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Resumo

A bioencapsulacdo demonstrou ser eficaz em mimetizar o ambiente natural da célula e,
deste modo, melhorar a eficiéncia da producao de varios compostos terapéuticos. Este processo
tem um vasto campo de aplicacdo na biotecnologia e pode ser utilizado numa extensa variedade
de patologias. Nas ultimas décadas, a bioencapsulacdo apresentou uma enorme evolugdo. O
objetivo deste trabalho é apresentar de forma detalhada, a bioencapsulacdo de proteinas
terapéuticas e a sua aplicagdo na pratica clinica.

A utilizacdo da bioencapsulacdo em varias areas, incluindo na biotecnologia, tem sido
aplicada no desenvolvimento de sistemas de veiculacéo controlada de farmacos com resultados
promissores no aumento da sua estabilidade e eficacia de varias substancias.

As proteinas terapéuticas sdo utilizadas com o objetivo de mimetizar as funcdes de
proteinas enddgenas, como hormonas e fatores de crescimento que regulam varios processos
fisiolgicos no organismo. H& uma abordagem as caracteristicas destas proteinas terapéuticas,
a estratégias que possivelmente consigam modular a sua farmacocinética e farmacodinamica,
aos metodos e aos materiais utilizados na sua bioencapsulag&o.

Atualmente recorremos aos métodos de encapsulacdo para melhorar a estabilidade,
eficacia e seguranca de uma determinada substancia encapsulada. Este método é escolhido
tendo em conta as propriedades do material que vai ser encapsulado, a sua futura aplicacéo e as
caracteristicas idealizadas para a sua libertagdo. Neste trabalho, sdo abordados os métodos de
pequilacdo, hiperglicosilacdo e formacdo de micro e nanoparticulas, mais concretamente
hidrogeles e particulas lipidicas. Sdo descritos os seus processos de formagéo, as suas vantagens
e limitacGes e, ainda as suas aplicacfes na terapéutica.

A utilizacdo da bioencapsulacdo em varias areas, incluindo na biotecnologia, tem sido
aplicada no desenvolvimento de sistemas de veiculacéo controlada de farmacos com resultados
promissores no aumento da sua estabilidade e eficacia de vérias substancias, que pode levar ao

desenvolvimento de novos produtos inovadores em varios campos.

Palavras-chaves: Bioencapsulagdo, Proteinas Terapéuticas, Pequilacdo, Glicosilagdo



Abstract

Bioencapsulation has been shown to be effective in mimicking the cell's natural
environment and thereby improving the efficiency of production of various therapeutic
compounds. This process has a wide field of application in biotechnology and can be used in a
wide variety of pathologies. In recent decades, bioencapsulation has evolved enormously. The
objective of this work is to present in detail the bioencapsulation of therapeutic proteins and
their application in clinical practice.

The use of bioencapsulation in several areas, including biotechnology, has been applied
in the development of controlled drug delivery systems with promising results in increasing the
stability and efficacy of various substances.

Therapeutic proteins are used with the aim of mimicking the functions of endogenous
proteins, such as hormones and growth factors that regulate various physiological processes in
the body. There is an approach to the characteristics of these therapeutic proteins, to strategies
that possibly manage to modulate their pharmacokinetics and pharmacodynamics, to the
methods and materials used in their bioencapsulation.

Currently, we resort to encapsulation methods to improve the stability, efficacy and
safety of a particular encapsulated substance. This method is chosen taking into account the
properties of the material to be encapsulated, its future application and the characteristics
idealized for its release. In this work, we refer to the methods of PEGylation,
hyperglycosylation and formation of micro and nanoparticles, more specifically hydrogels and
lipid particles. Its training processes, its advantages and limitations, and also its applications in
therapy are described.

The use of bioencapsulation in several areas, including biotechnology, has been applied
in the development of controlled drug delivery systems with promising results in increasing the
stability and efficacy of various substances, which can lead to the development of new

innovative products in various fields.

Keywords: Bioencapsulation, Therapeutic Proteins, PEGylation, Glycosylation



Abreviaturas

C3 — Componente 3 do Complemento
DNA — Acido Desoxirribonucleico

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Food and Drug Administration
HPN — Hemoglobindria paroxistica noturna
IL-2 — Interleucina 2

MPEG — Metox-PEG

NPs — Nanoparticulas

PEG - Polietilenoglicol

PLGA — Poli(acido D,L-lactico-glicolico)
PLA — Acido poliacrilico

PVA — Acido polivinilico

PVD - Glicol polietileno

PAM - Pirrolidona polivinilico

PSA — Acido Polissialico

SLNs — Nanoparticulas lipidicas sélidas
SOD - Superoxido Dismutase

UE — Uni&o Europeia
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1. Introducéao

A administragdo controlada de farmacos evoluiu rapidamente nos ultimos anos com a
introducdo de novos biomateriais e tecnologias que podem ser aplicadas em Vvérias areas das
ciéncias farmacéuticas e biomédicas. Concretamente, com 0 aparecimento das proteinas
terapéuticas, ocorreu a necessidade de sistemas de veiculacdo controlada com a capacidade de
melhorar as propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas das proteinas.

Atualmente, estas moléculas sdo utilizadas na terapéutica de varias doencas, mas
também na area de engenharia de tecidos, onde a producdo de sinais biomoleculares mimetiza
as condicGes dos tecidos naturais e promovem a comunicacdo intercelular, mostrou ser
importante para reparar e substituir os tecidos de forma eficaz. A engenharia de tecidos é
fundamental para o seu crescimento, combinando células e materiais de engenharia com
biomoléculas sinalizadoras. Estes sinais biomoleculares sdo constituidos por fatores de
crescimento, citocinas ou proteinas de adesdo que devem ser transportados na sua forma ativa
e com um perfil de libertag&o prolongada.

A eficacia das proteinas terapéuticas na sua forma livre € limitada pela sua baixa
estabilidade e permeabilidade da membrana celular, ao encapsularmos proteinas fazemos com
que estas limitacbes sejam ultrapassadas.

Relativamente & bioencapsulacao de proteinas é preciso conhecer quais sdo os principais
métodos utilizados neste processo de encapsulacdo e que diferencas existem entre a
administracdo da proteina encapsulada e da proteina livre (1).

Um dos materiais mais promissores para a engenharia de tecidos sdo os hidrogeles e as
nanoparticulas lipidicas, como os lipossomas que ao encapsularem determinados compostos
conseguem fazer com que a sua veiculacdo seja direcionada até ao local desejado, sem que
ocorra a degradacao da proteina, por exemplo.

Ainda a conjugacéo de proteinas com o polimero PEG e a glicosilagdo das mesmas na
bioencapsulacdo é uma éarea relevante para ultrapassar alguns dos desafios impostos pelos
sistemas de veiculacdo, melhorando caracteristicas fisicas e quimicas das moléculas de

interesse.



2. Materiais e Métodos

Para a elaboracdo desta monografia recorri a plataforma do Pubmed e do Google
Académico, onde obtive informacéo credivel e com impacto cientifico proveniente de artigos,
livros e revistas.

Um dos objetivos foi utilizar bibliografia o mais recente possivel, para manter esta
monografia atualizada. No entanto, recorri a alguns artigos mais antigos, tendo sempre em conta
a sua veracidade atual, para consultar defini¢Ges e ter termo de comparacao em alguns métodos
de produgéo utilizados.

