuos de cisteina;
Defensinas que apresentam de 3 ou 4 pontes
dissulfeto e por 3 dominios que constituem o loop
flexivel de sua regido N-terminal; peptideos com uma
quantidade alta de residuos de prolina e ou glicina,
esse grupo contém as Attacinas, Lebocinas,
Drosocinas, Diptericinas, Metchnikowinas,
Ponericinas, Jelleines, Apisiminas, Pyrrhocoricinas,
Persulcatusinas e as Melitinas. Com atividades
antimicrobianas em bactérias Gram-positivas e e/ou
em Gram-negativas. Os PAMs de insetos tém o seu ICsp
na casa dos micro molar (4).

Destacamos a Melitina, é uma toxina peptidica
encontrada na pegonha da abelha Apis mellifera, com
26 residuos de aminoacidos (Fig. 1a). Além de uma
ampla atividade antibacteriana, incluindo bactérias
Gram-positvas e Gram-negativas () a melitina tem
atividade em Xanthomonas oryzae pv. Oryzae, uma
bacteriose que afeta o arroz demonstrando um

grande potencial desse peptideo no uso como
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protecdo de plantas (6). Assim como outros peptideos
antimicrobianos, a Melittina se liga a membrana por
meio da interagdo com as cargas negativas dos
fosfolipidios formando poros que em seguida
induzem uma disrup¢ao da membrana causado lise
celular ). Nos estudos de Akbari e colaboradores (8)
demonstrou-se um efeito sinérgico da melitina com
antibioticos convencionais contra isolados de
bactérias resistentes tais como Acinetobacter
baumannii e Pseudomonas aeruginosa. Nesse estudo
eles demostraram que ao utilizar melitina com
doripenem reduziram a concentragdo inibitéria
minima (CIM) de 61,5pg/mL para 51,5 pg/mL em

isolados de A. baumannii.

PAMs em Miriapodes

Os peptideos antimicrobianos de Myriapoda assim
como os de insetos comegaram com estudos a partir
de sua hemolinfa. Chaparro e da Silva Junior
isolaram e caracterizaram a partir da hemolifa da

lacraia Scolopendra viridicornis, a Lacrain. Com uma
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sequéncia de 9 residuos de aminoacidos (RYPAVGYT)
esse peptideo demostrou atividade somente em
bactérias Gram-negativas sem apresentar atividade

hemolitica contra eritrocitos humanos.

PAMs em Crustaceos

Os crustaceos possuem grande importancia
econdmica pela pesca e consumo humano. Devido a
isto tem sido alvo de varios estudos, se destacando a
presenca de PAMs especialmente na sua hemolinfa.

Os primeiros PAMs caracterizados em crustaceos
foram as Penaeidinas, isoladas do camarao Litopenaeus
vanname. Desde entdo diversas Penaeidinas tem sido
caracterizadas (19). Diversos testes tém demonstrado
sua atividade contra Bactérias Gram-positivas, Gram-
Negativas e fungos. Elas possuem de 60 a 90
aminoacidos formando uma estrutura Unica entre os
PAMs, com dois dominios distintos, apresentando um
N-terminal rico em prolinas e uma regidao C-terminal
rica em cisteinas (Fig. 1b). Alguns tipos de

Penaeidinas podem promover a agregacdo de
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bactérias através de sua ligagdo aos seus
polissacarideos, facilitando a sua fagocitose.

Crustinas sdo proteinas antimicrobianas encontradas
em diversos grupos de crustaceos. Apresentam um
dominio WAP (Do inglés “Whey Acidic Protein”,
proteina acida de soro de leite) com sua massa
molecular variando de 6-22 kDa. Sao encontrados 4
subtipos de crustinas (I a IV) (1), cada qual
apresentando grande variacdo estrutural e funcional,
podendo ter atividade contra bactérias Gram-
positivas, Gram-negativas, fungos e atividade anti-

proteolitica.

PAMs em chelicerados

A primeiro atividade antimicrobiana descrita em
quelicerados foi encontrado por Xu e colaboradores,
na aranha Lycosa singoriensis (1989)(12) desde entdo
174 novos peptideos foram depositados em bancos de
dados (Fig. 3). Estes tém sido encontrados
principalmente nas suas peconhas e em sua

hemolinfa. Apresentam uma grande diversidade
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estrutural, se destacando os peptideos em alfa-hélice
e os peptideos ricos em ponte dissulfeto.

A peconha das tarantulas da familia Lycosidae tem se
mostrado uma rica fonte de PAMs com diversas
moléculas apresentando atividade contra bactérias
Gram-positivas, Gram-negativas e fungos (13). Sao
peptideos pequenos, apresentando de 16 a 31
aminodacidos, com estrutura em alfa-hélice anfipatica
(Fig 2c). A sua estrutura tem sido modificada tanto
para acentuar a atividade antimicrobiana como
inseticida apresentando resultados expressivos apds a
sua expressio em plantas (3), indicando o seu
potencial biotecnoldgico.

O PAM Gomesina foi purificado a partir de hemocitos
da caranguejeira Acanthoscurria gomesiana. A sua
atividade se baseia principalmente na
permeabilizacio da membrana plasmatica, mas
também ja foi verificada que ela apresenta modulacao
do sistema imune. A sua estrutura é semelhante a
defensinas, apresentando duas fitas betas

estabilizadas por duas pontes dissulfeto (Fig. 2d.).

Capa | Sumario | 407




Este peptideo apresenta com um amplo espectro de
acao, tendo atividade sobre bactérias, fungos, anti-

malaria e anti-Leishmania (14).

Potencial biotecnolégico

PAMs apresentam amplos espectros de acdo em
bactérias, fungos e em virus e € notdério que a
coevolucdo desses componentes da imunidade inata
ofere¢a uma alternativa como um protétipo de novos
farmacos ao combate de microrganismo resistentes
aos antimicrobianos comerciais. Atualmente 7 PAMs
foram aprovados pelo Food and Drug Administration
(FDA) e estdo sendo comercializados, em sua maioria,
como medicamentos de uso tdpico, e alguns casos, de
forma injetavel para o tratamento de infecgoes
bacterianas. Dos 7 PAMs aprovados 5 sdo peptideos
ativos em membranas e dentre desses destacamos a
Colistina que forma poros ao interagir com a
membrana citoplasmatica causando
consequentemente uma lise celular @3). Uma

alternativa ao uso é a expressao de AMPs em vegetais,

Capa | Sumario | 408




o peptideo Lycotoxina I modificado (16), apds a sua
expressdo em plantas de tabaco, reduziu o ataque de

suas folhas por bactérias e insetos.

Consideracgoes finais

Com o surgimentos de bactérias multirresistentes e a
diminuicdo de custo producdo de peptideos sintéticos,
AMPs de artropodes tem se mostrado uma
interessante alternativa terapéutica, especialmente
devido a sua grande variedade de atividades e
estruturas e a sua baixa inducdo de resisténcia em

patégenos.
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CAPITULO 25

PNPP-19, PEPTIDEO SINTETICO DERIVADO DE
UMA TOXINA DA ARANHA PHONEUTRIA
NIGRIVENTER, COMO POTENCIAL FARMACO PARA
O TRATAMENTO DA DISFUNGAO ERETIL.

Carolina Nunes da Silva

Maria Elena de Lima

Disfuncao erétil como um problema de satude
Disfuncao erétil (DE) é wuma condicdo
multifatorial, corriqueira e se estabelece quando ha
uma constante incapacidade para atingir ou manter
uma erecao suficiente para um desempenho sexual
satisfatorio (National Institutes of Health - NHI).
Calcula-se que 10% a 20% dos adultos do sexo
masculino no mundo sofram com DE (1). No Brasil,
cerca de 45,1% dos homens adultos apresentam
algum grau de dificuldade de ere¢do (2). Apesar de

nao ser letal, a DE afeta a qualidade de vida e o bem
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estar ndo s6 de homens, como também de suas
parceiras (3).

O principal fator de risco associado a disfung¢ado
erétil é a idade (4), mas também esta ligado a varias
comorbidades, incluindo doeng¢as crénicas como
depressao, doencas cardiacas, hipertensao e diabetes
mellitus (5). Os homens que tém estas doencas,
geralmente, apresentam disfunc¢do erétil moderada a
grave e s3o 0S menos responsivos a principal
farmacoterapia atual (6).

O tratamento de primeira linha para disfung¢ado
erétil envolve o uso dos farmacos orais inibidores da
fosdiesterase-5 (7). Estes fArmacos atuam na via do
6xido nitrico e monofosfato de guanosina ciclico (NO/
GMPc) promovendo relaxamento da musculatura lisa
do corpo cavernoso peniano. Contudo, a eficacia
destes inibidores diminui quando a sintese de 6xido
nitrico é prejudicada (8), evidenciando a necessidade
de novas moléculas e alvos terapéuticos (9).

Nesse contexto, estudos com toxinas animais

que promovem um relaxamento da musculatura lisa
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do corpo cavernoso e erecido do pénis, podem
representar novas alternativas para o tratamento da

disfungao erétil.

A aranha Phoneutria nigriventer e o priapismo

A aranha Phoneutria nigriventer foi descrita
por Keyserling em 1891 e é uma das espécies mais
envolvidas em envenenamento humano no Brasil
(10-12)(Figura 1). Aranhas desta espécie, possuem
habitos noturnos, sdo solitarias, agressivas e os
sintomas do envenenamento, em individuos jovens,
decorrentes da picadura incluem priapismo (13).

O priapismo é uma erecao peniana persistente,
dolorosa, independente de estimulo sexual sendo um
dos sintomas observados em acidentes graves.

- Toxinas da pegonha da aranha P. nigriventer que
causam priapismo.

O priapismo e a erecdo experimental em ratos
e camundongos, foram descritos apds a injecao de
duas toxinas purificadas da pegonha desta aranha,

PnTx2-5 e PnTx2-6 também conhecidas como 6-
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CNTX-Pn2b e 6- CNTX-Pn2a, respectivamente (14,15).
Desde entdo, muitos estudos tém sido publicados
buscando-se entender a acdo dessas toxinas, no

mecanismo da erecao.

Figura 1- Aranha Phoneutria nigriventer. (Fotografada
por Daniel Moreira Santos, Universidade Federal de Sao Jodo del-
Rey, Divinépolis, Minas Gerais, Brasil).

Essas duas toxinas atuam nos canais para
sodio dependentes de voltagem (Nav) e induzem a
liberagdo de 6xido nitrico (14,16,17). Propde-se que o
NO liberado aja no musculo liso, aumentando o

relaxamento, culminando na erecao.

- Toxina PnTx2-6 (8- CNTX-PnZ2a)
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A toxina PnTx2-6 quando testada in vivo,
potencializou a fun¢do erétil em animais
normotensos, reverteu a disfuncao erétil em ratos
hipertensos (DOCA-salt) (15), bem como melhorou a
funcdo erétil em ratos idosos (69-70 semanas) (18).
Quando testada in vitro, aumentou o relaxamento de
tiras de corpo cavernoso de animais normotensos, de
camundongos diabéticos e nocautes para 6xido nitrico
sintase (NOS) endotelial (19). Além disso, esta toxina
modificou a expressao de alguns genes envolvidos na
via do 6xido nitrico no tecido erétil de camundongos
(20). Portanto, PnTx2-6 mostrou-se como uma
excelente ferramenta farmacolégica para estudar a
funcao erétil.

Contudo, o fato de PnTx2-6 ser altamente
toxica apresentando varios efeitos colaterais, tais
como: intensa congestao vascular nos rins, figado,
pulmdes, miocardio, discreto edema cerebral,
prolongada dor em diferentes modelos animais e
morte (13,21) impossibilita seu uso como um

farmaco. Além disso, a obtencdo de grandes
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quantidades dessa toxina também é um fator
limitante, sua expressdo em sistema heterélogo é
possivel (22), entretanto, esta é uma técnica cara e
sua sintese quimica é complexa, dificultando a
obtenc¢ao de maiores quantidades e dos estudos com a

mesma.

PnPP-19, peptideo sintético derivado de PnTx2-6

Na tentativa de contornar tais limitagoes,
nosso grupo optou por estudar a acao de um peptideo
sintético mais simples que a toxina e que
representasse o sitio ativo da mesma. Assim, um
peptideo ja desenhado in silico a partir da toxina
PnTx2-6, para fins de estudos de imunologia e
representando sua regido mais exposta, como um
epitopo descontinuo (16,23), foi sintetizado com
algumas modificacbes na sua sequéncia e foi
denominado  PnPP-19  (Phoneutria  nigriventer
Peptideo Potencializador, com 19 residuos de
aminoacidos), apés verificarmos sua acao na funcao

erétil (24).
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PnPP-19 é facilmente sintetizado, é estavel e
potencializou a fungdo erétil de murinos, induzindo
irrelevante imunogenicidade e sem sinais de
toxicidade evidentes. Além do mais, o peptideo nao foi
hiperalgésico, ao contrario induziu antinocicepg¢do
(25) e, surpreendentemente, ndo agiu nos canais Nav,
porém atuou modulando a expressao das enzimas
NOS (24).

