O1NLIdVD

DA PLANTA AO
MEDICAMENTO:
CASO DE ESTUDO
DAS PROTEINASES
DE CARICACEAE
COM ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Miriam T. P. Lopes
Abraham V. Schnaiderman
Elsa Uribe

Carlos E. Salas
10.1 INTRODUCAO

Estrutura e propriedades bioquimicas das proteinases
vegetais. Funcdo das proteinases em plantas

As proteinases das plantas sdo responsaveis pelo metabolismo proteico
constituido por um conjunto de rea¢des enzimaticas essenciais a vida. Pro-
teinase, peptidase, protease ou enzima proteolitica s3o os varios nomes
atribuidos as enzimas que hidrolisam ligacdes peptidicas. Dentre essas, as



362 Biotecnologia Aplicada a Agro&IndUstria

exoproteinases atuam nos extremos das proteinas-substrato, liberando o
aminoacido N-terminal (aminopeptidase) ou carboxiterminal (carboxipep-
tidase), e as endoproteinases hidrolisam ligacdes peptidicas no interior da
proteina. A classificacio das endoproteinases se baseia no tipo de residuo
enzimdtico que participa da reagdo. Assim, foram descritas as serino pro-
teinases, que possuem um residuo serino no sitio ativo, cisteino, aspartato
e glutamato-proteinases, cada grupo contendo o residuo aminodacido carac-
teristico. Ainda, um grupo dessas enzimas requer um metal para exercer a
catalise (metaloproteinases). Nas serino e cisteino-proteinases, o nucleéfilo
que participa na rea¢ao de hidrolise é o proprio aminoacido, ao passo que
uma molécula de dgua é o nucle6filo durante as reacdes com aspartato, glu-
tamato e as metaloproteases, sugerindo uma origem evolutiva diferente para
esses grupos. Existe, ainda, um ntimero crescente de proteinases cuja classi-
ficacdo em algum desses grupos é inadequada, o que indica a necessidade de
uma reformulacao dos critérios utilizados até agora.

O sistema elaborado por Rawlings e Barrett' utilizando critérios evolu-
tivos e estruturais para classificar as proteinases em familias e clas (classes)
representa uma alternativa de ordenamento. A base de dados MEROPS’
registra cada proteinase com base nesses parametros e se encontra disponivel
na internet. O sistema MEROPS inclui, além das cinco categorias mencio-
nadas, as categorias asparagino, treonino, mistas e proteinases desconheci-
das. Em outubro de 2013, a versao 9.9 da base de dados continha 413.834
sequéncias composta de 245 familias e 61 clas e fornece informagado estrutu-
ral através de links para 707 estruturas (Protein Data Bank — PDB)™".

Os dados gerais da versdo publicada em 11 de outubro de 2013 pelo site
MEROPS se encontram na Tabela 10.1, incluindo dez categorias de protei-
nases, o numero de sequéncias para cada grupo, o identificador, quando dis-
ponivel, para cada grupo e as sequéncias com estrutura determinada (PDB).

Tabela 10.1 Classificado geral das proteinases de acordo com a base de dados MEROPS™

NUMERO DE REGISTROS PARA AS VARIAS CLASSES CATALITICAS
TIPO CATALITICO SEQUENCIAS IDENTIFICADORES IDENTIFICADORES COM NUMERO EC  IDENTIFICADORES COM ENTRADA PDB
Aspdrtico 18.576 31 32 52
(isteina 90.153 934 73 153

Ver http://merops.sanger.ac.uk/.
** Disponiveis através de http://www.pdb.org/pdb/home/home.do.
**+Ver MEROPS (http://merops.sanger.ac.uk/cgi-bin/statistics_index?type=P).
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NUMERO DE REGISTROS PARA AS VARIAS CLASSES CATALITICAS
TIPO CATALITICO SEQUENCIAS IDENTIFICADORES IDENTIFICADORES COM NUMERO EC  IDENTIFICADORES COM ENTRADA PDB

Gluttmico 383 7 2 3
Metalo 141.384 1.044 129 194
Asparagina 3.996 24 ] 19
Misto 679 5 0 3
Sering 136.164 1.703 113 251
Treonina 14.958 99 4 29
Desconhecido  7.537 17 0 3
Ndo classificados 4 3 24 -
Total 413.834 4.147 378 707
Total de Familias 245
Total de clds 61

As serino e metalo-proteinases representam 32% a 34% das anotacdes,
seguidas pelas cisteino-proteinases (21%), aspartato-proteinases (4%) e
menores propor¢oes dos outros grupos. A importancia das enzimas proteo-
liticas nao desmerece a relevancia dos inibidores naturais, muitos dos quais
sdo, também, proteinas que interagem com proteinases-alvos, modulando a
atividade destas ultimas??.

