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Resumo

As nanoformulagdes sdao formulagdes farmacéuticas constituidas por
nanoparticulas de 200 a 500 nm. Elas permitem a encapsulagdo, conjugagdo ou
adsorcdo de farmacos que sdo fracamente absorvidos, possuem baixa
biodisponibilidade, sdao altamente degradados pelo organismo ou que possuem
elevada toxicidade. As nanoparticulas protegem o farmaco até atingir o seu alvo,

melhorando significativamente a sua eficacia e perfil de libertacao.

As lectinas sdo proteinas cuja funcao ¢ o reconhecimento e ligacao a estruturas
glicidicas. Estas ligagdes medeiam interagdes entre células, sintese de glicoproteinas e
possuem funcdes reguladoras. Por serem ligacdes comuns no corpo e apresentarem
alta afinidade e alguma especificidade, poderao ser aproveitadas para servirem como

ligandos nas nanoparticulas.

Todas as células expressam a sua superficie receptores e hidratos de carbono,
0 que possibilita a constru¢do de nanoparticulas especificas a um tipo celular. Para
mais, uma célula maligna poderad apresentar padrdes alterados de receptores ou
expressao glicosidica, comparado a uma célula normal. Estas diferencas entre células
sdo exploradas pelas nanoparticulas para a entrega do fairmaco. As nanoparticulas
conjugadas a lectinas/hidratos de carbono vdo ter uma afinidade especifica ao

interagirem com as estruturas e receptores da célula-alvo.

Esta monografia ir4 abordar varias nanoparticulas desenvolvidas até agora, no
uso em terapia e diagnéstico, € as consequéncias e prospectivas das nanoparticulas

como formulagdes farmacéuticas do futuro.

Palavras-chave: Lectinas; Nanoformulagdo; Nanoparticulas; Mucoadesao; Hidratos

de carbono
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Abstract

Nanoformulations are drug delivery systems that consist in nanoparticles
whose sizes can range from 200 to 500 nm. They allow the encapsulation, conjugation
or adsorption of drugs that are poorly absorbed, have low bioavailability, are degraded
in the body or possess high toxicity. Nanoparticles protect the drug until it reaches its

target, which improves their efficiency and release profile.

Lectins are proteins that recognize and bind to sugar moieties. These bonds
mediate cell-to-cell interactions, glycoprotein synthesis and have regulating functions.
Because lectin-carbohydrate interactions are very common and have high affinity and

some specificity, they can be used as nanoparticle ligands.

All cells have carbohydrates and receptors at their surfaces. This allows the
making of nanoparticles that are very specific to a type of cell. Furthermore, a
malignant cell expresses different glycosylation patterns or receptors than a healthy
cell. These differences between cells are exploited by the nanoparticles for drug-
delivery. These lectin/carbohydrate conjugated nanoparticles are going to bind

specifically to the structures and receptors of their target cells.

This monograph will discuss several nanoparticles that have so far been
developed for therapy and diagnostics, and the consequences and prospective of

nanoparticles as the drug delivery system of the future.

Keywords: Lectins; Nanoformulations; Nanoparticles; Mucoadhesion; Carbohydrates
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1. Introducao

1.1 Lectinas

As lectinas foram descritas primeiramente por Hermann Stillmark em 1888,
quando observou as propriedades aglutinantes da ricina, uma lectina toxica que ¢
extraida da semente do ricino (1). Na Segunda Guerra mundial, surgiu o interesse de
distinguir as varias tipologias de sangue para a realiza¢do de transfusdes sanguineas.
Nos anos 50, estas aglutininas foram entdo chamadas de lectinas, um termo que vem
da palavra /legere em Latim, que significa " escolher" ou "selecionar". A escolha do

nome deve-se a capacidade das lectinas de conseguirem diferenciar os tipos

sanguineos pela especificidade na aglutinacdo dos eritrdcitos (2).

As lectinas sao um grupo diverso de proteinas e glicoproteinas que se ligam a
hidratos de carbono especificos com elevada afinidade e de maneira reversivel. Nao
tém atividade enzimatica e sdo de origem ndo imunologica (3). Possuem um papel
muito importante no reconhecimento celular (4), conseguindo diferenciar entre
estruturas glicinas complexas nas membrana celulares, decifrando o glicoma celular.
A ligagdo ao hidrato de carbono ¢ possivel porque as lectinas possuem um dominio de
reconhecimento de hidratos de carbono (CRD) dentro da sua estrutura polipeptidica
(3).

As lectinas sdo compostas por 2 ou 4 subunidades idénticas (ou quase
idénticas), com massas moleculares de 25 a 30 kDa. Cada uma das subunidades
contem um CRD (iguais entre si e ndo cataliticas), catides bivalentes, geralmente Ca”"
e Mn”" (5,6). Denominam-se por poliespecificas ou monoespecificas conforme se

ligam a polissacaridos ou monossacaridos. Apos a ligacao, as lectinas t€ém capacidade

12



de regular interacdes célula-cé€lula, célula-matriz, interagdes célula-substracto,

actividade mitogénica, imunogenicidade e codificar informacgao biologica. (1,7,8).

Os hidratos de carbono sdo compostos organicos de carbono, hidrogénio e
oxigénio que seguem a formula [C(H,O)],. Estdo presentes na superficie de todas as
células e servem de marcadores celulares para o ambiente externo. Existem dois tipos
de glicanos ligados as proteinas: Os que estdo ligados ao grupo amina da asparagina,
referidas como oligossacaridos com ligacdo N-glicosidica, € os que estdo ligados ao
grupo hidroxilo da serina ou treonina, referidos como oligossacaridos com ligacdo O-
glicosidica (9). Ao contrario dos nucleoétidos e aminoéacidos, que se ligam linearmente,
os monossacaridos dos oligossacaridos e polissacaridos ligam-se uns aos outros em
diferentes pontos, formando ramos. Por exemplo, 2 monossacaridos iguais podem

formar 11 dissacaridos diferentes (10).

Os glicoconjugados sdao moléculas onde uma ou mais unidades de
polissacaridos estdo ligados covalentemente a outras espécies quimicas (9). Os
glicoconjugados podem dividir-se em glicoproteinas, glicopéptidos, peptidoglicanos,
glicolipidos, glicosidos e lipopolisacaridos (11). A maioria das células estd coberta
pelo glicocalice: ¢ uma cobertura de oligossacaridos ou polissacaridos, que fazem
parte da cadeia lateral das glicoproteinas ou glicolipidos projectados pela membrana
plasmatica. A estrutura destas glicoproteinas define a maturidade de uma célula, o seu
estado de diferenciagdo e serve para o organismo destinguir entre as suas células

saudaveis, células transplantadas, malignas ou organismos invasores (7).

As células cancerigenas utilizam as pequenas diferencas no hidratos de
carbono para escapar ao reconhecimento pelas células da imunidade. Para mais, o
cancro esta associado a alteragdes de glicosilacdo em glicoproteinas e glicolipidos,
denominada de aberracido glicomica (11). A glicosilagdo consiste na ligacao
covalente de um hidrato de carbono a uma proteina, lipido ou outro hidrato de
carbono, catalizada por glicosiltransferases. As lectinas ao reconhecerem os hidratos
de carbono expressos pelos glicoconjugados, vém os padrdes de ligacao alterados de
acordo com as mudancas de expressdao glicoproteica da membrana celular que
acompanha a maturagao celular ou doenga. As lectinas podem ser assim usadas como
marcadores de tecidos em transformagao neoplasica, podendo assim prever lesoes de

uma maneira ndo invasiva (11).
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Por exemplo, Melo-Junior et al. (2004) descobriram que as lectinas Wheat
germ agglutinin (WGA) e Lotus tetragonolobus agglutinin (LTA) sao marcadores
histologicos promissores para diferenciar entre um epitélio normal e um inflamatorio,
numa colite ulcerativa. A doenga estd associada a anormalidades na sintese e secre¢ao
de mucinas, as quais vao alterar o metabolismo de lipidos, hidrato de carbonos e
proteinas, levando a lesdo dos tecidos e consequente inflamacdo. A WGA e LTA
reconheceram as por¢des de hidrato de carbono N-acetilglucosamina e L-fucose

expressas pelos glicoconjugados nas c€lulas da colite ulcerativa (7).

1.2 Classificacao

Em 1972, Sharon ¢ Lis classificaram todas as lectinas conhecidas até a data,
dando inicio a era moderna da lectinologia (1,12). A classificacdo mais comum das
lectinas ¢ pela sua fonte. Sdo prevalentes em animais e plantas. Também estao
presentes em virus e bactérias, onde ganham o nome de hemaglutininas ou adesinas.
(1). As lectinas estdo presentes em quase todas as espécies de plantas mas sao mais
abundantes nas leguminosas (1). Apresentam no entanto uma grande especificidade

para uma variedade elevada de estruturas de hidratos de carbono no tecido animal (9).

1.2.1 Classificacido de acordo com a estrutura

As lectinas de plantas podem ser divididas em varios grupos de acordo com a

sua estrutura molecular (Figura 1.1(3)) :

-Merolectinas: lectinas que possuem apenas um CRD. S3o proteinas pequenas que
pela sua natureza monovalente sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou

aglutinar células.

-Hololectinas: lectinas que possuem dois ou mais CRDs com estrutura homologa (

por exemplo a ConA).

- Quimerolectinas: S3o proteinas de fusdo que possuem um CRD em tandem com um

dominio com atividade catalitica que age de forma independente do CRD.

14



Dependendo do nimero de CRDs, as quimerolectinas agem como uma merolectina ou

hololectina.

- Superlectinas: Lectinas que possuem pelo menos dois CRDs diferentes (como a

TXCL-1)

MEROLECTIN HOLOLECTIN CHIMEROLECTIN

CLASS I-chitinase

Type 2-RIP
@ - = carbohydrate-binding domain
T3¢ = catalytic domain

-® = ribosome inactivating domain

Figura 1.1 Estrutura de lectinas: Merolectinas, hololectinas e quimerolectinas.
(Extraido de Van Damme, 1998 (3))

1.2.2 Classificacdo de acordo com a especificidade ao hidrato de carbono

As lectinas de plantas podem ser também divididas de acordo com as suas
diferentes especificidades de ligacao aos hidratos de carbono. Podem se dividir em

6 grupos (5):

I- Manose/Glucose

II- Galactose/N-acetil-galactosamina
III- N-acetil-glucosamina

IV- L-fucose

V- Acido sidlico

VI- Oligossacaridos

As principais lectinas dos cinco primeiros grupos estdo representados na figura 1.2.
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lectin

source name/abbrev preferred oligosaccharide” RAcC
mannose?
jackbean concanavalinA/ConA Mano6(Mana3)Man 130
Escherichia coli type 1 fimbriae
fava bean favin
Galanthus nivalis (snowdrop)® GNL Mano6(Mana3)Man
Lathyrus ochrus LOL octassaccharide
lentil LCL
rat serum MBP-A"
pea PSL fucose-containing hexasaccharide
N-acetylglucosamine
Griffonia simplicifolia GSII
wheat germ WGA (GIcNAcp4)3 3000
galactose/N-acetylgalactosamine
Artocarpus integrifolia (jackfruit) jacalin Galp3GalNAc
Dolichos biflorus® DBL GalNAca3GalNAc 36"
Erythrina corallodendron (coral tree) ECorLL Galp4GIlcNAc 3050/
Helix pomatia (snail)8
lima bean#? LBA GalNAca3(Fuca2)Gal 43h
Moluccella laevis? (bells of Ireland) MLL
peanut/ PNA Galp3GalNAc 501
ricin RCAII
soybean? SBA
fucose
Anguilla anguilla (eel)
Lotus tetragonolobus LTA
Ulex europeus UEAI Fuca2Galp4GIlcNAcS6R 900
sialic acid
Sambucus nigra (elderberry) NeuAca2,3Gal 30—-80
NeuAca2,6Gal 1600
Limulus polyphemus (horseshoe crab) NeuAca2,6GalNAc 30

Figura 1.2 Classificacio das lectinas de acordo com a sua especificidade de ligacio ao hidrato de
carbono.
(Extraido de Fu, 2011 (5))

1.2.3 Classificacao de acordo com a evolucio genética

As lectinas de plantas podem ser também divididas em 12 familias de acordo

com a sua evolugdo genética (Van Damme et al. 2008) (Tabela 1.1).

Tabela 1.1 Classificacdo das lectinas de acordo com a sua evoluciio genética.

(Adaptado de Van Damme, 2008 (13))

Family Structure Sugar-binding specificity Representative lectin

Agaricus  bisporus  agglutinin ~ homologs | 1Y2T(PDB) Galactose Agaricus bisporus agglutinin (ABA)
Amaranthins

Class V chitinase homologs with lectin activity High-mannose N-glycans Chitinase-related agglutinin (CRA)
Cyanovirin family 2JZJ (PDB) Mannose Cyanovirin-N (CV-N)

EEA family Mannose/galactose Euonymus europaeus agglutinin (EEA)
GNA family 3A0C (PDB) Mannose/sialic acid Polygonatum cyrtonema lectin (PCL)
Proteins with hevein domains 2UVO (PDB) N-acetyl-D-glucosamine Wheat germ agglutinin (WGA)
Jacalins 3P8S (PDB) Mannose Jacalin (JAC)

Proteins ~ with  legume  lectin  domains | 3D4K (PDB) D-mannose Concanavalin A (ConA)

LysM domain

Nictaba family Cucurbitaceae phloem lectim (CPL)
Ricin-B family 1 M2T (PDB) Beta-galactose European mistletoe lectin (ML-I)
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1.3 Lectinas animais

Apesar das lectinas serem predominantes nas plantas e leguminosas, existem

lectinas especificas nos animais. Estas lectinas estdo resumidas no anexo A7.

As lectinas do tipo C sdo as lectinas que necessitam de calcio para o
reconhecimento celular. Os receptores desta familia possuem todos dominios de
reconhecimento de hidratos de carbono (CRDs) semelhantes. Existem 17 subgrupos,
definidos pela sua estrutura e relacdo filogenética. Sdo também classificadas como
sendo receptores soluveis ou transmembranares (14). As selectinas sdo moléculas de
adesdo celular (CAMs) que apresentam propriedades semelhantes as lectinas do tipo
C devido ao grupo amino terminal e a ligacdo dependente de calcio aos hidratos de
carbono. Incluem a L-selectina (em linfécitos), a E-selectina (nas células endoteliares)
e a P-selectina (nas plaquetas e células endoteliais). O anexo A2. resume as

caracteristicas dos 17 subgrupos de lectinas do tipo C (15).

As lectinas do tipo S sdo um grupo de lectinas que necessitam de tidis livres
para a sua estabilidade. Sdo também conhecidas como galactinas. As galactinas
tipicamente ligam glicoconjugados que contém f-galactose. Sdo a classe de lectinas

mais expressa em todos os organismos (9).

As lectinas do tipo I pertencem a superfamilia das imunoglobulinas (estas sao
capazes de discernir diferentes hidratos de carbono). Possuem um subgrupo, chamado
Siglec (Sialic acid-binding immunoglobulin-type lectins), de lectinas que se ligam

especificamente ao acido sialico. Existem 14 tipos diferentes de Siglecs mamiferas
9).

Sdo varias as moléculas alvo que ligam-se a lectinas enddgenas, como por
exemplo: a galactose, manose, fucose, acido sialico, N-acetilgalactosamina, lactose,

sialilo Lewis®, N-acetil-lactosamina, pullulano, hialuronano, arabinogalactana,

dextrano, quitosano (8).
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I-type

Ptype | CD22

CI-MPR

C-type
Selectin

Galectins

Hepatic

@ lectin

C3
C3
C3
C3

Figura 1.3 O dominio extracelular de ligacao ao hidrato de carbono (CRD) define a classificacdo
da lectina. Os CRDs presentes na figura sdo: CL (C-type lectin CRD), GL (S-type lectin CRD), MP (P-
type lectin CRD), IL (I-type lectin CRD). Os outros dominios nas estruturas das lectinas sdo a EG
(Epidermal Growth Factor-like domain), 1G2 (immunoglobulin C2-set domain), TM (regido
transmembranar), C3 (complement regulatory repeat).

(Extraido de Videira, 2009 (9))

1.4 Aplicacdes das lectinas

As lectinas possuem muitas utilidades na medicina, biologia e agricultura.
Tém atividade antibidtica, antiviral e sao biomarcadores para diagndstico clinico. As
lectinas demonstram possuir atividade antitumoral e antiproliferativa através da morte
celular programada: um mecanismo intrinseco celular que elimina células malignas do
corpo ¢ mantem a homeostasia, apoptose ¢ autofagia (Figura Al. do anexo) (10). J&
foi encontrada atividade anti-cancerigena em varias lectinas de plantas incluindo a
WGA ¢ aricina. A lectina da Polygonatum cyrtonema (PCL) e a Concanavalina A
(ConA) ja foram demonstradas terem efeito autofagico nas células tumorais. As
lectinas mostraram também elevado potencial em uso em sistemas de entrega de

farmacos, como as nanoparticulas (6).
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1.5 Nanoformulacoes

A nanotecnologia ¢ a ciéncia da sintese, manipulacdo e utilizacdo das
"maquinas" moleculares conhecidas como nanoparticulas (16). A nanotecnologia
possui aplicagdes no diagnostico clinico, em formulagdes farmacéuticas, nutracéuticos

e na producao de materiais biocompativeis.