PnPP-19 mostrou-se como um potencial e
promissor candidato a farmaco, ndo s6é como
potencializador da fung¢do erétil, mas também para
reverter o fenotipo de DE em animais diabéticos e
hipertensos (26). O modo de acdo deste peptideo é o
seu grande diferencial em relacdo a atual
farmacoterapia, uma vez que PnPP-19 aumenta a
producdo de NO/GMPc sem elicitar efeitos
secundarios. Além disso, o peptideo ndo exerceu acao
sobre o coragdo de ratos e possui um efeito sinérgico
com inibidores da fosfodiesterase-5, podendo ser um
modelo alternativo para o tratamento da DE,

especialmente para aqueles pacientes que nao
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respondem ao tratamento de primeira linha (24,26).

PnPP-19 foi capaz de atravessar a pele, o que permite

seu uso em formulagdo para aplicagdo topica (26,27),

tendéncia atual, uma vez que é esperado que o

farmaco para tratamento da DE, apresente um tempo

aceitavel de eficacia, seja de facil administragdao e com

minimizacdo de possiveis efeitos adversos. O quadro

1 resume os estudos obtidos até o momento com a

toxina e o peptideo sintético.

Quadro 1. Acdes da toxina PnTx2-6 e do peptideo

sintético PnPP-19.

Potencializa a funcdo erétil in vivo e in vitro em diferentes
modelos animais.

Reverte o quadro de DE em animais hipertensos e diabéti-
cos.

Atua nos canais Navs.

Atua no coragdo isolado de ratos.

Efeitos adversos, como: intensa congestdo vascular nos
rins, figado, pulmdes, miocardio, discreto edema cerebral e
hiperalgesia.

Imunogenicidade.
Liberagdo de 6xido nitrico via modulagio das enzima NOS.

Permeia a pele humana e de ratos

*NT - Nao testado

SIM

SIM

SIM
SIM

SIM

NT*

SIM

NT*

SIM

SIM

BAIXA
SIM

SIM
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Consideracgoes finais

Estes dados ilustram a importincia dos
estudos com as toxinas animais, uma vez que as
pesquisas com a toxina PnTx2-6 permitiram
compreender o seu modo de acdo e serviram como
base para a proposicao de um peptideo sintético e
para os testes farmacol6gicos com o mesmo. Portanto,
PnPP-19 mostra-se como um candidato promissor
para a obten¢do de um farmaco alternativo para o

tratamento de disfuncao erétil.
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CAPITULO 26
TOXINAS E PEPTIDEOS DE ARANHA E VESPA COM
ATIVIDADE NEUROPROTETORA

Wagner Ferreira dos Santos

Introducao

As aranhas e vespas tém evoluido por 305 e
100 milhdes de anos, respectivamente. Suas pegconhas
tém sido usados na pesquisa basica e como modelo de
novas drogas, para mitigar diversas neuropatologias,
principalmente nos paises desenvolvidos. Entretanto,
estes paises ndo possuem uma rica biodiversidade
como a nossa. Nao obstante, no Brasil os estudos em
toxinologia sdo negligenciados por fundag¢des de
apoio a pesquisa. Além de serem foco importante de
estudos académicos e de medicina translacional, sdo
fonte de riqueza para o pais. Por exemplo, o captopril,
usado para o controle da hipertensdo, € um analogo

de um peptideo da peconha da serpente B. jararaca,
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que é comercializada pela Bristol-Myers Squibb, com
um faturamento anual estimado em US$ 5 bilhdes.
Palavras-chave: aranhas, vespas, neuroprotecao,

GABA, L-Glutamato

Toxinas de aranhas com atividade neuroprotetora
Os trabalhos pioneiros com as acil-poliaminas,

da aranha Argiope lobata, mostraram propriedades

anticonvulsivante e neuroprotetora.

As culturas primadrias de células cerebelares de
rato foram usadas para avaliar os potenciais efeitos
neuroprotetores da argiotoxina-636 (ArgTX-636),
isolada da peconha de A. lobata. E potente antagonista
dos receptores ionotrépicos de L-Glu e paralisante de
insetos. A ArgTX-636 diminuiu a concentracao
intracelular do Ca?*, causada pelo NMDA. A ArgTX-
636 protegeu neuronios contra o NMDA, foi
sintetizada e patenteada.

No Japdo estudaram a pegonha da aranha
“Joro” (Trichonephila clavata). A ]JSTX isolada da

aranha “Joro” suprimiu seletivamente os potenciais
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poOs-sinapticos excitatorios (EPSPS) de lagosta. Em
alta dose a JSTX bloqueou irreversivelmente os EPSPS.
A JSTX bloqueou o potencial de L-Glu na membrana
poOs-sinaptica. A peconha desta aranha contém
bloqueadores especificos dos receptores de L-Glu, nas
jungcdes neuromusculares dos crustaceos e de
vertebrados.

Na preparacdo de fatias de cérebro de ratos a
JSTX suprimiu respostas sensitivas em neuronios
piramidais hipocampais, das CA1 e CA3. O L-Glu
media estes dois sistemas, mostrando que a sua
inibicao colaboraria para o controle de alteragdes no
sistema excitatorio de invertebrados e mamiferos, em
situagdes normais e em neuropatologias, com
potencial atividade neuroprotetora.

Os efeitos da JSTX e o andlogo, 1-naftil
acetilespermina (Naspm) foram verificados em fatias
da CA1 do hipocampo de gerbil. A Naspm deprimiu as
correntes  poOs-sindpticas  excitatorias  (EPSCs)
mediadas por canais de receptores ndo NMDA. A

Naspm bloqueou as correntes de canal Unico dos
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neuronios isquémicos da CAl. Como as EPSCs nos
neurdnios da CA1 ap0ds isquemia sdao mediados por
condutancias mediadas por receptores nao NMDA
permeaveis a Ca?*. A Naspm e JSTX sdo eficazes no
bloqueio de EPSCs anormais, que podem induzir o
acumulo de Ca?*, inibindo a morte neuronial.

A seletividade da morte celular induzida pelo
AC dos neuro6nios motores na ELA, em comparagdo
com os neurdnios do corno dorsal, sugere que esse
mecanismo possa realmente contribuir para a
vulnerabilidade seletiva dos neurdnios motores na
ELA. A JSTX também inibiu a morte destes neuronios
in vitro, induzida por AC(1).

A peconha e componentes da aranha Parawixia
bistriata, tem sido um modelo de estudo em
neurofarmacologia, medicina translacional e como
bioinseticida. Esta foi a primeira aranha social
descrita que possui compostos, em uma mesma
peconha, que afetam os transportes de GABA e L-Glu.

A parawixinaZ (antiga FrPbAIl) isolada da

peconha de P. bistriata foi injetada na Substancia
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Nigra Pars Reticulata (SNPr) de ratos, ela evitou
convulsdes por bicuculina induzidas pelo bloqueio
GABAérgico da Area tempestas. Sua acdo é sobre
transportadores glicinérgicos e GABAérgicos. Este
composto é um ponto de partida para desenvolver
moléculas que possam mitigar alteracdes nessa
neurotransmissao.

A parawixina2 inibe a captagdo sinaptosomica
de GABA, em ratos, de maneira dependente da dose. A
parawixinaZz ¢é capaz de atravessar a barreira
hematoretiniana e proteger as camadas da retina
submetidas a condi¢cdes de isquémica-reperfusao.
Esses estudos fornecem uma melhor compreensao
dos mecanismos neuroquimicos envolvidos na funcao
cerebral GABAérgica e para desenvolvimento de
novas ferramentas terapéuticas.

A parawixina2 inibiu convulsdes induzidas
pela pilocarpina, PIC, AC e PTZ, em ratos. Quando
ensaiada para deficiéncias cognitivas no labirinto
aguatico de Morris, ndo alterou as laténcias de escape

dos animais tratados. Inje¢oes sistémicas de PTZ i.c.v,
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em ratos, a cada 48 horas, por 28 dias, induziu
convulsdes tonicos-clonicas. Os ratos foram tratados
i.c.v. com diferentes doses de Parawixina2. A injecao
diaria de Parawixin2 inibiu o inicio das crises,
dependente da dose.

A parawixinaZ também foi estudada em
modelo de epilepsia do lobo temporal (ELT). Os ratos
foram submetidos a ELT, usando pilocarpina e litio. A
parawixinaZ reduziu a frequéncia de convulsdes
espontdneas recorrentes. Os animais tratados com a
parawixinaZ tiveram prote¢do neuronial na CA3 e
hilus e inibiu a perda de células parvalbuminérgicas,
nas camadas do DG().

Na peconha de P. bistriata também tem sido
estudada a parawixinal (antiga PbTx1.2.3). Ela
estimulou seletivamente a captacdo de L-Glu em
sinaptossomas de ratos. A captacdo de L-Glu, ocorre
quando os receptores ionotropicos de L-Glu ou canais
de sddio e calcio dependentes de voltagem sao
completamente inibidos. No modelo de lesao

retiniana  experimental, a  parawixinal foi
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neuroprotetora das camadas nucleares externa e
interna e de células ganglionares®).

Além das compostos neuroativos Parawixina 1
e 2, a Parawixinal0 (Pwx10) foi isolada da peconha
de P. bistriata, a qual inibiu convulsdes induzidas por
acido cainico, NMDA e PTZ de maneira dependente da
dose, em ratos. Houve aumentos na captacdo de L-
[3H]Glu e de [3H]glicina, em sinaptosomas de ratos. Os
resultados demonstram que este composto foi
anticonvulsivante e neuroprotetor (4,

A Pwx10 mostrou efeito neuroprotetor,
quando ratos foram submetidos a crises convulsivas
induzidas por NMDA, sendo mais pronunciado
quando o composto foi administrado uma hora apés o
NMDA, nas areas CA1, CA3 e hilus.

Quando a RT10 foi pré-incubada em cultura de
neuronio e glia, antes dos insultos do L-Glu foi
neuroprotetora. Tanto a fracdo isolada Pwx10, quanto
seu analogo sintético potenciaram a atividade dos
transportadores EAAT1 e EAAT2, expressos em

células COS-7, aumentando a captacao do L-Glu.
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Foram neuroprotetoras in vitro, contra a
excitotoxicidade em culturas primarias de glia,
também aumentando a captag¢do do L-Glu.

Mais de 50 estruturas quimicas de moléculas
presentes na peconha da P. bistriata foram descritas.
Uma estrutura quimica da parawixina2 foi sugerida.
Um andlogo (L-2-Amino-5-ureidopentanamida) ¢é
comercializado por duas empresas farmaceuticas dos

EUA.

Peptideos de aranhas com atividade
neuroprotetora

A peconha de Phoneutria nigriventer contém
neurotoxinas potentes que atuam em canais ionicos().
Ainda existe uma grande diversidade de novas
moléculas, com diferentes alvos e atividades
bioldgicas nessa pegonha.

A PnTx4-5-5 é um polipeptideo da pegconha de
P. nigriventer que inibe o rNMDA. O PnTx4-5-5 reduz
a amplitude de EPSCs mediadas por rNMDA, em fatias

do hipocampo. Ainda, foram utilizados neuronios
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corticostriatais de cultura primaria de camundongos,
do tipo selvagem (WT), bem como em um modelo de
camundongo, da doenga de Huntington (BACHD). A
PnTx4-5-5 foi neuroprotetora de neurdnios WT e
BACHD, contra L-Glu. Esse peptifeo também foi
neuroprotetora dos neurdonios WT contra o peptideo
B- amildide B(©).

A PhTx3, de P. nigiventer é neuroprotetora
contra danos neuronais induzidos pela privagdo de
oxigénio e baixa concentracao de glicose (ODLG), em
fatias de hipocampo de rato(?8), As PnTx3-3 e PnTx3-4
sdo neuroprotetoras, inibindo indiretamente o
aumento do L-Glu, pela inibicdo dos canais de Cav do
tipo N e P/Q. Neuroprotecio semelhante foi
observada para estas toxinas em um modelo in vitro
de isquemia cerebral. Utilizando eletrofisiologia e o
ensaio de liberacdo de L-Glu em fatias do hipocampo
de rato, observou-se que tanto a PnTx3-3 quanto a
PnTx3-4 bloquearam a liberagao do L-Glu(".

Em fatias de retinas isquémiadas de ratos por

baixa concentragao de glicose e sem oxigénio por 45
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minutos foram tratadas com PhTx3, Tx3-3 e Tx3-4.
Houve diminuicdo da morte celular para os tres
peptidios ap0s isquémia.

O peptideo Hila isolado da pegonha de
Hadronyche infensa é neuroprotetor celular, em um
modelo focal de acidente vascular cerebral (AVC)
isquémico. A administracao i.c.v em ratos de Hila, até
8 horas apds a induc¢do do AVC, por oclusdo da artéria
cerebral média reduziu acentuadamente o tamanho
do infarto. A funcdo neurolégica e motora foram
melhoradas, bem como a preservac¢do da arquitetura
neuronial dos ratos.

A administracdo sistémica do peptideo
psalmotoxinal (PcTx1), isolado da peg¢onha de
Psalmopeous cambridgei é um inibidor seletivo de
canal ASIC1a. A fun¢ao locomotora em ratos apds SCI
(lesdo da medula espinhal) toracica foi melhorada.
Esta melhora correlacionou-se com o grau de
neuroprotecao do tecido nos tratos descendentes da
substancia branca, envolvidos na locomog¢ao dos

ratos(®).
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A injecdo de PcTx1, 20 minutos antes da
hipéxia protegeu os neurdnios estriatonigrais e
estriatopalidais no putamen de leitdes recém-
nascidos, submetidos a parada cardiaca. A inibicdo do
canal ASICla foi verificada com a PcTx1, apés AVC
induzido em ratos espontaneamente hipertensos
(SHR), administrando endotelina-1 a artéria cerebral
média®.