Neste capitulo sdo abordadas as proteinases de plantas, do ponto de vista
funcional, e, em uma segunda parte, as possiveis atividades farmacoldgicas
dessas macromoléculas, mais especificamente a atividade cicatrizante de cis-
teino-proteases do latex de Vasconcellea cundinamarcensis.

10.2 PLANTAS LACTIiFERAS E ENZIMAS PROTEOLITICAS

As plantas lactiferas (> 20.000) possuem uma rede de condutos distri-
buidos nos diversos 6rgdos através dos quais circula o latex. O latex é uma
suspensao que contém varios tipos de moléculas, terpenos, alcaloides, bor-
rachas, cardenolidos e varios tipos de proteinas*. Embora se atribua ao latex
uma funcio essencialmente protetora, este também poderia servir de veiculo
de excrecao de metabodlitos. Além das moléculas menores encontradas no
latex (metabdlitos secundarios), que exibem atividade téxica contra animais
e insetos, encontramos também proteinas, algumas das quais possuem reco-
nhecida atividade enzimatica.
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Em Hevea brasiliensis, arvore produtora da borracha, existe a heveina,
uma proteina de menor tamanho (4,7 KDa) semelhante a uma aglutinina
encontrada em Urtica dioica, que é capaz de se aglutinar com quitina, suge-
rindo a¢do antifiingica e inseticida’. Ainda no latex de H. brasiliensis se
encontram enzimas capazes de produzir terpenos, moléculas'* polisopro-
peno precursores da borracha®’. E possivel que a borracha também aja como
defensivo através das propriedades aderentes que imobilizam o predador.

Outro grupo de lactiferas possui enzimas proteoliticas, e nesse caso as
enzimas sao excretadas apos injuria da planta. Ao menos quatro grupos
de proteinases foram descritas nessas lactiferas: cisteino, serino, metalo e
aspartato-proteinases. Uma revisdo atualizada das enzimas identificadas no
latex de Vasconcellea cundinamarcensis® mostra que cisteino-proteinases,
junto as serino proteinases, compdem 0O grupo majoritario nessas plantas.
Nas Vasconcelleas, a hidrélise proteica faz parte do processo intra e extra-
celular e inclui a degrada¢dao de proteinas de reserva durante a germina-
¢do da semente, maturagdo de frutos, ativa¢do de proenzimas, degradagao
de enzimas defeituosas ou que cumpriram sua fun¢ao metabdlica para dis-
ponibilizar novamente aminoacidos para a sintese de novas proteinas’. As
enzimas proteoliticas participam do desenvolvimento, morfogénese, biogé-
nese celular, senescéncia celular e na morte celular programada, de maneira
semelhante ao que sucede em animais. A agdo proteolitica também inclui os
processos de sinalizacdo e respostas ao estresse bidtico e abidtico, gerando
uma resposta defensiva®!1%1!,

Em Caricaceae a resposta defensiva se inicia com a liberacao de latex
no sitio da injuria, que por um intervalo relativamente curto (dois a cinco
minutos) escorre pela ferida, produzindo um codgulo, que atua como bar-
reira protetora no local da lesdo, impedindo a perda progressiva do latex.
No transcurso de trés a sete dias é possivel comprovar a formacdo de uma
crosta no lugar da lesdo. A Figura 10.1A ilustra a evolucdo desse processo
em um intervalo de 20 dias. Observa-se que o sistema de cicatriza¢cdo em
Caricaceae emula o que ocorre em mamiferos (Figura 10.1A-C). Entre-
tanto, no fruto da planta, por representar o estdgio final na transformagio
do 6rgdo, o processo regenerativo nao se completa de maneira semelhante
ao que ocorre em mamiferos; pelo contrario, observa-se no fruto lesado,
quando coletado antes do amadurecimento (Figura 10.1B), que ha um atraso
da maturagdo (drea mais verde) ao redor da lesio. Isso se explica conforme
o descrito por Azarkan et al.'?, que demonstraram um aumento na atividade
de enzimas proteoliticas apds injuria, de modo que resulta evidente que as
enzimas proteoliticas retardam o amadurecimento do fruto. A observagao
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inversa é reconhecida popularmente, quando o fruto se encontra proprio
para o consumo, apresenta atividade proteolitica residual. Observac¢des nao
publicadas confirmam que quando os frutos pés-coleta sio tratados com
solugdes contendo enzimas proteoliticas, podem ter sua vida util prolongada
em até 50%, sem deterioracao visivel.