A utilizacdo de determinadas palavras-chave como proteinas terapéuticas, bioencapsulacéo,
hidrogel, lipossoma, nanoparticulas lipidicas sélidas, pequilacdo, glicosilacdo e aplicacdo

terapéutica foi fundamental para obter informacao precisa e focada no objetivo deste trabalho.
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3. Proteinas Terapéuticas

3.1. Caracteristicas

As proteinas apresentam inumeras vantagens na sua utilizacdo na terapéutica, dai serem um
dos principais focos na industria biotecnolégica. Incluem anticorpos monoclonais, citocinas,
fatores de crescimento e hormonas.

Da perspetiva terapéutica, a elevada especificidade e a relacdo dose/eficacia relativamente
baixa conferem vantagem na utilizagdo das proteinas.

Para além de todos os beneficios, também apresentam desvantagens que tém que ser
abordadas para ndo limitarem a aceitacdo do médico e do doente nesta terapéutica. A baixa
biodisponibilidade oral e transdérmica, reduzida semi-vida e instabilidade fisico-quimica séo
exemplos disso. Uma maneira de ultrapassar estes problemas, seria criar um sistema que
disponibilize a proteina continuamente, mantendo assim a sua concentracdo dentro do intervalo
terapéutico durante um periodo de tempo prolongado. Esta solucao apresenta vantagens, como
a protecao da proteina da degradacdo ou eliminacéo (1,2)

As proteinas terapéuticas ficam a disposicao das barreiras significativas que sdo impostas
pela administracdo oral. Assim, a hipdtese predominante para o desenvolvimento de sistemas
de veiculacdo de substancias ativas a base de proteinas é que a sua administracdo seja
parentérica (3)

Existe uma grande dificuldade no desenvolvimento de sistemas de veiculacdo das proteinas,
visto que sdo moléculas com alguma instabilidade, complexas, apresentam ligacdes labeis e
varios grupos quimicamente reativos. A rutura destas estruturas, como por exemplo a sua
desnaturacéo, ou a alteracdo das suas cadeiras laterais pode levar a perda da sua atividade ou
ao aumento da sua imunogenicidade.

Para uma proteina ser um bom composto terapéutico, deve apresentar uma elevada pureza
e integridade fisica.

O desenvolvimento das formulacGes requer a estabilidade destas moléculas durante a
purificacdo, no armazenamento do produto acabado, durante a sua encapsulacdo e apos a sua

administracdo(4)

3.2. Farmacocinética e farmacodinamica
Para melhorar as limitacGes que existem no uso destas proteinas na terapéutica, como
podemos reconhecer algumas na Figura 1, desenvolveram-se estratégias para modificar as

caracteristicas que limitam os farmacos, melhorando as suas propriedades farmacocineticas e
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farmacodinamicas. Ha duas abordagens a que podemos recorrer: modificar o composto
terapéutico, através da alteracdo da sua estrutura ou associa-lo a outra molécula; ou recorrer a
uma alteracdo na formulacédo do farmaco, associada ao desenvolvimento de possiveis particulas
responsaveis pelo transporte destas proteinas (5)

A conjugacao das proteinas com compostos quimicos como o polietilenoglicol ou o acido
polissialico € uma estratégia com resultados comprovados na terapéutica. Também existem
outras formulagdes, como lipossomas, micro e nanoparticulas, que apresentam uma abordagem
para veicular as proteinas com a vantagem de que aumenta a sua estabilidade e melhora as suas
caracteristicas fisicas e quimicas. Estes sistemas tém sido desenvolvidos para evitar a

degradacdo enzimatica e aumentar o tempo de semi-vida das proteinas terapéuticas (6)
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* Immunogenicity

« Toxicity @ Bioavailability \
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* Protease degradation
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Figura 3. Barreiras que impedem a biodisponibilidade e/ou eficacia da proteina terapéutica (1,3).
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4. Bioencapsulacao

A bioencapsulacéo envolve a gelificagdo ou a formacéo de uma membrana a volta de gotas
com biocatalisadores, que originam granulos de hidrogel ou microcapsulas. Inicialmente, as
técnicas de bioencapsulacdo envolviam a formagéo de granulos de gel dispensando goticulas
da suspensdo do pré-gel que apresentava o imobilizante numa solucdo endurecedora. A
dispersédo mais fina foi obtida emulsificando o gel numa fase oleosa e o0 endurecimento das
gotas atraves da gelificacdo interna. A microencapsulagdo através da membrana envolveu a
distribuicdo de goticulas de uma solu¢do de gel com carga i6nica numa solucéo de polimero
com carga contraria (7,8)

A primeira fase do processo de bioencapsulacdo requer a dispersdo da fase interna na
solucdo de endurecimento do gel ou a formagcdo da membrana, seguida de gelificacdo ou
formacdo da membrana. H& dois processos de dispersdo que sdo, normalmente, aplicados na
imobilizacdo das células: extrusdo e emulsificacdo. Na extrusdo, as solugdes sao extrusadas
através de um pequeno orificio ou agulha, que permite que as goticulas formadas caiam
livremente na solucdo de endurecimento. Na emulsificacdo, as solugdes sdo misturadas e
dispersas numa fase ndo miscivel. Quando se alcanca o equilibrio da disperséo, inicia-se o
endurecimento ou a formacdo da membrana através do arrefecimento ou da adicdo de um
componente a emulséo (7,8)

Nos ultimos anos, uma das estratégias para aumentar a eficacia terapéutica das proteinas foi
o0 desenvolvimento de sistemas de libertacdo prolongada, onde ocorre uma libertacdo continua
no tempo e de administracdo Unica sendo mais apelativa a um maior nimero de administragdes.
Também apresenta desvantagens como reagdes de hipersensibilidade e utilizagdo de medidas
invasivas, que pode levar a uma diminuicdo na adesdo a terapéutica (3,9). A producdo e

desenvolvimento da encapsulacéo sera discutida detalhadamente mais a frente.

4.1. Encapsulagéo fisica
A encapsulacao fisica pode ser conseguida através da incubacdo do gel pré-formado
com a proteina em estudo ou através da sua adi¢do a uma solucdo que contem o0 monémero que
ird formar o hidrogel. Este processo de encapsulacédo é relativamente simples, conferindo-lhe
uma vantagem (10).
O desenvolvimento atual de sistemas de gelificacdo in situ, que sdo solucGes antes da
administracdo e realizam o processo de gelificacdo no local da administracdo estd em

crescimento. Neste tipo de hidrogel, a encapsulacdo pode ser definida pela dissolu¢do da
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proteina de interesse na solucdo de polimero que forma o gel, previamente a administracao
(10,11).

