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APRESENTACAO

Caros Leitores e leitoras,

E com enorme satisfacdo que venho apresentar o volume III
dessa colecdo de livros. Abordando os principais temas e pesquisas

na area de Biotecnologia Farmacéutica, com relacdo as principais
pesquisas realizadas no LABIOPROT (Laboratério de Avangos em
Biotecnologia de Peptideos e Proteinas) Tecnologia de Bioativos)
localizado na Universidade de Pernambuco, em parceria com a Uni-
versidade Federal Rural de Pernambuco, Universidade Federal Rural
de Pernambuco e Universidade Federal do Piaui. Essa colecao sera
publicada pela RFB Editora.

A colegao abordara toda a area de Ciéncias da Saude, que
segundo a Capes (Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior), englobam: Medicina, Odontologia, Farmacia,
Enfermagem, Nutricdo, Satde Coletiva, Fonoaudiologia, Fisioterapia

e Terapia ocupacional e Educacao Fisica.

Desse modo, todos os capitulos apresentados neste livro - em
sua maioria sdo origindrios de pesquisa, trabalhos académicos, TCC,

monografia, dissertacdo, tese realizados pelo grupo de pesquisa.

Todos os temas possuem grande relevancia e traz alto
impacto no desenvolvimento social e cientifico. De antemao os autores
agradecem a todo o aporte financeiro concedido pelo APQ - 0623 -

5.01/21 para a manutengao das pesquisas no Laboratoério.

Espero que desfrutem de todo o conhecimento cientifico

abordado no livro.
Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa

Professor da Universidade de Pernambuco
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RESUMO

Asdoengascardiovascularessaoum grande problemade satde puablica.
Por sua vez, as doengas tromboliticas sao uma derivacao desse grupo,
como consequéncias apresenta-se os acidentes vasculares, podendo
ocasionarinfartos e tromboses, levando o pacienteaapresentar sequelas
e Obito. A terapéutica utilizada atualmente utiliza a agdo fibrinolitica
de drogas, como a enzima estreptoquinase, agao anticoagulante como
a varfarina ou a acdo antiplaquetaria como o dipiridamol. As enzimas
fibrinoliticas sdo grandes potenciais a novos farmacos, sobretudo as
derivadas de fungos, por serem de facil producao e extragao. Porém,
para sua utilizacdo como novo insumo farmacéutico ativo é necessario
a caracterizagao fisico-quimica para obter o conhecimento do insumo
antes de desenvolver uma formulacdo, principalmente quando se
refere ao estado sélido, por ser mais vantajoso economicamente e es-
tavelmente. Dessa forma, foi revisada a literatura cientifica sobre as
caracteristicas fisico-quimicas e caracterizagdo de farmacos. Para isso
foi realizada uma busca no PubMed, Biblioteca Virtual em Satide e
Wiley online Library do ano 2010 a 2021 utilizando as palavras-chave
fibrinolytic enzime e fungi além de adogao de critérios de inclusao e
exclusao, resultando em 21 estudos. Foram encontradas informacdes
sobre a pureza, peso molecular, fase fisica, ponto isoelétrico, pH e
temperatura 6timas e estabilidade. Contudo foi observado que nao
é abordado estudos mais aprofundados de caracterizacdo dessas
moléculas, sendo uma nova éarea de estudo promissora, pois as ca-
racteristicas fisico-quimicas dos farmacos afetam as propriedades do
medicamento e seu desenvolvimento independente da via de admi-
nistragao escolhida sendo de importancia para seu uso industrial.

Palavras-chave: Doencas cardiovasculares. Enzimas fibrinoliticas.
Insumo farmacéutico ativo.
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ABSTRACT

Cardiovascular diseases are a major public health problem. Therefore,

thrombolytic diseases are a derivation of this group, as consequences

are vascular accidents, which can cause infarctions and thrombosis,
thus leading the patient to have sequelae and death. The therapy
currently used uses the fibrinolytic action of drugs such as the strep-
tokinase enzyme, anticoagulant action such as warfarin or antiplatelet
action such as dipyridamole. Fibrinolytic enzymes are great potential
for new drugs, especially those derived from fungi, as they are easy
to produce and extract. However, for its use as a new active phar-
maceutical ingredient, physicochemical characterization is necessary
to obtain knowledge of the input before developing a formulation,
especially when referring to the solid state, as it is more economically
and stably advantageous. Thus, the scientific literature on the physico-
chemical characteristics and characterization of drugs was reviewed.
For this, a search was carried out in PubMed, Virtual Health Library
and Wiley online Library from 2010 to 2021 using the keywords fi-
brinolitic enzyme and fungi, in addition to adopting inclusion and
exclusion criteria, resulting in 21 studies. Information was found on
purity, molecular weight, physical phase, isoelectric point, optimal
pH and temperature, and stability. However, it was observed that
turther studies on the characterization of these molecules are not
addressed, being a promising new area of study, since the physico-
chemical characteristics of the drugs affect the properties of the drug
and its development regardless of the chosen route of administration,

being of importance for its industrial use.

Keywords: Cardiovascular diseases. Fibrinolytic enzyme. Fungi. Cha-

racterization. Active pharmaceutical input.
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1 INTRODUCAO

s doencas cardiovasculares (DCV) sdo o grupo de
Apatologias que apresentam maior morbimortalidade
em todo o mundo (VASAN; BENJAMIN, 2016). E estimado que em
2030, o namero de acometidos pelas DCV aumentem cerca de 10%
em relagdo aos dados do ano de 2010 e 40,3% da populacao podera
ter alguma forma de DCV (HEIDENREICH et al., 2011, American
Heart Association). Varios fatores estdo relacionados na causa dessas
doencas, como obesidade, nutricao, sedentarismo, predisposigdo
genética, diabetes Mellitus, dentre outras (MOZAFFARIAN et al.,
2016).

Dentre do grupo das DCV, as doencas tromboliticas (DTL)
sdo de grande importancia, elas podem ser o fator desencadeador
de outras patologias, como o infarto agudo, embolia pulmonar e
trombose (LOWE, 2004; OMS 2021). Essas doengas tém como principio
o mecanismo fisiol6gico da conversao de fibrinogénio em fibrina a
qual é insoltvel no plasma, e que quando polimerizada forma a rede
de fibrina (CHOI et al., 2011).

Em relacdo ao tratamento farmacolégico das DVC se divide
em trés classes, os antiplaquetarios, anticoagulantes, e agentes trom-
boliticos. Dentre os agentes tromboliticos se destaca o ativador de
plasminogénio tecidual (tPA) recombinante, e em segundo plano a es-
treptoquinase e uroquinase (WEITZ, 2019). Outras enzimas de carater
farmacolégico sao relatadas na literatura, sendo derivadas de animais
como cobras (CINTRA et al., 2012), minhoca (LI et al., 2012), bactérias
(WANG; YEH, 2006), plantas (KIM et al., 2015), microalgas (BARROS
et al., 2020), fungos (NASCIMENTO et al., 2017) dentre outros.

O principal efeito adverso decorrente da utilizacdo dos

farmacos para o tratamento das DCVs é a hemorragia, necessitando
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de constante monitoramento (ADEBOYEJE et al., 2018, WEITZ, 2019).
Os eventos hemorragicos através dos agentes tromboliticos podem
ocorrer através da desestabilizagdo do tampao hemostatico devido a
quebra de fibrina onde ocorreu a lesdo vascular, ou pela fibrinogené-

lise provinda da formacdo sistémica de plasmina, podendo destruir

fatores da coagulacao como V e VIII. Ademais, se esses medicamentos
forem usados em associagdo, a possibilidade de hemorragias aumenta,
como a associacao de heparina com tPA podendo ocorrer hemorragia
em 2 a 4% dos pacientes (WEITZ, 2019).

Algumas enzimas fibrinoliticas se destacam dentre as demais,
pois, apresenta parametros de atividade e estabilidade compativeis
com o organismo humano. Portanto, é de grande interesse o desen-
volvimento da caracterizacdo fisico-quimica da forma sélida dessas
enzimas, visto que os sélidos tendem a ser mais estdveis que os
liquidos, com visao de ser um novo Insumo Farmacéutico Ativo (IFA).
Também é visto que caracterizando esse candidato a IFA, é possivel
delinear a melhor forma farmacéutica que poderd ser produzida,
monitorar eventualidades das formulacGes e correlacionar essas pro-

priedades com a forma sélida, seja cristalina ou amorfa.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 As doengas cardiovasculares

As doencas cronicas ndo transmissiveis ocasionam cerca de 41
milhdes de mortes ao ano (POLANCZYK, 2020). Fazendo parte desse
grupo, as DCV, representam um grande conjunto de patologias, que
englobam as doencas coronarianas, doenga cerebrovascular, doenca
arterial periférica, doenca cardiaca reumatica, cardiopatia congénita,
trombose venosa profunda e embolia pulmonar. Esse grupo de

patologias foi responsavel por 17,9 milhdes das mortes no mundo no
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ano de 2016, dentre elas se destacaram os ataques cardiacos e acidentes
vasculares cerebrais segundo a Organiza¢do Pan-Americana de Satade
(OMS 2021).

As DCV representam de 21,7% a 31,8% das mortes no Brasil,
sendo a principal causa de 6bitos superando os acidentes de transitos
e neoplasias (MASSA; DUARTE; CHIAVEGATTO FILHO, 2019). No
ano de 2012, 20% das mortes de adultos maiores de 30 anos, no Brasil
foi devido a essas patologias, apresentando em destaque as regides
Sudeste e Sul, ademais é previsto que em 2030, cerca de 23,6 milhdes
sejam portadores de DCV no pais (MANSUR; FAVARATO, 2012).
Ja em 2016, a Sociedade Brasileira de Cardiologia, registrou 362.091
mortes e em 2017 foram estimados 383.961 6bitos por DCV (SBC, 2021).

Os fatores de risco das DCV sdo diversos, abrangendo héabitos
comportamentais, como consumo excessivo de &lcool, sedentaris-
mo, tabaco, dieta inadequada (OMS 2021). Além disso, diversos
virus podem predispor o surgimento de DCV (GOEIJENBIER;
2012), como o virus da Hepatite C (HCV) (BLUM et al., 2016), Cito-
megalovirus (CMV) (KELKAR et al., 2020) e a Sindrome Respiratoria
Aguda Grave Coronavirus 2 (SARS-CoV-2) (CASTRO; FRISHMAN,
2020) essa ultima tem se destacado por promover em alguns casos a
geracdo de coagulos, ocasionando casos de tromboses. A assisténcia
aos acometidos por DCVs, exerce grande impacto financeiro no pais,
movimentando cerca de 56,2 milhdes de reais, apenas no ano de
2015 (STEVENS et al., 2018). Portanto, devido a grande problemati-
ca na saude publica mundial, tanto de acometidos, quanto de custo
de tratamento, é evidente a necessidade de desenvolvimento de
novos medicamentos e formulagdes, que possam diminuir o custo do
tratamento e oferecendo uma melhor terapéutica e um aumento na

qualidade de vida dos individuos.

14




BIOTECNOLOGIA NA SAUDE-VOL 3

2.2 Terapéuticas das doencas cardiovasculares

O principal componente dos codgulos sanguineos é a fibrina.
Ela é uma proteina resultante da agdo da trombina sobre o fibrino-

genio. O fibrinogénio polimerizado apresenta caracteristica insoltvel,

portanto existem mecanismos fisiolégicos que desencadeiam a
fibrindlise. Contudo, quando ha desequilibrio, ocorre o desenvolvi-
mento as doengas trombéticas e uma desarmonia na agregacao de
fibrina intravascular desencadeando as doencas cardiovasculares
(CHOIl et al., 2011; SILVA L. et al., 2013).

P .

O plasminogénio, é o principal fator endégeno que regula
negativamente a presenca de fibrina no sistema cardiovascular pois,
quando transformado em plasmina, quebra a rede de fibrina (Figura
2). Portanto, é necessério de fatores de conversao de plasmina, como
ativador de plasminogénio, tPA, ativador de plasminogénio sanguineo,
uroquinase, fator de Hageman e o complexo plasminogénio-estrep-
toquinase (CHOI et al., 2011, LISMAN; MEDCALF; KWAAN, 2017)
que possam atuar degradando a rede de fibrina formada em situagdes

patolégicas.

Os medicamentos antitrombéticos presentes no mercado,
apresentam trés classes, na Figura 2 estao esquematizados exemplos de
cada uma. Os antiplaquetarios, agir inibindo a ativacdo ou agregacao
plaquetaria, como Acido acetilsalicilico (Figura 2.A), Dipiridamol
(Figura 2.B) e Clopidogrel (Figura 2.C). Os anticoagulantes, que vao
agir diminuindo a formacao de fibrina, como a Heparina (Figura 2.H),
de uso parenteral e a Varfarina (Figura 2.D), de uso oral, e por fim os
agentes fibrinoliticos, que vao degradar a fibrina, através da ativagao
de plasmina como a Estreptoquinase (Figura 2.E), Uroquinase (Figura
2.F) e o mais utilizado, o tPA recombinante (Figura 2.G) (WEITZ, 2019;
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WANG, 1998), comercialmente chamados de Alteplase, Reteplase e

Tenecteplase.

Na literatura é relatado a diversidade de agentes tromboliti-
cos, sobretudo enzimas fibrinoliticas que fazem parte do grupo das
proteases (SILVA et al., 2020), dessa maneira apresentam a funcdo de
degradar codgulos de fibrina, podendo ser produzidas por microor-
ganismos, como Streptomyces parvulus DPUA 1573 (BATISTA et al.,
2017), Lyophyllum shimeji (MOON et al., 2014), Bacillus subtilis TKU007
(WANG; YEH, 2006), Paenibacillus polymyxa (LU et al., 2010), Mucor
subtilissimus (NASCIMENTO et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2016)
por animais como cobra, Bothrops atrox (CINTRA et al., 2012), minhoca
Lumbricus rubellus (MIHARA et al., 1991), ferrdes de arraias das
espécies Dasyatis sephen e Aetobatis narinari (KUMAR et al., 2010) além
dessas enzimas podem ser encontradas em plantas, como no latex de
Euphorbia hirta (PATEL; KAWALE; SHARMA, 2012), e nas folhas de
Petasites japonicus (KIM et al., 2015) entre outras.

2.3 Caracterizacao de IFA

A Resolugcao da Diretoria Colegiada (RDC) n° 57, de
novembro de 2009, relata sobre o registro de Insumo Farmacéuti-
co Ativo (IFA), objetivando indicar os requisitos para registro com
designio de garantir a qualidade do produto elaborado. Portanto,
sdo solicitadas informacdes basicas para registo de IFA, por exemplo
nomenclatura, nome quimico, férmula molecular e estrutura, e peso
molecular. Também sdo solicitadas caracteristicas fisico-quimicas
sobre a molécula, por exemplo solubilidade, perfil cristalino e amorfo,
tamanho de particula, pKa, pH e ponto de fusao ou ebulicéo.

No Brasil para o controle de qualidade do IFA, sdo exigidas

o aspecto, identificacdo, doseamento, impurezas, propriedades fi-
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sico-quimicas, distribuicdo granulométrica, e seu polimorfismo
juntamente com sua metodologia analitica e resultados para provaveis
polimorfos, teor de estéreo isdbmeros, quando aplicado, assim como

rotagdo especifica, umidade, e limites microbiolégicos (BRASIL, 2009).

