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“Happiness can be found, even in the darkest of times, if one only

remembers to turn on the light.”

Albus Dumbledore, Harry Potter and the Prisoner of Azkaban
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Resumo

A nanotecnologia ¢ uma das tecnologias mais promissoras do século XXI e o seu papel
¢ especialmente importante na administragdo de farmacos, solucionando alguns problemas
relacionados com as formas farmacéuticas convencionais. Assim, a nanotecnologia
farmacéutica possibilita a veiculagao de farmacos em sistemas nanotecnologicos que, por sua
vez, proporcionam a vetorizagdo do farmaco para o local alvo do organismo, onde a sua
libertagdo pode ocorrer de forma controlada e prolongada, promovendo entdo o aumento da
seguranga e eficacia terapéutica. Entre os varios nanossistemas, as nanoparticulas poliméricas
tém sido alvo de muitos estudos, uma vez que as suas propriedades fisico-quimicas Unicas
tornam estas estruturas com grande potencial para muitas aplicacdes na industria farmaceéutica.
As nanoparticulas poliméricas podem ser produzidas a partir de uma variedade de polimeros,
quer de origem sintética ou de origem natural.

O ambiente marinho constitui um grande ecossistema, sendo considerado uma das
maiores € mais importantes fontes de materiais naturais. De entre os biomateriais, os polimeros
marinhos e os seus derivados t€ém sido propostos para o desenvolvimento de sistemas de
administracao de farmacos, especialmente de nanoparticulas poliméricas, tirando partido do seu
elevado potencial de biocompatibilidade, biodegradabilidade, reduzida toxicidade e
imunogenicidade e das varias propriedades bioldgicas que lhe estdo associadas. Os polimeros
marinhos mais estudados em nanotecnologia farmacéutica sdo o quitosano, o 4acido hialurénico,
o sulfato de condroitina, a carragenina, o fucoidano, o alginato e o colagénio.

Esta dissertagdo teve como objetivo apresentar as potencialidades da utilizacao de
polimeros de origem marinha em nanotecnologia farmacéutica, nomeadamente no
desenvolvimento de nanoparticulas poliméricas. De um modo geral, os diversos estudos
apresentados demonstraram resultados bastante positivos, no que diz respeito a performance in
vitro ¢ in vivo das nanoparticulas. No entanto, serdo necessarios estudos de toxicidade a longo

prazo para avaliar a sua aplica¢do na pratica clinica.

Palavras-chave: Nanomedicina; Administragdo; Nanoparticula; Polimero; Encapsulacéo;

Libertacdo prolongada.
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Abstract

Nanotechnology stands as one of the most promising technologies of the 21st century,
playing a particularly vital role in pharmaceutical administration by addressing some issues
associated with conventional pharmaceutical forms. Thus, pharmaceutical nanotechnology
enables the delivery of drugs in nanotechnological systems, facilitating the targeted delivery of
drugs to specific areas within the body, where its release can occur in a controlled and sustained
manner, promoting increased safety and therapeutic efficacy. Among the various nanosystems,
polymeric nanoparticles have garnered extensive attention due to their unique physicochemical
properties, rendering them highly suitable for numerous applications within the pharmaceutical
industry. These polymeric nanoparticles can be derived from a variety of polymers, whether of
synthetic or natural origin.

The marine environment constitutes a vast ecosystem, widely regarded as one of the
largest and most important sources of natural materials. Among biomaterials, marine polymers
and their derivatives have been proposed for the development of drug delivery systems,
especially polymeric nanoparticles, capitalizing on their notable attributes such as high
biocompatibility, biodegradability, low toxicity, reduced immunogenicity, and various
biological properties. Some of the most extensively studied marine polymers in pharmaceutical
nanotechnology include chitosan, hyaluronic acid, chondroitin sulfate, carrageenan, fucoidan,
alginate, and collagen.

This dissertation aimed to present the potential of using polymers of marine origin in
pharmaceutical nanotechnology, namely in the development of polymeric nanoparticles. In
general, the various studies presented demonstrated very positive results regarding the in vitro
and in vivo performance of nanoparticles. However, long-term toxicity studies will be necessary

to evaluate its application in clinical practice.

Keywords: Nanomedicine; Delivery; Nanoparticle; Polymer; Encapsulation; Sustained

release.
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NP-AH/QS — Nanoparticulas de acido hialurénico e quitosano

NP-CG — Nanoparticulas de colagénio

NP-FUC — Nanoparticulas de fucoidano

NP-QS — Nanoparticulas de quitosano

NP-QSAC — Nanoparticulas de quitosano modificado com N-acetil-L-cisteina
NP-QSG/NACcHis — Nanoparticulas de quitosano glicol conjugado com N-acetil histidina
NP-QS/ALG — Nanoparticulas de quitosano e alginato

NP-QS/ALG/QS — Nanoparticulas de quitosano e alginato, revestidas com quitosano
NP-QS/CMQS — Nanoparticulas de quitosano e o-carboximetil quitosano
NP-QS/k-CRG — Nanoparticulas de quitosano e k-carragenina
NP-QS/k-CRG/TPF — Nanoparticulas de quitosano, k-carragenina e tripolifosfato
NP-QS/SC — Nanoparticulas de quitosano e sulfato de condroitina
NP-QS/TPF — Nanoparticulas de quitosano e tripolifosfato
NP-QS/TPF/FUC — Nanoparticulas de quitosano, tripolifosfato e fucoidano
NP-TMQS — Nanoparticulas de trimetilquitosano

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve Xiii



NP-TMQS/Cis — Nanoparticulas de trimetilquitosano conjugado com cisteina
NP-TMQS/FUC — Nanoparticulas de trimetilquitosano e fucoidano

OVA - Ovalbumina

O/A — Oleo em 4gua

PBS — Solucéo fosfato salino

PEG — Polietilenoglicol

PLA - Acido polilético

PLGA — Acido polilatico-co-glicélico

PTX - Paclitaxel

SDF-1 — Fator 1 derivado de células estromais
SNC — Sistema nervoso central

SRE - Sistema reticuloendotelial

TPF — Polianido tripolifosfato
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1. Introducéo

Os materiais de origem natural possuem desde sempre um papel fundamental na vida
do ser humano, ndo s6 como fonte de alimento e protecdo, como também na medicina
tradicional, com o objetivo de tratar doencas, prolongar e melhorar a qualidade de vida (1). A
area total dos oceanos corresponde a 360 milhdes de quilometros quadrados, representando
cerca de 71% da area da superficie terrestre (2). Visto que a maior parte da superficie do planeta
é coberta por agua, o seu enorme ecossistema aquatico compreende uma vasta gama de
espécies, estando a maioria ainda por identificar. Varios autores reportaram a existéncia entre
0,7 e 1 milhdo de espécies marinhas no planeta, o que exemplifica a magnitude da sua
diversidade (1). Assim sendo, o ambiente marinho é considerado uma das mais importantes
fontes de materiais naturais, exibindo estes uma biodiversidade extremamente diversificada e
diversas propriedades bioldgicas (1,3).

Os farmacos nédo sdo, normalmente, administrados na sua forma livre, mas sim como
parte de uma forma farmacéutica, no qual sdo combinados com excipientes. Estes excipientes
podem funcionar como sistemas de administracdo inertes, ou podem deter propriedades
multifuncionais, sendo estes Ultimos cada vez mais utilizados pela industria farmacéutica. A
indUstria farmacéutica utiliza excipientes de uma ampla variedade de fontes, desde sintéticas a
naturais. Entre os de origem natural, os excipientes baseados em polimeros tém sido bastante
utilizados, devido as propriedades especificas que detém, possibilitando a producdo de uma
série de materiais, transportadores e dispositivos. Uma das propriedades pelo qual estes
polimeros sdo muito conhecidos consiste na sua flexibilidade estrutural, que permite a sua
modificacdo quimica, de modo a cumprir requisitos especificos. Assim sendo, os polimeros de
origem natural podem competir com os polimeros sintéticos ja disponiveis no mercado (4).

O elevado foco da industria farmacéutica direcionado para os polimeros de origem
natural, impulsionou a exploracdo continua destes compostos. Além disso, também a area
biomédica esta constantemente a procura de novos biomateriais com propriedades inovadoras
para aplica¢cdes na engenharia de tecidos, medicina regenerativa e administracdo de farmacos.
Os polimeros de origem natural sdo potenciais candidatos, ndo so pelas suas propriedades de
biocompatibilidade e biodegradabilidade, mas também pela sua elevada disponibilidade a um
custo relativamente baixo (4). Neste contexto, os polimeros de origem marinha tém sido alvo
de um grande interesse, 0 que se deve ao aumento continuo do conhecimento sobre as suas

propriedades quimicas e biologicas (3,4). Para além disso, a exploragédo sustentavel dos recursos
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marinhos, bem como a valorizagéo dos residuos marinhos provenientes da industria alimentar,
podem ser vantajosas do ponto vista econémico e ambiental. Como tal, diferentes organismos
marinhos tém vindo a ser usados como fontes de polimeros para aplicacbes biomédicas,
incluindo no desenvolvimento de sistemas de administracao (5).

As aplicagBes especificas dos polimeros de origem natural em formulagGes
farmacéuticas incluem o seu uso na producdo de implantes, filmes, esferas, hidrogéis,
microparticulas, nanoparticulas, sistemas inalaveis e injetaveis. Nestas formas farmacéuticas,
os polimeros podem ser utilizados com funcdes bastante diferentes (por vezes, algumas destas
funcdes podem até ser cumulativas), como aglutinantes, materiais de revestimento, materiais
de matriz, modificadores da liberacdo de farmacos, espessantes, estabilizantes, desagregantes,
solubilizantes, emulsificantes, agentes de suspensdo, agentes gelificantes e bioadesivos (4).

Devido as propriedades especificas dos polimeros de origem marinha, descritas
detalhadamente ao longo da dissertacdo, verifica-se um particular interesse na aplicacéo destes
polimeros no desenvolvimento de sistemas de administracdo, nomeadamente de nanoparticulas
poliméricas (NPP) (3,4). Deste modo, o objetivo da presente dissertacao € apresentar uma visao
aprofundada sobre as potencialidades da utilizacdo de polimeros de origem marinha em

nanotecnologia farmacéutica, especificamente no desenvolvimento de NPP.
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2. Nanotecnologia farmacéutica

A origem da nanotecnologia remonta para o final da década 50, quando o fisico
americano Richard Feynamn, vencedor do prémio Nobel da fisica, introduziu este conceito na
famosa palestra “There's Plenty of Room at the Bottom”. Nesta palestra, colocou a questdo “Por
que ndo podemos escrever todos os 24 volumes da Enciclopédia Britanica na cabeca de um
alfinete?” e, nesse sentido, descreveu uma ideia visionaria que se baseava na manipulacédo de
atomos e moléculas para o fabrico de estruturas extremamente pequenas. Por este motivo,
Richard Feynamn é considerado o Pai da nanotecnologia. No entanto, foi apenas em 1974 que
0 cientista japonés Norio Taniguchi apresentou a primeira definicdo para nanotecnologia,
definindo-a como o processo de separacdo, consolidacdo e deformacdo de materiais, atomo por
atomo ou molécula por molécula (6). A partir do século XXI, a nanotecnologia foi alvo de um
crescimento cientifico em diversas areas de investigacao, tornando-se uma das tecnologias mais
promissoras (6,7).

A nanotecnologia ¢ um campo multidisciplinar que utiliza conhecimentos de varias
areas, como a quimica, biologia, fisica e engenharia (8). Este campo consiste no design,
caracterizacdo, producdo e aplicacdo de estruturas e sistemas, através do controlo da sua forma
e tamanho a escala nanométrica (9). O prefixo “nano” tem origem na palavra grega “nano”, que
significa algo pequeno. Um nanémetro (nm) corresponde a um milionésimo do metro (10°
metro) e a nanotecnologia compreende sistemas de dimensdes que variam no intervalo entre 1
e 100 nm (6,10,11). Contudo, em nanotecnologia farmacéutica estas dimensdes Ss&o
normalmente estendidas até 1000 nm (Figura 2.1) (10).

Os nanossistemas apresentam uma elevada razdo entre a sua area de superficie e o
volume, o que se deve as suas dimensdes nanomeétricas (10,12). Por esta razdo, estes sistemas
possuem caracteristicas fisicas, elétricas, magnéticas e éticas Unicas que os tornam interessantes
para muitas aplicagdes, especialmente na area da saude, visto que varios processos biolégicos,
mecanismos celulares e moléculas organicas se encontram na mesma ordem de grandeza
(10,12-14).

A aplicacdo da nanotecnologia na &rea da salde designa-se por nanomedicina e
representa uma area de investigacdo em grande evolucdo. A nanomedicina refere-se a utilizacao
de nanossistemas para o diagnostico, tratamento, monitorizagdo e prevencdo de doencas (8,12).
Além disso, a nanomedicina possibilita também uma melhor compreensdo sobre a
fisiopatologia das doencas (10,15). O seu objetivo consiste no diagnéstico precoce, no

desenvolvimento de tratamentos néo invasivos e eficazes, e na diminuicdo dos efeitos adversos,
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tornando possivel a melhoraria da qualidade de vida dos doentes (8,15). As principais
aplicacBes da nanotecnologia na satde incluem as técnicas de imagem e ferramentas de
diagnostico, sistemas de administracdo de farmacos, implantes e a engenharia de tecidos (8,12).
A sua aplicacdo pode beneficiar diversas doencas, nomeadamente as doencas cardiovasculares,
0 cancro, as doencas musculo-esqueléticas, as doengas neurodegenerativas, infecdes e diabetes
(12).

Molécula ~ Glicose  Anticorpo  Virus  Bactéria Célula tumoral Ponto Bola de futebol

de agua
-

1 nm = 0.000000001 m

Nanossistema

Figura 2.1. Correlagdo entre as dimensdes dos nanossistemas com algumas estruturas. Adaptada de
(12).

O papel da nanotecnologia é particularmente importante na administracdo de farmacos,
uma vez que os sistemas de administracdo a escala nanométrica permitem solucionar alguns
problemas relacionados com as formas farmacéuticas convencionais (8,10,16). Deste modo, a
nanotecnologia farmacéutica possibilita a veiculacdo de farmacos em sistemas nanométricos
que, por sua vez, proporcionam o direcionamento especifico do farmaco para o local alvo do
organismo, onde a libertacdo do farmaco pode ocorrer de forma controlada e prolongada,
promovendo assim o0 aumento da seguranca e eficacia terapéutica (8,10,16,17). Nos altimos 20
anos, 0 progresso da nanotecnologia farmacéutica conduziu a aprovacdo de 80 sistemas de
administracdo para aplicagdo clinica, pela Food and Drug Administration (FDA) e European

Medicines Agency (EMA). Todos os anos, novos sistemas de administragdo nanotecnol6gicos
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iniciam ensaios clinicos, evidenciando a importancia da nanotecnologia na administracdo de

farmacos (16).

2.1. Vantagens e desvantagens da nanotecnologia farmacéutica

A aplicacdo da nanotecnologia na area farmacéutica tornou-se uma ferramenta Gtil para
contornar algumas das limitacdes associadas as formas farmacéuticas convencionais, que
incluem a reduzida biodisponibilidade dos farmacos, falta de especificidade para o alvo
terapéutico, toxicidade sistémica, etc (18).

Os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos podem superar 0s problemas
relacionados com a solubilidade e a estabilidade que afetam a biodisponibilidade de alguns
farmacos pouco sollveis em agua, através da sua veiculacdo em sistemas com propriedades
hidrofilicas (19). Desta forma, o tempo de permanéncia do fa&rmaco na corrente sanguinea é
prolongado e, consequentemente, a sua concentracdo no local de acéo ird aumentar (20).

A possibilidade de modificar o tamanho, a forma e as propriedades da superficie das
nanoparticulas, possibilita a vetorizacdo de farmacos para 6rgdos, tecidos e células especificas
(18,21). Assim sendo, estes sistemas de administracdo permitem que o farmaco se acumule
apenas no seu local de acgéo, levando a melhoria da eficécia terapéutica, bem como a reducéo
dos efeitos adversos associados (8,18,19,21). As caracteristicas destes sistemas, quando
adequadas, também favorecem a protecdo dos farmacos veiculados contra 0s mecanismos de
defesa enddgenos, evitando a sua degradacdo e eliminacdo antes dos mesmos atingirem o alvo
terapéutico. A degradacdo enzimatica e a eliminacdo por parte do sistema reticuloendotelial
(SRE) sdo alguns dos exemplos destes mecanismos (18). Além disso, devido ao tamanho
reduzido dos sistemas, 0 Seu uso permite superar outras barreiras bioldgicas, como é o caso da
barreira hematoencefélica (8,11).

Por exemplo, o cha verde contém flavonoides como a catequina e a epigalocatequina
galato, que sdo poderosos antioxidantes. No entanto, estes compostos sdo degradados na
presenca de fluidos intestinais e, por isso, a sua absor¢do através das membranas intestinais é
limitada. De forma a resolver esta limitagéo, foi proposta a encapsulacdo destes compostos em
nanoparticulas de quitosano (NP-QS), que resultou numa melhor absor¢cdo dos mesmos no
intestino (22).

Outra caracteristica interessante nestes sistemas de administragdo prende-se com o facto

de permitirem uma libertagc@o prolongada, onde o farmaco se vai libertando de forma gradual,
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e controlada, levando a que esta ocorra em resposta a um determinado estimulo. Este estimulo
pode ser, por exemplo, a presenca de enzimas especificas ou condi¢Bes concretas de pH e
temperatura, assegurando a funcdo do farmaco no local de interesse e tornando possivel a
administracdo de uma menor dose de farmaco (8,18,23,24).

A elevada razdo entre a area de superficie e o volume destas estruturas € responsavel
pela sua elevada capacidade de carga (25,26). Por esta razdo, pode combinar-se no mesmo
sistema diferentes farmacos, util para patologias complexas, como o cancro, onde apenas um
farmaco pode demonstrar-se ineficaz. Ainda neste contexto, podem complementar-se funcdes
de terapéutica e diagnostico, cuja associacdo adquire a denominacao de terandstico (18). Na
area do teranostico é possivel monitorizar a eficacia da terapéutica, contribuindo para o
desenvolvimento de uma medicina personalizada (20).