4.2. Encapsulacdo através da ligacédo covalente

As proteinas podem formar ligagGes covalentes com matrizes poliméricas através de
grupos funcionais, como os grupos hidroxilo, amina e carboxilo que, ndo fazendo parte da
estrutura do polimero, sdo introduzidos através de reacGes de funcionalizacdo ou de
copolimerizacéo (12)

Depois destas reacdes, a libertacdo da proteina pode ser mediada por reacdes de
hidrolise, de reducdo ou de clivagem enzimatica. Este mecanismo leva a uma libertacdo
dependente da necessidade do composto terapéutica. Apesar disto, a estabilidade e a
manutencdo da atividade bioldgica da proteina de interesse podem apresentar problemas neste

tipo de encapsulagéo (1,12)

4.3. Microparticulas e Nanoparticulas

Durante muitos anos, as particulas poliméricas foram estudadas como sistemas de
libertacdo da substancia ativa. Aqui incluimos os hidrogeles, as micelas poliméricas, 0s
derivados de celulose, as microparticulas e os polimeros biodegradaveis. Vamos focar-nos mais
nos hidrogeles, microesferas de PLGA e nanoparticulas porque sdo muito utilizadas como
materiais biocompativeis, aprovados pela FDA. A evolugéo da nanotecnologia nos ultimos anos
teve um grande impacto na area farmacéutica, com o objetivo de melhorar a biodisponibilidade
e a estabilidade destas proteinas utilizadas em terapéutica (3).

As nanoparticulas apresentam extensas aplicacdes na pratica clinica, na investigacédo e
no desenvolvimento de novos farmacos. As NPs tém um grande interesse no futuro dos sistemas
de libertacdo de farmacos, podendo ser utilizados tanto no diagndstico como na terapéutica.

Mais a frente, iremos abordar especialmente as nanoparticulas lipidicas sélidas (6).

4.3.1. Hidrogeles
As proteinas de adesdo, citocinas e fatores de crescimento devem ser disponibilizados
na sua forma ativa no local de acdo, com um perfil de libertacdo adequado. Entre os varios
biomateriais que podem ser usados com a finalidade de atingir esse objetivo, estdo os
hidrogeles. Sdo redes poliméricas interconectadas, tridimensionais, hidrofilicas e com a

capacidade de swelling em &gua. Surgiram como sistemas de veiculagdo de proteinas
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terapéuticas, mas também apresentam beneficios na area de engenharia de tecidos atuando
como materiais de suporte ou como matrizes na encapsulacao e libertacdo de substancias (10).
Os hidrogeles com uma elevada concentracdo de agua, de natureza macia e com poros na sua
estrutura permitem mimetizar os tecidos bioldgicos, biocompativeis e adequa-los na
encapsulacdo de proteinas terapéuticas e com uma libertacdo adequada.

Estes sistemas podem ser classificados como macro, micro ou nanogeles, dependendo
do tamanho das particulas que obtemos. Se o tamanho das particulas for superior a 100um,
estamos perante um macrogel, caso o tamanho esteja localizado entre este valor e a faixa dos
micrometros, € microgel; por ultimo, caso as particulas sejam inferiores a 100nm, referimo-nos
a um nanogel (13)

O sistema de nanogel constitui um dos sistemas de veiculacdo de farmacos mais
flexiveis, principalmente na veiculacdo para um local especifico e/ou controlada por tempo de
agentes biologicamente ativos, tendo em conta as suas caracteristicas da associacdo das
nanoparticulas com o hidrogel. A formacdo de nanogeles inclui a sua reticulacdo fisica e
quimica. Os nanogeles sintetizados fisicamente conseguem encapsular varios compostos,
incluindo farmacos hidrofébicos e biomacromoléculas, mas apresentam uma baixa
estabilidade, enquanto os que sdo preparados por reticulagdo quimica apresentam uma
utilizacdo mais extensa e uma maior versatilidade (9)

Os nanogeles como sistema de veiculacdo apresentam uma Otima capacidade de
transportar proteinas, uma estabilidade elevada e conseguem responder a uma enorme
variedade de estimulos do ambiente em que se encontram. Normalmente, existem dois trajetos
para encapsular as proteinas no nanogel, através da difusdo ou da via in situ (9).

A maioria dos polimeros bioativos naturais constituem a matriz do organismo e
apresentam uma elevada biocompatibilidade e biodegradabilidade. Os mais utilizados séo os
alginatos, quitosano, dextrano, colagénio, PLGA e o acido hialurénico (14)

Os polimeros soltveis em agua como o PLA, PVA, PVD, PEG e alguns polissacéaridos
sdo os sistemas mais comuns na formac&o de hidrogeles. Normalmente, os polimeros sintéticos
como PVA, PAM e PEG apresentam uma maior resisténcia mecanica do que 0s naturais

referidos em cima (14)

4.3.1.1. Mecanismo de encapsulac¢do de proteinas em hidrogeles
As proteinas podem ser incorporadas em hidrogeles através de diversos mecanismos,
como por exemplo, serem fisicamente retidas no hidrogel ou adsorvidas & matriz através de

interacdes especificas, ligacbes ndo covalentes ou ligacBes covalentes atraves de ligantes
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degradaveis e, posteriormente, libertados por difusao, erosdo, degradacdo, swelling ou atraves
de um estimulo especifico, como a temperatura ou o pH. Ainda podemos associar Varios
sistemas de veiculacdo para modular a libertacdo de uma extensao de proteinas. Dependendo
do mecanismo de libertacéo, varios perfis podem ser obtidos (10)

A veiculacdo pode ser direta, como ja foi referido anteriormente, através de
encapsulagdo fisica, ndo covalente ou covalente; ou indireta que é utilizada na terapéutica

genética e no transplante de celulas (1)

4.3.1.2. Aplicagdes dos hidrogeles em bioencapsulacéo de proteinas terapéuticas

Atualmente existe uma vasta quantidade de proteinas conhecidas com acdo terapéutica
para doengas como o0 cancro, doencas autoimunes e doencas inflamatorias (2)

Vaérios estudos revelaram que hidrogeles compostos por co-polimeros de 3 segmentos
de PEG hidrofilico incorporado no PLGA foram utilizados na encapsulacao de varias proteinas
como a ovalbumina, a toxina do tétano e o citocromo C, com uma percentagem de imobilizacdo
no intervalo dos 72 aos 92%, obtendo um tempo de semi-vida no plasma maior e, para a toxina
do tétano, a capacidade de suporte para a imobilizacdo de vacinas (1,15)

Vérias microparticulas de PLGA foram aprovadas pela FDA para serem utilizadas como
suporte na imobilizacdo e ja existem varios farmacos que as utilizam para obterem uma
libertacdo prolongada que se encontram comercializados, como a triptorrelina (Trelstar®) e
leuprolide (Lupron Depot®). Estas particulas de PLGA caracterizam-se por uma determinada
flexibilidade ao apresentarem eficacia quando o farmaco é administrado por via intramuscular,
através da inalagdo ou até mesmo por via oral (16)

O tamanho das particulas € uma caracteristica fundamental que influencia o tempo de
semi-vida, a captacdo celular, a biodistribuicéo e a sua farmacocinética. Foi demonstrado que
particulas mais pequenas, especialmente no intervalo dos 100nm, sdo provavelmente as que
apresentam mais vantagens pela sua maior absorcéo pelas células, levando a diferenca entre a
captacdo ser especifica ou ndo especifica (16)

O Unico sistema de administracdo de fArmacos que apresente na sua constitui¢do o fator
de crescimento derivado das plaquetas € 0 Regranex® Gel, tendo indica¢do no tratamento de

feridas e na remisséo de ulceras (10)
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4.3.2. Particulas lipidicas para encapsulacdo de proteinas

