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Resumo

Desde a introducdo da insulina no mercado que as terapias a base de proteinas tém
sido alvo de estudo e desenvolvimento em areas e doencas, como a oncologia, doencas
cardiovasculares, doencas metabdlicas e infeciosas. Estes agentes terapéuticos sao
biomacromoléculas de grandes dimensdes, com parametros de estabilidade estreitos e com
conformacdes estruturais que lhes conferem especificidade no seu modo de accéo e também
problemas na sua administragdo. Fenomenos como a baixa biodisponibilidade devido a
degradagdo enzimatica ou imunogenicidade ou a baixa internalizacdo nas células sdo as
grandes razdes para a dificuldade da aplicacdo desta classe terapéutica. A Aplicacdo de
sistemas de veiculacdo de farmacos (Drug Delivery Systems, DDS) com recurso a
nanotecnologia, tem sido uma estratégia para a administracéo de proteinas. Estes sistemas
sdo transportadores biocompativeis e biodegradaveis existentes a escala nanométrica que
transportam o farmaco, ao local de acdo de forma seletiva através da aplicacéo de ligandos
especificos e protegem 0 mesmo durante o transporte, de modo a evitar a degradacdo ou
desnaturacgéo da proteina, levando a uma libertacéo prolongada no local de acéo.

Existem varios tipos de nanoparticulas com aplicacdes e especificidades diferentes
que dependem da sua composicdo e das propriedades como o tamanho, formato,
hidrofobicidade e potencial zeta. Estas propriedades séo controladas durante a producdo do
nanotransportador de forma a que a nanoparticula seja a mais adequada ao farmaco.
Enquanto na sua constituicdo estdo presentes materiais a escala nanométrica, como 0s
lipidos, os polimeros ou materiais inorganicos como, por exemplo, a silica. A aplicagédo desta
tecnologia na administracéo de proteinas e péptidos terapéuticos tem alcangcado resultados
promissores, tais como o aumento da biodisponibilidade e da semivida das proteinas em
diversos estudos. Atualmente ja foram introduzidos no mercado varios medicamentos a base
de proteinas recombinadas na qual é aplicada a nanotecnologia nos seus sistemas de

veiculagcdo de farmacos.

Palavras-chave: Proteinas, nanotransportador, sistema de veiculacdo de farmacos,

especificidade, nanoparticulas.



Abstract

Since the introduction of insulin on the market, protein-based therapies have been the
target of study and development, to be used in diseases, such as cancer and cardiovascular,
metabolic and infectious diseases. These therapeutic agents are large biomacromolecules
with narrow stability parameters and structural conformations that confers specificity to the
binding site and difficulties in its administration. Phenomena such as low bioavailability due to
enzymatic degradation or immunogenicity or low level of cell internalization are the main
reasons for the difficulties in applying this therapeutic class. The use of drug delivery systems
(DDS) through the application of nanotechnology, the use of drug delivery systems (DDS) has
been a strategy for the administration of proteins. These systems are biocompatible and
biodegradable transporters that exist in the scale of nanometers and are used in the selectived
delivery of the drug to the action site by applying targeting ligands to their surface. These
systems also protect the drug from possible degradation or denaturation during the transport,
thus contributing to a prolonged release at the site of action.

There are several types of nanoparticles with different applications and specificities
which are dependent on their nanomaterial and properties such as size, shape, hidrophobicity
and zeta potential. These properties are controlled during the production of the
nanotransporter, with the aim to make the nanoparticle suitable for the intended drug. While in
its constitution there are materials, such as lipids, polymers, or inorganic materials such as
silica. The application of this technology for the administration of therapeutic proteins and
peptides has achieved promising results, such as increased bioavailability and half-life of the
drug in circulation in several studies. In the modern days, several drugs based on recombinant
proteins have been introduced on the market, in which nanotechnology in applied in their drug

delivery systems.

Keywords: Protein, nanocarrier, delivery drug system, specificity, nanoparticles
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Introducao

Os peptideos e proteinas terapéuticas, classificados como produtos biofarmacéuticos, sao
proteinas que deveriam ser produzidas pelo organismo, mas que por motivos patol6gicos ndo
sao sintetizadas naturalmente ou em quantidade insuficiente. (1) O uso deste tipo de terapias
apresenta inimeras vantagens, como a alta especificidade, seletividade e capacidade de acéo
potente e efetiva sobre funcdes do organismo. Desta forma, destacam-se como farmacos de
primeira escolha comparativamente aos farmacos convencionais de origem quimica, criando

uma baixa probabilidade de interferéncia com outros processos biolégicos naturais. (2)

Com a evolugéo de tecnologias de DNA recombinante e o desenvolvimento de areas como
a biotecnologia e bioengenharia ocorreu um grande impacto na producdo em larga escala de
biomoléculas com uso terapéutico, e um melhor conhecimento da funcdo das proteinas
reguladoras na fisiopatologia das doencas. (1) A insulina, por exemplo, foi a primeira proteina
introduzida no mercado em 1923, como um farmaco de elevada importancia no tratamento da
Diabetes Mellitus da qual o seu processo de producdo é alvo de inovagdes continuas. (3)
Muitas biomoléculas, devido a sua capacidade, acabaram por se tornar farmacos de eleicdo
para um elevado nimero de patologias; como por exemplo, a hemofilia (fatores de coagulacéo
sanguinea), a anemia (eritropoietina), a fibrose cistica (enzimas e fatores de crescimento),

cancro (anticorpos monoclonais e interferdes) e doencas metabdlicas. (4) (5) (6)

No entanto, com o aumento da utilizacdo destes agentes terapéuticos foram levantados
novos desafios relativos ao seu transporte devido as propriedades fisico-quimicas especificas
das proteinas, como: o elevado tamanho molecular, a baixa estabilidade em pH baixo, a
suscetibilidade a degradagédo enzimética, imunogenicidade, semivida baixa em ambiente
plasmatico e a tendéncia de sofrer agregacao, adsor¢do e desnaturacdo. (2) Na administracédo
oral, por exemplo, a degradacgéo por parte de enzimas gastrointestinais e a baixa penetracédo
da membrana intestinal induz a baixa biodisponibilidade de moléculas biolégicas. Por outro
lado, a via parentérica que é a via de administracdo mais usada para proteinas, esta associada
a reducdo na adesdo a terapéutica por parte dos doentes cronicos, uma vez que devido a
curta semivida das proteinas este tipo de administracéo implica varias inje¢ées ao longo do
dia, o que torna a terapéutica incbmoda para o doente. (7) (8) Existem ainda fendmenos que,
independentemente do meio de administracdo, ndo permitem a absor¢cédo das proteinas e a
internalizagdo nas células-alvo. A difusdo de moléculas de grandes dimensdes, como as
proteinas terapéuticas, pelas membranas epiteliais € geralmente lenta o que resulta numa
baixa absorcédo para a circulacdo sanguinea, a ndo ser que sejam usados transportadores

especificos. (8) Com todas estas limitacdes em conta, os principais objetivos de inovacéo



nesta classe de farmacos é proteger e direcionar a molécula terapéutica durante o seu

percurso até ao local de acéo.