Embora os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos possuam um papel promissor
na area farmacéutica, € necessario ter em consideracdo as suas desvantagens, nomeadamente
0S seus potenciais riscos para a saude humana (18,27). Como tal, surgiu uma nova area de
investigacdo, a nanotoxicologia, que tem como objetivo avaliar os efeitos tdxicos dos
nanossistemas no organismo (28). Estes efeitos devem-se essencialmente as suas dimensdes
reduzidas, que Ihes permitem efetuar interacGes celulares ndo especificas, resultando em dano
celular (27). Assim sendo, sdo necessarios estudos para avaliar a toxicidade relacionada com
estes sistemas, uma vez que os utilizados na terapéutica convencional ndo sdo adequados
(19,27). Para além disso, é importante ter em conta que cada sistema é um caso e requer uma
avaliacdo especifica (27).

Algumas questdes desafiantes em nanotecnologia farmacéutica compreendem o uso de
processos de producdo e controlo de qualidade complexos, bem como a dificil transposicédo da
producdo para uma escala industrial, pois as caracteristicas fisico-quimicas destes sistemas
podem variar nos diferentes lotes produzidos. Além disso, 0s custos associados as matérias-
primas e ao processo de producdo sdo muito elevados, o que pode também constituir um
obstaculo ao desenvolvimento destes sistemas de administragdo numa escala industrial.
Portanto, para justificar os custos da producao e o preco elevado no mercado, o seu beneficio
clinico deve superar o da terapéutica tradicional (19,27,29).

Atualmente, existem poucas orientagdes definidas pelas agéncias regulamentares para
estes sistemas de administracdo, sendo estas importantes ndo so para os ensaios clinicos e
procedimentos de aprovacdo, como também para o controlo de qualidade e caracterizagdo
destas estruturas. Por este motivo, as decisfes sobre a sua utilizagdo sdo baseadas na relacdo

risco-beneficio, podendo este processo de avaliagdo ser demorado e provocar atrasos na
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comercializacdo. Logo, € fundamental que as agéncias regulamentares desenvolvam mais
diretrizes normalizadas com requisitos para a aprovacdo de sistemas de administracdo
nanotecnoldgicos, com vista a obtencdo de tratamentos inovadores para os doentes (19,27,29).
No quadro 2.1 é apresentado um resumo das vantagens e desvantagens da nanotecnologia

farmacéutica.

Quadro 2.1. Vantagens e desvantagens da nanotecnologia farmacéutica.

Aumento da solubilidade e estabilidade de Interagdes celulares ndo especificas

farmacos

Vetorizacao de farmacos para o local de acdo Processos de producdo e controlo de
qualidade complexos

Protecéo de farmacos Dificil transposi¢do para escala industrial

Melhorar a permeabilidade de membranas Elevados custos das matérias-primas e do

bioldgicas processo de producao

Libertacdo controlada e/ou prolongada de Poucas orientagdes definidas pelas agéncias

farmacos regulamentares

Elevada capacidade de carga

Aumento da eficacia terapéutica e reducéo

dos efeitos adversos

2.2. Estratégias de administracéo

2.2.1. Administracao sistémica

Os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos podem ser administrados por diferentes
vias, como a via oral, nasal, pulmonar, parenteral, entre outras (30). De uma forma geral, ap6s
0s nanossistemas atingirem a circulagdo sistémica, estes precisam de ultrapassar as diferentes
barreiras bioldgicas que existem para proteger o organismo de particulas estranhas. Alguns
exemplos especificos destas barreiras sdo: a rapida depuracédo renal por filtragdo glomerular; a
eliminacdo pelo SRE; a parede dos vasos sanguineos, que impede o acesso direto aos 0rgaos e
tecidos; e a membrana celular, quando é necessario ocorrer internalizagdo dentro da célula, para
que o farmaco exerca a sua acao (31).

As propriedades fisico-quimicas dos sistemas nanotecnoldgicos, como o tamanho, a
forma e as propriedades da superficie, influenciam o seu percurso no organismo. Neste sentido,
0 tamanho dos nanossistemas condiciona o seu tempo na circulacdo sanguinea, uma vez que

esta propriedade influencia diretamente a area de superficie em contacto com 0s sistemas
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bioldgicos (32). Os nanossistemas devem permanecer em circulagdo sanguinea durante um
periodo suficiente que lhes permita cumprir o seu objetivo. Contudo, os sistemas com
dimensGes inferiores a 10 nm séo rapidamente eliminados por filtracdo glomerular nos rins. Por
outro lado, os sistemas com dimens@es superiores a 200 nm podem ser alvo de opsonizacao,
sendo capturados pelas células fagocitarias do SRE (33). Também a forma dos nanossistemas
determina o seu percurso no organismo. Estes podem assumir formas esféricas e ndo esféricas.
Embora o formato esférico seja 0 mais estudado, o formato nao esférico € menos propenso a
remocao pelo SRE, persistindo na circulacdo sanguinea durante mais tempo. Além disso, o
formato ndo esférico possui um melhor efeito de marginacao, que é essencial para a adesao dos
sistemas a parede dos vasos sanguineos, possibilitando a sua saida da corrente sanguinea em
direcdo aos locais alvo (32).

A carga superficial pode afetar também o destino destes sistemas no organismo. Os
nanossistemas com carga superficial positiva exibem uma elevada afinidade com as membranas
celulares que apresentam carga negativa. Contudo, sistemas com carga superficial positiva
podem ser mais facilmente removidos da corrente sanguinea pelo SRE. Por outro lado, 0s
sistemas com carga superficial negativa exibem um tempo em circulacdo sanguinea
prolongado, mas a sua absorc¢éo celular é reduzida, o que pode diminuir a eficacia terapéutica
(34). O carater hidrofébico dos nanossistemas influencia o processo de opsonizacao e,
consequentemente, a sua distribuicdo no organismo. Os sistemas hidrofobicos tendem a
adsorver mais proteinas plasmaticas (também conhecidas por opsoninas) a sua superficie sendo,
por isso, mais facilmente eliminados da circulagdo sanguinea pelo SRE. Uma abordagem
promissora para reduzir a depuracgdo pelo SRE consiste na introducdo de polimeros hidrofilicos
a superficie dos nanossistemas, como o polietilenoglicol (PEG) (Figura 2.2). O PEG é um
polimero inerte e possui a capacidade de mascarar o carater hidrofobico e a carga superficial

dos sistemas nanotecnoldgicos (32).
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Figura 2.2. Processo de opsonizagdo dos nanossistemas, seguido pelo reconhecimento e fagocitose por
macrofagos, em contraste com a fuga dos nanossistemas ao SRE, que advém da modificacdo da sua
superficie com o PEG. Adaptada de (35).

2.2.2. Vetorizacéo

A vetorizacdo baseia-se no aumento da especificidade dos sistemas de administracao
para a célula ou tecido alvo, através da funcionalizacdo da sua superficie com determinados
ligandos (Figura 2.3) (8). Estes tém a capacidade de reconhecer e se ligar com elevada afinidade
e especificidade a determinados recetores celulares, que sdo expressos em maior quantidade na
superficie das células alvo (8,36). Assim sendo, é possivel distinguir estas células e as células
saudaveis circundantes, reduzindo os efeitos toxicos provocados nestas Gltimas (8,37).

A interacdo que ocorre entre os ligandos de superficie e os recetores presentes na
superficie das células de interesse, desencadeia a internalizacdo dos sistemas de administracdo
no interior da célula, através de endocitose mediada por recetores e, consequentemente,
favorece o0 aumento da concentra¢do do farmaco no interior da mesma (8,37).

Os ligandos de superficie mais utilizados incluem os anticorpos monoclonais,
fragmentos de anticorpos, acidos nucleicos, agucares, vitaminas, peptideos, aptdmeros e outras
pequenas moléculas (8). Relativamente aos recetores celulares, alguns exemplos especificos
sdo o recetor da transferrina, recetor do folato, recetor do fator de crescimento epidémico e
glicoproteinas da superficie celular (37).
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Figura 2.3. Vetorizacdo de farmacos veiculados em sistemas nanotecnoldgicos. Adaptado de (8).

Por exemplo, os recetores CD44 do acido hialurénico encontram-se em maior
quantidade na superficie das células tumorais. O uso de acido hialurénico no direcionamento
de NP-QS foi estudado por um grupo de trabalho para a administracdo de 5-fluorouracil (5-FU)
como terapéutica no cancro colorretal. As NP-QS com acido hialurénico acoplado a sua
superficie demonstraram uma captacado celular significativamente maior pelas células tumorais
HT-29, em comparacdo com as NP-QS sem acido hialurénico acoplado, o que indica
claramente que a captacdo das nanoparticulas ocorreu através dos recetores CD44 das células
tumorais (Figura 2.4) (38).

Ainda no mesmo éambito, outro estudo utilizou um anticorpo monoclonal, o
trastuzumab, como molécula de direcionamento de NP-QS carregadas com o farmaco
antitumoral, a doxorubicina (DOX). O trastuzumab foi conjugado a superficie das
nanoparticulas e os resultados demonstraram uma captacdo celular seletiva pelas células
tumorais Her2", em comparacdo com as nanoparticulas ndo revestidas e com a DOX livre.
Assim, uma vez que as nanoparticulas revestidas pelo anticorpo permitem a distin¢éo entre as
células Her2" e Her2", estas tém potencial para ser utilizadas na administracdo direcionada de

farmacos, diminuindo os efeitos adversos associados a terapéutica antitumoral (39).
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Figura 2.4. Captacdo das NP-QS e NP-QS/AH pelas células tumorais HT-29. Os dados representam a
média e o desvio padrdo (n = 4). NP-QS/AH, nanoparticulas de quitosano com é&cido hialurénico
acoplado a superficie. Adaptado de (38).

A escolha da molécula de direcionamento constitui o grande desafio na estratégia de
vetorizacdo, visto que esta se deve ligar de forma exclusiva aos recetores das células desejadas,
para que seja possivel evitar um efeito prejudicial nas células saudaveis (8). Além disso, o0s
recetores celulares selecionados devem existir de forma homogénea em todas as células alvo
(40).
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3. Tipos de sistemas de administracdo nanotecnologicos

Existe uma variedade de sistemas de administracdo nanotecnoldgicos utilizados na area
farmacéutica com diferentes tamanhos, formas, composicGes e funcionalidades, como se
observa na Figura 3.1. Cada tipo de sistema pode ainda ser preparado utilizando diferentes
métodos (41). Os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos podem ser distinguidos em

“duros” e “moles”, de acordo com o material usado na sua sintese (8).
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Figura 3.1. Sistemas de administracdo nanotecnoldgicos com diferentes composi¢oes, tamanhos e
formas. Adaptada de (8,42).

Os sistemas “duros” sdo constituidos por materiais inorganicos e incluem estruturas
como nanoparticulas de silica mesoporosa, nanotubos de carbono, nanoparticulas de 6xido de
ferro, nanoparticulas de ouro e pontos quanticos (8,43,44). Devido & sua composi¢cdo em
materiais inorganicos, a estabilidade coloidal e o potencial efeito tdxico dos sistemas no
organismo devem ser fatores a ter em consideracdo. Por este motivo, a sua superficie é
frequentemente modificada com materiais biocompativeis, melhorando a seguranca e eficacia
da sua aplicagéo (8).
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Por outro lado, os sistemas de administragdo considerados “moles” sdo compostos por
materiais organicos a base de carbono, entre os quais fazem parte as nanoparticulas lipidicas,
lipossomas, dendrimeros e as NPP (8,43,44). Estes sistemas caracterizam-se pela sua
biocompatibilidade. Além disso, possuem uma maior capacidade de carga, o0 que lhes permite
transportar uma grande diversidade de farmacos (43). Também a sua superficie pode ser
modificada com moléculas hidrofilicas, que melhoram a estabilidade de substancias pouco
solGveis em agua ou tornam os sistemas menos reconheciveis por macrofagos do SRE (8).

Para além dos nanossistemas mencionados, é possivel combinar num sistema materiais
com composic¢Oes quimicas diferentes, como polimeros e lipidos, de modo a tirar partido das
suas propriedades. Estes tipos de sistemas sdo designados por nanoparticulas hibridas (28,45).
Uma caracteristica muito importante do polimero quitosano, refere-se a sua capacidade de
revestir outros materiais, como lipidos, melhorando as propriedades dos sistemas de
administragdo previamente formados e, consequentemente, a eficacia terapéutica dos farmacos
encapsulados (24,46). Assim, um grupo de investigacdo produziu nanoparticulas lipidicas
solidas (NLS) para a administracdo oral da insulina. O revestimento das NLS com quitosano
conferiu carga positiva ao sistema, permitindo uma melhor interacdo com as membranas
celulares que apresentam carga negativa. Como tal, as NLS revestidas com quitosano
apresentaram uma melhor permeacdo da insulina através de um modelo de células Caco-2 em
monocamada, comparativamente as NLS ndo revestidas (Figura 3.2A). Um comportamento
semelhante foi observado utilizando um modelo de células Caco-2 e HT29 em monocamada,
que melhor se assemelhava a membrana intestinal, demonstrando que as propriedades
mucoadesivas do quitosano aumentaram a permeacdo da insulina (Figura 3.2B). Apds a
administracdo oral das nanoparticulas a ratos diabéticos, observou-se um efeito hipoglicémico
pronunciado ap6s 24 horas, que foi mais evidente quando foram administradas NLS revestidos
com quitosano (Figura 3.2C). Além disso, verificou-se a internalizacdo nos enterocitos da
insulina veiculada nas NLS revestidas com quitosano, mostrando a capacidade dos sistemas
para aumentar a captacdo intestinal da insulina (47).

A presente dissertacdo foca-se nas NPP desenvolvidas a partir de polimeros de origem
marinha, pelo que nas proximas seccdes as suas caracteristicas, vantagens e aplicacdes serdo

abordadas com maior detalhe.
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Figura 3.2. (A) Permeacdo cumulativa da insulina através das células Caco-2. Os circulos representam
a insulina veiculada nas NLS ndo revestidas; os quadrados representam a insulina veiculada nas NLS
revestidas com quitosano; os triangulos representam a insulina livre. * p < 0,05, NLS ndo revestidas e
NLS revestidas com quitosano sdo estatisticamente diferentes da insulina livre. ** p < 0,05, NLS
revestidas com quitosano sdo estatisticamente diferentes das NLS nédo revestidas; (B) Permeagéo
cumulativa da insulina através das células Caco-2/HT29. Os losangos representam a insulina veiculada
nas NLS ndo revestidas; os quadrados representam a insulina veiculada nas NLS revestidas com
quitosano; os circulos representam a insulina livre. * p, NLS revestidas com quitosano sdo
estatisticamente diferentes da insulina livre. (C) Concentragdo plasmatica da glicose ap6s administracao
subcutanea da insulina 2,5 Ul/kg (quadrados vazios); ap6s administragdo oral da insulina 25 Ul/kg
(triangulos), da insulina veiculada nas NLS ndo revestidas 25 Ul/kg (quadrados preenchidos) e da
insulina veiculada nas NLS revestidas com quitosano 25 Ul/kg (circulos) (n = 6). Adaptado de (47).
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4. Nanoparticulas poliméricas

Em nanotecnologia farmacéutica, as NPP sdo particulas sélidas, produzidas a partir de
polimeros de origem natural ou sintética (48,49). De acordo com a sua composi¢do e 0 método
usado na sua preparacdo, podem classificar-se em nanocapsulas e nanoesferas (50). As
nanocapsulas sdo constituidas por um reservatdrio interno, oleoso ou aquoso, no qual o farmaco
estd geralmente dissolvido, e uma membrana polimérica envolvente, onde o farmaco pode
também ficar adsorvido. Por outro lado, as nanoesferas sdo compostas por uma matriz
polimérica solida e continua, na qual o farmaco pode ficar uniformemente disperso, bem como
adsorvido a superficie (48,50,51). As nanocapsulas e as nanoesferas funcionam como um
sistema do tipo reservatorio e um sistema do tipo matricial, respetivamente (51). Uma
representacdo esquematica dos dois tipos de NPP € apresentada na Figura 4.1.

Nanocapsula Nanoesfera

P Farmaco Matriz polimérica
Membrana polimérica Nucleo

Farmaco

Figura 4.1. Composicdo das nanocapsulas e das nanoesferas poliméricas. Adaptada de (51).

De um modo geral, os farmacos suscetiveis a degradacdo enzimatica que pode ocorrer
no ambiente bioldgico, devem ser encapsulados nas NPP para a sua protecdo. Neste caso, a
associacao do farmaco com as NPP deve ocorrer durante a preparacdo das nanocéapsulas ou
nanoesferas. Pelo contrério, quando o farmaco pode sofrer degradacdo durante o processo de
preparacao, este deve ser adsorvido na superficie das NPP ja preparadas (52).

As NPP tém sido alvo de muitos estudos, uma vez que as suas propriedades fisico-
quimicas Unicas tornam estas estruturas com grande potencial para muitas aplicacdes,
nomeadamente na industria farmacéutica (50,53). Em comparagdo com outros sistemas
nanotecnoldgicos, as NPP funcionam como 6timos veiculos para a administracdo de farmacos,
visto que exibem algumas caracteristicas vantajosas para esse efeito: elevada eficiéncia na
encapsulacdo de farmacos, alta estabilidade nos fluidos bioldgicos e biocompatibilidade com
tecidos e células, quando sao utilizados polimeros biocompativeis na sua preparacédo (18,49,53).
Outras caracteristicas peculiares das NPP referem-se a possibilidade de modificar as
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propriedades da sua superficie e a sua capacidade de controlar a libertagdo de farmacos em
locais especificos (4,49). E importante ressaltar que o interesse nestas estruturas é também
atribuido a disponibilidade de uma ampla gama de polimeros (49). A administracdo das NPP
pode realizar-se pela maioria das vias de administracao, o que torna também a sua aplicacdo na
area farmacéutica muito vantajosa (4,53). Diversos métodos tém sido desenvolvidos para a
producdo de NPP, sendo alguns deles descritos na sec¢édo seguinte.