O bloqueio especifico de ASIC1a por PcTX1 por
via i.c.v, devido a oclusdo transitéria da artéria
cerebral média (MCAO), em camundondo reduziu o
volume de infarto. Também houve protecao apds
MCAO permanente. A administracdo pds-isquémica de
um bloqueador ASICla pode ser uma estratégia
neuroprotetora eficaz para pacientes com AVC(19),

O peptideo ®-Aga-IVA isolada da aranha A.
aperta é um potente inibidor da entrada de ions calcio
em sinaptossomas do cérebro de ratos. O w-Aga-IVA
auxiliou na caracterizagdo dos canais de calcio

cerebrais resistentes aos bloqueadores de canais(11),
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A eficacia neuroprotetora do ®-Aga-IVA no
hipocampo de rato, sugere que os canais de ions de
Ca?* sensiveis ao w-Aga-IVA participam da morte
neuronial isquémica e constituem um alvo potencial
da intervencgdo terapéutica neuroprotetora.

O ®-Aga-IVA inibiu o tamanho do infarto
determinado apés 24 h de reperfusdo, apés 1 h de
oclusdo da artéria cerebral média (MCA) em ratos.
Estes resultados sugeriram que os canais de ions de
Ca?* do tipo P/Q podem estar envolvidos no
desenvolvimento de lesdo cerebral isquémica focal e
os bloqueadores desses canais podem ser
terapeuticamente Uteis contra lesdes isquémicas(12),

A Huwentoxin- (HWTX-I) foi isolada da
peconha da aranha Ornithoctonus huwena. Ela
bloqueia seletivamente o canal de ions de CaZ?*
dependente de voltagem do tipo N, em modelo de
lesao global isquémica e reperfusao cerebral, em
ratos. A HWTX-I mantém a estabilidade morfolégica
de células piramidais. Reduziu o nivel de expressao de

fatores relacionados as vias apoptoticas e TNF (13),
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A HWTX-I foi injetada i.v. em camundongo
submetido a isquemia cerebral cronica (ICC. A HWTX-
[ ativou a via de transdugdo de sinal Notch no tecido
cerebral. Houve expressdao do mRNA da sinaptofisina,
regulada positivamente por exercicio aerdbico. Esses
resultados demonstraram que o exercicio aerdbico, e
a HWTX-I diminuiram a lesdo neuronial induzida pela

ICC, via Notch e promove a regeneracao sinaptical4.

Toxinas e peptideos de vespas com atividade
neuroprotetora

O Dr. Tom Piek em Amsterdam, foi o pioneiro
em isolalar e estudar as filantotoxinas (PhTx), da
peconha da vespa solitaria Philanthus triangulum.

Culturas primarias de células cerebelares de
rato foram wusadas para avaliar os efeitos
neuroprotetores das filantotoxinas, as quais sao
potentes antagonistas dos receptores ionotrépicos de
L-Glu. A PhTX-343 diminuiu a concentracao
intracelular de Ca?*, que foram estimulados pelo

NMDA. Quando adicionada 5 minutos antes e durante
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a exposicdo ao agonista protegeu as células. Alguns
analogos estruturais da PhTX-343 sdao mais potentes
que ela, tanto em termos de antagonismo dos
aumentos de ions de Ca?* e neuroprotecdo,
estimulados por NMDA(15),

A peconha desnaturada da vespa social Polybia
occidentalis inibiu a convulgdo da bicuculina (BIC),
picrotoxina (PIC) e &cido cainico (AC). Ainda reduziu a
atividade locomotora espontdnea nas doses
anticonvulsivantes. Esses achados indicam que a
peconha desnaturada possui atividade
anticonvulsivante e compostos com pouca propensao
a causar efeitos colaterais neurolégicos em roedores.

A peconha desnaturada da vespa social P.
ignobilis inibiu convulsdes agudas induzidas pela
injecdo i.c.v. de BIC, PIC e AC, em ratos. Inibiu a ligacao
do L-Glu e GABA em seus receptores especificos. Esses
efeitos podem ser responsaveis pelos efeitos
anticonvulsivantes, os quais levam a pegonha de P.
ignobilis como uma fonte potencial de drogas

anticonvulsivantes e neuroprotetoras.
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Injecbes i.c.v de fragio de baixa massa
molecular da peconha da vespa P. paulista, foi
anticonvulsivante, dependente da dose e apresentou
potente atividade ansiolitica. Esta fragdo é composta
por peptideos neuroativos, que podem ser utilizados
como modelo na  pesquisa de drogas
anticonvulsivantes, ansioliticas e neuroprotetoras.
Dessa peconha isolaram o Ppnp7 e a neuropolibina,
que mostraram um efeito anti-convulsivo em ratos e
camundongos, respectivamente. As curvas de
prote¢do contra a convulsdo maxima para ambos os
peptideos, e os registros de EEG demonstraram que a
neuropolibina protegeu 80% dos animais das
convulsdes tonico-clonicas. Estes peptideos podem
ser considerados ferramentas terapéuticas e
biotecnolégicas valiosas para o estudo e tratamento

futuro de disturbios epiléticos(16).
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Secdo 3:
INOVACAO TECNOLOGICA,
DRUG DISCOVERY E
PROTIPOS DE FARMACOS.

Figura 2

Figura 2
Nanoparticula Lipossomo
Hustragdo: Caneta nanquim e lapis.

Figura 1

Nanoparticula Dendrimero
llustragdo: Caneta nanquim e ldpis.

Figura 3

Tecnologia e quimica dos elementos
Iustragdo: Caneta nanquim e aquarela.
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CAPITULO 27
ESTUDOS in silico ADMET NA BIOPROSPECCAO DE
FARMACOS

Heloisa Mara Batista Fernandes de Oliveira
Aleson Pereira de Sousa
Abrahao Alves de Oliveira Filho
Introducao

As inovacoes cientificas e tecnolédgicas na area
da quimica farmacéutica tém guiado inumeras
transformagdes nas atividades de pesquisa de
candidatos a farmacos para o desenvolvimento de
novos medicamentos pela industria farmacéutica,
resultando em melhorias na qualidade de vida das
mais diferentes populacées do mundo.(®)

Muitos recursos sao empregados durante a
descoberta e o desenvolvimento de um novo
medicamento, envolvendo um longo periodo de
tempo, bem como, altos custos, podendo alcancar
valores superiores a US$ 1,2 bilhoes(?. Neste

contexto, tornou-se habitual avaliar precocemente a
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semelhanca do novo medicamento com outros ja
disponiveis no mercado, bem como, as suas
propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacodindmicas com a finalidade de se reduzir
custos.(13)

O estudo das propriedades fisico-quimicas dos
candidatos a farmacos pode ser realizado por meio de
estudos computacionais conhecidos como estudos in
silico, que utilizam softwares e fazem uso de modelos
matematicos e estatisticos, com eficdcia comprovada,
a fim de prever as provaveis caracteristicas biologicas
e farmacoldgicas de uma molécula em um periodo
curto de tempo, tornando o processo mais rapido e

menos oneroso.® 5)

Estudos in silico ADMET

A utilizacdo de técnicas computacionais no
desenvolvimento e descoberta de farmacos tem
rapidamente ganhado popularidade, implementacao e
apreciacdo.(®) Industrias farmacéuticas tém ampliado

seus testes com um arsenal de drogas mais robusto
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que utiliza da predi¢cdo de atividades biol6gicas dos
candidatos a novos farmacos. A expressao in silico tem
sido usada para significar “realizada no computador”
ou através de simulacdo em computador, tendo sido
utilizada pela primeira vez em 1989. Na area da
Quimica Medicinal, os estudos in silico constituem um
importante meio para auxiliar em projetos de
pesquisa e desenvolvimento de farmacos. (V)

Os modelos in silico vem sendo empregados
nos estagios iniciais de pesquisas e desenvolvimento
de moléculas para analise de potencial atividade
terapéutica. Esses modelos sdo usados de forma
crescente como apoio pré-screening e devem ser
associados aos estudos in vitro e in vivo, visando
diminuir a quantidade de moléculas avaliadas e
otimizar a identificacdo de novas entidades quimicas,
além de diminuir a utilizacao de animais, os custos
exorbitantemente menores, um menor tempo de

analise, a reprodutibilidade, a rapidez e a exatidao.

(8,9,10)
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Além disso, a determinacdo das propriedades
farmacocinéticas de absorcao, distribuicao,
metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET),
essenciais no estudo dos candidatos a novos
farmacos, tém sido amplamente estudadas por
técnicas computacionais. (11

Os parametros ADMET (absorc¢ao, distribuigao,
metabolismo, excre¢do e toxicidade) tém um papel
importante em definir a disponibilidade in vivo e os
efeitos toxicos de uma molécula, ao auxiliar na
reducao do tempo e do custo do processo de pesquisa
e desenvolvimento de novos farmacos. (12) Ja que
aproximadamente 50% das razdes que levam ao
fracasso no desenvolvimento de um farmaco sdo
associadas ao perfil farmacocinético e toxicolégico. (13)
Dessa forma, quando ha analise do potencial bioativo,
boa disponibilidade, baixo risco de efeitos téxicos,
tornam o farmaco alvo de estudo mais promissor a
ser submetido a investigacdo de etapas subsequentes

na pesquisa.
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O estudo dessas propriedades pode ser
realizado através de diferentes ferramentas, tais
como: Molinspiration, ALOGPS 2.1, ToxPredict e
OSIRIS Property Explorer. As informagdes obtidas por
estas ferramentas podem ser utilizadas para avaliar o
potencial de novos candidatos a farmacos. (14

Levando em consideracao os parametros de
ADMET, uma boa biodisponibilidade oral também é
um dos atributos mais almejados para um novo
farmaco, pois viabiliza o uso de doses menores e
menos frequentes, proporciona melhor adesao do
paciente ao tratamento e diminui o custo/consumo do
farmaco. (13) A predicdo da biodisponibilidade oral
envolve uma série de fatores bioldgicos e fisico-
quimicos como dissolucdo no trato gastrointestinal,
permeacao pelas membranas intestinais e
metabolismo de primeira passagem intestinal e
hepatico. (16)

Com base nestas informacoes, Lipinski et al,,
(2001) @7)  propuseram regras que avaliam

teoricamente a biodisponibilidade oral das novas
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moléculas com potenciais terapéuticos. Esta predicao
é conhecida como “regra dos cinco de Lipinski” que
tem como definicdo um conjunto de parametros
capazes de identificar compostos com problemas de
absorcao e permeabilidade. Um banco de dados de
aproximadamente 2500 farmacos comerciais
oralmente ativos foi usado para elaborar diretrizes
gerais que pudessem ser utilizadas pelos quimicos
medicinais para estimar o potencial de
permeabilidade e de solubilidade de um composto. (16)

De acordo com esta regra uma molécula
apresenta boa absor¢do e permeabilidade quando
segue pelo menos trés das caracteristicas: possuir o
numero de grupos aceptores de ligacdo hidrogénio
menor ou igual a 10, o nimero de grupos doadores de
ligacdo hidrogénio menor ou igual a 5, peso molecular
menor ou igual a 500 Da e Log P calculado menor ou
igual a 5. (8) Além disso, uma regra adicional,
proposta por Veber, diz que o nimero de ligacoes
rotacionaveis (NLR) nao deve ser superior a 10, visto

que a molécula deve adotar uma conformacao fixa
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para interagir com o alvo, passar pelas membranas, e
ao mesmo tempo adotar a conformagao ativa. (19)
Varios sdao os estudos ja divulgados na
literatura sobre as andlises in silico dos parametros
ADMET de produtos naturais bioativos, como por
exemplo o estudo de Oliveira et al, (2018) (20
investigou as propriedades in silico do flavonoide 5-
hidroxi-4’, 7-dimetoxiflavona e observou que este
produto natural apresentou uma boa disponibilidade
oral tedrica, por meio dos dados obtidos pelo
software Molinspiration, como pode ser visto na
tabela 1, além de revelar uma baixa toxicidade teorica,
por meio dos resultados do software admetSAR
descrito na tabela 2.
Tabela 1 - Andlise in silico do flavonoide 5-hidroxi- 4’, 7-

dimetoxiflavona com o software Molinspiration. Fonte: Oliveira
etal. (2018)

Comp. milog | MM | nAL nDL | nviolagde | TPS | nrot
P H H s A b

Flavonoid | 3.54 298.2 5 1 0 68.9 3
e 9 1
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Comp. - composto; miLogP - coeficiente de particdo octanol/agua;
nALH - nimero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH -
numero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; nviolagdes -
numero de violagdes; TPSA - area superficial polar topoldgica; nrotb -
numero de bandas rotaveis.

Tabela 2 - Toxicidade in silico do flavonoide 5-hidroxi- 4, 7-
dimetoxiflavona calculada no software admetSAR

Tipo de toxicidade  Toxicidade Carcinogénico Toxicidade
AMES oral aguda

5-hidroxi- 4’, 7- NT NC 111
dimetoxiflavona

NT - ndo toxico; NC - ndo carcinogénico.
Fonte: Oliveira et al. (2018)

Outro estudo interessante foi o desenvolvido
por Palmeira et al, (2019) (D e avaliou as
propriedades in silico do composto cis-calameneno,
um composto quimico de maior prevaléncia contida
no o6leo essencial da Vitex Gardneriana Schauer
(Jaramataia), este produto natural demonstrou uma
biodisponibilidade oral tedrica, por meio dos dados
obtidos pelo software Molinspiration, como pode ser

visto na tabela 3.
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Tabela 3 - Biodisponibilidade oral in silico do Cis-
calameneno..

