REVISTA

Fl tO S® REVISAO

Proteases terapéuticas de planta: aspectos
quimicos, aplicacoes e formulacoes farmacéuticas

Plant therapeutic proteases: chemical aspects, applications and
pharmaceutical formulation

https://doi.org/10.32712/2446-4775.2024.914

Silva-Lépez, Raquel Elisa da'*
@ https://orcid.ora/0000-0003-2744-7884

Ferreira, Patricia Fernandes'
@ https://orcid.org/0000-0001-9640-930X

'Fundag&o Oswaldo Cruz, Farmanguinhos. Departamento de Produtos Naturais. Avenida Brasil, 4365, Manguinhos, CEP 21045-900, Rio

de Janeiro, RJ, Brasil.

*Correspondéncia: raquel.lopez@fiocruz.br.

Resumo

Proteases sdo enzimas que clivam as ligagdes peptidicas em proteinas e peptideos. Sdo encontradas em
todos os organismos vivos e medeiam muitas fungdes cruciais. Estas enzimas tém sido utilizadas pelo
homem desde a Antiguidade para diversos fins, como processamento de alimentos e tratamento de varias
doengas. As plantas s&o fontes importantes de proteases com expressiva atividade e grande estabilidade
térmica e na presenga de diversos agentes quimicos. Tais requisitos s8o essenciais para seu emprego
farmacoldgico. Muitas, como a papaina, bromelina e ficina sdo comercializadas para tratar casos de
insuficiéncias respiratérias e digestivas, infec¢cdes parasitarias e cicatrizagdo de feridas. As proteases
terapéuticas sdo muito especificas e eficientes, contudo, tém estruturas bastante complexas e sua
manutencao requer condigdes muito especificas para garantir suas atividades biolégicas/farmacolégicas.
Por isso, suas formulagbes sdo desenvolvidas para estabilizar sua estrutura/atividade, proteger contra
degradacéo, melhorar sua farmacocinética, prolongar sua acéo, reduzir seus efeitos toxicos e direciona-las
para seu alvo terapéutico. A nanotecnologia possibilitou construir carreadores de farmacos, dentre eles
nano/microparticulas poliméricas: hidrogéis, dendrimeros, lipossomas que sdo capazes de aumentar
eficacia, aplicabilidade clinica e adesdo do paciente ao tratamento. Tais polimeros
biodegradaveis/biocompativeis sdo promissores carreadores destas proteases terapéuticas de plantas.

Palavras-chave: Enzimas de planta. Proteases terapéuticas. Imobilizagado. Formulagéo.

Abstract

Proteases are enzymes that cleave peptide bonds in proteins and peptides. Are found in all living organisms
and mediate many crucial functions. These enzymes have been used by man since antiquity for various
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purposes such as food processing and treatment of various diseases. Plants are important sources of
proteases with significant activity and high thermal stability and in the presence of various chemical agents.
Such requirements are essential to your pharmacological employment. Many such as papain, bromelain and
phytin are marketed to treat cases of respiratory and digestive insufficiency, parasitic infections and wound
healing. Therapeutic proteases are very specific and efficient; however, they have very complex structures,
and their maintenance requires very specific conditions to guarantee their biological / pharmacological
activities. Therefore, their formulations are designed to stabilize their structure / activity, protect against
degradation, improve their pharmacokinetics, prolong their action, reduce their toxic effects and direct them
to their therapeutic target. Nanotechnology has made it possible to build drug carriers, including polymeric
nano / microparticles: hydrogels, dendrimers, liposomes that are capable of increasing efficacy, clinical
applicability and patient compliance. Such biodegradable / biocompatible polymers are promising carriers of

these therapeutic plant proteases.

Keywords: Plant enzymes. Therapeutic protease. Immobilization. Formulation.

Introducgao

As plantas sao utilizadas como medicamentos pelo homem desde os tempos mais remotos. Elas s&o fontes
de uma grande variedade de moléculas biologicamente ativas cuja identificagdo quimica, bem como suas
propriedades farmacologicas, tém sido bastante investigadas durante os Ultimos séculost!l. Os produtos do
metabolismo secundario vegetal sdo os mais estudados e os mais bem caracterizados, ja que as plantas
sd0 conhecidas por expressarem uma grande variedade destes metabdlitos em resposta as variagdes das
condigdes ambientais e na defesa contra microrganismos, insetos e predadores de modo geral. Contudo,
seus metabdlitos primarios, como as proteinas, sdo pouco estudados e seus potenciais farmacologicos
ainda muito pouco explorados. As proteinas, especialmente nas leguminosas, cujos seus teores sao
bastante elevados, sdo contextualizadas no sentido de prover aminoacidos nas dietas humanas e animais!2.
As proteinas de plantas mais empregadas para fins farmacoldgicos sdo enzimas, particularmente as

proteases ou enzimas proteoliticas.

As enzimas aumentam a velocidade das reagbes em sistemas bioldgicos, ja que eles trabalham com
condicbes amenas de pH, temperatura e forgca ibnica. Ligam-se de modo especifico ao substrato
transformando-o em produto e sdo divididas em seis classes de acordo com o tipo de reagdes que
catalisam: 1- Oxirredutases, 2- Transferases, 3- Hidrolases, 4- Liases, 5- Isomerases e 6- Ligasesll.
Geralmente as proteases catalisam reagdes de hidrélise de proteinas e peptideos e regulam a fisiologia
dos organismos. A seletividade e a eficacia das proteases tém tornado tais agentes terapéuticos referéncias
no tratamento de inumeras doengas!?.. Contudo, seus potenciais terapéuticos e aplicagio clinica sdo, muitas
vezes, afetados por problemas relacionados com via administragdo, instabilidade quimica, atividade
farmacoldgica e dificuldade em atingir o alvo terapéutico. Nos ultimos anos tém sido estudadas diversas
formas de encapsular as proteases em transportadores adequados, de forma a serem administradas pela

via oral, evitando os problemas anteriormente referidos e preservando assim o seu efeito terapéuticols.

Entretanto, pesquisas recentes e avangos cientificos no campo da nanotecnologia tornaram possivel o
desenvolvimento de sistemas nanoestruturados de liberagdo controlada, com o objetivo de modular a

liberagéo de farmacos, no intervalo terapéutico, por tempo prolongado em dosagem unical®l. Este artigo tem

Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2024; 18(1): €914 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Proteases terapéuticas de planta: aspectos quimicos, aplicagoes e formulagées Silva-Lopez et al
farmacéuticas

por objetivo chamar a atengéo de que as proteases de plantas sdo agentes terapéuticos em potencial, pois
além de exibirem alta atividade proteolitica sdo muito estaveis e podem ser formuladas com mais facilidade

nao apenas como medicamentos topicos.