4.1. Métodos de preparagdo de nanoparticulas polimericas

O quitosano € um dos polimeros marinhos mais utilizados no desenvolvimento de
sistemas de administracdo, pelo que sera utilizado como polimero modelo no que diz respeito
aos metodos de preparacao de NPP (54). A preparacdo de NP-QS foi descrita pela primeira vez
em 1994 por Ohya e os seus colaboradores (55). Neste estudo pioneiro, as NP-QS foram obtidas
através da aplicacdo de uma técnica de emulsificagdo, com uma etapa posterior de reticulacdo
com glutaraldeido. Embora se tenha verificado a viabilidade da sintese de NP-QS estaveis com
capacidade de encapsulacdo de farmacos, os efeitos prejudiciais atribuidos ao glutaraldeido
impulsionaram o desenvolvimento de diferentes tecnologias para a producédo de nanoparticulas
baseadas neste polimero (24).

Atualmente, diferentes métodos tém sido utilizados para a preparacao de NP-QS (46).
Todos os métodos que serdo abordados compreendem processos de producdo bottom-up, visto
gue envolvem a montagem das moléculas em solucdo para formar estruturas definidas, que
neste caso correspondem as NPP (56,57). E importante ressaltar que a escolha do método a
aplicar depende das especificidades e requisitos associados a cada aplicacdo, nomeadamente as
propriedades fisico-quimicas e a estabilidade do farmaco, perfil cinético de libertacdo
pretendido, biodistribuicdo, eficiéncia da absorcdo celular, destino intracelular das
nanoparticulas, entre outros (54). De um modo geral, os métodos mais utilizados para a

preparacdo de NP-QS sdo a gelificacdo ionica e a complexacao de polieletrolitos (46).

4.1.1. Coalescéncia de emulsao

Este metodo foi aplicado pela primeira vez na preparacdo de microparticulas, sendo
mais tarde adaptado a preparacdo de NP-QS (58,59). Neste método, o quitosano € dissolvido
numa solucdo aquosa com o farmaco e uma pequena aliquota desta solucao é adicionada a uma

solucgdo de parafina liquida, contendo sesquiolato de sorbitano (Span® 83) (Figura 4.2). Esta
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mistura é agitada utilizando um homogeneizador de alta velocidade, formando assim uma
emulséo do tipo agua em dleo (A/O). Simultaneamente, outra emulsao do tipo A/O € preparada,
através da adicdo de hidroxido de sodio (NaOH) a uma fase externa semelhante. Ambas as
emulsdes sdo entdo misturadas através de um homogeneizador de alta velocidade, levando a
coalescéncia das goticulas. Este processo resulta na solidificacdo das particulas de quitosano
devido a acdo do NaOH, que atua como agente precipitante. Posteriormente, um conjunto
adicional de etapas de lavagem e centrifugacdo é aplicado as NP-QS (58).

Neste método tira-se partido de que, quando duas emulses com fase externa igual séo
misturadas, as goticulas de cada uma colidem aleatoriamente e coalescem, resultando em

goticulas finais com um contetdo uniforme (56).

Co 2
Homogeneizagdo
% de alta velocidade
Parafina liquida + Span® 83 ~ Emulsdo do tipo A/O\

Mistura das emulsdes
e homogeneizagdo
Q de alta velocidade

Q

Homogeneizagdo
de alta velocidade

Parafina liquida + Span® 83  Emulsio do tipo A/O

J

NP-QS

\

ﬂ

Figura 4.2. Preparacdo de NP-QS através do método da coalescéncia de emulsdo. Adaptada de (56).

4.1.2. Difusao do solvente na emulsao

O método da difusdo do solvente na emulsdo baseia-se na miscibilidade parcial de um
solvente organico com &gua e envolve a adigdo de uma fase orgénica (constituida, por exemplo,
por cloreto de metileno e acetona), contendo o farmaco hidrofébico, numa solucédo aquosa,

composta pelo quitosano e um estabilizante (por exemplo, o0 poloxamero), sob agitacéo (Figura
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4.3) (56,60). Isto origina a formacdo de uma emulsdo do tipo 6leo em agua (O/A) que &,
posteriormente, submetida a uma homogeneizacdo de alta pressdo. O cloreto de metileno é,
subsequentemente, removido sob pressdo reduzida e a temperatura ambiente. Nesta fase, a
acetona difunde-se pela fase aquosa, o que faz diminuir a solubilidade do quitosano e, assim,
levar a formacdo das nanoparticulas por precipitacdo do polimero. No final do processo, as
nanoparticulas sdo isoladas por centrifugacgéo (56).

Embora este método tenha capacidade para produzir veiculos eficientes, é importante
destacar a sua necessidade em recorrer a condicfes severas de prepara¢do, como 0 uso de
solventes organicos e a aplicacdo de altas forcas de cisalhamento, fatores estes que estdo

ausentes noutros metodos (56).
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Quitosano + polaxamero Emulsdo do tipo O/A NP-QS

Figura 4.3. Preparacdo de NP-QS através do método da difusdo do solvente na emulsdo. Adaptada de
(56).

4.1.3. Micelizagéo reversa

O método da micelizagéo reversa consiste na preparacdo de uma emulséo do tipo A/O,
no qual é utilizado um surfactante lipofilico dissolvido num solvente organico apropriado,
como o0 n-hexano. Alguns dos surfactantes utilizados neste método sdo o bis-(2-etil-hexil)
sulfosuccinato de sddio e o brometo cetiltrimetilaménio. A fase aquosa que contém o quitosano,
o farmaco e o glutaraldeido, é adicionada a fase organica sob agitagdo continua. Conforme
representado na Figura 4.4, sdo entdo produzidas micelas reversas. Apds evaporagdo do

solvente, efetua-se a extracdo das nanoparticulas (61,62).
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Comparado com outros métodos baseados numa emulsdo, 0 método da micelizagdo
reversa tem como vantagem a producdo de nanoparticulas com um tamanho de cerca de 100
nm ou menor. No entanto, este método apresenta algumas desvantagens, como o dificil

isolamento das nanoparticulas e a necessidade de maior quantidade de solvente organico (56).

Micelas reversas

Agitagdo magnética / \
; IX \
(o] 0
o o (o]
0,0
Bis-(2-etil-hexil) sulfosuccinato de sodio + Emulsdo do tipo A/O
n-hexano (NP-QS)

Figura 4.4. Preparacdo de NP-QS através do método da micelizagdo reversa. Adaptada de (56).

4.1.4. Gelificacdo idnica e complexacao polieletrolitica

O método da gelificacdo ionica do quitosano baseia-se na interacdo entre 0S grupos
amina, de carga positiva, presentes na estrutura molecular do quitosano, e o polianido
tripolifosfato (TPF), que atua como reticulador do quitosano (63). Neste método, as NP-QS
formam-se ap6s a adicdo da solucdo de TPF na solucdo de quitosano, sob agitacdo leve e a
temperatura ambiente (Figura 4.5). Depois de aproximadamente 10 minutos de agitacdo, a
suspensdo de nanoparticulas é centrifugada, o sobrenadante descartado e o pellet constituido
pelas nanoparticulas é ressuspenso em agua. A gelificacdo ionica ocorre sempre que a
gelificacdo do quitosano € induzida por uma complexacdo com pequenas moléculas anidnicas,
como fosfatos, citratos, sulfatos, entre outros (64).

Quando macromoléculas de carga negativa sdo utilizadas no lugar de pequenas
moléculas, o processo designa-se por complexacgdo polieletrolitica (64). Os materiais aplicados
na producdo de nanoparticulas através deste método, incluem varios polimeros, como o sulfato

de dextrano (65), o alginato de sodio (66), a carragenina (67), o acido poliacrilico (68), goma
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arébica (69), acido poli-y-glutdmico (70,71), e também substancias a base de proteinas, como
ainsulina (72) ou mesmo o acido desoxirribonucleico (ADN) (73).

Estas técnicas apresentam vantagens importantes, entre as quais se destacam as
condicdes de preparacdo, que envolvem apenas agitacdo suave e um ambiente completamente
hidrofilico. De facto, devido & auséncia de solventes organicos ou altas for¢as de cisalhamento,
é possivel encapsular farmacos labeis como proteinas e, possivelmente por este motivo, estes

métodos tém sido os mais aplicados na producdo de NP-QS (24).
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Figura 4.5. Preparacdo de NP-QS através do método da gelificagdo idnica. Adaptada de (56).

4.1.5. Gelificagdo idnica modificada com polimerizacao radical

Este método envolve a modificacdo do método da gelificacdo idnica descrito acima,
uma vez que neste caso a gelificagcdo do quitosano ocorre em simultdneo com a polimerizacéo
de monomeros do &cido acrilico. De forma resumida, uma solucdo aquosa com mondmeros de
acido acrilico ou metacrilico é misturada, sob agitacdo e a temperatura ambiente, com uma
solugéo aquosa de quitosano. Conforme representado na Figura 4.6, as cargas opostas do
quitosano e do &cido acrilico permitem uma interacdo iénica entre ambos, levando a gelificacao
do quitosano. Em simultaneo, a polimerizacao radical € iniciada pela adi¢do de persulfato de
potéssio e esta reagdo ocorre durante aproximadamente 6 horas a uma temperatura que pode

variar entre 60 e 70°C. De forma a remover 0s mondmeros residuais que nao reagiram, sdo
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realizadas lavagens subsequentes das particulas com &gua destilada ou € utilizado um
procedimento de diélise (68,74,75).

CH,CHCOOH
0
0 0
NH,00C
NH,*00C
NH,' W Nl - NH,—00c—
NH,*NH,  NHS
Quitosano NP-QS

Figura 4.6. Preparacdo de NP-QS através do método da gelificacdo ionica modificada com
polimerizacdo radical. Adaptada de (56).

4.1.6. Dissolvatacao

O processo de dissolvatagdo consiste na agregacdo macromolecular provocada pela
dissolvatacdo parcial de moléculas totalmente solvatadas (24). O uso de agentes dissolventes
foi descrito pela primeira vez para a preparacdo de microparticulas (76). Contudo, atualmente,
este procedimento é também aplicado para produzir NP-QS (24). Tém sido propostos como
agentes precipitantes substancias como o sulfato de sddio e ndo solventes misciveis em agua
(como a acetona, etanol e isopropanol), sendo os primeiros os mais utilizados para o efeito. A
formagéo de NP-QS através deste método envolve a adi¢do gota a gota de um agente dissolvante
numa solucdo de quitosano (Figura 4.7). Quando este é adicionado a solucdo de quitosano,
induz a eliminacdo da agua de solvatagdo disposta ao redor do quitosano, uma vez que possui
maior afinidade pela agua, levando a insolubilizacdo do polimero e a sua consequente
precipitagdo. Isto, por sua vez, provoca um aumento das interagfes entre as moléculas de
quitosano, formando as nanoparticulas. A solugdo de quitosano geralmente contém um
estabilizante, como o polissorbato 80, para estabilizar a suspensao das nanoparticulas formadas.
Um processo subsequente de reticulacdo, por exemplo com glutaraldeido, foi descrito na

literatura, a fim de endurecer as nanoparticulas (24).
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Essa técnica apresenta diversas vantagens em relacdo a outros métodos, sendo a mais
importante a sua capacidade de produzir nanoparticulas numa etapa Unica, além de seu custo e

consumo de energia elétrica baixos (46).

———
Quitosano + polissorbato 80 NP-QS

Figura 4.7. Preparacdo de NP-QS através do método da dissolvatacdo. Adaptada de (56).

4.2. Revestimento da superficie de nanoparticulas poliméricas

As propriedades da superficie dos sistemas de administracdo influenciam a sua
estabilidade e desempenho no organismo, uma vez que afetam a sua interagdo com o sistema
imunolégico e o tecido de interesse. A superficie das NPP pode ser sujeita a modificagdes,
através da conjugacdo com polimeros hidrofilicos e ligandos de reconhecimento molecular, de
forma a alcancar as propriedades desejadas. Esta conjugacéo pode ocorrer através de ligacGes
covalentes ou ndo covalentes (77).

O PEG ¢é o polimero hidrofilico mais utilizado no revestimento das NPP, pois este
polimero cria uma barreira estérica que constitui um obstaculo ao processo de opsonizagéo, ou
seja, a adsor¢do de proteinas plasmaticas, impedindo assim a sua captura pelas células
fagocitarias do SRE (35,77). Deste modo, o revestimento com o polimero PEG permite
aumentar o tempo de permanéncia das NPP na circulagdo sanguinea, proporcionando, em
consequéncia, 0 aumento da sua concentragdo no tecido alvo. Para alem do PEG, mais
polimeros hidrofilicos tém sido empregues, com 0 mesmo objetivo, no revestimento das NPP.

Estes polimeros podem ter origem sintética, entre os quais sdo exemplo a polivinilpirrolidona
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e o alcool polivinilico, ou origem natural, como o dextrano, o quitosano e o acido hialurénico
(77).

Um grupo de investigacdo, com o objetivo de obter um tempo em circulagdo sanguinea
prolongado, preparou nanoparticulas de &cido polilatico (PLA) revestidas com PEG e
quitosano. O PEG e o quitosano inibiram a captacdo das nanoparticulas pelos macréfagos e
prolongaram o seu tempo na corrente sanguinea. Com base nestes resultados, o efeito furtivo
conferido pelo PEG e o quitosano pode ser promissor no desenvolvimento de sistemas de

administracao de longa circulacéo (78).

4.3. Libertacdo de farmacos a partir de nanoparticulas poliméricas

As formas farmacéuticas convencionais sdo conhecidas por provocar, logo apds a
administracdo, a libertagdo da maior parte do farmaco, originando um pico na concentracao
sisttmica do mesmo, e de seguida uma diminui¢cdo acentuada da sua concentragdo no
organismo. Por outro lado, a libertacdo de farmacos de forma controlada visa o controlo
temporal e espacial da concentracdo do farmaco no organismo, promovendo a eficécia clinica
da administracdo do farmaco e reduzindo os seus efeitos adversos. Deste modo, a aplicacdo de
NPP baseadas em materiais biodegradaveis na administracdo de farmacos constitui uma
estratégia bastante promissora para este mecanismo de libertagdo controlada (79).

A biodegradacédo do polimero e a libertacdo do farmaco sao fatores fundamentais a ter
em consideracdo durante o desenvolvimento das NPP (80). O mecanismo classico da libertacao
controlada de farmacos consiste na regulacdo da taxa de biodegradacdo do polimero e da
difusdo do farmaco (50). Neste sentido, a libertacdo de farmacos a partir de NPP pode ocorrer
através: (a) da dessorcdo do farmaco ligado/adsorvido a superficie das NPP; (b) da difusédo do
farmaco através da matriz polimérica; (c¢) da difusdo do farmaco através da membrana
polimérica; (d) da erosdo da matriz polimérica; (e) e de um processo combinado entre a eroséo
e a difusdo. Como tal, o perfil de libertacdo de farmacos depende da natureza das NPP. No caso
das nanoesferas, o farmaco encontra-se uniformemente distribuido pela matriz polimérica e a
sua libertacdo pode ocorrer por difusdo ou erosdo da matriz. Se a libertagdo do farmaco
acontecer de forma mais rapida do que a degradacdo da matriz polimérica, entdo a libertacdo
do farmaco é atribuida, principalmente, ao processo de difusdo. A libertagdo rapida que
acontece ap0s a administracdo destes sistemas, deve-se & fracdo de farmaco adsorvida ou

fracamente ligada a superficie das NPP (81,82). Relativamente & libertacdo do fa&rmaco a partir
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das nanocépsulas, esta acontece por difusdo do mesmo desde o nicleo até & membrana
polimérica e, de seguida, através desta (81).

O uso de NPP que respondem a estimulos representa uma abordagem recente na
administracdo de farmacos. Estes novos sistemas de administracdo possibilitam um tempo em
circulagdo sanguinea mais longo, o direcionamento do farmaco para o local de interesse, uma
maior libertacdo intracelular do fa&rmaco e a libertacdo controlada do mesmo, tanto no espago
como no tempo (79). Como tal, na presenca de um estimulo intracelular ou extracelular, de
origem quimica, bioquimica ou fisica, é desencadeada uma modificacao estrutural ou quimica
nas NPP, promovendo, deste modo, a libertacdo do farmaco num ambiente biolégico especifico
(79,83). As fontes de estimulo podem ser internas, devido a uma alteracdo do pH, do potencial
de reducdo, da forca ionica e a presenca de determinadas enzimas; podem ser externas, através
da ativacdo de uma fonte de energia como a luz, o calor, um campo magnético ou elétrico e
ultrassom; ou ainda uma combinacdo de ambas as fontes (18,79,83). A titulo de exemplo, o
ambiente extracelular dos tecidos tumorais caracteriza-se por um pH relativamente acido, entre
6,2 € 6,9, quando comparado com o pH dos tecidos saudaveis e o pH do sangue, de 7,4. Além
disso, também os compartimentos intracelulares (endossomas e lisossomas) exibem um pH
acido, entre 4,0 e 6,0 (83). Assim, as NPP podem ser desenvolvidas a partir de polimeros
sensiveis ao pH, que em resposta a alteracdo do pH ambiental, possibilitam a desestabilizacao
da estrutura polimérica, com a consequente libertacdo do farmaco encapsulado (79,83).