TOTALS FOR ALL CATALYTIC TYPES

Catalyic Type Sequances Kerifiers Kenkifiers with EC numbers deniifiers with PDB anirias
Asparfic | 18576 | ES0) 2 52
Cystaine 20153 a4 7 153
Giutamic 3a3 7 2 3
Metalio 141384 | 1044 129 104
Asparagine 3906 24 1 19
Mixed &7 5 ] 3
Sarine 136164 1703 113 251
| Threonine | 14958 | 99 ‘ 4 n
Unknown 7537 17 o 3
Unclassafiable 4 3 24
Grand Total 413834 47 78 07

Total Familes 245

Total dlans | 81

Figura 10.1 (A) Fruto de Vasconcellea cundinamarcensis, 20 dias apds extracdo do ldtex; (B) fruto de Vasconcellea cundinamarcensis,
10 dias aps extragdio de ldtex; (C) cicatrizagdo em individuo apds trauma fisico.

10.3 CICATRIZACAO EM LACTIFERAS VERSUS MAMIFEROS

Para melhor entender o processo de coagulacdo em plantas, podemos uti-
lizar os conceitos descritos para a hemostasia, antes e durante a coagulagao,
em mamiferos. Primeiramente, previamente a coagulagdo, o sangue deve se
manter em estado liquido, sem formar trombos que impecam sua livre dis-
tribuicdo no sistema circulatério. O vaso sanguineo, revestido internamente
pelo endotélio, impede a ativagdo plaquetaria (essencial a coagulacio), pro-
duzindo moléculas inibitorias dessa ativag¢ao (prostaciclina, NO, trombomo-
dulina e heparina entre outras) e, também, produzindo protease ativadora
de plasmina (t-pA) para dissolver eventuais coagulos de fibrina (trombos)
que possam interferir na fluidez do sangue. O equilibrio é alterado quando
ocorre a ruptura do endotélio, expondo a camada subendotelial de natu-
reza trombogénica por possuir sitios para adesdo (coldgeno, miofibrila) das
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plaquetas, iniciando-se, assim, a ativag¢do plaquetaria. A presenga do fator
tissular produzido pelos fibroblastos subendoteliais inicia a coagulacdo san-
guinea, mediada pela ativacao proteolitica (serino protease) do fator VII
presente no sangue. O conjunto de reagdes que se sucedem, envolvendo os
fatores VIla, Xa, trombina e fator XIIla (serino proteases, exceto o fator
XlIlIa), levam a formag¢ao do codgulo de fibrina. O processo iniciado pelo
fator tissular é conhecido como cascata de coagulacdo da via extrinseca, ja
que existe, também, uma forma alternativa para iniciar a coagula¢ao deno-
minada de via intrinseca. A cascata da coagulacdo é um processo hierar-
quizado, sequencial, em que um precursor inicialmente ativado ativa o pre-
cursor seguinte da cascata gerando um efeito multiplicador, podendo uma
mesma enzima participar de multiplas reacdes de ativa¢ao. A Figura 10.2
apresenta uma esquematiza¢io da cascata de coagula¢do com as vias extrin-
seca e intrinseca.

Figura 10.2 Esquema simplificado da coagulacio sanguinea em mamiferos.

Nas plantas lactiferas ocorre uma situagdao semelhante a descrita: o latex
no estado liquido deve permanecer fluido circulando pelos canais lactiferos,
garantindo a distribuicado de metabdlitos na planta. Desconhece-se o tipo de
substancias que impedem a coagulacdo do latex; entretanto, varias substan-
cias ja descritas poderiam servir como potenciais inibidores. E possivel, tam-
bém, que moléculas ativadoras da coagulagdo se encontrem isoladas do latex
e que, no momento da lesdo na planta, esses ativadores entrem em contato
com o latex, como ocorre no sangue. Apds a injuria, o latex é liberado pela
area lesada, durante um periodo ndo superior a trés a seis minutos. Durante
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esse processo, o latex que fica aderido a area lesada é coagulado, passando
do estado liquido ao sélido.