Comp. miLlog | MM | nAL | nDL | nviolagd TPS | nrot
P H H es A b
Cis- 4.31 202.3 0 0 0 00.0 1
calamene 4 0
no

Comp. - composto; miLogP - coeficiente de particdo octanol/agua;
nALH - niimero de grupos aceptores de ligacdo de hidrogénio; nDLH -
numero de grupos doadores de ligacdo de hidrogénio; nviolagdes -
numero de violagdes; TPSA - area superficial polar topoldgica; nrotb -
numero de bandas rotaveis.

Fonte: Palmeira et al. (2019)

Consideracgoes finais

Portanto, pode-se concluir que a utilizacdo dos
softwares para os estudos in silico dos parametros
ADMET contribui para o avango tecnolégico da
induastria farmacéutica, bem como, para a redugdo do
tempo e dos custos para a bioprospeccao de novos
farmacos. Uma vez que as andlises tedricas apontam
para moléculas com maiores chances de desempenhar

efeitos farmacol6gicos promissores.
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CAPITULO 28
TRANSCRIPTOMA DE VENENOS E TOXINAS
RECOMBINANTES

Luciana Souza de Oliveira;

Valéria Gongalves de Alvarenga.

Transcriptoma de venenos

O transcriptoma consiste no conjunto de
transcritos (RNA) de um determinado organismo,
6rgdo, tecido ou conjunto de células em um
determinado tempo. Na transcricio do DNA pela
enzima RNA polimerase sao gerados inumeros tipos
de RNAs, como RNA mensageiro, RNA ribossomal,
RNA transportador, microRNA e RNA nao codificante.
Para o estudo do transcriptoma de veneno,
geralmente pretende-se trabalhar com o RNA
mensageiro.

O estudo do transcriptoma de venenos contribui
para a quantificacdo da expressao, a identificacdo de
sequéncias de aminoacidos de dada proteina, o

entendimento do metabolismo, a descoberta de novos
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genes, o estudo de comparacdao entre padroes de
expressdo, o entendimento de diferentes fases do
desenvolvimento e identificagdo de espécies.

Algumas metodologias utilizadas para analise do
transcriptoma como SAGE (Serial Analysis of gene
expression) e Microarray sao uteis, principalmente,
para andlise quantitativa de expressdao de genes(1),
Contudo, a construcdo de bibliotecas de cDNA e o
sequenciamento de DNA sdao metodologias que
permitem um conhecimento mais abrangente do
conteudo das sequéncias dos transcritos(®) (Figura 1).

A primeira técnica de sequenciamento de DNA foi
descrito por Sanger e seus colaboradores em 1977,
porém, somente com o surgimento da nova geragdo
de sequenciamento (NGS - Next
generationsequencing), foi  possivel fazer o
sequenciamento direto e massivo de milhdes de
moléculas de DNA®), com isso muitos transcriptomas
relacionados a venenos tem sido descritos. De 2002

até o momento, 620 artigos foram depositados em
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repositérios de banco de dados publicos, contendo as

palavras combinadas “Venom Transcriptome”.

Figura 01. Fluxo de trabalho para estudo de
transcriptomas de veneno.

-
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Transcricdo

Sanger Sequenciamento NGS
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1]

— — Ferramentas de

D bioinformatica

Fonte: Valéria G. Alvarenga, 2020

Com a magnitude de dados produzidos, tornaram-
se necessarios computadores mais robustos e
formacdao multiprofissional (biologia e informatica)
para organiza-los e analisa-los. Assim, os transcritos

que codificam as proteinas do veneno sao montados a
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partir dos milhdes de dados produzidos pelos novos
sequenciadores().

A montagem das sequéncias € realizada por meio
de algoritmos que fazem uma montagem “De novo”,
onde ndo existe um transcriptoma ou genoma de
referéncia para nortear as montagens, ou uma
montagem “com referéncia” usando um
transcriptoma ou genoma ja montado para comparar
e montar os transcritos. A montagem “De novo” tem
sido bastante utilizada para os trabalhos com
transcriptomas de animais pegconhentos os quais em
sua maioria nao possuem dados de genomas
disponiveis.

A fase de anotacao dos dados é onde os transcritos
que codificam as proteinas do veneno serado
identificados e descritos. Nesta fase, o alinhamento
entre sequéncias é muito utilizado para comparar
duas ou mais sequéncias entre si ou em repositérios
de bancos de dados extremamente uteis para

caracterizagdo dos transcritos.
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O avango da tecnologia de sequenciamento e
analise dos dados de transcriptomas tém auxiliado
imensamente no estudo dos processos envolvidos na
producao do veneno, na identificagdo e caracterizacdo
dos componentes do veneno, no descobrimento de
novas proteinas e peptideos e mesmo para o
desenvolvimento de novas estratégias para o

tratamento do envenenamento.

Toxinas recombinantes

O veneno possui peptideos e proteinas com
inestimaveis valores biotecnoldgicos e o estudo do
transcriptoma é uma das ferramentas para explora-
los. Entretanto, a aplicacdo biotecnoldgica dessas
toxinas requer a purificacdo em maiores quantidades.
Para alguns tipos de animais, a extragdo do veneno €
laboriosa e rende pouquissima quantidade. Além
disso, algumas proteinas estdo presentes em baixa
abundancia no veneno. Assim, a producao de
proteinas recombinantes é um passo importante para

a aplicacdo biotecnolégica das toxinas.

Capa | Sumario | 465




Utilizando a tecnologia do DNA recombinante é
possivel produzir proteinas quiméricas, isto é, com
uma sequéncia de outra proteina fusionada, que
podem dar novas funcionalidades ou aprimorar a
expressdo e purificagdio. Como exemplo, temos a
adicdo de uma cauda de histidina na sequéncia da
proteina (His tag) que facilita a purificacdo da forma
recombinante, e diferentes tags que sdo adicionadas
para aumentar a solubilidade e estabilidade das
proteinas expressas principalmente em sistemas
bacterianos (tags de tioredoxina - Trx, de proteina de
ligacdo a maltose - MBP, de glutationa S-transferase -
GST e de pequenos modificadores relacionados a
ubiquitina - SUMO).

Existem diversos sistemas para expressao de
proteinas recombinantes que incluem sistemas
bacterianos, leveduras, células de mamiferos, células
de insetos e plantas transgénicas. Os sistemas
bacterianos sdao os mais amplamente utilizados, pois
sdo faceis de cultivar, crescem rapido, tem alta

produtividade e com baixo custo de producao.
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Entretanto, este sistema tem a desvantagem de nao
reproduzir algumas modificacdes poOs-traducionais,
geralmente presentes nas toxinas, como glicosilacao e
pontes  dissulfeto. Essas modificacbes  pos-
traducionais podem ocorrer nos sistemas de
expressdo em levedura, entretanto, € comum observar
hiper-glicosilacdo nas proteinas expressas neste
sistema. Os sistemas de expressdo em células
eucarioticas sdao os que melhor reproduzem a
complexidade estrutural das toxinas, porém este
sistema tem a desvantagem de ser mais dificil de
cultivar, com baixo rendimento e um custo mais alto
de produgao®.

Na tabela 1, listamos alguns exemplos de toxinas

animais recombinantes.

Tabela 1. Exemplos de toxinas animais recombinantes

Toxina Espécie Sistema de Ref.
expressao

BmKBTx e Escorpido (Buthus  Escherichia coli (5)

BmNalL-3SS2 martensii Karsch) (bacteria)

Fosfolipase D Aranha (Loxoceles  E. coli (6)
gaucho)

Desintegrina Serpente E. coli (6)
(Bothrops
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insulares)

TFT-AF e TFT- Serpentes E. coli (7)
VN (Toxinas 3- (Azemiops feae e
fingers) Vipera nikolskir)
HF3 (SVMP-PIII) Serpente Sistema in vitro (8)
(Bothrops livre de células
jararaca) baseado em E.
coli
Albolamin Serpente Pichia pastoris (9
(SVMP-PIIa) (Cryptelytrops (levedura)
albolabris)

Fonte: autoral

Consideracgoes finais:

A otimizacdo das condigdes de crescimento do
sistema de expressdao é um passo importante para
aumentar a producdo da proteina recombinante. Apds
alcancar a melhor produ¢dao em pequena escala, €
necessario passar para a produ¢do em grande escala.
Em maior quantidade, as toxinas recombinantes
podem ser utilizadas em ensaios de caracterizagao
funcional das diferentes classes de proteinas
presentes nos venenos, em diagnosticos e como

agente terapéutico.
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CAPITULO 29
TECNOLOGIAS APLICADAS A DESCOBERTA DE

FARMACOS
Ellen Gongalves de Oliveira;
Joao Paulo L. Velloso;
Rubens L. do Monte-Neto.

Resumo

Neste capitulo, sdo abordados alvos
terapéuticos e suas implicacbes na descoberta e
desenvolvimneto de farmacos, considerando
abordagens interdisciplinares, incluindo métodos de
predicdo computacionais, banco de dados publicos e

estratégias colaborativas.

Consideracgdes sobre alvos terapéuticos

Algo atualmente definido como passo essencial
na descoberta de tratamentos é a definicao das bases
moleculares para a doenca em questio (). Esses
complexos sao definidos como alvos terapéuticos, ou
seja, estruturas celulares ou moleculares envolvidas

em algum processo fisiolégico, que podem estar
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envolvidas em quadros patolégicos. Estima-se que
existam quase 700 proteinas codificadas pelo genoma
humano que servem como alvos terapéuticos para
mais de 1500 farmacos aprovados pelo FDA (2. A
maioria dos alvos descritos sao receptores acoplados
a proteina G - receptores metabotropicos (12 %),
canais idnicos - receptores i6notrépicos (19 %),

receptores nucleares (3 %) e cinases (10%) (2.

Vantagens e limita¢des na busca por farmacos de
origem natural

Produtos naturais e/ou seus derivados
sintéticos/semi-sintéticos  perfazem 42% dos
principios ativos em uso atualmente (). Dentre as
principais vantagens para utilizacdo de farmacos de
origem natural, estdo: (I) a exploragdo e selegdo de
principios  ativos  alicercados em  estudos
etnofarmacolégicos; onde os efeitos colaterais do
farmaco sao mais bem conhecidos em decorréncia do
seu uso popular e (II) a utilizagdo de estruturas que

sirvam de inspiracao ou como base para a sintese de
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novas moléculas. Como desvantagens podemos
apontar o fato de que nem todas as moléculas de
origem natural sdo passiveis de sintese completa, o
que torna o processo de producdo dependente das
fontes naturais. Além disso, no Brasil, moléculas
obtidas de fontes naturais ndo sao patenteaveis, o que
pode gerar alguma dificuldade comercial, dependendo
do tipo de aplicacdo. Muitas vezes essas moléculas
apresentam niveis de complexidade estrutural que
podem impactar negativamente na
sintese/semisintese e em modelos de triagem de
farmacos que envolvam, por exemplo, a aplicagdo das
regras de Lipinski. Geralmente, moléculas isoladas de
fontes naturias ndo seguem esses critérios, ainda que
sejam bioativas. Variacdes sazonais podem atuar
limitando a produc¢do de metabdlitos, impactando nos
rendimentos dessas moléculas. Muitos antibidticos
tém sua origem de fontes naturais, explicado pelo fato
de que microorganismos competem evolutivamente
por um determinado microambiente e langam mao de

toxinas como forma de defesa natural na eliminacao
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de outros microorganismos. Muitos desses compostos
foram obtidos de microorganismos cultivaveis em
condi¢cbes axénicas e a grande maioria foi descoberta
até a década de 1960. No entanto, a reemergéncia de
superbactérias resistentes a multiplos antibiéticos e a
limitagdes de estratégias inovadoras e investimento
na busca por novas moléculas ativas, anunciam uma
fase critica, de ameaga a saude publica que
enfrentamos ). Nesse contexto, bactérias nao
cultivaveis podem se configurar como fonte
abundante de novos antibioticos. Uma das
alternativas tecnolégicas para prospectar moleculas
ativas in situ, é cultivar esses microorganismos em
seus proprios ambientes. Foi dessa forma que Ling e
cols. (2015), utilizaram um dispositivo, chamado de
iChip, para culivar bactérias no solo e isolaram um
peptideo de Eleftheria terrae, denominado de
teixobactina. Trata-se de um novo antibiético ativo
inclusive contra S. aureus resistente a meticilina
(MRSA) e sem evidéncias de selecio de cepas

resistentes ao composto ©). Portanto, percebemos que
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é ncessario resiliéncia, criatividade, sustentabilidade e
investimento na busca por novas alternativas de
origem natural como fonte (quase) inesgotavel de

farmacos.