A utilizacdo de particulas lipidicas na encapsulacdo de proteinas terapéuticas é outro
setor que se tem revelado muito interessante na veiculacéo e libertacdo destas proteinas. Este
processo de veiculagdo pode recorrer a lipidos mais tradicionais, como os lipossomas e as
emulsdes lipidicas, ou a sistemas mais recentes como o0s microtubulos lipidicos, microcilindros
lipidicos e nanoparticulas lipidicas sélidas (17)

Estes sistemas de veiculagdo sdo baseados em lipidos fisioldgicos, como os fosfolipidos,
colesterol e triglicéridos que, devido a sua origem bioldgica, apresentam vantagens. Alguns
exemplos sdo a elevada biocompatibilidade ap6s a administracdo, as suas matrizes lipofilicas
ndo sdo tdo suscetiveis a fendmenos de erosdo, a sua producdo € relativamente simples através
da compressdo ou moldagem e absorvem a agua mais lentamente (17)

Como todos os sistemas, também apresentam limitacGes. O facto de a homogeneizacéao
de alta presséo ser a técnica de preparacdo mais utilizada que leva a degradacgéo da substancia
ativa em compostos de maior peso molecular e moléculas de cadeia longa, a sua cinética
variavel nos processos de distribuicdo e ainda a cristalizacdo lipidica que resulta em varias
formas polimorficas com diferentes comportamentos de fusdo originando diferentes

capacidades de incorporar a substancia ativa, séo alguns exemplos dessas limitacGes (17)

4.3.2.1. Formacao de lipossomas

Os lipossomas s&o estruturas esféricas fechadas, formadas por uma ou mais bicamadas
lipidicas circulares que contém uma fase aquosa encapsulada dentro e entre as bicamadas
lipidicas (1)

Podem ser preparados através de varios processos, na maioria dos quais se foca na
hidratacdo de filmes lipidicos secos num ambiente aquoso. Apds esta fase, o tamanho das
particulas que obtemos pode ser definido pela extrusdo dos lipossomas pelas membranas com
um tamanho especifico do seu poro (18)

Os lipossomas sdo caracterizados pelo seu tamanho, carga superficial e nimero de
bicamadas lipidicas.

Geralmente, as proteinas sofrem encapsulacdo dentro do lipossoma ou conjugadas com
grupos de superficie no lipossoma, atraves de ligacdes quimicas.

A encapsulacédo passiva pode ser obtida incubando a proteina com os lipossomas a uma
temperatura pouco inferior a temperatura de transicao dos lipidos que constituem a formulacao.

Por outro lado, a carga da substancia ativa da proteina pode ser obtida expondo os lipossomas
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a temperaturas mais elevadas na presenca de um tampdao etanolico, realizando uma agitacédo
suave por determinado tempo (19).

Normalmente as proteinas ficam no nucleo aquoso deste sistema, mas as regides
hidrofébicas expostas da proteinas podem interagir com a membrana lipidica que pode levar a
retencdo da sua atividade terapéutica e a manter a sua estabilidade. A conjugacéo de proteinas
diretamente na superficie dos lipossomas melhorou o seu desenvolvimento como 0s
imunolipossomas, que sdo conjugados com anticorpos ou com o0s seus fragmentos, 0S
lipossomas associados a PEG, que formam uma camada protetora impedindo o reconhecimento
da proteina encapsulada pelas opsoninas diminuindo a sua purifica¢éo, os imunolipossomas de
semi-vida longa revestidos com um polimero protetor e anticorpos, e os chamados lipossomas
de dltima geracdo que permitem a modificacdo da superficie atraves de muito compostos,
isoladamente ou em associacdo, incluindo particulas lipidicas sensiveis a estimulos, proteinas
ou diagndsticos (1)

A estabilidade in vivo, a biodistribuicdo do farmaco e a sua taxa de libertacdo sdo
caracteristicas que podem ser reguladas pelo controlo do tamanho do lipossoma, carga
superficial, hidrofobicidade sua superficie e fluidez da membrana. As formulacgdes de péptidos
e proteinas em lipossomas alteram o seu perfil farmacocinético e melhoram a sua eficacia
terapéutica, ultrapassando as limitacdes do uso desses compostos ndo encapsulados (18,19)

Devido a sua carga e ao elevado peso molecular, as proteinas terapéuticas apresentam
dificuldade em atravessar as membranas das células. A sua administragdo intravenosa por
longos periodos de tempo é um dos fatores que contribui para o possivel desenvolvimento de
imunogenicidade. Ao incorporarmos as proteinas nestas formulacdes de lipossomas, ajuda a
contornar essa limitacdo. A maior parte dos fosfolipidos utilizados sédo biocompativeis e
protegem as proteinas encapsuladas dos efeitos inativadores, como a agregacdo durante o
armazenamento ou outro tipo de inativagdo fisica durante o manuseio do produto antes da sua
administracdo, sem efeitos adversos adicionais (18,19)

A natureza anfipética dos fosfolipidos, mais especificamente a formagéo subsequente
do nacleo aquoso e da bicamada hidrofdbica, torna-os adequados para a sua funcdo de suporte
na encapsulacdo das proteinas terapéuticas. A principal vantagem do uso de lipossomas é a
reducdo da necessidade de modificacdo da proteina ou da sua conjugacéo covalente com o
suporte da encapsulagdo, evitando assim a posterior perda de atividade que é a principal
limitacdo no uso de PEG e do PSA (1).
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Os lipossomas, sozinhos ou com outros grupos de direcionamento adicionais, tém a
capacidade de direcionar a veiculacdo das proteinas diretamente para determinados tipos de
células ou mesmo para compartimentos individuais das mesmas (19,20).

A fagocitose, embora menos problematica quando se utilizam lipossomas destinados a
evitar a opsonizacao, é um forte argumento contra a utilizacdo deste tipo de encapsulamento,
uma vez que sdo facilmente fagocitados pelas células do sistema reticulo endotelial (SRE), que
podem levar ao desaparecimento rapido da proteina terapéutica no organismo (20).

A combinacdo de veiculos de encapsulamento lipidico com excipientes adicionais
oferece inUmeras vantagens, no entanto, o0 uso desses aditivos em formulacdes para
administracdo parentérica apresenta desafios consideraveis (21). Ao longo dos anos, a FDA e
a EMA trabalharam para desenvolver padrGes e diretrizes para o uso de lipossomas como
suportes de encapsulamento, resultando desses esforgos em publicagdes, como diretrizes para

a investigacdo farmacéutica nesta area.

4.3.2.2. Formacao de nanoparticulas sélidas lipidicas

As nanoparticulas sélidas lipidicas tém inUmeras caracteristicas que lhes conferem
beneficios para a encapsulacdo das proteinas terapéuticas e como potenciais sistemas de
veiculagdo de farmacos. Entre as suas caracteristicas mais vantajosas estd a sua alta
biocompatibilidade, a capacidade inerente das particulas de aumentar a estabilidade da proteina
terapéutica encapsulada e o aumento claro na biodisponibilidade dos componentes
encapsulados (22,23). Além disso, os processos de formacdo das nanoparticulas sélidas
lipidicas mostraram-se faceis de reproduzir e capazes de suportar as etapas de esterilizacéo
necessarias. As nanoparticulas solidas lipidicas também apresentam tempos de semi-vida
plasmaética longos, pudendo ser Uteis nos casos em que é necessaria uma libertacdo muito
prolongada da proteina terapéutica (18)

No entanto, as nanoparticulas soélidas lipidicas também apresentam algumas
desvantagens, nomeadamente a dificuldade de controlar o tamanho da particula de
encapsulamento e a possibilidade de coalescéncia e agregagéo in vivo. Além disso, os lipidos
utilizados podem apresentar dindmicas de transicdo polimérica de dificil controlo, o que pode
levar a uma degradacéo precoce das particulas (20).