O fenomeno de gelificagao/tamponamento em ductos de resinas e lactife-
ros ja foi reconhecido ha mais de 20 anos!'>!'%, mas os autores ndo consegui-
ram identificar os mecanismos que medeiam a transformacao.

Em nosso modelo de Caricaceae, amostras do latex retiradas da lesiao
durante a coagulagdo evidenciam a presen¢a de enzimas proteoliticas no
fluido, cujas atividades sofrem modificagdo durante esse processo. Ao
mesmo tempo, o perfil eletroforético de proteinas observado por SDS-PAGE
também é modificado. Esses resultados sdo interpretados como se, durante a
coagulacdo, varias atividades proteoliticas fossem sequencialmente ativadas
para metabolizar componentes proteicos, gerando um coagulo que age como
barreira protetora na area lesada, impedindo a saida de fluidos e a possi-
vel entrada de agentes patogénicos ou predadores?’. A Figura 10.3 mostra
as variacoes da atividade proteolitica durante o intervalo em que o latex
é coagulado.

Em mamiferos, os eventos que sucedem a coagulacdo do sangue corres-
pondem ao processo de cicatrizacido tecidual, fendmeno que pode ser divi-
dido em trés etapas: (a) inflamacdo; (b) proliferacdo; e (c) modelagem da
matriz celular. Dependendo da gravidade da lesdo, esse processo pode demo-
rar de trés semanas a dez meses, quando nio existem agentes que perturbem
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Figura 10.3 Atividade amiddsica de fracges colhidas durante a coagulagdo do litex do fruto de Carica papaya. Aliquotas do ldtex foram colefadas
em vdrios intervalos entre 1 segundo 1.200 segundos e foram dosadas as afividades amiddsicas'. A concentracdo proteica de cada amostra foi
determinada por Bradford'. Os resultados representam médias de frés amostras coletadas, independentemente, com seu desvio padrdo.
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a evolu¢ao normal do processo regenerativo. No modelo de cicatrizacao
em frutos imaturos de lactiferas, a lesdo do exocarpo segue um processo de
cicatrizagao mais rapido em Caricaceae (15 a 30 dias) em fung¢do do curto
intervalo de amadurecimento do fruto in natura. E preciso lembrar que,
junto com o amadurecimento do fruto, hd um notavel declinio da atividade
proteolitica do latex, condizente com a nocdo de que nao hd mais necessi-
dade de proteger o fruto na condi¢cao de madureza. Essa observacdo abona o
conceito de prote¢do tempordria que oferecem as proteinases contra agentes
predadores durante a maturagio do fruto.

Contudo, existem outros antecedentes que apoiam o papel protetor do
latex em Caricaceae. Azarkan et al. (2006)'> observaram que apds conse-
cutivas agressoes mecanicas do fruto houve aumento na atividade das enzi-
mas proteoliticas secretadas no latex, sugerindo uma resposta ao estresse
induzido pela lesio mecanica. Também, a presenca de chitinase em latex de
varias espécies, incluindo Caricaceae, sugere a ideia de prote¢do contra inse-
tos e/ou fungos!’, e um inibidor de serino proteinase da classe Kuniz identifi-
cado em latex de Caricaceae pode inibir a atividade proteolitica das enzimas
digestivas dos insetos predadores!'®. Finalmente, em experimentos em que se
aplicaram diretamente as proteinases do latex de Caricaceae em folhas de
plantas, houve inibi¢do da atividade predatéria das larvas de Samia ricini,
e que a atividade predatoria dependia da presenca das enzimas proteoliti-
cas, ja que quando eram inibidas perdeu-se a capacidade protetora'®. Em
resumo, a evidéncia apresentada sugere que os componentes do latex em
Caricaceae desempenham um papel protetor na planta, ja que, a0 mesmo
tempo que inibem a atividade predatoéria, interferindo no metabolismo do
predador, protegem a planta, criando uma barreira protetora quando da
lesdo na superficie lesada.