Materiais e Métodos

Revisdo de Literatura
As proteases

As proteases ou peptidases ou enzimas proteoliticas clivam irreversivelmente, geralmente por hidrélise, as
ligacbes peptidicas em proteinas e em peptideos, originando proteinas de menores massas moleculares,
peptideos de tamanhos variaveis ou aminoacidos livres (FIGURA 1). A especificidade reside no
reconhecimento nos aminoacidos que flanqueiam a ligag&o peptidica a ser clivadal. Estéo presentes em
todos os organismos vivos, em todos os 6rgaos, organelas e produtos de secrecdo, e cerca de 2% do
genoma de um organismo possui sequéncias que codificam para tais enzimas. Elas desempenham fung¢des
essenciais para manutengdo da vida e morte, e estdo envolvidas em muitos processos patolégicos.
Apresentam enorme diversidade quimica, cinética e estrutural para se adaptarem a grande variedade de

funcgdes e aos diversos ambientes onde catalisam(Z- 2,

As proteases estdo primariamente relacionadas com a digestdo de proteinas e consequentemente na
assimilagéo de aminoacidos para sintese de proteinas enddgenas e de outros compostos organicos. Suas
estruturas evoluiram e passaram a desempenhar outras fungbes como: coagulacdo, fibrindlise,
remodelagem da matriz extracelular, ativagéo e inativagdo moléculas biologicamente ativas, enovelamento
e degradagéo de proteinas mal formadas / danificadas por proteossomas, apoptose, necrose, degradagao

de antigenos, sistema complemento, dentre outras fungdes-19,

FIGURA 1: Hidrdlise de ligagdes peptidicas mediada por protease.
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Fonte: adaptado de Baker and Numatal'!,

Nas plantas, as proteases sao igualmente importantes para o crescimento, desenvolvimento, defesa contra
patdégenos, senescéncia, apoptose, formacao do xilema, diferenciacdo dos tecidos e 6rgdos, maturacdo
das sementes, mobilizagdo das reservas de proteinas, germinagao, divisdo celular e reprodugdo, meiose,
adaptagdo as condigbes ambientais, desenvolvimento de estdmatos, biogénese de cloroplasto,

processamento de proteinas, controle do metabolismo e outras fungdes2-14],
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De acordo com a Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), as proteases pertencem
a classe 3, das hidrolases e subclasse 3.4, das peptideo-hidrolases. As proteases séo classificadas quanto
ao local de clivagem em exopeptidases (EC 3.4.11-19), quando a quebra das ligagdes peptidicas ocorre
nas extremidades N- ou C-terminal das cadeias polipeptidicas e em endopeptidases (EC 3.4. 21-99),
quando ela ocorrer no interior da cadeia (FIGURA 2). Contudo, as proteases s&o principalmente
classificadas de acordo com o aminoacido catalitico do sitio ativo envolvido na catalise. O grupo hidroxil
das serino proteases (EC 3.4.21) e treonino proteases (EC 3.4. 25) e o grupo sulfidril das cisteino proteases
(EC 3.4.22) sdo agentes nucleofilicos, enquanto a agua ativada € o agente nucleofilico nas aspartico
proteases (EC 3.4.23), glutdmico proteases (EC 3.4.19) e metaloproteases (EC 3.4.24), que possuem
respectivamente um residuo do aminoacido catalitico serina, treonina, cisteina, acido aspartico, acido
glutamico e um ion para a catalise enzimatical’9. A quebra das ligagdes peptidicas é mediada classicamente
por enzimas hidroliticas. Contudo, ela pode também ocorrer por outros mecanismos como por liases
carbono-nitrogénio (EC 4.3.2), denominadas de asparagino peptidases constituindo assim o sétimo grupo

de proteases!8l,

FIGURA 2: Classificagao das peptidases quanto ao local de clivagem do substrato.
Endopeptidase
+Hq O

Hy COOH

HzM—il———coon Haotv— @000 88— coon

Exopeptidase

Aminopeptidase Carboxylpeptidase

\

0000000809 couo

ih—ip—coon L@@ 9 €009 @ @ coct @ — coon

Fonte: (http://www.liberaldictionary.com/peptidase/).

As proteases s&o ainda classificadas de acordo com a faixa de pH onde a atividade enzimatica é méaxima,
ja que a ionizagado dos aminoacidos cataliticos influencia na atividade enzimatica. O valor de pH 6timo
também sugere o compartimento celular no qual a protease catalisa. As aspartico-proteases atuam
preferencialmente na faixa de pH acido; as cisteino em pHs levemente acidos, as metaloproteases em pHs
basicos. As serino-proteases atuam na faixa de pH neutro a alcalino (TABELA 1)I'7. O banco de dados
MEROPS sobre proteases e inibidores de proteases, separa tais moléculas em clas e familias de acordo
com a porcentagem de similaridade entre as sequéncias de aminoacidos (estrutura primaria) e do sitio ativo
das proteases (unidade peptidasica) ou o dominio inibidor de proteases. Cada familia é identificada por
uma letra que representa o tipo catalitico de cada protease: aspartico (A), cisteino (C), glutdmico (G), metalo
(M), asparagina (N), misto (P), serino (S), treonino (T) e desconhecido (U). A maior destas familias é a das

serino proteases com quase mil e quinhentas enzimas. De modo geral as familias sdo subdivididas em
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subfamilias devido a uma divergéncia de ancestrais dentro da familia como, por exemplo, entre a S1A e
S1B (tipos de serino proteases)!8l. Estudos sobre o sequenciamento do genoma humano revelaram que
mais de 2% dos nossos genes, cerca de 550, codificam para os diversos tipos de proteases e constituem

uma das maiores familias de enzimas [13.15],

TABELA 1: Principais tipos de proteases

Tipo catalitico Classificagao Aminoacidos cataliticos Faixa de pH 6timo
Serino proteases EC 3.4.21 serina, aspartato e histidina neutro a basico
(7,0a11)
Cisteino proteases EC 3.4.22 cisteina, aspartato e histidina levemente dcido
(5,5a6,5)
Aspartico proteases EC 3.4.23 aspartato e aspartato Acido (2,5 a 5,0)
Metalo proteases EC 3.4.24 metal Basico (7,5 a 11)
Treonino peptidases EC 3.4.25 treonino, aspartato e histidina neutro
Glutéamico peptidases EC 3.4.19 glutamato e glutamato acido
Asparagino peptidase EC 4.3.2 anparagina neutro

Fonte: adaptado de Silva-Lopez!d.

Como ja mencionado, as proteases participam de diversos eventos fisioldégicos, mas também estdo
envolvidas em processos patolégicos como no mecanismo invasivo de tumores, no ciclo de infecgcao de
grande numero de virus e micro-organismos patogénicos'¥. Portanto, a identificagdo e o entendimento
sobre o mecanismo de agao das proteases possibilitam a utilizacdo destas enzimas como valiosos alvos
quimioterapicos para o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos, com maior especificidade e
menor toxicidade. Além de serem alvos para desenvolvimento racional de medicamentos, elas também

possuem importantes efeitos terapéuticos no tratamento de diversas patologias e condigbes2Y,

As plantas expressam proteases de diferentes mecanismos cataliticos, cujas fun¢des séo, na maioria das
vezes, ainda desconhecidas. Contudo, através dos estudos com plantas geneticamente modificadas pela
mutacéo nos alelos, silenciamento ou super expressao de genes de determinadas proteases, tem sido
possivel identificar as fun¢des na fisiologia do vegetal. Tais investigagdes também permitiram estudar as
provaveis aplicagdes biotecnoldgicas e terapéuticas destas enzimas!. Sabe-se que as proteases de
plantas apresentam importante estabilidade a variagdes de temperatura, pH e forga idbnica do meio, requisito

essencial para sua aplicagdo em processos biotecnoldgicoslS14],
Emprego biotecnolégico das proteases

A biotecnologia refere-se ao conjunto de metodologias que se utilizam de organismos vivos ou partes deles
para a produgéo ou modificagdo de produtos, bens ou servigos e para o aperfeicoamento genético de micro-
organismos, plantas e animais aplicados ao uso na industria, na saude e nos processos relativos ao meio
ambiente. E uma area de conhecimento multidisciplinar que envolve varias areas de conhecimento como:
Bioquimica, Biologia Molecular, Microbiologia, Engenharia Quimica, dentre outras ciéncias. De acordo com
o tipo de metodologia empregada a Biotecnologia esta dividida em Tradicional e Moderna. Esta ultima se

utiliza da tecnologia do DNA recombinante e outras técnicas de manipulagdo genética. Ambas sao

Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2024; 18(1): €914 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Proteases terapéuticas de planta: aspectos quimicos, aplicagoes e formulagées Silva-Lopez et al
farmacéuticas

responsaveis pelo desenvolvimento de uma grande variedade de produtos, como alimentos, bebidas,

enzimas, antibidticos, proteinas recombinantes e vacinas2l.