As caracteristicas fisico-quimicas de um IFA podem interferir
na biodisponibilidade local e/ou sistémica da droga. Quando o IFA
tem o objetivo de ser veiculado em uma formulacdo para a via oral, os
parametros de drea de superficie polar, asregras de Lipinski, que corres-
pondem a ndo apresentar doadores de ligagao de hidrogénio demons-
trados em grupamentos que contenham OHs e NHs em quantidade
maior que cinco, assim como ndo mais de dez aceptores de ligagao de
hidrogénio em termos de nitrogénio e oxigénio, peso molecular maior
que 500Da e lipofilicidade descrita em logP que ndo seja maior que 5
(LIPINSKI et al., 2012), pH e pKa, tamanho de particula, forma de sal,
formas cristalinas polimérficas e amorfa, complexagao da droga, sao
os principais a serem avaliados anteriormente a formulagao (HURST
et al., 2007).

Em relacao a forma solida, o polimorfismo cristalino é
bastante estudado, caracteristicas como estabilidade fisica, estabili-
dade quimica, capacidade de fabricagdo e absorcao oral, podem ser
modificadas de acordo com o polimorfo (SINGHAL, 2004). Eventos
térmicos sdo de grande importancia, pois avalia a estabilidade térmica,
assim como eventos cinéticos, que podem ser utilizados no controle
de qualidade do IFA assim como em sua rota sintética (FERREIRA
et al., 2016). Entretanto, a Calorimetria Diferencial Exploratéria (DSC)
a qual é utilizada para avaliar eventos térmicos (FAROONGSARNG,
2016), pode descrever caracteristicas estruturais de dobramentos e es-
tabilidade de proteinas (JOHNSON, 2013).
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Figura 1 - Farmacos utilizados no tratamento das DCV. Acido acetilsalicilico (A),
Dipiridamol (B), Clopidogrel (C), Varfarina (D), Estreptoquinase (E), Uroquinase
(F), tPA (G), Heparina (H). Estruturas em duas dimensoes plotadas através do
ChemDraw Ultra 12.0 e as em trés dimensdes visualizadas através de BIOVIA
Discovery Studio
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Fonte: Grosser, Smyth, FitzGerald 2012 (modificado); Gawade et al., 2021; Weitz,
2012 (modificado); Wang e Zang, 1999 (modificado); Kang et al., 2012 (modificado);
Bode e Lamba 1997 (modificado); Khan et al., 2009.
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2.4 Métodos de obtencao de enzimas fibrinoliticas fangi-
cas

O processo de producdo de enzimas fibrinoliticas se origem

taingica é descrito de acordo com a Figura 4A, no qual, inicialmen-

te é definido o microrganismo, que pode nao apresentar modificagao
genética (LIU et al.,, 2017%) ou ser modificado geneticamente para
melhoria de processos produtivos (FAZARY et al., 2010). Com o
in6culo do microrganismo definido, é utilizado um meio de cultivo
para desenvolvimento do processo fermentativo, como a fermentagao
submersa, onde o inoculo é adicionado a um caldo nutritivo em um
reator com presenca de oxigénio e sistema fechado (DORIYA et al.,
2016), e a fermentacdo em estado sélido, que apresenta aspectos
econdmicos de producdo, como a menor utilizacdo de agua que a
fermentacdo em estado submerso e a utilizagdo de residuos agroin-
dustriais (BANAT et al., 2021).

Em seguida, é realizado a purificagdo do extrato contendo a
enzima, podendo utilizar processos cromatograficos (LIU et al., 2017)
com ou sem dialise (SHIRASAKA et al. 2012) ou sistema de purificacdo
de duas fases aquosas (NASCIMENTO et al., 2016). Apo6s a fragao
purificada ser definida, a enzima pode sofrer processos de secagem,
onde usualmente é utilizado a liofilizagdao, ou ser concentrada e passar

para a fase analitica, como observado na Figura 4.

Um dos grandes desafios no processo produtivo dessas bio-
moléculas é a redugao do custo do processo produtivo assim como de
purificacdo, que ira interferir diretamente no valor do produto. Dessa
forma é evidente a necessidade de diminuir o custo produtivo desses
agentes, além de melhorar caracteristicas nao fundamentais para a
atividade como meia vida in vivo, estabilidade, custo de producao,
resposta imune, dentre outros (TANDON et al., 2021).
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Figura 2 - Processos de obtencao de enzimas fibrinoliticas derivadas de fungos
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Processo purificada
de Purificagdo

Fonte: Autor, 2022

3 METODOLOGIA

A pesquisa foi realizada com base em estudos cientificos que
relatassem as caracteristicas fisico-quimicas das enzimas fibrinoliticas
produzidas por fungos. Abrangeu os portais de periédicos PubMed,
Biblioteca Virtual em Satide e Wiley Online Library, além do banco de
dados Science Direct. As palavras-chave utilizadas foram fibrinolytic
enzime e fungi, com o periodo de 2010 a 2021, sendo extraidos apenas
artigos cientificos de pesquisa. Em seguida, foi adotado critérios de
inclusao e exclusao ao ler os titulos e resumo dos artigos. Os critérios
de inclusao adotados foram artigos de pesquisa, producdo e caracte-
rizacao de enzimas fibrinoliticas e enzimas fibrinoliticas derivadas de
fungos. Ja os critérios de exclusao empregados foram artigos de revisao
deliteratura, artigos que ndo se enquadraram no eixo produgao e carac-

terizacdo de enzimas fibrinoliticas, atividades enzimaticas diferentes

de fibrinélise, e organismos diferentes de fungos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Ao utilizar esses filtros iniciais, foram obtidos no PubMed
243 estudos, ScienceDirect 168 estudos, Biblioteca Virtual em Saude

48 estudos e Wiley Online Library 190 estudos. Utilizando os critérios

de inclusdo e exclusao através da leitura dos titulos e resumos, foram
obtidos do PubMed 18 estudos, ScienceDirect 6 estudos, Biblioteca
Virtual em Satide 2 estudos e Wiley Online Library 0. Posteriormente
ao comparar os estudos repetidos, resultaram em 21 estudos a serem
discutidos.

Critérios de inclus3o: Critérios de exclusdo:

*  Artigos de pesquisa; * Artigos de revisao de literatura;
Producio e caracterizacdo * Artigos que ndo se enquadram no eixo produgdo
de enzimas fibrinoliticas; e caracterizagdo de enzimas fibrinoliticas;
Enzimas fibrinoliticas * Atividad imaticas di de fibrindli
derivadas de Fungos * Organismos diferentes de fungos

Portais e L )
bases de dados: |

243 estudos
Q\ PubMed lindnilinauilinduilingsl > 1= csvoco-

Selecionados

168 estudos
Palavras-chave:

riroicsome  sciencenirect | IEEIANERRINRRNANRNARH] > o estocos

> (Artigos de isa)

Tempo: . — 21 estudos
2010-2021 48 estudos

sitioweca virual [ ENFliARHAEARNARNERR] > 2 ostoeos

em Saude
190 estudos

Wiley Online Library I“i“"li““li“"lilD 0 estudos

(Publicados em Jornais)

Fonte: Autor, 2022

4.1 Caracteristicas das enzimas fibrinoliticas fangicas

O peso molecular das enzimas fibrinoliticas produzidas por
fungos encontrados na literatura se apresenta na faixa de 30kDa, como
a produzida por Aspergillus oryzae com aproximadamente 30kDa
(SHIRASAKA et al., 2012), e das enzimas derivadas de Xylaria curta
com aproximadamente 33kDa (MESHRAM et al. 2016; MESHRAM,
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SAXENA e PAUL, 2016). Apesar disso, foi possivel observar enzimas
com pesos moleculares maiores, como, a produzida por Mucor subti-
lissimus com 97kDa (NASCIMENTO et al., 2016) e com pesos menores
como a produzida por Paecilomyces tenuipes com 14kDa (CHA et al.,
2010), observados na Tabela 1.

Tabela 1 - Processos de purificagdo de forma fisica final das enzimas fibrinoliticas

. . PM L e s Fase fisica final da enzima o
Microrganismo (kDa) Método de purificagao Liquida Solida Referéncia
Neurospora Coluna de fluxo rapido Octil Sepharose, coluna Sephadex - .
sitophila 34 G-25, coluna SP-Sepharose HP, Superdex 75 Solugdo : Liuetal. 2016)
Newrospora 30e Coluna de fluxo rapido Octil Sepharose, coluna Sephadex
urospo 17.5* G-25, coluna de alta performance SP-Sepharose, coluna Solugao concentrada - Deng et al. (2018)
sitophila "
49 Superdex 16/60, coluna pre-empacotada
Mucor
subtilissimus . .
UCP 1262 97 SDFA (PEG/sulfato) Solugao - Nascimento et al. (2016)
Mucor DEAE-Sephadex A-50, dialise, coluna Superdex 75 HR
subtilissimus 20 P i0/300 é}L P Solugao concentrada - Nascimento et al. (2017)
UCP 1262
Mucor
subtilissimus 52 SDFA (PEG/sulfato) Solucao - Clementino et al. (2019)
UCP 1262
Didlise, resina trocadora de anion Q-sefarose, Meshram, Saxena e Paul
Xylaria curta ~33.76  cromatografia de média pressao, coluna Sephactyl S-300 Solugao concentrada - (’20_1 6)
. Dialise, cromatografia de média pressao, cromatografia de -
Xylaria curta 33 filtragao com Sephacryl 5300 Solugao concentrada - Meshram et al. (2016)
Paecilomyces Coluna de CM-celulose, coluna DEAE-Sepharose CL-6B,
tenuipes 14 coluna Sephadex G-75, coluna de troca i6nica POROS 20 Solugao - Kim et al. (2011)
HQ
Auricularia
polytricha (Mont.) 66 SDFA (PEG/sulfato) Liofilizado Ali et al. (2014)
Sacc
Aspergillus N Dialise, coluna DEAE-Toyopearl 650C, coluna Sephacril S- - _ .
oryzae KSK-3 30 100, coluna Superdex 75 10/300 GL Solugao concentrada Shirasaka et al. (2012)
Cordyeeps 28e Sephadex G-25, coluna Fenil Sepharose HP, coluna de
militaris 045 fluxo rapido CM-Sepharose, coluna Superdex 75 - Liofilizado Liu et al. (2017)2
3lde Coluna Sephadex G-25, coluna de fluxo rapido CM-
Agrocybe aegerita 21'2** Sepharose, coluna Fonte 15PHE, coluna Mono S 5/50 - Liofilizado Liet al. (2021)
Pleurotus 136e Coluna de fluxo rapido Octil-Sepharose, coluna Fenil
N N Sepharose HP, didlise - Liofilizado Liu et al. (2014)
ostreatus 18.2*
Schizophyllum Dialise, coluna DEAE-Sephadex A-50, coluna Sephadex G-
cnm’:n ,]ZM 17 75, coluna Sephadex G-50, coluna Sephadex G-75 - Liofilizado Park et al. (2010)
Dialise, ultrafiltragdo em membrana Amicon YM 10,
colona de troca i6nica fluxo rapido DEAE-Sepharose,
Pleurotus eryngii 14 coluna PD-10, coluna Sephacryl S-300 HR, cromatografia ~ Solugao concentrada - Cha et al. (2010)
liquida réapida de proteina, coluna Sephacryl S-300 HR
Coluna CM celulose, coluna DEAE-celulose, coluna
Hericium Sephadex G-75, cromatografia liquida rdpida de proteina - ~ .
erinaceum 51 usando HiLoad 16/60 Superdex 75 Solugao concentrada Choi etal. (2013)
Lyophyllum Cromatografia liquida rdpida de proteina usando troca
yopyr 21 anidnica coluna Mono Q 5/5 e coluna Superdex 200 Solugao concentrada - Moon et al. (2014)
shimeji
100/300
Dialise, coluna de fluxo rapido DEAE-Sepharose, coluna
Cordyceps PD-10, Cromatografia liquida rdpida de proteina com
miliim‘z 34 coluna HiLoad 16/60 Superdex 200, HiLoad 16/60, coluna  Solugao concentrada - Choi et al. (2011)
Superdex 75
Rhizopus Dialise, coluna de fluxo rapido DEAE-Sepharose, coluna
microsporus var.  24.5 ! ! Solugao - Zhang et al. (2015)
tuberosus Sephadex G-75
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Coluna CM celulose, coluna DEAE-Sepharose CL6B 100,
dialise, coluna Sephadex G-20, cromatografia liquida de

Pleurotus ferulae 20 proteina rapida usando coluna HiPrep 26/10

Solugao concentrada - Choi et al. (2017)

Coluna Sephadex G-25, coluna HP Fenil-Sepharose,
Cordyceps 0 coluna de troca cationica CM-Sepharose de fluxo répido,

militaris coluna de filtragdo a gel Superdex 75, Liofilizado Liu et al. (2015)

*Peso molecular avaliado a partir de duas metodologias diferentes;

**Peso molecular de mais de uma subunidade enzimatica; ~ 1é-se aproximadamente;

SP 1é-se sulfopropil; HP 1é-se alta performance; DEAE 1é-se dietilaminoetil; Q 1é-se

amonio quartenario; CM 1é-se carboximetil; PHE 1é-se fenil; PM 1é-se peso molecular.
Fonte: Autor, 2022

O peso molecular do IFA apresenta grande importancia na
definicdo da forma farmacéutica a ser proposta. O peso molecular de
moléculas de caréter proteico dificulta a absorcao e permeabilidade
segundo um dos parametros das regras de Lipinski, o qual ndo pode
passar de 500Da. Além disso essa regra relata que para boa absorgao
e permeabilidade os candidatos a farmacos ndo devem apresentar
mais que cinco doadores de ligacdes de hidrogénio e ndo mais que
dez receptores dessas ligacdes (LIPINSKI et al., 2012). Entretanto, foi
observado que a enzima Nattoquinase administrada oralmente em
capsulas gelatinosas mole, apresentou atividade fibrinolitica em um
ensaio clinico (KUROSAWA et al., 2015), podendo ser administra-
da pela via oral, contudo essa enzima pode demonstrar dificuldade

enquanto a absorcao devido essas barreiras.

Portanto, as enzimas fibrinoliticas apresentariam grandes
problemas se vinculadas pela via oral, por causa de suas proprie-
dades fisico-quimicas, sem levar em conta os desafios fisioldgicos
que deveriam enfrentar, sendo mais apropriado o uso parenteral
dessas possiveis formulagdes. Além disso, o peso molecular interfere

o processo de distribuicdo dessa classe de moléculas na corrente

sanguinea propriamente dita, para os vasos sanguineos periféricos
(JING et al., 2019).
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4.2 Pureza de enzimas fibrinoliticas

A pureza de um farmaco interfere diretamente na sua
seguranca e eficdcia clinica. Dessa forma é imprescindivel a definicdo
de sua pureza, sendo ideal a mais alta pureza para uma molécula
destinadaa propdsitos terapéuticos JUNQUEIRA, 2012). O processo de
purificacdo de IFAs tém grande impacto na produgdo do medicamento,
pois é um dos pilares de seguranca e eficacia do produto farmacéutico.
Dessa forma, alguns processos podem apresentar alto custo, como os
processos cromatograficos que sdo bastante aplicados na purificagao

de biomoléculas.