A partir da observa¢dao do envolvimento de enzimas proteoliticas cistei-
nicas na regeneracdo do tecido vegetal de plantas da familia Caricaceae foi
proposto o estudo da atividade mitogénica e cicatrizante em fragdes ricas
em proteases do latex de V. cundinamarcensis (anteriormente chamada
de Carica candamarcensis). A purificacio dos componentes proteoliticos,
obtida por filtracdo cromatografica em Sephadex G10, gerou duas fragoes
(P1G10 e P2G10), sendo a primeira delas abundante em cisteino-proteases®.
Apés duas etapas de purificagdo cromatografica, em colunas CM-Sephadex
e Mono S, foram isoladas duas proteases (CMS2MS2 e CMS2MS3) com
atividade mitogénica em fibroblastos e outras linhagens celulares?’. A pro-
liferacdo celular estimulada por CMS2MS2 é mediada pela via das MAP
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quinases, como estabelecido pelo aumento da fosforilagao de ERK-2, inde-
pendentemente de sua atividade proteolitica*2!.

A inédita descoberta de uma proteina mitogénica vegetal com atividade
sobre células de mamiferos levou a solicitacio de um registro de patente
para resguardar as aplicacdes potenciais da descoberta®.

Conforme as normas das agéncias regulatorias relacionadas com saude, o
desenvolvimento de um novo medicamento contempla a realizacio de uma
série de etapas. De modo geral, ap6s a identificagdo da nova molécula ou
amostra e da atividade bioldgica (potencial farmacolégico) in vitro, a ava-
liacdo pré-clinica deve ser realizada. Essa avaliacdo consiste na aplicacdo
da nova molécula em animais de experimenta¢do definindo os potenciais
terapéutico, toxicologico e farmacocinético.

Uma vez estabelecidos esses parametros, a seguinte etapa € realizada em
seres humanos (ensaios clinicos). Na primeira fase do estudo clinico, deno-
minada de Fase I, sdo recrutados pequenos grupos de individuos higidos
voluntarios (entre 20 a 100). Essa pesquisa tem como objetivo estabele-
cer uma evolucdo preliminar da seguranca e do perfil farmacocinético e,
quando possivel, um perfil farmacodindmico da substancia. Na sequéncia,
sao realizados os ensaios clinicos de Fase II (estudo terapéutico piloto), que
visam demonstrar a atividade e estabelecer a seguranga em curto prazo do
principio ativo, em pacientes afetados por uma determinada enfermidade ou
condi¢do patoldgica. A pesquisa é realizada em um numero, ainda, limitado
(entre 100 e 200) de individuos e estabelece as relacdes dose-resposta a
fim de obter s6lidos antecedentes para a elaboracao de estudos terapéuticos
ampliados (Fase III).

A fase seguinte (IIT) consiste em estudos internacionais, de larga escala,
em multiplos centros, com diferentes populagoes de pacientes para demons-
trar eficicia e seguranca (populacio minima de 800 individuos). Exploram-
-se, nessa fase, o tipo e perfil das rea¢des adversas mais frequentes, assim
como caracteristicas especiais do medicamento e/ou especialidade medicinal,
por exemplo: indicag¢do terapéutica, dose e via de administracio, interacdes
clinicamente relevantes, principais fatores que possam modificar o efeito,
tais como idade, sexo etc.

Nesse momento, o medicamento pode ser comercializado. No entanto,
o ensaio clinico é continuado apds a comercializacdo, o que é denominado
de Fase IV. Essa fase é também chamada de estudos de farmacovigilancia,
quando se estabelece o valor terapéutico, o surgimento de novas reagoes
adversas e/ou confirmag¢ao da frequéncia de surgimento das ja conhecidas,
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e as estratégias de tratamento. Nas pesquisas de Fase IV sdo seguidas as
mesmas normas éticas e cientificas aplicadas as pesquisas de fases anteriores.

Com a ideia de desenvolver um medicamento a partir da constatacdo da
atividade mitogénica de proteases do latex de V. cundinamarcensis, idealiza-
mos uma sequéncia de avalia¢des para os estudos farmacoldgicos pré-clini-
cos compreendendo a atividade cicatrizante sobre lesdes de pele de origens
diversas, assim como a atividade cicatrizante gastrica, sempre utilizando
concentragoes/doses crescentes do principio ativo.