Os sistemas de transporte de moléculas tém sido alvo de investigacdo consideravel nas
Ultimas décadas, sendo as nanoparticulas (NPs) um sistema particular de transporte que usa
as propriedades fisicas das particulas para melhorar as propriedades farmacocinéticas e
farmacodinamicas de vérios tipos de moléculas através da encapsulacdo ou adsorcdo das

mesmas a uma matriz biocompativel. (9)

A aplicacdo deste tipo de sistemas de transporte pretende estabilizar as proteinas num
ambiente bioldgico especifico para ultrapassar as barreiras fisiologicas e chegar ao tecido-
alvo, de forma a que a proteina possa exercer a sua funcao terapéutica.

Com foco nas adversidades da administracéo de proteinas, iremos abordar nesta revisao
os varios sistemas de NPs usados nesta classe terapéutica, destacando 0s conceitos

fundamentais para a sua eficiéncia.

Métodos

Os métodos usados na redacao desta monografia foram métodos de pesquisa e analise
de artigos cientificos e livros relacionados com a area, obtidos em plataformas como: PubMed,
Elsevier, NCBI, EMA, entre outros. O inicio da pesquisa incidiu sobre o uso de proteinas como
terapia, seguido da pesquisa sobre sistema de veiculacédo de farmacos e a sua aplicacdo em

JJk,

proteinas. A pesquisa foi executada com o uso de termos, como: “nanocarrier”, “therapeutic

E 11 L 13

protein”, “therapeutic peptides”, “nanoparticle”, “drug”, “delivery”, etc...

Também foi executada uma revisao e leitura da bibliografia dos artigos consultados, de

forma a obter uma melhor compreenséo do tema em estudo.



Resultados

1.Nanotransportador
1.1 Definicao

O termo nanotransportador (NT) refere-se a um material, ou a uma dispersédo de
particulas, cujo tamanho varia entre 1nm e 1000nm numa dimens&o. Na sua aplicagao
nos cuidados de salde, os NTs sdo usados como sistemas de libertacdo controlada de
farmacos, em que estes podem ser dissolvidos, aprisionados, encapsulados ou ligados a
matriz do NT durante a formulacdo das particulas.

Na comparacédo da aplicacdo de um farmaco isolado com um farmaco encapsulado,
um farmaco tradicional com boas propriedades de distribuicdo tera uma baixa
concentrac@o no local de agéo resultando numa baixa eficiéncia, tornando necessério a
administracdo de doses mais elevadas, o que aumenta o risco de desenvolvimento de
efeitos secundarios. Determinados agentes terapéuticos, ainda que demonstrarando
sucesso em culturas celulares, falham na reproducéo do mesmo resultado in vivo pela
dificuldade em limitar a zona de ag&o do agente terapéutico a area designada. (10) Neste
contexto, a utilizacdo de sistemas de transporte de farmacos permite a alteragdo das
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas das moléculas a serem transportadas,
de forma a que o transporte para o local de agéo seja acelerado, prolongando o tempo do
efeito terapéutico do farmaco e reduzindo os efeitos secundarios. Isto deve-se a
distribuicdo do farmaco ser direcionada para os tecidos-alvo e da libertagdo do farmaco
ser controlada (alcangando uma maior eficiéncia terapéutica), permitindo uma redugao na
dosagem do transportador e do farmaco comparativamente ao farmaco livre, o que

consequentemente diminui a sua toxicidade. (8)

1.2 Carateristicas farmacocinéticas

Os sistemas de veiculacdo de farmacos possuem parametros que Sao cruciais para a
penetracao na célula e para o desempenho da sua funcdo. As NPs penetram na célula
através de mecanismos, como a endocitose e pinocitose. (11) A internalizacdo das NPs
pelas células é dependente das suas propriedades, como o tamanho, o formato, a carga
e o caracter hidrofilico a superficie. (12) No entanto, durante o periodo da circulacao

sanguinea, proteinas plasmaticas como a albumina sérica, imunoglobulinas e outras



Y

apolipoproteinas sdo adsorvidas a superficie da NP, promovendo o processo de
opsoniza¢do. As NPs estimulam a resposta imunitaria, sendo a opsoniza¢ao induzida em
resposta a ativacdo do sistema imunitario. Este processo permite a ligacdo de
imunoglobulinas a sua superficie, sendo a particula reconhecida e alvo de remoc¢ao por
parte dos macréfagos do sistema reticuloendotelial (RES). (13) A “coroa proteica”, criada
pela opsonizacdo das proteinas plasméaticas, define a natureza fisiolégica do
transportador, sendo dependente do tamanho da particula, formato, potencial zeta,
hidrofobicidade e funcionalidades da superficie, tais como, por exemplo, ligandos
especificos para tecidos-alvo. (13)

Quando a célula é exposta as NPs, é natural que ocorra uma interagdo entre o
complexo nanoparticula-coroa biomolecular e os componentes da membrana celular. Esta
interacdo é seguida da ativacdo de um processo de internalizacdo das NPs na célula, que
€ dependente de energia. (12) Para aplicacdes terapéuticas das NPs, € necessario que
os biomateriais da particula sejam biocompativeis, ou seja, que o material realize a sua
funcdo desejada no que respeita a terapéutica sem causar efeitos locais ou sistémicos
indesejados no paciente, e que o0 seu tempo de circulagdo sanguinea seja prolongado.
(11) (14)

1.3 Propriedades carateristicas

1.3.1 Tamanho e formato

O tamanho e o formato das NPs séo fatores condicionantes na distribuicao e interacéo
com as células e assim como do tempo de circulagdo no sangue, pois influenciam
diretamente a area superficial em contato com o local de agdo, assim como a sua
estabilidade durante a circulacdo sanguinea. Assim, o tamanho de uma NP ideal devera
oscilar entre 1 e 100nm, embora particulas até 200 nm ainda sejam consideradas NPs
com uma internalizagdo celular aceitavel. (15) Particulas que apresentem dimensdes
maiores quando em circulagéo acabam por ser retidas e fagocitadas pelo RES, enquanto
particulas menores apresentam maior probabilidade de serem excretadas pelo sistema
renal (13)(15)(16). O formato das NPs influencia 0 seu comportamento cinético na
circulacdo sanguinea de baixo calibre, o0 seu tempo de circulacdo e a sua adeséo a parede
do vaso, sendo que o formato ndo-esférico é preferencial a outros. (18) (19) As particulas
precisam de sofrer o efeito da marginacdo, que afeta os glébulos vermelhos, para se
ligarem ao endotélio e sairem da circulagdo sanguinea para os locais de agéo. (17) (18)
(20)
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1.3.2 Potencial zeta e perfil lipidico