Farmacologia classica VS. reversa e
reposicionamento na descoberta de farmacos
Muitos estudos alimentam diariamente bancos
de dados com moléculas candidatas a fArmacos, mas
muito pouco se conhece sobre seu modo e
mecanismo(s) de agdo. Testes in vitro em cultura de
céluas e ensaios pré-cllinicos, com a utilizacao de
animais de experimentacao, envolvem  a
caracterizacdo fenotipica, do efeito desejado como
foco de campanhas de triagem de farmacos. Esse
processo é também chamado de abordagem classica
ou farmacologia classica. Avancos na farmacologia
levaram a caracterizacao de receptores, permitindo o
desenvolvimento racional de farmacos, chamada de
farmacologia reversa ou baseada no alvo (6), Nesse

processo, um alvo candidato envolvido com a
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fisiopatologia de uma dada manifestagao clinica, é
selecionado e sdo realizados ensaios para a
descoberta de moléculas capazes de interagir com
esse determinado alvo, de forma a mitigar os efeitos
da doenca. O reposicionamento é conhecido como
uma alternativa mais rapida e de menor custo quando
comparada a descoberta e desenvolvimento completo
de um novo farmaco até sua disponibilizacdo no
Mercado (Figura 1). Um processo tradicional deve
passar pela descoberta, fase pré-clinica realizada em
laboratérios, fase clinica (que visa a avaliacdo de
eficAcia e seguranga) e submissdo as autoridades e
vigilancia pods comercializagdo, processo também
conhecido como farmacovigilancia. Para o
reposicionamento, este processo ¢é reduzido,
dispensando algumas etapas da fase clinica. Ao longo
dos anos, farmacos como Minoxidil, Cetoconazol,
Talidomida, Aspirina e o Viagra se tornaram exemplos
de sucesso a partir desta abordagem. Neste contexto,

ferramentas de computacionais se tornam grandes
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aliadas na reducao deste tempo, levando de 1 a 2 anos

para identificagcdo destes compostos (7).

Figura 1: Etapas envolvidas no processo de
descoberta de farmacos (de novo) em comparac¢ao
com estratégias de resposicionamento. O processo
tradicional completo para a chegada de um
medicamento a prateleira da farmacia, desde a
identificacdo do seu principio ativo, pode levar de 10
a 17 anos (setas laranja). J4& o processo de
reposicionamento de farmacos apresenta vantagens
como reducdao de custos e menor tempo até estar
disponivel no mercado para o novo fim (setas verdes).
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Fonte: autor Rubens Lima do Monte Neto
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Ferramentas computacionais e banco de dados

As plataformas para analise computacional que
auxiliam nos  estudos de  descoberta e
reposicionamento  de  farmacos levam em
consideracdo suas diferentes formas de abordagem,
sendo elas: o farmaco ou molécula candidata e sua
estrutura quimica, a fisiopatologia da doenca e os
mecanismos moleculares nela envolvidos em relacao
ao seu alvo. A quimioterapia por sua vez pode
interferir em diferentes vias bioquimicas, envovidas
ou nao com o mecanismo de acao e efeitos desejados,
levando também a efeitos colaterais (9). Nesse
sentido, ferramentas computacionais podem atuar
como aliadas com alto poder preditivo sobre, por
exemplo, efeitos indesejados e guiar a descoberta e
desenvolvimento de farmacos. Um o6timo exemplo
desse tipo de abordagem ¢é o preditor pkCSM
(http://biosig.unimelb.edu.au/pkcsm) uma poderosa
ferramenta que wusa aprendizado de maquina
(machine learning), sendo capaz de prever

propriedades farmacocinéticas de potencias ligantes
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com base na teoria de grafos e suportado por
assinaturas  moleculares oriundas de dado
experimentais (10), Dessa forma, é possivel filtrar
caracteristicas indesejadas e predizer
comportamentos dos farmacos candidatos nas fases
de absorcdo, distribuicdo, metabolism, excreciao e
toxicidade (ADMET).

Ferramentas preditivas contribuem e trazem
resultados promissores, um exemplo é o estudo de
reposicionamento do Mebendazol, um anti-
helmintico, como potencial farmaco antitumoral que
foi realizado a partir de andlises de ancoragem
molecular 2D e 3D. (12), Um dos exemplos mais atuais
da aplicacao de solu¢bes computacionais para a busca
massiva de alternativas quimioterdpicas sdao os
projetos de utilizagdo remota de computadores
particulares para executarem a busca por novas
moléculas ativas contra o novo coronavirus (SARS-
CoV-2) ou na elucidac¢ao estrutural de potenciais alvos
“drogaveis”

(https://foldingathome.org/2020/05/28 /the-covid-
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moonshot; www.ibm.org/OpenPandemics). Uma

estratégia para acelerar o processo de descoberta de
um medicamento no enfrentamento a pandemia de
COVID-19. Outros tipos de consdrcio como o da

Atomwise (https://www.atomwise.com) utilizam

inteligéncia artificial e, de forma colaborativa, integra
analise computacional, validagdo experimental e
producdo de hits na descoberta e desenvolvimento de

farmacos.

Bancos de dados

Bancos de dados sdo fontes para mineragao
estratégica cujos estudos podem ser guiados por
redes de interacdo proteina-proteina (biologia de
sistemas); podem conter informagdes nao apenas
estruturais, mas também de sequéncia génicas e
serem utilizados em abordagens de quimiogendmica,
associando dados de sequenciamento e funcao

bioldgica na elucidacao de mecanismos (Tabela 1).
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Tabela 1. Principais bancos de dados uteis na
descoberta e desenvolvimento de farmacos

Categoria Banco de dados Informacoes
Farmaco e PubCHEM Substancia,
estrutura https://pubchem.ncbi.nlm.nih.go  estrutura
v/ quimica e
ChEMBL atividade
https://www.ebi.ac.uk/chembl/ biolégica
SEA (Similarity Ensamble Comparagdo
Approach) estrutural
http://sea.bkslab.or entre uma
nova molécula
e um farmaco
conhecido
Interagdes DrugBank Mecanismos
farmaco-alvo https: //www.drugbank.ca/ relacionados a
farmacos
Interacao
proteinas alvo
e pequenas
moléculas
STITCH (Search Tool for Vias
Interacting Chemicals) metabdlicas,
http://stitch.embl.de/ estruturas
cristalografica
S, andlise

receptor-alvo

Transcriptéomic
a, Protedomica e
Metabolomica

Binding DB Proteinas alvo
https://www.bindingdb.or e pequenas
moléculas
similares a
farmacos
cMAP (The Connectivity Map) Mapas
https://cmap.ihmc.us/ metabdlicos,
KEGG (Kyoto Encyclopedia of relacdo entre
Genes and Genomes) genes e
https://www.genome.jp/kegg/ proteinas
alvos.

Fonte: Autor
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Processos computacionais utilizados na busca
de novas moléculas e no reposicionamento de
farmacos, podem ser divididos em duas classes:
baseadas no alvo ou baseados no ligantes. A 1a utiliza
informacoes estruturais disponiveis do alvo, tanto
obtidas por meio de experimentacdo (RMN,
cristalografia de raios-x) como preditas por modelos
gerados in silico (geralmente métodos comparativos).
A partir dessas informagdes estruturais, se identifica a
porgao de interacdo com ligantes e se busca moléculas
capazes de interagirem considerando caracteristicas
de complementaridade (geométricas e fisico
quimicas). Podemos citar dentro deste espectro de
ferramentas, a ancoragem molecular (ou docking)
screening virtual e dindmica molecular. As técnicas
baseadas em ligantes se fundamentam na
identificagdo de caracteres comuns em ligantes ja
conhecidos para determinado alvo.

Técnicas baseadas no alvo - A determinacgdo estrutural

de uma proteina e seu padrdo de dobras ou
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enovelamento provéem informag¢des importantes,
como a provavel funcao bioldgica, e sao fundamentais
para a descoberta de novos ligantes. A determinacao
estrutural pode ser realizada de forma experimental e
por meio de métodos tedricos, incluindo métodos ab
initio (13) e baseados em molde (4, A partir da
estrutura é possivel realizar estudos envolvendo
docking. Os métodos de busca consideram
complementaridade geométrica, flexibilidade das
moléculas e interacdes interatomicas (%), Como
resultado sdo obtidas varias orientagdes de predicao
que sdo ranqueadas de acordo com energia livre de
ligacdo e afinidade. A dindmica molecular é uma
técnica computacional que simula o comportamento
dinamico dos sistemas moleculares em fung¢do do
tempo, tratando todas as entidades em uma caixa de
simulagio (ligante, proteina, aguas). E possivel
elucidar conformacdes estruturais de sistemas
moleculares e a dinamica entre esses componentes

moleculares.
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Técnicas baseadas nos ligantes - A abordagem que
mais se destaca nessa classificacao sao os estudos de
relacdes estrutura-atividade quantititativas (QSAR)
que apresenta alta taxa de acerto. Essas técnicas se
iniciam a partir da coleta de ligantes ja conhecidos
para determinado alvo, com atividade biolégica. A
partir dessa selegdo inicial sdo obtidas caracteristicas
fisico-quimicas, presenca ou auséncia de grupos
funcionais e varias outras. A partir dessa codificacao é
possivel determinar a semelhanca entre duas
moléculas, encontrar correspondéncias com uma
subestrutura de consulta.

Descoberta de fdrmacos baseadas em fragmentos - A
descoberta de fArmacos baseadas em fragmentos (ou
FBDD, do inglés “fragment-based drug discovery”) tem
como objetivo a identificacio de pequenos
fragmentos de moléculas “ligantes”, de baixo peso
molecular (< 150 Da) que sejam capazes de
interagirem com uma macromolécula bioldgica alvo
em diferentes partes do sitio de ligacido e na

combinacdo deles para criar uma molécula com maior
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afinidade. Os ensaios que avaliam os determinantes
dessa ligacdo, envolvem a utilizacao de técnicas como
cristalografia de raios-x ou espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (1819, Por meio dessa
estratégia, é possivel explorar um maior espectro
quimico de moléculas em compara¢dao com a triagem

tradicional (18),

Figura 2. Estratégias computacionais para descoberta
e desenvolvimento de farmacos
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Fonte: autor Rubens Lima do Monte Neto
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Consideracgoes finais

Num mundo globalizado que requer ainda
mais colabora¢do da comunidade e a manutengdo da
democracia e dos direitos humanos; nao fica diferente
para a descoberta de farmacos. O avango tecnoldgico
nos permitiu atingir um nivel de evolu¢do nunca antes
experimentado, especialmente no fluxo da
informacdo, num momento que o 5G bate a porta.
Atualmente, capanhas colaborativas sao essenciais
para o avanco na descoberta de novas moléculas
ativas e esforcos multidisciplinares sao cada vez mais
presentes nessas frentes. Bancos gratuitos e solugoes
de fonte aberta (hardware ou software) sao de grande
apoio na evolucdo dos estudos preditivos e
experimentais na descoberta e desenvolvimento de
farmacos. A ciéncia aberta ndo pode ser mais uma
tendéncia, mas ao contrario disso, alicercar o avango
de tecnologias e do conhecimento para o bem global.
E preciso de cientistas corajosos e bastante apoio na
divulgacao cientifica do conhecimento e muito
cuidado ao adentrar na seara negacionista. Nao €

diferente de outras ciéncias, é preciso apoio politico e
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financeiro e mais do que isso, a compreensdo da
comunidade de que o conhecimento é capaz de gerar
solugdes, como a descoberta de farmacos, para nos
tirar de situacdes como a que o mundo vive hoje, sob
a ameaca de um virus que mede aproximadamente 50
- 200 nm, o SARS-CoV-2. Além de ficar em casa,
podemos emprestar o poder computacional dos
nossos PCs para capacitar especialistas em buscar
solugdes quimioterdpicas que resultam no bem estar

da populacao mundial.
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CAPITULO 30

TECHNOLOGICAL INNOVATION AND DELIVERY
SYSTEM BIOPROSPECTING THE NATURAL
PRODUCTS
(Inovacao tecnologica e sistema de entrega na

bioprospecc¢ao de produtos naturais)

Ana Leticia Braz

Innovative materials and technologies applied
to biomedical studies have been developed along the
last 20 years varying their delivery systems. Devices,
implants, microneedles, transdermal and
mucoadhesive  patches, scaffolds, micro and
nanoparticles have received considerable attention
for their controlled and sustained release system
applied to wide range of diseases. These biomedical
materials can carry drugs and other molecules to
target specific sites whilst protect them from
physiological environment, improve their efficacy of

conventional dosage forms and patients compliance,
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reduce toxicity and side effects (1, 2). Furthermore,
the applicability of these materials are related with
their stability, efficiency, biocompatibility and
functionality in the clinical trials as well as their
degradation rate and excretion routes (ie. via
hydrolysis or enzymatic routes) (2, 3).

The drug delivery systems and administration
routes including oral, nasal, ocular, topical and/or
local (i.e. skin ointments and patches) and systemic
delivery (i.e. intravenous injection) have been
investigated for wide range of diseases. According
with the literature, oral delivery is the most used
administration route for small-molecules and
pharmaceutical formulations due the non-invasive
nature (4-6) and it includes solid and liquid forms
(e.g. pharmaceutical capsules, tablets and syrups).
Oral delivery system dominates the therapeutic
landscape and exhibits some advantages such as
improve the therapeutic adherence and patients
compliance, controlled release formulations and

limited dosing frequency (4, 7). It is well known that
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the non-toxic, biocompatible and immunological inert
materials have been developed to facilitate the oral
delivery of small molecules and macroscopic systems
(6, 7) which include natural, synthetic, cationic and
anionic polymers. However, they can show some
indirect drawbacks from mucoadhesive and non-
adhesive materials including potential dislodgment of
materials from mucosal lining due the mucus
regeneration or physical disruption and low
permeation of molecules across the intestinal
epithelium (8).