Dessa maneira, grande parte das enzimas fibrinoliticas
reportadas na literatura sdo purificadas por métodos cromatografi-
cos. Dentre os métodos, as enzimas podem ser purificadas por cro-
matografia de troca idnica, catidnica ou anidnica, utilizando resinas
como Sulfopropil (SP) Sepharose (LIU et al. 2016) e Dietilaminoetil
(DEAE) Sepharose (ZHANG et al., 2015), além de que podem sofrer
cromatografia com resinas de interagdes hidrofébicas como Octil
Sepharose (DENG et al., 2016), dentre outras, como a cromatografia
por afinidade utilizando Carboximetil (CM) Sepharose (LI et al., 2021),
como apresentado na Tabela 2. Uma alternativa para purificagdo é o
sistema de duas fases aquosas (SDFA) (NASCIMENTO et al. 2016; ALI
et al. 2014), que é um processo de menor custo que os cromatografi-
cos, visto que ndo necessita de diferentes fases estacionarias de alto
custo, grande quantidade de fases moéveis, e equipamento especializa-
do, sendo utilizado na purificacdo de biomoléculas como anticorpos
monoclonais, células, DNA, proteinas entre outras (TORRES-ACOS-
TA et al., 2019).

Anteriormente aos processos cromatograficos, a precipita-
¢do proteica é um método de separagao das proteinas do meio rico
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em outras moléculas, como o efeito salting-out. Essa precipitacao é
mediada por agentes salinos, como sulfato de amoénio que em baixas
concentracdes tendem a neutralizar as cargas das proteinas, ja em
altas concentracdes consegue polarizar a estrutura favorecendo sua
agregacao (DUONG-LY; GABELLI, 2014). Além disso o pH que pode
induzir que a enzima precipite em seu Ponto Isoelétrico (pI) e solventes
organicos como etanol e acetona (MOON et al. 2014; KIM et al. 2011;
ALl et al. 2014).

A identificagdo da pureza da atividade da enzima se mostra
predominante, ou seja, se for encontrado mais de uma atividade em
uma preparacao que se demonstra pura nos ensaios de verificagdo
de massa a preparagao nao é considerada pura (SCOTT; WILLIAMS,
2012). Dessa forma para identificar a pureza das enzimas fibrinoli-
ticas os ensaios presentes na literatura foram eletroforese em gel de
poliacrilamida dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) para avaliagao
da massa e o zimograma para atividade da enzima, demonstrados na
Tabela 2. Portanto, foi encontrado que a enzima produzida por Paeci-

lomyces tenuipes possuiu fator de purificacao de 550.7 (KIM et al., 2011)

como a maior e a derivada de Auricularia polytricha (Mont.) Sacc com
7.01 (ALl et al., 2014) como a menor, exibidos na Tabela 2.
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Tabela 2 - Purificacdo das enzimas fibrinoliticas

Microrgani Avaliagio de pureza Método de precipitacao FP Referéncia
Neurospora sitophila SDS-PAGE e atividade fibrinolitica Sulfato de amonio 75.2 Liu et al. (2016)
Neurospora sitophila SDS-PAGE e atividade fibrinolitica Sulfato de aménio 45.2 Deng et al. (2018)

Mucor subtilissimus UCP 1262 SDS-PAGE e zimograma Sulfato de sodio e PEG - Nascimento et al. (2016)
Mucor subtilissimus UCP 1262 SDS-PAGE e zimograma s“”"“;:':t:;:""“’ € 1931  Nascimento efal. (2017)
Mucor subtilissimus UCP 1262 SDS-PAGE e zimograma Sulfato de sodio e PEG - Clementino et al. (2019)
Xylaria curta SDS-PAGE e zimograma Sulfato de amonio 9.19 Meshram(,zs[;);na e Paul
Xylaria curta SDS-PAGE e zimograma Sulfato de aménio 8.38 Meshram et al. (2016)
Paecilomyces tenuipes SDS-PAGE e zimograma Etanol 550.7 Kim et al. (2011)
Auricularia polytricha (Mont.) Sacc SDS-PAGE e método espectrométrico Folin Acetona 7.01 Alietal. (2014)
Aspergillus oryzae KSK-3 SDS-PAGE e zimograma Sulfato de amonio 182.7 Shirasaka et al. (2012)
Cordyceps militaris SDS-PAGE e método da placa de fibrina modifcado Sulfato de amonio 36 Liu et al. (2017)2
Agrocybe aegerita SDS-PAGE e zimograma Sulfato de amonio 237.12 Li et al. (2021)
Pleurotus ostreatus SDSPAGE e método da placa de fibrina modifcado Sulfato de amonio 147.03 Liu et al. (2014)
Schizophyllum commune SDS-PAGE e zimograma Sulfato de aménio 67.2 Park et al. (2010)

Pleurotus eryngii SDS-PAGE e método da placa de fibrina modifcado Sulfato de amonio 29.3 Cha et al. (2010)
Hericium erinaceum SDS-PAGE e método da placa de fibrina - 538.2 Choi et al. (2013)
Lyophyllum shimeji SDS-PAGE e zimograma Etanol 80.9 Moon et al. (2014)

Cordyceps militaris SDS-PAGE e zimograma Sulfato de amonio 86.1 Choi et al. (2011)
Rhizop! e paPories var: SDS-PAGE e método da placa de fibrina Sulfato de aménio 381 Zhang et al. (2015)

Pleurotus ferulae SDS-PAGE e zimograma Etanol 59.65 Choi et al. (2017)

Cordyceps militaris SDS-PAGE e método da placa de fibrina Sulfato de amonio 413 Liu et al. (2015)

Le§enda: SDS-PAGE 1é-se Poliacrilamida Dodecil Sulfato de Sédio; PEG 1é-se
Polietileno glicol; FP lé-se Fator de Purificacao.
Fonte: Autor, 2022

4.3 Influéncia do pH e temperatura na atividade de enzi-
mas e sua importancia tecnolégica

Paraqueosfarmacosatuememseualvo terapéutico, necessitam
de condigdes ideais, por exemplo é necessario que o potencial hi-
drogenionico (pH) esteja favoravel para interacdes intermolecula-
res em seu alvo terapéutico. Além disso, as enzimas de modo geral
apresentam suas condi¢des ideais e 6timas para trabalho. Ao induzir
essas moléculas o pH e temperaturas desfavoraveis pode acontecer
reagdes de mudanca de estrutura quimica, podendo perder a funcao.
Ademais, as moléculas de caracteristica proteica podem precipitar em
faixas especificas de pH, na qual é formado o ion zwitterion, ou seja, é
atingido o ponto isoelétrico (pl), onde as cargas residuais se anulam
(NELSON & COX, 2019). Ao se tratar de formulacdes injetaveis na
corrente sanguinea se deve a atencdo para que o pH sanguineo nao

seja um fator desencadeante dessas reacdes e provocar embolias.

Ao observar os pl das enzimas fibrinoliticas fungicas relatadas

na literatura, é visto que elas apresentam faixas de precipitacao
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distantes do pH fisiolégico, como a produzida por Neurospora sitophila
(pI 9.3 £ 0.2) (LIU et al., 2016), sendo com pH bastante alcalino e a
enzima produzida por Mucor subtilissimus UCP 1262 (pl 5.4) com pH
acido (NASCIMENTO et al., 2016) (Tabela 3). Todavia, grande parte das

enzimas fibrinoliticas presentes na literatura ndo apresentam estudos

de pl como a da enzima produzida por Rhizopus microsporus var.
tuberosus (ZHANG et al., 2015) apresentados na Tabela 3, parametro
essencial para indicar métodos de purificacdo, aumento de rendimento

e até processos unitdrios para produzir formulagoes.

Tabela 3 - Caracterizagdo dos parametros de atividade, estabilidade e ponto
isoelétrico das enzimas fibrinoliticas

Parametros de

Parametros de estabilidade
. . otima atividade .
Microrganismo pl Temp Referéncia
Temp. pH )
. . Liu et al.
Neurospora sitophila 7.6 41 93+0.2 4-11 <55 (2016)
Neurospora sitophila 7.4 50 79+01  68-88 25-52 D‘“‘(rz‘glzf)”l'
Mucor subtilissimus Nascimento
UCP 1262 - 37 54 - 57 etal. 2016)
Mucor subtilissimus Nascimento
UCP 1262 8 40 4.94 6-8.5 40-50 etal. (2017)
Mucor subtilissimus Clementino
UCP 1262 70 50 ) 6.0-85 10-50 et al. (2019)
Meshram,
Xylaria curta 8 35 - 7.0-8.0 40 Saxena e
Paul (2016)
. Diminui Meshram et
Xylaria curta 8 35 - 5-8 de 3550 al. (2016)
Paecilomyces Kim et al.
tenuipes 5.0 35 - 5.0-8.0 <40 (2011)
Aspergillus , Shirasaka et
oryzae KSK-3 6 50 - 49 AS0 T o12)
e . Liu et al.
Cordyceps militaris 7.2 37 9.0£0.2 3.0-11.0 Até 55 (2017)2
. Lietal.
Agrocybe aegerita 7.6 47 - 6.4-8.2 25-42 (2021)
Liu et al.
Pleurotus ostreatus 74 45 8.52 6.3-9 <45 (2014)
Schizophyllum N Park et al.
commune 4.0-6.0 45 - 4.0-6.0 <50 (2010)
Pleurotus eryngii 5.0 40 - 4.0-6.0 30-40 Cha et al.
’ o (2010)
Hericium erinaceum Choi et al.
7.0 30 - 5.5-7.0 <40 (2013)
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Lo Moon et al.
Lyophyllum shimeji 8 40 - 7-8 30-60 (2014)
o Choi et al.
Cordyceps militaris 7.0 40 8.2 5-11 20-40 (2011)
Rhizopus
microsporus var. 7.0 37 - 6.0-8.0 37 Zhang et al
(2015)
Tuberosus
4.0,50e 70,74 e Choi et al.
Pleurotus ferulae 8.0 50 - 8.0 8 (2017)
S Liu et al.
Cordyceps militaris 7.4 37 9.3+0.2 6-11 23-60 (2015)

Le%enda: pH 1é-se potencial hidrogeniénico; pl 1é-se ponto isoelétrico; °C 1é-se grau
Celcius; * 1é-se mais ou menos; < lé-se menor que. (Fonte: Autor, 2021).

Algumas das atividades 6timas demonstradas pelas enzimas
fibrinoliticas derivadas de fungos sdo promissoras, devido a sua
semelhanca com as condicdes fisiologicas de pH e temperatura. As
enzimas produzidas por Neurospora sitophila e Pleurotus ostreatus
apresentam pH semelhante ao sanguineo, sendo 7.4 (DENG et al,,
2018; LIU et al., 2014) levemente basico assim como a plasmina
humana, ativador de plasminogénio tecidual, e uroquinase (SUN et
al., 2016), presentes na Tabela 3. Enquanto isso, enzimas produzidas
pelos fungos Neurospora sitophila (pH 7.6), Cordyceps militaris (pH 7.2)
e Agrocybe aegerita (pH 7.6) apresentam seu pH de méaxima atividade
proximo ao fisiolégico sanguineo (LIU et al., 2016; LIU et al., 20177
LI et al., 2021), ja as produzidas por Xylaria curta (pH 8) e Lyophyllum
shimeji (pH 8) (MESHRAM, SAXENA e PAUL, 2016; MESHARAM et
al., 2016) tém suas atividades 6timas em pH alcalino, e Paecilomyces
tenuipes, Schizophyllum commune e Pleurotus eryngii em pH acido (KIM
et al., 2011; PARK et al., 2010; LIU et al., 2014), caracteristicas essas
incompativeis com a fisiologia sanguinea, dessa forma apresentam
atividades mais baixas que em condi¢des Otimas, dessa forma se
utilizadas in vivo ndo apresentardo a cinética desejada, sendo dessa
forma avaliado sua eficicia e seguranca na possivel terapéutica,
contudo podem ser utilizadas para outras finalidades, como em sani-

tizantes e em diagnostico.
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Ao analisar a temperatura 6tima de atividade das enzimas
tibrinoliticas derivadas de fungos na literatura, foi encontrado e
sumarizado na Tabela 3, que as enzimas produzidas por Mucor sub-
tilissimus UCP 1262 (37°C), Xylaria curta (35°C), Paecilomyces tenuipes

(35°C), Cordyceps militaris (37°C) e Rhizopus microsporus var. tuberosus

(37°C) apresentam condicoes proximas a temperatura fisiolégica
(NASCIMENTO et al., 2016; MESHRAM, SAXENA, PAUL, 2016;
MESHRAM et al., 2016; KIM et al., 2011; LIU et al., 2017%; ZHANG et
al. 2015). Por outro lado, outras enzimas apresentem temperaturas
elevadas de méxima atividade como a derivada da Neurospora sitophila
(41 e 50 °C) (LIU et al., 2016; DENG et al., 2018), assim como baixa
temperatura como a produzida por Hericium erinaceum (30°C) (CHOI

et al. 2013), apresentados na Tabela 3.

A estabilidade dessas moléculas é um parametro de grande
importancia para a formulacao e estratégias de armazenamento, pois
ao escolher o processo produtivo e de armazenamento, pode interferir
diretamente na seguranga e eficicia do produto. As enzimas fibrino-
liticas estudadas, apresentam faixas de estabilidade favoraveis para
a aplicagdo na corrente sanguinea sem interferir em sua estabilidade,
como observado na Tabela 3. Contudo é observado que as enzimas
produzidas por Schizophyllum commune, Pleurotus eryngii e Hericium
erinaceumn podem sofrer processos de degradacdo na circulagao
sanguinea que pode interferir diretamente na efic4cia e seguranca se
forem administrados por via parenteral, devido suas faixas de estabi-
lidade ser até o pH 7.0 (PARK et al., 2010; CHA et al. 2010; CHOI et al.,
2013).

Da mesma forma, a estabilidade térmica pode indicar as
condicdes de armazenamento, a seguranca e eficicia além das
operagdes unitarias a serem seguidas como a secagem. As enzimas fi-

brinoliticas dos fungos reportadas na literatura se apresentam bastante
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termolébeis, tendo estabilidade em torno dos 40°C, como a produzida
por Agrocybe aegerita que apresenta estabilidade térmica na faixa de 25
a 42°C (LI et al. 2021). Enquanto isso a enzima de Lyophyllum shimeji se
destaca dentre as demais por ser estavel na faixa de 30 a 60°C (MOON

et al. 2014), como visualizado na Tabela 3.

Dessa forma, as enzimas que possuem maior estabilidade
térmica podem estar aptas a processos de secagem térmicos como o
spray dryer. Essa técnica apresenta como caracteristica a secagem pela
dispersao de goticulas uniformes de solugao contra uma corrente de
ar seco e quente, formando particulas esféricas podendo controlar o
tamanho delas (AUTON; TAYLOR, 2016; CHEN et al., 2021). Neste
processo, podem ser utilizados excipientes como agtcares e polidis
para melhorar a estabilidade ao estresse térmico (CHEN et al., 2021).
Com a vantagem de poder utilizar mais de uma técnica de secagem,
pode ser averiguado diferentes caracteristicas cristalinas, que pode
influenciar no desenvolvimento farmacéutico e consequentemente na

farmacoterapia da enzima.