O desenvolvimento da tecnologia de nanoparticulas (NPs) originou grandes
avangos na farmacologia ao reduzirem os efeitos secundarios de farmacos citotdxicos
e ao melhorarem as suas segurancas, eficacias, Ty, solubilidades, farmacocinéticas e

biodistribui¢ao (17).

As nanoparticulas possuem 6Optimas propriedades de superficie: tém entre 200
a 500 nm, sendo mais pequenas que as microesferas (30 a 200 um) (18). A utilizagao
de nanoparticulas como veiculos possui varias vantagens como a solubilizacdo de
moléculas hidrofobicas, aumento do tempo de circulagdo no sangue, aumento da
especificidade e afinidade do farmaco e libertagio facilitada nas células-alvo. E
possivel controlar quase todos os parametros das nanoparticulas como o seu tamanho,
as suas geometrias, cargas de superficie, propriedades fisicas, propriedades quimicas,

ligandos r potencial zeta, entre outros (19).

A biocompatibilidade do material da nanoparticula ¢ muito importante pois
tem que ser compativel com o corpo e ser facilmente degradada por ele. As
nanoparticulas utilizadas na terapia consistem em varios materiais biodegradaveis que
podem ser a base de lipidos, polimeros naturais ou sintéticos, metais ou
nanoparticulas biologicas. Algumas das nanoparticulas utilizadas sdo: nanoemulsdes,
micelas, lipossomas, polimeros biodegradaveis, estruturas de carbono, hidrogeles,
nanoparticulas magnéticas de o6xido de ferro, neoestruturas metalicas, dendrimeros,
entre outros (20,21). A tabela A3. dos anexos resume as categorias de nanoestruturas
disponiveis para entrega de farmacos no corpo e a figura 1.4 esquematiza algumas

delas.
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Polymeric Dendrimers
micells

Liposomes Viral-based Carbon
NPs nanotubes

Figura 1.4 Alguns tipos de nanoparticulas.

A) Nanoparticulas poliméricas: Os farmacos estdo conjugados ou encapsulados em polimeros. B)
Micelas poliméricas: Sdo anfipaticas. O nucleo hidrofébico serve como reserva de farmacos
hidrofobicos. A camada externa hidrofilica estabiliza o nticleo e torna a matriz hidrosolavel. C)
Dendrimeros: Macromoléculas tridimensionais poliméricas sintéticas compostas de vdrias
ramificagdes, de mondémeros que irradiam do nucleo central D) Lipossomas: Compostos por uma
camada bilipidica que protege uma solugdo aquosa no interior. E) Nanoparticulas a base de Virus: O
interior destes virus modificados pode encapsular e proteger compostos sensiveis, sendo passiveis de
alteracdes exteriores também. F) Nanotubulos de carbono: Cilindros de carbono Cgy . Os nanotubulos
sdo insoluveis em todos os solventes, o que gera preocupagdes em relacdo a sua toxicidade. A
funcionalizagdo quimica dos nanotibulos pode lhes conferir a capacidade de se dissolver em agua e
podem ser funcionalizados com ligandos e agentes terapéuticos. Sao aplicados como sensores para
detecgdo de DNA e proteina, em diagndstico e como matrizes de vacinas ou proteinas.

(Extraido de Cho, 2008 (22))

A figura 1.5 demonstra o mecanismo de acdo das nanoparticulas. Apds a
degradacao do vector, o farmaco ¢ libertado. A entrada intracelular e a libertagao
prolongada do farmaco minimizam os efeitos secundarios € permitem um tratamento
da doenga dirigido (23). No caso dos farmacos toéxicos, ¢ bastante desejavel

desacelarar a libertagcdo de modo a reduzir a toxicidade produzida (21).
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Cell wall

o . (‘(\=ll membrane

Figura 1.5 Mecanismo da entrega farmacologica das nanoparticulas. A) A nanoparticula combina-
se com a membrana celular por endocitose e liberta o farmaco dentro da célula. B) A nanoparticula
adere a membrana celular e liberta prolongadamente as particulas do farmaco, que se vao distribuindo
dentro do alvo.

(Extraido de Kaur, 2016 (24))

As nanoparticulas permitem a entrega de moléculas pequenas, proteinas e
acidos nucleicos. Alguns farmacos que nao passam nas primeiras fases de ensaios
clinicos podem ser reformulados com nanoparticulas, para tentarem melhorar as suas
propriedades (23). Um bom design de nanoparticulas permite a entrega do farmaco
"at the right place and right time", em quantidade suficiente para desencadear uma
resposta farmacoldgica (23). As nanoparticulas devem idealmente ter uma superficie
hidrofilica para conseguir iludar e evitar os macrofagos. Pode-se obter através de um
revestimento com um polimero hidrofilico, o PEG (polietilenoglicol), que protege a

nanoparticula de opsonizagdo ao repelir as proteinas plasmaticas (22).

Cada classe de nanoparticula possui propriedades fisicas e quimicas diferentes
(16). Segue-se a descricdo em maior pormenor de algumas das nanoparticulas com

maior importancia:

1.5.1 Nanoparticulas poliméricas

As particulas poliméricas sao dispersoes de particulas ou particulas solidas que
tém um tamanho entre 10 a 1000 nm de diAmetro, sendo o mais tipico 200 nm.
Possuem varias propriedades desejaveis para uso como matriz de transporte de

farmacos (21).
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As nanoparticulas poliméricas sdo altamente estaveis e podem ser sintetizadas
com varias propriedades conforme os surfactantes e solventes organicos utilizados.
Sao também importantes a escolha do tamanho dos polimeros e as dimensodes dos
monomeros utilizados. As escolhas na sintese vao afectar certas caracteristicas como,
por exemplo, o perfil de libertacdo do farmaco encapsulado e o seu potencial zeta. A
libertacdo do farmaco pode ser retardada, prolongada ou desencadeada por fatores
externos (triggered). As nanoparticulas poliméricas podem também ser transformadas

com grupos funcionais de acordo com as propriedades do fArmaco ou da célula-alvo
(21).
As nanoparticulas poliméricas podem ser classificadas em dois tipos:

Nanoesferas e nanocapsulas (figura 1.6).

Polymeric membrane

Polymeric matrix

Liquid/odl core

Nanocapsule Nanosphere

Figura 1.6 Esquema dos dois tipos de nanoparticulas poliméricas: Nanocapsulas e nanoesferas.
(Extraido de Andronescu, 2017 (21))

As nanoesferas sdao uma matriz densa onde o farmaco estd disperso
homogeneamente e ¢ libertado por difusdo. As nanocéapsulas sao vesiculas poliméricas
ocas onde o farmaco reside no interior (25). A vantagem das nanocéapsulas em relagao
as nanoesferas prende-se por estas poderem incorporar fairmacos sélidos, liquidos e
ainda dispersdes moleculares. O baixo contetido polimérico das nanocépsulas reduz a
potencialidade de toxicidade apos a degradagdo. A capacidade de incorporar farmacos
hidrofobicos ¢ também superior, devido ao seu nucleo lipofilico. As nanocapsulas sao
mais estaveis que os lipossomas, permitindo encapsular farmacos de varias naturezas
quimicas e liberta-los em varios ambientes sujeitos a mudancas de temperatura e pH

(17,23).
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Os polimeros biodegradaveis apresentam uma boa eficiéncia de encapsulagao,
conjugacao ou adsor¢cdo de farmacos (Figura 1.7). Alguns exemplos de polimeros
naturais sdo o alginato, dextrano e o quitosano. Os polimeros sintéticos mais
utilizados sao por exemplo o HPMA (N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamide) , PLA
(acido polilactico) , PLGA (poli(acido lactico-co-acido glicolico)), PEG-PLA
(Polietilenoglicol-acido polilactico). O PLGA ¢ um co-polimero do PLA ¢ PGA
(poli(acido glicdlico)), sendo o biomaterial mais bem definido em relacdo ao seu

design e desempenho (21).

o
&
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x » bn# %
K e dk

Figura 1.7 Encapsulacio, conjugacao e adsor¢do de um antigénio a superficie das nanoparticulas
poliméricas. Em vez do antigénio, pode estar ligado outro tipo de ligando, como as lectinas.
(Extraido de Andronescu, 2017 (21))

Os polimeros naturais apresentam uma libertacdo mais rapida, enquanto que os
sintéticos possuem uma libertacdo mais prolongada: Tém uma degradacao mais lenta
no corpo que pode ir desde dias até semanas (26). O farmaco pode ser libertado com
um perfil cinético semelhante a de ordem zero, que establece um fluxo continuo de
farmaco para fora da nanoparticula. Os farmacos orais geralmente apresentam perfis
de libertacdo de primeira ordem onde a libertagdo do fdrmaco € proporcional a

quantidade ainda disponivel na matriz (26).

As desvantagens das particulas poliméricas sdo principalmente a presenca de
residuos de solventes organicos apds a sua preparagdo, a producdo de monomeros
toxicos, pouca capacidade de encapsulagdo e uma solubilidade aquosa por vezes

limitada (21).
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1.5.2 Lipossomas

Os sistemas de lipossomas sdo os mais estudados e foram os primeiros
nanocarriers aprovados pela FDA (Food and Drug Administration) para uso em
humanos (17,20). Sdo vesiculas pequenas que sdo compostas por uma ou mais
bicamadas fosfolipidicas, com tamanhos entre os 80 e 300 nm de diAmetro. Tém uma
fase interna aquosa que permite a encapsulacdo de farmacos hidrofilicos e
hidrofobicos (17). Podem ser encapsulados farmacos dentro da camada fosfolipidica,
na fase interna aquosa ou na interface da bicamada (figura 1.8). A fosfotidilcolina, o

colesterol e o PEG sao os lipidos mais utilizados na preparagao dos lipossomas (27).

Podem ser classificados conforme a sua composi¢cdo ou mecanismo de agao:
Lipossomas convencionais, lipossomas sensiveis a pH, lipossomas cationicos,
imunolipossomas, etc. Os lipossomas apresentam uma elevada absor¢cao no lumen
intestinal até as placas de Peyer, por via das células M e dos enterdcitos (28). Muitos
dos parametros dos lipossomas, como por exemplo o tamanho da vesicula, estrutura
da bi camada e carga , podem afetar a resposta imune que ird ser desencadeada (29).
Os lipossomas possuem uma boa absor¢cdo gastrica, mas t€ém ma estabilidade
gastrointestinal, baixa reprodutibilidade entre lotes e baixa capacidade de

encapsulacao (30).

Liposome

' Hydrophobic drugs
’ Hydrophyilc drugs

Aqueous Compartment

> Lypidic Bilayer

Figura 1.8 Lipossoma como sistema de entrega de firmacos. Podem estar encapsulados moléculas
hidrofilicas no interior ou moléculas hidrofébicas na interface da bicamada fosfolipidica.
(Extraido de Cordon, 2013 (31))
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1.5.3 Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas solidas (Solid Lipid Nanoparticles/SLN) sao uma
alternativa as nanoparticulas poliméricas. Sdo carriers coloidais constituidos por
lipidos que sdo so6lidos a temperatura ambiente. Possuem entre 50 a 1000 nm de
diametro e sdo estaveis, biodegradaveis, altamente toleradas pelo corpo, com elevada
biodisponibilidade e t€ém um tempo de circulacao sanguinea perlongado. As SLNs sdo
muito faceis de produzir em grande escala e podem ser administradas por varias vias
como a parental, oral, dermatologica, ocular, pulmonar e rectal (30,32). Possuem a
capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica e estdo a ser investigados para

administracao de farmacos que ndo conseguem passar esta barreira (30).

1.5.4 Nanoparticulas metalicas

As nanoparticulas metalicas sdo maioritariamente constituidas por metais
nobres como o ouro, prata, platina, ou entdo por 6xidos metalicos como o oxido de
ferro, 6xido de niquel e 6xido de cobalto (33). Tém entre 10 a 500 nm de didmetro ¢
os farmacos podem ser ligados ou embebidos dentro das nanoparticulas metalicas. A
desvantagem destas nanoparticulas € poderem ocorrer interagdes entre o farmaco ¢ a
nanoparticula metalica, como por exemplo interagdes lipofilicas ou atragdes

electroestaticas (34).

1.5.5 Nanoparticulas a base de silica

As nanoparticulas a base de silica tém elevadas areas de superficie,
biocompatibilidade, ndo apresentam toxicidade e possuem alta estabilidade a pH
gastrico. Conseguem encapsular uma grande quantidade de farmaco no seu interior e
téem entre 10 a 300 nm de didmetro. S3o insoluveis e apresentam uma libertacao

lenta do farmaco (21).
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1.5.6 Micelas poliméricas

As micelas poliméricas sdo particulas de coloides que tém um nucleo
hidrofobico e um exterior hidrofilico solivel em agua. Permitem encapsular os
farmacos no nucleo ou no exterior por ligacao covalente. Possuem menos de 50 nm
de diametro, sdo termoestaveis, biocompativeis e apresentam elevada estabilidade no
sangue. Sao Uteis para libertagao prolongada de farmacos com ma solubilidade aquosa

ou entdo para imagiologia (30).
1.5.7 Dendrimeros

Os dendrimeros sdo uma classe de macromoléculas poliméricas que tém entre
10 a 100 nm de didmetro e sdo sintetizadas por uma série de polimerizagdes
controladas. A estrutura destes polimeros ¢ repetida em ramificagdes a volta de um
nucleo, criando um padrdao geométrico 3-D. Com as sucessivas camadas poliméricas,
os dendrimeros ficam semelhantes a esferas, havendo no entanto cavidades onde estdo
inseridos os farmacos. Ao mesmo tempo, as ramificacdes permitem a conjugagao com

varios ligandos diferentes para uma resposta mais especifica ao alvo celular (21).

N Dendrimer-
R P ® Surface molecule o

NS N

Figura 1.9 Mecanismo de acido dos dendrimeros. A) As moléculas pequenas t€ém a habilidade de
interagir com apenas um receptor num sistema biologico. B) Os dendrimeros conseguem interagir com
multiplos receptores simultaneamente, havendo potencial para aumentar o efeito bioldgico. O
dendrimero ¢ fabricado a partir de um nucleo (core molecule) revestida por ramos sintetizados por
polimerizagdes.

(Extraido de Bawarski, 2008 (30))
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1.5.8 Quantum dots

Os quantum dots (QDs) sdo nanocristais semicondutores coloidais que vao
desde 2 até 10 nm de didmetro. S3o os vectores mais pequenos para transporte de
farmacos. No entanto, o tamanho pequeno dos QDs podera impedir acomodar
moléculas maiores no interior. Os QDs podem ser sintetizados a partir de varios tipos
de materiais semicondutores por sintese coloidal ou eletroquimica. Os materiais mais
utilizados sao o CdSe, CdTe, InP e InAs. Estas particulas podem absorver luz branca e
reemiti-la com diferentes energias conforme o tamanho do quantum dot, para

posterior detecgao.

Por exemplo, QDs com 2 nm emitem luz verde, enquanto que QDs com 5 nm
emitem luz vermelha. Podem se realizar bibliotecas de QDs com particulas de vérios
tamanhos e composi¢des para as mais variadas aplicagdes em estudos e diagnosticos.
No entanto, em certas condigdes os QDs podem tornar-se citotdéxicos. Por exemplo,
ocorre libertacdo de cadmio pelas particulas de CdSe apo6s uma exposi¢do cronica a

luz UV (30).

1.6 Enhanced permeation and retention effect

O aumento da quantidade de matrizes de nanoparticulas disponiveis e das suas
modificagdes "a medida" estd a levar a uma revolucdo nas areas da oncologia e
farmacocinética (16). No tratamento do cancro ja existem vdarias nanoformulacdes
aprovadas para uso clinico em quimioterapia (19). Varias nanoparticulas de diversas
formas, tamanhos e naturezas quimicas, mostraram elevada eficicia em encapsular
diferentes tipos de farmacos anticancerigenos como siRNA (short interfering RNA),
antibidticos e agentes quimioterapéuticos. Estas nanoparticulas de primeira geragao
atingem o tecido tumoral passivamente, ao aproveitarem a permeabilidade aumentada
que possuem, havendo um efeito de retencdo na extravasagdo e acumulacdo nas
células cancerigenas (17). Esta permeabilidade aumentada, também chamada de
enhanced permeation and retention effect (EPR), acontece por causa das grandes

fendas presentes nos vasos angiogénicos do tumor.
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Para obterem um suprimento de nutrientes, os tumores sinalizam o endotélio
através de VEGFs (Fator de crescimento endotelial vascular). O endotelio possui o
VEGF 1, que responde aos sinais da VEGF tumoral ao desenvolver novos vasos ¢
capilares até ao tumor para este ter uma reserva de nutrientes, para se alimentar e se
desenvolver (33). O desequilibrio entre os reguladores da angiogénese, como 0s
fatores de crescimento e as metaloproteinases de matriz (que promovem a degradagao
da matriz extracelular), fazem com que a vasculatura tumoral seja estruturalmente
deficiente e possua fendas e poros entre as células endoteliais. As juncdes gap
também ficam aumentadas e a drenagem linfatica ¢ comprometida (22). Ao mesmo
tempo, existe uma diferenga de pressdo intersticial que leva para dentro as

nanoparticulas (Figura 1.10).