O potencial zeta de uma NP é usado para caracterizar a carga superficial da mesma.
Esta propriedade reflete o potencial elétrico da NP e é influenciado pela sua composicao
e pelo meio em as NPs estéo dispersas. Nanoparticulas com um potencial zeta abaixo de
30mv demonstraram estabilidade em suspensao, uma vez que a carga superficial previne
a sua agregacao. (9) A carga a superficie da NP tem influéncia no processo de
opsonizacgdo, afetando a adsorcdo de proteinas plasmaticas. De acordo com Gessner et
al (21), num estudo envolvendo vérias séries de nanoparticulas poliméricas (NPPs) com
diferentes cargas superficiais, observou-se que NPs com maior carga negativa resultam
numa maior adsor¢ao de proteinas plasmaticas. Foi também demonstrado que a carga de
uma particula tem influéncia na biodistribuicéo e circulagdo sanguinea, sendo que as NPs
com maior densidade de carga superficial sofrem uma maior depuragdo no sangue e
captura pelo RES, enquanto particulas com carga neutra tém um tempo de circulacdo
sanguinea longo com baixa depuracdo pelo RES. Particulas com carga positiva
apresentam um menor tempo de circulagdo no sangue quando comparadas com
particulas de carga inferior, sendo que ocorre uma maior acumulacéo no figado e bago do

que com as particulas de carga negativa. (13)

O caréter hidrofébico da NP n&o influencia apenas a opsonizagdo, como também
determina a farmacocinética e a biodistribuicdo da mesma. Nanoparticulas com uma
superficie mais hidrofébica tendem a adsorver mais proteinas plasmaticas a sua superficie
ap6s administracdo in vivo. (22) A ligacdo destas opsoninas a superficie das NPs atua
como uma ponte entre a NP e os agentes fagocitarios, aumentado assim a depuracao
sanguinea e uma captura pelo RES muito mais rapida. (9) (22) Com o objetivo de reduzir
a taxa de remocao das NPs pelo RES, a diminuicao do perfil hidrofébico superficial da
particula foi alvo de pesquisa. Uma das abordagens mais promissoras foi a associagdo de
polimeros hidrofilicos a superficie da particula. Polimeros como polietilenoglicol (PEG),
polioxietileno, poloxamina, quitosano, dextrano, entres outros, ja demonstraram serem
polimeros de interesse. O PEG é um polimero inerte e hidrofilico, sem carga que tem sido
alvo de inimeras pesquisas de modo a mascarar o perfil hidrofébico da superficie das
NPs e torna-los indetetaveis ao sistema imunitario. A adicao de polimeros PEG a
superficie das NPs mostrou ter efeitos no aumento do tempo da circulacdo, através da
capacidade de mascarar a carga da superficie e o seu perfil hidrofébico, impedindo o

processo de opsonizacao. (9)(13)(23)
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1.3.3 Ligandos especificos do local de acéo

A especificidade ativa da NP para o local de ac&o no corpo é dependente da interacao
especifica dos ligandos a sua superficie com os receptores membranares das células no
local de ag&o. Esta estratégia permite o direcionamento da NP para os locais-alvo, assim
como uma reducdo dos efeitos secundarios, uma vez que as células saudaveis ndo
possuem o receptor-alvo especifico para o ligando da NP, reduzindo a sua distribui¢ao.
Esta estratégia revelou os melhores resultados na terapia antitumoral, especialmente na

cura de tumores localizados ou nas primeiras fases de desenvolvimento.(24)

Os potenciais ligandos podem ser anticorpos inteiros ou fragmentos de anticorpos,

aptmeros, péptidos, proteinas como a transferrina, hormonas, glicoproteinas.
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1.4 Tipos de Nanotransportadores
1.4.1 Transportadores lipidicos
1411 Lipossomas

Lipossomas sdo vesiculas com uma bicamada lipidica concéntrica, composta
maioritariamente por fosfolipidos naturais ou sintéticos, na qual um ou mais volumes
aguosos estdo confinados. Os lipossomas sdo caracterizados pelo tamanho, carga
superficial e nimero de bicamadas. (10) (25) Este tipo de transportadores apresenta varias
vantagens, nomeadamente: a sua hatureza anfifilica que se traduz na sua capacidade de
poder incorporar na sua constituicdo farmacos de carater hidrofilico e hidrofébico, a
biocompatibilidade, facilidade na alterag&o da superficie do transportador e o facto de ndo
serem imunogénicas. E possivel alterar a permeabilidade membranar do lipossoma
através da alteracdo da composicdo dos fosfolipidos e da introducdo de outros
componentes como o colesterol na bicamada. As substancias hidrofilicas sé&o
solubilizadas no volume aquoso interno, enquanto as substancias lipofilicas sé&o

introduzidas no interior das bicamadas lipidicas. (10) (26)

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o seu tamanho e numero de

bicamadas lipidicas, em:

- SUV (small unilamelar vesicles) sdo vesiculas unilamelares pequenas
constituidas por apenas uma bicamada fosfolipidica. O tamanho da particula varia de 25

a 50 nm em diametro;

- LUV (large unilamellar vesicles) sdo vesiculas unilamelares grandes
constituidas por apenas uma camada fosfolipidica e um centro aquoso de maiores

dimensdes. O tamanho da particula varia entre os 100 e os 200 um.

- MLV (multilamellar vesicles) sao formadas por bicamadas lipidicas
concéntricas, com intervalos aquosos entre bicamadas até 10 bicamadas. A particula tem

um tamanho que varia entre 1 e 2 ym de didmetro. (27)

No que concerne a aplicacdo de lipossomas no transporte de proteinas, pressupde-se
que as proteinas permanegam incorporadas no compartimento aquoso destas NPS. No
entanto, existem casos em que partes hidrofébicas da proteina interagem com a bicamada
lipidica, dando a proteina uma conformacéo intermédia (“molten globule”), em que parte

da proteina est4 desdobrada na camada membranar. (27)

Nos lipossomas é possivel a aplicacdo de revestimento com polimeros a superficie,

como o PEG, tendo sido demonstrado que este revestimento aumenta a eficacia no
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transporte de peptideos. Foi reportado que a administracéo de insulina e de VIP (vasoative
intestinal peptide) encapsulados em lipossomas resultou numa diminuicdo dos niveis
plasméticos em ratos assim como ha normalizacdo da pressao arterial em hamsters
hipertensos. Ao juntar polimeros (como o PEG) a superficie do lipossoma foi possivel
aumentar o seu tempo de circulacdo sanguinea através da diminuicdo da internalizacéo
por parte do sistema mononuclear fagocitario (28). No entanto, os lipossomas possuem
baixa estabilidade, baixa eficacia de encapsulacdo, podem sofrer remogédo réapida pelo
RES, estdo sujeitos a interacbes celulares com o lipossoma, transferéncias
intermembranares, etc. (26)

1.4.1.2 Nanoparticulas Lipidicas Solidas — SLNs

As Nanoparticulas Lipidicas Sélidas (Solid Lipid Nanoparticles, SLNs) foram
apresentadas em 1990 como sistemas transportadores substitutos para os lipossomas,

emulsdes e para as NPPs. (26)

As SLNs possuem uma morfologia esférica, com um tamanho que varia entre os 40 e
0s 1000nm. A concentracédo de lipidos sélidos neste tipo de particulas varia entre os 0,1 e
0s 30% (w/w) (26). As SLNs consistem num nucleo solido hidrofébico com uma camada
de tensioativo a superficie. Os farmacos a serem veiculados estdo dispersos ou
dissolvidos na matriz interna constituida por lipidos biocompativeis e biodegradaveis
(triglicéridos, glicéridos parciais, acidos gordos de cadeia longa e ceras). Esta classe de
particulas esta dispersa num meio aquoso na qual € necessario a estabilizacdo por
tensioativos numa concentracdo que varia entre 0,5% a 5%, 0 que permite manter a
estabilidade fisica das particulas. (10) A sele¢éo dos lipidos e tensioativos na constituicao
da particula afeta o tamanho da mesma, assim como a estabilidade a longo prazo durante