Z

A liofilizacdo é a mais utilizada para produtos de carater
proteico, visto que geralmente sao moléculas sensiveis ao calor. Dessa
forma as enzimas termolabeis devem continuar com o processo de
secagem por liofilizacdo, que apresenta como principal caracteris-
tica a sublimagao do solvente, onde inicialmente se deve congelar o
produto e em seguida submeté-lo ao vacuo, em parametros definidos
para cada solvente (CHEN et al., 2021). Foi verificado na literatura que

as novas enzimas fibrinoliticas apresentam apenas essa técnica final

para serem transformadas no estado sé6lido, como a produzida por
Cordyceps militaris (LIU et al. 2017°).
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4.4 Técnicas de caracterizagao fisico-quimica de IFA

Depois de realizar os ensaios para avaliar a atividade das
enzimas fibrinoliticas, é necessdrio realizar a caracterizacao fisico-qui-

mica para prosseguir com o desenvolvimento de formulacdes desse

novo IFA, utilizando técnicas analiticas como exemplificado na Figura
5. As enzimas produzidas que se apresentam na forma farmacéuti-
ca de po liofilizado como a produzida por Agrocybe aegerita (LI et al.,
2021), apresentam a tendéncia de serem mais estaveis quimicamen-
te, pois na forma solida com adicdo de excipientes adequados, ha
reducdo de reagdes de degradagdo como a agregacdo molecular, uma
das primeiras fases de degradacdo quimica de moléculas proteicas,
reducdo da entropia, reagdes de hidrolise, dentre outras (CAO et al.,
2013). Portanto, é preferencial que essas moléculas estejam na forma
solida, pois além de sua estabilidade, custos de producao e de logistica

Sa0 menores.

Figura 4 - Fase analitica de caracterizacdo fisico-quimica do insumo sélido
UV-vis

DRX +—

FTIR
Raman
Microscopias —
RMNes
Granulometria I
a laser : TG
Fase analitica
DsC

Legenda: DRX 1é-se Difratometria de raios X; UV-vis lé-se Ultravioleta na regido
do visivel; FTIR 1é-se Infravermelho por Transformada de Fourier; RMNes lé-se
Ressonancia Magnética Nuclear no estado s6lido; TG lé-se Termogravimetria; DSC
lé-se Calorimetria Diferencial Exploratéria.

Fonte: Autor, 2021

As técnicas analiticas que caracterizam a forma sdélida de
farmacos sdo diversas, buscando identificar informacdes essenciais

sobre o po, para garantir a seguranca e eficacia do tratamento. Em um

cristal as moléculas se organizam espacialmente na ordem de longo-
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-alcance produzindo a caracteristica cristalina, ou ndo se apresentem
de ordem de longo-alcance chamados de amorfos, para isso é utilizado
a técnica de Difratometria de Raios X (DRX). Dessa forma, é possivel
identificar através da difracdo de raios X informacdes sobre essa
organizagdo estrutural, como polimorfismo, grau de cristalizacao,
dentre outros, (GILMORE, 2011) dados esses que afetam a biodisponi-

bilidade, seguranca e consequentemente resposta terapéutica.

Outras técnicas complementares de identificagdo estrutural
da forma sélida utilizam como principio a estrutura microscépica
do cristal, dentre elas estdo a microscopia eletronica de varredura,
microscopia de luz polarizada e microscopia de forca atdmica, que
também podem identificar os tamanhos das particulas, morfologia,
propriedades de superficies dentre outras (LIU et al., 2017°). Além
disso, as técnicas para definir a granulometria podem identificar suas
dimensodes (BOSCHINI et al., 2015), que pode ser complementado com
a andlise da area superficial e tamanho de poros, utilizando adsorgao
de gas, porosimetria de mercario, sor¢do gravimétrica de vapor e
permeacao de gas (KAUR; KALE; BANSAL, 2021) que pode implicar
na solubilidade, estabilidade e futuras formula¢des do IFA. O DRX
além de oferecer caracteristicas da fase solida, pode ser utilizada para
caracterizar estruturas tridimensionais de proteinas, como foirealizada
para a enzima feruloil esterase produzida por Aspergillus awamori em
Escherichia coli (Fazary et al., 2010), técnica também conhecida como

cristalografia de raios X.

As andlises térmicas por sua vez tém o poder de identificar
fendmenos essenciais na caracterizacao da forma sélida, como a Ca-
lorimetria Diferencial Exploratéria (DSC), que ao induzir o analito
a determinadas temperaturas, identifica fendmenos térmicos como
transigdo vitrea e ponto de fusao, indicando informagdes pertinentes

sobre as estruturas proteicas, estabilidade e conformacao do sélido
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seja cristalino ou ndo (SAOTOME et al., 2016; JOHNSON, 2013; CHEN
et al., 2021). A termogravimetria (TG), uma variacdo da gravimetria,
pode identificar o teor de umidade, perfil de decomposicao dentre
outras informacdes essenciais do IFA (ENEV et al., 2019).

Ao induzir os analitos a radiacdo na regidao do infravermelho

(IV), é possivel identificar dobramentos e estiramentos moleculares
devido a absorcdo dessa energia, interferindo no momento de
dipolo, que correspondem a fungdes organicas caracteristicas de cada
molécula (LOPES; FASCIO, 2004). Usualmente é utilizada a Transfor-
mada de Fourier para auxiliar na interpretacdo de seus resultados,
sendo denominado Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR). Além de identificar as fungdes organicas, também é possivel
identificar a forma cristalina polimdrfica ou se é amorfo de acordo com
o espectro, podendo ser utilizado no controle de qualidade na dife-
renciacdo de polimorfos (SURESH; ASHE; MATZGER, 2019), além de
que em proteinas é possivel identificar informagdes sobre a estrutura
secunddria em estudos de estabilidade (CHEN et al., 2021).

Por sua vez ao ser complementar ao FTIR, a espectroscopia
Raman, que utiliza o espalhamento da radiacao que é emitida sobre
ela, sendo bastante utilizada associada com microscopia. E utilizada
para investigar caracteristicas e ensaios de formulagdes (LIU et al.,
2017*). Enquanto isso ao induzir o analito a radiagdo ultravioleta na
regido do visivel é possivel fazer transicdes de elétrons de orbitais de
menores para maiores energias potenciais (PAVIA et al., 2010). Com
isso a defini¢do do melhor comprimento de onda (), é possivel utilizar
esse parametro para quantificagdes das proteinas, porém pode sofrer
interferéncias de outras moléculas croméforas (AVELLA; GORNER;
DONATO, 2010).

Utilizando a Ressondncia Magnética Nuclear em Estado

Solido (RMNes) é possivel visualizar a dindmica de farmacos s6lidos,
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estrutura proteica, interacdes entre excipiente e proteina (CHEN et
al., 2021; LADIZHANSKY, 2018), dentre outros. Para que isso ocorra,
o analito é induzido a um campo magnético que ira interagir com o
spin nuclear dos atomos, induzindo a fendmenos quénticos sendo
detectado como ressondncia (BERENDT et al., 2006; CHEN et al., 2021).

De qualquer forma, as enzimas promissoras para tratamento
de patologias fibrinoliticas, como a produzida por Cordyceps militaris
(Liu et al. 2017%), pois seu pH e temperatura sdo préximos da fisiologia
humana, ndo apresentam estudos mais avancados de pré-formula-
cao na literatura, onde a caracterizacao da fase sélida se demonstra
de grande importancia. Além disso, pequena parte das enzimas
observadas se apresentam na forma soélida, isso pode ser explicado
pela dificuldade de polimeros e moléculas de alta flexibilidade tém
de formar cristais, para entender melhor o processo, estudos utilizam
calculos estatisticos, baseados na estrutura primaria e tridimensional

das proteinas para prever a cristalizacao (HANCOCK, 2017).

5 CONSIDERACOES FINAIS

As doengas tromboticas apresentam perspectivas preocu-
pantes em meio a atualidade e a projecdes futuras. A terapéutica
dessas doencas utiliza medicamentos de alto custo, que impactam
diretamente no sistema de satde publico e privado. As enzimas fibri-
noliticas derivadas de fungos tém sido relatadas na literatura como
agentes potenciais para a terapéutica dessas doencas, com parametros
de atividades condizentes com a fisiologia humana. Algumas dessas
moléculas sdo abordadas na fase soélida, comumente transforma-
das a partir do processo de secagem em baixa temperatura, como a
liofilizagdo. Os estudos de caracterizacdo fisico-quimica presentes
na literatura, abordam termos de pH, estabilidade, peso molecular,
pureza, dentre outros, contudo ndo estudam a fase sélida por falta
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de aporte tecnoldgico e cientifico ou problemas de solidificacao das
enzimas. Portanto, se faz necessirio o aprimoramento dessa area
voltada a essas enzimas potenciais, para que possam se tornar novos

medicamentos.
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RESUMO

A Covid-19 é uma doenca causada por um virus do género Betaco-
ronavirus, o SARS-CoV-2, mais conhecido como o novo coronavirus.
Ainda ndo existe nenhum tratamento s6lido para a Covid-19, a doenca
é tratada a partir dos sintomas apresentados pelo individuo infectado.
Sdo intimeras as pesquisas que veem sendo realizadas para o desen-
volvimento de medicamentos que possam ser usados na prevencao
e/ou no tratamento da doenga. O objetivo dessa mini revisdo é expor
algumas das ultimas pesquisas cientificas realizadas in silico sobre
a interacdo do modelo 6LU7 da MPRO com substancias de origem
vegetal como potenciais inibidores de sua acdo. Os estudos analisados
demonstram o grande potencial de substancias vegetais de inibigao
sobre a principal protease do SARS-CoV-2 com o minimo uso de
materiais fisicos e experimentos, demonstrando que o planejamento
racional de farmacos pode sim diminuir o tempo de desenvolvimento
do produto, no entanto, os estudos in vitro e in vivo continuam sendo
essenciais para esse processo e se tornam até mais dinamicos tendo

como base os planejamentos.

Palavras-chave: Protease. Estudos in silico. Covid-19.
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ABSTRACT

Covid-19 is a disease caused by a virus of the Betacoronavirus genus,
SARS-CoV-2, better known as the new coronavirus. There is still no
solid treatment for Covid-19, the disease is treated from the symptoms
presented by the infected individual. There are numerous researches
being carried out for the development of drugs that can be used in the
prevention and/or treatment of the disease. The objective of this mini
review is to expose some of the latest scientific research carried out in
silico on the interaction of the 6LU7 model of MPRO with substances
of plant origin as potential inhibitors of its action. The analyzed studies
demonstrate the great potential of plant substances to inhibit the main
protease of SARS-CoV-2 with the minimum use of physical materials
and experiments, demonstrating that the rational planning of drugs
can indeed reduce the time of product development, in the However,
in vitro and in vivo studies continue to be essential for this process

and become even more dynamic based on planning.

Keywords: protease. in silico studies. Covid-19.
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1 INTRODUCAO

esde 2019 o mundo vem enfrentando uma das piores
Dprobleméticas ja registradas sobre a satde humana, a
pandemia de Covid-19 (DOMINGOS et al., 2020). A doenga é causada
por um virus do género Betacoronavirus, o SARS-CoV-2, mais
conhecido como o novo coronavirus (ASHOUR et al., 2020). Devido
ao seu alto indice de transmissdo a partir da China logo o virus se
disseminou por todos os continentes da Terra, inclusive no Brasil
onde até a primeira quinzena de Abril de 2021 apresentava mais de

13,9 milhdes de casos de Covid-19 confirmados (seplag.pe.gov.br).

Ainda ndo existe nenhum tratamento sélido para a Covid-19,
a doenca é tratada a partir dos sintomas apresentados pelo individuo
infectado. Sao intmeras as pesquisas que veem sendo realizadas
para o desenvolvimento de medicamentos que possam ser usados na
prevencdo e/ou no tratamento da doenca. Entre esses estudos estao
aqueles focados na principal protease no ciclo vital do SARS-CoV-2 é
a protease, a MPRO.

A MPRO é uma macromolécula constituida por duas
subunidades idénticas e caracterizada também por ter trés dominios,
onde entre os Dominios I e II estd localizado o seu sitio catalitico
(AMIN et al., 2020; GUO et al., 2020). A acdo dessa peptidase é clivar a
poliproteina 1a e a poliproteina lab presentes no virus. Quando essas
poliproteinas sao hidrolisadas sdo geradas proteinas nao estruturais
que estdo envolvidas na produgdo de RNA subgendémico que codifica
as proteinas estruturais: glicoproteina de pico de superficie, proteina
de envelope, proteina de membrana e proteina de nucleocapsideo (N)
(AMIN et al., 2020; GIANTI et al., 2020). Esses processos sao essenciais
no ciclo de replicagdo do coronavirus, entdo, a agdo dessa protease e a
certeza da auséncia de efeitos colaterais pelo fato de que nao existem

52




BIOTECNOLOGIA NA SAUDE-VOL 3

homologos conhecidos de MPRO em humanos com especificidade de
clivagem idéntica é o que a leva a protease MPRO a se tornar alvo
de pesquisas cientificas que buscam compostos que sejam capazes de
inibir a atividade proteolitica dessa enzima, visando o desenvolvi-

mento de novos farmacos para serem utilizados contra o SARS-CoV-2.

Para que o desenvolvimento de um farmaco seja finalizado com
sucesso, as drogas passam por diversos processos que visam desde sua
extracdo até suas caracterizacdes finais como os testes clinicos. Dentre
esses processos estd o drug design (desenho de farmacos) que visa
acelerar as etapas de estudo gracas ao avanco da tecnologia. Na técnica
sdo utilizados programas computacionais que utilizam como base a
estrutura da molécula alvo (SBDD - structure based drug design) ou
nos seus ligantes conhecidos (LBDD - ligand based drug design) para
estudar suas possiveis interagdes com determinadas substancias. E um
modelo computacional estrutural da protease MPRO que vem sendo
utilizado para as pesquisas envolvendo a inibicdo dessa protease é a
6LU7 (Fig. 1) (GUPTA & KHAN, 2021; JOSHI et al., 2020; PANIKAR
et al., 2021).

Por isso, o objetivo dessa mini revisdo é expor algumas das
ultimas pesquisas cientificas realizadas in silico sobre a interacdo do
modelo 6LU7 da MPRO com substancias de origem vegetal como
potenciais inibidores de sua agao.

2 METODOLOGIA

No banco de dados cientificos Science Direct foram
pesquisados artigos utilizando os descritores [proteases] and [covid-19
or coronavirus] and [Mpro]. As pesquisas mais recentes que tinham em
seu titulo as palavras protease, MPRO e Covid-19, que fossem feitas

através da técnica in silico e com substancias extraidas de plantas.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

No inicio de 2021, PANIKAR e colaboradores avaliaram acao
inibitéria de biocompostos naturais. No estudo foram utilizados 6leos
essenciais de dois géneros da familia Myrtaceae, o género Corymbia sp.
e o Eucalyptus sp., e através de simulacdo computacional os possiveis
efeitos sobre a MPRO foram avaliados. Os resultados demonstraram
que, o composto que mais interagiu e inibiu a atividade da protease
foi o Eucaliptol (C,;H ,O) presente em com 52,47% de compostos
volateis em Eucalipto globulus e 13,54% em Corymbia citrodora, sendo
sua constante de inibicao de 50.78uM. O teste in silico demonstrou que
o 6leo Eucaliptol realizou interagdes hidrofébicas com os aminoécidos
MET49, MET165, HIS164, ARG188, PRO52 e HIS41, e forcas de Vand
der Waals com ASP187, GLN189, TYR54 e PHE181 (Fig. 1) agindo
assim no local ativo da protease. O 6leo também apresentou uma baixa
energia de ligacdo sem toxicidade (-5,86 kcal/mol). Foi comprovado
entdo que, o 6leo essencial Eucaliptol é um potencial inibidor de
protease do coronavirus, podendo ser utilizado no tratamento da
Covid-19.

Figura 1A: Estrutura da MPRO 6LU7; Figura 2B: Interacdo do inibidor (na cor
violeta) com alguns aminoécidos (em vermelho) da protease.