Antes mesmo de ter dominado as técnicas biotecnoldgicas, 0 homem ja fazia uso da Biotecnologia de modo
empirico ao empregar diferentes recursos naturais na modificagdo ou na formagao de produtos, embora
ndo houvesse ainda o conhecimento sobre a natureza e as propriedades das biomoléculas. Esses
processos se davam principalmente pelo uso de enzimas, como na preparagédo de cervejas e vinhos, do
esterco no amolecimento do couro, do coalho na confecgdo de queijo, do mamao papaya para amaciar

carnes, dentre outros22,

Resultados e Discussao

De acordo com um relatério publicado pela Allied Market Research, intitulado “Mercado de enzimas por
tipo, origem, mecanismo de reagéo e aplicagéo: analise global de oportunidades e previsdo do setor, de
2018-2024" o mercado global de enzimas foi estimado em 7.082 milhdes de ddlares em 2017, e esta
projetado para atingir US $ 10.519 milhdes em 2024. Este crescimento resultaré em ganhos associados
com a producéo de alimentos e bebidas, produtos de limpeza, ragdo animal, farmacos biolégicos, processos
biotecnoloégicos e uso em diagnostico, pois além de serem muito especificas e rapidas, minimizam o custo
e reduzem o tempo do processo de fabricagdo. Além disso, o uso de enzimas na industria apresenta
grandes vantagens, uma vez que sdo produtos atoxicos, com agdes muito especificas e capazes de alterar

as caracteristicas de variados tipos de residuos, contribuindo para reduzir a poluicdo ambiental.

No Brasil, o0 mercado de enzimas ¢ ainda pequeno quando comparado ao mercado mundial2324, No
entanto, restricbes relacionadas as propriedades quimicas das enzimas, como baixa estabilidade, tem sido
um fator desafiador para seus usos. Contudo, estas questdes tém sido resolvidas e é observado aumento
na utilizagao de tecnologias baseadas em enzimas, resultando em ganhos associados com a produgéo de
alimentos e bebidas, produtos de limpeza, ragdo animal, farmacos e diagnosticol24251, As proteases

representam 50% das macromoléculas utilizadas em processos biotecnologicos(23l.

E importante ressaltar que elas precisam ter atributos essenciais para que sejam empregadas, como a
importante atividade proteolitica, especificidade, estabilidade em altas temperaturas e na presenca de

agentes quimicos™,
Proteases terapéuticas

As enzimas proteoliticas constituem uma classe crescente de medicamentos, tendo o FDA (Food and Drug
Administration, Estados Unidos) aprovado mais de 30 proteases terapéuticas, além das novas proteases
que ainda estdo em fase de estudos clinicos. O conceito de enzima terapéutica tem mais de 50 anos, pois
foram reportados usos destas enzimas na década de 1960 por De Duve como parte de terapias de

reposigdo para deficiéncias genéticas!28l,

Entende-se por proteases terapéuticas as enzimas proteoliticas empregadas no tratamento de
enfermidades, procedimentos cirurgicos, sintese de farmacos ou em diagndésticos de modo geral. Devem
apresentar a pureza de acordo com a forma farmacéutica utilizada, especificidade, baixa antigenicidade

(para evitar reagdes imunoldgicas) e estabilidade em condigdes fisioldgicas. Existem relatos do uso destas
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enzimas no tratamento das mais diversas desordens, como hemofilias, hemorragias traumaticas,
tromboses, infartos, isquemia cerebrovascular, ades&o vitreomacular, fibrose cistica, distrofia muscular,
doengas celiacas, septicemias, insuficiéncias digestivas (pancreaticas e intestinais), desbridamento e

cicatrizagio de feridas, cirurgias cardiovasculares e cateterismos22-29],

Na geracdo de medicamentos injetaveis, a produgcdo de proteinas heterélogas é a metodologia mais
adequada e eficaz na producéo de proteases terapéuticas, pois minimiza os riscos de contaminagdes e
reagbes imunoldgicas em pacientes quando comparadas as proteases extraidas de tecidos humanos ou
animais, que sdo geralmente utilizadas em medicamentos topicos ou orais. A expressao heteréloga, embora
tenha um custo de produgao elevado, fornece maiores quantidades de proteinas em relagao a sua extragao
de fontes naturais, cujo rendimento da purificagdo €, de modo geral, baixo e variavel, uma vez que as
enzimas encontram-se em baixas concentragdes nos tecidos e liquidos biologicos!'¥. Contudo, algumas
proteases comerciais sdo obtidas em abundancia de fontes naturais como, por exemplo, a colagenase (EC
3.4.24.3) de Clostridium hystoliticum que é secretada para o meio de cultural?d, a tripsina (EC 3.4.21.4)
obtida de pancreas bovinol28, a pepsina (EC 3.4.23.1) extraido de estbmago de ruminantes e a papaina
(EC 3.4.22.2) obtida do latex de Carica papayal29l,

O uso de proteases em medicamentos remonta ao final do século 19, quando preparagdes brutas de enzimas
pancreaticas de origem suina eram empregadas no tratamento de desordens gastrointestinais. As primeiras

preparagdes enzimaticas industrialmente produzidas e comercializadas atuavam como auxiliares digestivos.

Antes da Primeira Guerra Mundial, Takamine comercializou uma preparagado enzimatica denominada
“Takadiastase”, produzida pelo fungo Aspergillus oryzae, que ainda hoje é comercializado e contém
hidrolases como proteases e amilases®Yd. Estas enzimas foram usadas para tratar desordens da
hemostasia, sendo obtidas de fontes naturais como a uroquinase, aprovada pelo FDA em 1978, e o Fator
IX da coagulagdo, aprovado em 1986, provenientes de urina € do plasma humano, respectivamente.
Posteriormente, outras proteases, como a trombina, obtida de plasma bovino, e as enzimas extraidas do
pancreas como a fripsina, a quimotripsina, a elastase e as carboxipeptidases foram aprovadas para
comercializagdo e usadas com grande sucesso para diversos fins. Formulagdes tdpicas de trombina séo
usadas em bandagens para acelerar a cicatrizagdo de grandes feridas e queimaduras, enquanto capsulas
contendo as proteases pancreaticas sdo administradas por via oral para o tratamento de desordens
digestivas ou patologias cuja digestdo de proteinas esta comprometida, como na fibrose cistica. Em 1987,
a primeira protease recombinante, o ativador de plasminogénio tecidual (tPa), foi aprovada para o

tratamento das tromboses e comercializada como alteplase®, reteplase® e tenecteplase®22,
Proteases terapéuticas de plantas

As plantas também expressam enzimas com significativa atividade proteolitica sobre diversos substratos
de importancia bioldgica, além de serem estaveis a altas temperaturas e na presenca de agentes oxidantes,
redutores, surfactantes, dentre outros, tais caracteristicas sdo essenciais para seus empregos
biotecnologicas como ja reportado®l. Por estes motivos, elas vém sendo cada vez mais estudadas e
caracterizadas quanto as suas estruturas, comportamento fisico-quimico e cinético, bem como sua
aplicagdo (TABELA 2).
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TABELA 2: Proteases de plantas e empregos terapéutico/biotecnolégicos.