0 armazenamento, a introdu¢&o do farmaco no sistema e os perfis de libertacéo. (26)

Este tipo de NPs apresenta véarias vantagens relativamente a produgéo, sendo um
sistema que é de facil preparacdo, com baixo custo, facilidade na transposi¢cdo para
producdo em larga escala, bom perfil de libertacdo, auséncia de toxicidade, e a
possibilidade de producdo de nanossuspensfes lipidicas de maior concentracdo. No
entanto, existem desvantagens como a imprevisibilidade de mudancgas polimérficas
relacionadas com os lipidos durante a producdo que dificultam a administracdo ou o
armazenamento, pois tém a tendéncia em expulsar o farmaco ou em gelificar o sistema
coloidal. (26)
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Segundo Liu et al. (29), as SLNs sdo uma classe de NPs com capacidade para o
transporte de insulina por administracdo pulmonar. O estudo apresentado por estes
autores incidiu sobre a aplicacdo de insulina em SLNs num estudo in vivo, usando ratinhos
como modelo animal. Durante a nebulizacdo, as SLNs transportadoras da insulina

mantiveram-se estaveis, resultando numa reducdo dos niveis de glucose em jejum.

1.4.1.3 Transportadores Lipidicos Nanoestruturados — NLCs

Os Transportadores Lipidicos Nanoestruturados (Nanostructured Lipid Carriers,
NLCs), sdo uma nova geracdo de NPs lipidicas, sendo os SLNs modificados na qual a
fase lipidica combina lipidos solidos com lipidos liquidos (6leos), formando particulas
sélidas estaveis a temperatura ambiente. A principal vantagem das NLCs em relacao as
SLNs tradicionais é a sua capacidade de encapsular uma maior quantidade de farmaco
na sua matriz, devido a estrutura da mesma ser menos organizada. Este tipo de
transportador apresenta maior flexibilidade, assim como menor expulsdo do farmaco
durante o armazenamento devido a fendbmenos de recristalizacdo e menor quantidade de

agua na dispersao. (26)

1.4.2 Nanoparticulas Poliméricas -NPPs

Nanocapsulas Nanoesferas
P?md.‘" o 0 Mat[’i;
polimérica o] polimérica
‘ o O o
Nucleo o 0
oleoso =
a) b) c) d)

Farmaco Farmaco

Figura 1: Nanocapsulas e nanoesferas. Adaptado de Schaffazick et al (2003). (30)

As NPPs sdo sistemas coloidais constituidas por polimeros biodegradaveis e

biocompativeis, que poderéo ser naturais ou sintéticos. A utilizagcéo deste tipo de NPs para
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a libertacéo de farmacos é vasta, sendo que foram estas NPs que influenciaram o conceito

de sistemas de libertacéo de farmacos em locais alvo. (10)

Dependendo do método de preparacdo, as NPPs podem apresentar-se como
nanoesferas ou nanocdpsulas, que diferem entre si pela sua composicado e pela sua
estrutura. As nanocapsulas séo sistemas reservatério constituidos por um nucleo liquido
(lipido ou aquoso) rodeado por um invélucro polimérico, podendo o farmaco estar
dissolvido no nudcleo ou encapsulado numa cavidade formada pelo polimero membranar
acabando por ficar adsorvido a superficie da particula. Nas nanoesferas, o farmaco esta
disperso e adsorvido uniformemente por toda a matriz da particula, sendo libertado por
difuséo. (9) (30)

Tém sido efectuados estudos no que concerne a veiculacdo de proteinas, genes e
DNA com NPPs constituidas por polimeros biodegradaveis, como: o acido polilactico
(PLA), o é&cido poliglicolico (PGA), o &cido polilatico-co-glicdlico (PLGA) ou ainda o
polimetilmetacrilato (PMMA).

Os métodos de sintese das NPPs pertencem a uma de duas categorias, a
polimerizagéo in situ de monémeros existentes, ou a precipitagdo de polimeros formados
previamente. (30) Na producéo destes sistemas ha diversos fatores a serem controlados
durante o seu desenvolvimento, tais como: o tamanho da particula, a sua carga superficial
(potencial zeta) e a capacidade de libertacdo dos agentes farmacologicamente ativos no

local de agdo numa taxa e dose concordante com o regime terapéutico.

A libertacdo do farmaco das NPP é fortemente dependente das propriedades do
polimero das quais séo feitas, uma vez que tal libertacéo é dependente de fenébmenos de
difusdo e dissolucdo do farmaco no ambiente bioldgico, assim como da erosdo e

dissoluc&o do polimero no tecido-alvo. (31)

As NPPs sdo sistemas de veiculagcdo de farmacos com inUmeras aplicacdes
terapéuticas com a finalidade de serem administrados pela via parentérica, oral e

oftalmica.

Estes NPs tém sido usados para a administracdo por via oral de proteinas e peptideos,
uma vez que protegem estas moléculas da degradacdo enzimética e hidrolitica no trato
gastrointestinal. (30) As NPPs biodegradaveis também oferecem um sistema de
veiculacao efetivo para vacinas orais com um aumento da producéo de IgA como resposta.

O antigénio da vacina € encapsulado dentro da NPP ou ligado a sua superficie. (32)

As NPs mais utilizados para administracdo pela via pulmonar sdo os que incluem
polimeros naturais, como a gelatina, quitosano, alginato, e polimeros sintéticos como o

PLGA e o PEG. A gelatina é uma proteina biocompativel e biodegradavel, que se liga de
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forma covalente a substancia ativa (SA) resultando numa maior eficiéncia. O quitosano é
polissacarido com propriedades mucoadesivas que aumenta a permeacdo e facilita a
retencdo da NP no pulmdo apds a administracdo pulmonar. O alginato com a sua matriz
hidrofilica biocompativel facilita a introducdo da SA na particula. O PLGA é um polimero
sintético que permite uma libertacdo prolongada do farmaco durante um periodo variavel,
estando este periodo de tempo relacionado com o racio de mondémeros usados na
particula. (33)

1.4.3 Nanoparticulas Virais- VNPs e VLPs

Os virus séo agentes patogénicos presentes no ambiente e no quotidiano, sendo que
agueles que infetam bactérias, mamiferos e plantas podem ser usados para O
desenvolvimento de NPs a base de virus, para tratamento humano. Os virus sao o ponto
inicial ideal para o desenvolvimento de uma NP, uma vez que eles evoluiram
naturalmente para distribuir acidos nucleicos, podendo ser manipulados para distribuir
outro tipo de moléculas como farmacos ou reagentes para imagem de diagndstico. A sua
replicacdo natural permite uma enorme escala do fabrico de VNPs a escala industrial.
(34) As VNPs sao compostas por proteinas e séo reconhecidas pela sua
biocompatibilidade, biodegradabilidade, capacidade de atravessar barreiras bioldgicas e

libertar eficientemente a substancia transportada nos tecidos alvos.