(A) (B)

Fonte: Adaptado de PANIKAR et al., 2021[9].
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Em Margo de 2021 Neupane et al. (2021) avaliaram o efeito de
compostos fitoquimicos contra a protease MPRO e a enzima conversora
de angiotensina humana 2. Trinta e quatro compostos obtidos a partir

da planta Ageratina adendfora foram acoplados ao modelo da principal

protease do coronavirus PDB ID: 6LU7 em ensaio computacional
através do software de simulacdo de modelagem molecular AutoDock,
para avaliar as afinidades suas ligacdes. O composto 5-fB-glucosil-
-7-demetoxi-encecalina (5GDE) foi considerado o melhor inibidor de
protease MPRO. O 5GDE apresentou uma afinidade de aproximagao
com o conjunto de moléculas da protease de —8,1 kcal/mol, sendo
esse 0 menor entre todos os fitoquimicos estudados, além disso o
5GDE também apresentou uma similaridade de 100% com o antiviral
Remdesivir no padrao de interagdo com a enzima. Tal composto teve
ligacdes de hidrogénio com os aminoacidos LEU A: 141 e GLU A: 166,
e interacOes de Van der Waals com MET A: 49, TRY A: 54, ARG A: 188,
ASP A:187, GLN A: 189, SER A: 144, MET A: 165, SER A: 144, HIS A:
163, PHE A: 140, HIS A: 17 e GLY A: 143 (Fig. 2).

Figura 2A: O complexo fitocomposto 5SGDE MPRO. Figura 2B: Detalhe a interacao
de aminoécidos do complexo 5GDE com MPRO em 2D.

A

Fonte: Neupane et al., 2021

Os autores consideraram que o mecanismo de acdo do
5-B-glucosil-7-demetoxi-encecalina ocorre através da alta afinidade de

ligacdo do que o inibidor nativo através dos vérios tipos de interagdes.
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Além disso 5GDE foi considerado seguros e permitido para estudos
posteriores por seguir a Regra de dos Cinco de Lipinski onde é esta-
belecido que uma molécula para ser um bom farmaco deve apresentar
valores para 4 parametros multiplos de 5: log P maior ou igual a
5, massa molecular menor ou igual a 500, aceptores de ligacdo de
hidrogénio menor ou igual a 10 e doadores de ligacao de hidrogénio
menor ou igual a 5, sendo ele entdo um candidato promissor ao desen-

volvimento de drogas contra o receptor MPRO.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos citados demonstram o grande potencial de
substancias vegetais de inibicdo sobre a principal protease do
SARS-CoV-2 com o minimo uso de materiais fisicos e experimen-
tos, demonstrando que o planejamento racional de farmacos pode
sim diminuir o tempo de desenvolvimento do produto, no entanto,
os estudos in vitro e in vivo continuam sendo essenciais para esse
processo e se tornam até mais dindmicos tendo como base os planeja-

mentos.
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RESUMO

2

O Aspergillus insuetus é um fungo filamentoso pouco conhecido e
pesquisado. Este capitulo teve como objetivo fazer um levantamen-
to bibliografico dos potenciais de aplicacdo biomédica do A. insuetus.
Neste sentido, foram utilizados apenas trabalhos publicados nas
bases de dados PubMed e SciELO entre os anos de 2007 e 2020 e sem
restricdo de idioma. Aqueles que apresentavam técnicas de engenharia
mais aplicada para cultivo ou que ndo detalharam caracteristicas fi-
sico-quimicas do fungo, imprescindiveis para sua cultura e analise
laboratorial, foram excluidos. Apés andlise dos titulos e resumos,
foram encontrados 6 artigos e, usados os critérios, chegou-se aos 3 que
ressaltavam a obtencdo de compostos aplicaveis nas areas da infec-
tologia, oncologia, neurologia e angiologia. Dentre os componentes
citados, destacam-se: TMC-120A e TMC-120B (alcal6ides de isoquino-
lina com capacidade antiespasmoddica e potencial de uso neurolégico)
e a Ophiobolin K (um terpeno que age como anticoagulante e tem
potencial de uso contra complicagdes do novo COVID-19, como
coagulacdo intravascular disseminada, embolia pulmonar e codgulos
arteriais). Como exposto, embora poucos trabalhos tenham se voltado
para ele, até o presente momento, o A. insuetus demonstra um amplo
potencial de aplicacdo e uso no que se refere a obtencao de farmacos
e tratamento de doencas, carecendo, pois, de mais estudos para uma

melhor aplicacao.

Palavras-chave: Aspergillus insuetus. Interesse biomédico. Metabdlitos

bioativos.
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ABSTRACT

Aspergillusinsuetusisalittleknownand researched filamentous fungus.
This integrative review, then, aims to gather the main information,
published in the PubMed and SciELO databases, and make an analysis
of the potential and applicability of the biomedical use that A. insuetus
has to offer. In this sense, only works published between 2007 and 2020
and without language restriction were used. Those who presented
engineering techniques more applied for cultivation or who did not
explore the physical-chemical characteristics of the fungus, which are
essential for their culture and laboratory analysis, were excluded. After
analyzing the titles and abstracts, 6 articles were found and, using the
criteria, we reached 3 that highlighted the availability of the applicable
criteria in the areas of infectious diseases, oncology, neurology and
angiology. Among the components mentioned, the following stand
out: TMC-120A and TMC-120B (isoquinoline alkaloids with antispas-
modic capacity and potential for neurological use) and Ophiobolin K
(a terpene that acts as an anticoagulant and has potential use against
complications of the new COVID-19, such as disseminated intravascu-
lar coagulation, pulmonary embolism and arterial clots). As explained,
although few studies have turned to it, until now, A. insuetus de-
monstrates a wide potential for application and use with regard to
obtaining drugs and treating diseases, thus requiring further studies

to better management.

Keywords: Aspergillus insuetus. Biomedical interest. Bioactive

metabolites.
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1 INTRODUCAO

ste capitulo se originou da necessidade em conhecer e
Ecompreender a aplicabilidade de determinados fungos na

area da sadde, em especial, os possiveis usos do Aspergillus insuetus,
fungo pouco conhecido e pouco utilizado em ambiente extra-labora-
torial. Desse ponto, considerando sua baixa notoriedade e o amplo
espectro de atuacdo que os fungos possuem, a hipétese de possivel
obtencao de compostos bioativos a partir do A. insuetus foi levantada
e deu inicio a este trabalho. Nesse sentido, os principais objetivos
tracados para o trabalho foram: 1) Realizar uma revisao da literatura
acerca do A. insuetus elaborada entre os anos de 2007 e 2020; 2) Listar
0s principais compostos com potencial de aplicabilidade biomédica
produzidos pelo fungo; e 3) Analisar o uso potencial dos produtos
obtidos, a partir do cultivo e manejo do A. insuetus em laboratério, para
o tratamento de doengas e possivel elaboracdo de novas estratégias te-

rapéuticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1Género Aspergillus

Entre os componentes do filo Ascomycota, o género Aspergillus
compreende mais de 330 espécies, representando alguns dos fungos
mais comuns no ambiente (SAMSON et al., 2014).

Na verdade, Aspergilli sdo onipresentes e cosmopolitas que
impactam profundamente em variados ecossistemas, bem como
na satde humana, animal e vegetal, tendo assim grande relevancia
econdmica. As espécies do género estdo entre os fungos capazes

de causar desde efeitos prejudiciais como doencas em organismos
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superiores (alergias e asma em humanos) até produzir produtos

primdrios benéficos e metabdlitos secundarios (INGLIS et al., 2013).

2.1.1 Taxonomia

A caracterizagdo fenotipica, assim como o sequenciamento
da regiao ITS do DNA, dividiu o género Aspergillus em um total de
9 sec¢des, sendo elas: Circumdati, Clavati, Flavi, Flavipedes, Fumigati,
Nidulantes, Nigri, Terrei e Usti. Quanto a ultima, 9 espécies sdo
conhecidas atualmente. A maioria delas é incapaz de crescer a tem-
peraturas iguais ou superiores a 37 °C, sendo “nao termotolerantes”,
e, portanto, ndo sao consideradas patégenos humanos. Em verdade,
casos de infecgdes humanas que foram atribuidos a determinadas
espécies desse grupo, como a A. ustus, na literatura, foram secunda-
riamente reatribuidos a outras, como a A. calidoustus, que sdo capazes
de crescer a 37 °C. Outras espécies ndo termotolerantes da secao Usti
foram classificadas como colonizadoras ou contaminantes de amostras
clinicas. Dentre elas, encontram-se: A. puniceus, A. keveii e A. insuetus.
(GLAMPEDAKIS, E. et al., 2020).

2.1.2 Aspectos Morfoldgicos

A maioria das espécies da secao Usti crescem a 25-30 °C, sendo
a temperatura mais alta 37 °C. Isso permite a distincdo de espécies
termotolerantes, A. calidoustus por exemplo, das consideradas nao
patogénicas, como € o caso da A. insuetus. Quanto ao cultivo, colonias,
em geral, sdo aparentes entre 2 e 5 dias de crescimento. Aspectos ma-
croscopicos em meio de cultura de fungos padrdo (agar de extrato
de levedura Czapek, agar Sabouraud ou agar batata dextrose)
revelam colonias aveludadas de cinza a marrom canela. Além disso,
a tonalidade amarelada com presenca de pigmento soltvel amare-

lo-marrom é tipica, mas pode estar ausente para algumas espécies
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de acordo com o meio de cultura selecionado. Sob o microscépio,
conidios, de aparéncia tipicamente aspera, sdo geralmente curtos e
fracamente colunares com fidlides bisseriadas. Algumas caracteristi-
cas especificas (células de Hiille, reacao de Ehrlich, crescimento com
creatina, producdo de pergillin - um metabolito fingico nao téxico
com propriedades moderadas de inibicao do crescimento vegetativo)
auxiliam na distingao entre as diferentes espécies, mas esses métodos
requerem abordagens mais especificas (GLAMPEDAKIS, E. et al.,
2020).

2.1.3 Aplicacdo Biotecnolégica do Género Aspergillus

Metabdlitos primérios e secunddrios (do inglés Secondary
Metabolites, SMs) sdao moléculas heterogéneas que funcionam em
atividades fisiol6gicas basais, como: crescimento, desenvolvimento,
sobrevivéncia e aptidao dos organismos produtores (TURGEON &
BUSHLEY, 2010; BRAKHAGE, 2013).

Entre os diferentes organismos que produzem uma ampla
gama de produtos naturais, os fungos sao considerados um grupo
com capacidades extraordindrias para produzir classes estrutural-
mente diferentes de SMs. Mais certamente, ao longo da evolucao, eles
adquiriram a habilidade para produzi-los devido ao meio competitivo
no qual se encontravam. Ou seja, muitos dos SMs gerados possuem
caracteristicas danosas a outros organismos, pois sua intengao inicial
seria a de combaté-los. No entanto, além de produtos lesivos, foi

notado, cada vez mais, o potencial benéfico do uso de alguns produtos
gerados pelos componentes desse reino (ROHLFS & CHURCHILL,
2011; BRAKHAGE, 2013).
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O género Aspergillus é um dos que apresenta grande potencial
para produzir SMs, como: policetideos, peptideos ndo ribossomais,
terpenos e alcaléides (SOLTANI, J., 2016).

2.2 Aspergillus insuetus

A espécie foi descrita pela primeira vez em 1929 por (Brainier)
Thom & Church. e revisitada por HOUBRAKEN no ano de 2007. Feno-
tipicamente, o A. insuetus é um fungo filamentoso, incapaz de crescer
em temperaturas superiores a 37°C, fator que diminui seu potencial
patolégico em seres humanos. Esse fungo cresce bem em meio de
cultura com extrato de levedura e sacarose a 25°C, apresentando um
micélio hialino e conidios acinzentados. Além disso, dois critérios de
diferenciagdo com relagdo ao A. insuetus: apresentam coldnias com
23-30 mm e resposta positiva (coloracdo violeta) a reacdo de Ehrlich.
(HOUBRAKEN et al., 2007)

2.2.1 Potencial de aplicacao do Aspergillus insuetus

2.2.1.1 Atuacao no controle de convulsoes e inflamacoes

Em ensaios, analisando a resposta fotomotora com embrides
de peixe-zebra, foi demonstrado que o TMC-120A e TMC-120B
possuem a capacidade de atuar como fatores anti-convulsivantes,
sendo esses compostos possiveis estratégias para o tratamento de
doencas neuromotoras como a epilepsia no futuro. Além disso, outro

fato curioso, demonstrado no mesmo estudo, foi que ambos, também

apresentavam, in vitro, atividade moduladora do processo inflamato-
rio (COPMANS D. et al., 2019).
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2.2.1.2 Potencial de combate a tipos cancerigenos e fangi-
cos

Além desses, outro composto produzido pelo A. insuetus tem
demonstrado relevancia terapéutica é a Ofiobolinas K. Uma fitotoxina
que demonstrou, em estudo, aptiddo para combater células de neu-
roblastoma e, também, atividade anticoagulante (SLACK, G. J. et al,,
2009). Ainda sobre a atividade anticancerigena, dois compostos, o In-
suetolideo C e a (E)-6-(40-hydroxy-20-butenoyl)-strobilactone A, apre-
sentaram certa citotoxicidade contra células da leucemia humana. No
mesmo estudo, também, foram apresentados outros produtos, como
o Insuetolideo A, a Strobilactone A e a (E,E)-6-(60,70-dihydroxy-20,-
40-octadienoyl)-strobilactone A, que apresentam propriedades anti-
tangicas (COHEN, E. et al, 2011).

3 METODOLOGIA

Trata-se de um estudo do tipo revisdo integrativa da literatura,
as etapas seguidas para elaborar essa revisao foram: formulacao do
problema de pesquisa, levantamento de dados, anélise e interpretacao,
apresentacao dos resultados e conclusao (WHITTEMORE e KNAFL,
2005). A coleta de dados foi realizada por meio das bases de dados
PubMed (U.S National Library of Medicine) e SciELO (Scientific Electronic
Library Online). A estratégia de busca utilizada para pesquisar nas
bases de dados se deu pela utilizagdo dos descritores “Aspergillus
insuetus” e “Compounds” associados pelo operador Booleano “AND”.
Foram incluidos artigos a respeito da utilizagdo do Aspergillus inuetus
na produgao de substancias de interesse biomédico publicados entre
os anos de 2007 e 2020. Artigos que continham técnicas de engenharia
genética mais aplicada para cultivo e extragdo dos compostos do

fungo foram excluidos. Na base de dados PubMed foram encontrados
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14 artigos. Ap6s a leitura dos titulos e dos resumos para selecdo dos
que estavam condizentes com o objetivo da pesquisa, obteve-se um
total de 6 artigos. Em seguida, esses artigos foram lidos na integra,
sendo selecionados 3 deles. Na base de dados SciELO, nado foram

encontrados artigos que se enquadrassem nos critérios da pesquisa.

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Embora ja se tenha conhecimento na literatura do A. insuetus,
até o presente momento nao foram descritas nenhuma aplicagao bio-
tecnolégica, dessa forma o mesmo pode ser alvo de estudo principal-

mente na produgao de metabdlitos com aplicagdo biomédica.