Other delivery routes can offer highly
vascularized and permeable surface (e.g. nasal
airway) (9, 10), eliminate the first pass effect (e.g.
ocular delivery), avoid gastrointestinal side effects
(e.g. skin delivery) (11) and improve therapeutic
efficacy by systemic delivery (12) in order to
overcome the issues related with the oral delivery
system. The nasal delivery route can avoid first pass
metabolism and improve patients therapeutic

adherence due the needle-free treatments and it has
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established novel treatments for wide range of
diseases along the last few years including asthma
and lung cancer (10, 13).

Despite the several advantages of nasal
treatments by inhalation, some lung barriers such as
columnar epithelial cells, mucus and macrophages
cells need to be overcome before the therapy reaches
the target site otherwise the insoluble particles and
macroscopic compounds deposited in the lung and
alveoli can be sweep from the tissue (13). Other
limitations of nasal delivery can compromise the drug
absorption and bioavailability as soon as the
molecules were deposited in the lung (10, 14).
Therapeutic strategies such as carriers, targeted
therapies with cell penetrating capabilities (9, 10) and
alternative routes for therapy delivery have been
developed in order to overcome the issues of
conventional inhalation therapies (13).

The ocular delivery consisted of lachrymal
glands, upper and lower eyelids, the conjunctival sac,

lachrymal puncta and ducts is used as non-invasive
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delivery method and can produce a rapid and short-
live entry of aqueous solution into the systemic
circulation (15). Additionally, a second option of
topical drug delivery include the use of materials
through the skin which exhibits minimal invasive
materials to improve the transdermal drug
availability by the significant amount of therapy
locally and patients compliance, avoid gastrointestinal
side effects and relieve symptomatic pain after one-
dose medication (6, 11, 16), however some patches
applied in the skin surface has not been fully
elucidated until the present moment (11, 16). In the
contrary, the microneedles are the most widely used
technology for the transdermal delivery of therapies
in clinical trials (4, 17). Their applications have
expanded significantly along the last few years across
a variety of tissue types and show some advantages
including minimal discomfort, rapid repair of
epithelial disruption (6) and can be applied by the
patients themselves thereby their compliance and

convenience (18, 19).
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Other delivery systems also include the
development of micro and nanoparticles from natural
and synthetic sources (2, 6, 13, 20-23) and they can
vary from few nanometres to microscopic size range.
They have been used as an alternative choice for gene
delivery (13), cancer therapy (24), diabetes (i.e.
insulin encapsulation), hormone (i.e. calcitonin and
gonadorelin), immunosuppressant (i.e. cyclosporine)
delivery (6) and it can exhibit some advantages such
as low toxicity and immunogenicity, biocompatible,
biodegradable, minimize side effects, high stability,
easy scalability, reproducibility (6, 12, 13, 25) and
molecules protection against biological degradation.
However nano size carriers can be adjusted up to 100
nm with a narrow distribution which show great
structural stability, can be easily delivered via blood
stream and improve the therapeutic efficacy (12, 13).

The colloidal particles (e.g. liposomes) are used
as carriers which consists one or more concentric
shells of phospholipid bilayers and their structure
mainly held together due the hydrophobic interaction

Capa | Sumaério | 497




between the layers. Unfortunately, few researches
combining the development of technologies (e.g.
carriers), phytochemicals and natural products have
been found until the present moment including
encapsulation of curcumin (26, 27), 3-carotene (27,
28), lutein (27, 29), lycopene (27), vitamins (27, 30),

resveratrol (27) and essencial oils (31, 32).

Conclusions

It is well known, that some phytochemical
compounds have been applied to food, cosmetic and
pharma company exploring their therapeutic
potentials. However, the development of new
technologies using natural sources varying their
delivery systems still behind compared to
technologies using synthetic materials (i.e. devices
and nanoparticles). The few researches published
until the present moment demonstrate the
importance to push the boundaries of the scientific
knowledge regarding the use of natural sources to

target Dbiological sites and improve patients
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compliance.
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CAPITULO 31
BIOMATERIAIS COMO NOVAS POSSIBILIDADES DE
TRATAMENTO E DIAGNOSTICO EM ODONTOLOGIA

Lilia van der Linden;

Caroline Ucho6a Souza Carvalho;
Kalinka Zuleika da Silva Dias;
Mysrayn Yargo de Freitas Araujo Reis;

Fabio Correia Sampaio.

Introducao

Biomateriais sdao definidos como “qualquer substdncia
ou combinagdo de substdncias de origem sintética ou
natural que possa substituir parcialmente ou
totalmente qualquer tecido, érgdo ou fungdo do corpo
por um periodo de tempo suficiente para melhorar a
qualidade de vida de um individuo”®. O termo tem
conceito amplo e pode gerar confusdo. Defini¢oes
mais restritas ou amplas e associadas a
“biocompatibilidade” ou “biotolerancia” do

hospedeiro sdo cada vez mais frequentes. O fato é que
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os biomateriais ja sdo uma realidade da pratica
meédica e odontologica e estdo presentes em materiais
da industria, na reconstrug¢ao ou regeneracao tecidual,
em cirurgias, em equipamentos médicos, materiais
restauradores e até mesmo em aplicagoes
tecnolodgicas para diagnostico(23).

O objetivo do presente capitulo é apresentar o estado
da arte e o potencial biotecnolégico dos biomateriais
na Odontologia. Nesse contexto, é importante
ressaltar que a cavidade bucal é um ambiente
desafiador para qualquer biomaterial: tem umidade
constante dada pela saliva que é rica em enzimas,
proteinas e eletrélitos, tem grande variacao de pH ao
longo do dia, exposicdo constante aos alimentos
acidos e alcalinos, liquidos e por vezes abrasivos. E
mais, a boca ¢é ambiente propicio para o
desenvolvimento de biofilmes microbianos que
podem aderir aos dentes, e certamente aos proprios
biomateriais quando incorporado em materiais
restauradores e proteses(?3), Enfim, é nesse ambiente

que podemos colocar a prova as potencialidades dos
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biomateriais assim como compreender também as

limitagdes dos mesmos.

Biomateriais em Odontologia

A maioria dos biomateriais odontolégicos é
classificado como dispositivos gerais, que incluem:
implantes, materiais restauradores (ceramicas,
cementos, agentes de unido, polimeros), fio de sutura,
materiais para ortodontia (movimentacao dentaria),
mas ha também formas farmacéuticas especificas
como enxaguatorios, cremes dentais e formas
inovadores de “drug delivery” menos conhecidas como
laminas, adesivos, membranas. Atualmente, em uma
perspectiva mais ampla, um biomaterial pode ser
considerado como  “qualquer  substdncia ou
combinagdo de substdncias que ndo sejam fdrmacos
(de origem natural ou sintética) que aumente ou
substitui parcial ou totalmente qualquer tecido, érgdo
ou fungdo do corpo, a fim de manter ou melhorar a
qualidade de vida do individuo”®). Dessa forma, um

farmaco por si s6 nao é um biomaterial, mas quando
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incorporado a uma matriz de suporte esse sistema
pode ser considerado um biomaterial.

A classificagdo mais abrangente dos
biomateriais divide esses sistemas em dois grupos

principais (Quadro 1) (5.6),

Quadro 1. Classificacao dos biomateriais

1) Composicdo quimica 2) Resposta biolégica

- Autdgenos .
C g p & Bioinertes

Biolégicos - Al6genos
- Xenogenos Bioreabsorviveis
- Metais

Sintéticos - Ceramicos
- Polimeros Biativos

Fonte: Adaptado de Sinhoreti et al., 2013 e Ahuja et al., 2015.

Os  biomateriais do tipo  autdgeno
(provenientes do proprio paciente) sao considerados
o biomateriais padrdao ouro por serem materiais
osteocondutores, osteoindutores e osteogénicos.
Quando provenientes de individuos geneticamente
diferentes, porém da mesma espécie sao chamados de
alégenos; e quando provenientes de doadores de
espécies distintas (a exemplo de ossos bovinos ou

suinos) se chamam de xenoégenos(® 78). Qs
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biomateriais  sintéticos também siao muito
valorizados. Na busca por biomateriais de alta
resisténcia, os sintéticos da classe dos metais
assumem importante papel na odontologia. Nesse
grupo se destacam os implantes de titdnio. Os metais
conferem resisténcia a fratura e fadiga e contribuem
para excelente desempenho mecanico. No entanto, a
escolha clinica por vezes é justamente por um
produto “metal-free” com menor risco de processo
alérgico. Um exemplo desse caso sdo os implantes
com diéxido de zirconio ou zirconia (ZrOz). Trata-se
de material ceramico “livre” de metais e, portanto,
com baixo risco de provocar reacdes alérgicas no
organismo, biocompativel e classificado como
bioinerte.

Os biomateriais denominados bioinertes sao
todos aqueles que desencadeiam uma reacdo minima
com o tecido circundante. Importante entender que
metais como a¢o inoxidavel pode ser classificado
como bioinerte. Assim como alumina e zirconio

parcialmente estabilizado e polietileno de peso
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molecular ultra-alto. De modo contrario, os
biomateriais que reagem com tecidos e 0ssos
circundantes levando a forma¢dao de uma camada de
tecido fibroso entre o material e o tecido bioldgico,
sdo denominados bioativos como ocorre com
hidroxiapatita sintética, vitroceramica de apatita-
volastonita e bioglass®. Uma terceira classificagdo
refere-se aos bioreabsorviveis, que agem a partir da
dissolucao inicial do biomaterial no local de acao com
consequente reabsorg¢do apds o avanco do tecido alvo.
Como exemplos de materiais bioabsorviveis podem
ser citados o tricalcio fosfato, copolimeros do acido
polilatico-poliglicélico e outros mais comumente

utilizados, tais como, carbonato de calcio e gesso(>9).

Biomateriais inovando o diagnodstico em
Odontologia

No conceito amplo de biomateriais, esses também sao
definidos como dispositivos de diagnéstico(®). Nessa
perspectiva, é notorio o uso de saliva como fluido de

diagnéstico para uma variedade de doengas
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(bacterianas, autoimunes, virais) e enfermidades
malignas como o carcinoma de células escamosas e o
cancer de mama (10),

As vantagens no uso da saliva como fluido de
diagndstico sdo conhecidas: coleta nao-invasiva de
baixa complexidade, pouca concentracdao de proteina
e com menor interferentes que o plasma. No entanto,
ha ainda algumas barreiras tecnoldgicas a enfrentar
dependendo do analito ou molécula/microrganismo
alvo a ser investigado: degradagdo rapida da amostra
pode exigir refrigeracdo, baixa concentracao de
substancias alvo, variacao circadiana e risco de
contaminacao externa comparada com sangue e
plasma(ld),

Alguns biomateriais de suporte tem facilitado
o diagndstico de varias doengas pela saliva. Nesse
contexto merece destaque a urgéncia em se
desenvolver testes rapidos de virus pela saliva como
no momento atual da pandemia provocada pelo SARS-
CoV-2 (covid-19). Kits de diagnoéstico com tecnologia

UPAD (microfluidic paper-based analytical devices )
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sdo fortes candidatos para esse fim. Basicamente, o
teste consiste de um papel de natureza hidrofilica que
permite demarcagdes hidrofébicas com varios tipos
de polimeros. O padrdao de imagem obtido pode ser
lido por um celular e enviado para uma central
analitica(’l). No entanto, essas tecnologias ainda estdo
em provas de conceito ou fase pré-analitica e
precisam  atingir seguranca, sensibilidade e

especificidade para serem comercializadas.

Biomateriais no tratamento odontolégico

Os tratamentos odontolégicos que utilizam os
biomateriais vao desde procedimentos restauradores
aos mais complexos como os cirurgicos. A fun¢do de
um material restaurador em odontologia é substituir
a harmonia bioldgica, funcional e estética de
estruturas dentarias perdidas (1213) . Os cimentos de
ionomero de vidro (CIVs) aderem quimicamente ao
esmalte e a dentina, tem baixo -coeficiente de
expansao térmica e compatibilidade com estruturas

dentarias e capacidade de liberar ions de fldor. No
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entanto, esses materiais tém baixa resisténcia ao
desgaste e fraturas. Uma alternativa encontrada para
potencializar a eficdcia dos biomateriais, a exemplo
dos cimentos de iondmero de vidro (CIV) e das
ceramicas, €é modificad-los com  substancias
biocompativeis (1415),

Os CIVs refor¢ados com zirconia tem mais
resisténcia a compressdao e microdureza. Os vidros
bio-ativos (VB) podem favorecer ainda mais a
remineralizagdo das lesdes de carie quando
incorporados aos CIVs. E extrato etanoélico da préopolis
vermelha uma vez adicionado ao CIV melhora as
propriedades antimicrobianas do mesmo(16) ,

Em se tratando de biomateriais ceramicos eles tém
sem sua composicao o fosfato de calcio e/ou silicato
de calcio que confere biocompatibilidade de implante,
substituindo alguns tecidos mineralizados. J& na
endodontia, os biomateriais ceramicos se apresentam
como alternativa, principalmente, como cimento

reparador(17) (18),
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Quadro 2. Biomateriais e aplicagdes em Odontologia.

Vidros Bioativos (VB)

CAMPO DE ATUACAO: | APLICACOES E
BIOMATERIAIS VANTAGENS
Dentistica : CIVs + Zirconia ; CIVs + | Melhora restauracoes

dentarias e remineralizacao.
(14) (15)

Endodontia: Biomateriais ceramicos
a base de silicato tricalcico (cimento
reparador); Cimentos endoddénticos
a base de hidroxiapatita (HA) e
agregado de triéxido mineral (MTA);
Biomateriais Sintéticos Polimeros:
Gutta-percha

Melhora a qualidade fisico-
quimica e biolégica dos
cimentos para obturacio dos
canais tratados
endodonticamente. (5) (16)

Ortodontia: CIVs +  Proépolis
vermelha (EEPV); Resina ortoddntica
enriquecida com Extrato de Prépolis.