Protease Origem Emprego
- . Cura ulcera do pé diabético, aumento da digestao de proteinas e
Actinidina Kiwi L . .
. . melhora a constipagéo/ suplemento dietético e amaciamento de
(Actinidia Deliciosa)
carnes.
Tratamento da trombose, artrites, feridas, canceres, asma,
. . bronquite, sinusite, ma absorgéo de drogas, alivia dor, edema,
Bromelaina Abacaxi (Ananas . . - .
doengas vasculares, cardiacas e inflamatérias/ Amaciamento de
comosus) ~ = . . =
carnes, produgdo de paes, tecidos, alimentagao, clareamento
dentario.
. Cardo (Cynara Nenhum efeito terapéutico investigado/ Coagulagao do leite e
Cardosina . .
cardunculus) fabricagé@o de queijo.

Tratamento de trombose/ Amaciamento de carnes, hidrélise do

Cucumisina Melao (Cucumis melo) colageno para obtengéo da gelatina, coagulagao do leite, sintese
de dipeptideos.
Ficina Vermifugo / Sintese de peptideos biologicamente ativos e

Figo (Ficus genus) clivagem de imunoglobulina G.

Oryzasina Arroz (Oryza sativa) Nenhum efeito terapéutico investigado/ Coagulagao do leite.

Tratamento de edemas, sinusite, distdrbios digestivos, remogao

~ . . de caries, cicatrizagado de queimaduras, infecgoes, cancer/
Mamao papaia (Carica

Papaina apaya) Detergente, tratamento de couro, amaciamento de carnes,
papay sintese de peptideos, producao de fragmentos de anticorpos,
produgéo de bebidas, reduzir a alergia em alimentos.
Phytesina Cevada (Hordeum Nenhum efeito terapéutico investigado/ Coagulagao do leite.
vulgare)
Lo Gengibre (Zingiber Agente antiproliferativo em modelo animal de cancer/ Nenhum
Zingipaina iy . P )
officinale) uso biotecnolégico investigado.

Dentre suas principais agbes, destaca-se: a agdo imunomoduladora para o tratamento de alergias
respiratdrias®4, a capacidade de recuperagéo de tecidos lesados funcionando como agentes cicatrizantes,
além do seu emprego para desordens digestivas e Ulceras gastricas, tratamento de neoplasias e tumores,
dentre outras doencasi33. E inquestionavel que essas proteases possuam um amplo potencial

farmacologico, justificando assim o seu emprego em diferentes formulagdes farmacéuticas®l,

De modo geral, as proteases terapéuticas de plantas ndo sdo proteinas heterdlogas, elas sdo obtidas
diretamente dos 6rgdos vegetais de seus latex, e € possivel extrair a proteina sem afetar a viabilidade da
planta, a0 menos que sejam obtidas das raizes. Suas preparagdes ndo tém potencial patogénico para
animais, uma vez que nao possuem agentes infecciosos que causam doengas em vertebrados. Além disso,
seus processos de obtencéo sdo relativamente simples, faceis e de baixo custo. As proteases de plantas
sdo amplamente utilizadas como enzimas terapéuticas no tratamento da cicatrizagdo de feridas, disturbios
digestivos, doengas infecciosas, além de participarem em varios processos da industria alimentar, tais como
no amaciamento de carnes e coagulagdo do leite para produgdo de queijos e outros derivadosS. As
proteases de plantas mais empregadas no tratamento de doengas ou condi¢gdes sédo: papaina, bromelaina
e ficina respectivamente obtidas do mamao papaia, do abacaxi e do figo. Neste trabalho serdo abordados

alguns aspectos bioquimicos e farmacoldgicos de cada uma delas.
Papaina

A papaina é uma cisteino protease (EC 3.4.22.2) extraida principalmente do latex de Carica papaya (maméao

papaia) e em Vasconcellea cundinamarcensis (mamao de agucar) pode ser encontrada em varias partes
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da planta. Caracteriza-se por ser uma endopeptidase, mas apresenta também atividades amidasica e
esterasica, e exibe uma especificidade primaria (P1) para aminoacidos volumosos, hidrofébicos e
aromaticos. E uma enzima de cadeia polipeptidica Gnica com 212 aminoacidos e massa molecular de
23,406 kDal%®l, Sua atividade esta relacionada com a maturagéo dos frutos: quanto mais verdes, maior
atividade. Foi a segunda proteina a ser cristalizada (1968) e a primeira cisteino protease com estrutura
tridimensional elucidada (1984). A papaina € um modelo da familia cisteino protease do tipo papaina,
auxiliando no entendimento do mecanismo de agéo e da estrutura das cisteino proteasesi®Z. Pertence a

superfamilia da papaina e a subfamilia C1A de acordo com banco de dados MEROPSE,

A papaina é estavel em altas temperaturas, na presencga de solventes organicos ou agentes desnaturantes.
Tem atividade maxima em pH 6,0-7,0 e a 60°C. Ela possui muitos usos medicinais: tratamento de edemas,
sinusites, sindrome do intestino gotejante, intolerancia ao gluten, hipocloridria e outros disturbios digestivos,
bem como na remogéo de cariesi. Além disso, a papaina tem atividade antibacteriana contra Bacillus
subtilis, Enterobacter cloacae, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Salmonella typhimurium,
Staphylococcus aureus e Proteus vulgari®d. A agéo antihelmintica foi observada in vitro e in vivo contra
Ascaris suum, Haemonchus contortus, Heligmosomoides polygyrus, Trichuris muris, Protospirura muricola
e Strongyloides venezuelensis!l. J4 a atividade antifungica foi demonstrada em relacdo a Aspergillus niger,
Candida albicans, Mucor spp. e Rhizopus spp., pela possivel clivagem do conteudo de glicoproteinas na
membrana celular?d, Esta protease apresentou efeito anti-angiogénico, antitumoral, impedindo a
proliferagao, invasdo e migragdo tumoral, bem como induziu apoptose em linhagens celulares de tumores
humanos®3l. A papaina também ¢é usada no debridamento tecidual para estimular a cicatrizagéo de Ulceras
por pressao, por diabetes, por hanseniase, sindrome de Fournier e outras lesées, pois hidrolisa os tecidos
necréticos, auxiliando na unido das bordas da ferida e na regeneragdo tecidual. Além disso, estimula a

produgéo de citocinas que reparam as células e diminuem o crescimento de micro-organismosi4l,