Neste contexto, Park et al. sintetizaram nanoparticulas baseadas no derivado do
quitosano, o quitosano glicol, conjugado com o grupo N-acetil histidina (NP-QSG/NACcHis),
formando um sistema promissor para a administracdo intracitoplasmatica do paclitaxel (PTX).
A captacdo celular deste sistema ocorreu por endocitose iniciada por interacdes inespecificas
com as membranas celulares (Figura 4.8A). Entretanto, algumas NP-QSG/NAcHis foram alvo
de exocitose e outras ficaram localizadas nos endossomas (Figura 4.8B e 4.8C). No ambiente
acido caracteristico dos endossomas, as NP-QSG/NAcHis carregadas com o PTX sofreram
desestabilizacdo devido a protonacdo do grupo imidazol da histidina. Este grupo protonado
interagiu com as bicamadas lipidicas carregadas negativamente e induziu o influxo de agua e
ifes nos endossomas, causando também a desestabilizagdo destas estruturas, proporcionando a
libertagdo do PTX no citoplasma e, consequentemente, a inducdo da paragem do crescimento
celular (Figura 4.8D) (84).
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Figura 4.8. Modelo proposto para a internalizacdo celular e libertagdo do PTX a partir das NP-
QSG/NAcHis. (A) A internalizacdo das NP-QSG/NACcHis é iniciada por intera¢des inespecificas com
as membranas celulares; (B) Uma parte das NP-QSG/NAcHis ¢é alvo de exocitose; (C) As NP-
QSG/NACcHis que ndo tém um mecanismo especifico para escapar aos endossomas sdo dirigidas para
os lisossomas e sofrem degradagdo enzimética; (D) No ambiente levemente acido dos endossomas, 0
grupo imidazol da histidina é protonado, causando a rutura das membranas endossomais e a libertagdo
simultanea do PTX no citoplasma. Adaptado de (84).

4.4. Polimeros utilizados na preparacéo de nanoparticulas poliméricas

Os polimeros sd@o macromoléculas formadas por subunidades repetidas, designadas de
mondmeros, ligadas entre si por ligacbes covalentes (85,86). No processo de selecdo dos
materiais a utilizar na preparacdo de NPP, alguns requisitos fundamentais devem ser cumpridos,
como a biodegradabilidade, biocompatibilidade, versatilidade e reduzidos custos associados a
sua producdo (87). Assim, a degradacao dos polimeros utilizados com este fim, deve ocorrer
no organismo e os seus metabolitos eliminados através das vias metabolicas normais (50,88).
Além disso, estes polimeros, assim como os seus produtos de degradacdo, devem ser
biocompativeis e ndo provocar efeitos toxicos e imunogénicos no corpo humano (52,88).

Os polimeros naturais destacam-se pela sua maior biocompatibilidade,
biodegradabilidade, reduzida toxicidade e pela sua elevada disponibilidade na natureza, o que
0s torna atrativos para aplicacfes farmacéuticas (49,87,89). De facto, uma das estratégias para
evitar a potencial toxicidade dos sistemas de administragdo consiste na aplicacdo de materiais
naturais. Além disso, estes polimeros detém algumas vantagens comparativamente aos de

origem sintética, nomeadamente uma melhor capacidade de adesdo celular, propriedades
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mecéanicas similares aos tecidos do organismo e uma maior versatilidade. A versatilidade dos
polimeros naturais permite que as suas propriedades sejam, de forma facil, adaptadas a uma
aplicacdo especifica (87). Os polimeros naturais podem ser baseados em proteinas e
polissacarideos, com origem em animais, plantas, bactérias e fungos. Alguns dos polimeros
naturais mais estudados para a administracdo de farmacos sdo o quitosano, o dextrano, a
heparina, o &cido hialurdnico, o colagénio, a albumina e a gelatina (51,79,88). As varia¢des que
se verificam entre os diferentes lotes produzidos de NPP baseadas em polimeros naturais
constitui uma desvantagem a aplicacdo destes materiais (50,90). No entanto, os polimeros
naturais cumprem mais facilmente os requisitos acima mencionados, pelo que o beneficio da
sua aplicacdo na administracdo de farmacos supera esta limitagéo (87,90).

Por outro lado, a preparacdo de NPP baseadas em polimeros sintéticos pode ser
controlada de maneira a possibilitar uma menor variacao entre os lotes produzidos, facilitando
a transposicdo da sua producdo para uma escala industrial (91). Os polimeros sintéticos mais
usados na preparacao de NPP séo o PLA, o &cido poliglicélico e o copolimero acido polilatico-
co-glicolico (PLGA) (51,79,88,89). Contudo, os produtos de degradacdo deste tipo de
polimeros podem apresentar propriedades toxicas e causar reagdes imunogénicas no organismo
(91). Por exemplo, o PLGA, embora seja bastante utilizado, aumenta a acidez local devido a
sua degradacdo, podendo causar irritacdo no local onde € utilizado (92). Deste modo, o principal
problema na aplicacdo de polimeros de origem sintética na administracdo de farmacos

relaciona-se com a sua falta de biocompatibilidade (91).
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5. Polimeros de origem marinha

O ambiente marinho e a sua ampla diversidade de organismos oferecem uma enorme
fonte de materiais naturais com potenciais usos na area farmacéutica, cosmética, biomédica e
alimentar (1,4). De entre os biomateriais, 0os polimeros marinhos sdo moléculas organicas
grandes que cumprem diversas funcdes estruturais ou bioldgicas nos organismos. Um excelente
exemplo de polimeros marinhos sdo os polissacarideos, constituidos por longas cadeias de
unidades de agucar unidas por ligacBes glicosidicas, que apresentam estruturas e fungdes
bioldgicas diferentes. Os organismos marinhos, tais como os crustaceos, cnidarios e diversas
espécies de peixes, bem como as algas, sdo importantes fontes de polissacarideos. Outro
exemplo de polimeros marinhos sdo as proteinas, que compreendem moléculas organicas
complexas, sendo encontradas em abundéncia nos animais. As proteinas e 0s peptideos
marinhos podem ser extraidos de diversos organismos marinhos, onde se incluem os peixes,
mariscos, algas, crustaceos, moluscos, equinodermos e esponjas. Também dependendo das suas
estruturas e sequéncias de aminodacidos, estes polimeros podem exibir uma ampla gama de
fungBes bioldgicas (93). Contudo, o foco da industria farmacéutica tem sido colocado nos
polissacarideos marinhos (1).

Os polimeros marinhos e os seus derivados tém sido propostos para o desenvolvimento
de sistemas de administracdo de farmacos, nomeadamente de nanoparticulas, tirando partido
do seu elevado potencial de biocompatibilidade, biodegradabilidade, reduzida toxicidade e
imunogenicidade (1,3,87,94). Por exemplo, os produtos de degradagdo das NPP baseadas em
polissacarideos marinhos correspondem a pequenas unidades de agucar, que sdo facilmente
eliminadas do organismo pelos processos metabdlicos convencionais (87).

Alem disso, os polimeros marinhos caracterizam-se por uma estrutura flexivel, linear
ou ramificada, que permite a realizacdo de modificagdes quimicas, devido a presenca de um
grande numero de grupos funcionais nessa estrutura (grupos hidroxilo, amina e carboxilo)
(87,95). Esta caracteristica pode ser benéfica para varios métodos de preparacdo de NPP e para
0 desenvolvimento de sistemas direcionados para o local de interesse (87). O interesse nestes
polimeros prende-se também com as suas propriedades adesivas, que permitem a aderéncia a
superficies biologicas, visto que o uso das NPP implica, normalmente, uma interacdo com as
superficies celulares (3,87). Assim, os grupos funcionais reativos dos polimeros permitem a
formacéo de ligacGes ndo covalentes com as superficies celulares, proporcionando uma maior

absorcdo do farmaco. Adicionalmente, as propriedades hidrofilicas destes materiais sdo de
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particular importancia, pois permitem a producdo de NPP com recurso a métodos que evitam
solventes organicos (87).

A sua aplicacdo em terapia genética é também benéfica, uma vez que esta area é limitada
pelo potencial toxico associado aos materiais virais. Assim sendo, a utilizacdo de polimeros
marinhos como veiculos de material genético, como também de outros agentes terapéuticos,
garante a sua estabilidade, protecédo e, promove ainda, a sua libertacdo controlada (3).

Outras vantagens relacionadas ao uso de polimeros de origem marinha séo a auséncia
do risco de transmissdo zoondtica e o facto de evitarem questdes éticas relacionadas com
mamiferos (2). Além disso, estes polimeros possuem uma maior incidéncia de bioatividade,
biodiversidade e inovagdo quimica, quando comparados com os que sdo isolados de fontes
terrestres (1).

E importante ressaltar que os polimeros de origem marinha s&o econdmicos, uma vez
que existem em grande abundancia na natureza, estdo prontamente disponiveis e exibem
processos de extragdo e purificacdo relativamente simples (1,87). Como tal, todas estas
propriedades, juntamente com as possiveis funcdes bioldgicas dos polimeros, contribuiram para
a sua maior aplicacdo na producdo de sistemas de administracdo de farmacos, particularmente
de NPP (87).

Todavia, embora a relevancia das vantagens acima mencionadas, algumas desvantagens
devem ser tidas em consideracdo, como a possibilidade da sua aplicacdo causar uma resposta
imunogénica no organismo. Outro desafio refere-se as diferencas estruturais que existem entre
os polimeros de acordo com a sua origem e fornecedor (87,95). A dificil reproducdo do
microambiente marinho em laboratério resulta ainda numa elevada percentagem de diversidade
marinha pouco estudada (1). No quadro 5.1 encontra-se um resumo das vantagens e
desvantagens da aplicacdo dos polimeros de origem marinha em nanotecnologia farmacéutica.

Nas proximas secgdes, as caracteristicas dos polimeros de origem marinha mais

estudados em nanotecnologia farmacéutica serdo detalhadas.
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Quadro 5.1. Vantagens e desvantagens do uso de polimeros de origem marinha.

Biocompatibilidade e biodegradabilidade Possivel resposta imunogénica

Reduzida toxicidade e imunogenicidade Variabilidade entre lotes

Estrutura flexivel e facilidade em realizar Complexidade e varias estruturas quimicas

modificacbes quimicas

Capacidade bioadesiva Elevada diversidade marinha ainda por
estudar

Propriedades hidrofilicas
Terapia genética

Sem risco de transmissdo zoonotica
Auséncia de questdes éticas

Atividade bioldgica e inovacdo quimica
Elevada biodiversidade

Abundancia na natureza e custos economicos
reduzidos

Processos de extracdo e purificacdo simples

5.1. Quitosano

O quitosano é um polissacarideo de origem natural, obtido por desacetilacao parcial da
quitina (54,96). Por sua vez, a quitina é o segundo polissacarideo mais abundante na natureza,
logo a seguir a celulose (46). A quitina é um componente estrutural que se encontra
maioritariamente no exoesqueleto de crustaceos e insetos, bem como na parede celular de
alguns fungos (54,97). A maior fonte da quitina é proveniente dos residuos gerados pelo
processamento dos alimentos extraidos do mar (isto €, a casca dos caranguejos, camardes e
lagostins) (98). Assim, torna-se possivel converter estes residuos em compostos de interesse
para possiveis aplicacdes biomédicas e, a0 mesmo tempo, resolver o problema da poluicdo
relacionado com o processamento de alimentos do mar (1). Contudo, a quitina, por ser bastante
hidrofobica, é insolivel em agua, na maioria dos solventes organicos comuns e é ainda
quimicamente inerte ndo sendo, portanto, utilizada em aplicac6es farmacéuticas (54,98,99).

O processo de desacetilagdo da quitina consiste na remogédo de grupos acetilo sendo,
frequentemente, realizado com uma solugdo concentrada de NaOH (30-50%) a uma
temperatura bastante elevada (100-150°C) (98). Este processo conduz a sintese do quitosano
que na sua estrutura molecular fica com grupos funcionais amina (98,100). A Figura 5.1

representa o processo de desacetilagdo da quitina. O quitosano é um polissacarideo de estrutura
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linear, constituido por unidades repetidas, distribuidas alternadamente, de N-acetil-D-
glucosamina e D-glucosamina, ligadas por liga¢@es glicosidicas do tipo -(1—4) (Figura 5.1)
(54,101). As proporcdes entre estas duas unidades na estrutura polimérica determinam o grau
de desacetilacdo do polimero, ou seja, a extensdo da reacao de desacetilacdo da quitina (97). De
uma forma geral, o termo quitosano é utilizado quando a extensao de desacetilacao é superior
a 50% e, por outro lado, o termo quitina é referido quando esta extensdo é insignificante ou
inferior a 20% (96).
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Figura 5.1. Processo generalizado da desacetilacdo da quitina e estrutura quimica do quitosano, onde
estdo representadas as unidades de N-acetil-D-glucosamina e D-glucosamina, ligadas por ligagdes
glicosidicas do tipo S-(1—4). Adaptada de (102).

O quitosano encontra-se disponivel numa variedade de formas que diferem no seu peso
molecular e grau de desacetilacdo e determinam, consequentemente, 0 comportamento deste
polimero (99,101). O quitosano comercial apresenta um peso molecular médio entre 3800 e
2000000 Dalton (Da), bem como um grau de desacetilagédo que pode variar entre 66 e 95%
(100). O grau de desacetilacdo do quitosano exibe uma importante influéncia sobre vérias
caracteristicas, entre as quais a solubilidade, biodegradabilidade, toxicidade, atividade

antimicrobiana, entre outras (54).
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Relativamente a solubilidade do quitosano, este é insoltvel em &gua, solucbes aquosas
alcalinas e nos solventes organicos comuns (103). No entanto, uma vez que 0S grupos amina
presentes na estrutura polimérica detém uma constante de dissociacdo acida de
aproximadamente 6,5, 0 quitosano torna-se soluvel em solucBes aquosas acidas diluidas (com
pH inferior a 6,5), como o &cido acético e o acido formico (54,98,101). Isto acontece devido a
protonacdo dos grupos amina presentes na cadeia polimérica na sua forma soltvel (54,99).
Portanto, em ambiente acido, o grupo amina confere um caréater catiénico ao quitosano (46,97).
O grau de desacetilacdo do quitosano influencia a sua solubilidade, sendo que os polimeros
com maior grau de desacetilacdo sdo mais facilmente sollveis em solucGes aquosas &cidas (99).
Também o peso molecular exerce um efeito fundamental sobre as propriedades do quitosano.
Geralmente, as moléculas de baixo peso molecular e menor grau de desacetilacdo apresentam
maior solubilidade e uma degradacdo mais rapida, comparativamente as suas contrapartes de
alto peso molecular (97).

Devido ao elevado peso molecular e a estrutura linear do quitosano, este polimero
comporta-se como um excelente agente intensificador da viscosidade em ambiente &cido. Além
disso, a viscosidade de uma solucdo de quitosano também pode ser influenciada pela
temperatura, forca idnica e pH da solucdo. Uma molécula de quitosano com reduzido peso
molecular contribui para uma solugdo menos viscosa. Neste sentido, a viscosidade de uma
solucdo de quitosano é diretamente proporcional a concentracéo e ao grau de desacetilacdo do
mesmo. Pelo contrério, é inversamente proporcional ao pH e a temperatura da solucéo (100).

O interesse neste polimero deve-se também a sua versatilidade, pois contém grupos
funcionais na estrutura molecular, como o0s grupos amina e hidroxilo (96,101). Esta
caracteristica possibilita a realizacdo de modificagdes quimicas, levando a sintese de um vasto
leque de derivados do quitosano com diferentes especificidades, para serem utilizados em varias
aplicacbes nas é&reas da biomedicina, biotecnologia e farmacéutica (96,98,101). Estas
modificagdes proporcionam o melhoramento de algumas propriedades do quitosano (sem afetar
0 seu carater catidnico), como a solubilidade e mucoadeséo, e permitem a aquisi¢do de novas
atividades biologicas para aplicagbes especificas, bem como o direcionamento para
determinadas células alvo (24,46,96,103).

O quitosano € um polimero conhecido pelas suas propriedades bioldgicas Unicas e
excecionais (96). Um aspeto bastante vantajoso associado a utilizacdo deste polimero diz
respeito a sua capacidade de aderir as superficies mucosas, permitindo um maior tempo de
contacto entre os farmacos e estas superficies, aumentando, desta forma, a absor¢do dos

compostos sem afinidade com o muco (46,101). Esta ades@o do quitosano as mucosas deve-se
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a interacdo eletrostatica que ocorre entre 0s grupos amina, que apresentam carga positiva, e 0s
residuos do muco, nomeadamente os grupos de acido sidlico da mucina, carregados
negativamente (98,100,101). O grau de desacetilacio do quitosano exibe também um
importante impacto nas suas propriedades de mucoadesdo. Neste sentido, a mucoadesividade
aumenta com o aumento da desacetilacdo do quitosano, visto que existe uma maior densidade
de carga positiva proveniente dos grupos amina, que estdo disponiveis para interagdo com os
componentes do muco. Isto explica o motivo pelo qual a maioria das aplicagdes farmacéuticas
do quitosano sdo realizadas com polimeros altamente desacetilados, pois estes sao responsaveis
por um tempo de retencédo prolongado no local de acdo ou absorc¢éo (99,101).

Outra propriedade muito relevante no quitosano, particularmente para a sua aplicacéo
no desenvolvimento de sistemas de administracdo, consiste na sua capacidade de promover a
permeacdo de macromoléculas através da abertura transitéria das juncdes estreitas entre as
células dos epitélios bem organizados, como o nasal, intestinal, ocular, bucal e pulmonar
(Figura 5.2) (101). Este mecanismo ocorre devido a interagdo entre os grupos amina do
quitosano e as membranas celulares que, consequentemente, causa a reorganizacdo estrutural
das proteinas das juncdes celulares estreitas (96). Além disso, 0 quitosano possui ainda varias
atividades biol6gicas muito benéficas para o seu uso clinico, como a atividade analgésica,
antitumoral, antioxidante, antimicrobiana, homeostatica e exibe também um efeito

hipocolesterolémico (46,96).
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Figura 5.2. Efeito do quitosano na absor¢do de farmacos pela via paracelular: (A) Epitélio normal; (B)
Rutura transitoria das jungdes celulares estreitas pelo quitosano com o aumento da absor¢édo do farmaco.
Adaptada de (104).

A biodegradabilidade e a biocompatibilidade do quitosano sdo propriedades
especialmente importantes, sobretudo no desenvolvimento de sistemas de administragdo de

farmacos. E de salientar que, em condigdes fisioldgicas, as bioenzimas, como s&o exemplo a
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lisozima e a quitinase, podem catalisar a despolimerizacao deste polissacarideo (46,101). Estas
enzimas localizam-se nas superficies mucosas e na flora intestinal, respetivamente. Os produtos
de degradacdo do quitosano nao sdo prejudiciais para 0 corpo humano, uma vez que sao
oligossacarideos e podem ser incorporados nas vias metabdlicas dos glicosaminoglicanos
(GAG) e glicoproteinas, ou facilmente eliminados do organismo através da urina. No entanto,
se ocorrer uma degradacdo muito rapida do quitosano, esta podera resultar numa acumulagéo
de aminoacucares, induzindo uma resposta inflamatéria e, portanto, afetando a
biocompatibilidade deste polimero no corpo humano (101).