Dentre os compostos produzidos pelo A. insuetus, destaca-se
a Ofiobolina K, o qual possui aplicacdo anticoagulante a partir da
inibicdo do Fator Xa da cascata de coagulagdo (essencial para a
formacdo do coagulo de fibrina e plaquetas). Nesse sentido, consi-
derando as manifestacdes clinicas de pacientes com COVID-19 e que
0 novo coronavirus ativa o processo inflamatério e trombético, e a
infeccdo por ele causada esta relacionada a aumento de citocinas in-
flamatorias (tempestade de citocinas) e disttrbios da coagulagao, com
predisposigao a formagao de trombos, o uso da Ofiobolina K pode ser
uma alternativa ja que apresenta o potencial para inibir etapas finais
do estado de hipercoagulacdo gerado pela infeccdo viral e, assim, evitar
quadros mais graves e complicados da doenga. (NASCIMENTO, J. H.
P. et al, 2020).

Para além deste composto, os outros em destaque sdo a
TMC-120A e TMC-120B, os quais possuem atividade antiespasmo-
dica e podem ser utilizados como foco de estudo para o tratamento
de doengas neuromotoras como a epilepsia. Essa condigdo clinica,

segundo a World Health Organization (WHO), é uma das doencgas
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nao transmissiveis, do cérebro, mais comuns e chega a afetar apro-
ximadamente 50 milhdes de pessoas no mundo. Além disso, cerca
de 80% dos acometidos por essa doenga vivem em paises de baixa e
média renda e 70% das pessoas que vivem com epilepsia poderiam
viver livres de episoddios epiléticos se fossem propriamente diagnos-
ticadas e tratadas. Desse ponto, é evidente a urgéncia na busca por
tratamentos rapidos e acessiveis para essa patologia e as TMC-120A
e TMC-120B produzidas pelo A. insuetus podem, no futuro, se revelar
como fontes para a elaboracdo de farmacos e estratégias terapéuticas
para a cura ou amenizacdo dos sintomas de doengas como a epilepsia
(WHO, 2019)

Outros dois compostos de destaque sao o Insuetolideo C e a
(E)-6-(40-hydroxy-20-butenoyl)-strobilactone A, os quais demonstra-
ram capacidade citotoxica contra células MOLT-4. Esse tipo celular
compode a linhagem linf6éide das células sanguineas e estd intimamente
relacionado ao surgimento da Leucemia Linféide Aguda (LLA), uma
neoplasia que pode acometer pessoas de todas as faixas etarias, sendo
mais recorrente em criancas até 5 anos e mais letal em adultos. Desse
ponto, considerando que os dois produtos, obtidos a partir do A.
insuetus, mencionados acima, é possivel, por meio de estudos mais
aprofundados, formular novas formas de combate a essa neoplasia
e, assim, alavancar a promocdo de saude. (AMERICAN CANCER
SOCIETY, 2021)

Por fim, os dltimos compostos, Insuetolideo A, a Strobilac-
tone A e a (EE)-6-(60,70-dihydroxy-20,40-octadienoyl)-strobilacto-
ne A, ganham seu destaque por apresentarem atividade antifingica
contra o Neurospora crassa. Esse é um fungo filamentoso pertencente
ao grupo dos ascomicetos que ndo apresenta demasiada relevancia
clinica, mas é bastante utilizado em laboratério. Quanto aos produtos
do A. insuetus contra o N. crassa, seus usos futuros podem se voltar
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mais para um maior entendimento da estrutura de fungos do filo
Ascomycota e criacdo de novas estratégias de combate contra eles, mas,
para isso, ainda vao ser necessarias mais pesquisas para aprofundar
essa possibilidade. (COHEN, E. et al, 2011)

Cada composto apresentado pelo A. insuetus demonstrou um
potencial biomédico para uso futuro. Destacando-se aqui, em especial,
as propriedades: anticoagulante, antiespasmoédica, citotoxicidade an-
tineoplésica e antifingica. Desse ponto, algumas das areas de possivel
aplicagdo dos produtos desse fungo sao: angiologia, neurologia,

oncologia e infectologia.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Portanto o A. insuetus exibe um potencial significativo para uso
futuro na drea biomédica, destacando-se em especial, as proprieda-
des: anticoagulante, antiespasmdédica, citotoxicidade antineoplésica e
antifingica. Ainda assim, mais estudos sao necessarios para que esses
usos possam se consolidar e novas estratégias terapéuticas sejam fun-

damentadas baseando-se nos materiais obtidos a partir desse fungo.
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RESUMO

Os disttarbios do sono estao cada vez mais frequentes na vida da populagao
devido a diversos fatores do cotidiano. Além disso, principalmente, muitos
idosos apresentam problemas relacionados ao sono devido as mudangas
fisiolégicas envolvidas no processo de envelhecimento que, associadas a
outros fatores como o sedentarismo, ansiedade e depressao, podem trazer
sérias consequéncias que influenciam no bem- estar desses individuos e
diminuem as chances de se ter uma boa qualidade de sono. Assim, uma
revisdo narrativa de literatura foi realizada buscando transcorrer sobre
a atuacdo do farmacéutico nos distiirbios do sono em idosos, através das
plataformas Biblioteca Virtual em Sadade (BVS), Scielo, Scopus, Science
direct, LILACS, PUBMED e Google Académico, utilizando como descritores:
“Distarbios do sono”, “uso irracional de medicamentos”, “benzodiazepini-
cos” e “idosos”. A inclusdo dos artigos compreendeu o periodo de 2015 até
2022, com a finalidade de responder a pergunta norteadora: “Qual o papel
do farmacéutico nos distirbios do sono em idosos?” mediante a adogdo de
critérios de inclusao e exclusdo nas bases de dados, resultando em 9 artigos.
A maioria dos problemas relacionados ao sono é clinicamente importante e
pode ser farmacologicamente tratado, principalmente, pelo uso dos medica-
mentos benzodiazepinicos sedativos hipnéticos. Contudo, percebe-se que,
mesmo com o fécil acesso a informacao, as pessoas ainda nao tém o conheci-
mento necessério sobre as problematicas que o uso irracional dessas drogas
podem acarretar ao organismo. Dessa forma, observou-se que a atuagao do
farmacéutico é imprescindivel para o manejo e o uso devido dos medicamen-
tos benzodiazepinicos para tratamento dos problemas no sono e, também,
exerce um papel especial ao informar sobre o uso correto de medicamentos e

seus principais efeitos na condi¢do e promogao de satide dos idosos.

Palavras-chave: Insonia. Sedativos hipnéticos. Polifarmacia.
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ABSTRACT

Sleep disorders are increasingly common in the lives of the population

due to several factors of daily life. In addition, mainly, many elderly

people have problems related to sleep due to the physiological changes
involved in the aging process, which, associated with other factors
such as a sedentary lifestyle, anxiety and depression, can have serious
consequences that influence the well-being of these individuals and
reduce the chances of having a good quality of sleep. Thus, a narrative
review of the literature was carried out, seeking to discuss the role of
the pharmacist in sleep disorders in the elderly, through the Virtual
Health Library (VHL), Scielo, Scopus, Science direct, LILACS, PUBMED
and Google Scholar platforms, using as descriptors: “Sleep disorders”,
“irrational use of medication”, “benzodiazepines” and “elderly”. The
inclusion of articles covered the period from 2015 to 2022, with the
purpose of answering the guiding question: “What is the role of the
pharmacist in sleep disorders in the elderly?” through the adoption of
inclusion and exclusion criteria in the databases, resulting in 9 articles.
Most sleep-related problems are clinically important and can be phar-
macologically treated, mainly through the use of hypnotic sedative
benzodiazepines. However, it is noticed that, even with easy access to
information, people still do not have the necessary knowledge about
the problems that the irrational use of these drugs can cause to the
body. Thus, it was observed that the role of the pharmacist is essential
for the management and proper use of benzodiazepine drugs for the
treatment of sleep problems, and also plays a special role in informing
about the correct use of drugs and their main effects on condition and

health promotion of the elderly.

Keywords: Insomnia. Hypnotic sedatives. Polypharmacy.
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1 INTRODUCAO

onsiderado uma fase de reparacdao do corpo e da mente,
Co sono representa uma fundamental funcdo bioldgica,
tornando-se essencial para a qualidade de vida eregulacdo da satide
(FABBRI et al., 2021). Além disso, é durante o sono que o organismo
fortalece o sistema imunolégico, libera a secrecdo de hormonios,
consolida a memoria, faz a restauracdo dos tecidos, do crescimento
muscular e realiza a sintese de proteinas (MINISTERIO DA SAUDE,
2016; TEIXEIRA et al., 2020).

As mudancas na duracdo do sono sao maiores durante a fase
infantil, nos seis primeiros meses de vida, ap6s isso, o tempo de sono
da crianca diminui gradualmente e isso se estende até os seus cinco
anos de idade. Com o avango do tempo, na adolescéncia e vida adulta,
decresce a quantidade em horas de sono e varia o seu ciclo em fungao
dos anos de vida e de fatores externos ocorrendo perdas na duragao,
manutencdo e qualidade do sono (TEIXEIRA et al., 2020; SANTANA
et al., 2021). A dor, o uso de medicagdes, o sedentarismo e diferentes
condicdes clinicas sdo exemplos de fatores que podem afetar a
quantidade e a qualidade do sono, especialmente entre idosos, que sao
mais propensos a essas condi¢des (MORENO et al., 2019; DELGADO,
2020).

Individuos da terceira idade sdao, de forma geral, mais
vulneraveis para a maioria das doencgas e apresentam diminuicdo
na qualidade de vida. Os idosos passam a ter vidas menos ativas,
mais sedentarias e improdutivas, o que as tornam mais suscetiveis a
problemas como ansiedade, depressao, obesidade e consequentemen-
te distarbios do sono  (DS), que sao prejudiciais ndo apenas por si
s0, podendo perturbar o estado de bom funcionamento do corpo e
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influenciam no prognoéstico de outras patologias (SCHMEER et al.,
2019).

As queixas relacionadas ao sono sdo muito prevalentes na

prética clinica. A maioria dos pacientes procura atendimento médico

por dificuldade em iniciar o sono, dificuldade em manter o sono, com
multiplos despertares durante a noite, despertar cedo, sono ndo res-
taurativo, movimentos e comportamento anormais durante a noite,
fadiga ou sonoléncia diurna, dificuldade de concentracao, irritabilida-
de, ansiedade, depressao, dores musculares dentre outras sintomato-
logias relacionada a uma mé noite dormida (DE SOUZA et al., 2021).

Os DS sao frequentes em todas as faixas etarias, principal-
mente na velhice, os principais DS sao: a insoOnia, a apneia obstrutiva
do sono, o ronco, a incapacidade de dormir no momento desejado, as
sindromes das pernas inquietas, além dos eventos anormais durante
0 sono. Assim, a procura por automedicacdo se amplia, sendo os me-
dicamentos Benzodiazepinicos (BDZs) o mais procurados para tratar
esses transtornos, logo, torna-se comum o0 seu uso entre a populagéo
mais velha devido a esses medicamentos possuirem indugdo ao sono
(FABBRI et al., 2021; SENRA et al., 2021).

Mesmo apresentando relativa seguranca, os BDZs, assim como
todo medicamento, apresenta efeitos colaterais, como sonoléncia,
perda de memoria, diminuicdo da atividade psicomotora, entre outros
que sdo mais comuns em doses normais de uso, sendo necessdria uma
atencdo maior com o uso de BDZs em idosos, pois estes estdo mais
susceptiveis aos efeitos colaterais devidos as suas alteracdes fisiologi-
cas (CONSTANTE, 2019; SENRA et al., 2021).

Devido esses efeitos mais preocupantes que sao provocados
por uso indevido desses medicamentos, os BDZs merecem uma

atencao especial de profissionais da satide, principalmente por parte de

77




Romero Marcos Pedrosa Brandao Costa e outros

médicos que os prescrevem e pelos farmacéuticos que os dispensam,
que devem orientar e alertar quanto aos efeitos colaterais e danosos
que esses medicamentos podem causar quando usados de maneira
incorreta, promovendo o uso racional de medicamentos (DA COSTA
et al., 2020). E importante salientar que o profissional farmacéutico e as

drogarias fazem parte da primeira linha de acesso aos cuidados com a
saude da populacao (CFF, 2016; CFF, 2020).

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia do Sono

Com os estudos de sono em mamiferos, baseado em aspectos
funcionais e comportamentais deste fendmeno, é denominado como
um estado funcional, reversivel e ciclico, possuindo algumas ma-
nifestacdes comportamentais caracteristicas, ocorrendo variagdes
dos parametros biol6gicos, acompanhados por uma modificacdo da

atividade mental, que correspondem ao comportamento de dormir
(GUYTON, 2017; SOUZA et al., 2018).

Durante o sono, o individuo mantém-se de olhos fechados
ou entreabertos e ndo mostra interagdo produtiva com o ambiente.
Nestes termos, o sono pode ser visto como um estado similar ao coma,
especialmente nos casos de coma de menor profundidade, em que nao
h& comprometimento das fungdes cardio-respiratérias. Logo, o grande
diferencial entre tais estados, a simples observagao do ser que dorme,
¢ a caracteristica de reversdo espontdnea e mais ou menos programada

ao longo do tempo do estado de sono para a vigilia, o que ndo é o caso
do coma (HADDAD; GREGORIO, 2017; BEZERRA et al., 2018).

Na retina existe um circuito neural, que percebe a luz, diferente

daquele que participa da visdo. Este circuito modula a producdo e
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liberacdo de melatonina pela glandula pineal. A luz solar modula a
producdo de melatonina na glandula pineal, a melatonina, por sua
vez, regula a atividade do ntcleo supraquiasmatico (NSQ) e, portanto,
o ciclo de vigilia e sono. Essa producdo fisiolégica de melatonina
aumenta progressivamente algumas horas antes de dormir e atinge
seu méaximo cinco horas depois (ANVISA, 2021).

A melatonina é um hormoénio produzido naturalmente pelo
organismo, principalmente pela glandula pineal, localizada no centro
do cérebro. Dentre as suas principais fungdes estdo o controle do ciclo
circadiano e a regulacdo do sono. No periodo noturno, com a auséncia
de luminosidade, ocorre a secrecao de melatonina. Ja com a presenca
de luz, essa liberagao é interrompida e o cérebro inicia a producdo de
cortisol, hormoénio que nos mantém em estado de alerta. Esse processo
caracteriza o chamado ciclo circadiano (TORDIMAN; CHOKRON et
al., 2017).

O ciclo sono-vigilia € um ritmo circadiano, isto é, em condicoes
naturais este ritmo apresenta sincronizacao com fatores ambientais e
oscila com um periodo de 24 horas. A alternancia do dia-noite (claro-es-
curo), os horérios escolares, os horarios de trabalho, horarios de lazer,
as atividades familiares, todos sdo fatores exdgenos que sincronizam
o ciclo sono-vigilia. Além dessa sincronizagdo ambiental, o ciclo so-
no-vigilia é gerado e regulado endogenamente por uma estrutura
neural localizada no hipotdlamo que é o NSQ, considerado o relégio
biolégico para os mamiferos (GUYTON, 2017; AGUIAR et al., 2021).

Assim, o sono é considerado um estado fisiologico, caracteri-
zado no ser humano por alternancia de estdgios, que se diferenciam
de acordo com o padrdo do eletroencefalograma (EEG) e a presenca
ou auséncia de movimentos oculares rapidos (AGUIAR et al., 2021;
DANTAS, 2022).
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2.2 Estagios do Sono

Basicamente podemos dividir o sono em duas fases: REM
(Rapid Eye Movement, ou movimento rdpido dos olhos) e NREM
(Non-rapid eye movement, ou Movimento Nao Rapido dos Olhos)
(IRWIN; OPP, 2017).