Na planta a papaina leva a coagulagdo do latex, formando uma barreira fisica que constitui um passo
primario no mecanismo de defesal®®, Embora seja a cisteino protease mais estudada, ndo é muito
explorada como protease terapéutica. Existem poucos estudos sobre suas aplicagbes terapéuticas e
nenhum relato em relacdo aos dados toxicoldgicos, embora fornega um modelo de estudo para cisteino

proteases semelhantes, que sdo agentes terapéuticos empregados no tratamento de muitas doengas/48l,
Bromelaina

A bromelaina é um extrato aquoso rico em cisteino proteases obtidas de caules e frutos de plantas da
familia Bromeliaceae, o qual o abacaxi (Ananas comosus, A. sativus, Bromelia ananas), é a espécie mais
estudada. Neste extrato existem componentes ndo proteoliticos, como escarases, glicosidases,
peroxidases, celulases, carboidratos, inibidores de protease e dentre outros, e pelo menos quatro proteases
glicosiladas com massas moleculares entre 20 e 31 kDa que pertencem a superfamilia da papaina:
bromelina do caule (EC 3.4.22.32), comosaina e bromelina do fruto (EC 3.4.22.33) e ananaina (EC
3.4.22.31). Estas enzimas juntas tém a atividade proteolitica bromelaina e apresentam expressiva
estabilidade a altas temperaturas. A sequéncia de aminoacidos da bromelina tem uma estreita semelhanga
com a da papaina e é preparada a partir de suco de abacaxi por centrifugagao, ultrafiltragéo e liofilizagao
que produz um p6 amarelado. Tem sido empregado em muitos tipos de industrias, como alimentos, bebidas,

amaciamento de carnes, cosméticos, téxteis e farmacéuticosZ.

10
Revista Fitos. Rio de Janeiro. 2024; 18(1): €914 | e-ISSN: 2446-4775 | www.revistafitos.far.fiocruz.br | CC-BY 4.0


https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/

Proteases terapéuticas de planta: aspectos quimicos, aplicagoes e formulagées Silva-Lopez et al
farmacéuticas

O abacaxi (conhecido quimicamente desde 1876) é usado como planta medicinal em varias culturas e suas
propriedades medicinais séo atribuidas a bromelaina. Devido a composi¢cdo complexa, interage com uma
grande variedade de moléculas e é responsavel por uma diversidade de propriedades farmacolégicas.
Portanto, tem sido utilizado para o tratamento de doencas e condi¢des como: artrite reumatoide,
tromboflebite, feridas, cancro, angina, bronquite, sinusite, osteoartrite, traumas cirurgicos, pielonefrite e para
melhorar a absorgéo de certos farmacos. Em todos os casos, esse extrato alivia significativamente a dor, o
edema e diminui o tempo de cicatrizagdo comparado com tratamentos convencionais. A bromelaina reduz
o risco de trombose, embolias e distlrbios vasculares e cardiacos“8l. Tais efeitos se deve a a inibicdo da
ciclooxigenase-2 (COX-2), que reduz o nivel de prostaglandina E2 (PGE-2) e tromboxano A2, e aumenta a
prostaciclina, que inibe a agregacao de plaquetas e aumenta a atividade fibrinolitica, impedindo a formacgao
de coagulos. A sintese de bradicinina em um sitio inflamatério é reduzida, e a formagéo de fibrina é limitada,

minimizando assim a formag&o de coagulos e bloqueios dos vasos sangiiineos2.

As infecgdes intestinais por Vibrio cholera e E. coli, cujas enterotoxinas provocam diarreia aguda, séo
afetadas pelo tratamento oral com bromelaina, pois ela degrada o receptor de adesdo das bactérias a
mucosa intestinal®¥, Estudos in vitro sugerem que a bromelaina tem atividade anti-helmintica contra os
nematoides gastrointestinais Trichuris muris e Heligmosomoides polygyrus, e antifungica, estimulando a

fagocitose e a morte de Candida albicansl8l,

A bromelaina interfere na transformacado celular, proliferacdo, angiogénese, invasdao e metastase de
canceres. A PGE: estimula a angiogénese e a progresséo tumoral e como ela inibe a atividade da COX-2,

diminui assim os niveis de PGE2 em linhagens de células de canceres humano e murino9,

Como ja mencionado a bromelina diminui os mediadores inflamatérios e € um agente anti-inflamatério em
varias condic¢oes. Ela atenua o quadro de asma em murinos, que é semelhante em humanos, pois reduzindo
o numero de leucdcitos, eosindfilos e infiltrados celulares no pulm&o em comparagéo ao grupo controlel®!],
Este extrato € usado como terapia adjuvante no tratamento de doengas inflamatérias e autoimunes, como
artrite reumatoide e osteoartrite, pois modula moléculas de adesao superficiais em células T, macrofagos e
induz a secregdo de IL-1B, IL-6 TNF-a. Além disso, possui propriedades analgésicas, uma vez que diminui

os niveis de mediadores da dor como PGE: e bradicinina®2.

O desbridamento é a remocgéao de tecidos mortos, infectados, senescentes e/ou desvitalizados de uma
lesdo, pois eles interferem na cicatrizagao. Este procedimento transforma uma ferida crénica em uma aguda
e reduz a carga bacteriana. As bromelinas degradam tecido necrosado, regulam a maturacéo e
multiplicacao celular, sintese de colageno e remogao de fibrina perivascular. Também hidrolisam colageno,
elastina, laminina, fibronectina e outros componentes danificados da matriz extracelular, liberando fatores
de crescimento e angiogénicos sequestrados nessa matriz, ativando quimiocinas e citocinas. O
desbridamento com bromelaina acelera a recuperagdo da perfusdo sanguinea, melhora a inflamacéo,
aumenta a quimiotaxia de fibroblastos e células musculares lisas e é mais eficiente que o desbridamento
cirargico. Neste ultimo, a incisdo é dolorosa, ndo seletiva, expde pacientes a anestesia, sangramentos e
infecgbes. O desbridamento enzimatico reduz o tempo de cicatrizacdo de feridas, a morbidade e a
mortalidade de pacientes severamente queimados. A bromelina tem toxicidade muito baixa, ndo é

carcinogénica ou teratogénical34l,
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Ficina

O género Ficus pertence a familia Moraceae e a caracteristica comum a todas as espécies € a presenca
de latex nas células laticiferas. O latex € um liquido complexo e pegajoso, de aspecto leitoso, excretado em
resposta a lesdes para proteger a planta da invasdo de patégenos, como mencionado para a papaina. As
fragbes proteoliticas dos latex de Ficus contém predominantemente cisteino proteases, mas também ha
serino e asparticos proteases. O latex da figueira, Ficus carica, possui grande atividade de proteases,
conhecidas como ficina (EC 3.4.22.3). Ela apresenta seis isoformas A, B, C, D1, D2 e E que pertencem as
cisteino proteases da familia da papaina (familia C1, cla CA). S&o proteinas glicosiladas de cadeia unica

com massas moleculares de cerca de 24 kDa®2l.