O quitosano possui caracteristicas estruturais semelhantes as apresentadas pelos GAG,
que constituem um importante componente dos tecidos conjuntivos. Por este motivo, este
polimero tem sido estudado para diversas aplicacdes biomédicas, como a cicatrizacdo de
feridas, engenharia de tecidos, odontologia e ortopedia. Além disso, 0 quitosano tem a
capacidade de se fixar e impedir a absorcao da gordura sendo, por isso, incluido em suplementos
dietéticos comercializados com o objetivo de induzir perda de peso (99). Este polissacarideo
tem sido imensamente utilizado no desenvolvimento de sistemas de administracdo de farmacos,
como solugdes, hidrogéis, microparticulas e nanoparticulas (96). O potencial deste polimero é
enorme e continuard a aumentar a medida que novas aplicacdes para 0 mesmo sdo investigadas
(98).

5.2. Acido hialurénico

Os GAG sdo polissacarideos de estrutura linear, formados por unidades de dissacarideos
ligadas por ligagbes covalentes. Estes polissacarideos encontram-se geralmente ligados
covalentemente a uma proteina central, de modo a formar um proteoglicano com diferentes
fungdes bioldgicas. Os GAG incluem o &cido hialurénico, o sulfato de condroitina, a
heparina/sulfato de heparina, o sulfato de dermatano e o sulfato de queratano. As suas principais
diferencas sdo o comprimento da cadeia polimérica, a sua ligacdo com a proteina central, o grau
de sulfatacéo, entre outras (2,105). De entre os GAG referidos, o &cido hialuronico e o sulfato
de condroitina sdo dois importantes polimeros naturais, com aplicacfes na area biomédica,
cosmeética, alimentar e farmacéutica (2).

O éacido hialuronico, também designado por hialuronano, constitui um componente
importante da matriz extracelular e encontra-se no corddo umbilical, na pele, no liquido

sinovial, no humor vitreo e no tecido cartilaginoso (3,93,106). As fontes marinhas tém sido
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investigadas para a procura deste polimero, podendo este ser isolado do figado da raia, de
moluscos bivalves, peixes cartilaginosos e do humor vitreo de diversas espécies de peixes,
evitando assim os riscos patogenicos dos animais terrestres (93).

Relativamente a sua estrutura, o acido hialuronico é um polissacarideo aniénico de
estrutura linear, formado por unidades repetidas de dissacarideos de acido D-glucurénico e N-
acetil-D-glucosamina, ligadas entre si por ligagdes glicosidicas alternadas do tipo s-(1—4) e -
(1—3) (Figura 5.3) (3,93). Ao contrario de outros GAG, este polissacarideo ndo apresenta
grupos sulfato na sua constituicdo e ndo se encontra ligado a uma proteina central, ndo
formando, por isso, um proteoglicano (105). O seu peso molecular pode variar entre 2 x 10° e
10" KDa, apresentando um tamanho superior aos restantes GAG e tornando-o uma das maiores
moléculas existentes no corpo humano (105,107). O acido hialurénico é também uma molécula
versatil que pode ser modificada de diversas formas, tornando-o adequado para aplicacdes
especificas (107). A sua biodegradacdo é assegurada pela acdo de enzimas hidrolases, como a
hialuronidase, que quebra a ligacdo glicosidica entre os as unidades do polimero (3).
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Figura 5.3. Estrutura quimica do acido hialurénico, onde estéo representadas as unidades de acido D-
glucuronico e N-acetil-D-glucosamina, ligadas entre si por ligagdes glicosidicas. Adaptada de (93).

O é&cido hilaurénico desempenha um papel relevante em muitas fungdes bioldgicas, tais
como a cicatrizacdo de feridas, reparacgéo tecidular e lubrificacdo das articulagdes (3,107). Neste
contexto, este polimero pode absorver e reter uma elevada quantidade de moléculas de agua,
tornando-o um excelente agente hidratante e um componente essencial na manutencdo da
hidratagdo e lubrificacdo dos tecidos. Devido a sua capacidade de retencdo de agua, este
polimero exibe um comportamento viscoelastico Unico, permitindo o amortecimento e absorgéo
dos choques nas articulacfes e outros tecidos. Alem disso, o &cido hialurénico apresenta um
papel importante na matriz extracelular, pois contribui para a sua integridade estrutural.
Também a sua interacdo com as células desempenha um papel significativo em varios processos

bioldgicos. O acido hialuronico pode interagir com recetores presentes na superficie das células,
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como o CD44, controlando a adesdo, proliferacdo, diferenciagdo e migragdo celular.
Adicionalmente, possibilita a regulacdo de processos fisiolégicos como a inflamacdo e a
resposta imunitaria (2,107). As fun¢des biologicas deste polimero dependem do seu tamanho,
pelo que diferentes pesos moleculares do polimero podem estar associados a efeitos fisiologicos
e aplicacdes especificas no organismo (107,108). Por exemplo, um polimero de maior peso
molecular estd associado a uma ac¢do anti-inflamatoéria, enquanto um menor peso molecular
pode contribuir para o desenvolvimento de um processo inflamatorio (107).

Assim sendo, em consequéncia das suas propriedades fisico-quimicas e funcbes
bioldgicas, o acido hialurénico tem sido utilizado em injec6es articulares, cirurgias oculares,
tratamento da osteoartrite, cirurgias plasticas e tratamentos da pele (como grandes queimaduras
e produtos de antienvelhecimento) (105,108). Para além disso, este polimero é amplamente
utilizado em aplicac6es biomédicas, como o desenvolvimento de sistemas de administracdo de
farmacos (3,93).

5.3. Sulfato de condroitina

O sulfato de condroitina € um polissacarideo pertencente a classe dos GAG (109). Este
polimero é também um dos principais constituintes da matriz extracelular de vérios tecidos,
nomeadamente a cartilagem, ossos, pele, tenddes e ligamentos (110). A sua extracdo €
geralmente efetuada a partir da cartilagem de bovinos e suinos, podendo também ser realizada
a partir de alguns animais marinhos, como a baleia e o tubardo. Contudo, por motivos
ecologicos, 0 uso de espécies protegidas para a extracdo deste polimero é, atualmente, bastante
limitado. N&o obstante, existem outras fontes de extragdo a partir de animais marinhos nao
mamiferos, como a raia, o salmdo, o atum, o pepino-do-mar, alguns cnidarios e moluscos
(3,111).

Este polimero é um polissacarideo linear constituido por unidades repetidas de
dissacarideos de acido glucurdnico e N-acetilgalactosamina, ligadas entre si por ligacdes do
tipo f-(1—3), e pode ser sulfatado em diferentes posi¢oes e quantidades (3,110,112). Como é
possivel observar na Figura 5.4, de acordo com a posi¢do dos grupos sulfato na cadeia
molecular, este pode ser identificado com letras diferentes: A, C, D e E (113). A composi¢do
do polimero depende da fonte de onde o0 mesmo é isolado. Por exemplo, o sulfato de condroitina
do tipo A é normalmente isolado da cartilagem bovina e suina, enquanto o do tipo C &

geralmente extraido do tubardo. Deste modo, os polimeros disponiveis no mercado nédo
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apresentam estruturas homogéneas, o que se reflete em diferentes atividades bioldgicas
(109,113).

ChS-A: R;=R,;=H, R,=SO,H
ChS-C: R,=R,=H, R,=SO,H
ChS-D: R,=H, R,=R;=SO,H
ChS-E: Ry=H, R,=R;=SO,H

Figura 5.4. Estrutura quimica dos diferentes tipos de sulfato de condroitina (A, C, D, E), onde estdo
representadas as unidades de cido glucuronico e N-acetilgalactosamina, ligadas entre si por ligacoes
do tipo f-(1—3). ChS, sufato de condroitina. Adaptado de (113).

Este polissacarideo apresenta uma cadeia molecular mais curta que o &cido hialurénico,
contendo entre 20 e 100 unidades repetidas. Também o seu peso molecular pode variar entre
10000 e 100000 Da, dependendo da fonte e do tecido de extracdo (105). O grupo sulfato confere
a este polimero uma carga fortemente negativa (112). Tal como os restantes GAG, o sulfato de
condroitina possui grupos funcionais, como 0s grupos hidroxilo e carboxilo, que podem ser
alvo de modificacbes quimicas e originar derivados com propriedades adicionais especificas
(110). Trata-se também de um polimero biocompativel e, tal como os restantes polissacarideos
sulfatados, a sua degradacdo pode ser realizada por enzimas hidrolases que facilmente clivam
as ligacoes glicosidicas (4,87).

Relativamente as suas atividades biologicas, o sulfato de condroitina possui atividade
anti-inflamatéria,  antioxidante, antitumoral, antiaterosclerética, anticoagulante e
antitrombdtica (109,113). Devido a similaridade estrutural com o acido hialurénico, o sulfato
de condroitina também pode funcionar como ligando do recetor CD44 (114). Como
anticoagulante, este polimero tem sido proposto como substituto natural da heparina, um dos
anticoagulantes mais utilizados. Na industria farmacéutica, o sulfato de condroitina tem sido
utilizado como principio ativo com propriedades anticoagulantes, como suplemento para
prevenir a artrite e como material de matriz no desenvolvimento de sistemas de administragédo

de farmacos (3). Por possuir uma carga superficial altamente negativa que possibilita a
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hidratagdo de tecidos atraves da absor¢do de agua e por possuir propriedades anti-inflamatérias,
este polimero é bastante utilizado para o tratamento da osteoartrose ou outras doencas que

causam dano a cartilagem (105,113).

5.4. Carragenina

A carragenina € um polissacarideo sulfatado e consiste num dos constituintes mais
abundantes da parede celular das algas vermelhas, sendo a espécie Chondrus crispus
considerada a fonte original deste polimero. Porém, a elevada procura da carragenina, em
consequéncia do aumento das suas aplicacBes na industria, levou a sua extracdo a partir de
novas espécies, como as espécies Kappaphycus alvarezii e Eucheuma denticulatum (4).

A estrutura quimica da carragenina consiste numa cadeia linear de unidades repetidas
de D-galactose e 3,6-anidro-D-galactose, unidas alternadamente por ligacGes glicosidicas do
tipo a-(1—3) e p-(1—4) (Figura 5.5). Em termos estruturais, a carragenina € classificada em
varios tipos, incluindo, entre outras, a k-, A-, 1-, u-, 6-, B- € v-carragenina. Todas as formas deste
polissacarideo contém entre 15 e 40% de grupos sulfato, com excec¢édo da f-carragenina que ndo
apresenta teor em sulfato (115,116). Apesar de na literatura serem referidas pelo menos 15
estruturas quimicas diferentes para a carragenina, as formas xappa (x), lambda (}) e 1ota (1),
representam as formas de maior relevancia para a inddstria. A principal diferenca entre 0s varios
tipos de carragenina relaciona-se com as suas caracteristicas estruturais, como 0 nimero e a
posicdo dos grupos sulfato e a frequéncia dos residuos 3,6-anidro-D-galactose (3,6-AG) na
cadeia molecular (117). Por exemplo, a k-, a A- e a 1-carragenina contém um, dois e trés grupos
sulfato por cada unidade de dissacarideo, respetivamente (118). As estruturas quimicas deste
polimero sdo, portanto, muito heterogéneas, 0 que esta relacionado com a fonte, o estagio de

vida da alga e os procedimentos de extragéo utilizados (4).
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Figura 5.5. Estrutura quimica das varias formas da carragenina, onde estdo representadas as unidades
de D-galactose e 3,6-anidro-D-galactose, unidas por liga¢des glicosidicas. Adaptada de (4).

Relativamente as propriedades fisico-quimicas, este polimero caracteriza-se pela sua
carga negativa, devido a presenca dos grupos sulfato na sua composigéo, e por um elevado peso
molecular, que pode variar no intervalo entre 100 e 1000 kDa (4,119). A carragenina é soltvel
em agua e insoltvel na maioria dos solventes organicos, como o alcool, o éter e 0 6leo. A
solubilidade aquosa da carragenina é influenciada por varios fatores, incluindo a forma da
carragenina, a temperatura, o pH, o numero de catides e a presenca de outros solutos em
solucdo. De uma forma geral, as propriedades hidrofilicas da carragenina estdo relacionadas
com os grupos hidrofilicos sulfato e hidroxilo, enquanto os residuos 3,6-AG apresentam
caracteristicas mais hidrofobicas (4). Portanto, a A-carragenina, uma vez que € bastante
sulfatada e ndo apresenta residuos 3,6-AG, é facilmente solivel na maioria das condicdes,

enquanto a k-carragenina, com residuos 3,6-AG e menos grupos sulfato, é relativamente menos
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hidrofilica e, portanto, menos solivel. Por outro lado, a 1-carragenina é mais hidrofilica, devido
a presenca de dois grupos sulfato que neutralizam o leve caréter hidrofébico do residuo 3,6-
AG. As formas da carragenina estdo disponiveis no mercado como sais de sodio, potassio,
calcio e, ainda, como uma mistura entre estes sais, de forma a garantir a estabilidade do
polimero. A solubilidade deste polimero é, também, influenciada pela forma de sal dos grupos
sulfato. Como tal, as formas sddicas da carragenina sdo mais facilmente soltveis, enquanto as
formas potéassicas se dissolvem com mais dificuldade (120).

A carragenina € comercializada na forma de po, que se dissolve lentamente a
temperatura ambiente, produzindo uma solucdo aquosa altamente viscosa. A viscosidade
depende do tipo da carragenina, do seu peso molecular, da concentracdo do polimero, da
temperatura aplicada e da presenca de outros solutos (como sais) na solugdo. Neste contexto, a
viscosidade de uma solucdo de carragenina diminui com a reducdo da sua concentracéo,
sulfatacéo, peso molecular e com o0 aumento da temperatura (4).

A presenca de catides em solucéo, juntamente com a conformacédo das unidades de
galactose na cadeia polimérica (que resulta em diferentes formas de carragenina), determinam
as propriedades gelificantes deste polissacarideo (120). A gelificacdo térmica é uma
propriedade extremamente relevante deste polimero para aplica¢fes na indlstria alimentar e
farmacéutica (4). Dentro de uma certa faixa de temperaturas e de concentragdes de catides, as
solucdes de carragenina podem gelificar e as propriedades viscoelasticas desses géis variam
dependendo desses parametros (121). As formas da carragenina diferem na sua capacidade de
sofrer gelificagdo. Enquanto a k- e 1-carragenina formam géis, a A-carragenina ndo gelifica e
comporta-se como um polieletrélito comum em solucdo (4). No que concerne a0 mecanismo
de gelificacdo da carragenina, supbe-se que, quando esta € dissolvida com recurso a
aquecimento e, de seguida submetida a um arrefecimento, a reducdo da temperatura induz a
formacéo de duplas hélices (Figura 5.6). Nestas condigoes, as estruturas das k- e 1-carragenina
permitem que os segmentos de duas moléculas formem duplas hélices, originando uma rede
tridimensional. Pelo contrario, a A-carragenina possui uma estrutura que nao permite a
formacédo desta dupla hélice, devido ao seu grande teor em grupos sulfato, o que dificulta a
formacéo do gel (121). No entanto, a formacéo da estrutura helicoidal, por si s, ndo origina a
gelificacdo da carragenina. Os catides presentes em solu¢do, como o sédio (Na*), potassio (K*)
e calcio (Ca?"), sdo responsaveis pela transicdo da solucéo para um gel final, pois possibilitam
a agregacdo entre as hélices (4). Deste modo, a capacidade da carragenina em formar géis
termorreversiveis ou solugdes muito viscosas, possibilita a sua aplicagdo como agente

gelificante, estabilizante e emulsificante na indudstria alimentar, farmacéutica e cosmética (4).
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Figura 5.6. Formagdo do gel de carragenina. As estruturas das k- e i-carragenina permitem que
segmentos de duas moléculas formem duplas hélices, originando uma rede tridimensional. Os catides
Na*, K* e Ca?" sdo necessarios para induzir a transicéo de solucéo para um gel final. Adaptado de (4).

No que diz respeito a sua biodegradacdo, as ligaces glicosidicas dos polissacarideos
sulfatados podem ser facilmente clivadas pelas enzimas hidrolases. Outra caracteristica
relevante nos polissacarideos sulfatados refere-se a presenca de grupos sulfato na estrutura
molecular, o que possibilita a sua funcionalizacdo para aplicacdes especificas. Além disso, a
também a presenca de grupos hidroxilo na estrutura dos polimeros permite uma adaptacéo
especifica aos objetivos pretendidos (4).

Para além das propriedades fisico-quimicas da carragenina, também as suas atividades
bioldgicas justificam o grande interesse neste polimero. Neste sentido, vérias atividades
bioldgicas foram descritas para a carragenina nos ultimos anos, incluindo, principalmente, a
atividade anticoagulante, antiviral e antitumoral (120). A carragenina possibilita uma reducao
significativa dos niveis séricos de colesterol e triglicéridos e, é ainda conhecida pela sua
capacidade inflamatéria sendo, inclusivamente, utilizada num dos mais frequentes protocolos

de inducéo de inflamacéo, para avaliacdo de substancias anti-inflamatorias (125,126).
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5.5. Fucoidano

O termo fucoidano designa uma familia de polissacarideos sulfatados derivados de algas
marinhas castanhas (Phaeophycophyta) e, também, de alguns equinodermos (ouri¢co-do-mar e
pepino-do-mar) (4). As algas castanhas (Phaeophyta), o segundo grupo mais abundante de
algas, constituem uma fonte de varios compostos ativos. A estrutura das suas paredes celulares
consiste numa matriz amorfa de polissacarideos, ligados entre si por proteinas. Estes
polissacarideos s&o principalmente o fucoidano e o alginato, que conferem resisténcia estrutural
e flexibilidade a estas algas (127). Nos ultimos anos, o fucoidano tem sido isolados de diferentes
fontes, tais como as espécies Fucus vesiculosus, Ascophyllum nodosum, Laminaria japonica e
Macrocystis pyrifera (4,94). Contudo, antes de escolher a fonte, € importante ter em conta que
a estrutura quimica deste polissacarideo pode ser diferente entre espécies de algas e pode variar
até na mesma espécie. Devido a esta heterogeneidade estrutural, diferentes condigdes de
extracao resultam na extracao de diferentes formas de fucoidano (118). Para além disso, deve-
se ter em atencdo que alguns métodos de extracdo do fucoidano podem alterar a sua estrutura
quimica, afetando a sua bioatividade e as suas propriedades fisico-quimicas (128).