Nesta categoria sdo consideradas dois tipos de particulas: as Virus-based
nanoparticles (VNPs) na qual é caracteristica a capside modificada que contém o
genoma viral, e as virus-like nanoparticles (VLP) que contém componentes proteicos,
sendo esta classe néo infeciosa. (35) As VNPs a base de virus que infectam bactérias
(bacteri6fagos) e plantas sdo consideradas seguras, uma vez que estes virus nao

conseguem infetar humanos. (34)

Os materiais a base de virus possuem varios beneficios, pois sdo constituidos por
proteinas organizadas numa estrutura multivalente que, quando combinada com o
sistema imunitério, estimula a resposta imunitaria humoral e celular. (35) Ao contrario
das NPs sintéticas, a estrutura dos VNPs pode ser alterada ndo so6 através de reacgdes
qguimicas, mas também geneticamente, através da alteracdo da sequéncia de &cidos

nucleicos que codificam as proteinas virais. (34) (35)

Varias estratégias foram desenvolvidas para proteger os VNPs do sistema imunitario

durante o transporte até aos locais de ac¢édo especificos. A problematica com a taxa de
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depuracado das VNPs pode ser superada através de alteracdes da superficie da particula
ou do seu formato. Um exemplo é a introducdo de polimeros PEG que minimizam as
interacbes ndo especificas entre as particulas e os macrofagos, aumentado o tempo de
circulagdo. VNP com um formato tubular ou filamentoso tém propriedades superiores in
vivo as VNPs com formato esférico, nomeadamente um aumento na fluidez e marginacao
para a parede do vaso e a reduzida depuracdo por parte do sistema fagocitario
mononuclear, sendo aplicadas nas terapéuticas anticancerigenas e anti-trombdticas.
(34)

1.4.4 Nanoparticulas Inorgéanicas

Inicialmente os esfor¢cos na investigagdo de nanomateriais inorganicos estavam
focados no ambito de areas como Fisica e a Engenharia, mas mais recentemente tem
sido estudada a sua aplicagdo em Biologia e Medicina. Esta classe de NPs pode ser
sintetizada a partir de um vasto numero de matérias-primas, como carbono, silica, ouro,
ferro e outras matérias inorganicas, muitas das quais ja possuem aplicacdes na area da
saude, como em sensores bioquimicos, na imagem de diagndstico ou em aplicagbes
terapéuticas. Estas matérias-primas formam NPs que sdo geralmente verséateis, com
uma larga disponibilidade e funcionalidade, boa biocompatibilidade e com potencial para

libertar de forma controlada e especifica os farmacos ou genes transportados. (12)

As NPs inorganicas sdo compostas, de forma geral, por um nudcleo constituido pelo
material inorganico e um revestimento composto por polimeros organicos (ou metais)
que proporcionam um substrato para a conjugacdo com biomoléculas ou protegem a
regido do nucleo de interacfes fisico-quimicas indesejadas com o ambiente biolégico
externo. (36)

1.4.4.1 Nanoparticulas metalicas a base de ouro — AUNPs

As dispersdes coloidais de nanoparticulas de ouro (AuNPs) sdo uma das mais estaveis
classes de NPs metalicas, com propriedades notaveis a nivel das suas caracteristicas
Oticas, magnéticas, sensoriais e bioquimicas. (12) Devido a essas mesmas propriedades,
as AuNPs tém sido alvo de investigacao para aplicacdes no ambito de “medical imaging”
(na detecéao e diagnostico inicial como biosensor), assim como no tratamento de doengas

(incluindo terapias antitumorais) e nos sistemas de transporte de farmacos. (36)
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As AuNPs sdo particulas compostas por um nucleo de ouro rodeado por grupos
reativos com carga negativa a superficie que séo facilmente otimizados, por adicdo de
uma camada de ligandos especificos para o local de acao. Apesar de existirem inimeros
protocolos para a sua sintese, os sistemas coloidais com AuNPs para aplicacao
biomédica s@o geralmente preparados com recurso a um metal precursor, um redutor e
um estabilizador. O processo consiste na reducdo de sais de ouro na presenca de
agentes redutores. Esta forma de producdo permite um controlo rigoroso das
propriedades éticas e elétricas da particula que possuem uma forte dependéncia da sua
forma e do seu tamanho (variando de 1nm até mais de 100nm). (12) (36)

A carga negativa a superficie da AuNP permite que a particula seja facilmente
(bio)funcionalizada, através de ligagcfes idGnica, covalentes ou de adsorgédo, por um
grande espetro de macromoléculas tais como antibioticos, proteinas, moléculas de DNA
e RNA. A especificidade destas NPs para os locais de a¢éo alvo, é adquirida pela ligacao
destas a ligandos especificos para o local de agéo. (36) A capacidade das AuNPs para
se ligaram a moléculas organicas, o seu baixo nivel de toxicidade e as suas propriedades
de absorgdo Otica ajustavel tornam estas particulas candidatas apropriadas para o

transporte de farmacos (12)

1.4.4.2 Nanoparticulas Magnéticas — MNP

Nanoparticulas magnéticas (Magnetic Nanoparticles, MNPs) sdo uma classe de NPs
que exibe uma vasta variedade de atributos que a tornam numa promissora classe de
transportadores de farmacos. Esta classe € de facil manuseamento com o auxilio de um
campo magnético externo, permite o uso de estratégias de libertacdo de farmacos de
forma passiva e ativa, possibilita a visualizacao (através da sua utilizacdo na técnica
MRI), etc. (31)

As MNPs podem, com base nas suas propriedades magnéticas, ser divididas em
metais puros (como o cobalto, manganés, niquel e ferro), ou em ligas e 6xidos. No
entanto, na sua aplicacdo em biomedicina a opc¢éo de escolha do metal é limitada, pois
ainda se desconhecem os efeitos de varios metais no corpo humano. (31) Através do
efeito magnético, as NPs permanecem fixas no local de agdo enquanto os farmacos séo
libertados, fornecendo uma resposta local, e reduzindo efeitos adversos e a dosagem

necessaria. (37)

Para a aplicagdo no transporte direcionado de farmacos foram propostos dois tipos de

particulas especificas, a magnetite (FesO4) e a maghemite (Fe.03), as quais se da o
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nome de Nanoparticulas de Oxido de Ferro Super Paramagnéticas (Super Paramagnetic
Iron Oxide Nanoparticles, SPIONs). Estas particulas apresentam uma propriedade
especial no que concerne ao seu tamanho, pois ao serem reduzidas para 10 a 20nm,
elas demonstram um efeito de super paramagnetismo que consiste na magnetizacao
maxima das particulas quando sujeitas ao campo magnético. No entanto, na auséncia
desse campo magnético as particulas ndo apresentam qualquer tipo de magnetismo
residual. (36) Existe uma preferéncia para o super paramagnetismo, pois este efeito
previne a aglomeracdo das NPs quando o campo magnético ndo estd presente e
manutencdo das NPs em circulagdo sem sofrer remocdo. (38) A modificagdo da
superficie do SPION permite a ligacdo de vérias proteinas, anticorpos, peptideos e
farmacos anti tumorais que se ligam especificamente aos receptores-alvo expressos nas
células cancerigenas. Esta funcionalizacdo das particulas previne a agregacdo das
particulas, protege a superficie de oxidacdo e fornece uma superficie para conjugar
farmacos e ligandos para o local de acdo, aumentando o tempo de circulagdo no sangue
e prevenindo o efeito do RES. (36)