A fragdao P1G10 (0,1%) incorporada em creme Polawax® apresentou
efeito cicatrizante sobre escoriagdes promovidas em camundongos Hairless,
com aumento da taxa de cicatrizacdo em até 500% em comparagdo aos
animais controles, sendo também mais eficaz que a prépria papaina, a qual
promoveu um aumento de 66% na taxa de cicatrizagdo®’. A atividade cica-
trizante da fracdo (0,05%), também ¢é evidente em lesdes de excisdo de pele.
Nesse modelo, a oclusio da ferida é acelerada 1,7 vez em comparag¢dao com
o controle, apds cinco dias de tratamento. O aumento da cicatrizacdo é
acompanhada de aumento transiente do fator de crescimento endotelial vas-
cular (do inglés, vascular endothelial growth factor — VEGF) na regiao afe-
tada, além de uma melhor resolu¢do de parametros inflamatorios (dados nao
publicados). Em ensaios complementares, a neoformagdo vascular (angiogé-
nese) induzida pelo principio foi avaliada através de implantes de polietileno
na regiao subcutdnea dorsal de camundongos Swiss que receberam solu-
¢oes de P1G10 durante oito dias. O conteido de hemoglobina presente nos
implantes contendo 0,1% P1G10 aumentou 57% em relagdo ao controle®.

Em modelo de queimadura, P1G10 (0,1%) incorporada em Polawax®,
em camundongos Hairless submetidos a escaldadura da pele, mostrou
aumento na velocidade de cicatrizagdo das queimaduras, com periodo de
retragao da lesdo significativamente menor quando comparado ao controle.
A anilise microscopica mostrou que o infiltrado inflamatério foi menor, ou
até mesmo ausente, nos animais tratados**. Ainda sobre a atividade cicatri-
zante de P1G10 em lesdes cutaneas, em lesoes induzidas pela proteina necro-
tica do veneno de Loxosceles (aranha-marrom), vimos que o fechamento da
lesdo é acelerado quando o P1G10 (0,4%) é administrado localmente (dados
do nosso laboratorio).

A partir dos relevantes resultados obtidos sobre a cicatriza¢do cutanea,
a fracdo P1G10 foi submetida a avaliagdo da atividade cicatrizante gastrica
em ulceras provocadas pela injecdo de acido acético, que sio definidas como
tlceras cronicas. A administra¢do oral de P1G10, na dose de 10 mg/Kg,
estimulou a cicatriza¢do das lesdes de maneira similar ao grupo tratado com
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omeprazol 10 mg/Kg (63%) e superior ao apresentado pela ranitidina 100
mg/Kg (52%)%. Diante desse resultado, passamos a investigacio do modo de
agao da fracdo e verificamos que esta é capaz de aumentar em quatro vezes a
proliferagao celular no bordo das lesdes em comparacdo ao grupo controle.
A atividade proteolitica da fra¢do se mostrou importante para o seu efeito
cicatrizante, mas nao para o efeito mitogénico (dados do nosso laboratério).

Pelo que se pode entender, ndo s6 o processo de cicatriza¢do foi estimu-
lado pela fragdo, mas também a manutencio do equilibrio de producio ou
liberacdo de agentes enddgenos protetores e agressores da mucosa gastrica.
Em modelos de lesoes agudas, verificamos que o tratamento oral com a fra-
¢do na dose de 10 mg/Kg protege o estdmago de lesdes promovidas por eta-
nol, indometacina, estresse e ligacao pildrica, reduzindo entre 40% e 88%
o numero e a gravidade de tais lesdes. Nessa mesma dose, verificou-se que
a frag¢do reduz a quantidade de acido e pepsina presentes no suco gastrico e
aumenta os niveis de muco e grupos sulfidrilas na mucosa, o que pode expli-
car sua agao gastroprotetora®s.

10.4 PARAMETROS TOXICOLOGICOS

Em estudos de toxicidade topica, verificou-se que a exposi¢do repetida
a fracdo proteica P1G10 (0,1 e 1,0%), por 15 dias, em pele integra e esca-
rificada de camundongos Hairless ndo promoveu qualquer alteragdo que
pudesse ser caracterizada como efeito toxico (irritagdo e/ou corrosio). Ja
a concentracdo de 10% apresentou um potencial irritante moderado; no
entanto, essa irritacao foi revertida apés cinco dias da dltima aplica¢ao??.

Na avalia¢do da toxicidade topica subcronica/cronica, a fragdao foi
administrada durante trés e seis meses, na concentra¢ao de 0,1% (maior
efeito cicatrizante) em camundongos Swiss, previamente depilados. Os
resultados da andlise histopatolégica e da variacdo de peso dos 6rgios
selecionados mostraram que ndo houve diferencas entre o grupo controle
(Polawax®) e o tratado com P1G10, indicando uma auséncia de toxicidade
no modelo estudado?®*.