Atividades antimicrobianas.
(16) (19)

Periodontia: Proteinas procedentes
da matriz do esmalte (PDME)

Induz o reparo na regene-
racdo tecidual guiada (14

Implantodontia: Biomateriais
ceramicos constituidos de fosfato de
calcio e/ou silicato de calcio
:Biomateriais  Sintéticos Metais:
Parafusos e placas de titanio

Bio-compatibilidade;
Fixacdo 6ssea® (17)

Cirurgia e Protese: Biomateriais
Biocerdmicos; Polimeros (Fios de
Sutura); Biomateriais Metalicos;
Ceramicos (de alumina, zirconia e
leucita) e Poliméricos (silicone).

Reparacdo 0ssea;
Restauracdes e proéteses
dentarias; aceleragdo do

processo de cicatricial. )

Fonte: Préprios autores
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Na ortodontia, ha estudos que estimulado a
fabricacdo de arcos ortodonticos a partir de matrizes
poliméricas reforcadas com fibras que associam a
vantagem estética com as necessidades biomecanicas.
Os fios de sutura antimicrobianos com propriedade de
serem reabsorviveis sdao também importantes para
recuperacao tecidual sem contaminacgao. Nas cirurgias
odontoldgicas a recuperacao tecidual de mucosas e de

base 6ssea pode ser toda guiada por biomateriais(19),

Consideracoes finais e perspectivas futuras

Nos ultimos 20 anos, os biomateriais deram um
grande salto evolutivo a ponto de se questionar a
propria definicdo sobre o que é ser um biomaterial. A
evolucdo tecnologica nesse campo continua acelerada.
Novas propriedades como biomimetismo, memdria
espacial e funcional ja estao sendo incorporadas aos
novos biomateriais(19). A engenharia de regeneragio
tecidual com células-tronco de dentes deciduos do
proprio paciente ja é uma realidade e ao mesmo

tempo um desafio para algumas especialidades a
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exemplo da periodontia e implantodontia. Por fim, o
que se sabe atualmente é que a pesquisa com
biomateriais é um campo aberto apesar dos saltos

tecnoldgicos ja realizados.
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CAPITULO 32
CULTIVOS CELULARES E SUAS APLICACOES
BIOTECNOLOGICAS NA INDUSTRIA
FARMACEUTICA

Sérgio Ricardo Aluotto Scalzo;

Anderson Kenedy Santos.

Introducao

O screening de drogas hoje permite testar
produtos naturais bem como fracdes destes
diretamente, ou através da identificacio dos
principios ativos, que podem ser modificados
quimicamente a fim de maximizar a resposta
bioldgica. Estes compostos precisam passar por fases
de testes in vitro, antes de serem testados em modelos

animais e por fim no ser humano (Figura 1).

Figura 1: Screening de drogas a partir de iPSCs. iPSCs
sdo obtidas de pacientes, diferenciadas e submetidas
aos compostos-testes, que podem ser otimizados e
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refinados a fim de se obter compostos ativos
eficientes capazes de gerarem novas drogas.

1-8-0)

Pacnentes Celulas iPSCs
adultas

% o
- o

x "
N el

Triagem Ensaios in vitro

Fonte: Autoral

Neste contexto, as utilizagdes do cultivo celular,
demonstram uma alta versatilidade de aplicagdes por
permitir a utilizacdo de diversos tipos de células in
vitro, mimetizando a resposta in vivo. Neste capitulo
nos abordaremos a capacidade de utilizar a cultura

celular na descoberta de compostos biologicamente
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ativos, de forma que seja possivel identificar novos
compostos dentre uma gama enorme de outros
compostos que produtos naturais podem nos

oferecer.

Células-tronco

As células-tronco sdao células em estado
indiferenciado, ou seja, ainda ndo possuem
caracteristicas e funcbdes das células especializadas
encontradas no tecido adulto, e possuem como
caracteristicas fundamentais a capacidade de
autorrenovacao, proliferacao e diferenciagdo quando
recebem estimulos especificos. Possuem duas
caracteristicas fundamentais: a capacidade de, sem
senescéncia celular replicativa, promoverem sua
autorrenovacao de maneira ilimitada; e a capacidade
de diferenciacio em um ou mais tipos celulares de

maneira terminal (6).
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- Células-tronco pluripotentes

As células-tronco podem ser de origem
embrionaria ou em nichos no tecido adulto. As ESC
(Embryonic stem cells, células-tronco embrionarias)
isoladas de blastocistos - sdao um tipo celular
responsavel pela geracdao de todos os tipos celulares
encontradas no individuo adulto.

Em 2006 o grupo de Takahashi and Yamanaka
(1), conseguiu conseguir gerar um tipo celular
pluripotente, assim como ESCs, mas a partir de
fibroblastos da pele humana. Pela inducdo dos fatores
de transcricdo OCT4, SOX2, KLF4 E c-MYC, as células
sdo reprogramadas a um estado indiferenciado e
altamente proliferativo - pluripotente como ESCs -
podendo na sequéncia diferenciarem-se em qualquer
célula do endoderma, ectoderma ou mesoderma.
Estas células receberam o nome de iPSC (induced-
Pluripotent stem cells, células-tronco pluripotentes
induzidas) e desde entdo varios tipos celulares
adultos foram usados para gerar iPSCs e sua utilizacao
passou a ser amplamente utilizada em screening de

drogas. As células utilizadas na triagem e descoberta
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de compostos naturais podem ser derivadas de ESCs,
iPSCs, ou linhagens celulares especificas.

Para iniciar a diferenciacao, substitui-se os meios
de pluripoténcia para meios com fatores minimos
inicialmente. Neste ponto podem ser formados os
corpos embrioides. Esta é a matéria-prima para a
obtencao de organoides, que utilizando fatores uma
combinacdo de fatores, dentro de minirreatores, sem
desagregar o aglomerado de células, formam-se
estruturas tridimensionais similares as encontradas
em Orgaos (Tabela 1). Os organoides sdo considerados
uma ferramenta muito promissora, por mimetizarem
a funcao de todo um 6rgao, sdo considerados um
modelo in vitro mais préximo dos modelos in vivo
para a testagem de drogas.

Além dos ensaios gerais feitos em cultura de
células, ensaios mais especificos ao tipo celular
podem ser aplicados o que é o grande diferencial da

utilizacao de iPSCs.
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Tabela 1.

Células geradas a partir de iPSCs e

aplicacoes de estudo possiveis

Célula Ensaios possiveis
Neurdnio Eletrofisiologia, neurotoxicidade, neurodegeneracao e doengas
psiquiatricas (i.e. autismo, esquisofrenia) (2)
Cardiomidcito Contratilidade, ritmicidade e cardiotoxicidade (3)
Oligodendrécito  Mielinizagdo, eletrofisiologia, doencas psiquiatricas (4)
Hepatdcito Metabolizacdo e resisténcia a drogas, hepatotoxicidade (5)
Células Medidas de 6xido nitrico, resisténcia tran-endotelial,
endoteliais vascularizagdo (6)
Organoide Ensaios possiveis
Cerebral Metabolismo, neurotoxicidade, eletrofisiologia,
neurodesenvolvimento, vascularizagdo, doengas genéticas (7)
. Contratilidade, ritmicidade cardiotoxicidade, vascularizagao,
Cardiaco . . . .
screening de drogas, eletrofisiologia (3)
L. Metabolizacao, fibrose, doencas genéticas, screening de drogas,
Hepatico Lo
danos a estrutura hepatica (8)
Renal Danos a estrutura renal, filtracdo, doencas genéticas, modulacdo
de doengas renais (9)
- Progressao de cancer, producio de insulina e glucagon, doencas
Pancreatico g . p ¢ g 8 ¢
genéticas (10)
Desenvolvimento, doengas genéticas, modulacdo de doengas
Pulmonar s
respiratorias (11)
P Permeabilidade de drogas, screening de drogas, ensaios de
Dérmico

cicatrizagdo, reparo e engenharia de tecidos (12)

Fonte: autoral
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Linhagens celulares

As linhagens celulares garantem uma série de
vantagens como alta proliferacdo e homogeneidade
da populacao. As linhagens tumorais conservam parte
das caracteristicas do tecido original, podendo ser
utilizadas para o screening inicial para tecidos
especificos e para a descoberta quimioterapicos
terapia anticancer. Aqui se destacam linhagens
humanas como HepG2 (hepatocarcinoma) U251MG,
U373MG e U87MG (glioblastomas), Hela (cancer de
cérvix), THP1(leucemina monocitica), LnCAP (cancer
de prostata), MCF7 (cancer de mama), dentre outras.

Algumas linhagens sdo altamente proliferativas,
mas ndo sdo tumorais como a HEK293 (células de rim
embrionario humanas) e HFF-1 (fibroblastos de

prepucio humano).

- Ensaios utilizando culturas celulares

Os produtos naturais, como venenos animais,
compostos advindos do metabolismo secundarios de
microrganismos e extratos vegetais, possuem uma

alta complexidade de moléculas que podem contribuir
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e anular uma atividade biolégica de interesse. Por isso
é necessario fracionar tais produtos, passando por
varias etapas de enriquecimento e purificagdo para
que seja possivel relacionar a atividade biol6gica a um
composto principal (Figura 2). Os compostos
testados devem ser solubilizados em solventes
compativeis com solugdes fisioldgicas que nao
interfiram nos resultados in vitro. Solventes como
DMSO e etanol devem ser evitados ou utilizados em
baixissimas concentracdes e, em especial proteinas
que passam por processos de purificacao, tracos de
detergentes, sais precipitantes e solventes organicos
devem ser devidamente retirados.

Inicialmente, os passos de fracionamento
consistem em separagdo por classes, como por
exemplo, compostos lipofilicos, proteinas/peptideos,
carboidratos e derivados, pequenas moléculas e
grande moléculas hidrossoluveis. Com estas classes ja
é possivel iniciar os ensaios em cultura e de acordo
com a resposta, refinar ainda mais a purificagdao de

tais compostos.
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Figura 2. Em varios pontos do processo de
fracionamento e purificagdo para obtencdo de
compostos bioativos, o cultivo celular pode ser
utilizado e assim refinar, otimizar e direcionar todo o
processo, dependendo do tipo celular, sua origem e
sua correspondéncia in vivo, varios ensaios in vitro
podem ser executados.

@® OO

A
4 8 §oo 0\90 2\8 § .0 Linhagens imortalizadas ~ Cultura Primaria ESCs e IPSCs
000 3\3 o 00O L 8% ou tumorais
} r?() 4
4 I
@& 0 . {&ﬂ ‘ t fa
& 4
e W .
,. 4‘,_;‘;}‘%\; 5r 3&4‘%
& 1 e il )@
Organoide
2 ow | 4 w
@ o4 . i istémi
&2 L « Viabilidade Celular Eistlles Simlizas
R : . = e funcionais
“ > Proliferacao . Toxicidad
« Dose-Dependéncia . FOX'C! 249
- Atividade enzimatica || ° V”“C"f”a.'s .
> O « Atividade Antioxidante asculanzacao
< W . RNA-seq +  Mimetizagéo de
i = . = doencas genéticas
B « Adesao, Migragao d .
p #‘x . <(-:- eggneratlvas
MU Ensaios funcionais geradasipol
la com atividade biolégica in vitro CRISPR/Cas9)

Fonte: Autoral

Os ensaios de viabilidade e proliferacao celular
sdo os principais experimentos a serem feitos com

fracoes de produtos naturais. A

viabilidade/proliferacdo pode ser usada como uma
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excelente ferramenta para avaliar respostas de
toxicidade de novos tipos de compostos naturais,
compostos naturais. O método tradicional para testar
a proliferacdo celular é medir a sintese de DNA
avaliando a incorporag¢do de um analogo ou precursor
de DNA marcado. Para realizacdo desses ensaios a
cultura celular deve ser previamente incubada com
compostos como BrdU (5-bromo-2'-desoxiuridina, um
analogo da pirimidina, que sdo capazes de serem
incorporados ao DNA recém-sintetizado e detectado
por ELISA (13).

O MTT é um método também relacionado a
viabilidade celular pela medicdo da atividade
mitocondrial (14) . Porém os avangos nessa técnica
permitiram a utilizacao de resazurina sendo reduzido
em células viaveis, reproduzindo mais fielmente a
viabilidade celular.

A instabilidade da membrana gerada por algum
composto também ¢é relacionada a viabilidade, para
tanto pode-se detectar o aumento enzimatico do LDH

(lactato desidrogenase), que converte o lactato em
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piruvato, pelo meio de cultura celular (15). O método
da calceina-AM ¢é também uma sonda usada em
ensaios de viabilidade celular e apoptose (16).

O balan¢o redox também é muito relacionado a
produtos de origem vegetal. Para verificar o poder
antioxidante de compostos, a dosagem de proteinas
redox bem como sondas fluorescentes e até mesmo
MTT, incubados na presenca do produto natural, sdo
os mais indicados e utilizados para verificar a
atividade antioxidante.