Vérios processos para a formagdo destas nanoparticulas sdo descritos na literatura, tais
como homogeneizacdo de alto cisalhamento, microemulsdo, extracdo de fluido supercritico,
evaporacdo/emulsificacdo de solventes, emulsificacdo/difusdo de solvente, emulsédo dupla e

secagem por pulverizacdo. Todos estes processos mostraram bons resultados ndo s6 em termos
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de rendimento de produgdo, mas também em termos da sua capacidade de reter e encapsular
compostos terapéuticos (23).

A homogeneizacdo de alto cisalhamento foi inicialmente utilizada na producédo de
nanoemulsdes lipidicas solidas. Este é um processo de homogeneizacao de alta pressao (100-
2000 bar) que empurra os componentes liquidos através de uma malha estreita de alguns
micrometros de didmetro. Foram estudadas duas abordagens para 0 processo, a
homogeneizacao a quente e a homogeneizacdo a frio. A homogeneizacao a quente € geralmente
realizada a temperaturas acima do ponto de fusdo do lipido. O produto resultante é uma emulsdo
o/a quente e o seu arrefecimento leva a cristalizacdo lipidica e a formagdo de SLNs. Este
processo, embora seja adequado para a formacdo de SLNs, leva a um aumento na taxa de
degradacéo da proteina terapéutica e do proprio veiculo de encapsulamento (23).

A homogeneizacdo a frio foi desenvolvida para mitigar os problemas de degradacéo
relacionados com a temperatura, perda de farmaco para a fase aquosa e fracionamento
associados ao método de homogeneizacdo a quente. Neste processo, o farmaco € incorporado
a massa lipidica fundida, que posteriormente é arrefecida rapidamente, através de gelo seco ou
nitrogénio liquido. O material sélido é entdo moido e as microparticulas lipidicas preparadas
séo dispersas numa solucdo emulsificante fria. A temperatura deve ser efetivamente regulada
para garantir o estado sélido do lipido durante a homogeneizacédo (23).

Para a producdo de dispersdes de nanoparticulas por evaporacdo/emulsificacdo do
solvente, o material lipofilico é dissolvido num solvente organico imiscivel em dgua, como o
ciclohexano, que é emulsificado numa fase aquosa. Ap6s a evaporacao do solvente, a dispersdo
de nanoparticulas é formada pela precipitacdo do lipido no meio aquoso (23,24).

As SLNs também podem ser produzidas pela técnica de emulsificacdo/difusdo de
solvente. Nesta técnica, a matriz lipidica é dissolvida num solvente organico imiscivel com
agua, seguida de emulsificacdo em fase aquosa. O solvente é evaporado sob pressao reduzida,
dando origem a uma disperséo de nanoparticulas formadas pela precipitacdo do lipido no meio
aquoso (22).

No método de dupla emulséo o farmaco € encapsulado com um estabilizador, para evitar
a sua compartimentacdo para a fase aquosa externa, durante a evaporac¢ao do solvente na fase
aquosa externa da dupla emulséo a/o/a.

O Spray Drying é uma técnica alternativa de liofilizacdo, com o objetivo final de
transformar uma dispersao de SLNs num produto de interesse farmacoldgico. Uma mistura

lipidica com um ponto de fusdo superior a 70°C deve ser usada neste método. Este método tem
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como principal desvantagem a agregacao de particulas, devido a for¢as de cisalhamento e altas

temperaturas, que causam uma fusdo parcial da massa lipidica nas SLNs (23).

4.3.2.3. Aplicacbes terapéuticas da bioencapsulacdo em particulas lipidicas

A érea de oncologia é a area onde o estudo da encapsulacéo de proteinas terapéuticas
tem sido mais intenso, especialmente no tratamento de tumores solidos, que estdo associados a
uma elevada taxa de mortalidade. O tratamento de alguns destes tumores baseava-se na
atividade da enzima asparaginase, 0 que a tornava um alvo potencial em termos de processos
de encapsulamento para terapia antineoplasica. Um estudo mostrou que a asparaginase
encapsulada em lipossomas melhora a sobrevida de animais com tumores P53 dependentes de
asparaginase e reduz a formagdo de anticorpos neutralizantes contra a enzima quando
comparada a administragdes intravenosas da enzima nativa livre (1)

Outro estudo na literatura mostra que a interleucina-2 pode ser um composto terapéutico
em algumas neoplasias agressivas, como o cancro do ovario, reduzindo o nimero de metastases
associadas a este tipo de tumor. A incorporacdo de IL-2 recombinante em lipossomas aumentou
a semi-vida plasmética. Outro estudo envolvendo esta proteina mostrou que o encapsulamento
lisossémico de IL-2 é significativamente mais eficaz do que a IL-2 livre na inibicdo de
metéstases associadas ao cancro do ovario em camundongos (25,26)

A superdxido dismutase € uma enzima responsavel pela neutralizacdo pré-inflamatoria
e citotdxica do anido superoxido que participa na fagocitose. Esta enzima tem caracteristicas
interessantes como agente terapéutico em doencas inflamatdrias associadas a altas quantidades
do anido superdxido. A encapsulacdo de SOD em lipossomas demonstrou aumentar a atividade
bioldgica da enzima, prolongando sua semi-vida plasmatica e diminuindo a peroxidacdo da
membrana em vérias regibes afetadas por processos inflamatérios a decorrer. Os lipossomas
mostraram a capacidade de melhorar a atividade anti-inflamatdria da SOD quando comparados
a administragcdo de SOD livre (27-29)

4.4. Conjugacao de proteinas com PEG
Na década de 1970 foi descrito pela primeira vez o desenvolvimento do processo de
pequilacdo em estudos pioneiros de Abuchowski et al., que foram seguidos por varias melhorias
por outros grupos (30) Este processo desencadeou o verdadeiro avango na tentativa de melhorar
as propriedades farmacéuticas das proteinas de forma viavel e reprodutivel (31)Vérios ensaios

realizados com o objetivo de estudar aspetos relacionados a libertacdo de farmacos através da
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pequilacdo mostraram uma melhoria na estabilidade, farmacocinética e potencial terapéutico

das biomoléculas pequiladas (32,33).