Embora o fucoidano seja conhecido hd mais de um século, a sua estrutura quimica ainda
ndo estd completamente determinada, como consequéncia da sua heterogeneidade e
irregularidade. Isto deve-se ao facto de que as algas castanhas sintetizam polissacarideos muito
ramificados, cujas estruturas e propor¢des variam dependendo da espécie (129-131).
Estruturalmente, o fucoidano consiste essencialmente em unidades de L-fucose. A sulfatacéo
destes residuos pode ocorrer em posi¢oes especificas, como em C-2 e/ou C-4 e, apesar de raro,
em C-3, dependendo da espécie da alga (132,133). Além da fucose e do sulfato, este
polissacarideo também pode conter na sua estrutura quimica constituintes adicionais de agucar,
como a manose, galactose, glicose, xilose, acidos uronicos e ainda grupos acetilo (134-137).
Porém, a presenca destes constituintes nao foi estabelecida como um padrao regular. Por outro
lado, observou-se alguma semelhanca na estrutura quimica de diferentes moléculas de
fucoidano no que diz respeito as posi¢Oes das ligagOes interglicosidicas. Muitos estudos
demonstraram que varias espécies das ordens Chordariales e Laminariales contém o polimero
fucoidano com uma estrutura linear composta por residuos de L-fucose, unidos por ligagGes do
tipo a-(1—3). Todavia, o fucoidano isolado de algas pertencentes a ordem Fucales exibe na
sua composicao principalmente residuos de L-fucose, ligados por ligacGes alternadas do tipo a-
(1-3) e a-(1—4) (133,136,138,139). Estas estruturas quimicas estdo representadas na Figura

5.7. No geral, estes polimeros podem ser ramificados, possuindo uma variedade de grupos
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substituintes e composi¢Oes nas cadeias laterais. Portanto, os dados sobre a estrutura do
fucoidano isolado de diferentes espécies de algas marinhas castanhas indicam, claramente, que
ndo existe uma estrutura basica consistente para este polimero (4).

As propriedades fisico-quimicas e biologicas do fucoidano estdo intimamente
relacionados com a sua composicao quimica (4). Esta, por sua vez, € complexa e variavel, sendo
o resultado de muitos fatores, como a regido da colheita, a estacdo do ano e a espécie da alga
(140). O grau de sulfatacdo do fucoidano pode variar entre 4 e 8%, dependendo do local e da
época de colheita das algas (4). O fucoidano é um polissacarideo anionico e bastante
heterogéneo, ndo apenas em relacdo a composicdo de agucares e teor de sulfato, mas também
em relacdo ao seu peso molecular, que pode variar entre 10 a aproximadamente 2000 kDa
(4,141,142). Este polimero é bastante soltvel e a sua solubilidade esta relacionada com o nivel
de ramificacdo, dependendo do contetido de grupos sulfato (4). Apesar de seu comportamento
higroscopico, o fucoidano ndo desenvolve solugdes viscosas ndo sendo, por isso, utilizado na

indUstria como agente gelificante, como € o caso de outros polissacarideos (4,143).
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Figura 5.7. Estrutura quimica do fucoidano isolado de algas pertencentes as ordens taxonémicas (A)
Chordariales e Laminariales e (B) Fucales; (A) Unidades de L-fucose unidas por ligagdes do tipo a-
(1-3); (B) Unidades de L-fucose ligadas por ligagGes alternadas do tipo a-(1—3) e a-(1—4). O R
representa as posicOes de potenciais ligagdes com residuos de carboidratos (acido glicurénico, manose,
galactose, xilose) e substituintes ndo carboidratos (sulfato e acetato). Adaptada de (4).

O fucoidano e os seus oligossacarideos tém sido alvo de muitos estudos quanto a

evidéncia de diversas atividades biologicas (4). Estas incluem a atividade antitumoral, antiviral,
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anticoagulante e anti-inflamatoria (141,144-146). Além disso, também o seu efeito anti-
metastase, anti-linfangiogénese, bem como o seu efeito imunomodulador, foram demonstrados
(147,148). De todas as atividades biologicas ja relatadas, a forte atividade anticoagulante do
fucoidano €, de longe, a mais investigada. Em sintese, as propriedades do fucoidano tornam

este polimero com elevado potencial para aplicagdes nas areas farmacéutica e biomédica (4).

5.6. Alginato

O alginato é um polissacarideo que se encontra na parede celular de algas marinhas
castanhas (Phaeophyceae), sendo maioritariamente isolado a partir das espécies Laminaria
hyperborea, Laminaria digitata, Laminaria japonica, Ascophyllum nodosum e também
Macrocystis pyrifera. As bactérias das espécies Azotobacter e Pseudomonas podem também
ser consideradas fontes naturais de alginato ndo sendo, no entanto, consideradas para fins
industriais (149). Este polimero € extraido na forma de &cido alginico, apds o qual é convertido,
através de um processo quimico, na forma de sal, por exemplo, em alginato de sddio, que é
comumente utilizado no desenvolvimento de formas farmacéuticas (150).

O alginato é um polimero aniénico e possui uma estrutura linear, constituida pelas
unidades de &cido a-1,4-L-gulurdnico (G) e &cido $-1,4-D-manurédnico (M), que estdo dispostas
em forma de blocos (Figura 5.8). Estes blocos podem ser formados por residuos G consecutivos,
residuos M consecutivos e ainda residuos M e G alternados. A composi¢do dos blocos e a sua
distribuicdo variam de acordo com a fonte de alginato, estacbes do ano, época de colheita,
condicdes de crescimento e parte das algas marinhas (150). Por exemplo, o alginato extraido
das espécies Laminaria digitata e Ascophyllum nodosum, demonstrou ter propor¢des M/G de
1,16 e 1,82, respetivamente (151). Também o seu peso molecular pode variar entre 32 e 400

kg/mol, de acordo com os mesmos fatores (152).
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Figura 5.8. Estrutura quimica do alginato exibindo as unidades a-1,4-L-gulurénico (G) e g-1,4-D-
manuraénico (M), organizadas em blocos. Adaptado de (153).
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Este polimero ¢ hidrofilico, sendo soltivel em agua e insoltivel em solventes organicos
(150). A composicao dos blocos M e G e a extensdo da sua sequéncia, tal como o peso molecular
do polimero, determinam as caracteristicas fisicas e quimicas do alginato. A viscosidade varia
proporcionalmente com o teor de residuos G e, principalmente, com o peso molecular do
polimero (150). Devido a presenca de grupos funcionais na estrutura polimérica, a modificagdo
quimica da cadeia lateral do alginato tem sido bastante investigada para melhorar as suas
propriedades (152).

Tal como o quitosano, o alginato possui propriedades mucoadesivas, prolongando o
tempo de contacto com as superficies mucosas (154). O alginato é também muito conhecido
pela sua capacidade de gelificagdo, pois os grupos de acido carboxilico das unidades G podem
formar complexos em forma de caixa de ovo com catides divalentes, como o bario (Ba?*) e 0
Ca?*, formando nanoparticulas (Figura 5.9) (152,153,155). Neste mecanismo, um catido
divalente pode interagir com quatro grupos de acido carboxilico (152). Esta caracteristica do
alginato impulsionou as suas aplicacfes farmacéuticas, visto que possibilita a encapsulacao de
farmacos e uma libertacdo destes de forma controlada. Desta forma, as suas propriedades
gelificantes tornam o alginato um dos polimeros mais utilizados no desenvolvimento de
sistemas de administracdo, nomeadamente de NPP (153,154). Este polimero pode também ser
usado como material na cicatrizacdo de feridas e regeneracao de tecidos (151).

Figura 5.9. Estrutura em caixa de ovo formada pela interacdo entre um catido de Ca?* e quatro grupos
de &cido carboxilico do bloco G do alginato. Adaptado de (153).
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5.7. Colagénio

O colagénio é a proteina mais abundante no corpo humano, representando mais de 30%
da proteina corporal total. E a principal proteina da matriz extracelular dos tecidos biolégicos,
como a pele, 0ssos, ligamentos, cartilagem e tenddes, onde desempenha um papel estrutural
essencial (93,156,157). Atualmente, existem mais de 20 colagénios conhecidos, dos quais o
tipo | encontra-se em abundancia em todos os tecidos e 6rgaos, representado cerca de 90% do
contetido de colagénio corporal; o tipo Il ocorre principalmente no tecido cartilaginoso; o tipo
I11 existe na pele, vasos sanguineos e 6rgdos; e o tipo 1V localiza-se nas membranas basais (2).
Estruturalmente, o colagénio ¢ uma molécula trimérica constituida por trés cadeias o
polipeptidicas, formando uma estrutura terciaria de tripla hélice, onde contém varios residuos

de glicina, prolina e hidroxiprolina (Figura 5.10) (156,157).

OH
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OH

OH

Hidroxiprolina
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Figura 5.10. Aminoécidos glicina, prolina e hidroxiprolina na tripla hélice do colagénio. Adaptado de

).

O colagénio comercial é normalmente isolado de mamiferos terrestres, como bovinos e
suinos, e € hastante utilizado nas industrias alimentar, cosmética, farmacéutica e biomédica. No

entanto, devido ao risco de transmissdo de doencas virais, surgiram nos dltimos anos algumas

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 45



preocupacles em relacdo ao uso do colagénio e os seus produtos derivados dos animais
terrestres (156). Além disso, a sua purificacao é dificil e dispendiosa e as questdes religiosas
sdo inevitaveis (156,157). Portanto, existe a necessidade urgente de uma nova fonte de
colagenio como alternativa aquela obtida de mamiferos terrestres. O colagénio marinho é quase
exclusivamente do tipo | e pode ser isolado de peixes, algas marinhas, esponjas, aguas-vivas,
ourigos-do-mar, estrelas-do-mar e pepinos-do-mar (93,156). Este polimero pode trazer
vantagens sobre o colagénio isolado de mamiferos, uma vez que pode ser facilmente extraido
e existe em abundancia na natureza (3). Para além disso, 0 seu uso é seguro, pois evita 0 risco
de desenvolvimento de doengas, e evita a poluicdo que se deve a grande quantidade de
subprodutos marinhos (156,157). Porém, a complexidade e diversidade do ambiente marinho
sdo superiores as do ambiente terreste, pelo que pode existir uma diferenca entre a composicao
e a estrutura do colagénio marinho e o colagénio terrestre (2).

Também o colagénio possui potencial para ser utilizado em diversas areas, como a
engenharia de tecidos, administracdo de farmacos e medicina regenerativa, devido as suas
propriedades de biocompatibilidade, biodegradabilidade, solubilidade aquosa e elevada
versatilidade (156).
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6. Nanoparticulas de polimeros de origem marinha

As NPP foram desenvolvidas como uma abordagem fisica para alterar e melhorar as
propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas de varios tipos de moléculas. Como ja foi
mencionado, em comparacdo com as formas farmacéuticas convencionais, estes sistemas
oferecem muitas vantagens, tais como como a possibilidade de administracdo por vérias vias,
adaptacdo do tamanho e caracteristicas da superficie e, ainda, a possibilidade de promover uma
libertacdo controlada e sustentada do farmaco em locais especificos. A aplicacdo de polimeros
marinhos no desenvolvimento de NPP tém sido alvo de muito estudos, muito devido a sua
natureza ionica que permite a formacéo de complexos com polieletrélitos de carga oposta. Esta
caracteristica tem sido considerada muito Gtil no desenvolvimento de NPP, uma vez que 0s
complexos polieletroliticos permitem a associagdo de farmacos na matriz polimérica a um nivel

molecular (4).

6.1. Nanoparticulas de quitosano

Até aos dias de hoje, muitos materiais tém sido aplicados na producéo de NPP. Contudo,
no que diz respeito a administracdo por vias mucosas, uma das estratégias mais promissoras
consiste na incorporacdo de polimeros mucoadesivos, dado que se sabe que esta caracteristica
prolonga o tempo de residéncia das NPP nos locais de absorcéo, resultando assim numa maior
permeacao de farmacos. Neste sentido, a aplicacdo do quitosano e os seus derivados tornou-se
particularmente interessante para a producdo de NPP, devido ao seu potente carater
mucoadesivo. Além disso, devido ao seu carater catidnico e solubilidade em solugdes aquosas,
0 quitosano pode interagir com polimeros de carga oposta, macromoléculas e pequenos anifes
presentes nos meios aquosos (24).

A via oral é a mais comum das vias de administracdo sistémicas, devido a sua
conveniéncia e elevada aceitabilidade pelos doentes. De uma forma geral, a administragéo oral
de farmacos é simples, segura, ndo invasiva, sendo a via preferencial de administracdo nos
estudos de desenvolvimento de novos medicamentos. Devem também ser mencionadas outras
caracteristicas relevantes, como a grande area de superficie do intestino (aproximadamente 200
m?) disponivel para absorcio e a sua elevada vascularizagdo (24). Contudo, a
biodisponibilidade dos farmacos administrados por via oral é reduzida, devido aos ambientes

gastrico e intestinal hostis, e também a permeabilidade limitada na mucosa gastrointestinal (54).
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Para superar estas limitagOes inerentes, é necessario o desenvolvimento de sistemas de
administragdo que mantenham a funcionalidade dos farmacos e, a0 mesmo tempo, que
aumentem a sua biodisponibilidade. Assim sendo, estes sistemas devem conferir protecdo aos
farmacos e devem permitir uma interacdo intima com o epitélio intestinal, possibilitando que
os farmacos atravessem a barreira intestinal (24). De entre as abordagens desenvolvidas para
cumprir este fim, as NP-QS tém demonstrado grande potencial, devido as suas propriedades
mucoadesivas e a sua capacidade de abertura transitoria das juncdes estreitas na mucosa
intestinal (24,54). Estas nanoparticulas tém sido propostas para atingir locais especificas do
trato gastrointestinal, atuando como um sistema sensivel ao pH. Além disso, demonstraram
resultados promissores na vacinacao oral, aproveitando o facto de que o epitélio intestinal
possui células apresentadoras de antigénios especializadas (células M) localizadas nas placas
de Peyer. A vacinacgdo através da via mucosa apresenta varias vantagens em comparagdo com
aimunizacdo parentérica, visto que evita uma injecdo e causa a inducao de respostas imunitarias
locais, bloqueando os agentes patogénicos na sua porta de entrada antes de se estabelecerem no
organismo (24).

Feng et al. descreveram uma abordagem de administracdo de farmacos antitumorais por
via oral. Este estudo consistiu no uso de nanoparticulas de quitosano e de o-carboximetil
quitosano (NP-QS/CMQS), sensiveis a alteracdes de pH, como sistemas de administragcdo da
DOX. As NP-QS/CMQS apresentaram uma maior taxa de libertacdo da DOX em pH neutro
(Figura 6.1). Os estudos ex vivo indicaram que as NP-QS/CMQS aumentaram a absor¢éo da
DOX no intestino delgado, especialmente no jejuno e no ileo. A administracdo oral das NP-
QS/CMQS proporcionou uma biodisponibilidade absoluta de 42%. Relativamente a
biodistribuicdo e toxicidade das NP-QS/CMQS em ratos, observaram-se niveis reduzidos de
DOX no coragdo e nos rins e, consequentemente, uma diminui¢do da toxicidade cardiaca e
renal. Assim sendo, este sistema nanotecnolégico representa uma abordagem promissora para

a quimioterapia oral (158).
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Figura 6.1. Perfil de libertacdo da DOX a partir das NP-QS/CMQS em diferentes pH que simulam o
trato gastrointestinal. Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 4). Adaptado de (158).

As proteinas terapéuticas estdo disponiveis para o tratamento de uma ampla gama de
doencas, como o cancro, doencas autoimunes e distdrbios metabdlicos. Todavia, a sua
estabilidade reduzida e o tempo de semivida curto, limitam a eficacia da terapéutica apos
administracdo parenteral. Consequentemente, torna-se necessaria uma elevada concentracao do
farmaco ou uma maior frequéncia de dosagem, o que pode provocar efeitos adversos. Além
disso, como resultado da natureza invasiva, as formulagdes injetaveis causam desconforto ao
doente. Como tal, as NP-QS foram estudadas para a administracdo de proteinas e peptideos.
Geralmente, este tipo de substancias sdo administrados por via parenteral, devido a sua reduzida
biodisponibilidade e/ou imunogenicidade quando administradas por vias ndo parenterais.
Contudo, nos ultimos anos, as vias mucosas tém sido bastante estudadas para a administracdo
de proteinas, melhorando a adesdo do doente a terapéutica (54).

Um conjugado de trimetilquitosano e cisteina foi sintetizado por Yen et al. na tentativa
de combinar as propriedades de mucoadesdo e os efeitos do aumento da permeacéo.
Posteriormente, foram preparadas nanoparticulas de trimetilquitosano/cisteina (NP-TMQS/Cis)
para a administracdo da insulina. Estas nanoparticulas apresentaram uma elevada capacidade
de encapsulagdo da insulina e apresentaram uma maior capacidade de mucoadesdo em
comparagdo com as nanoparticulas de trimetilquitosano (NP-TMQS). Além disso, em

comparacdo com uma solucao de insulina e com as NP-TMQS, as NP-TMQS/Cis promoveram
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a internalizagdo em células Caco-2, induzindo um aumento na captacao da insulina no intestino
do rato. As NP-TMQS/Cis também mostraram uma diminuicdo significativa nos niveis de
glicose no sangue apdés a administracdo oral e ileal (Figura 6.2). A avaliacdo da

biocompatibilidade das NP-TMQS/Cis revelou auséncia de toxicidade (159).
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Figura 6.2. Niveis de glicose no sangue em ratos apds a administracdo oral (A) e ileal (B) de NP-
TMQS e NP-TMQS/Cis (50 Ul/kg). Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 4).
Diferenca significativa da solucdo de insulina: p < 0,05. Adaptado de (159).