Figura 1.10 O efeito de enhanced permeability and retention em meio tumoral. Ocorre acumulacio
de nanoparticulas nas células cancerigenas através do extravasamento nos vasos sanguineos do tumor,
que possuem fendas grandes de 200 a 1000 nm. O tempo de retengdo dos fArmacos em nanoparticulas
¢ 10 vezes superior ao farmaco livre.

(Extraido de Ranganathan, 2012 (35))

As nanoparticulas chegam até aos tumores através das fendas e poros entre as
células endoteliais, ficando depois 14 retidos. Os farmacos normais nao sao retidos na
zona tumoral e voltam a circulagdo sistémica, sendo depois metabolisados pelo figado

(35). A auséncia de canais linfaticos normais nas células tumorais impede a clearance
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normal das nanoparticulas do tecido, aumentando a disponibilidade das nanoparticulas

nos tecidos malignos (36).

Como o tumor esta sempre a crescer descontroladamente, necessitando cada
vez de mais nutrientes, € possivel atingi-lo passivamente ao misturar as nanoparticulas

com glucose, que vao ser mais captadas pelo tumor (33).

1.7 Mecanismo ativo e passivo das nanoparticulas

O mecanismo visto anteriormente ¢ 0 mecanismo passivo das nanoparticulas.
Mas, as nanoparticulas podem atingir o seu sitio de acdo por duas maneiras:

ativamente ou passivamente (Figura 1.11) (21).

Targeted nanodrug
delivery

Active target Passive target
Receptor = Tumor environment
Antibody }— ¥ Leaky vasculature
Carbohydrate Direct local delivery

Figura 1.11 Mecanismo ativo e passivo das nanoparticulas. Destacam-se com especial importancia
os hidratos de carbono e receptores (alguns dos quais lectinas) como possiveis alvos.
(Extraido de Grumezescu, 2017 (21))

A primeira geracao de nanoparticulas apenas atuava com o mecanismo passivo

para aumentar a eficidcia dos fdrmacos livres. No entanto, podiam causar efeitos
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secundarios sistémicos graves. O mecanismo de ac¢do passivo (passive targeting)
depende das caracteristicas fisico-quimicas dos vectores utilizados, para causar
acumulagdo seletiva nas células-alvo e exclusao do resto dos tecidos. Por vezes,
ocorre apenas um simples extravasamento devido a permeabilidade aumentada nos

tecidos malignos (37).

A eficacia passiva vai depender muito do tamanho e da forma das
nanoparticulas. O tamanho afeta o movimento para dentro e fora da vasculatura, a

forma vai influenciar a marginagdo da particula ao endotélio (37).

No entanto, o tecido saudavel continua a ser exposto aos efeitos do farmaco, as
particulas podem acumular em outras zonas do corpo que ndo nos tecidos-alvo e sao
necessarias doses elevadas para atingir o efeito desejado. Estas restri¢gdes reduzem a
dose toleravel e a efetividade da terapia das NPs incorporadas com agentes

quimioterapéuticos (27).

Recentemente, os investigadores encontraram maneiras de implementar
ligandos especificos nas superficies das nanoparticulas, de modo a obter-se uma

formulacao com entrega ativa.

Uma matriz de transporte com mecanismo de agdo ativo (active targeting)
utiliza um ligando que ¢ reconhecido por um receptor na célula-alvo. A ligacdo ao
receptor ird depois provocar a sua endocitose ¢ acumulagdo intracelular. O mecanismo
ativo ¢ mais especifico e seletivo que o passivo mas normalmente tem menor
capacidade interna de farmaco (14). O ligando pode ser acrescentado através de um

espagador, como por exemplo o PEG, ou diretamente na superficie celular.

O active targeting permite a fabricacdo de nanoparticulas para o tratamento e
deteccao de doencas que nao possuem o efeito de EPR que ¢ observada no cancro e
na inflamacao. Como resultado, este tipo de nanoformulagdes estdo neste momento
em investigacdo clinica para muitos tipos de patologias (20,21). Por exemplo, se as
células-alvo s@o macrofagos ou células fagocitarias, os melhores ligandos sdo hidratos

de carbono porque interagem com receptores a superficie celular que sdo lectinas (21).
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1.8 Aplicacées das nanoparticulas

Oral
Functionalized gold
NPs, silicone-coated
iron oxide NPs, solid

lipid NPs, polymeric ’ | S e =
Transdermal A 0G4 Intravenous
silver NPs, titanium . , Iron oxide NP, polymenic
dioxide NPs, gold NPs, AR NP, liposomes, albumin-
silica NPs ‘ based NP

Figura 1.12 Vias de administracido mais comuns de algumas nanoparticulas.
(Extraido de Kumar, 2013 (36))

A figura 1.12 mostra-nos as vias de administragdo mais comuns de algumas
nanoparticulas. Para além da terapia, as nanoparticulas podem também ser usadas para

facilitar o diagndstico precoce e monitorizagao da eficacia da terapéutica (17).

O design das nanoparticulas pode incorporar agentes de contraste diferentes
(radioativos, superparamagneticos, fluorescentes) e aumentar as suas especificidades
para o tecido, tal como a sua clearence e distribuicdo extracelular. Isto ird aumentar a

sua sensibilidade e especificidade (17).

31



2 Métodos de pesquisa

Para esta monografia, foram realizadas varias pesquisas com os motores de
busca Google Scholar, Science Direct, PubMed e Mendeley. A pesquisa foi realizada
no més de Agosto de 2017 e foram utilizadas as seguintes palavras-chave: "Lectin
nanoparticles", "Lectin nano", "Lectin history", "Nanoparticle history", "Lectin
nanoparticles cancer", "Lectin nanoparticles Insulin", "Lectin nanoparticles

diagnostic", "Lectin nanoparticles treatment".

Para a pesquisa bibliografica, foram escolhidos os artigos mais relevantes,
tendo sido dada prioridade a artigos publicados de 2014 até a atualidade, e,
posteriormente, artigos de 2004-2014. Alguns artigos mais antigos foram utilizados
por razdes historicas ou por apresentarem a primeira fonte e descoberta de

informacgodes pertinentes para a monografia.
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3 Nanoformulac¢oes conjugadas

3.1 Historia do conceito de '""bala magica"

Em 1900, Paul Ehrlich, apos ter assistido a opera "Der Freischiitz", teve a
ideia de uma "bala magica" como sendo o sistema de entrega farmacoldgico ideal.
Nesta obra, uma das personagens tem acesso a uma pistola com balas encantadas que
acertam sempre sem falhar. Ele visionou que ao dirigir o tratamento para o seu alvo
preferencial, seria possivel matar bactérias sem prejudicar o resto do corpo. Uma
"bala magica" reconheceria especificamente o tecido afectado, libertando o farmaco

no local preferencial de acao, com semelhanga a um missil guiado (38).

3.2 Nanoparticulas dirigidas

A conjugacdo de ligandos como os anticorpos, fragmentos de anticorpos,
péptidos, lectinas e outras pequenas moléculas a superficie de nanoparticulas
originaram uma nova geragdo de nanoparticulas com aumento de especificidade in
vivo (Figura 3.1). As nanoparticulas "dirigidas" sdo aquelas que contém ligandos a sua
superficie que sdao capazes de reconhecimento celular especifico. A incorporagdo
destes ligandos ¢ geralmente obtida por modificacdo durante a sintese da

nanoparticula ou por ligacdo quimica entre ligandos e polimeros antes da sua sintese

(17).
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Figura 3.5 Conjugacées possiveis nas nanoparticulas. As nanoparticulas podem ser conjugadas na
superficie com diferentes moléculas: Receptores, enzimas, farmacos (antibidtico), polimeros
protectores e ligandos. Na categoria dos ligandos, podemos utilizar lectinas, hidratos de carbono,
anticorpos monoclonais e péptidos para aumentar a especificidade da ligacdo da nanoparticula.
(Adaptado de Grumezescu, 2017 (2))

No Processo tumoral, os tumores expressam ou sobre-expressam alguns
biomarcadores que sao usados como alvos para entrega do sistema nanoparticula-
farmaco (Figura 3.2) (17). A escolha do ligando a usar na nanoformulagdo devera ser

conforme a afinidade para a proteina receptora e o nivel de expressdao na célula-alvo

®).

Figura 3.6 Internalizacio de nanoparticulas via endocitose mediada por ligacio ao receptor
membranar em uma célula tumoral. A ligagcdo dos ligandos ao receptor desencadeia a internalizacdo
através de endossomas. A libertacdo do farmaco para o citoplasma ocorre apds degradacdo da
nanoparticula pelo pH acidico ou enzimas.

(Extraido de Kawangjae, 2015 (39))
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3.2.1 Nanoparticulas com interacio lectina-hidrato de carbono

Existem dois tipos de nanoparticulas dirigidas que usufruem da interacao entre

lectinas e hidratos de carbono:

1) Nanoparticulas com hidratos de carbono a superficie, também chamadas de
gliconanoparticulas. Sdo formuladas para atingirem lectinas expressas na
superficie da célula-alvo (direct lectin targeting ou glycotargeting) (39,40).

2) Nanoparticulas com lectinas a superficie para atingirem hidratos de carbono na

superficie da célula-alvo (reverse lectin targeting) (39,40).

3.2.1.1 Direct lectin targeting

As lectinas sdo encontradas a superficie de certos tipos de células como
receptores de hidratos de carbono. Estas lectinas receptoras sdo altamente expressas
nos macrofagos alveolares, células de Kupffer, macrofagos do bago, macrofagos do

cérebro e macrofagos do peritoneu (14).

Por exemplo, existem os receptores manose-6-fosfato (lectinas) a superficie
das células hepaticas, que apesar de terem as suas fungdes no sistema hepatico, podem
ser utilizadas como alvos pelos hidratos de carbono ligandos das nanoparticulas (41).
Os hidratos de carbono sao bons para conjugacdo a nanoparticulas porque possuem
baixo peso molecular, alta disponibilidade, alta biocompatibilidade e facilidade de

producgao.

3.2.1.2 Reverse lectin targeting

Todas as células exibem um glicoma proprio. Uma célula podera também
expressar glicanos anormais quando em estado patologico. Os glicanos a superficie
das células sao sitios de ligagdo para as lectinas, que t€m alta afinidade para residuos
de hidratos de carbonos. Estes residuos permitem a internalizacao das nanoparticulas,

na célula, apos a adesao das lectinas (40,41). A combinacao de um pequeno nimero
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de glicanos pode produzir um grande nimero de estruturas quimicas, as quais sao

reconhecidas especificamente pelas lectinas (41).

Na sintese destas matrizes, a associacao entre as lectinas e as nanoparticulas ¢
feita por adsorcdo ou por ligacdo covalente, se esta ndao afectar a atividade e
especificidade da lectina (40). Exemplificando com a lectina do trigo, a Wheat germ
alggutinin (WGA), a modificagdo da superficie de nanoparticulas com um
revestimento de WGA, ¢ possivel aumentar a sua mucoadesdo, induzindo uma semi-
vida de farmaco mais prolongada. Um revestimento de lectinas permite também o
reconhecimento de hidratos de carbono da parede bacteriana, a semelhanca de alguns
microrganismos, como as bactérias, que usam adesinas de superficie que tém a

capacidade de ligacao a certos hidratos de carbono (23,42).

3.3 Administracido oral de nanoparticulas

A via oral de administracdo tem muitas vantagens, como por exemplo a sua
facilidade de administragdo, conveniéncia, conforto e baixo custo de produgdo.
Existem no entanto muitos farmacos que nao podem ser administrados por esta via
por diversas razoes. No entanto, a incorporacao a nanoparticulas podera melhorar as
suas propriedades (23). Este topico ird abordar como ¢ realizada a absorcdo de
nanoparticulas no trato gastrointestinal, referindo os fatores que afectam a sua

absor¢ao.

Existe um grande nimero de farmacos que, administrados livremente via oral,
sao degradados. Podem ser degradados pelo suco gastrico, enzimas gastricas ou
hidrolases. Além do mais, as células epiteliais intestinais formam uma barreira com
juncdes de oclusao e sao protegidas por muco, impedindo a absor¢ado e restringindo o
acesso do farmaco a circulagdo sistémica (19). A absor¢ao de um farmaco depende da
fisiologia do trato gastrointestinal, da sua solubilidade, tipo de formulagdo, forma
quimica, pKA, tamanho, hidrofobificidade, peso molecular, constante de ionizacao e

das barreiras biologicas que restringem a absor¢ao (23).

Existem trés modos de atravessar o epitélio intestinal: A via transcelular, a via

linfatica e a via paracelular (Figura 3.3) (43).
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Figura 3.7 As vias para absorc¢io no epitélio intestinal (membrana mucosa).
(Extraido de Luo,2015 (43))

As células M e os enterocitos sdo as principais células intestinais de transporte,
sendo que os enterdcitos representam a maioria das células do tracto gastrointestinal

(44).

Utilizando as nanoparticulas, a absor¢ao gastrointestinal ird ocorrer em sitios
diferentes consoante o tamanho da particula. Particulas com menos de 10 pm de
diametro sdo transportadas pelas placas de Peyer via transcelular e paracelular. As
nanoparticulas que tém menos de 200 nm sdo absorvidas por endocitose pelos
enterdcitos (via transcelular) (45). Quando as nanoparticulas aderem a camada de
muco, aumentam a possibilidade de migragao transcelular nas camadas inferiores do
epitélio gastrointestinal (21). As células M tém uma grande capacidade de endocitose
e transcitose e sdo capazes de transportar as nanoparticulas. Estas células vao também
ajudar no transporte através das placas de Peyer (21). O efluxo por transportadores
como a P-glicoproteina e varias enzimas também afecta a biodisponibilidade dos

farmacos (45).

No entanto, certas propriedades da membrana mucosa intestinal vao permitir
melhorar a absorcao das nanoparticulas ao as conjugar as lectinas. Ira agora ser
abordado as principais caracteristicas da membrana mucosa intestinal, das células M e
os sistemas bioadesivos: Sistemas de transporte de farmacos que possuem

mucoadesio.
3.3.1 Membrana mucosa intestinal

A superficie celular da mucosa intestinal ¢ formada por microvilosidades

(Figura 3.3). Elas expressam hidratos de carbono a sua superficie que t€ém enzimas
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adsorvidas e criam um ambiente muito hostil. As vilosidades possuem uma populagao
muito dindmica de células epiteliais que sdo substituidas cada 3 a 5 dias (46). Na
mucosa intestinal existem células responsaveis por absor¢do, secre¢ao e células

enddcrinas (46).

A mucosa intestinal ¢ protegida das condigdes acidicas, ataques biologicos e
quimicos por camadas de um gel de muco. E uma barreira protetora seletiva que
permite a troca de nutrientes, agua e moléculas pequenas. Ao mesmo tempo, ¢

4

impermeavel a patogenos, ¢ carregada negativamente (devido a presenca de acido
sidlico e acido sufénico), ¢ renovada continuamente ¢ ¢ um lubrificante natural
(23,43). Apresenta uma gama de pH muito vasta, que vai desde 1-2 no estomago até
7-8 no colon (46). O gel de muco possui também uma fungao de "isco", pois apresenta

algumas das funcionalidades da membrana mucosa, o que atrai a si os patogenos (4).

O muco ¢ sintetizado por células caliciformes localizadas no epitélio colunar
que secretam globulos de muco. Todos os 0rgdos expostos ao ambiente externo
secretam muco. Incluem por exemplo o trato respiratorio, gastrointestinal, reprodutor
e ocular (4). Os principais componentes do muco sdo as mucinas, que quando
dissolvidas em agua, formam um gel por ligagdes reticulares. As mucinas sao
glicoproteinas codificadas pelo gene MUC e sdo altamente glicosiladas, apresentando
um contetdo em hidratos de carbono de 70 a 80% (47). Sao eles a N-acetil-D-
galactosamina, N-acetil-D-glucosamina, fucose, galactose, acido sialico e , em menor
extensdo, a manose (47). Devido ao seu elevado conteudo em glicanos, tém a
capacidade de reter agua, manter a hidratacdo do epitélio e apresentam resisténcia a
protedlise. As mucinas também podem estar ligadas a membrana do epitélio mucoso e
ndo serem secretadas (47). Os tipos de mucina encontradas ao longo do trato
gastrointestinal sao a MUC6, MUSAC e a MUC2 (48). As glicosilagcdes das

membranas mucosas € as mucinas sao potenciais alvos das lectinas conjugadas a NPs.
3.3.2 Células M

As células M (Figura 3.3) sdo células epiteliais especializadas e localizadas no
epitélio folicular das placas de Peyer ou do tecido linfatico associado ao intestino (
gut-associated lymphoid tissue ou GALT). Fazem parte do sistema imune da mucosa
e desempenham um processo crucial no processamento de bactérias, virus e

antigénios. Por isso, o fargeting dos receptores das células M envolvidos nas
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interacoes hospede/patogeno e no processamento de antigénios, pode ser util para
aumentar a ligacdo e absorcao das nanoparticulas por transcitose (4). As células M
apresentam pattern recognition receptors (PRRs), ou seja, receptores que detectam
moléculas tipicas presentes nos patogenos. Sao alguns deles os Toll-like receptors

(TLRs), lectinas tipo C, receptores integrina a5p1 e NOD-like receptors (4).