Contudo, na maioria dos casos onde foram usados NTs magnéticos foram
encontradas dificuldades em atingir estes objetivos, estando estas dificuldades
associadas a propriedades inadequadas do sistema magnético. As MNPs tém tendéncia
para se juntarem em agregados perdendo as propriedades especificas que advém das

suas pequenas dimensbes, tornando-as dificeis de controlar. (31)

SPIONs revestidas com anticorpos tem sido alvo de avaliagdo para aplicacdo
terapéutica. Um exemplo disso é o uso do anticorpo Herceptin que é um anticorpo
especifico para o receptor Her2/neu. Este receptor é caraterizado por ser um fator de
crescimento gue é expresso na superficie das células cancerigenas nos estagios iniciais
do cancro da mama e é essencial para proliferacdo das mesmas. (39) A interacao do
anticorpo Herceptin com o receptor resulta na inativacdo do mesmo e inibicdo da

proliferacdo celular. (39) (40)

1.4.4.3 Nanoparticulas de Silica Mesoporosa — MSN

Materiais mesosporosos, classificado pela IUPAC como matérias com poros de
didmetro entre os 2 e os 50nm, sdo materiais com aplicagdo biomédica que tém vindo a
ser desenvolvidos desde a sua descoberta em 1990. (12) Devido aos seus poros com
limites bem definidos, extensos volumes internos, grande area superficial e canais

estreitos que permitem a adsor¢cdo de moléculas, 0os materiais mesoporosos tornaram-
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se interessantes para a veiculacdo de moléculas, nomeadamente proteinas e farmacos,
e para a libertacdo prolongada dos mesmos. (37) Os poros possuem mecanismos gue
abrem e fecham o canal sendo controlados por varios sistemas, como pela presenca de
polimeros, nanocristais, ou de interacdes externas como o calor, pH, luz ou quimicas.
(41)

De entre os varios materiais desta classe (como a silica, titania, zirconia, alumina), a
silica mesoporosa suscitou um interesse especial no que concerne a veiculacdo de
farmacos. Esta matéria apresenta boa estabilidade fisica e quimica, uma capacidade de
carga superior a dos lipossomas e dos sistemas poliméricos e um bom perfil para
veiculacéo controlada de farmacos. (42)

A silica mesoporosa € relatada como um material relativamente “ndo-téxico” e
biocompativel, dependendo da dosagem e da via de administracdo. (42) Este tipo de
particulas possui inUmeras pesquisas na area da regeneracao de tecido 6sseo. Temos,
como exemplo, o uso de MSNs transportadoras de BMP2 (um fator de crescimento que
induz a diferenciacdo dos osteoblastos e a promocao da regeneracdo éssea) usadas
para avaliar a eficiéncia na diferenciagéo osteogénica atraves da avaliagdo da endocitose
e internalizacdo de MSNs funcionais. O resultado na formacdo de ossos ectopicos foi
estudado in vivo, demonstrando a utilidade das MSNs transportadoras de BMP2 na

reparacao de tecido 0sseo. (43) (44)

1.4.4.4 Hidroxiapatite

Os fosfatos de calcio, sdo um dos principais componentes do 0sso natural, tendo
propriedades biocompativeis e bioativas que permitem a sua utlizagdo para a

reconstrucao 6ssea. (42)

Um exemplo é a hidroxiapatite, um material ndo imunogénico, biocompativel e
biodegradavel. Os produtos da sua degradacao (ides calcio e fosfato) ndo apresentam
toxicidade. A sua interacdo com as células intervenientes na osteogénese, torna este
material interessante para a sua aplicacdo biomédica na regeneracao 0ssea. Neste
contexto, a sua aplicacao no transporte de fatores de crescimento é bastante promissora,
uma vez que o seu transporte ndo provoca alteracdes da conformacdo da cadeia, nem

cisbes ou até mesmo degradagao proteica até ao local de acao. (42)
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1.5 Toxicidade

A toxicidade das NPs é definida como a capacidade de estas causarem efeitos
adversos na fisiologia normal, ou afetar diretamente a estrutura normal, do érgéo ou do
tecido em causa. (14) As propriedades fisico-quimicas das NPs (como o tamanho da
particula, formato, carga superficial e composi¢cdo quimica) influenciam a sua interacao
com as células e a sua estabilidade, e consequentemente, a sua potencial toxicidade. (14)
(45) Dependendo do seu tamanho e constituicdo, algumas NPs podem produzir danos
irreversiveis em células devido ao stress oxidativo ou a danos causado nos organelos
celulares. (46) Particulas constituidas pelo mesmo nanomaterial podem ter
comportamentos diferentes nas mesmas condi¢cdes biolégicas, dependendo das suas
propriedades fisico-quimicas especificas. (14)

Estes fatores sao controlados durante a producdo da particula e podem afetar a
interacdo dos nanomateriais com as células dos tecidos, sendo que NPs com maior
permeabilidade celular proporcionam uma maior efetividade no transporte de farmacos,
mas também poderao causar potenciais ameacas a saude do utente. (14)

O tamanho da particula contribui para a citotoxicidade. Em particulas que possuam a
mesma massa, particulas de menor volume possuem uma area superficial especifica
(Specific Superficial Area, SSA) maior do que as particulas de maiores dimensdes, uma
vez que o razdo entre a area superficial e o volume aumenta com a redugéo do tamanho
da particula, tornando a superficie da particula numa area mais disponivel para interagir
com os componentes da célula como as proteinas, acidos nucleicos, acidos gordos e
glicidos. (45)

Segundo Kim et al (43), num estudo envolvendo NPs de prata (AgNPs) com tamanhos
diferentes (10, 50 e 100nm), confirmou-se a dependéncia da toxicidade celular com o
tamanho das particulas. Neste artigo, foi avaliado o nivel de toxicidade de AgNPs através
dos niveis de libertacdo de LDH, dos niveis de regeneragdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e pela avaliacdo da viabilidade celular. Os resultados mostraram que a
toxicidade era dependente da dose e do tamanho da particula, com as AgNPs de menor
tamanho (10nm) tendo um maior efeito apoptético sobre as células em estudo, do que as
particulas de tamanho superior. Sugeriu-se que a diferengca nos resultados estava
associada ao processo de internalizacdo nas membranas celulares e nos poros nucleares.
(47) Outro estudo envolvendo particulas de dioxido de titanio (TiO.), reportado por Jiang
et al. (48) demonstrou a existéncia de uma correlacéo entre o tamanho da anatase de TiO;
e a producédo de ROS, quando se comparou esta producao por area de superficie com um
determinado tamanho. Particulas entre os 10nm e os 30nm apresentaram um aumento na

producdo de ROS por unidade de superficie, enquanto as particulas abaixo de 10nm e
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acima de 30nm produziram niveis similares de ROS. Isto revela que existe uma relacdo
complexa entre a toxicidade e as propriedades das NPs. (45) (48)