Conforme referido anteriormente, uma das aplicagdes mais promissoras das NP-QS
consiste na vacinacgdo oral. Slutter et al. estudaram as nanoparticulas de quitosano e TPF (NP-
QS/TPF), com dimensdes de 300 nm, para compreender 0os mecanismos pelos quais a

administracdo oral de nanoparticulas carregadas com antigénio induz uma resposta imunitaria.
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Para tal, utilizou-se a ovalbumina (OVA) como antigénio modelo, estando associada as NP-
QS/TPF com uma eficiéncia de 65%. Os estudos realizados em células Caco-2 indicaram
auséncia de toxicidade significativa induzida pelas NP-QS/TPF. A administracdo oral das NP-
QS/TPF carregadas com OVA a ratinhos induziu um aumento significativo na producéo de IgG
(mais de 1000 vezes) em comparagdo com a imunizagdo intraduodenal com a OVA livre. Os
autores concluiram que este efeito de reforco imunitario das nanoparticulas baseadas no
quitosano nao deve ser atribuido a sua capacidade de modificar as juncGes estreitas, mas sim a
absorcéo especifica pelas células M (160).

A mucosa nasal é uma via de administracdo interessante, pois permite uma rapida
absorcdo e, portanto, um rapido inicio de acdo terapéutica, que se deve a grande area de
superficie disponivel para absorcdo e a alta vascularizacdo. No entanto, a biodisponibilidade de
alguns farmacos administrados por via nasal pode ser reduzida, devido ao metabolismo do
farmaco e a permeabilidade limitada. As tentativas de superar os referidos problemas de
biodisponibilidade concentraram-se, principalmente, na inclusdo de intensificadores de
absorcéo nas formulacdes desenvolvidas. Contudo, estes sdo frequentemente relatados como
indutores de irritacdo da mucosa e estase ciliar no local de administracdo, exigindo cuidado no
seu uso. As NP-QS surgiram neste contexto como uma potencial alternativa mucoadesiva,
demonstrando atuar como importantes intensificadoras da absorcdo de farmacos, sendo ao
mesmo tempo seguras (24).

E importante referir que o aumento do interesse pela via de administracdo nasal também
é reflexo da incrivel possibilidade de imunizacdo, bem como do potencial de atingir o sistema
nervoso central (SNC) de forma répida. A cavidade nasal para obtencdo de vacinacgdo,
especialmente contra infecdes respiratorias, tem sido frequentemente relatada e esta relacionada
ao facto de que a maioria dos agentes patogénicos invadem os seus hospedeiros humanos
através das superficies mucosas. Portanto, tal como foi mencionado para a administracéo oral,
a imunizagdo mucosa é vantajosa em compara¢do com a vacinagdo parentérica. De facto, o
grande interesse desta via na administracdo de vacinas surgiu como consequéncia da
demonstracdo de que pode proporcionar ndo s6 uma resposta imunitaria sistémica, mas também
uma resposta mucosa local, proporcionando uma barreira de protecéo adicional. Além disso, 0
facto de a imunizacdo nasal ndo necessitar de agulhas, que podem ser fontes potenciais de
infecdo, proporciona uma excelente possibilidade de vacinagdo para paises subdesenvolvidos
(24).

A segunda abordagem mencionada de administracdo nasal é a presenca, recentemente

sugerida, de uma via direta da cavidade nasal para 0 SNC, permitindo assim o direcionamento
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de farmacos para o cérebro atraves dos neurdnios olfativos. Os estudos realizados com alguns
farmacos demonstraram que a sua concentragdo no cérebro é maior apos instilagdo nasal do que
apos administracdo intravenosa. Isto é especialmente importante para medicamentos que ndo
sdo capazes de atravessar a barreira hematoencefalica (24).

Alguns autores testaram as NP-QS como um sistema de administracao nasal de insulina.
Por exemplo, Zhang et al. utilizaram NP-QS modificadas com o PEG, para uma melhor
absorcéo sistémica da insulina, apos a sua administracdo nasal. As NP-QS foram preparadas
por gelificacdo ionica, utilizando o TPF como agente de reticulacdo, e 0 seu tamanho variou
entre 150 e 300 nm, com uma carga elétrica positiva entre 16 e 30 mV e com uma capacidade
de associagdo a insulina entre 20 e 39%. Os estudos de libertacdo in vitro mostraram uma
libertacdo inicial rapida, seguida por uma libertacdo gradual da insulina. A administracédo nasal
das NP-QS em coelhos aumentou a absorcdo nasal da insulina, em comparacdo com a proteina
livre (Figura 6.3). As NP-QS modificadas com o PEG sdo, portanto, veiculos promissores para
a administracdo da insulina através da mucosa nasal (17).
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Figura 6.3. Niveis de glicose plasmatica em coelhos apds administracdo nasal (pH de 7,4) de: A, NP-
QS modificadas com o PEG e carregadas com insulina suspensas em PBS; B, suspensdo de insulina
com o quitosano modificado com o PEG em PBS; C, insulina em PBS. Os dados representam a média
e o desvio padrdo (n = 6). * Diferencas estatisticamente significativas em relacdo a solucédo controlo de
insulina (p < 0,05). PBS, solugéo fosfato salino. Adaptado de (17).

Também Wang et al. propuseram a aplicagdo de nanoparticulas baseados no quitosano
modificado com N-acetil-L-cisteina (NP-QSAC), para a administracdo nasal da insulina. Para

este estudo foram preparadas NP-QSAC por gelificagcdo ionica com TPF, com um tamanho

Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas — Universidade do Algarve 52



entre 140 e 210 nm, potencial zeta positivo entre 19,5 e 31,7 mV e capacidade de associagdo a
insulina entre 13 e 42%. Em solucdo aquosa, observou-se uma libertacdo inicial rapida da
insulina, seguida de uma libertacdo de forma gradual. Estes autores observaram que a
administracdo das NP-QSAC por via nasal em ratos, aumentou a absorcdo da insulina pela
mucosa nasal, em comparagdo com as NP-QS ndo modificado e a solucdo de insulina livre, o
que provavelmente se deve a maior capacidade adesiva das nanoparticulas modificadas.
Portanto, estes resultados comprovam que as NP-QSAC representam um veiculo promissor
para a administracdo nasal da insulina (161).

O grupo Nagamoto et al. descreveram a eficacia das NP-QS para a imunizagdo nasal de
ratos, utilizando a toxina da célera e a OVA como antigénios modelo. As NP-QS foram
produzidas por dissolvatacdo com sulfato de sodio e os antigénios modelo foram associados
por incubacdo com as nanoparticulas previamente formadas, obtendo-se uma eficiéncia de
associacédo superior a 80%. As NP-QS produzidas atingiram tamanhos em torno de 400 nm. A
imunizacdo de ratos demonstrou que a administracdo nasal de NP-QS induziu os niveis de IgG,
sendo estes comparaveis aos obtidos por injecdo intraperitoneal (Figiura 6.4A). Também o0s
titulos de IgA foram significativamente superiores aos obtidos comparativamente as vacinas
fluidas (Figura 6.4B). Estas nanoparticulas demonstraram ser mais eficazes na obtencéo de
imuniza¢do da mucosa em compara¢do com particulas maiores (1 e 3 um), induzindo niveis
mais elevados de IgA. Isto foi justificado pelo facto de que as microparticulas séo retidas apenas
nas células M, enquanto as nanoparticulas também podem ser captadas pelo tecido linfoide
associado ao nariz, causando ndo apenas a resposta imunitaria na mucosa, mas também
sistémica (162).
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Figura 6.4. As concentracdes de (A) 1gG e (B) IgA de ratos (n = 3 a 5) imunizados por via intraperitoneal
e intranasal nos dias 0, 14 e 28 com OVA (5 mg/kg) e toxina da cdlera (2,5 g/kg) livres como controlo
e veiculadas nas NP-QS. O diametro das NP-QS é de aproximadamente 0,4 um, 1 pum e 3 um. Os soros
foram recolhidos no dia 35. Os dados representam a média e o desvio padrdo. * p < 0,05 e ** p < 0,01
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em comparacdo com o grupo controlo; # p < 0,05 em comparacdo com as NP-QS de 3 pum. i.p.,
intraperitoneal; i.n., intranasal. Adaptado de (162).
E importante citar um trabalho que aproveita a via direta entre a cavidade nasal e 0 SNC

e propde as NP-QS como veiculos de estradiol para o SNC no tratamento da doenca de
Alzheimer. As NP-QS foram preparadas por gelificacdo idnica, utilizando o TPF, e
apresentaram um tamanho de 270 nm e uma eficiéncia de associa¢do com o estradiol de 65%,
sendo posteriormente administradas a ratos por via nasal. Os resultados mostraram que, embora
0s niveis plasmaticos de estradiol tenham sido mais baixos na administracdo nasal em
comparagdo com uma injecdo intravenosa, a concentracdo do farmaco no liquido
cefalorraquidiano foi significativamente maior quando a administracdo nasal foi realizada, em

comparagdo com o seu controlo por injecdo intravenosa (Figura 6.5) (163).
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Figura 6.5. (A) Concentracdo de estradiol no plasma em ratos ap6s a administragdo intranasal e
intravenosa de NP-QS contendo estradiol na dose de 0,48 mg kg . (B) Concentracdo de estradiol no
liquido cefalorraquidiano em ratos apds a administragdo intranasal e intravenosa de NP-QS contendo
estradiol na dose de 0,48 mg kg . Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 5). i.n.,
intranasal; i.v., intravenoso. Adaptado de (163).

A administracdo pulmonar de farmacos para tratamentos locais e sistémicos apresenta
muitas vantagens sobre outras vias de administracdo (54). Desde j&, os pulmdes apresentam
uma grande area de superficie disponivel para absorcdo (entre 43 e 102 m?). Também a
depuracdo nos alvéolos dos pulmdes é mais lenta comparativamente as vias aéreas e 0
metabolismo hepatico de primeira passagem é evitado. Além disso, o epitélio pulmonar € menos
espesso e altamente vascularizado, possibilitando a absor¢éo sistémica de farmacos (24,54).

Independentemente do método utilizado para produzir o aerossol, antes de atingir o pulmao
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profundo as particulas inaladas devem superar alguns obstaculos e mecanismos de defesa do
pulmé&o, entre os quais o efeito da estrutura das vias aéreas ramificadas e a camada de muco
que protege o epitélio na regido traqueobrdnquica.

A administracdo eficiente das particulas inaladas depende principalmente de seu
tamanho e densidade, ou seja, do didmetro aerodinamico. As particulas direcionadas ao pulmao
profundo devem ser pequenas o suficiente para passar pela boca, garganta e vias aéreas
condutoras até aos alvéolos. Porém, se forem muito pequenas, ndo conseguem depositar, sendo
novamente expirados. Portanto, elas devem ter um didmetro aecrodinamico entre 1 € 5 um, de
modo a garantir a maxima deposi¢do no pulmdo profundo e, consequentemente, a sua absor¢do
sistémica. Uma vez no pulmao profundo, as particulas terdo de enfrentar pelo menos dois outros
mecanismos de defesa: os macrofagos alveolares e a atividade enzimatica. A superficie alveolar
é recoberta pelo surfactante pulmonar com macréfagos suspensos, que desempenham um papel
importante na defesa pulmonar. Com a capacidade de se movimentarem livremente na
superficie, sdo capazes de englobar substancias “estranhas” da superficie das vias aéreas,
eliminando agentes potencialmente prejudiciais. Ndo existe consenso sobre a faixa de tamanho
ideal para evitar ou retardar a fagocitose. No entanto, foi relatado que a atividade fagocitaria €
maxima para particulas de 1-2 pm, diminuindo tanto para particulas menores como maiores
que essa faixa. Quanto a atividade enzimatica, sabe-se que o pulméao apresenta menor atividade
enzimatica quando comparado a outras superficies mucosas, como o estdmago. Todavia,
algumas enzimas ja foram identificadas, como inibidores da protease, isoenzimas da familia do
citocromo P-450 e lisozimas (54).

As nanoparticulas possuem um grande potencial para administracdo pulmonar
sistémica, uma vez que o seu reduzido tamanho permite evitar a depuracdo mucociliar e a
atividade fagocitaria. Além disso, as NP-QS sédo eficientemente absorvidas pelas células
epiteliais alveolares. No entanto, a utilidade dos sistemas nanoparticulados para aplicacéo
pulmonar é prejudicada, devido a baixa inércia causada pelas dimensdes e massa
excessivamente pequenas, o que faz com que escapem a deposicdo pulmonar e sejam
predominantemente expirados. A combinagdo de alguns sistemas de administragao para formar
um Unico sistema complexo, como a producdo de pos secos contendo sistemas coloidais, a fim
de solucionar limitacGes aerodindmicas e de estabilidade, foi recentemente proposta por varios
autores (24).

Grenha et al. adotaram esta estratégia para a administracdo pulmonar de NP-QS
carregadas com insulina bovina. As NP-QS/TPF de aproximadamente 300 nm, obtidas por

gelificacdo idnica, foram encapsuladas com sucesso em microesferas de manitol, atraves da
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técnica de spray-drying. Obteve-se um pd seco com Gtimas propriedades aerodindmicas para
administracdo pulmonar, exibindo didmetros aerodindmicos variando entre 2 ¢ 3 um. Esta
formulacéo de nanoparticulas na forma de pd seco exibe maior estabilidade, além de possibilitar
um manuseio mais facil das nanoparticulas. A acao terapéutica da insulina requer uma absor¢éao
sistémica, exigindo que as microesferas cheguem ao pulmao profundo, onde se espera que estas
se dissolvam em nanoparticulas, possibilitando posteriormente a libertacdo do peptideo. A
capacidade das microesferas em propiciar este processo foi demonstrada in vitro, quando as
NP-QS/TPF foram recuperadas sem alteracfes de tamanho e potencial zeta, depois do contacto
das microesferas com um meio aquoso de pH semelhante ao do liquido do revestimento
pulmonar (aproximadamente de 7). Também o processo de microencapsula¢do demonstrou ndo
afetar o perfil da libertacdo da insulina. Este sistema combinado também demonstrou
biocompatibilidade in vitro com duas linhas de células epiteliais pulmonares, Calu-3 e A549.
Além disso, embora a internalizacdo celular das nanoparticulas ndo tenha sido observada ap6s
2 hora de incubagéo, a bioadesdo foi claramente evidente, certamente como resultado da
presenca do quitosano, aumentando o tempo de residéncia e, consequentemente, 0 aumento da
absorcéo da molécula encapsulada. De facto, a administracdo intratraqueal in vivo deste sistema
combinado a ratos revelou uma resposta hipoglicémica significativamente mais forte (redugéo
de 70% da glicose basal) em comparagdo com a obtida com a administracdo de uma solucdo de
insulina com a mesma dosagem (reducédo de 40% da glicose basal). Em suma, as NP-QS/TPF
carregadas com proteinas podem ser incorporadas com sucesso em microesferas com
caracteristicas adequadas para atingir o pulméo profundo e em contato com o meio aquoso, as
microesferas sdo capazes de libertar as NPP e entdo a macromolécula terapéutica (24).

As NP-QS podem também ser aplicadas na terapéutica anticancerigena, como sistemas
de administracdo de genes e adjuvantes de vacinas. Devido as caracteristicas Unicas das NP-
QS, como a sua elevada biodegradabilidade, biocompatibilidade, permeacdo celular,
capacidade de encapsulacao, libertacdo de farmacos dependente do pH, multifuncionalidade,
tempo de residéncia prolongado na corrente sanguinea, estas surgiram como um dos veiculos
de administracdo mais promissores para a terapéutica e diagnostico do cancro (46).

Os acidos nucleicos podem ser administrados e transportados até as células tumorais ou
ao ambiente circundante, com o objetivo de controlar o gene que se encontra envolvido na
patogénese do cancro (164). Contudo, as terapéuticas que envolvem a administracao de acidos
nucleicos enfrentam varios desafios durante o direcionamento as células alvo, o que pode
restringir os efeitos terapéuticos pretendidos (46). Os principais sistemas destinados a

administracdo de genes consistem em vetores virais ou nao virais. Embora os vetores virais
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possuam uma transfecao eficiente, as suas caracteristicas mutagénicas e carcinogénicas limitam
muito a sua aplicacdo na terapia genética do cancro (165). Nos ultimos anos, os vetores ndo
virais foram desenvolvidos como uma alternativa viavel a nanotecnologia de vetores virais
(166). Os lipossomas e as NPP sdo exemplos de vetores ndo virais aplicados na administracédo
de genes. Ainda que os lipossomas possuam uma transfecdo eficiente e sejam faceis de
produzir, oS mesmos apresentam uma reduzida eficiéncia de encapsulagédo, toxicidade
inespecifica, tempo de semivida curto e estabilidade in vivo limitada (167). Neste sentido, 0s
polimeros cationicos tém sido amplamente utilizados como veiculos de genes, visto que tém
uma elevada eficiéncia de transfecéo e capacidade de encapsulagdo (168). O quitosano possuli
excelentes propriedades fisico-quimicas que o tornam adequado para a administracdo de &cidos
nucleicos. A interacdo eletrostatica entre o quitosano e os acidos nucleicos origina rapidamente
complexos, microesferas ou nanoparticulas (169). Assim sendo, devido as propriedades
promissoras do quitosano, este polimero é cada vez mais estudado e procurado como veiculo
para a administracdo de genes na terapéutica do cancro (46).