A ficina pode ser empregada em muitas areas da industria alimenticia, como no amaciamento de carnes,
hidrélise de colageno para obtengado de gelatina e coagulagéo do leite. E usada como biocatalisador para
sintese de dipéptidos. O latex de algumas espécies de Ficus tem sido tradicionalmente usado como
vermifugo nas Américas Central e do Sul. Capsulas contendo latex de F. glabrata digere vermes intestinais
vivos. A atividade anti-helmintica do latex de F. insipida Willd e F. carica foi reportada em camundongos
naturalmente infectados com Syphacia obvelata, Aspiculuris tetraptera e Vampirolepis nana. Seu Unico uso
farmacoldgico conhecido é matar vermes intestinais. Entretanto, nenhum ensaio clinico e toxicoldgico
referente a ficina foi realizado®¥. Foi também reportada intensa atividade colagenolitica e quitinolitica, esta

ultima conferindo a planta resisténcia contra fungos e insetos3,

Mediante as propriedades bioldgicas das proteases de plantas descritas acima, bem como de outras enzimas
farmacologicamente ativas, € possivel langar mao de estratégias para garantir seus usos terapéuticos através

de formula¢des que mantenham as suas estruturas e consequentemente suas atividades.
Formulagao farmacéuticas de proteases

As formulagdes farmacéuticas tém por finalidade garantir a estabilidade, solubilidade e as atividades
biologica e farmacoldgica de um medicamento®8l, Historicamente, os primeiros medicamentos datam de
farmacéuticos como Galeno (129-199 D.C.), que procuravam descobrir e utilizar medicamentos naturais na
sua forma pura. Suas descri¢gdes incluem varias substancias de origem natural, bem como férmulas e
métodos de manipulagéo, propondo preparagées de substancias vegetais pela mistura ou pela fusdo dos

componentes individuais.

Em 1928, a partir da segunda guerra mundial, Alexander Fleming marcou a histéria da Humanidade com a
descoberta da penicilina, um importante antibidtico capaz de salvar muitas vidastZ58, Mas foi com o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante, nos anos de 1980, que houve um aumento no
numero de novas moléculas de origem biotecnoldgica, com alto potencial terapéutico, como proteinas

recombinantes, anticorpos monoclonais e acidos nucléicos®.

O emprego das enzimas proteoliticas como moléculas terapéuticas é de grande importancia para o
tratamento de varias doengas devido as suas altas especificidade e atividade. Portanto, sdo necessarias
concentragbes muito menores do que as dos farmacos sintéticos de baixo peso molecular para realizar o
mesmo efeito farmacoldgico, além disso causam menos efeitos adversos. Mesmo com os avangos
biotecnoloégicos, o uso de proteases como farmacos ainda constitui um grande desafio, porque elas

possuem estruturas bastante complexas e instaveis, elevadas massas moleculares e baixa permeabilidade
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nas membranas bioldgicas das células alvo®d, Com estas caracteristicas, o farmaco bioldgico apresenta
dificuldades no transporte, na liberagdo do principio ativo no organismo, como também na perda da
atividade que depende diretamente da manutengao da sua estrutura. Além das limitagdes encontradas na
absorgao, eles geralmente apresentam curta meia-vida no organismo, por conta da degradagéo enzimatica

no local de administragdo ou durante o seu percurso para o local de ag&ol1-62,

Os métodos convencionais de administracdo sdo desenvolvidos para liberar rapidamente moléculas
biologicamente ativas com potencial terapéutico. Geralmente sdo empregados sistemas diluentes
hidrossolliveis com o intuito de favorecer a solubilidade do farmaco. Contudo, manter os niveis de

concentragdo plasmatica dentro da faixa terapéutica ainda é um dos maiores desafiosl€3l,

As proteases terapéuticas sdo geralmente administradas na forma de solugdes aquosas ou suspensdes
pela via parenteral (subcutdnea ou intravenosa), pois esta via de administragdo proporciona maior
biodisponibilidadel®45, A via parenteral apresenta algumas desvantagens que incluem o risco de
contaminagao, a dor e o desconforto para o paciente durante a aplicagdo, necessidade de preparagdes
estéreis e dificuldades para a autoadministragdo. As limitacdes deste tipo de administragdo medicamentosa,
levaram a investigagdo de varias rotas alternativas para o fornecimento de medicamentos bioldgicos,
incluindo pulmonar, nasal, oral, transdérmica, vaginal, retal e ocular, que foram exploradas para aumentar
a adesao do paciente ao tratamento. A maioria das pesquisas que estudou a via de administragdo pulmonar
prepararam formulagdes de aerossois que foram muito eficazes para o tratamento de inflamacgdes
respiratdrias e de outros disturbios pulmonares/®l. Esta via se torna uma possibilidade para liberagéo

sistémica e ndo invasiva de proteasesl’l,

Uma outra rota terapéutica € a administragdo transdérmica, que se utilizou de adesivos como uma
alternativa indolor as injegdes, contudo ainda é pouco utilizada e veicula medicamentos hidrofébicos e de
baixa massa molecular, que ndo € o caso das enzimas!®. A administragéo oral de medicamentos é uma
via de tratamento mais facil, barata e de melhor aceitagdo do paciente. Porém, para a formulacéo oral de
proteases terapéuticas € muito limitada, devido a rapida degradagédo destas enzimas pelas condi¢des
drasticas do trato gastrointestinal, que apresenta grande variagado do pH e proteases digestivas. Além disso,
estas proteases terapéuticas ndo conseguem permear da membrana intestinal, visto que é necessario um
receptor acoplado a um transportador ou carreador para absorvé-lasl®d. Cada uma destas rotas oferece
vantagens e limitagdes por conta das barreiras bioldgicas e das propriedades fisico-quimicas destes
farmacos de natureza proteica e na sua entrega até seus alvos terapéuticos. No entanto, as formulagbes

tém sido desenvolvidas para superar ou minimizar tais limitagbes.

Algumas destas estratégias de formulagado podem ser utilizadas para aumentar a biodisponibilidade destes
farmacos com o objetivo de n&o alterar drasticamente a estrutura e atividade destas enzimas e, com isso,
melhorar estabilidade, eficacia, especificidade, diminuir sua imunogenicidade e garantir uma boa
farmacocinética’¥. A peguilagdo, que € uma conjugagdo quimica com polietilenoglicol (PEG), & bastante
utilizada para prolongar o tempo de permanéncia das proteases no sangue, além de promover sua liberacdo
local-especifica”l. Embora a peguilagdo possa diminuir a imunogenicidade da proteina e aumentar a
solubilidade, o principal beneficio dessa modificagdo é a redugdo da frequéncia de doses devido a maior

meia-vida na circulagéo do organismolSel,
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Sistemas poliméricos de liberagao de farmacos

O desenvolvimento de um sistema de liberagdo de farmacos deve levar em conta sua capacidade de
incorporagao, a possibilidade de liberagao local-especifica, a interagdo com moléculas bioldgicas, a taxa de
degradacao, o seu acumulo em 6rgéos, a toxicidade e a possibilidade de produgdo em larga escala. A
estabilidade fisico-quimica das enzimas também precisa ser avaliada para a escolha do método de
preparagdo da formulagdo, pois pode ser comprometida por fatores ambientais que fazem parte dos
processos de produgao, como pH, temperatura, alta pressao, solventes organicos, ions metalicos, agitacao,

dentre outros fatores que podem levar a perda da estrutura e atividade da proteinal®.