Existem ensaios mais especificos para
determinados produtos naturais e por isso €
necessario ter bastante conhecimento sobre a
estrutura e a composicdo dos componentes do
produto natural. Existem uma infinidade de testes
envolvendo culturas celulares que podem ser
realizados e utilizando as iPSCs em especial, é possivel
além de testes especificos para os produtos naturais,
ensaios de viabilidade e proliferacdo, ensaios de
adesdo, migracdo e invasdo celular, é possivel

verificar o papel de compostos durante a

Capa | Sumario | 531




diferenciacdo das células-tronco e assim inferir
atividades relacionadas ao reparo celular e
recuperacdo de funcdo pos-lesoes, grandes alvos para

a medicina regenerativa.

Conclusoes e perspectivas futuras

A cultura celular permite mimetizar toda a
arquitetura e funcdo de uma célula ou 6rgao
submetida a um composto de forma bastante fiel,
beneficiando a populagdo com novas drogas, produtos

e terapias cada vez mais eficientes.
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CAPITULO 33
PATENTES E INOVACAO TECNOLOGICA A
CAMINHO DE UM MEDICAMENTO

Bruno Cabral de Lima Oliveira;
Flavia De Marco Almeida;

Rosangela da Silva Lomeo.

A inovacdo tecnolégica pode ser entendida como o
desenvolvimento de novos processos ou produtos que
sdo aplicados em beneficio da sociedade para melhora
da qualidade de vida. Sociedades que investem em
inovacdo tecnoldgica estardo a frente por diferentes
motivos, como aumento de receitas, maior oferta de
emprego associada a maior renda da populacao,
competitividade no mercado internacional, entre
outros(1). Além disso, uma empresa que inova agrega
valor aos seus produtos e servicos, conferindo
destaque a sua marca e diferenciando-se no ambiente

competitivo.
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Como ocorre o processo de inovacao?

Tudo comegca com a formulacdo de ideias,
provenientes da observacao e criatividade, que sao
aplicadas para a solucdo de algum problema ou
melhoria de algo ja existente. Quando ideias novas sao
aplicadas de forma concreta para um determinado
objetivo, elas se tornam uma invencao. Entretanto,
uma invencgao, por si s6, nao é sindnimo de inovacao,
pois nem sempre se torna acessivel a sociedade. Por
exemplo, a invencdo ou a descoberta de um composto
com atividade farmacoldgica comprovada por testes
in vitro e/ou in vivo ndo é suficiente para que este
chegue a sociedade, sob a forma um novo
medicamento. Ou seja, a ideia, que se transforma em
invencdo quando concretizada, precisa chegar a
sociedade, resultando em inovacao(?).

Para que um novo medicamento seja
disponibilizado para o uso da populacdao em geral é
necessario um longo caminho de pesquisas e testes
rigorosos de qualidade e  seguranca. O
desenvolvimento de um medicamento passa por

diferentes fases, desde os estudos iniciais em
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laboratoério até testes em humanos e aprovacao pelos
orgaos regulatorios. Na fase exploratéria ocorre o
estudo da atividade biolégica do composto,
mecanismo de acdo, testes de toxicidade, dentre
outros, realizados in vitro e/ou in silico. A fase pré-
clinica envolve estudos in vivo, com animais de
laboratério, para confirmacao dos resultados iniciais e
andlise de outros parametros, como toxicidade,
farmacocinética, efeitos sistémicos entre outros. Na
fase clinica ocorrem os estudos em humanos, com a
finalidade de confirmar a seguranca e eficacia do
medicamento. Essa fase é subdividida em 3, de acordo
com o tamanho do grupo estudado (fase I, algumas
dezenas de pessoas sadias; fase II, centenas de
pacientes com a doen¢a a ser tratada; fase III,
milhares de pacientes). Uma vez finalizada a fase
clinica, o medicamento poderda ser aprovado pelas
agéncias reguladoras do pais (no Brasil pela Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA), e
disponibilizado para comercializagdo. Apds a

producdo em larga escala e disponibilizacdo para a
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sociedade inicia-se a fase IV, quando a vigilancia do
medicamento em relagdo a seguranca e eficacia
prossegue indefinidamente. Cada etapa do
desenvolvimento de um novo medicamento pode
durar anos, o que faz com que o tempo total para sua
chegada a sociedade possa alcancar mais de uma
década®).

Em algumas situagdes, um farmaco ja aprovado
para um determinado uso pode ser reposicionado
para tratamento de outra doenca, ndo relacionada
aquela para a qual foi desenvolvido. Nesses casos, o
tempo para aprovacdo e disponibilizagdo para a
sociedade é reduzido, pois os testes toxicoldgicos e
farmacocinéticos ja  foram  realizados®. O
reposicionamento de um farmaco também pode ser
considerado uma invengao.

No processo de inovacdo farmacéutica, as
instituicoes de pesquisa normalmente contribuem em
suas fases iniciais, que envolvem a criagdo ou
descoberta de um novo composto, a confirmacao de

sua atividade farmacolégica e os testes pré-clinicos.
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Portanto, torna-se de extrema relevancia a parceria
entre as instituicdes de pesquisa e a industria durante
o desenvolvimento de um novo medicamento, para
permitir que uma invencao se torne, de fato, uma
inovagdo, viabilizando sua aprovagdo, producdo e
distribuicdo em larga escala(®).

Para resguardar os direitos de propriedade
intelectual entre as instituicdes parceiras durante o
desenvolvimento tecnoldgico, é imprescindivel a
utilizacdo de dispositivos juridicos, como convénios
ou contratos, os quais devem delinear os direitos e
deveres de cada parceiro. Nesse contexto, as patentes
sao instrumentos de grande valor, pois garantem aos
investidores exclusividade para exploracdo comercial

da invencao.

Patentes

Um novo composto com atividade farmacolégica
ou um reposicionamento de farmaco, ou mesmo um
processo novo para producao de um farmaco, ou um
novo carreador ou novo veiculo ou uma nova

composicdo farmacéutica, quando apresentam os
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requisitos que os permitem ser considerados como
invencgdes, podem ser objetos de patente.

Patente é um titulo de propriedade intelectual
outorgado pelo Estado que garante ao seu titular a
exclusividade na exploracao comercial de sua criagao
por um periodo de vinte anos(®). As patentes estdo
inseridas no grupo dos direitos legais de Propriedade
Industrial. Uma vez patenteada, a invencdo esta
protegida, nos paises em que foi concedida, contra o
uso, venda e producdao de terceiros sem o
consentimento legal de seu titular(®).

Um documento de patente deve estar devidamente
fundamentado na lei que regulamenta a propriedade
industrial do pais no qual o documento sera
depositado, bem como nas normativas do drgao
responsavel por gerenciar a propriedade intelectual, o
qual, no caso do Brasil, é o Instituto Nacional de
Propriedade Industrial - INPI(®) ,

As patentes no Brasil estdao regulamentadas pela
Lei n° 9.279 de 1996, a Lei de Propriedade Industrial

(LPI) ). Segundo a LPI, para uma inveng¢do ser
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patenteavel ela precisa apresentar trés requisitos
fundamentais: novidade, atividade inventiva e
aplicacdo industrial. Uma invencao €é considerada
nova quando nenhuma outra tecnologia semelhante
tenha sido anteriormente divulgada, por qualquer
meio de informacgdo, seja ele impresso ou oral. Em
outras palavras, é nova a tecnologia que ndo esta
descrita no “Estado da Técnica”. Em alguns paises,
incluindo o Brasil, as tecnologias divulgadas hd menos
de 12 meses, pelos préprios autores, ainda podem ser
patenteadas. Esse prazo de 12 meses para solicitacao
de patente ap6s divulgacao é denominado “Periodo de
Graga”. Apos esse periodo, a tecnologia passa a ser
considerada como estado da técnica, de dominio
publico, nao patenteavel.

O requisito “atividade inventiva” é mais complexo e
de interpretacdo mais subjetiva que o requisito
“novidade”. A tecnologia é considerada inventiva
quando nao for considerada 6bvia para um técnico no
assunto, a partir das informagdes ja disponiveis no

estado da técnica. Por exemplo, se um novo composto
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foi desenvolvido e caracterizado para tratamento de
uma doenca, sua atividade inventiva é avaliada a
partir da analise de compostos com estrutura
semelhante e atividade semelhante anteriormente
descritos. Se o efeito do novo composto é previsivel
frente aos conhecimentos disponiveis no estado da
técnica, tal composto, apesar de ser novo, pode estar
destituido de atividade inventiva, ndo sendo,
portanto, passivel de patenteamento. Para ser
inventivo, o novo composto deve apresentar um efeito
surpreendente, ndo  esperado  diante dos
conhecimentos disponiveis. A analise de atividade
inventiva na area de biotecnologia nao é tarefa facil,
pois o limiar entre o que é 6bvio ou ndo, frente ao
estado da técnica, é muitas vezes ténue(”).

O terceiro requisito de patenteabilidade é a
aplicacdo industrial, sendo passivel de patenteamento
apenas a tecnologia que possa ser utilizada ou
produzida em uma industria.

Além desses requisitos, um documento de patente

deve descrever de forma clara e precisa como a
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invencdo pode ser concretizada, o que é determinante
para sua aprovacdo, nao sendo possivel o
patenteamento de ideias ou projetos que nao
apresentem suficiéncia descritiva. O quadro
reivindicatério é o elemento mais importante do
documento de patente, apresentando os aspectos da

invencdo que sdo considerados inovadores(®).

Quando realizar o depodsito de um pedido de
patente?

O momento para realizar o depdsito de um pedido
de patente deve ser analisado com cautela. Nem
sempre a pressa para depositar o pedido sera
favoravel. Da mesma forma, atrasar o depdsito pode
prejudicar a novidade ou a atividade inventiva da
tecnologia, a qual pode vir a ser divulgada ou
protegida por concorrentes.

Primeiramente, é essencial que o processo de
desenvolvimento de uma tecnologia e os resultados
obtidos sejam mantidos em sigilo, para que sua
novidade seja garantida, até o momento do deposito.

O pedido de patente s6 deve ser depositado quando
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houver fundamentacdo técnica e descritiva
suficientes, com dados que comprovem a eficacia e as
vantagens da tecnologia frente ao estado da técnica.

Em segundo lugar, no caso de medicamentos, é
necessario considerar o tempo entre a obtencao dos
dados que permitem o patenteamento e a obtengdo do
produto final, ap6s todos os ensaios necessarios para
sua aprovacao. Um pedido de patente de
medicamento, quando depositado por uma instituigao
de pesquisa, geralmente encontra-se em estagios
iniciais de desenvolvimento e, para que o produto
chegue ao mercado, a tecnologia precisa ser licenciada
para a induastria, que se encarregarda dos testes
clinicos, aprovacdo pelas agéncias regulatdrias e
producdo em larga escala. Dessa forma, o deposito do
pedido de patente muito antes de seu licenciamento
para a industria pode fazer com que o mesmo tenha
poucos anos de validade quando o produto chegar ao
mercado.

Finalmente, é importante destacar que, para que

uma patente confira de fato direitos exclusivos de
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exploracdo, a mesma deve conter elementos que
possam ser detectaveis, em caso de infracdo por
terceiros. No caso de processos de producao, muitas
vezes 0s mesmos podem ser utilizados por terceiros
sem que o detentor da patente tenha conhecimento.
Por essa razao alguns processos podem ser
protegidos como segredo industrial, o qual também
pode ser transferido de uma instituicdo de pesquisa
para a industria, através de instrumentos como o
“know how”, e podem apresentar vantagens em
relacao as patentes, por ndo terem validade definida e
pelo seu conteido nao ser divulgado, diferente da
patente, cujo conteido é publicado e pode ser

acessado através dos bancos de dados de patentes.

A caminho de um medicamento

Conforme abordado neste capitulo, para que um
novo composto com atividade farmacoldgica se torne
inovacao, chegando a sociedade como um novo
medicamento, é essencial que seus inventores,
durante o processo de desenvolvimento, (i)

mantenham o sigilo das informag¢des até que haja
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resultado suficiente para transferéncia para a
indastria ou para patenteamento e posterior
licenciamento; (ii) assegurem a protecao juridica em
relacdo aos direitos e deveres em casos de parcerias
com outras instituicoes; (iii) analisem se a tecnologia
atende os requisitos de patenteabilidade; e (iv)
decidam sobre a melhor estratégia de protecao,
considerando o tempo entre a invencdo e a chegada

da tecnologia a sociedade.
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O livro “Bioprospecgdo e Inovagdo Tecnolégica de Produtos
Naturais e Derivados de Plantas e Animais” foi concebido a partir
na necessidade de unir areas aparentemente distintas, mas que
cruzam seus estudos e aplicacdoes acerca da prospec¢ao de
farmacos e medicamentos oriundos de produtos naturais, em
especial da rica biodiversidade brasileira. A obra é composta por
34 capitulos e esta dividida em trés segdes sendo a primeira,
“Produtos Naturais e Derivados de Plantas”; a segunda,
“Toxinologia: venenos, peconhas e toxinas de animais”; a
terceira, “Inovagao tecnologica, Drug Discovery” e Prototipo de
Farmacos”, tem como objetivo suprir algumas lacunas e atender
as reais necessidades de alunos da Pés-graduagao e Graduagdo
das areas da Saude, Biologicas, Biotecnologia e Quimica
Medicinal. Este livro traz temas selecionados e elaborados por
especialistas jovens e séniors, e fornece ferramentas para
fortalecer o processo de ensino-aprendizagem, formacao
intelectual e reflexao cientifica.
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