As células M possuem menos atividade hidrolitica comparadas as células
epiteliais normais. Isto pode incentivar o seu uso como alvos por parte das
nanoparticulas conjugadas. No entanto, as células M representam apenas 1% do trato

gastrointestinal, ndo havendo ainda um grande impacto na absorcao oral de NPs (49).

As lectinas sdo talvez os ligandos mais estudados para aumentar as interagdes
com as cé¢lulas M (Tabela 3.1) (4). Os glicanos das células M contém N-acetil-
galactosamina, N-acetil-glucosamina, galactose, fucose e acido sialico (41). Os
conjugados com lectinas poderdo ser de interesse para atingir varios tipos de células
dentro da mucosa intestinal como as células epiteliais, células cancerigenas, as placas
de Peyer ou o GALT (42). A maior parte destas células possuem proteinas e lipidos a

superficie que sao glicosilados e se ligam as lectinas (50).

Tabela 3.1 Algumas lectinas que ja foram utilizadas para ligacao as células M (4).

Lectina Ligacao Caracteristicas
o N-acetil-D-
Wheat germ agglutinin . L . Altamente resistentes a pepsinas,
glucosamina e 4cido
(WGA) - tripsinas, pancreatina e elastase sem
sialico
perder caracteristicas funcionais de
N-acetil-D- ligagdo a célula
Lectina do tomate (TL) ] gay
glucosamina
Ulex Europaeus 1 (UEA-1) L-a-fucose Ligacdo a superficie apical das
células M de ratos. Possuem uma
Aleuria aurantia (AAL) L-a-fucose ligeira imunogenicidade
a-D-manose, a-D- Efeito autofagico nas células

Concanavalina A (ConA) _
glucose tumorais
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3.3.3 Sistemas de transporte Bioadesivos

Os sistemas bioadesivos sdo polimeros que sdo conjugados com farmacos e
que aderem a mucosa epitelial. A sua fun¢do ¢ de aumentar e prolongar o contacto dos
farmacos na zona apical da mucosa epitelial, onde ocorre a absor¢do. Os sistemas
bioadesivos sdo conjugados aos farmacos para melhorarem as suas absorgdes

intestinais e biodisponibilidade oral (32,51).

Os polimeros podem ser bioadesivas devido a sua viscosidade, interagdes
eletrostaticas ndo especificas e ndo covalentes, e por ligacdo a um receptor especifico
(47). Um polimero ao interagir com a mucosa ¢ denominado de mucoadesivo ¢ ao

ligar diretamente a membrana celular da mucosa ¢ denominado de citoadesivo,

induzindo transporte ativo por vesiculas da membrana (51).

3.3.3.1 Mucoadesivos de primeira geracao

Os polimeros mucoadesivos de primeira geracdo, também chamados de
mucoadesivos nado-especificos, podem ser sintéticos ou naturais. Sao geralmente
hidrofilicos, com grupos funcionais que permitem ligagdes de hidrogénio e interagdes
electrostaticas. Nesta categoria inserem-se as nanoparticulas, pois possuem elevadas
areas de superficie e apresentam assim uma elevada interagdo com as superficies da
membrana. No entanto, a duracdo maxima da adesdo as mucosas ¢ limitada pelo

tempo de renovacao da camada de gel de muco (47).

3.3.3.2 Mucoadesivos de segunda geracio

Os mucoadesivos de segunda geragao sao polimeros que foram desenvolvidos
para criar interacdes especificas e atravessar barreiras bioldgicas. As nanoparticulas
podem ser revestidas por ligandos citoadesivos, e assim, ligarem-se as superficies
epiteliais através de interacdes especificas mediadas por receptores (47). As lectinas

sdao classificadas como bioadesivos de segunda geragdao por apresentarem uma
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especificidade elevada para os residuos de glicoproteinas presentes na superficie de
células epiteliais (51). A ligagdao das lectinas ¢ feita diretamente ao glicocélice das
células intestinais epiteliais em vez do muco. Por isso, ndo sdo afetadas pela
renovagdo (turn-over) da camada de gel de muco nem pelo efluxo (Figura 3.4)

(14,19).

Evading drug efflux pumps
Drugs entering in NPs (by endocytosis)

‘.’0 Decorated nanoparticles
entrance via receptor-
mediated endocylosis

Figura 3.8 Evasiao das bombas de efluxo. A endocitose da nanoparticula com a lectina evita o seu
efluxo pela P-glicoproteina.
(Extraido de Bar-Zeev, 2017 (52))

Resumindo, as lectinas aumentam as interagdes com o muco gastrointestinal, o
tempo de residéncia no limen gastrointestinal ¢ aumentam também o seu transporte
através da mucosa intestinal e absorc¢ao paracelular (14,19). Elas apresentam também

uma resisténcia a degradacao proteolitica (32).
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4 Aplicacoes de nanoparticulas conjugadas com

lectinas

As lectinas apresentam um elevado potencial para uso em nanoparticulas, visto
que elas medeiam a mucoadesao, citoadesao e citoinvasdo dos farmacos, melhorando
a absorcao e biodisponibilidade (14). Quando as lectinas se ligam a membrana
epitelial, elas ndo agem meramente como bioadesivos, mas sim também como
sinalizadores celulares que desencadeiam processos vesiculares de transporte por
endocitose ou transcitose (19). A afinidade da ligacdo ¢ dos critérios mais
importantes quando se estd a construir uma matriz de transporte e os ligandos das
nanoparticulas vao ter que competir nos receptores com todos os outros ligandos
endogenos presentes in vivo (14). As lectinas t€ém especificidade moderada, mas ¢

compensada com uma alta afinidade de ligagdo (19).

Por exemplo, a WGA ( que tem especificidade para o acido sialico e a N-
acetilglucosamina) ¢ uma das lectinas menos imunogénicas € com receptores
glicosilados especificos no epitélio intestinal e alveolar. Isto potencializa o seu uso em
formulagdes orais e aerossoles (32,51). O Transporte para os pulmdes tem sido objeto
de grande estudo por dirigir a agdo farmacoldgica ao 6rgdo alvo e fornecer uma

grande superficie de baixa atividade metabodlica para absorcao sistémica (51).

Seguem-se agora alguns casos em que se tentou realizar o tratamento de uma
patologia especifica com nanoparticulas que foram conjugadas a uma ou mais

lectinas.
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4.1 Tuberculose

A tuberculose ¢ uma das doengas contagiosas mais predominantes no mundo e
a sua frequéncia tem estado a aumentar devido ao aumento do HIV/SIDA. Apesar de
existir medicagdo de baixo custo e eficaz, a tuberculose possui cada vez mais estirpes
resistentes (multi drug resistant (MDR) e extensively drug resistant (XDR)),0 que tem
evitado a total irradicacdo desta doenga (53). Existem poucos antibidticos disponiveis
para o tratamento € poucos estdo na pipeline de langamento nos proximos anos. A
isoniazida, etambutol, rifampicina e pirazinamida s3o a primeira linha de
tratamento na tuberculose. Possuem 90% de eficicia mas geralmente sdo
administrados durante 2 meses usando uma combinagdo dos 4 farmacos, seguido de 4
meses de rifampicina e isoniazida uma a trés vezes por dia. Os efeitos secundarios,
tratamento prolongado e falta de alivio dos sintomas fazem com que exista uma
elevada falta de adesdo a terapéutica (53). Os efeitos secundérios devem-se a
distribuicdo do farmaco ser uniforme no corpo todo, sendo que a maioria das
moléculas nao atingem o alvo terapéutico, ficando acumuladas no corpo e causando
efeitos adversos (53). Alguns desses efeitos adversos sdo: Febre, erupgdes cutaneas,
neuropatia periférica, nausea, vomito, hepatite, ictericia, hiperuricemia e reagdes de

hipersensibilidade (53).

Sabe-se que o trato respiratorio apresenta em toda a sua extensdo uma
grande quantidade de receptores de lectinas, descoberto primeiro por Abu-Dahab et
al. (2001), quando associaram lipossomas funcionais a cé€lulas alveolares primarias
humanas e células A549 (derivadas de adenocarcinoma humano) (51). Com este
conhecimento, Sharma et al. (2015), utilizaram nanoparticulas de PLG (PLG-NPs)
revestidas com WGA e encapsuladas com isoniazida, rifampicina e pirazinamida

(PLG-NP-WGA), no tratamento da tuberculose, via oral e sob forma de aerossol.

O objectivo destas duas formulagdes, foi o de tentar reduzir a frequéncia de
dosagem da terapia classica, que utiliza por via oral estes trés farmacos
antituberculares em forma livre (ATLs), ¢ de melhorar a adesdo a terapéutica da
tuberculose (45). A bioadesdo das nanoparticulas poliméricas as mucosas ira
aumentar a absor¢do do farmaco encapsulado nos tecidos infectados, aumentar o seu

indice terapéutico, reduzir a toxicidade e diminuir o tempo de tratamento (54). Ao
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adicionar ligandos bioadesivos (WGA) a superficie das NPs, aumentamos as suas

propriedades bioadesivas (54).

Os conjugados PLG-NP-WGA ¢ os ATLs foram administrados em
porquinhos da India, por via oral e sob forma de aerossol. Foram utilizadas as mesmas
concentragdoes dos 3 farmacos antituberculares nas NPs orais, NPs nebulizadas ¢
ATLs: Isoniazida 10mg/kg + rifampicina 25mg/kg + pirazinamida 25mg/kg. As
NPs nebulizadas tinham entre 350 a 400 nm sendo que 88% estavam no intervalo
capaz de atingir os pulmdes. Posteriormente, foi feita a comparacdo farmacocinética

das duas nanoparticulas com a da administracao dos farmacos livres.

Ao aproveitar as caracteristicas citoadesivas do WGA (que tem como alvo a N-
acetil-D-glucosamina e o 4acido sialico), associadas as propriedades das
nanoparticulas, Sharma ef al. conseguiram aumentar o intervalo de tempo disponivel
para absor¢do e aumentar o gradiente de concentracdo entre o lado luminal e seroso

das membranas. No caso da nebulizagdo, ocorre ligagdo do WGA ao epitélio alveolar.

Os resultados mostraram um aumento da semivida sérica, do Cpax, um
prolongamento do Tmax € um aumento da area sob a curva (um indicador da
biodisponibilidade), face a administracdo oral dos 3 ATLs. Isto quer dizer, que as
NPs permaneceram por mais tempo na circulacdo sistémica e foram necessarias
menos administracdes para obter o mesmo efeito que os 3 antituberculares livres.
Nos 15 dias ap6s as administragdes nos porquinhos da {ndia, haviam mais farmacos
nos tecidos do figado, pulmdes e bago utilizando as NPs do que os 3 ATLs.
Utilizando as NPs, houve uma grande reducdo na quantidade de administragdes
necessarias para o efeito terapéutico: apenas 3 doses de nanoparticulas orais ou 5
doses de nebulizagdes a cada 15 dias (3 ou 5 doses/15dias) correspondiam as mesmas
doses diarias dos ATLs nesse mesmo periodo (3doses/dia para um total de 45 doses
em 15 dias), sem unidades de formagdo de colonias € sem hepatoxicidade visivel

(32,54).

Esta abordagem terapéutica podera reduzir a indugdo de resisténcias contra os
antibioticos, a toxicidade da terapia e podera ainda melhorar a qualidade de vida do

doente por reduzir o nimero de administragdes necessarias para o tratamento (32).

44



4.2 Cancro

A alteragdo da expressao de hidratos de carbono a superficie das células
tumorais, também denominados de TACAs (tumor-associated carbohydrate
antigens), ¢ muito importante nos processos tumorais, incluindo na metastase (8). Os
TACAs afetam as interacdes com as cé€lulas normais e estao envolvidos em processos
de sobrevivéncia das células tumorais, adesdo ao endotélio e a matriz extracelular,
vascularizagdo e outros processos da metastase (4). Os receptores das células
cancerigenas tém elevada eficiéncia de captacdo, pois para a sua sobrevivéncia
necessitam de abrir mais o seu ambiente interno (17). Algumas lectinas da imunidade

inata e adaptativa reconhecem os TACAs das células tumorais (4).

As lectinas apresentam também efeito anticancerinogénico. No entanto, elas
sdo aplicadas maioritariamente a superficie das nanoparticulas pela sua afinidade a
célula-alvo (direct lectin targeting) (55). A tabela A6. resume algumas das aplicagdes
de lectina e hidratos de carbono em nanoparticulas que atingem tumores e células

cancerigenas. Segue-se agora um exemplo na terapia da leucemia mieloide cronica.

4.2.1 Leucemia mieloide cronica

A leucemia mieloide crénica ¢ uma doenga que apresenta uma proliferacao de
células granulociticas sem a perda da capacidade de diferenciacio. E também
caracterizada pela translocacdao Philadelphia, uma anormalidade especifica no
cromossoma 22 das células da leucemia mieloide. Devido a translocagdo entre o

~ Ber-Abl
cromossoma 9 e 22, ocorre um gene de fusdo p2105<4°

. A Bcr-Abl, que constitui
uma tirosina quinase ativa "sempre ligada", promove fatores de crescimento
independentes da proliferagcdo celular ao ativar as vias PI3K/AKT, Stat 5,
Ras/MEK/Erk e, ao regular positivamente as proteinas antiapoptoticas. Para mais, as
células da leucemia mieloide sdo resistentes a indugdo da apoptose através de varios

agentes como o TNFa ¢ o CD95/FasL (56).

A quimioterapia € a principal estratégia para tratar a leucemia mieloide cronica
porque ao contrario dos tumores sélidos, os tumores hematologicos malignos nao

podem ser tratados por remogao cirargica ou terapia de radiagdo. No entanto, o maior
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obstaculo associado a quimioterapia € a resisténcia das c€lulas leucémicas aos varios
agentes quimioterapéuticos. A maior parte dos farmacos antitumorais induzem
apoptose ao iniciar a via intrinseca mitocondrial ou a via citocromo C/Apaf-1/caspase
9. A expressdo de Bcer-Abl, a mutagdo do P53 e a deficiéncia do receptor Fas e da

Apaf-1 bloqueiam as vias apoptoticas na leucemia mieloide cronica (56).

Uma possivel solugdo, serd a utilizagdo de nanoparticulas para a entrega do
farmaco paclitaxel nas células leucémicas. O paclitaxel ¢ um antitumoral potente que
se liga as subunidades de tubulina nos microttbulos, levando a interrupg¢do da mitose

e a apoptose (56).

Singh et al. (2011), propuseram uma formulag¢ao de nanoparticulas magnéticas
(MNPs) de Fe;O4 encapsuladas com paclitaxel e lectinas tipo C humanas (CLL-1)
para o tratamento e diagndstico da leucemia mieloide (56). As lectinas tipo C
humanas (CLL-1) sdo as glicoproteinas expressas nas células mieloides derivadas do
sangue periférico e medula dssea (57). As nanoparticulas foram também revestidas
com monoestearato de glicerol que permite a dispersao aquosa e a incorporagao de

farmacos hidrofilicos e hidrofobicos (56).
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Figura 4.1 Esquema de uma nanoparticula magnética e as suas conjugacdes possiveis. Sio
possiveis ligarem-se ligandos bioldgicos, agentes que permitem a permeagdo celular, agentes de
contraste e agentes terapéuticos.

(Extraido de Grumezescu, 2017 (1))

Em todos os ensaios feitos por Singh et al. (2011), foram comparadas as
atividades entre uma formulagdo de paclitaxel livre, paclitaxel dentro de MNPs (pac-
MNPs) e paclitaxel dentro de MNPs conjugadas com lectinas (pac-lec-MNPs). A

aplicagdo destas nanoparticulas magnéticas foi testada em:
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a) Imagem por ressonincia magnética in vitro

As nanoparticulas magnéticas possuem boas caracteristicas para uso como
contraste em imagem por ressonancia magnética (IRM). De facto, Singh et al. (2011)
viram uma reducdo no tempo de relaxamento T, da IRM utilizando sucessivos
aumentos de concentracdo de pac-MNPs. O uso de pac-MNPs e lec-pac-MNPs como
contraste em células K562 de leucemia mieloide revelou também uma redug¢do no
tempo de relaxamento T,. Esta descoberta sugere de facto que os pac-MNPs sdao bons

candidatos para servirem de contraste de IRM (56).

b) Avaliacio in vitro da absorcio dos conjugados de nanoparticulas em células

K562 por citometria de fluxo

Utilizou-se a citometria de fluxo para analisar a absor¢do do paclitaxel livre,
do pac-MNPs ¢ lec-pac-MNPs em células K562 (Figura 4.2). Para isso, as trés
formulacdes foram conjugadas com o marcador 6-cumarina e incubadas com as

células K562. A maior absor¢do foi obtida para a lec-6-cumarina-MNPs (Figura 4.2).
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Figura 4.2 Intensidade de fluorescéncia média através de citometria de fluxo. Foram utilizados:
um controlo de células incubadas com o meio sem 6-cumarina e nanoparticulas (Control), células
incubadas com 6-cumarina livre (Native) , células incubadas com 6-cumarina-MNPs (MNPs) e células
incubadas com Lec-6-cumarina-MNPs (Lec-MNP).