Os veiculos poliméricos, além das suas caracteristicas de degradacgéo especificas, também deveréo ser
capazes de proteger a enzima terapéutica da protedlise, o que pode ser conseguido por incorporagao de
inibidores das enzimas proteoliticas na formulagéo ou por utilizagdo de polimeros inibidores de peptidases,
especificamente, os polimeros acrilicos reticulados como Carbopol® (carbomer) e polycarbophil. Pela rapida
e elevada intumescéncia e dispersdo destes polimeros em solugdes aquosas, € bastante adequado
incorpora-los a outros polimeros de natureza hidrofobica de forma a controlar a taxa de erosdo e minimizar

o efeito na barreira de difusdaol’273],

Os diferentes sistemas poliméricos tém sido muito estudados para o transporte de proteases e de outras
enzimas. Dentre eles temos as micro ou nanocapsulas, micro ou nanosferas, hidrogéis, dendrimeros e
lipossomas (FIGURA 3). Estes sistemas s&o caracterizados por seu grau elevado de inovagédo e
versatilidade e podem melhorar a farmacocinética oferecendo a liberagédo prolongada local-especifica, a

redugéo dos efeitos adversos e o aumento da biodisponibilidade dos farmacos bioldgicos[®9,

O mecanismo de obtengao destas particulas representa um fator crucial para as suas caracteristicas fisico-
quimicas como tamanho, distribuicdo e morfologia, 0 que, em contrapartida, determina o comportamento

destas em relagdo a encapsulagéo e a liberagdo do farmacolZ4l,

FIGURA 3: Representagdo esquematica da estrutura de alguns sistemas poliméricos de entrega de farmacos: micro ou
nanocapsula (A), micro ou nanosfera (B), hidrogel (C), dendrimero (D) e lipossoma (E).

Micro ou Micro ou Hidrogel Dendrimero Lipossoma
MNanocapsula Nanosfera

Fonte: adaptado de Zhang et al.®.

Estes sistemas poliméricos de entrega de farmacos podem ser determinados de acordo com o seu tamanho
e disperséo. As particulas de didmetro entre 1 a 1000 ym s&o chamadas de microparticulas e classificadas
como microcapsulas ou microesferas. Ja as com particulas coloidais de tamanho entre 10 e 1000 nm sao
determinadas como nanoparticulas, nos quais o farmaco pode ser dissolvido, encapsulado ou disperso,

recoberto e podem ser caracterizadas em nanocapsulas ou nanoesferas (FIGURA 3A e 3B)3,
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As micro ou nanocapsulas se referem a uma estrutura esférica com um nucleo bem definido, onde o farmaco
fica localizado no interior de uma cavidade aquosa ou oleosa, circundada por uma membrana polimérica
(FIGURA 4A). No entanto, a forma estrutural das micro ou nanosferas consiste em uma matriz Gnica em
que o farmaco se encontra disperso e encapsulado por um polimero biodegradavel, tornando uma mistura
homogénea (FIGURA 4B)I8. O pequeno didametro das nanoparticulas oferece vantagens sobre as
microparticulas na administragcdo e uma destas vantagens é a grande facilidade em atravessar o epitélio

intestinal em relag&o as microparticulas!ZZ,

FIGURA 4: Representagéo esquematica de estrutura de micro ou nanocapsulas (A), micro ou nanosferas (B) e hidrogel
polimérico (C).
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Fonte: adaptado de Melo, Cunha & Fialho®?,

Todas estas estruturas sdo compostas por polimeros biodegradaveis, como poliésteres, polianidridos e
polissacarideos que normalmente ndao geram toxicidade e nem dificuldade na eliminagéo pelo organismo.
Os polimeros usados nas formulagbes de nanoparticulas sdo os mesmos empregados para o preparo das
microparticulas e sdo amplamente utilizados na administragdo controlada de farmacos com liberacdo
prolongada, incluindo poliésteres sintéticos, como por exemplo, acido poli-latico, copolimeros dos acidos
latico e glicdlico (PLGA) e a poli(e-caprolactona). Ja os polimeros naturais incluem algumas proteinas como

albumina, colageno e gelatina e polissacarideos como a quitosanal’®72,

Um outro sistema utilizado para liberagdo de farmacos é o hidrogel (FIGURA 3C), definido como uma
estrutura tridimensional de cadeias poliméricas altamente porosa, que pode ser facilmente modelada pelo
controle do numero de ligagbes cruzadas, podendo absorver grande quantidade de agua ou de fluido
biolégico (FIGURA 4C). Ele é sensivel as variagbes do meio ambiente como de pH, campo elétrico, sinais
mecanicos e pela presenga de determinados residuos quimicos e biomoléculas, induzindo assim,
modificagbes estruturais do hidrogel. Sua porosidade permite a liberagédo de farmacos a uma taxa que é
dependente do coeficiente de difusdo das moléculas do sistema polimérico para o alvo terapéutico de forma
planejadalf®81l, Esses sistemas podem ser formulados numa grande variedade de formas fisicas, incluindo

formulagdes de depdsito, microparticulas, nanoparticulas, revestimentos e filmes(€2,

Kashyap e colaboradores!®! desenvolveram um hidrogel biodegradavel constituido por glicose ligada as
cadeias de quitosana e com alta sensibilidade a variagdo do pH, que induz a liberagao de insulina. A glicose
oxidase converte a glicose em acido glicurdnico, na presencga de oxigénio, que resulta na diminuigao do pH,

levando ao intumescimento do gel e consequente aumento da permeabilidade a agua, facilitando, dessa
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forma, a liberagédo de insulina por difusdo. A eficacia das formula¢des foi avaliada in vitro e em ratos

diabéticos e os demonstrou que o sistema foi capaz de liberar insulina em resposta a hiperglicemia.

Outro nanosistema que pode ser utilizado no transporte de farmacos é o dendrimero (FIGURA 3D), formado
por moléculas altamente ramificadas com: tamanho manométrico; forma e estrutura quimica bem
especificas; com camadas ou geragdes compostas por unidades repetidas e radialmente ligadas ao nucleo
inicializador e grupos terminais funcionalizados; nucleo hidrofébico com periferia hidrofilica; e baixa
polidispersividade. Eles sdo muito semelhantes as proteinas do organismo humano, como insulina,
hemoglobina e citocromo C e constituem sistemas de liberagéo de farmacos, pois s&o inertes ao organismo

humano e exibem baixa toxidade e imunogenicidadel84:89],

As cargas Uteis dos medicamentos podem ser aprisionadas nas camadas do dendrimero por meio da
geragédo de complexos ndo-covalentes ou ligadas a sua superficie por meio de ligagdes covalentes. As
macromoléculas dendriticas construidas covalentemente tém a vantagem de ter um controle mais
especifico sobre a liberagao do farmaco e podem ser projetadas para limitar a liberagdo dele na circulagao
sisttmica e desencadear a liberagdo em condi¢cdes especificas. O tipo de ligagdo depende das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco e dos grupamentos funcionais presentes no dendrimero. Por
exemplo, as moléculas hidrofébicas podem se ligar ao nucleo ou as ramificagdes do Poliamidoamina
(PAMAM), facilitando seu carreamento através dos tecidos e células devido ao seu grande numero de

grupos superficiais que podem se ligar covalentemente a uma grande variedade de moléculas(€5-85],