O formato da particula também tem efeitos nos niveis de toxicidade, tal como também
descrito no estudo de Jiang et al. (48) com NPs de TiO.. Neste estudo observou-se que
as NPs de di6éxido de titanio no estado amorfo geravam mais ROS do que os outras formas
minerais de tamanho semelhante (anatase e rutilo). Sugeriu-se que esta maior producao
de ROS pela forma amorfa do TiO; esta relacionada com o facto da particula possuir mais
defeitos a superficie e por isso mais locais com a capacidade de gerar ROS. (48) Foi
também relatado que particulas de Fe:O3z em ‘rod-shape” produziram mais respostas de
citotoxicidade em linhas celulares de macréfagos de ratinho do que as NPs com a mesma
composi¢ao em formato esférico, sendo estas respostas traduzidas em producédo de ROS,
resposta inflamatéria, niveis aumentados de lactato desidrogenase (LDH) e inducdo de
necrose. (45) (49)

A carga superficial da particula tem influéncia na internalizac¢éo celular da mesma e no
modo como a particula interage com os organelos e as biomoléculas, desta forma
influenciando a citotoxicidade. Segundo Kai et al. (50), a toxicidade das NPs aumenta com
0 aumento da sua carga superficial, sendo tal comprovado no seu estudo envolvendo
particulas de Fe;O4 revestidas com 4cido oleico, carbono e sem revestimento com cargas
com valores de 4.5 mV, 23.7mV e 14.5 mV, respetivamente. O estudo sugeriu que quanto
maior for a carga positiva da NP, maiores serdo as interagfes electroestaticas com a
célula, aumentando assim a internalizag&o celular em células do hepatoma humano (BEL-
7402) e a sua apoptose por inducdo de ROS. (45) (50) As NPs tendem a ser internalizadas
guanto maiores forem as interacdes electroestaticas, sendo este fenomeno explicado pela
composi¢cdo da membrana celular. Os glicosaminoglicanos (GAG) sdo constituintes
existentes em grande quantidade na membrana celular dos mamiferos que possui uma
carga negativa que capaz de atrair as particulas carregadas positivamente, de forma a ser
internalizadas. A mesma interacdo € recorrente com o DNA, sendo este carregado

negativamente e danificado pelo processo de interagdo com a particula. (45) (51)
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2.Aplicacao de nanoparticulas em terapias a

base de proteinas

Com o desenvolvimento da nanotecnologia e da nanomedicina, deu-se um aumento
do nimero de produtos farmacéuticos a escala nanométrica aprovados e comercializados.
Estes produtos podem ser classificados como agentes terapéuticos ou veiculos de
transporte da SA para partes especificas do corpo. (52) Um estudo a escala global
conduzido pela European Science and Tehnology Observatory em 2006 demonstrou que
mais de 150 empresas estavam a desenvolver terapéuticas a escala nanométrica. (53) O
sucesso de formulagdes de NPs como o Doxil® (1995), DaunoXome® (1996), Abraxane®
(2005) entre outros, prepararam o caminho para exploragdo e desenvolvimento de

tecnologias para o transporte de proteinas em NPs.

2.1 Anticorpos

Cimzia®: é um bloqueador do fator de necrose tumoral alfa (TNF-alfa) com o nome de
certolizumab pegol (CZP) que recebeu aprovacdo da FDA em 2008 e da EMA em 2009.
Cimzia € um fragmento Fab (parte de um anticorpo IgG humanizado que ndo possui a
regido Fc) que foi revestido por PEG e que reconhece e se liga especificamente ao TNF-
alfa, neutralizando a sua atividade pro-inflamatéria. E usado no tratamento de pacientes
com doencas autoimunes, nas quais existe uma resposta imunolégica do paciente contra
0S seus proprios tecidos saudaveis, como na artrite reumatoide, doenca de Crohn, artrite

psoriatica e espondilite anquilosante. (52) (54)

2.2 Citoquinas

Pegasys®: tem 0 nome genérico de peginterferon alfa-2a e foi aprovado pela FDA e
pela EMA em 2002. (55) O interferdo alfa-2a € um interferdo recombinado humano que é
conjugado com um revestimento de PEG e usado no tratamento da hepatite C de forma
isolada ou conjugada com a ribavirina.(52) O revestimento com PEG permite que a
periodicidade de administracdo de Pegasys ocorra apenas uma vez por semana, por
injecdo subcutanea, em comparag¢do com a necessidade de administrar trés vezes por

semana o interferdo na forma livre. (56)

Adynovi®: é um factor anti-hemofilico recombinado revestido com PEG, com 0 nome

genérico de Rurioctocog alfa, usado no tratamento da hemofilia A em pacientes com
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eventos hemorragicos frequentes, aprovado pela EMA em 2018. (57) O Adynovi aumenta
os niveis de fator de coagulacéo VIII no sangue durante um periodo limitado da mesma

foram que o fator de coagulac¢édo normal do sangue. (52)

Refixia®: é uma glicoproteina com 0 nome genérico de nonacog beta pegol e foi
aprovada pela EMA em 2017. E um fator de coagulacdo IX recombinado e revestido por
PEG, administrado por via intravenosa no tratamento e profilaxia de hemorragias em

pacientes como hemofilia B, com idade superior a 12 anos. (58) (59)

2.3 Enzimas

Adagen®: é uma NP na qual a adenosina deaminase (ADA) é revestida com PEG,
sendo a primeira formula de uma proteina terapéutica em NPs no mercado, com
aprovacdo da FDA em 1990. A auséncia de ADA promove a acumulagdo de adenosina
gue resulta em problemas metabdlicos relacionados com a fungéo dos linfécitos. Esta
condicdo é rara, tornando este farmaco num farmaco para doengas Orfads. Antes do
Adagen, esta imunodeficiéncia era tratada com transplantes de médula 6éssea, uma vez
gue a ADA normal apresentava baixa circulagdo in vivo e despoletava respostas por parte
do sistema imunitario. (52) (56) Isto foi solucionado com o revestimento com PEG, de
acordo com Dawvis et al. (60), num artigo que mostra que a ADA revestida com PEG possui

maior tempo de circulacdo e induz uma menor resposta imunogénica.