4.4.1. Processo de pequilacéo

A pequilacdo é o processo de ligacdo de cadeias poliméricas de PEG a uma proteina,
péptido ou outra molécula bioativa. Esta modificacao € realizada pela ligacdo covalente do PEG
a proteina, muitas das vezes através de grupos reativos na molécula de PEG, como uma amina
ou um grupo tiol, ou através de residuos especificos na proteina, como cisteina ou lisina (31)

As proteinas sdo normalmente moléculas labeis, o que leva a que as suas reacfes de
conjugacdo ocorram em condi¢Bes quimicas suaves como, por exemplo, a uma baixa
temperatura e pressao e um uso reduzido de solventes organicos (33)

Existem varios métodos para a pequilacdo de proteinas incluindo a pequilagéo reativa,
a pequilacdo ndo reativa, a pequilacdo enzimatica e a pequilacdo quimioenzimatica. A escolha
do método a utilizar depende de varios fatores como a natureza da proteina, o local onde vai
ocorrer a modificacdo, o0 grau de pequilacdo e as propriedades farmacocinéticas que
pretendemos obter (34)

Devido a sua natureza simples e direta, 0s primeiros processos de pequilacdo
ultrapassaram varios obstaculos, principalmente devido a grande quantidade de grupos
hidroxilo presentes no meio reacional, obtendo-se produtos finais frequentemente
contaminados com impurezas. A conjugacéo restrita com PEG de baixo peso molecular deu
origem a ligacOes relativamente instaveis e inespecificas com alta probabilidade de gerar
respostas imunes a substancia ativa (31,33). Especificamente, o uso de metoxi-PEG (mPEG)
teve uma elevada capacidade de formar agregados irreversiveis com a proteina devido a
contaminacdo inerente com diol (35) Com o objetivo de contornar estas limitacOes,
desenvolveram-se moléculas de segunda geracdo do processo de pequilagdo, decorrentes de
uma quimica mais otimizada, que permitiram melhorar a conjugagdo PEG-proteina. O uso de
intermediarios PEG carboxilados permitiu a remocao de quase 97% de todas as impurezas
associadas ao diol. O residuo de conjugacdo muda de lisina para cisteina melhorando a
conjugacéo, devido ao facto do grupo tiol da cisteina ser menos reativo que 0 grupo amino da
lisina. A incorporacgdo de ligagdes facilmente degradaveis forneceu uma forma eficiente de
libertacdo das proteinas, dentro dos endossomas celulares (35). A utilizacdo de derivados de
PEG heterobifuncionais e ramificados também permitiu um maior controlo no rearranjo
espacial da molécula de conjugacdo, reduzindo a possibilidade de que a proteina em estudo

fosse significativamente alterada apds a conjugacéo (35)
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A pequilacdo enzimatica, por exemplo, foi desenvolvida para estabelecer ligacGes em
sitios especificos, utilizando enzimas da natureza, como a transglutaminase especifica ou ndo
especifica (TGase), cujo substrato natural é a glutamina. A TGase catalisa a transglutaminacéo
entre o grupo amina do PEG e o grupo amida da glutamina. Outras enzimas também tém sido
utilizadas, como a tirosinase para a conjugacdo PEG-tirosina (34,36)

Alguns dos beneficios da pequilacdo incluem o aumento do tempo de circulagéo (a
pequilacdo pode aumentar o tempo de semi-vida das proteinas na corrente sanguinea, reduzindo
a sua depuracdo pelos rins e figado. Isto permite uma dosagem menos frequente e uma
toxicidade potencialmente menor), imunogenicidade reduzida (proteinas modificadas com PEG
tém menos probabilidade de serem reconhecidas como estranhas pelo sistema imunoldgico,
reduzindo a probabilidade de respostas imunes, como a formagéo de anticorpos) e uma melhor
solubilidade e estabilidade (a pequilacdo pode melhorar a solubilidade e a estabilidade das

proteinas, reduzindo sua suscetibilidade a desnaturacéo ou agregacao) (31)

4.4.2. AlteracOes nas propriedades farmacéuticas de proteinas conjugadas com PEG

A pequilacdo de proteinas resulta em vérias alteracbes nas suas propriedades
farmacéuticas, o que acaba por ser benéfico para a administracdo de farmacos e aplicagdes
terapéuticas. Algumas das alteragdes mais importantes séo o aumento do tamanho e peso
molecular da proteina, reducdo da imunogenicidade das proteinas diminuindo o seu
reconhecimento pelo sistema imunolégico, alteracdo da sua distribuicdo, metabolismos e
excrecdo, e modificacdo da sua atividade afetando diretamente a sua estrutura ou alterando as
suas interagdes com outras moléculas no organismo (35).

A alteracdo mais percetivel causada pela pequilacéo é o aumento do tempo de circulacéo
das proteinas conjugadas, devido a diminuicdo da taxa de filtracdo renal e reducédo da proteodlise
e opsonizacdo. As moléculas de PEG sdo altamente hidratadas, 0 que aumenta o0 raio
hidrodindmico do conjugado em aproximadamente 5 a 10 vezes mais do que seria esperado,
considerando apenas o seu peso molecular (37)

O aumento da estabilidade da proteina conjugada com PEG também esta bem descrita
na literatura, o que resulta da capacidade da molécula de PEG em cobrir sitios hidrofobicos
presentes na superficie da proteina, normalmente envolvidos em interacGes ndo covalentes que
levam a uma consequente agregacéo, perda de atividade ou aumento da imunogenicidade (38)

No geral, a pequilacdo pode melhorar as propriedades farmacéuticas das proteinas,
tornando-as mais eficazes e convenientes para aplicacOes terapéuticas. No entanto, existem

algumas desvantagens potenciais, como o potencial de respostas imunes contra a prépria
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molécula de PEG e a possibilidade de alteracGes na atividade ou antigenicidade da proteina.
Portanto, otimizacdo e caracterizacdo cuidadosas sdo necessarias para garantir a seguranca e
eficacia das proteinas conjugadas com PEG (34)

Devido ao impedimento estérico associado a pequilacdo excessiva, como costuma
acontecer com proteinas grandes, ocorre uma perda de atividade e afinidade na ligacéo ao alvo
da proteina terapéutica. Mesmo em proteinas menores, a pequilacdo foi associada a uma
reducdo moderada na atividade. Porém, com o aumento do tempo de exposicdo sistémica ao
farmaco, potencializado pela redugdo da taxa de filtracdo glomerular e pela reducdo da
protedlise enzimatica, essa reducdo da capacidade de ligacéo ao alvo acaba por ser equilibrada.

Também ha relatos na literatura em que foi observado um aumento da capacidade de
agregacao de proteinas ap0s a conjugacdo com PEG (34). Outro problema associado ao
processo de pequilacdo € a polidispersdo das moléculas de PEG associadas a proteinas.

Menos frequente, também foi descrita a possivel formacdo de anticorpos anti-PEG,
geralmente associada a exposicao cronica a elevadas concentragcdes de proteinas pequiladas.
Esses anticorpos podem aumentar a depuracao da proteina terapéutica ou mesmo do sistema de

libertacdo controlada conjugado com PEG (39)

4.4.3. Proteinas com PEG na terapéutica

Os primeiros produtos farmacéuticos pequilados a obterem aprovacédo pela FDA na
década de 1990, foram o Adagen® e o Oncaspar®, que sdao misturas complexas de varias
espécies pequiladas (40,41)

A primeira proteina terapéutica pequilada aprovada, pegadamase (Adagen ®), com
indicacdo terapéutica na reposicao enzimatica associada a deplecdo de adenosina desaminase
(ADA), principalmente para doentes com imunodeficiéncias graves, embora possa ser utilizada
em outros casos (30,40).

A pegaspargase (Oncaspar®) era utilizada no tratamento de varias leucemias e referiu-
se ao problema dos anticorpos neutralizantes associados a utilizagdo da asparaginase nativa. A
sua pequilagdo resultou num aumento da sua semi-vida plasmatica e mostrou eficacia na
protecdo da enzima contra a degradacéo proteolitica aumentada pela tripsina e na diminuicédo
da resposta imune associada a sua administracao (40,42).