O lipossoma é um outro tipo de sistema polimérico utilizado para transporte e liberagdo de farmacos (FIGURA
3E). Pode ser composto por bicamadas lipidicas separadas por um meio aquoso, de estrutura esférica com
moléculas anfifilicas e que pode encapsular substancias hidrofilicas no nucleo aquoso e lipofilicas no interior
da dupla camada lipidical®Z. A fluidez da bicamada lipidica permite a flexibilidade estrutural do lipossoma, a
facilidade de interagdo com membranas celulares e a capacidade de incorporar compostos hidrossoluveis e

lipossoluveis. Além disso eles sdo biodegradaveis, biocompativeis e ndo imunogénicosl€sl,

Os lipossomas convencionais sdo compostos de fosfolipideos e colesterol, além de um lipideo com carga
negativa ou positiva para evitar a agregagéo das vesiculas, aumentando a estabilidade em suspenséo. Os
lipossomas de longa duragdo in vivo sdo obtidos por diferentes métodos, incluindo o revestimento da
superficie lipossdmica com componentes hidrofilicos naturais como o monossialogangliosideo GM1 e o
fosfatidilinositol, ou de polimeros hidrofilicos sintéticos, mais especificamente os polietilenoglicéis (PEG). A
camada hidrofilica superficial destes polimeros aumenta o tempo de circulagdo dos lipossomas prevenindo
o reconhecimento e consequentemente sua associagdo com as opsoninas no plasma. Deste modo, os PEG
inibem o reconhecimento molecular e a captura pelas células do sistema fagocitario mononuclear®J. A
modificagéo da superficie dos lipossomas com PEG pode ajudar a contornar estes problemas ao aumentar
a sua estabilidade e o tempo de permanéncia no organismo e a ligagdo a anticorpos pode promover o

direcionamento para o local de ag&o alvol&8l,

Os lipideos mais utilizados nas formulagbées de lipossomas s&o as fosfatidilcolinas, fosfatidilserina,
fosfatidilglicerol e esfingomielinas, que tendem a formar uma bicamada estavel em solu¢do aquosa. As
fosfatidilcolinas sdo as mais empregadas em estudos de formulagéo de lipossomas, porque apresentam

grande estabilidade frente a variagdes de pH ou da concentragéo de sal no meiol&,
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Métodos para incorporagao de proteinas e peptideos

O preparo dos sistemas poliméricos depende de métodos eficazes de incorporagéo de enzimas, como as
proteases terapéuticas, de proteinas e peptideos em geral, os quais permitem a modulagao das estruturas,
das composigdes e das propriedades fisiologicas destas macromoléculasi®91, A escolha da metodologia
de preparo vai depender do polimero e da solubilidade do farmaco a ser encapsulado. Para a incorporagéo
de peptideos e proteinas, os métodos mais usados sdo os de emulsdo multipla, separacdo de fase e de

secagem por aspersao (spray drying)€2,

FIGURA 5: Esquema de nanotecnologias para incorporacao de proteinas e/ou peptideos em sistemas poliméricos para

entrega de farmacos.
@Solut;ﬁo aquosa de proteinas
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Fonte: adaptado de Mundargi et al.®2,

Primeiramente, uma emulsdo de agua em 6leo deve ser obtida pela dispersdo de uma solugdo aquosa com
a enzimalproteina ou peptideo a ser encapsulado em um solvente orgénico, contendo ja o polimero
dissolvido. Neste método a solugdo é emulsificada com uma grande quantidade de meio aquoso, para
formar uma emulsdo multipla de agua em éleo em agua, onde a proteina se encontra na fase aquosa interna
e o polimero na fase organica (ou oleosa). Os sistemas poliméricos sdo posteriormente formados pela

remogao do solvente, como mostrado na FIGURA 559,

No método de separagdo de fases (FIGURA 5), um nao-solvente é adicionado sobre agitagdo a emulsao
de agua em o6leo obtida, onde a proteina se encontra na fase aquosa interna e o polimero na fase organica
(ou oleosa), induzindo a aglomeragdo das moléculas de proteinas e transformando o sistema coloidal

estavel em solugdes ndo misciveis de diferentes concentragdes®,

A secagem por aspersao, mostrada na FIGURA 5, é realizada a partir de uma emulsao agua/éleo com
particulas poliméricas carregadas com proteases terapéuticas, que apresentam caracteristicas
homogéneas para permitir maior preciséo e reprodutibilidade dose a dose. Para isso, o spray drying (SD) é

utilizado na obtengéo de particulas poliméricas carregadas com enzimas terapéuticas na forma de po-seco.
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Ele ¢ um método de secagem para obtencdo de "pés secos" a partir de uma fase liquida, bastante
empregado nas industrias alimenticias, farmacéuticas, de polimeros e quimica. No caso do encapsulamento
das proteases terapéuticas em esferas ou capsulas, o pé-seco pode ser obtido a partir de uma solugéo,
suspensdo ou emulsdo. As proteases sdo ‘melhor’ preservadas sob a forma de "pds secos", pois aumenta
a estabilidade durante o armazenamento devido a eliminagdo da agua, sendo assim, SD também usado
como método de preservagéo. Esta € uma técnica reprodutivel e rapida, podendo ser realizada com o
aumento de escala (scale up), além da producédo de particulas estaveis sem necessidade de liofilizagdo. O
SD é um processo continuo e dividido em quatro estagios: atomizagcéo, mistura das goticulas com o gas
secante, evaporacao e separacao do produto. O grande problema das técnicas de evaporacao de solvente

¢ a limitagao tecnologica que ainda ndo permite a produgao das particulas em larga escalal®3,

Para a nanoencapsulagédo dos farmacos que apresentam carater hidrofilico, o método fisico-quimico da
dupla emulsdo apresenta-se como o mais adequado. Ele é conceitualmente simples, consistindo na
preparagado de uma emulsdo primaria agua/éleo, através da sonicagao de uma solugédo aquosa contendo o
farmaco e uma solugéo organica polimérica. Esta emulsdo constitui a fase interna da segunda emulséo,
também preparada por sonicacao, cuja fase externa € uma solugdo aquosa com tensoativo. A preparagéo
das formulagdes de nanoparticulas por este método requer a presenga de um agente emulsificante para
estabilizar a fase dispersa em uma emulsdo multipla agua/éleo/agua. O agente emulsionante, neste caso,

é requerido para prevenir a agregagao e a coalescéncia das particulas4],

O desenvolvimento de novas técnicas de formulagdo possibilitou que as proteinas, especialmente as
enzimas, como proteases de plantas, pudessem constituir composi¢gdes farmacéuticas cada vez mais
utilizadas no tratamento de enfermidades e condi¢des. Estes farmacos biolégicos formulados sob forma de
micro/nanoparticulas tornaram-nos cada vez mais estaveis, eficientes, especificos e, portanto, menos

téxicos para seus usuarios.

Conclusao

As proteases terapéuticas de plantas, como papaina, bromelaina, ficina, dentre outras, tém conquistado um
lugar importante no tratamento de muitas doencas e condigbes. Além de serem especificas, tem grande
poder de catalise, apresentam elevada estabilidade e baixo custo de obtencdo. As formulagdes
desenvolvidas com estratégias de nanoparticulas poliméricas sdo as mais indicadas para protegdo das
proteases e seu direcionamento ao alvo terapéutico. Uma analise aprofundada da literatura permitiu concluir
que as nanoparticulas poliméricas, hidrogéis, lipossomas e dendrimeros, tém mostrado excelentes
resultados como transportadores de proteases, além de protegcdo dos farmacos contra a degradagéo ao

ambiente que atuam.
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