2.4 Fatores de crescimento

Neulasta® é um medicamento aprovado pela FDA e pela EMA em 2002 (61). Em
doentes com cancro ndo-mieloide, € comum ocorrer neutropenia como efeito adverso do
tratamento com quimioterapia.(52) Neulasta é uma forma revestida por PEG de filgrastim,
um fator de crescimento dos leucocitos usado na neutropenia febril, sendo esta uma
molécula recombinada da G-CSF produzida em E.coli. O revestimento de PEG permite
aumentar o tempo de circulagcdo da molécula de 3,5 a 3,8h (proteina isolada) para um
periodo de 42h (NPs). (56)

Mircera®: é um medicamento aprovado pela FDA e pela Ema em 2007, para o
tratamento da anemia.(62) A Mircera € uma forma de eritropoietina recombinada
geneticamente, conjugada com metoxi-PEG, que é capaz de estimular a eritropoiese nos

receptores das células progenitoras da médula 6ssea. Esta formulacao proporciona uma
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libertacdo controlada com uma semivida de 135 h, em comparacdo com a eritropoietina

isolada com uma semivida de 7-20h. (52)
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3.Prospetivas para o futuro

A ciéncia da nanomedicina constitui uma das mais fascinantes areas de investigacéo
actuais. A pesquisa nesta area nas Ultimas duas décadas ja levou a criacdo de 1500
patentes e a realizacdo de dezenas de ensaios clinicos. (53) O uso de marcadores
biolégicos para os tecidos alvo que permitem o foco absoluto, sem afetar os tecidos
normais é uma das maiores areas de pesquisa na aplicacdo da nanomedicina e do sistema

de veiculacao de farmacos. (53)

A via pulmonar é umas das vias ndo-invasivas mais investigadas no desenvolvimento
da absorcédo de proteinas e péptidos terapéuticos. Esta via possui diversas vantagens,
como a enorme area de absorgéo, alta vascularidade, membrana epitelial fina e uma baixa
atividade enzimatica. Por exemplo, NPs transportadoras de Alfal-antitripsina (a1AT)
revestidas com PLGA foram identificadas como uma formulacdo promissora para o
tratamento de doencas respiratérias. (63) A a1AT é uma proteina inibidora da serino-
protease que protege o tecido pulmonar de enzimas inflamatérias, como a elastase. A
elastase € uma enzima que promove a degradacgdo da elastina com consequente perda
de elasticidade nos tecidos pulmonares. Esta degradacéo do tecido pulmonar resulta em
complicacdes como enfisema ou DPOC em adultos. Pirooznia et al. (64) reportaram que
a libertacdo in vitro da formulacédo de alfal-antitripsina era dependente do tipo de PLGA
usado na NP: PLGA na propor¢édo de 50:50 (acido lactico/acido glicélico) demonstrava
uma libertacdo de 60% do farmaco em oito horas com uma libertagdo imediata de 30%,
enquanto uma propor¢cao de 75:25 tinha um perfil de libertacdo continuo e mais
prolongado. Nochi et al (65) desenvolveram um sistema de veiculagdo de uma vacina de
forma intranasal num hidrogel & escala nanométrica. As ligagdes cross-linked do nanogel
encapsularam a proteina a ser administrada na matriz polimérica através de ligacdes
hidrofébicas, promovendo a libertagdo do antigénio na membrana epitelial da célula. Neste
estudo foi usado um receptor ndo téxico de uma neurotoxina da C. botulinum (BoHc/A)
como subunidade antigénica prototipo, que através da tomografia de emisséo de positroes
e estudos histoquimicos revelou que o nanogel penetrou na mucosa nasal e libertou
gradualmente BoHc/A nas células epiteliais. O sucesso na imunizacdo com BoHCc/A foi

confirmado com um marcado aumento de IgA nas células da lamina prépria.

A via oral é uma via de administracao privilegiada, pois a administracdo de NP em
suspensdes ou em formas sélidas por esta via é feita de forma nao invasiva através da
digestao, sendo este um fator que aumenta a adesao do paciente. (66) Uma das proteinas
com mais estudos desenvolvidos para administracdo oral € a insulina. Num desses

estudos (Pridgen et al, 67) observou-se que o receptor neonatal Fc (FCRN), que é
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expresso na regido apical das células epiteliais do intestino delgado que tem a funcao de
mediar o transporte da IgG, pode ser aplicado na administracdo oral de NPs através da
internalizacéo pelo epitélio intestinal dos roedores. Com o uso de NPs sintetizadas a base
de PLA-PEG-maleimedee e que foram conjugadas covalentemente a superficie com
fragmentos FC da IgG policlonal (Fc-NPs), a insulina foi encapsulada por
nanoprecipitacdo. Os receptores FcRn na superficie apical das células epiteliais
capturavam as Fc-NPs e internalizavam a particula pelo processo de transcitose, evitando
a degradacdo por lisossomas. Os resultados destes ensaios in vivo, relativamente a
administracdo de FCNPs em ratinhos revelou que as Fc-NPs transportadores de insulina
promoviam uma resposta hipoglicémica prolongada comparativamente com a insulina livre
em circulagédo, enquanto NPs sem qualquer tipo de ligando Fc ndo produziam qualquer

tipo de tipo de efeito nos niveis de glicose. (66)

A via transdérmica também oferece uma alternativa menos dolorosa que a via
parentérica, mas com aplicacdo para farmacos mais pequenos e hidrofébicos, uma vez
que estes sao mais facilmente absorvidos pela pele, devido a maior permeabilidade do
estrato corneo. (68) Nose et al (69) reportaram a eficacia no uso de gold nanorods (GNRS)
com irradiacdo por luz infravermelha para a diminuicdo nos niveis de glucose no ratinho
diabético. Neste ensaio, GNRs carregadas com insulina foram emulsionadas com o auxilio
de tensioativos (L-195 e isopropil miristato) e demonstraram possuir uma maior
penetracdo com a aplicagdo de radiacdo infravermelha do que as outras formulacdes sem
a radiagcdo ou sem os tensioativos. Estes resultados sugerem que a absorgéo da radiacao
infravermelha promove a penetragdo da insulina ao converter a radiagdo em calor nas
GNR que causam uma disrupc¢ao nos lipidos das células da pele. Este tratamento resultou
numa reducgdo de 58% nos niveis de glucose sanguinea em ratinho diabético em 4 horas.
(69)
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Conclusao

O recente desenvolvimento da bioengenharia e da recombinacdo genética tornou
possivel introducdo das proteinas como agentes terapéuticos de exceléncia para o
tratamento de patologias crénicas do ser humano. Embora esta classe tenha inimeras
vantagens comprovadas, tais como a elevada eficicia e alta seletividade no tratamento
das patologias, também apresenta problemas na sua aplicacéo, relacionados com a sua
instabilidade e baixa biodisponibilidade. Desta forma, a manutencéo da estabilidade das
proteinas terapéuticas é uma das prioridades para a sua aplicacdo e assim sendo os
sistemas que permitem manter a estabilidade das proteinas terapéuticas sao fatores tdo
importantes quanto as proteinas, podendo ser determinantes para a eficacia da

terapéutica.

Com a introducdo da nanotecnologia na medicina, e com a criagdo de sistemas de
veiculagdo de farmacos, deu-se um grande passo no desenvolvimento de terapias a base
de proteinas. Estes sistemas, que incluem as NPs, possuem um elevado potencial na
absorcdo proteinas nas células via diferentes vias de administracdo. A aplicacdo de
ligandos seletivos na superficie das NPs, como os anticorpos, e a aplicacdo de
revestimentos com polimeros sdo duas das inovagbes que conferem uma maior

seletividade e protecdo nesta nova tecnologia.

Desta forma, o futuro do tratamento de patologias ndo esta apenas relacionado com a
descoberta de novas moléculas com alto perfil terapéutico, mas também com o
desenvolvimento de novas tecnologias que garantam a eficAcia de moléculas ja

existentes.
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