O estagio do NREM corresponde a 75% do periodo do sono,
sendo dividido em quatro estagios e sdo denominados de: estagios
1, 2, 3 e 4 do sono e, aparecem espontaneamente sob orientagdo de
algum mecanismo regulatério, do sistema nervoso central (SNC), além
de mudangas em diversas outras variadveis fisioldgicas, como o tono
muscular e o padrdo cardiorrespiratério (VITORIO, 2017; SOUZA et
al., 2018). Sendo assim, o sono é dividido em varias fases, sendo que
cada uma delas apresenta um estagio fisiologico especifico. Os cinco
estagios do sono formam o ciclo, durando cerca de 90 a 120 minutos
cada um. Desta forma, um ciclo do sono é repetido de quatro a cinco

vezes por noite durante uma noite de sono bem dormida (DANTAS,
2022).

Nao se vai direto, porém, do sono profundo para o sono
REM. Em vez disso, um ciclo do sono progride através dos estagios
do sono nao REM, do sono leve para o profundo, e depois volta para
o sono leve, terminando com o tempo no sono REM antes de comegar

novamente no sono leve. Na tabela 1 é possivel observar as caracteris-

ticas principais e a duracdo das etapas do sono.
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Tabela 1 - Caracteristicas principais dos estdgios do sono.

Estdgios do Sono Caracteristicas Duragdo

Acordado Estdgio 0 Estagio de vigilia. 16-18h por dia
Considerado como sono leve. E o mais
superficial dos estagios. E a fase de
sonoléncia, onde o individuo comega a sentir
as primeiras sensagtes do sono. Nessa fase a
pessoa dorme, mas pode ser despertada com
facilidade.

Estdgio 1l

Considerado como sono leve. Os movimentos
oculares param e as ondas cerebrais s3o mais
lentas. Neste estdgio, a pessoa passa 50% do
Estagio 2 tempo, em média. No estdgio 2 a atividade
cardiaca é reduzida, relaxam-se os musculos e
a temperatura do corpo cai. E bem mais dificil

de despertar o individuo. Diiesdis ek

Sono NREM i
Considerado como sono profundo. As ondas por noite

cerebrais sdo extremamente lentas e
intercaladas por ondas menores e mais
Estagio 3 rapidas. Chega a ser muito semelhante com o
estagio 4, diferencia-se apenas em relacio ao
nivel de profundidade do sono, que é um
pouco menor.

Ondas exclusivamente em frequéncia delta.
Os estagios 3 e 4 s3o conhecidos também
como sono profundo e é dificil acordar alguém
Estagio 4 neste momento do sono. E a fase onde o sono
& muito profundo. Obs.:Apos a fase 4, o
individuo retorna ao estagio 3, estdgio 2e
entra na fase REM.

O REM é caracterizado pela intensa atividade
cerebral, respiragdo mais rapida e irregular,
muito semelhante ao estado de vigilia, nessa
fase ocorrem movimentos oculares rapidos,
com os olhos se movimentando em vérias
Sono REM EstagioR diregties o que explica o nome do estagio. Eno| 1h-1h30min por noite
REM gue ocorrem os sonhos. Embora a fase do
REM ndo resulte em um descanso profundo,
ela & importante para nossa recuperacio
emocional.

Fonte: Autor, 2022.

2.3 O Sono e o0 envelhecimento

A medida que ha o envelhecimento, todo o organismo passa
por modificacdes biolégicas, influenciando ainda no processo do
adormecimento, sendo comum queixas em relacdo a tal tematica. Na

populacdo geriatrica, a sensacdo de noite mal dormida reduz conside-
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ravelmente as capacidades cognitivas e fisicas, interferindo negativa-
mente na qualidade de vida (AGUIAR et al., 2021).

Geralmente, isso decorre das perturbagdes exercidas no ciclo
circadiano: na terceira idade, o sono torna-se mais leve, com aumento
da primeira e segunda fase acompanhado de uma diminuicdo do
altimo estagio de sonoléncia. Além do mais, a quantidade do hormonio
melatonina sintetizada no cérebro tende a diminuir com o passar do
tempo, corroborando com as chances do individuo despertar durante
a fase NREM, através da presenca de uma luminosidade ou de um
simples ruido, por exemplo. Com isso, 0 sono NREM é apenas parcial-

mente restaurador, uma vez que é curto e fragmentado (LOPES, 2018).

Outro problema passa pela queda global do tempo de sono
noturno. Em geral, pessoas mais jovens ndo precisam de tantas horas
deitadas em uma cama para obterem um sono com qualidade. Em
compensacao, os idosos, sim. Existe também a propensao a elevar o
tempo de laténcia, o que decresce a capacidade de iniciar um estagio
de sonoléncia por tal parcela da sociedade (FERREIRA, 2020).

Conforme as pessoas envelhecem, o tempo total de sono e o
sono profundo tendem a diminuir, e a probabilidade de o sono ser
interrompido aumenta. Embora as causas de dormir mal possam ser
as mesmas que aquelas para as pessoas mais jovens,as mudangas re-
lacionadas a idade também podem contribuir para a ma qualidade do
sono (SCHWAB, 2022).

As consequéncias clinicas dos problemas do sono em idosos
podem resultar frequentemente em desorientacao, alteragao cognitiva,
retardo psicomotor e diminuicdo da funcdo fisica, com implicagdes
diretas nas atividades de vida diaria, risco aumentado de acidentes e

traumas, pior estado de satide e aumento do risco de morte. Ha uma
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associagao direta entre noites de sono de ma qualidade e o desempenho
funcional diurno (MARGARIDA, 2017).

2.4 Disturbios do Sono

Os DS sao perturbacdes que afetam a capacidade para
adormecer, dormir de forma continua ou permanecer acordado
ou sdo comportamentos andmalos durante o sono. O sono pode
ser perturbado por muitos fatores, incluindo horarios de descanso
irregulares ou ficar longas horas a mais na cama, atividades antes de
dormir, estresse, dieta, doencas ou medicamentos (BACELAR, 2019).

A dificuldade em dormir que nem sempre esta associada a uma
doenca, segundo a Sociedade Brasileira do Sono (SBS), se é exagerada
é o principal alerta para um problema cronico. As primeiras manifes-
tacoes dos DS se dao através de alteracoes de humor e de memoria e
de capacidades mentais (cognitivas), como aprendizado, raciocinioe
pensamento (BACELAR, 2019; SCHWAB, 2022).

A prevaléncia dos DS na populagdo adulta é estimada em 15%
a 27%, com cerca de 70 milhdes de pessoas sofrendo algum tipo de
DS s6 nos Estados Unidos. No Brasil, a estimativa de transtornos de
sono na populacdo geral é de aproximadamente dez a vinte milhdes
de pessoas. Com o envelhecimento, a queixa de sono torna-se mais
frequente, com uma prevaléncia que varia de 15-62% a depender da

regido geografica e da populacdo estudada (PEBMED, 2020).

Os DS tem um grande impacto sobre a qualidade de vida e as
atividades diarias e é considerado como um fator de risco independen-
te para os acidentes no trabalho (SILVA et al., 2017), doencas cardio-
vasculares, Acidente Vascular Cerebral (AVC), doencas metabdlicas
(GUIMARAES; SCHIRMER; COSTA, 2018) e provavelmente para o
surgimento de infeccdes (MORAIS et al., 2019).
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Sendo os DS mais comuns a insdnia, a apneia obstrutiva do
sono, o bruxismo, o sonambulismo e a sindrome das pernas inquietas.
Sao frequentes também o sono insuficiente e o atraso de fase de sono.
Essarealidade, muitas vezes, é reflexo de estressee de horarios corridos
(PEBMED, 2020).

Contudo, a mais recente edicao da Classificacdo Internacio-
nal dos Disttrbios do Sono (CIDS) (International Classification of Sleep
Disorders - ICSD), dividiu em 2014 os DS em 7 categorias principais,
sendo 1. Insonia; 2. Disturbios respiratérios; 3. Hipersoniasde
origem central; 4. Distarbios do ritmo circadiano de sono e vigilia;
5. Parassonias; 6. Distarbios do movimento relacionados ao sono e
outros distirbios sdo as sete principais categorias dos DS (NEVES;
MACEDO; GOMES, 2017).

2.4.1 Principais Distarbios do Sono em Idosos

Na idade avangada, o sono de ma qualidade e os DS tém
particular relevancia, pois além de muito frequentes podem causar
prejuizos ao cotidiano e a satde. Dificuldade em manter a atencao,
reducdo da velocidade de resposta, prejuizos da memoria, da con-
centracdo e do desempenho podem ser o resultado do sono de ma
qualidade (XIMENES, 2017).

Além disso, diversos fatores podem impactar de forma
negativa para o desenvolvimento dos DS em idosos. Os fatores sociais
e emocionais podem prejudicar a qualidade de sono dos idosos. As
mudancas da rotina, o aumento de preocupagoes, a solidao e a falta de
atividades prazerosas contribuem para a redugao do tempo esatisfagao
com o sono. Entretanto, o entendimento destas alteracdes com a idade

e a manutencdo de habitos e comportamentos saudédveis podem
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superar as dificuldades e garantir boas noites de sono (TREPTOW,
2021).

Insonia

Dos inimeros transtornos relacionados ao dormir, a insdnia

corresponde ao DS mais prevalente na terceira idade e é caracterizado
pela dificuldade em iniciar ou manter o sono ou ainda pela auséncia de
sono reparador e de qualidade. Os individuos acometidos por insdnia
queixam-se de cansago, comprometimento da memdoria, irritabilidade,
sonoléncia diurna, entre outros sinais e sintomas que causam prejuizos
pessoais e sociais. Além do mais, a insOnia estd também associada a
um aumento de morbimortalidade por doengas cardiovasculares, psi-
quiatricas e acidentes (TREPTOW, 2021).

Apneia do Sono

A apnéia do sono do idoso também é bastante comum na idade
avangada, é definida como a cessacgdo do fluxo do ar pela boca ou nariz
por dez segundos, pelo menos,que ocorre durante o ciclo de sono em
pessoas acima de 65 anos de idade, cinco ou maisvezes por hora de
sono. A interrupgao da respiracao é acompanhada por roncos intenso
e continuo. E mais freqiiente em homens e em individuos acima de
60 anos de idade e parece estar associada ao excesso de sonoléncia
diurna, depressao, cefaléia, aumento de irritabilidade, diminuicao da
concentracdo e atenc¢do, prejuizo da memoria na deméncia, além de

um aumento do risco de morte stibita noturna (OLIVEIRA, 2018).

Movimento periddico das pernas e Sindrome das pernas inquietas

O Movimento Peridédico das Pernas, é um distirbio motor

do sono marcado por movimentos fora do normal que podem ir de
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contracdo muscular nos tornozelos e dedos dos pés até movimentos
bruscos que alcancam até os bragos. J& a Sindrome das Pernas
Inquietas afeta as pessoas com sensac¢des de formigamentos, cdimbras
e até dores nas extremidades inferiores, criando uma sensagao urgente
de mover as pernas em busca de alivio. Um mesmo paciente pode
ter os dois distirbios, mas eles ndo estdao necessariamente associados
(PERSONO, 2021).

Hipersonia

A hipersonia, ou sonoléncia excessiva, pode ou nao ter relacao
com as dificuldades de sono noturno apresentadas naturalmen-
te na velhice. No caso de ndo ter relacdo com outros problemas, ela
é chamada de hipersonia primaria. Por outro lado, se relacionada a
alguma outra condi¢do de sattde ou mesmo ao consumo de algum
medicamento, ela é chamada de hipersonia secundaria, muito mais
comum do que a primadria. A apneia é uma das grandes culpadas da
sonoléncia excessiva entre os idosos. Entre as outras causas podem
estar traumas no cérebro, doencas cardiopulmonares e o hipotireoi-
dismo (TREPTOW, 2021).

2.5 Medicamentos Benzodiazepinicos e o seu uso irracio-
nal

Os farmacos psicotropicos representam uma parcela grande
dos medicamentos utilizados no Brasil. Assim, desde a descoberta
seu uso se tornou amplo, por tratar diferentes transtornos, dentre
eles, os relacionados ao sono, uma vez que seu uso traz beneficios
frente a diminuigao do despertar noturno. Os BDZs pertencem a uma
variedade de substancias que tém a capacidade de deprimir o SNC,
provocando calma ou sedagao (sonoléncia) e sdo classificados como
sedativo-hipnéticos (VITORIO, 2017).
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Os BDZs atuam potencializando a acdo inibitéria do neuro-
transmissor Acido Gama Aminobutirico (GABA). Seus alvos sdo os
receptores do acido y-aminobutirico tipo A GABAA, que é o principal
neurotransmissor inibitério no SNC, e esses receptores do GABAA sao

compostos de uma combinagdo, no somatorio de cinco subunidades g,

p e yinseridas na membrana pos-sinaptica (PAIVA, 2021).

O complexo formado entre o GABA e o seu receptor (GABA-R)
abre o canal de cloreto, aumentando sua conducdo intracelular e
afetando a membrana do neurdnio, despolarizando-a, os receptores
do GABA sao mantidos em estado de baixa afinidade pela acdo de
um peptideo endégeno modulador (GABAmodulina) (AZEVEDO;
ARAU]JO; FERREIRA, 2016).

Os BDZs foram lancados inicialmente com a finalidade de
substituir osbarbittiricosqueapresentavammaiorriscodedependéncia.
No decorrer do tempo descobriu-se seus efeitos adversos e com o uso
indiscriminado, os BDZs também apresentaram dependéncia com o
seu uso prolongado. A populacdo idosa tem um risco aumentado de
adquirir dependéncia com doses usuais e com menos tempo de uso
(PEREIRA et al., 2022).

Os farmacos BDZs sdao os hipnéticos mais utilizados, tendo
substituido os barbittricos como agentes de primeira escolha
porque apresentam maior indice terapéutico e menor potencial para
dependéncia fisica. Caracteristicamente, diminuem a laténcia do sono
e a frequéncia com que a pessoa acorda durante a noite, aumentando
a duragao do sono total (TENORIO, 2016).

Embora as recomendacdes para o uso de BDZs com prescricao
sugerem que a duragao se limite a algumas semanas, é conhecido o
uso desses medicamentos por meses, anos, ou até décadas, mesmo

que as evidéncias demonstrem que seus beneficiospodem diminuir
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com o tempo, enquanto o potencial para efeitos adversos permanece
(ESTEFAN, 2016).

O uso prolongado de BDZs, ultrapassando periodos de 4 a
6 semanas pode levar ao desenvolvimento de tolerdncia, abstinéncia
e dependéncia (PALMEIRAS, 2016). O fato de haver abusos em usar
medicamentos, como por exemplo os BDZs, é um assunto importante
que esta sendo objeto de andlise e discussdao em satade publica. De
acordo com dados da OMS, o percentual de internagdes hospitala-
res provocadas por reacdes adversas a medicamentos ultrapassa
10%. Para isto, existe a Politica de Medicamentos do MS, que procura
conscientizar a populagao brasileira sobre a utilizacao racional desses
produtos (OLIVEIRA, 2019).

O uso indevido de BDZs envolve nao somente os médicos que
0s prescrevem, como também os farmacéuticos que os dispensam.
A falta de informacao e a pouca percepcdo das consequéncias desse
uso pelos médicos, farmacéuticos e o usudrio juntamente com varias
outras questdes favorecem esse fenomeno (DE OLIVEIRA, 2015).
Dessa forma, é preciso nao apenas controlar, mas informar médicos,
farmacéuticos, enfermeiros e pacientes desta realidade, apontando
para melhores formagdes e atualizacdes dos profissionais da area,
como também de informagdes aos usuarios e medidas de prevengao
primdria, que poderiam resultar em um grande impacto social comum

baixo custo.