(Extraido de Singh, 2011 (56))

Se a absor¢do das lec-MNPs ¢ feita por endocitose, entdo por obrigacdo tem
que ser afetada por mecanismos de antagonismo competitivo. Para comprovar que as

lec-MNPs s3ao endocitadas, numa segunda andlise de citometria de fluxo
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acrescentaram-se concentragdes crescentes de lectina livre a lec-6-coumarina-MNPs.
O resultado foi que ocorreu uma diminui¢ao progressiva da lec-6-coumarina-MNP

ligada, tendo ocorrido competicao pela ligagdo as células K562.
¢) Aplicagoes farmacocinéticas in vivo

Os estudos de farmacocinética in vivo tendo o rato como modelo animal foram
realizados com paclitaxel livre, pac-MNPs e lec-pac-MNPs por injecao intravenosa. A

maior concentragao ocorre apds 30 minutos (Figura 4.3).
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Figura 4.3 Avaliacido da biodisponibilidade in vivo de: 1) paclitaxel livre 2) pac-MNPs 3) lec-pac-
MNPs. Os ratos foram divididos em trés grupos e foram-lhes administrados quantidades equivalentes
das trés formulagdes via intravenosa.

(Extraido de Singh, 2011 (56))

Da analise da figura 4.3, 48 horas apds a inje¢do ja ndo existem mais niveis de
paclitaxel livre. No entanto, ainda h4 niveis de pac-MNPs e lec-pac-MNPs. O T;,; do
paclitaxel livre foi de 5 horas e os Ty, do pac-MNPs e lec-pac-MNPs foram de 15
horas. O Cmax (Concentracdo maxima) também foi maior no pac-MNP e lec-pac-

MNP.
d) Citotoxicidade do conjugado lec-pac-MNP nas células K562

Os valores calculados de ICs para a inibig¢do do ciclo celular das células K562

(na tabela 4.1) demonstraram um valor antiproliverativo superior para os lec-pac-
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MPNs. Apos 48 horas, estes tém 67 vezes mais eficacia que o paclitaxel livre e 10

vezes mais eficacia que os pac-MPNss.

Tabela 4.1 Valores de ICs, (Concentracao inibitéria média) para a inibicao do ciclo celular das
células K562. Os valores foram obtidos para a formulagdo de paclitaxel livre, pac-MNP, lec-pac-MNP.
(Adaptado de Singh , 2011 (56))

Amostra ICs9 (ng/mL)
Paclitaxel livre 40.6 =1.4
Pac-MNPs 6.3+0.7
Lec-pac-MNPs 0.6 = 0.02

O paclitaxel induz a paragem do ciclo celular em G,-M nas células K562
sendo este efeito mais observado nas células tratadas com lec-pac-MNPs (70.6% das
células vs. 40% com paclitaxel livre e 46% com pac-MNPs). As lec-pac-MNPs
induziram apoptose em 40% das células apos 24 horas de tratamento, valor este que
aumentou para 51%, 48 horas apds o tratamento. Os valores foram menores na pac-
MNP (22% e 30%) e no paclitaxel livre (13% e 18%). O PCR (Polymerase chain
reaction) em tempo real nas células K562 revelou que a lec-pac-MNP foi a que mais
aumentou a expressao de caspase 8, t-Bid , Bax, Caspase 3 ¢ as que mais reduziram
a Ber-Abl e Bcel-2. A lec-pac-MNPs ¢ portanto a melhor formulagao para induzir

apoptose das células K562.

e) Mecanismo de acio do paclitaxel

Os estudos de imunoblotting nas células K562 mostraram quais o0s
mecanismos de apoptose causados pelas lec-pac-MNPs ao detectar a variacdo das
concentragdes de Fas L, Bid, t-Bid, Bax, Caspase 8, Caspase 9, Bcl-2, Ber-Abl, Bad,
p21, INK e p38 MAPK. A leitura dos resultados obtidos sugerem que as lec-pac-
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MNPs apos entrarem nas células por endocitose exercem efeito apoptotico pela via

extrinseca e intrinseca.

O paclitaxel causa apoptose via intrinseca por ativagdo de vias sinalizadoras
de stress como o p38MAPK e JNK, que aumentam apds o tratamento. A ativacao do
JNK pode causar instabilidade ao complexo Bcr-Abl e induzir os sinais
proapoptéticos Bax e P21. Também foi detectada que a JNK originou uma redugao no
sinal antiapoptético Bcel-2. Por esta down-regulation da Bcl-2 , o aumento das
proteinas proapoptoticas Bad e Bax levam ao aumento da permeabilidade da
membrana mitocondrial e libertagcdo de citocromo C, com consequente ativagdo da

cascata de caspases.

A via extrinseca induz clivagem da caspase 8 através do TRAIL (TNF related
apoptosis inducing ligand). O TRAIL esta relacionado com a via mitocondrial através

do Bid ou directamente a clivagem da caspase 8.

A caspase 9 da via intrinseca e a capase 8 da via extrinseca ddo origem a
clivagem da caspase 3, levando a apoptose. De facto, houve aumento de caspase 3

clivada detectada no imunoblotting, o que significara que ocorreu apoptose.

Um esquema do mecanismo de agdo do paclitaxel dentro da célula de

leucemia mieloide apresenta-se nos anexos (Figura AS.).

4.3 Diabetes mellitus

A diabetes mellitus ¢ uma doenga metabolica caracterizada por um aumento da

gluconeogénese, aumento da glicolise no figado e hiperglicémia sistémica (50).
A doenga esta classificada em dois tipos:

1) A diabetes tipo 1 ¢ dependente de insulina, devido a destruicao das células 3
Langerhans do pancreas, que secretam insulina (45).

2) A diabetes tipo 2 ¢ caracterizada por resisténcia a insulina, por baixa
capacidade de resposta das células a insulina, mas pode também haver

deficiente secre¢ao da hormona (50).

Hoje em dia, para a diabetes mellitus tipo 1, a injecdo diaria de insulina
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continua a ser o tratamento mais utilizado no mundo, bem como o controlo dos niveis

de glucose no sangue, exercicio fisico e alteragdes na dieta (45).

Desde o desenvolvimento da insulina em 1921 que os investigadores tentam
fazer uma formulacao eficaz de insulina oral, até hoje sem sucesso. No entanto, em
2014, uma empresa recebeu pela primeira vez aprovagao pela FDA para a fase 111 de
ensaios clinicos (58). Uma via de administragdo nao-parentérica iria minimizar os
problemas que as injegdes repetidas de insulina causam, a necessidade de esterilidade

nas preparagoes e simplificar a técnica farmacéutica (50).

As injecOoes repetidas de insulina podem causar lipoatrofia e
hiperinsulinémia periférica no tecido subcutaneo, o que pode levar a uma expressao
exagerada de crescimento celular, divisdo celular e outras respostas metabolicas

(45,50).

Uma possivel administragdo via oral apresentaria vantagens a nivel de
conforto fisico e psicologico do doente. A adesdo a terapé€utica e a qualidade de vida
também seriam extremamente melhoradas (50,58). No entanto, a via oral ndo ¢ eficaz
para a absorcao de péptidos e proteinas, pois sdao digeridas pelo trato gastrointestinal
em moléculas mais pequenas e faceis de absorver (50). Para mais, a insulina ¢ uma
proteina hidrofilica com um elevado peso molecular ( 6000 Da), o que a faz dificil de
encapsular em matrizes hidrofobicas (43). A extensa degradacdo no trato
gastrointestinal, baixa permeabilidade pelo epitélio intestinal e o efeito de primeira
passagem no figado fazem com que a insulina tenha uma biodisponibilidade oral de

menos de 1% (45,50).

Zhang et al. (2005) avaliaram em ratos diabéticos, por via oral, o potencial de
uma formula¢do de lipossomas encapsulados com insulina e revestidos com
lectinas. Realizaram estudos de comparagdo entre trés lectinas diferentes e
observaram se alguma das lectinas iria aumentar a absor¢do oral do lipossoma com
insulina. As lectinas utilizadas foram a WGA, a lectina do tomate (TL) e a aglutinina

Ulex europaeus 1 (UEA-1) (41).

As biodisponibilidades relativas dos trés lipossomas comparadas a injecao
abdominal de insulina foram respectivamente 9.12%, 7.89% e 5.37%. A formulagao
com melhor biodisponibilidade e absor¢do foi portanto a que utilizou WGA. O efeito

redutor de glucose nos lipossomas durou até 12 horas apos administragao oral. As
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biodisponibilidades continuam a ser mas face a injecdo subcutanea, mas sao melhores
que pela administra¢do oral do lipossoma sem o revestimento de lectinas. Apesar de
tudo, ¢ um grande passo a frente na tentativa de obter uma insulina oral vidvel. Os
autores concluem que talvez ao acrescentarem inibidores enzimaticos e inibidores de
proteases nos lipossomas se podera aumentar a biodisponibilidade. Ficara esta ideia

para uma possibilidade numa investigacao futura (41).

Outra formulagdo de insulina oral foi realizada por Kim et al (2005),
utilizando microparticulas biodegradaveis de alginato conjugadas com WGA. O
alginato ¢ um polimero natural e biodegraddvel com boas propriedades de matriz para
entrega de proteinas, farmacos e células. Testes in vifro com mucinas de porco
mostraram trés vezes mais interagdes com a formulacao alginato-WGA do que com a
formulacdo que s6 apresentava alginato (Figura 4.4) (59). As mucinas apresentam
acido sidlico as suas superficies que ¢ especifica para a WGA que estd conjugada com

as microparticulas (19).
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Figura 4.4 Esquema das interacdes entre as microparticulas alginato-WGA e a mucina de porco
imobilizada num biosensor de surface plasmon resonance. Monocamadas de MUA foram
depositadas na superficie de Au e reagidas com EDC e NHS para imobilizar a mucina de porco. Apos a
imobilizagdo, foram medidas as intera¢des entre as microparticulas de alginato e a mucina de porco.
Legenda: alginate-WGA microparticles: Microparticulas de alginato conjugadas com lectina WGA,
PM: Mucina de porco , EDC: 3-ethyl carbodiime hydrochloride, NHS: N-hydroxysuccinimide, MUA:
1 1-Mercaptoundecanoic acid.

(Extraido de Kim,2005 (59))
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Figura 4.5 Efeito hipoglicémico em ratos diabéticos ap6és administracdo oral de solucio de
insulina, microparticulas de alginato livres e microparticulas de alginato-WGA.
(Extraido de Kim,2005 (59))

In vivo, em ratos diabéticos, a formulagdo alginato-WGA também mostrou

maior redu¢dao na concentragdo de glucose: 4 horas ap6s a administragdo houve uma

redu¢do dos niveis plasmaticos de glucose, que duraram 8 horas (Figura 4.5).

Ja foram feitas outras tentativas para tentar produzir uma formulacdo de
insulina oral, mas outro obstaculo parece ser a produgdo em grande escala. Passar de
uma producao laboratorial a uma producao industrial depende de varios fatores como
a técnica laboratorial, temperatura, biocompatibilidade dos excipientes e solventes
organicos (58). As nanoparticulas apresentam uma reprodutibilidade dificil, o que
dificulta o seu potencial uso clinico e comercial, sendo que por enquanto ainda nao
sao consideradas a melhor solugdo para uma formulagdo de insulina oral
comercializavel (58). Outros problemas associados a varias nanoparticulas de insulina
testadas foram a ma biodisponibilidade, elevada toxicidade e diferengas elevadas de
absorcao intraindividuais. A alteracdo de caracteristicas das nanoparticulas como o
tamanho, estabilidade nos fluidos bioldgicos apds administragdo in vivo, composicao
quimica superficial e interna sdao alguns dos parametros que no futuro poderao

permitir a concretizagdo de uma nanoformulagao de insulina eficaz (45).
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4.4 Doenca de Alzheimer

O bFGF (basic fibroblast growth factor) ¢ um polipéptido que promove a
sobrevivéncia e crescimento neuronal, in vitro e in vivo. Ele modula a transmissdo
sinaptica no hipocampo e interrompe a cascada neurotdxica induzida pela beta
amiloide (Af), o que resulta na inibicdo da formacdo das placas de amiloide
envolvidas na doenga de Alzheimer. Infelizmente, a absor¢do do bFGF através da
barreira hematoencefalica ¢ muito reduzida (menos de 1%) e a sua acumulagdo nos
tecidos periféricos resulta em elevados efeitos secundarios. Por isso, ele ¢

normalmente administrado por inje¢ao intracerebroventricular (60).

A Dbarreira hematoencefalica continua a ser o maior obsticulo para o
tratamento de doengas cerebrais porque impede as moléculas grandes como os
péptidos e as proteinas de entrarem no sistema nervoso central. E composta por
células endoteliais estreitamente unidas e que tém pouco espago entre si para a
passagem de substincias. A passagem através da barreira hematoencefalica depende
bastante das propriedades da molécula e nao s6 do tamanho. Apenas as moléculas de
baixo peso molecular e moléculas lipofilicas conseguem passar, sendo que outras
moléculas importantes como a glicose sdo transportadas por proteinas especificas
(60). As células endoteliais cerebrais tém uma atividade pinocitica baixa e elevadas

concentragdes de P-glicoproteina, responsavel pelo efluxo dos farmacos (61).

A administracio intranasal ¢ uma boa alternativa ndo-invasiva que tem
possibilidades de transportar farmacos diretamente a0 SNC sem passar pela barreira
hematoencefalica. O farmaco deposita-se na mucosa nasal e migra através dos nervos

olfatorio e trigémeo até ao SNC (18).

Para o tratamento da doenga de Alzheimer em ratos, Zhang et al. (2014)
construiram nanoparticulas PEG-PLGA contendo bFGF e conjugadas com
lectinas Solanum tuberosum (STL) para administragdo via intranasal (60). A STL foi
utilizada porque tem boa tolerncia ao calor e ao ambiente 4cido-base, e possui ainda
uma baixa imunogenicidade, o que a torna boa para aplicacdes farmacéuticas. Ela
liga-se seletivamente a N-acetilglucosamina, que ¢ muito abundante na membrana
epitelial nasal. Com a STL ira ocorrer mucoadesdo e citoadesdo, seguindo-se

endocitose e transporte através do epitélio nasal at¢ ao SNC. O PEG a volta das
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nanoparticulas previne a agregacdo quando entram em contacto com a mucosa nasal.

(60).

Varias formulagdes diferentes ¢ com diferentes concentragoes foram testadas:
bFGF livre via intravenosa, bFGF livre via intranasal (i.n), bFGF em nanoparticulas
simples via intranasal ¢ bFGF em nanoparticulas contendo STLs via intranasal. A

tabela 4.2 resume todos os grupos de ratos presentes nos ensaios in vivo.

Tabela 4.2 Grupos de ratos e tratamentos recebidos.
(Adaptado de Zhang, 2014 (60))

Grupo Tratamento (durante 17 dias)

Sham ( Ratos saudaveis) Solugdo i.n salina, 20uL/dia

AD controlo (Ratos com Alzheimer) Solugdo i.n salina, 20uL/dia

IN-bFGF (20) Solugdo i.n bFGF, 20ug/kg/dia
IN-bFGF (40) Solugdo i.n bFGF, 40ug/kg/dia
IN-bFGF-NP (20) bFGF-NP i.n, 20ug/kg/dia
IN-bFGF-NP (40) bFGF-NP i.n, 40ug/kg/dia
IN-STL-bFGF-NP (20) STL-bFGF-NP i.n, 20ug/kg/dia
IV-bFGF (40) Solugdo intravenosa bFGF, 40ug/kg/dia

Apos administragdo nos grupos, o pico de concentragdo méaxima no bulbo
olfatério foi aos 30 minutos. Nos outros tecidos cerebrais foi entre 2-4 horas. A
atividade de Colina acetiltransferase (AchT), uma enzima cuja atividade reduzida ¢
associada a disfun¢do cognitiva, foi medida em todas as formulagdes experimentadas,

apresentando-se na figura 4.6.

A maior atividade de AchT foi observada nas nanoparticulas de bFGF que
contém lectinas (IN-STL-bFGF-NPs), mesmo quando foi duplicada a concentracao de
bFGF de 20 um/mL para 40 wm/mL na formulagdao sem STLs (IN-bFGF-NP (40)). As
IN-STL-bFGF-NPs obtiveram também a melhor biodisponibilidade entre todas as

formulagdes testadas, incluindo a intravenosa (60).
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Figura 4.6 Niveis de atividade de AchT no hipocampo de ratos com Alzheimer tratados com
varias preparacdes contendo bFGF. Dois grupos controlo estdo presentes, um com ratos saudaveis
(Sham) e outro com ratos com Alzheimer sem tratamento (AD Control).