A toxicidade sistémica aguda de P1G10 foi avaliada, determinando-se as
doses ndo letais da fragio como sendo abaixo de 5§ mg/Kg para as vias intra-
peritoneais (i.p.) e intravenosa (i.v.) e abaixo de 300 mg/Kg para adminis-
tragdo oral (v.0.). Esses resultados demonstram a baixa toxicidade de P1G10
por via sistémica, permitindo a execu¢do de estudos pré-clinicos e clinicos
com seguranga. Corroborando esses resultados, as atividades de enzimas do
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citocromo P450, o consumo alimentar, o ganho de peso corporal, o peso do
figado e os valores de proteinas totais microssomais ndo foram alterados
pela administragdao oral de P1G10, em doses até 30 vezes maiores (334 mg/
Kg/dia durante 6 dias consecutivos, totalizando, nesse periodo, 2 g/Kg por
v.0.) que a descrita com atividade antitlcera gastrica (10 mg/Kg)*.

A avaliagdo da atividade genotoxica foi realizada pelo teste de Ames?®
e dos micronucleos?”. O primeiro foi realizado com um painel de cepas de
Salmonella typhimurium (TA 97, 98, 100 e 102), na presenca e auséncia de
extrato S9 (extrato hepatico de ratos tratados com fenobarbital). Os resul-
tados mostraram que P1G10 ndo apresenta efeito mutagénico nas concen-
tragoes estudadas, uma vez que o nimero de coldénias que sofreram reversao
pelo tratamento com a fra¢dao nas concentracdes de 0,1 e 1,0% p/v foi seme-
lhante ao numero de reversdes espontaneas (controle negativo) e 10 vezes
menores que o obtido apds a exposicao a azida sodica (controle positivo).
No teste de Micronucleos, P1G10 foi administrada via i.p. em camundongos
Swiss, nas doses de 5 e 10 mg/Kg. A avaliacao de células de medula 6ssea
desses animais, apds 36 horas da administra¢ao, mostrou que P1G10 nao
provocou micronuclea¢io significativamente maior que o controle, suge-
rindo a auséncia de genotoxicidade da fracao?s.

10.5 PARAMETROS FARMACOCINETICOS

Utilizando P1G10 marcada com o isétopo radioativo **™Tc em camun-
dongos Swiss pudemos observar que, por e.v., as maiores taxas relativas
(area sob a curva, do inglés area under the curve — AUC, AUC, .,/ AUC_ .
= Kp) foram encontradas na bexiga (113,7), rins (46,1), intestino grosso
(5,5), figado (4,2) e intestino delgado (1,2), enquanto pele (0,72), coragdo
(0,68), tireoide (0,48), tecido adiposo (0,30) e cérebro (0,06) apresentaram
as menores taxas. Em outras palavras, as maiores taxas de captagdo foram
observadas nos 6rgaos relacionados a metabolizagdo e excrecdo de farma-
cos. Jd para a via v.0., as maiores taxas de Kp foram encontradas nos 6rgaos
do trato gastrintestinal, corroborando com o pequeno valor de biodisponi-
bilidade por essa via (8,3%) (dados do nosso laboratério).

Em vista do potencial efeito cicatrizante cutaneo e da seguranga deter-
minadas em modelos de experimentacdo animal, avancamos no processo
de desenvolvimento de um medicamento e iniciamos a realizacao de
ensaios clinicos.
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10.6 ESTUDO CLiNICO DE FASE |

Dada a possivel utilizagdo da fragio P1G10 como cicatrizante cutaneo,
ela foi administrada na concentragdo de 0,1% no antebraco de voluntarios
higidos por 30 dias, trés vezes por semana. Dos 25 individuos participantes
da avaliacdo, nenhum desenvolveu reagées evidenciadas por eritema, edema,
calor, dermatite, prurido ou dor no local da aplicacio do veiculo ou da
amostra 0,1% P1G10. Exames laboratoriais (hemograma, andlises bioqui-
micas no sangue e urina) foram realizados antes e ap6s as aplicagdes do
produto. Nas duas situagdes, obtivemos diferencgas significativas de alguns
valores do hemograma e dosagens séricas bioquimicas, com e sem aplicagdao
do produto, porém, esses valores estavam compreendidos no intervalo de
normalidade, ou seja, sem relevancia clinica. Assim, a partir da constatagdo
da inocuidade da fracio P1G10, demos os primeiros passos na avaliacdo da
eficacia e segurancga do uso de P1G10 como cicatrizante cutineo em huma-
nos: a Fase Clinica II.