A pequilagdo, através de metodos gerais, do interferdo 02A (IFN—02A) ndo resultou
numa grande vantagem clinica em termos do efeito terapéutico do interferdo, visto que ocorreu
uma reducdo da sua atividade. No entanto, a utilizacdo de uma estratégia de pequilacdo

direcionada, com PEG ramificado de 40 kDa, levou a uma diminuicdo da depuragdo renal da
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proteina em cerca de 100 vezes com um aumento consideravel da sua semi-vida no plasma.
Este facto, associado a redugdo de efeitos adversos e toxicidade, levou a FDA a aprovar, em
2001, o peginterferdo-a2A para o tratamento da Hepatite C com 0 nome comercial PEGASY S®
(36,43)

Pegcetacoplan, com o nome comercial Empaveli™, é um pentadecapéptido pequilado
desenvolvido pela Apellis Pharmaceuticals para o tratamento de doencas mediadas pelo
complemento. Liga-se ao componente 3 do complemento (C3) e o seu fragmento de ativacéo
C3b, controlando a clivagem de C3 e a producdo dos efetores a jusante da ativacdo do
complemento. Pegcetacoplan € o primeiro medicamento direcionado para C3 para a terapia da
hemoglobindria paroxistica noturna (HPN) a ser aprovado (em maio de 2021) nos EUA, onde
é indicada para o tratamento de adultos com HPN. Atualmente, na UE e na Australia, esta a ser
efetuada uma avaliacdo por entidades reguladoras para o tratamento da HPN (44)

A pegvaliase representou um desenvolvimento nas opg¢des de tratamento na
fenilcetonuria para muitos doentes, mas ainda existe uma necessidade de pesquisa e
aperfeicoamento continuos. A procura de novas formas farmacéuticas e vias de administracéo
é importante para que ocorra um aumento da adesdo a terapéutica visto que, questionarios
recentes a doentes indicaram que a grande maioria aguardava por novas opg¢oes de tratamento
e preferiam a terapia oral as injecdes. Estas inje¢fes subcutaneas diarias de pegvaliase e 0s seus
efeitos secundarios subsequentes podem ser um motivo de afastamento de doentes elegiveis
para esta terapéutica. Futuros ensaios clinicos sdo necessarios para avaliar a seguranca e
eficacia a longo prazo da pegvaliase (45)

A peginesatide € um novo mimético sintético pequilado da eritropoietina que se liga
especificamente e ativa o recetor da eritropoietina. Como a sua sequéncia de aminoacidos ndo
esta relacionada com a da eritropoietina, ndo ha reacdo imunoldgica cruzada com anticorpos
anti-eritropoietina, excluindo teoricamente a aplasia eritrocitaria pura como complicacdo do
tratamento. Os dados clinicos disponiveis indicam que a peginesatide pode induzir e manter 0s
niveis de hemoglobina em doentes com doenga renal cronica com néo inferioridade a outros
agentes estimuladores da eritropoiese disponiveis, embora todos os estudos publicados tenham
varios limitagBes e riscos imunogénicos ndo pode ser conclusivamente determinado. A
peginesatide é aprovada para injecdo intravenosa ou subcutanea uma vez por més para tratar
anemia em doentes adultos com doenca renal cronica em dialise. Possui um perfil de seguranca
hematoldgica semelhante ao de outros agentes estimuladores da eritropoiese disponiveis, mas
em doentes com doenga renal cronica sem diélise, a peginesatide foi associada a um risco

cardiovascular aumentado, também raz6es subjacentes que ainda ndo sao claras (46)
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Resumindo, a Figura 2 apresenta a evolucdo que ocorreu nos farmacos utilizando PEG

produzidos desde 1990, incluindo alguns que ja foram abordados acima.
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Figura 4. Evolugdo dos farmacos pequilados nos ultimos anos (41).

4.5. Hiperglicosilagdo de proteinas

A glicosilagdo de proteinas € uma modificagdo pds-traducional em que as cadeias
laterais dos aminoacidos das proteinas sdo associadas a carbohidratos. Esta alteracdo vai
influenciar varias propriedades da proteina modificada, como a sua solubilidade, estabilidade e
a sua veiculacdo, afetando também as vias bioquimicas em que a glicoproteina participa como
a sinalizacdo, comunicacdo e interacdo com alguns recetores. A maioria das glicoproteinas
apresentam glicanos complexos ligados em posicGes especificas (como os anticorpos) e a sua
modificacdo ou auséncia pode influenciar a sua funcao e os processos que ocorrem a partir dela.
Por outro lado, temos glicoproteinas em que o numero elevado de modificagdes dos
carbohidratos parece ser mais importante para a sua atividade bioldgica do que o seu local
especifico (47)

No caso particular das proteinas terapéuticas de origem biotecnologica, o numero de
glicosilac@es e os sitios de glicosilacdo sdo altamente dependentes da linha celular em que séo
produzidos. Por exemplo, uma proteina terapéutica que é produzida pela maquinaria enzimatica
de uma bactéria ndo é, em principio, capaz de glicosilagdo, uma vez que as bactérias ndo exibem

naturalmente esse tipo de modificacdo pos-traducional (48)

4.5.1. Processo de hiperglicosilagéao
Para além de mimetizar os padrdes de glicosilacdo de proteinas enddgenas, a
hiperglicosilacdo de proteinas terapéuticas tem sido usada como uma estratégia que se
assemelha a pequilagdo. Ao contrario do PEG, que é uma molécula ndo enddgena e lentamente
degradada, a maioria dos carbohidratos usados na hiperglicosilacdo sdo expressos de forma

ubiqua e disseminados pelo corpo, sendo facilmente degradados. Carbohidratos adicionais
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podem ser acoplados as proteinas de interesse, seja por rea¢fes quimicas especificas in situ ou
através de mutagénese dirigida ao sitio, com o objetivo de introduzir novos sitios de glicosilagdo
na estrutura primaria da proteina. A ligacdo dos carbohidratos a proteina causa uma reducéo da
interacdo da proteina com os mecanismos de depuracao do organismo, além de diminuir a sua
interacdo com as células apresentadoras de antigénios, na tentativa de aumentar o tempo de
semi-vida plasmatica e reduzir a imunogenicidade (1,47,49)

O mecanismo da hiperglicosilacao, glicosilacdo em varios sitios, das proteinas e como
as glicosiltransferases controlam a eficiéncia da modificacdo da superficie ainda é pouco
conhecido. A maior parte dos processos biossintéticos que levam a formacao de glicoproteinas
podem ser divididos em duas categorias, enzimas envolvidas na N-glicosilagédo e enzimas

responsaveis pela glicosilacdo associada ao oxigenio (47)

4.5.1.1. Papel do acido polissialico na hiperglicosilacéo

O é&cido polissialico (PSA) é um oligossacéarido endégeno que, como o PEG, esta
disponivel comercialmente em varios pesos moleculares e com varias ramificacdes, definido
pelo ndmero de subunidades repetidas, fortemente hidrofilico e capaz de se ligar
covalentemente ao grupo amino da lisina através de uma reacdo de aminacao redutiva. O PSA
é predominantemente encontrado nas glicoproteinas e glicolipidos da superficie celular e
desempenha um papel critico na regulacdo de varios processos bioldgicos, como adeséo,
migracdo e diferenciacdo celular (50,51).