(Extraido de Zhang, 2014 (60))

Os ratos com Alzheimer do grupo que foi tratado com IN-STL-bFGF-NP
demonstraram melhores capacidades de aprendizagem e memoria que 0s grupos
tratados com as outras formulagdes e que o grupo de controlo que tinha ratos com

Alzheimer e sem tratamento (60).

Nos cortes histologicos realizados (Figura 4.7), observaram-se poucas
diferencas entre as células dos ratos saudaveis ¢ a dos ratos doentes tratados com as
nanoparticulas de bFGF com lectinas. Nao houve formagao de placas AP e as células
mostraram elevada coloragdo histoquimica nos nervos colinérgicos. Ocorreu,
portanto, efeito neuroprotector das células nervosas utilizando as IN-STL-bFGF-NPs

(60).

Uma formulacao utilizando PEG-PLGA e STLs para administragdo intranasal
foi também utilizada no tratamento da esquizofrenia. Neste caso, Piazza et al
encapsularam as nanoparticulas com Haloperidol, um antipsicotico. Dado aos bons
resultados obtidos até agora, preve-se que a via intranasal sera mais explorada no

futuro como via de administracdo para evitar a barreira hematoencefalica (62).
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Figura 4.7 Cortes histologicos de ratos saudaveis e de ratos com Alzheimer tratados com
preparacées bFGF. Em A) foi feita a observacdo de placas AP e em B) a observagdo de nervos
colinérgicos.

(Extraido de Zhang, 2014 (60))

4.5 Colite Ulcerosa

A terapia normal da colite ulcerosa consiste em utilizar farmacos anti-
inflamatérios para evitar ataques agudos e induzir remissdo da inflamagdo. O
problema surge pelos elevados efeitos secundarios, pouca especificidade e
disponibilidade no sitio da inflamagdo. Isto ocorre porque os mecanismos de
libertagdo estdo relacionados com parametros fisioldgicos que ndo estdo relacionados
nem com a inflamagdo nem com a sua localizagdo (7). A colite ulcerativa resulta na
alteracdo da sintese e secre¢do de mucinas. Melo-Junior ef al. ja tinham utilizado a
WGA e LTA , que se ligam a N-acetil-glucosamina ¢ a L-fucose, como marcadores
das células inflamatdrias da colite ulcerosa (7). O WGA e LTA foram capazes de se

ligar as células inflamadas mas nao as células sauddveis da mucosa intestinal (7).

A falta de seletividade destes farmacos para com o local de atuagdo levaram

Moulari et al. (2014) a usar betametasona encapsulada em NPs revestidas com
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WGA e com PNA (Peanut agglutinin) no tratamento da colite ulcerosa (63). A
inflamacdo da mucosa gastrica estd associada a perda da integridade da barreira
epitelial. Isto vai permitir que as nanoparticulas se acumulem junto dos macréfagos e

enterdcitos, aumentando a sua exposicao junto dos receptores da inflamagao (48).

O objectivo da formulacao foi portanto o de atingir as células do sistema
imunitario que desencadeiam os mecanismos da inflamagao e exercer ai o seu efeito
terapéutico. Pensa-se que numa terapia anti-inflamatoria também se podera usufruir
do efeito EPR (Enhanced Permeability and Retention) das nanoparticulas, como
existe na terapia do cancro. O uso das lectinas face a anticorpos ¢ mais favoravel pois
os anticorpos sao instaveis no fluido intestinal e sofrem desnaturagdo proteolitica ou

dependente de pH no trato GI (63).

Moulari et al. (2014) fizeram estudos in vitro utilizando células Caco-2 e
RAW 264.7 que demonstraram que ha elevada afinidade das lectinas as células, sendo

maior nas cé¢lulas imunes ativadas que as ndo ativadas.

Nos estudos in vivo, viram que o revestimento com as lectinas aumentou a
ligacdo das NPs ao tecido inflamado e apresentava elevada estabilidade no corpo. As
nanoparticulas com PNA obtiveram uma adesdo maior ao tecido inflamado face as
que possuiam WGA. Nao ¢ de surpreender: Sabe-se que a WGA tem uma adesao
melhor ao tecido intestinal saudavel e que o PNA tem uma adesao superior ao tecido

inflamado, pois o seu sitio de ligacdo ¢ sobre-expresso no estado inflamado das

células (63).

4.6 Leishmaniose visceral

A Leishmaniose visceral, também conhecida pelo seu nome indiano kala-azar,
¢ uma doenca sistémica que ¢é letal se ndo for tratada. E causada por protozoarios do
género Leishmania, nomeadamente L.donovani, L.chagasi e L.infantum. A sua
transmissdo € feita por zoonose, antroponose ou antropozoonose (de humano para
vector e de volta a humano). O parasita infiltra-se dentro dos macrofagos saudaveis e
deposita-se no bago ¢ no figado. Os sintomas da doenca incluem febre, edema do

figado e bago, perda de peso, fadiga e anemia (64,65).
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A maior parte dos farmacos usados para tratar a leishmaniose ndo penetram
nos macrofagos infectados, havendo uma necessidade de desenvolver novos sistemas
inovadores para atingirem as células parasitadas. Ademais, a terapia convencional da
leishmaniose tem elevada toxicidade e comeca a mostrar sinais de resisténcia por
parte de algumas das estirpes parasitarias. A anfotericina B ¢ um antifngico que
possuiu boa atividade contra a doenga, o que leva a menores falhas e recaidas no
tratamento. No entanto, possui elevada nefrotoxicidade. A doxorrubicina ¢ outro
farmaco que tem atividade anti-leishmaniose visceral, mas possui no entanto uma alta

toxicidade renal e cardiaca (64,65).

Em ensaios in vitro, Gupta et al. (2017) encapsularam simultaneamente
Amfotericina B e Doxorrubicina em nanoparticulas de PLGA revestidas com
lectinas, para obterem maior afinidade para os macréfagos e para o sistema
reticuloendotelial. O tamanho reduzido das nanoparticulas leva a sua acumulacao nos
orgaos ricos em macréfagos como o bago e o figado, aumentando assim o numero de
interacoes entre as nanoparticulas e o parasita (Enhanced Permeability and
Retention). Ao ligarem-se aos receptores de manose dos macrofagos, as lectinas
aumentam o uptake e endocitose para dentro das células, tornando o efeito das
nanoparticulas ainda mais potente. A vantagem desta abordagem serd uma terapia
muito mais dirigida, com maior tempo de atuagdo, com menor dose, € , como

resultado, menor toxicidade (65).

4.7 Resposta autoimune

4.7.1 Conjugados de TP5 em nanoparticulas de PLGA com WGA

A Timopentina (TP5) ¢ um pentapéptido sintético (Arg-Lys-Asp-Val-Tyr)
que constitui o segmento 32-36 da timopoietina, uma hormona do timo que contem 49
aminoacidos. E um imunomodulador usado no tratamento de doencas autoimunes
como a dermatite atopica, artrite reumatoide, leucemia linfocitica cronica, entre
outras. Tem uma baixa permeabilidade de membrana e um metabolismo elevado no

trato gastrointestinal. A sua semivida ¢ de apenas 30 segundos, sendo necessario
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durante o tratamento injecdes ou infusdes repetidas de TPS5, o que minimiza a sua

aplicagdo e potencial clinico (19).

Yin et al. (2006) incorporaram TP5 em nanoparticulas de PLGA conjugadas
com WGA de Triticum vulgare (TP5-PLGA-WGA), no ambito de melhorar a
absorc¢ao e biodisponibilidade da TP5. O WGA liga-se especificamente a N-acetil-
glucosamina e &cido sialico presentes nas células M e nas células normais intestinais
(Figura 3.3). Utilizou-se a WGA por ter a maior afinidade para as células intestinais
humanas, colonécitos humanos e células do cancro da prostata, bem como resisténcia
ao pH acidico e degradacao enzimatica (19).Os testes in vitro com mucinas do porco
(PM) demonstraram que a conjugacdo das NPs com WGA aumentou as interacoes

entre 1.8 a 4.2 vezes mais comparado com as nanoparticulas ndo conjugadas (19).

Em um outro estudo, Yin et al. (2017) testaram a eficicia da mesma
formulacao de TP5-PLGA-WGA in vivo € ex vivo, em ratos (por administragao oral) e

em segmentos de intestino de rato.

Nos estudos ex vivo, Yin et al. (2017) utilizaram mucosa intestinal de rato com
e sem placas de Peyer para avaliar a bioadesdo da formulagdo. Os resultados obtidos
foram semelhantes nos dois tipos celulares (Figura 4.8). Isto parece indicar que
devido a baixa presenca das células de Peyer (1% das células totais da mucosa
intestinal) comparativamente aos enterocitos, estas nao vao ter grande importancias na

bioadesao e na absor¢ao das nanoparticulas (66).

0 F-NPs
F-NPs b £ WOA-F-NPs
WOA-F-NPs 800 \  (wyWoMmg NPY
(W) WOA/mg NPY) (D WOA-F-NPs
WOA-F-NPs )
(Spg WOANMG NPS)
(509 WOAIMgG NP3) v v [ wc“: F-NPs .
WOA -F- NPy 600 - Amg
(10pg WOAIMg NP) ry - o (10pg WO. NPy)

A

Interacted nanoparticles
(pg/g of intestinal segment

Jejunum ileum
Figura 4.8 Interacio de TP5-PLGA e TP5-PLGA-WGA com o jejuno e ileon. Em a) Células sem
placas Peyer e b) Células com placas de Peyer. Foram utilizadas NPs ligadas a TP5 (F-NPs) e NPs
conjugadas a lectinas WGA e ligadas a TP5 com 3 concentragdes de WGA: lug WGA/mg NPs, Sug

WGA/mg NPs e 10ug WGA/mg NPs.
(Extraido de Yin,2007 (34))
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Conforme a figura 4.8, foi observada uma interagdo ligeiramente menor no
ileon que no jejuno. Isto podera ser devido a uma diminuicdo progressiva da
concentracdo de mucina ao longo do trato intestinal, levando a menor mucoadesao

(66).

Os estudos de farmacodinamica in vive mostraram que a distribui¢ao da TP5-
PLGA-WGA foi maioritariamente nos intestinos delgados. A TP5-PLGA-WGA
obteve também uma bioadesdo intestinal aumentada, niveis circulatorios sanguineos

elevados e atividade anti-fagocitaria (Fig A4.) (66).

Existe uma correlagdo entre a quantidade de WGA presente nas
nanoparticulas e a absorcao intestinal: o aumento em 10 vezes da concentracdo de
WGA (de 1ug WGA/g NPs para 10ug WGA/g NPs) nas nanoparticulas aumentou a
absor¢ao ocorrida em 2.9 vezes (Figura 4.8). Isto diz-nos que, apesar de ser necessaria
uma concentracao minima de WGA para acontecer absor¢ao intestinal, uma densidade
de WGA muito alta ndo resulta necessariamente em uma grande variagao de absor¢ao

(66).

A conjugacdo de WGA nas particulas de PLGA foi assim provada ter
melhorado a absor¢cdo oral da timopentina, sendo uma prospectiva futura para

melhorar a terapéutica imunosupressora (66).

4.8 Infecoes bacterianas

O desenvolvimento de resisténcias microbianas a farmacos ¢ um dos maiores
problemas de satde publica no século XXI. Para além dos antibidticos classicos, ja
tém sido desenvolvidas novas estratégias no sentido de combater a diminui¢do de

eficacia desses farmacos (67).

Jayanthi et al. (2017) avaliaram a capacidade antimicrobiana e antibiofilme de
nanoparticulas de prata revestidas com lectinas purificadas de caranguejos Portunus

pelagicus, tendo sido obtidos bons resultados (67).

As lectinas presentes nos crustdceos tém sido apontadas em estudos como
tendo diversos papéis na sua imunidade inata e reconhecimento de patdgenos. As

nanoparticulas de prata apresentam atividade antifungica e potenciam a atividade
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antibacteriana de outras moléculas (67).

Foram realizados ensaios in vitro em bactérias gram-positivas (P.vulgaris e
P.aeruginosa) e gram-negativas (E.faecalis ¢ B.pumilus). As atividades inibitérias
foram comparadas entre as AgNPs (nanoparticulas de prata) conjugadas com lectinas,

um controlo, a lectina isolada e o nitrato de prata (Figura 4.9) (67).
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Figura 4.9 Atividade antibateriana da lectina, nitrato de prata e nanoparticulas de Ag revestidas
por lectinas em varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
(Extraido de Jayanthi, 2017 (67))

As AgNPs revestidas com lectinas demostraram efeitos inibitorios superiores
ao nitrato de prata e a lectina isolada. Jayanthi et al. também constataram uma
redu¢do na produgdo de biofilme, usando as nanoparticulas com lectina. De facto, a
producao de biofilme ¢ ajudada pelo glicocélice das bactérias. A Figura 4.10 mostra o
mecanismo de ac¢do: A formulagdo penetra dentro do biofilme, exercendo dispersao e

libertacdo da bactéria , que depois esta livre para se ligar a lectina (67).
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Figura 4.10 Mecanismo de acdo das nanoparticulas de Ag revestidas com lectinas.
(Extraido de Jayanthi, 2017(67))
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Figura 4.11 Inibicdo de crescimento bacteriano induzido pelas AgNPs revestidas com lectinas em
varias bactérias.
(Extraido de Jayanthi, 2017(67))

A concentracdo minima inibitoria das AgNPs revestidas com lectinas foi de

100 pg/ml (Figura 4.11). A atividade redutora de biofilme foi observada a partir de 50
pug/ml (67).
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S Aplicacoes de nanoparticulas conjugadas com

hidratos de carbono

Os hidratos de carbono tém ganho atencdo como ligandos devido ao seu peso
molecular pequeno, alta biodisponibilidade, biocompatibilidade e facilidade de
producdo. Os seus alvos geralmente sdo as lectinas que estdo expressas de maneira
diferente ou em excesso na membrana celular e intracelular. Muitos hidratos de
carbono como a manose, glucose, galactose e seus derivados ja estdo a ser

considerados como potenciais ligandos em matrizes de nanoparticulas dirigidas (40).

Apresentam-se agora alguns casos em que se utilizaram hidratos de carbono

como ligandos das nanoparticulas.

5.1 Resposta imune descontrolada

As respostas imunitarias indesejadas podem ocorrer em varias situagdes como
no caso da doenca autoimune, na rejeigdo de transplantes de orgdos, nas alergias e
ap6s administragdo de antigénios terapéuticos como por exemplo proteinas
recombinantes ou anticorpos monoclonais. Os imunosupressores t€ém uma atuacao
muito generalizada que pode comprometer a imunidade geral do organismo. Para

além disso, t€ém de ser aplicados em regimes de administragdo crénica (68).

Uma alternativa desejavel, mais eficaz e segura, ¢ induzir uma tolerancia
imunitaria que seja especifica a um antigénio. Nas abordagens praticadas até agora,
essa inducdo ¢ geralmente feita pela inibigdo dos linfocitos T especificos ao antigénio.

A 1nibigdo ¢ feita ou por anergia dos linfocitos T ou por inducdo dos linfocitos T
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reguladores ( uma subpopulacdo de células T que mantém a tolerancia a antigénios
"self") (68).

Pang et al. (2017) apresentaram uma estratégia diferente envolvendo os
linfécitos B. Os linfocitos B sdo os precursores das células B plasmaticas que sao

secretoras de anticorpos. Ao serem os linfocitos B os alvos terapéuticos, teremos uma

maneira mais direta de induzir tolerancia humoral aos antigénios desejados (68).

As células B expressam dois co-receptores inibitorios da familia das Siglecs: o
CD22 e o Siglec-G (Siglec-10 nos humanos). Ao apresentar as células B um antigénio
(que se queira induzir tolerancia) associado a ligandos do CD22 ou Siglec-G ira

ocorrer:

1) inibicdo da ativacao dos linfocitos B.
2) apoptose das células B reativas ao antigénio escolhido.
3) Diminui¢do das células B memodria reativas a esse antigénio no organismo

(68).

Foram entdo sugeridos por Pang et al. (2017) os "Siglec-engaging tolerance-
inducing antigenic lipossomes" (STALS), ou seja, lipossomas que se ligam a Siglecs e
que induzem tolerancia imunoldgica a um antigénio presente no lipossoma. O ligando
utilizado foi o a2-6-linked sialic acid. Ao injetarem os ratos com STALs, ocorre a

prevengdo de uma subsequente reacao imunologica pelos linfocitos B (68).

Por exemplo, os STALs formulados com Ara h 2, o maior alergénio
proveniente do amendoim, ja tinham sido demonstrados proteger em ratos a
sensibilizacdao e desenvolvimento de respostas alérgicas a amendoins. Isto porque as
STALSs tém a capacidade de prevenir respostas por parte de anticorpos mediados por

células B em ratos naive (68).

No entanto, em humanos a resposta imunitaria ¢ dada ndo so por linfocitos B
mas também pela mediacdo B e T. Isto levard as STALs a causarem uma expressao
excessiva de linfocitos Ty. Para ajudar nesse aspecto, foi acrescentado nas STALs
rapamicina, um farmaco imunomodulador que inibe 0 mTOR (mechanistic target of

rapamycin) e induz a paragem do ciclo celular em células T e B (68).