3 METODOLOGIA

Houve a elaboracao de uma revisao de literatura (RL) do tipo
narrativa, de carater descritivo e discursivo. Para o desenvolvimen-
to da pesquisa, formulou-se a seguinte pergunta norteadora: “Qual

o papel do farmacéutico nos disttrbios do sono em idosos?”. Em
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seguida, definiu- se os termos de indexagdo ou descritores: “Disttrbios
do sono”, “uso irracional de medicamentos”, “benzodiazepinicos”
e “idosos”. E valido ressaltar que, o booleano AND foi usado entre
eles. Tal pesquisa, trata-se de uma investigagao realizada entre julho

a setembro de 2022, através da coleta de dados, criada a partir de

fontes secundarias, por intermédio de um levantamento bibliografico
de artigos cientificos nas variadas bases de dados: Biblioteca virtual
em Saude (BVS), Scielo, Scopus, Science direct, LILACS, PUBMED
e Google Académico. Excluiu-se os artigos de revisao da literatura,
artigos que nao abordaram o uso irracional de medicamentos BDZ em
idosos, artigos que ndo apresentaram enfoque na atuacdo do profis-
sional farmacéutico nos DS, além de publica¢des produzidas anterior-
mente a 2015.

Outrossim, com o propoésito de atualizar ainda mais as
informagdes colhidas, os materiais de pesquisa também abordaram
livros, cartilhas e/ou informativos fornecidos pelo Ministério da
Satide (MS) e pela Organizagdo Mundial de Satude (OMS), sendo todo
o assunto aqui explanado dos altimos sete anos, isto é, de 2015-2022.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecdo dos artigos

Nesse estudo, tomando como base as plataformas eletronicas
de dados utilizadas, foram obtidos 45 artigos, dos quais 30 foram do
Google Académico, 7 do PubMed, 3 do LILACS, 2 da BVS, 2 do Science
direct e 1 do SciELO, na base de dados Scopus ndo foi encontrado
nenhum artigo pertinente. Destes, apos leitura flutuante, foram
excluidos os titulos repetidos e que ndo se enquadram com a atuagao
do profissional farmacéutico nos disturbios do sono e o uso irracional

de medicamentos BDZs em idosos. Em seguida, a partir de releitura
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minuciosa e aplicacdo dos critérios de inclusdo e exclusao, foram se-
lecionados 9 artigos para compor os resultados e discussdo. Na tabela
2 podemos visualizar os artigos pré-selecionados e selecionados de
acordo com os critérios pré- estabelecidos.

Tabela 2 - Artigos pré-selecionados e selecionados de acordo com a estratégia de

busca
Descrit: binad b - o e
EStrores ComYnacos para 3 s medicamentos”, “henzodiazepinicos” e “idosos”).
Banco de dados Biblioteca Virtual em Saide |Scielo  |Scopus  |Science Direct |LILACS  |PubMed |Google Académico
Artigos Encontrados 2 1 0 2 3 7 30
Artigos Selecionados 0 1 0 1 0 i 6
Total 9
Fonte: Autor, 2022.

A fim de facilitar a compreensdo do levantamento da
literatura narrativa, bem como a discussao da temaética em estudo, os
artigos foram selecionados e caracterizados em forma de quadro para
melhorar a visualizacdo e discussdo dos resultados. Sao apresenta-
dos considerando informacdes do ano e autoria, principais objetivos
e principais resultados conforme a tabela 3, que dispde dos 9 artigos
selecionados que atingiram o objetivo desta pesquisa.

Tabela 3 - Artigos selecionados para construcao dos resultados e discussodes

AUTORES EANO TITULO DO ARTIGO PRINCIPAIS OBJETIVOS DO ESTUDO
Apontar o papel do Farmacéutico como profissional de sadde que esclarece
DISTURBIOS DO SONO EM duwdasﬁﬂhre ainfluéncia de ‘mEdIEamE!ﬂUS e o sono tanto praidosos quanto pra
DE SOUZA, et al., populac3o em geral que também chegara nessa idade futuramente com o aumento
PACIENTES IDOSOS COM p
2021 DEMENCIAS da expectativa de vida e assim deve-se estudar o processo pra que compreenda-se

0s pras e contras que a idade trds sobre o 50no e soluciond-lopra uma melhor
qualidade de vida futura
Maostrar a influéncia do farmacéutico no combate ao use abusivo correlacionado ao
cadigo de ética da profiss&o, atuando na andlise dos casos de uso indiscriminado,
podendo indicar a suspens&o da medicacdo, bem como a sensibilizacdo da
comunidade e sugesties de alternativas ndo farmacoldgicas.
Farnecer informacio adequado ao bom uso dos medicamentos e promover a
adesdo terapéutica sabendo que o farmacéutico, enquanto agente promotor da
salide, assume um papel preponderante na sensibilizacio das populaghes para a

Papel do farmacéutico no combate ao
LIMA, et al., 2021 |uso indiscriminado de benzodiazepinicos:
uma reviséo de literatura.

Impacto da privagdo do sono em
humanos-terapéutica e abordagem

VITORIO, 2017 farmacéutica. adocio de bons habitos de sono
5 Investigar o uso racional de benzodiazepinicos em adultos e idosos em
DE LARA BENZODIAZEPINICOS: USO RACIONAL duas farmacias privadas de Cuiaba-MT. O farmacéutico promove a adesfo do
QUEIROZ. st al EM ADULTOS E IDOSOS EM Y tratarrlemo garantm’do a devida Sequranca, eﬂc?ua do medicamento, tanto com
2021 B o FARMACIAS PRIVADAS DE CUIABA, |orientacBes farmacoldgicas quanto ndo farmacoldgicas, promovendo o uso racional
MATO GROSS0. dos medicamentos e assim proporcionando uma melhor qualidade de vida ao
paciente

Avaliar os riscos associados ao uso de benzodiazepinicos poridosos, sabendo
PALMEIRAS, et al., | Incidéncia do uso de benzodiazepinicos que existem inimeros riscos associados ao uso dessas drogas, e atuacio do

2021, em idosos & os riscos associados profissional farmacéutico ao intervir positivamente em busca de uma melhor
qualidade de vida para o paciente

DE ALMEIDA Os impactos cognitivos e psicomotores Abranger os problemas relacionados ao uso crénico dessa classe de
SILVA 2018 aos pacientes idosos sob uso crinico de | medicamentos ps_zlos idosos, 0 que geraum |r_71pact0 negatwo_na salde fisica e

3 benzadiazepinicos cognitiva a curto € longo prazo navida desses pacientes.
QEESESANDRA ATENCAO FARMACEUTICA EM Uso dg benzodiazepinicos em idosos deve ser racional, avglliandu—se opadrio e as
RAISSA DE- IDOS0OS DEPENDENTES DE razes de uso, 08 efeitos do. uso continuado e as estratégias utilizadas pelos
JUNIOR 2[]{9 MEDICAMENTOS PSICOATIVOS. clinicos e farmacéuticos para reduzir ou cessar seu uso
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Verificar se ha facilidade de renovacdo de receitas na atencdo primaria e se a
distribuicdo gratuita de BZD afravés dos programas vinculados 3 atencio primaria

O uso indiscriminado de para salide contribuem para o uso indiscriminado desta classe medicamentosa

MATOSO; MOURA, | benzadiazepinicos por idosos atendidos |  Além de afirmar a necessidade de mudangas no cendrio de consumo de BZDs
2018. na atengéo primdria de Felixlandia, Minas entre idosos, fazendo-se necessarias diversas intervencies, orientaco e
Gerais. assisténcia minuciosa aos idosos usudries de BZDs, a ser realizada pelos

prescritores, em conjunto com todos os profissionais de sadde envolvidos no
cuidado a estes idosos

A importancia da atencdo farmacéutica

E SILVA: cnmn ferramenta para a promocéo do uso Mn.strar aimportancia da ﬂ\teng.én Farmacéut\ce} c.omn ferramenta para ? uso
NOGUEIRA, 2021 racional de medicamentos em idosos que racional de medicamentos em Ido.sos pol\farmacla & 0 papel do farmacéutico
: ° | fazem uso de polifarmacia: uma revisdo atuando na qualidade de vida dos idosos.
integrativa.

Fonte: Autor, 2022.

4.2 Apresentacao das Evidéncias

Segundo Fegadolli, Varela e Carlini (2019), no Brasil a grande
maioria das prescri¢cdes dos medicamentos BDZs é feita por médicos
dos servicos da atencdo bdasica a sadde, e estes relatam possuirem
pouco tempo para realizarem as consultas e a elaboracao de estratégias
terapéuticas que auxilia no tratamento de transtornos mentais, tais
como, a ansiedade e insonia, sendo estes os principais motivos para

O consumao.

Deste modo, com a falta de recurso de informacdes, controle
medicamentoso e orientacdo oferecido pelo profissional médico,
muitos dos pacientes idosos buscam por alternativas mais faceis, que
controle os seus transtorno de uma forma mais rapida e facilitada
e a partir disso, estudos como o de Oliveira, Lopes e Castro (2015)
percebeu que o uso irracional dos BDZs foi determinado devido a

uma encadeacao de fatores que favorecem essa pratica.

Ainda sobre o estudo de Oliveira, Lopes e Castro (2015) é
importante visualizar que entra em equivaléncia com Palmeiras et
al. (2021) e, tem-se que, tal pratica se inicia com a ndo necessidade de
uma consulta formal, prescricao inadequada, facilidade em arranjar
receitas de psicotrépicos, ou facilidade em comprar sem possuir a
receita, ou a mesma falsificada, rasurada, incompleta, sem data ou

vencida, somada ao baixo custo da medicacdo, automedicacao, falta
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de informagdo ao paciente, polifarmdcia, distribuicdo gratuita pelo
governo e muitos desses fatores associa-se a falta de assisténcia de
profissionais de satde, como por exemplo, o médico e o farmacéutico
(DE MOURA et al., 2016).

A afirmacgao de Pereira et al. (2022) remete que os idosos sao
mais propensos a polifarmdcia e consequentemente a tomar medi-
camentos que afetam o sono. Alguns como diuréticos para a insufi-
ciéncia cardiaca aumentam a necessidade de urinar e, dessa forma,
interrompem o sono. Outros remédios, segundo Veras e Rocha (2021),
fazem com que as pessoas fiquem mais sonolentas durante o dia ou as
deixam estimuladas. Devido a esses efeitos colaterais, torna-se mais

dificil dormir a noite.

2

E importante salientar que medicamentos que auxiliam a
dormir, independentemente de serem prescritos por um médico ou
estarem disponiveis sem a devida prescricdo médica, mesmo em doses
menores, podem causar efeitos colaterais. Sendo mais provavel que
esses efeitos colaterais ocorram e causem mais problemas em pessoas

de idade avancada.

E novamente, Pereira et al. (2022), reafirma que muitas
drogas que alteram a mente (psicoativas) podem causar movimentos
anormais durante o sono podendo perturbar o sono, ocasionar falta
de coordenacdo, nervosismo, agitacdo, dificuldade para urinar e
confusdo. Os sedativos que sdo comumente prescritos para tratar a
insdnia podem causar irritabilidade e apatia e reduzir o estado de
alerta mental. Essas drogas também aumentam o risco de quedas nos
idosos, devido a potencialidade dos seus efeitos colaterais, sendo um

fator de alto risco para essa faixa etdria.

Em conformidade com Balmori et al. (2018 ), relatou que se

um sedativo for tomado por mais de alguns dias, interromper o uso

92




BIOTECNOLOGIA NA SAUDE-VOL 3

do sedativo pode agravar subitamente o problema inicial do sono.
E importante salientar que o risco de efeitos colaterais, abstinénci
a e dependéncia é aumentado com utilizagao de altas doses
de medicacao e o uso cronico, geralmente superior a 08-12 semanas. E

necessario fazer o processo de “desmame” do farmaco, para que haja

seguranca na interruptibilidade da medicacao.

Silva e Nogueira (2021) comentam que o uso irracional de
medicamentos na populacdo idosa traz consigo grandes desafios em
sua pratica, exigindo do farmacéutico estudos frequentes e produgao
de conhecimento para combater esse problema comum na populagdo
mundial e que acarreta potenciais efeitos negativos. A intervengao
do farmacéutico na prescricdo de medicamentos BDZs em pacientes
idosos e na polifarmacia demonstra grande eficacia na diminuigao de
medicamentos potencialmente inadequados (MPIs), concretizando

em seu trabalho o uso racional de medicamentos.

Deacordocom Limaetal. (2021), o farmacéutico ganha bastante
destaque no processo de combate ao uso indevido de medicamentos,
possuindo a responsabilidade de orientar e, quando necessério, rejeitar
receitas inadequadas, visando a qualidade de vida do individuo,
como é estabelecido pelo Cédigo de Etica da Profissao Farmacéutica
(BRASIL, 2021). Dentro do ambito de controle desses agentes psico-
tropicos, a agdo do profissional farmacéutico deve ser ainda melhor
elucidada, de forma a ultrapassar a barreira da dispensagdo e se tornar

um agente disseminador da informacao.

E evidenciado por Leite (2021), que a assisténcia farma-
céutica nos transtornos mentais, ainda é de fraco aspecto e é pouco
visto, tornando-se pouco eficaz e podendo agravar quadros clinicos e
distarbios. Sabendo que, o farmacéutico tem grande papel na terapia
medicamentosa, proporcionando uma melhoria na administracao,

posologia e diminuicdo da automedicacdo, entretanto, a falta de
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contato com o paciente ainda é elevada, ocasionando dificuldade para

a atengao farmacéutica e assisténcia ao paciente

Contudo, Oliveira e Carvalho (2021) analisa que, é imprescin-
divel apontar o papel do farmacéutico como profissional de satde
que esclarece davidas sobre a influéncia de medicamentos no combate
aos problemas do sono tanto para idosos quanto para populacdo em
geral que também chegara nessa idade futuramente com o aumento
da expectativa de vida e assim, deve-se estudar o processo para que
compreenda-se os prés e contras que a idade tras sobre o sono e solu-

ciona-lo para uma melhor qualidade de vida futura.

Assim, nota-se o importante papel do farmacéutico ao paciente
idoso, contribuindo significativamente para este quadro irracional
de utilizagdao, pois muitas vezes ndo alertam os individuos sobre as
consequéncias deletérias que seu uso pode promover. Além disso, os
usuarios cronicos de BDZs devem buscar alternativas para solucionar
as causas que promovem esta utilizagdo, ao invés de mascara-las com

estes medicamentos.

5 CONSIDERACOES FINAIS

Através dos resultados obtidos com os estudos dos autores,
pode-se concluir que a populacdo idosa que possuem disttrbios do
sono e sdo usudrias de medicamentos BDZs tem risco de adquirir
dependéncia e abstinéncia medicamentosa e esse risco varia conforme
a idade, a dosagem e o tempo de uso. Esse estudo proporcionou um
maior conhecimento sobre a dependéncia criada referente ao combate
aos DS nos idosos. Sendo necessario que o profissional médico,
responsavel por prescrever assim como o farmacéutico forneca
informacOes ao paciente como também elaborem estratégias que

ajudem a diminuir o risco de uso prolongado de BZDs.
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Contudo, ainda é pequena a literatura sobre o segmento
dos distarbios do sono em idosos e poucos sao os estudos primarios

conduzidos nesta temética.
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