A associacdo de proteinas ao revela ser tdo eficaz como a pequilagdo, mas sem a sua
toxicidade potencial. Esta conjugacdo com varias proteinas terapéuticas levou a uma proteolise
drasticamente mais reduzida, a retencdo da sua atividade in vivo, ao aumento do tempo de semi-
vida e a reducdo da imunogenicidade, com o objetivo de obter perfis farmacoldgicos
significativamente melhorados (50).

O PSA ¢é pode ser clivado em varias unidades de &cido sialico ap6s sofrer endocitose.
Este polimero é composto por varias subunidades monoméricas, com a mesma estrutura basica
de 9 4tomos de carbono, com substituigdes heterogéneas em algumas delas. A subunidade mais
comum em humanos é o acido 5-N-acetilneuraminico (Neu5Ac), polimerizado através de

ligagdes 2,8-glicosidicas (52).
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4.5.1.2. Mutagénese direcionada ao local na glicosilacdo

Outro processo de glicosilacdo, a mutagénese dirigida ao local é uma ferramenta muito
atil na biologia molecular que permite a manipulacdo especifica de sequéncias de DNA. Pode
ser utilizado para introduzir mutacdes especificas num determinado gene, incluindo os que
afetam a glicosilacdo. Ao alterar a sequéncia de aminoacidos de uma proteina, a mutagénese
direcionada ao local pode modular os padrdes de glicosilagdo e afetar a funcéo e as propriedades
da mesma (12,53).

Um exemplo de mutagénese dirigida ao sitio na glicosilagdo é a introducdo de um sitio
de glicosilagdo numa proteina que normalmente ndo sofre glicosilagdo. A proteina resultante
pode ser expressa num sistema que pode modificar o local de glicosilacéo introduzido. A
mutagénese dirigida ao local também pode ser usada para modificar os locais de glicosilacdo
existentes numa proteina. Ao alterar a sequéncia de aminoacidos perto de um local de
glicosilacéo, a eficiéncia da glicosilacdo ou o tipo de glicano adicionado pode ser alterado. Por
exemplo, mutacBes que criam ou interrompem a sequéncia de reconhecimento de
glicosiltransferases especificas podem levar a alteragdes na estrutura do glicano adicionado a
proteina (12,53)

Além de modificar os locais de glicosilacdo, a mutagénese dirigida ao local também
pode ser usada para projetar funcbes independentes de glicosilacdo numa proteina. Por
exemplo, ao introduzir mutacdes que alteram as propriedades eletrostaticas de uma proteina,
pode ser possivel alterar a sua afinidade de ligacéo para ligantes ou a sua capacidade de sofrer

alteragdes conformacionais (12).

4.5.2. AplicacOes da hiperglicosilacédo nas proteinas terapéuticas

Devido as claras semelhangas entre o processo de hiperglicosilacdo e o de pequilagéo,
h& muitas vantagens que tém em comum. A hiperglicosilacdo pode aumentar a semi-vida
plasmatica da proteina terapéutica, reduzir a sua imunogenicidade inerente e melhorar a sua
solubilidade. Um possivel aumento da eficécia terapéutica é provavelmente decorrente do
aumento do tempo de permanéncia no organismo, pois as proteinas terapéuticas
hiperglicosiladas devem ter atividade terapéutica menor ou equivalente as proteinas nativas e
ndo maior, pelos factos descritos acima. A grande vantagem deste processo em relacédo a
pequilacdo reside no facto de que os oligossacaridos utilizados sdo, na sua maioria, endégenos
e facilmente biodegradaveis (1,54).

Foi discutido que os derivados de PSA mais curtos podem ter uma maior utilidade

quando recorremos as proteinas terapéuticas. Descobriu-se em estudos que a polissializacdo da
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asparaginase através da aminacdo, levou a um tempo de semi-vida maior e uma
imunogenicidade reduzida enquanto a atividade permanece entre 82 a 86% da forma nativa.

A darbepoetina alfa, uma forma hiperglicosilada da eritropoietina, ja esta aprovada para
comercializagdo nos EUA. A mutagénese dirigida ao local foi utilizada para alterar cinco
aminodcidos individualmente, introduzindo dois locais adicionais de N-glicosilacdo na
estrutura primaria, obtendo um total de cinco locais. A selecdo clonal permitiu o isolamento de
uma forma em que todas as cinco sequéncias foram glicosiladas com sucesso. Este analogo
exibiu um tempo de semi-vida trés vezes mais longo, mostrando que possivelmente as trés
administracGes semanais na terapéutica usual de eritropoietina podem passar para uma Unica
administracdo por semana. Atualmente, estdo a decorrer investigacdes com varios compostos
na area da hiperglicosilacdo, como interferdo-alfa- 2b e a insulina (1,54).

A anemia é geralmente definida como uma diminuicdo na quantidade de globulos
vermelhos ou hemoglobina no sangue ou, também pode ser definida como, uma capacidade
diminuida do sangue para transportar oxigénio. Na evolucao da anemia, os sintomas geralmente
incluem astenia, dispneia e adinamia. Pode haver sintomas adicionais, dependendo da causa
subjacente (1).

O tratamento da anemia geralmente nao é feito com proteinas terapéuticas, muitas vezes
utilizamos medicamentos com ferro na sua composi¢do. No entanto, em casos graves de anemia
(por exemplo, anemia de doencas cronicas e anemia associada a processos neoplasicos), pode-
se usar a eritropoietina, que estimula a producdo de eritrocitos na medula 6ssea. Esta molécula

é o foco de muitos estudos de encapsulagdo que envolvem proteinas (1).
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5. Conclusao

A comparacédo entre moléculas farmacéuticas, proteinas e péptidos terapéuticos precisa de
estratégias de formulacdo especiais para que seja aceitavel na terapéutica atualmente utilizada.

Como vimos ao longo do trabalho, existe uma extensao enorme de sistemas de veiculacao
e suporte para a encapsulacdo na entrega de proteinas terapéuticas que foram apresentados em
diferentes formas, tamanhos e composicdes para que se adapte ao maior nimero de situacdes
possiveis.

Atualmente, encontram-se muitas proteinas terapéuticas em desenvolvimento que
prometem revolucionar a &rea da terapéutica através de processos como a pequilacédo, particulas
lipidicas como os lipossomas, micro ou nanocapsulas e conjugacdo de macromoléculas.

Futuramente, os produtos a base de hidrogel representardo uma grande percentagem de
sistemas de administracdo de farmacos no local desejado com a eficacia precisa.

Apesar do estudo destes sistemas tenha comegado ha algumas década, apenas recentemente
foram aprovadas algumas abordagens terapéuticas. Ja& existem no mercado proteinas
terapéuticas encapsuladas que s&o um sucesso, apesar de ainda ndo estar em plena
funcionalidade a capacidade de disponibilizar a proteina no local desejada com a concentracéo
necessaria sem reacdes adversas significativas. Isto conduz a compostos mais seguros e
eficazes, com melhorias clinicas significativos, aumentando a adesdo a terapéutica pelos

doentes.
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