Foi testada por Pang et al. (2017) a capacidade dos STALs com rapamicina
induzirem a tolerancia a ratos previamente sensibilizados com um antigénio (Figura

5.1). Apesar de ndo ter sido conseguido prevenir completamente uma resposta pelas
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células memoria, houve uma redugao visivel da resposta imunitaria descontrolada face

aos ratos nao tratados (68).

STALs STALs+RAPA Key
CD22 ligand Antigen
()  Rapamycin ~—  PEG-lipid
Cholesterol Liposome

Figura 5.1 Esquema das nanoparticulas de STAL e STAL+Rapamicina.
(Extraido de Pang, 2017(68))

5.2 Cancro

Os tratamentos atuais para o cancro sao muito invasivos ou intrusivos, através
de cirurgia, quimioterapia ou radioterapia. Apesar destes tratamentos terem
capacidade de atingir e matar células cancerigenas, atingem também as células
normais, causando efeitos secundarios. Os efeitos secundarios sdo muito negativos

para os doentes e pioram bastante a sua qualidade de vida (33).

As células neoplasicas expressam um elevado numero de receptores na sua
superficie, incluindo lectinas, que tém afinidade para hidratos de carbono. Estas
lectinas de membrana sdo um possivel "alvo" por parte de novas formulas
farmacéuticas, visto que o padrao de glicosilagdo das células malignas ¢ diferente das

células normais (69).

Por exemplo, Jain et al. (2015) utilizaram nanoparticulas lipidicas solidas
ancoradas com galactose para aumentar a doxorubicina nas células alvo tumorais. A
doxorubicina tem efeito antitumoral intercalando-se com DNA ou DNA
topoisomerase II, levando a interrupgao do ciclo celular. Mas, possui também elevada
cardiotoxicidade. Ao colocar a doxorubicina dentro de uma nanoformulagdo, os

efeitos adversos sdo atenuados por haver entrega seletiva as células cancerigenas (69).
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Seguem-se agora algumas aplicacdes especificas em varios tipos de cancros.

5.2.1 Cancro da proéstata

O método de deteccao standard para o cancro da prostata ¢ o PSA (Prostate
specific antigen). No entanto, este apresenta uma baixa especificidade, pois também
esta presente em niveis altos em doentes com hiperplasia benigna da prostata. Isto
poderé levar ao tratamento de doentes que ndo apresentam cancros malignos ou que

estejam em fase muito cedo da doenca (70).

Vaillant et al. (2015) aproveitaram a sobre-expressao de uma lectina de
membrana presente em células do cancro da préstata, a M6PR (mannose 6-
phosphate receptor), para fins de diagnostico e tratamento através de terapia

fotodinamica (70).

A terapia fotodinamica ¢ um tipo de tratamento que utiliza um agente foto-
sensibilizador que quando exposto a uma frequéncia de luz particular, produz
oxigénio que destroi as células. Este agente ¢ absorvido por todas as células do corpo
mas tem maior afinidade pelas células cancerigenas. Entre 24 a 72 horas apos a
injecdo do agente foto-sensibilizador, o tumor € exposto a frequéncia de luz, causando
a libertacdo de oxigénio molecular e consequente morte celular. A terapia
fotodinamica tem a capacidade de destruir ou reduzir o tamanho dos tumores e de
danificar os seus vasos sanguineos, dificultando a absor¢ao de nutrientes necessarios

ao crescimento e metastase (71-73).

O M6PR ¢ por vezes descrito como sendo um supressor antitumoral, por
apresentar niveis reduzidos nos ovarios, figado e pulmdes. Mas, recentemente,
anticorpos anti-M6PR foram identificados no soro de 30% dos doentes que tém

cancro da prostata (70).

Para descobrirem se podem usar o M6PR como alvo terapéutico, Vaillant et
al. (2015) realizaram primeiro uma analise do nivel de expressdo de M6PR (com
recurso a anticorpos anti-M6PR) em tecidos de 126 doentes com cancro prostatico.
Estes valores foram depois comparados com os dos tecidos de 39 prostatas saudaveis

(Figura 5.2) (70).
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Figura 5.2 Expressao de M6PR em células normais e cancerigenas da préstata.
(Extraido de Vaillant, 2015 (70))

A sobre-expressao de MOPR estd presente em 84% dos 126 tecidos
cancerigenos, ¢ nao ha expressao em tecidos normais ou de hiperplasia benigna da
prostata. Ocorreu também sobre-expressdao em tecidos cujo cancro ainda estava fase
inicial. Os resultados obtidos sdo muito positivos para empregar o M6PR como alvo

terapéutico (70).

Vaillant et al. (2015) sintetizaram um hidrato de carbono complementar
para o receptor M6PR (M6C) e colocaram-no a superficie de nanoparticulas de
silica mesoporosas (MSNs) encapsuladas com dois foto-sensibilizadores para uso em
terapia fotodindmica (MSN-NH,-1PS e MSN-NH,-2PS) (70). O M6C ao ter uma
afinidade muito elevada para o M6PR, vai permitir que as nanoparticulas sejam
endocitadas apenas pelas células cancerigenas (70). Os ensaios in vitro foram depois

realizados nas linhas celulares de cancro prostatico LNCaP.

Os MSN-NH,-1PS ¢ MSN-NH,-2PS causaram 96% e 55% de morte celular,
respectivamente, nas linhas celulares LNCaP. A MSN-NH»-1PS mostrou 75% de
morte celular em culturas de células primarias isoladas de doentes, mostrando uma

excelente eficacia (70).

5.2.2 Carcinoma hepatocelular

A lectina hepatica asialoglicoproteina receptora (ASGPR) ¢ sobre-
expressa no carcinoma hepatocelular, existindo cerca de meio milhdo de ASGPRs por
cada hepatocito. Em outras zonas do corpo nao existe muita expressao de ASGPR

(74).
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Muhammad et al. (2016) desenvolveram nanoparticulas PLGA revestidas
de galactosamina e encapsuladas com Pt'” e a-TOS para atingir a sobre-expressio
de receptores ASGPRs no cancro do figado, dando origem a uma respostas mais

especifica e menos toxica que utilizando terapia a base de platina isolada (75).

Pensa-se que o efeito antitumoral da a-TOS vem da inibicdo das proteinas
antiapoptoticas Bel-xL/Bcl-2 ou na geracao de espécies reativas de oxigénio (ROS).
No entanto, a a-TOS ¢ susceptivel a esterases, tendo uma baixa estabilidade e
retencdo no corpo. A sua aplicagdo em nanoformulagdes ira reduzir o seu contacto
com as esterases, aumentar a biodisponibilidade ¢ dar um efeito sinérgico a Pt'" (75).
A galactosilagdo do PLGA permite aumentar o uptake por parte das células

cancerigenas, visto que sao as que expressam em maior nimero o ASGPR (75).

Pranatharthiharan et al. (2017) realizaram outra nanoformulacdo que tem
como alvo os receptors ASGPRs no carcinoma hepatocelular. Utilizaram
nanoparticulas Polyethersulfone (PES) encapsuladas com doxorubicina e
revestidas com pullulan. O pullulano ¢ um polissacarido que ndo ¢ toxico,
imunogénico, mutagénico, cancerigeno e que tem afinidade para as ASGPRs. E uma

hipdtese futura em novas nanoparticulas que tenham como alvo os ASGPRs (74).

5.2.3 Evasao do sistema mononuclear fagocitario

Um dos maiores desafios no diagnéstico e terapia do cancro com recurso a
nanoparticulas ¢ conseguir evadir o sistema mononuclear fagocitario. Um dos
reguladores dos fagdcitos que poderdo permitir as nanoparticulas evitarem a

fagocitose ¢ o acido sialico (76).

O acido sialico liga-se a receptores imunosupressores Siglecs expressos pelas
células 1munes inatas e ativa um receptor intracelular chamado ITIM
(immunoreceptor tyrosine-based inhibition motif) que medeia sinais inibitorios
através de tirosina fosfatases (SHP-1 e SHP-2). O acido sialico ¢ também reconhecido
como se fosse um marcador "self"” pelo fator H ( um regulador do sistema do
complemento) e inibe a ativagdo do complemento pela fragmentagao C1q/C3b (76).
As células tumorais apresentam sobre-expressao de lectinas a sua superficie celular,

sendo que algumas t€m afinidade para com o acido sialico (76).
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A utilizagdo de marcadores do "self” para uma circulacdo sistémica
prolongada ¢ uma nova abordagem terapéutica que se tem desenvolvido nos ultimos
anos. Sabendo isto, Kim et al. (2017) desenvolveram AuNPs (nanoparticulas de ouro)
conjugadas com acido sialico com o objectivo de evitar o sistema fagocitario e atingir
melhor as células tumorais. Realizaram estudos in vitro e in vivo comparativos com

AuNPs nao modificadas.

In vitro, as NPs revestidas de acido sialico facilitaram a inibi¢do da ativacao
do sistema imunitario e tiveram menos uptake pelas linhas celulares de macrofagos

(Figura 5.3).
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Figura 5.3 Esquema mostrando diferenca entre AuNPs nio modificadas e AuNPs modificadas
com acido sialico. O acido sidlico impede a fagocitose das AuNPs.
(Extraido de Kim, 2017 (76))

Nos ensaios farmacocinéticos in vivo, constataram que as NPs conjugadas com
acido sialico vao permanecer mais tempo no sistema circulatério sanguineo e vao ser
capazes de atingir mais especificamente o tumor pela interagdo com as lectinas sobre-
expressas. Apesar de ficarem por maior tempo no sistema circulatorio, devido a
inibicao imunitaria, as AuNPs com 4cido sidlico vao evitar a acumulacdo em 6rgaos
fagocitarios como o bago e o figado (Figura 5.4). A acumulacdo no tumor das AuNPs
conjugadas ao acido sialico era duas vezes mais que utilizando AuNPs nao-
conjugadas. O tratamento com este tipo de nanoparticulas inovadoras nao mostrou

citotoxicidade aparente. (76).
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Figura 5.4 Distribuicdo in vivo das AuNPs a) AuNPs nao modificadas e b) Modificadas com éacido
sidlico. a) ¢ fagocitado e apenas uma quantidade pequena chega as células tumorais. b) escapa ao
sistema reticuloendotelial e atinge as células tumorais.

(Extraido de Kim, 2017 (76))
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6 Lectinas encapsuladas em nanoparticulas

Para além das suas capacidades como mucoadesivos, as lectinas apresentam
atividade antitumoral que vem da sua ativacao das vias da apoptose (5). A lectina da
Cratylia mollis (Cra), que pertence a classe de lectinas que se ligam a
manose/glucose, ¢ proveniente das sementes de uma planta do norte do Brazil
(Camaratu bean). A Cra ¢ um agente imunomodulador capaz de induzir repostas
pela Thl e Th17, IL-1§, IL-6, IFN-y, TNF-a e NO (77). Esta lectina tem elevada
afinidade para tecidos malignos de cancro mamario, uterino e cerebral. No entanto,

apresenta uma atividade citotéxica contra células Hep-2 e hepatoxicidade (78).

Apesar do potencial antitumoral desta lectina, existe a possibilidade da sua
degradacao em fluidos bioldgicos, acdo nao desejada em outros tecidos e a
necessidade de doses frequentes para manter o efeito terapéutico. As nanoparticulas,

através do efeito de EPR, sdo capazes de potenciar o efeito da Cra (78).

Andrade et al. (2004) estudaram a atividade antitumoral de lipossomas

encapsulados com Cra em ratos com Sarcoma-180 (Figura 6.1) (78).

Os tumores sofreram uma reducdo significativa com tratamentos de Cra.
Utilizando os Lipossomas com Cra, correu uma inibicdo de 71% do Sarcoma 180
implantado. Este valor foi 30% melhor que utilizando Cra livre. O peso dos animais
foi também menor apds o tratamento com Lipossomas com Cra do que com Cra livre,
sugerindo que ocorreu maior reducao do tamanho e massa dos tumores (Figura 6.1)

(78).

72



80 -
70 4
60 4
w -
Tumor
inhibition (%) 401
30 -
20 4
10 4
0
(a) liposomes solution liposomes
36 r -
~&- Control P
S 35 4 -@- Empty liposomes T /
~ 34 4 |~#% Free Cra solution R —
= | -@— Cra-loaded liposomes | _a
o 33 4 '___,4-"'
$ 32 .
® 31 4 - —.—
E ~—
-E 30 ; .
< 29 4 ——
28 T L) Ll Ll L Ll Ll Ll
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(b) Time (days)

Figura 6.1 Avaliacdo do efeito de Cra livre em solucio e de Lipossomas encapsulados com Cra
em ratos com Sarcoma 180. Os regimes de tratamento com Cra livre e com Lipossomas-Cra foram de
7mg/kg cada dia durante 7 dias em 10 animais por grupo. O grupo controlo recebeu uma solugdo salina
e um grupo recebeu lipossomas vazios (sem Cra). A atividade de Cra foi avaliada por a) inibi¢do
tumoral comparativamente ao grupo controlo e b) Peso corporal do animal tratado.

(Extraido de Andrade, 2004 (78))

Pensa-se que o Cra estimula o sistema imunitario dos animais ao ativar as

células envolvidas na imunidade antitumoral.

A hepatoxicidade do Cra foi avaliada por Andrade ef al. e ndo foi detectada
nenhuma toxicidade nos animais tratados com Lipossomas com Cra. No entanto, nos
animais tratados com Cra livre, foi revelada uma infiltragdo linfocitica no figado.
Pode-se concluir que o lipossoma reduziu a citoxicidade e aumentou o efeito

terapéutico da lectina (78).
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7 Outras aplicacoes de nanoparticulas com

interacoes lectina-hidrato de carbono

Para além das aplicagdes nas diversas patologias apresentadas anteriormente, a
ligacdo entre lectinas e hidratos de carbono podera ser explorada para fins de
diagnostico(79—81) ou mesmo como espagadores em microarranjos (82). Seguem-se

alguns exemplos de outras utilizagdes utilizando nanoparticulas.

7.1 Deteccao de bactérias

As lectinas comeg¢am a ser utilizadas na area de detec¢do de bactérias
patogénicas. A deteccdo de bactérias ¢ essencial para o controlo de qualidade de
comida ou agua e ¢ um procedimento essencial em microbiologia clinica (80). O
standard para a deteccdo bacteriana continua a ser a realizagdo de culturas,
imunoensaios ELISA, PCR e técnicas microscopicas. Mas, apesar de sensiveis e
fidveis, estes métodos sdo caros, morosos e requerem bastante trabalho manual (81).
Para além disso, estes métodos nao sdo possiveis de ser aplicados para uma detec¢ao
geral de patogenos bacterianos sem identificacdo: sao métodos que visam identificar
bactérias especificas (80,81). Existem tiras para deteccdo bacteriana em amostras de
urina que funcionam através da redugdo dos nitritos pelo azoto da bactéria. No
entanto, muitas bactérias patogénicas nao apresentam atividade redutora de nitritos

(80).

Surge entdo a necessidade de se desenvolverem métodos automaticos e

rapidos para a andlise inespecifica de bactérias patogénicas (screening tests) (81).
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Geralmente, as bactérias usam os hidratos de carbono na sua superficie celular para
ligacdo célula-célula e consequente invasdo (83). Nos casos apresentados a seguir,
essas ligagdes sdo exploradas através das lectinas em nanoparticulas para obtencao de

melhores métodos de detecgao.

7.1.1 Biosensores 3D de nanoarranjos de ZnO

Zheng et al. (2017) ligaram lectinas Concanavalina A (ConA) a superficie de
biosensores ZnO-NR (ZnO nanorod arrays) numa interface nano-3D biologica para a
deteccdo inespecifica de bactérias (Figura 7.2). As lectinas ConA extraidas da
Canavalia ensiformis ligam-se a manose e glucose dos polissacaridos presentes na
superficie da parede bacteriana e sdo aqui usadas como o '"elemento de

reconhecimento" do biosensor 3D (Figura 7.1).

) g’ ) ¢’ . 3 .1
M - B -
- -

Figura 7.1 Construcio e mecanismo de acio do biosensor 3D. O biosensor 3D ¢é conjugado com
ConA. Posteriormente, a BSA (Albumina de soro bovino) ¢ adicionada a superficie para inibir as
adsor¢des ndo-especificas. Apos estar preparado, o biosensor ¢ feito reagir com as bactérias, cujos
hidratos de carbono se ligam a ConA. A deteccdo bacteriana é depois feita por microscopia de
fluorescéncia.