10.7 ENSAIO CLiNICO FASE II

Nesta fase, um estudo piloto foi realizado na cidade de Ciego de Avila,
Cuba, cujo protocolo de ensaio clinico Fase II foi aprovado pelo Centro
Nacional Coordinador de Ensayos Clinicos (CENCEC), Havana, Cuba.
Esse estudo foi randomizado, controlado e duplo-cego, consistindo em tra-
tar ulceras por pressido e venosas. A popula¢do foi composta por individuos
adultos (de idade igual ou superior a 18 anos), de ambos os sexos, resi-
dentes na cidade de Ciego de Avila, capital da provincia de Ciego de Avila,
em Cuba.

Das 210 familias cadastradas e atendidas pelo Centro Policlinico, dez
individuos atendiam os critérios de inclusdo, de modo que a amostra foi
dividida em quatro grupos, sendo dois de cada um, por alocacdo aleatoria,
de acordo com as opgodes de tratamento: a) aplicagdo de creme contendo
1,0% sulfadiazina de prata a e b) aplicacdo de creme contendo a fragdo
0,1% P1G10. Os esquemas de tratamento foram semelhantes para os qua-
tro grupos, aplicando-se o creme trés vezes por semana, até a confirmacio
visual da existéncia de tecido de granulagao em 100,0% da lesdo, ou sua
epitelizagdo completa, ou que completassem as seis semanas de tratamento.

Nessa fase, também nao foram encontradas evidéncias clinicas e labo-
ratoriais de toxicidade da fracio P1G10 0,1% em ulceras por pressio ou
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venosas, considerando a limitacdo do tamanho amostral. As feridas trata-
das com a fracao P1G10 0,1% apresentaram, em média, diminui¢ao dos
valores de comprimento (51,0%), largura (67,0%) e profundidade (37,0%),
enquanto apenas os valores de profundidade das feridas tratadas com 1,0%
sulfadiazina de prata diminuiram (74,0%) e os de comprimento e largura
aumentaram; entretanto, o reduzido tamanho da amostra nio permitiu ela-
borar conclusdes a partir desses resultados.

O recrutamento de individuos que possam fazer parte de um ensaio cli-
nico € tarefa dificil, como pode ser visto na literatura e no exemplo acima,
considerando os critérios de inclusio/exclusao. Desse modo, no momento
estamos realizando um ensaio de Fase II mostrando o efeito de P1G10 em
feridas de individuos diabéticos, considerando que, dada a dificuldade de
cicatrizacdo dessas feridas, o produto possa ser uma indicacdo terapéutica.

Simultaneamente aos ensaios clinicos de Fase II, vem sendo desenvolvida
a aplicacdo terapéutica em pessoas com lesdes cronicas de dificil cicatriza-
¢do. Assim, um numero significativo de individuos se tem beneficiado com
o tratamento, utilizando o sistema de receita magistral emitido por profis-
sional da saiade. A Figura 10.4 mostra a evolug¢do de uma lesdo profunda
infeccionada que, ap6s um periodo de trés meses de tratamento com a fragdo
proteolitica, atingiu a epitelizagdo completa. Deve-se ressaltar que, anterior-
mente, o paciente foi submetido a técnicas e tratamento preconizados para
a cicatrizagao da lesdo (limpeza, desbridamento e aplicagdo de antibi6ticos)
por mais de seis meses, sem sucesso.

006/02/11 s 2006/05/26

Figura 10.4 Estado inicial e final de Glcera submetida a tratamento com P1610. Uma formulacdo de aplicacdo tpica contendo P1610
foi aplicada trés vezes por semana durante um periodo de 100 dias. O leito da ferida foi limpo com soro fisiolégico antes da aplicagdo
da formulagdo.
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10.8 CONCLUSAO

E possivel concluir que componentes do liatex da Caricaceae V.
cundinamarcensis apresentam acao cicatrizante heteréloga, quando aplica-
dos na pele de mamiferos. Nos modelos animais estudados, essas cisteino-
-proteinases foram eficazes como cicatrizante em lesdes cutaneas de dife-
rentes etiologias. E provavel que a acio cicatrizante esteja relacionada com
a capacidade mitogénica, mostrada para algumas das enzimas presentes no
latex. Aliado ao exposto, essas proteinases apresentam baixa toxicidade
topica em humanos, assim como possuem relevantes caracteristicas terapéu-
ticas para serem utilizadas na clinica.
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