(Extraido de Zheng, 2017 (84)).
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Figura 7.2 Imagens do biosensor ZnO-NR em microscopio de varimento eletrénico.
a) e b) correspondem a vista de cima e c) a vista de lado.
(Extraido de Zheng, 2017 (84))

As lectinas apresentam neste ensaio uma grande vantagem face aos anticorpos,
por terem menor tamanho e uma rapida aglutinagdo com o hidrato de carbono. As
interfaces nano-3D biologicas apresentam uma elevada eficiéncia de captura face a
métodos 2D em que o substrato estd numa superficie lisa (Figura 7.2). Foi escolhida a
E.coli para detec¢ao no modelo experimental do biosensor 3D. O limite de deteccao
de E.coli obtido foi baixo ¢ a gama de deteccdo da concentracdo foi elevada (de
1.0x10% até 1.0x10” cfu/mL). As interfaces nano-3D biolégicas mostram assim um

grande potencial futuro para anélise bacteriana (84).
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7.1.2 Detecao inespecifica de bactérias por microarray de anticorpos IgGs com

AuNP-RCA-ConA

Gao et al. (2010) desenvolveram outro método para deteccdo inespecifica de
bactérias que consiste em utilizar um microarray de anticorpos IgGs imobilizados e,
como sondas, AuNPs conjugadas com lectinas RCA (Ricinus communis agglutinin) e
ConA. A tecnologia de microarray ¢ normalmente utilizada para detectar niveis de
expressao génica nos pontos microscopicos de DNA presentes no chip (DNA chip),
genotipagem, mapeamento de DNA, ligacdo de proteinas, mas recentemente tém-se
usado outros tipos de moléculas imobilizadas nas placas. Uma grande vantagem deste
tipo de ensaio ¢ poder-se fazer um elevado nimero de testes em escala pequena e

automatica (81).

ApoOs a interacao das bactérias com o IgG, as nanoparticulas sao ligadas a
bactéria. E possivel que multiplas IgGs estejam ligadas a uma sé bactéria, o que
aumenta a for¢a de ligagdo. Para amplificar o sinal de leitura 6ptico, € acrescentado
Ag’ porque as nanoparticulas de Au tém uma pobre dispersdo de luz devido ao seu
tamanho ser inferior a 40nm. Apos tudo isto, procede-se a deteccdo por resonance
light scattering (RLS) (Figura 7.3) (81).

White Light
RLS ”l RLS

Ag'
.
“\Y

@ =.¢% ’—.J NP

RLS, resonant light scattering; HQ, hydroquinone

3\
Y, 1gG; @@, bacterium; ’# RCA/ConA conjugated gold nanoparticle

Figura 7.3 Funcionamento do microarray com IgG e AuNPs-RCA/ConA.
(Extraido de Gao, 2010 (81))

Esta técnica possibilitou diferenciar bactérias Gram negativas, Gram
positivas e fungos. O tempo necessario para realizar multiplas andlises foi apenas 15

horas e obteve-se um limite de detec¢do baixo (81).

77



A lectina ConA liga-se apenas a bactérias Gram-negativas ¢ a RCA liga-se a
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Foi possivel também detectar as
interacoes de dois antibidticos (amoxicilina e vancomicina) que foram introduzidos
em diferentes concentragdes no microarray com as bactérias: As concentragdes

crescentes de antibacterianos levavam a menor intensidade de RLS (81).

7.1.3 AuNPs com WGA e LCA com deteccio por fotometria

Mikaelyan et al. (2017) usaram WGA e aglutinina de Lens culinaris (LCA)
em nanoparticulas de prata para a deteccdo de bactérias Gram-negativas (E.coli) e

Gram-positivas (S.aureus) por ensaios fotométricos (Figura 7.4).

A WGA mostrou a maior sensibilidade entre as duas lectinas: 10° células/mL
em bactérias Gram-positivas e 3x10° células/mL em Gram-negativas. Esta
sensibilidade maior para as bactérias Gram-positivas deve-se a composicao da sua
parede celular que possui uma estrutura proteoglicana espessa constituida em 95%
por: mucopéptidos (que contem acido sidlico e N-acetilglucosamina), glicopéptidos e

mureina.

Os peptidoglicanos apresentam um esqueleto (backbone) constituido por
acido N-acetilmuramico e N-acetilglucosamina, que sdo ligandos das lectinas (79). Por
1sso, as bactérias Gram-positivas apresentam melhor interagdo com as lectinas (80).
As bactérias Gram-negativas apresentam apenas 5-10% de peptidoglicanos na sua

parede celular e assim, menores interagdes com a LCA (79).

Figura 7.4 Imagem de microscopia electréonica de transmissao. As AgNPs com lectinas agregam
apos interagirem com a bactéria (St.aureus).
(Extraido de Mikaelyan, 2017 (80))
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7.2 Espacadores

A imobilizagdo de células inteiras ¢ 1Util na industria alimentar, na
farmacologia e na biocatalise celular, porque as células apresentam todos os seus co-
factores e enzimas intactas. As células livres sdo instaveis em solucdo e dificeis de
reciclar, o que dificulta a separacdo e purificagdo dos produtos obtidos pela catalise.
Ao imobilizar a célula inteira, podemos ultrapassar essas limitagdes ao permitir a sua
reutilizagdo e facilitar assim o processo de catdlise. No entanto, ainda ndo se
encontrou uma técnica que mantenha ao maximo a integridade da célula com um

custo aceitavel (82).

Zhuang et al. (2017) usaram ConA como espagador na imobilizagdo de células
E.coli recombinantes inteiras a superficie de nanoparticulas magnéticas Fe;O4 (Figura
7.5) . A ConA, ao ter afinidade para os residuos de mannose da superficie da E.coli,
facilita a imobilizacdo a nanoparticula magnética. A ConA apresenta boa
biocompatibilidade e ndo afeta a atividade das enzimas celulares, sendo promissor no

futuro para uso em catélise celular e como biosensor (82).
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Figura 7.5 Esquema da preparacio da matriz e da imobilizagdo celular. As nanoparticulas de
Fe;04 foram adicionadas dopamina, pois o grupo funcional residual de quinona da dopamina é reativa
para com os grupos nucleofilicos amina da ConA, formando uma ligagdo covalente. Apds a preparacio
da matriz, ela ¢ feita reagir com a E.coli, onde se vai ligar aos seus residuos de manose.

(Extraido de Zhuang, 2017 (82))
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8 Toxicologia das nanoparticulas

A maior parte dos estudos de investigacdo envolvendo nanoparticulas apenas
se focam em obter uma reducao da toxicidade do principio ativo encapsulado, sendo
que a possibilidade de acdo toxica por parte do vector ndo ¢ considerada.
Especialmente em nanoparticulas que ndo sdo degradaveis ou se degradam
lentamente, poderd acontecer acumulacdo de residuos apdés o tratamento que
desencadeiam toxicidade local ou sistémica (18). Um dos desafios da atualidade ¢
ainda descobrir se existem perigos associados ao uso de nanoparticulas, pois ha muito

pouca informagao acerca do assunto.

O tamanho reduzido das nanoparticulas potencializa a sua capacidade de
atravessar varias barreiras fisicas do corpo, sendo que poderdo passar a barreira
hematoencefalica ndo propositadamente ou acumularem-se no figado e baco. A escala
nano também permite facil acesso ao interior das células e de varios compartimentos

incluindo o nucleo, podendo dar origem a efeitos nefastos (18).

Os 4 mecanismos possiveis de toxicidade pelos componentes das

nanoparticulas sdo:

-Toxicidade quimica por um dos constituintes da NP que tenha o0 mesmo mecanismo

de acdo que o principio ativo encapsulado.
-Toxicidade devido a produtos de degradacao.
-Toxicidade devido a endocitose da nanoparticula.

-Lise da membrana celular (18).
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A imunogenicidade de certas lectinas também limita o seu uso como ligandos.
Em alguns casos, ¢ possivel construir ¢ usar mimeéticos dessas lectinas para reduzir

posiveis efeitos secundarios (4).

No futuro, aquando do desenvolvimento de uma nova formulacao, deveriam se
realizar ensaios adicionais para caracterizar uma possivel toxicidade das

nanoparticulas vazias, bem como estudos de farmacocinética e distribui¢ao (18).
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9 Conclusoes

Nesta monografia foram abordadas as nanoparticulas conjugadas a lectinas e
conjugadas a hidratos de carbono. A alta afinidade da ligacdo lectina-hidrato de
carbono melhora significativamente as caracteristicas das nanoparticulas de realizar
mucoadesao gastrointestinal e citoadesao as células-alvo. Isto permite uma extensa
aplicacdo em varias doengas, onde se pode usar a ligacao lectina-hidrato de carbono
para aumentar a absor¢do intestinal, para dirigir a nanoparticula a sua célula-alvo e

para reduzir a dose e/ou tempo de tratamento.

No cancro, a aberracao glicomica presente nas superficie das células tumorais
apresenta uma ligagdo com elevada especificidade e afinidade para com as lectinas
presentes a superficie das nanoparticulas. As nanoparticulas revestidas por lectinas
sdo capazes de encontrar as células malignas e se ligarem a elas por ligacdes
glicosidicas, sofrendo endocitose e libertando o farmaco encapsulado para dentro do
citosol. Até o farmaco encapsulado chegar ao seu alvo, as nanoparticulas conjugadas
com lectinas protegem-no do meio enzimatico e acidico do trato gastrointestinal,
evitando a sua degradacdo, podendo ainda evitar o sistema mononuclear fagocitario.
Deste modo, o farmaco apenas sera acumulado nas células-alvo tumorais e ndo ira
causar efeitos citotoxicos nos tecidos saudaveis do corpo, evitando efeitos secundarios
e toxicidade sistémica. Para além de serem conjugadas a lectinas, as nanoparticulas
podem também ser conjugadas a hidratos de carbono. Utilizando nanoparticulas
conjugadas a hidratos de carbono, os seus alvos sdo as lectinas aberrantes expressas

pela células tumorais.

As formulagdes com nanoparticulas conjugadas a lectinas podem ser
administradas por varias vias como a intravenosa, oral, intranasal e pulmonar. A

barreira hematoencefalica continua a ser uma barreira poderosa a administracao de
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farmacos com atuacdo no SNC. No entanto, as nanoparticulas conjugadas a lectinas
sao uma possivel solugdo, escapando a barreira hematoencefalica pela absor¢do via

intranasal.

A ligacao glicosidica ¢ também usada em métodos de diagndstico por ser
especifica de receptores expressos pelas células malignas e bactérias. O uso de
nanoparticulas conjugadas a lectinas permite que essa ligagdao glicosidica seja mais
facilmente conseguida, pois o reduzido tamanho e elevada area de superficie das

nanoparticulas aumenta a capacidade da lectina de se ligar as células-alvo.

As nanoparticulas conjugadas com lectinas apresentam uma elevada
capacidade de "personaliza¢dao", havendo um elevado numero de nanoparticulas,
lectinas e ligandos complementares que podem ser utilizados. Isto torna-as uma
possivel opcdo de tratamento para muitas patologias para além daquelas aqui
abordadas. As perspectivas futuras das nanoparticulas conjugadas a lectinas sdo muito
positivas, sendo talvez uma possivel concretizagdo do sonho de Paul Ehrlich de

finalmente se obter uma "bala magica".
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Figura Al. Inducéo de apoptose nas células cancerigenas pelas lectinas de plantas.
(Extraido de Fu, 2011 (5))
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A2.

Lectinas Tipo C

Tabela A2. Subgrupos das lectinas Tipo C.
(Adaptado de Zelensky, 2005 (15))

Grupo

I
I

IV

VI

vl

VIII

IX

XI
X1
XTI
X1V
XV
XVI

XVII

Nome

Lecticanos

Asialoglicoproteina e receptores DC
Colectinas
Selectinas
Receptores das células NK
Multi-CTLD endocytic receptors

Grupo Reg

CHODL, LAYN
Tetranectina
Policistina
Atractina
EMBP
DGCR2
Trombomodulina, CD93, CD248
Bimlec
SEEC

CBCP/Frem1/QBRICK
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Dominios associados

Epidermal Growth Factor (EGF),
Sushi, Ig e Link

Nenhum
Nenhum
Sushi e EGF
Nenhum
FnlI e Ricina
Nenhum

Nenhum

Nenhum
WSC, REJ, PKD
PSI, EGF CUB
Nenhum
Nenhum
EGF
Nenhum
SCP e EGF

Repeticoes CSPG e dominio CalX-f8



A3. Nanoformulacoes

Biodegradable polymers

Metals

Solid lipid

Nanostructured lipid carrier

Nanotubes

Fullerenes

1T

Figura A3. Diagrama dos principais tipos de nanoestruturas utilizadas como sistemas de entrega
de fairmacos.
(Extraido de Andronescu, 2007 (21))
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Figura A4. Distribuicfo in vivo em tecidos de rato, das nanoparticulas de PLGA com TP5 com e
sem conjugacdo a WGA. a) ap6s uma Unica toma oral b) administragdo didria durante 7 dias. A
quantidade de nanoparticulas fluorescentes em cada tecido foi determinada e a percentagem relativa foi
calculada em comparacdo com a quantidade total de nanoparticulas administradas, que constituiu
100%. As percentagens foram depois divididas pelo peso das amostras de tecido individuais para
compensar varia¢des entre animais. F-NPs: TP5 em PLGA. WGA-F-NPs: TP5 em PLGA conjugado a
WGA. Foram criadas 3 formula¢des com concentragdes de WGA diferentes (1ug WGA/mg NPs, 5ug
WGA/mg NPs e 10ug WGA/mg NPs).

(Extraido de Yin, 2007 (66))
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Figura A5. Esquema dos eventos ocorridos apés endocitose das lec-pac-MNPs e do mecanismo
de acdo do paclitaxel apos a sua libertacao da nanoformulagio.
(Extraido de Singh, 2011 (56))
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A6. Cancro

Tabela A6. Varias nanoformulacdes com lectinas ou hidratos de carbono que foram utilizadas no
tratamento de cancro.
(Adaptado de Coulibaly, 2017 (55))

paclitaxel e lectinas

lectinas tipo C
humanas-1

cronica (K562)

. . Alvo
Tipo de Lectina/ . . A
~ (. (Glicano ou Tipo de cancro Referéncia
nanoformulacio monossacarido .
lectina )
Lipossoma g:z ti)liifzc;noz;l?; Manose, glucose Sarcoma (180) (78)
HddSBL Carcinoma
Terapia génica (Haliotis discus o s hepatocelular (Hep3B),
(Adenovirus) discus sialic acid Acido sidlico cancro do pulmao (835)
binding lectin) , (A549, H1299)
Nanoparticulas Wheat germ LS sml_ico Ak Cancro do pulmao 36.87
WGA-IPM-PLGA  agglutinin (WGA) acett’. (A549 ¢ H1299) (86,87)
_ glucosamina
Nanoparticulas Wheat germ Acido s1a11'cl:o e N- Cancro do célon (Caco-
WGA-PEG agglutinin (WGA) acetil 2 ¢ HT-29) (88,89)
glucosamina
Nan;;ge:’_t;c:las §§gl7;tjnizn(qlgig’:§ Galactose Cancro cervical (HeLa) (90)
Nanoparticulas Jacalina Thomsen- Cancro do colon (HT- o1)
Jacalina-Peg-Au Friedenreich 29)
OITEDCE Lectina hepatica
doxorubicina com Galactosamina (ASGPR) Cancro hepatico (92)
galactosamina (PK2)
SNA-tagged Sambucus Nigra Cancro cervical (HeLa)
Sfluorescent polymeric agglutinin a2-6-acido sialico cancro da mama (MCF- (93)
nanoparticles (SNA) 7)
P g Antigénio adenocarcinoma
PNA immobilizada (PNA) Thomsen- colorectal (HT-29, (94)
Friedenreich HCT-116, e LS174T)
i Moléculas
Nanoparticulas semelhantes as Leucemia mieloide
magnéticas com Nao especificada | (56)
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AT7.

Tabela A7. Classificacio das lectinas animais. (Adaptado de Kumar, 2012 (95))

Lectinas animais

Familia de Lectinas

Sacarido ligando mais

Localizacao subcelular

Exemplos de fung¢des

tipico
Reticulo endoplasmatico )
Calnexina Glc;Mang Processamento proteico no RE
(RE)
Degradacao de glicoproteinas
Lectinas tipo M Mang RE
no RE
RE, ER-Golgi intermediate
Lectinas tipo L Varios compartment (ERGIC), Processamento proteico no RE
Golgi

Lectinas tipo P

Manose-6-fosfato, entre

Via secretoria

Processamento de proteinas pos-

Golgi, degradagdo de

outros .
glicoproteinas no RE
Adesdo celular (Selectinas),
) ) ) Membrana celular, )
Lectinas tipo C Varios clearance de glicoproteinas,

extracelular

imunidade inata (colectinas)

Galectinas

p-Galactosidos

Citoplasma, extracelular

crosslinking de glicanos na

matriz extracelular

Lectinas tipo I (Siglecs)

Acido sialico

Membrana celular

Adesao celular

Lectinas tipo R

Varios

Membrana celular, Golgi

Turnover de glicoproteinas

hormonais. Dirigidas a enzimas

Lectinas tipo F

GlcNAc,

Citoplasma

Degradacao de glicoproteinas

misfolded

Membrana celular,

Ficolinas GIcNAc, GalNAc Imunidade inata

extracelular
- ] ) ) Metabolismo do colagénio
Lectinas tipo Quitinase Quito-oligosacaridos Extracelular
(YKL-40)
) Oligosacaridos com . .
Lectinas tipo F Extracelular Imunidade inata
terminal -Fuc
Gal, galactofuranose, Membrana Imunidade inata. Fertilizacdo e
Intelectinas .
pentoses celular/extracelular embriogénese
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