Com o objetivo de aumentar a resposta imunitaria as vacinas, os adjuvantes sdo
incluidos nas suas formulagdes. Todavia, devido ao seu potencial para provocar efeitos
secundarios, 0s cientistas procuram adjuvantes seguros e eficazes para o fabrico de vacinas,
particularmente na terapéutica do cancro (46). Devido a sua seguranca, natureza cationica,
biocompatibilidade e capacidade de ser usado como veiculo de antigénios, o quitosano pode
ser um excelente adjuvante de vacinas. As suas propriedades imunoestimulantes séo conhecidas
ha& mais de vinte anos, contudo, o seu potencial como adjuvante ndo téxico, seguro e eficiente
no desenvolvimento de vacinas para a terapéutica do cancro e doencas infeciosas, s6 foi
descoberto recentemente (170). O quitosano tem a capacidade de estimular respostas
imunitarias humorais e mediadas por células (171). Além disso, possibilita que o antigénio
administrado permaneca durante mais tempo no local de interesse, levando a uma melhor
atividade imunitaria (172). O uso de NP-QS pode, por isso, reduzir o nimero de doses de
vacinacao necessarias para a obtencdo de uma resposta imunitaria. Em suma, o quitosano pode
ser considerado um imunoadjuvante seguro e eficiente para vacinas utilizadas no tratamento do
cancro, aumentando as respostas imunitarias celulares e humorais (46).

A atividade antibacteriana das NP-QS deve-se as suas interacdes com a parede celular
bacteriana ou com a membrana celular. A interacdo eletrostatica entre 0s grupos amina do
guitosano, com carga positiva, e as membranas celulares das bactérias, com carga negativa,
resulta numa alteracéo da permeabilidade da membrana que, por sua vez, causa o desequilibrio

osmotico e efluxo de substancias intracelulares, resultando na morte celular. Estas
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nanoparticulas exibem atividade antibacteriana contra estirpes bacterianas clinicamente
patogénicas, como Proteus mirabilis, Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter aerogenes, este Gltimo considerado o
mais suscetivel (46).

As NP-QS podem também ser utilizadas no processo de cicatrizagdo de feridas. A
diabetes esté associada a um processo lento de cicatrizacdo de feridas, que se deve a inflamacgéo
induzida pela grande quantidade de mediadores inflamatérios produzidos pelos macréfagos.
Assim, torna-se necessario uma abordagem para atenuar a inflamacdo mediada por estas células
no tratamento de feridas diabéticas. Como tal, num estudo foram preparadas NP-QS carregadas
com curcumina, e o seu potencial para acelerar a cicatrizagdo de feridas diabéticas foi analisado.
As NP-QS proporcionaram uma libertacdo prolongada da curcumina e uma absorcéo celular
eficiente. Além disso, verificou-se que as NP-QS podem efetivamente diminuir a inflamacao
no local da ferida e aumentar a angiogénese in vitro e in vivo. Deste modo, as NP-QS promovem
um processo de cicatrizacdo acelerado de feridas diabéticas (Figura 6.6). Por isso, estas
nanoparticulas podem representar uma estratégia de tratamento promissora para acelerar a

cicatrizacao de feridas diabéticas através da diminuicdo da inflamacéo (173).

Curcumina livre

Dia 1

Dia 3

Dia 7

Dia 14

Figura 6.6. Fotografias de feridas diabéticas tratadas com PBS, NP-QS e curcumina livre nos dias 1, 3,
7 e 14. Barra da escala: 1 cm. PBS, solugdo fosfato salino. Adaptado de (173).
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6.2. Nanoparticulas de 4cido hialurdnico

A semelhanca de outros polimeros, o acido hialurénico pode formar nanoparticulas
juntamente com o quitosano (3). Neste sentido, um grupo de trabalho preparou nanoparticulas
de acido hialuronico e quitosano (NP-AH/QS), destinadas a administracédo de genes nas células
da cornea e da conjuntiva. As NP-AH/QS, obtidas por gelificagdo idnica, apresentaram um
tamanho ente 100 e 235 nm e um potencial zeta entre -30 e +28 mV. Estes sistemas contendo
ADN plasmideo foram internalizados por endocitose e este processo foi mediado pelos
recetores CD44. Os resultados dos estudos de transfecdo demonstraram que as NP-AH/QS
proporcionam niveis elevados de transfecdo (até 15% das células foram transfetadas), sem
afetar a viabilidade celular. Estes resultados evidenciam, por isso, 0 grande potencial das NP-
AH/QS como sistemas de administragdo de genes no tratamento de doengas oculares (174).

O acido hialurénico foi também usado no desenvolvimento de nanoparticulas para a
administracdo oral da insulina. As nanoparticulas de acido hialurénico (NP-AH), de tamanho
médio de 182 nm, apresentaram uma elevada capacidade de aprisionamento da insulina (cerca
de 95%). Devido a sensibilidade ao pH das NP-AH, este sistema foi capaz de proteger a insulina
do pH baixo do estbmago. Os resultados demonstraram um aumento de mais de duas vezes no
coeficiente de permeabilidade aparente, comparativamente a insulina em solucéo, e o principal
mecanismo de captac¢do da insulina foi o transporte ativo. Por sua vez, os estudos ex vivo
mostraram que as NP-AH aumentaram significativamente o transporte da insulina através do
duodeno e do ileo. Quando administradas por via oral a ratos diabéticos, as NP-AH também
apresentaram efeitos hipoglicémicos mais fortes do que a insulina em solucéo, expondo o seu

enorme potencial para a administragéo oral da insulina (Figura 6.7) (175).
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Figura 6.7. Niveis de glicose no sangue em ratos diabéticos, apos a administracdo oral das NP-AH
contendo insulina (50 UI/kg), da solucdo de insulina (50 Ul/kg); e a administracdo subcutanea da
solugdo de insulina (1 Ul/kg). Foram observadas diferencas estatisticamente significativas para as NP-
AH contendo insulina comparativamente & solugdo de insulina (* p < 0,05; ** p < 0,01). Os dados
representam a média e o desvio padrdo (n = 6). Adaptado de (175).

6.3. Nanoparticulas de sulfato de condroitina

O sulfato de condroitina, isolado da cartilagem da cabeca do atum, foi usado para o
desenvolvimento de nanoparticulas baseadas neste polimero e no quitosano (NP-QS/SC). As
NP-QS/SC produzidas apresentaram um tamanho de aproximadamente 127 nm, um potencial
zeta proximo de -12 mV e uma eficiéncia de encapsulacdo da curcumina de cerca de 50%. A
libertacdo deste composto a partir das NP-QS/SC ocorreu principalmente por um mecanismo
de difusdo, com uma libertacdo rapida nas primeiras 3 horas, seguida de uma libertacdo de
forma prolongada ao longo de 24 horas (Figura 6.8). Estas nanoparticulas também apresentaram
atividade antioxidante, que melhorou apos a encapsulagao da curcumina (Figura 6.9). Com base
nestes resultados, 0s autores sugerem a utilizacdo destes sistemas em aplicagdes biomédicas.
No entanto, as propriedades fisico-quimicas e biolégicas do sulfato de condroitina variam
dependendo da sua estrutura, pelo que estes resultados podem nédo aplicar-se a um polimero
isolado de outra fonte marinha (111).
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Figura 6.8. Perfil de libertag&o in vitro da curcumina livre e da curcumina encapsulada nas NP-QS e
NP-QS/SC, em PBS a pH 6,8. Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 3). PBS, solucéao
fosfato salino. Adaptado de (111).
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Figura 6.9. Atividade antioxidante da curcumina, do sulfato de condroitina, do quitosano, das NP-QS
e das NP-QS/SC, medida através do método DFPH. O acido ascorbico é utilizado como controlo. Os
dados representam a média e o desvio padrdo (n = 3). DFPH, método do radical 1,1-difenil-2-
picrilhidrazila. Adaptado de (111).

6.4. Nanoparticulas de carragenina

O método de preparagdo mais frequentemente utilizado para o desenvolvimento de
nanoparticulas baseadas na carragenina corresponde a complexacao polieletrolitica entre este

polimero e o quitosano (4). Todavia, também é referido na literatura a sua complexacdo com
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outros contra iGes, como é o caso da protamina, do pululano cationizado, ou ainda a sua
complexacdo direta com farmacos (176-178).

Grenha et al. foram um dos primeiros grupos a desenvolver nanoparticulas de quitosano
e k-carragenina (NP-QS/x-CRG), demonstrando a sua eficacia na encapsulacdo de proteinas
(4). Num dos seus estudos, a macromolécula OVA, utilizada como proteina modelo, foi
eficientemente associada as NP-QS/x-CRG, conforme foi demonstrado pela caracterizacdo
fisico-quimica das mesmas. A complexacdo polieletrolitica entre os dois polimeros originou
nanoparticulas com um tamanho de cerca de 600 nm. No ensaio de libertacao in vitro, as NP-
QS/x-CRG proporcionaram uma libertacdo sustentada e controlada da proteina por um periodo
de trés semanas, numa solucéo fosfato salino (PBS) a pH de 7,4 (Figura 6.10). Além disso, as
NP-QS/x-CRG desenvolvidas exibiram uma reduzida toxicidade em contacto com células
semelhantes a fibroblastos (células L929), o que demostra a sua boa biocompatibilidade e
elevada seguranca. Em sintese, o perfil de libertacdo controlado e a auséncia de toxicidade
tornam estes sistemas de administracdo potenciais candidatos para muitas aplicagdes
biomédicas, desde sistemas de administracdo de farmacos a estratégias de engenharia de tecidos
(67). No entanto, como o tamanho das NP-QS/x-CRG permanecia fora do intervalo ideal para
a administracdo transmucosa, o grupo de investigacdo adicionou TPF a formulacdo, para atuar
como reticulador e diminuir as dimensdes dos sistemas produzidos. Esta estratégia foi bem-
sucedida, levando a formacao de NP-QS/x-CRG com tamanhos em torno de 200 nm e com um
potencial zeta fortemente positivo (cerca de +50 mV). Além disso, a adicdo de TPF dotou as
NP-QS/k-CRG de maior estabilidade durante o seu periodo de armazenamento de 9 meses.
Concluiu-se que estes nanossistemas podem ser potenciais candidatos para a administragédo de
macromoléculas através da mucosa, devido ao seu reduzido tamanho e elevada carga positiva
(179).
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Figura 6.10. Perfil de libertagcdo da OVA a partir das NP-QS/x-CRG em PBS a pH de 7,4 e a 37 °C. Os
dados representam a média e o desvio padrdo (n > 3). Adaptado de (67).

O mesmo grupo de investigacdo, num outro estudo, demostrou que as nanoparticulas de
quitosano, «k-carragenina e TPF (NP-QS/x-CRG/TPF) funcionam como sistemas de
administracdo adequados para a administracdo pulmonar e nasal de fArmacos e mostrou com
particular énfase o seu potencial de biocompatibilidade. Além da capacidade de associar uma
macromolécula modelo, a albumina sérica bovina (BSA), as NP-QS/x-CRG/TPF
demonstraram ser estaveis na presenca de uma quantidade de lisozima que simulou as
condicdes in vivo. Estes sistemas também evidenciaram estabilidade ap6s o processo de
liofilizag&o, que ocorreu na presenca de glicose ou sacarose (utilizados como crioprotetores).
As NP-QS/x-CRG/TPF carregadas com BSA foram incorporadas com sucesso em
microesferas, por meio de um processo de secagem por pulverizacdo, resultando num pé seco
com propriedades adequadas para administracdo pulmonar. Além disso, 0s nanossistemas
produzidos exibiram uma toxicidade reduzida ou insignificante em contacto com duas linhas
celulares (células A549 e Calu-3), representativas do epitélio nasal e pulmonar. Esta conclusao
é sustentada pelos resultados obtidos por um ensaio de citotoxicidade e pela monitorizacéo da
resisténcia elétrica transepitelial. No ensaio de citotoxicidade, verificou-se a auséncia de
toxicidade durante uma exposicéo de 24 horas as NP-QS/k-CRG/TPF em concentracOes de até
1 mg/mL (Figura 6.11). Estes resultados foram ainda reforgados pela auséncia de resposta
inflamatoria apos 24 horas de exposicao das células as NP-QS/k-CRG/TPF. Em conjunto, estes
resultados constatam a biocompatibilidade e seguranca das NP-QS/x-CRG/TPF relativamente
a administracdo nasal e pulmonar, o que as propde como candidatas adequadas para estas

aplicacdes (180).
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Figura 6.11. Viabilidade celular das linhas celulares Calu-3 e A549 medida pelo ensaio MTT, apés

exposicao durante 24 horas a NP-QS/x-CRG/TPF. Os dados representam a média e o desvio padréo (n
= 6). MTT, ensaio metil-tiazol-tetrazélio. Adaptado de (4).

Num estudo de outro grupo de trabalho, verificou-se a encapsulacédo da eritropoietina
humana recombinante em NP-QS/x-CRG com eficiéncia de 48%. A libertacdo da eritropoietina
ocorreu de forma controlada em PBS a pH de 7,4, com a libertagdo de aproximadamente 50%
num periodo de duas semanas (181).

Apesar da predominacdo da complexacéo polieletrolitica como método de preparacéo,
outras abordagens metodoldgicas proporcionaram a inclusdo da carragenina em nanoparticulas,
principalmente na forma de material de revestimento (4). Um destes trabalhos consistiu no
revestimento de uma nanoemulsdo com k-carragenina. A introdugdo bem-sucedida da «-
carragenina na superficie da nanoemulsdo é considerada uma estratégia para desenvolver

nanossistemas sensiveis a temperatura (182).

6.5. Nanoparticulas de fucoidano

Também o fucoidano tem sido utilizado como material de matriz no desenvolvimento
de nanoparticulas e muitas destas formulagGes foram propostas nos ultimos anos para
aplicacdes biomédicas. Mais uma vez, a complexacdo de polieletrdlitos € o método mais

utilizado na preparacdo de nanoparticulas baseadas no polimero fucoidano. Este método é
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favorecido pela presenca dos grupos sulfato na estrutura do fucoidano e utiliza, na maioria dos
casos, 0 quitosano como contra ido (4).

As nanoparticulas de quitosano e fucoidano (NP-QS/FUC) sintetizadas mostraram
exibir um comportamento sensivel ao pH, demonstrado pela libertacdo sustentada do farmaco
curcumina em diferentes solucGes tampéo (com valores de pH distintos), que simularam o
ambiente gastrointestinal. A libertacdo do farmaco ocorreu com o0 aumento do pH,
especialmente quando a proporc¢éo dos polimeros fucoidano/quitosano foi de 1:1 (Figura 6.12).
Com base nestes resultados, as NP-QS/FUC foram propostas para a terapéutica anticancerigena
oral (183).

A mesma via de administracdo foi escolhida para a administragdo de NP-QS/FUC
contendo berberina, um alcaloide com atividades antimicrobiana e anti-inflamatoria. Neste
estudo, o polimero fucoidano foi alvo de alteracBes estruturais por conjugacdo com taurina,
aumentando, deste modo, o seu carater anionico. A berberina foi associada as NP-QS/FUC com
uma eficiéncia de aproximadamente 40% e este sistema foi sugerido como potencial terapéutica

para doencas associadas a disfuncéo epitelial intestinal (184,185).

Concentragdo de libertagdo cumulativa (um/mL)
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Figura 6.12. Perfil de libertagcdo da curcumina a partir das NP-QS/FUC em ambientes com diferentes
valores de pH, de forma a simular o trato gastrointestinal. Adaptado de (183).

Outro estudo sugeriu a encapsulacdo da gentamicina em NP-QS/FUC para
administragcdo pulmonar. Neste estudo, a gentamicina foi associada as NP-QS/FUC com uma
eficiéncia de 94% e o antibidtico foi libertado em 99% por um periodo de 72 horas. Além disso,

estes sistemas exibiram um efeito antioxidante altamente potente. De facto, conforme se pode
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observar na Figura 6.13, o contacto das células RAW 264.7 com as NP-QS/FUC, ap0s a sua
exposicdo ao lipopolissacarideo [um conhecido produtor de espécies reativas de oxigénio
(ERO)], provocou a diminuicdo de ERO nos macrofagos. As NP-QS/FUC tém também a
capacidade de eliminar o DFPH, o que foi atribuido a sua composicdo em fucoidano. As
nanoparticulas desenvolvidas ndo exerceram efeitos citotoxicos nas células pulmonares e ndo

induziram rea¢es inflamatérias indesejadas (186).
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Figura 6.13. Detecdo, por citometria de fluxo, da inducdo das células RAW 264.7 pelo
lipopolissacarideo. Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 5). * p < 0,01 versos grupo
controlo; *** p < 0,001 versus grupo controlo; ### p < 0,001 versus grupo LPS. LPS, lipopolissacarideo.
Adaptado de (186).

A aplicagdo de NP-QS/FUC como transportadoras do fator basico de crescimento de
fibroblastos (bFGF) foi proposta para uma estratégia de regeneracdo nervosa, uma vez gque 0
bFGF detém um efeito bastante benéfico na angiogénese e na sobrevivéncia das células
neuronais. A eficiéncia de encapsulacdo do bFGF rondou em torno de 80 a 90%. As NP-
QS/FUC proporcionam uma liberacdo controlada da proteina, altamente dependente da razéo
QS/FUC. Tal como se observou para a curcumina, um maior controlo da libertacdo foi obtido
para razdes de 1/1, que correspondeu a uma libertacdo continua do bFGF durante 4 dias. Este
trabalho demonstrou também que as NP-QS/FUC possibilitaram a prote¢do do bFGF contra o
calor e a desativacdo enzimatica, e ainda a diminui¢do da quantidade do fator de crescimento
necessario para o crescimento de neurites. Um ensaio de citotoxicidade realizado numa linha
celular evidenciou a auséncia de toxicidade até 72 horas, 0 que se deveu, possivelmente, a

reduzida concentracdo de nanoparticulas utilizadas no estudo (187).
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Ainda no contexto da medicina regenerativa, nanoparticulas de quitosano, TPF e
fucoidano (NP-QS/TPF/FUC) foram descritas para a administracdo do fator 1 derivado de
células estromais (SDF-1), uma quimiocina importante no processo de mobilizacédo de células-
tronco. Neste estudo, a proteina foi associada as NP-QS/TPF/FUC com uma eficiéncia entre 60
e 68%. O perfil de libertacdo em PBS a pH de 7,4 foi favoravel, com uma libertacdo de 20%
nas primeiras 12 horas, seguido de uma libertacdo de forma prolongada de 30% durante um
periodo de 7 dias. O SDF-1 libertado evidenciou maior atividade mitogénica em comparagéo
com o SDF-1 livre. De facto, as células-tronco mesenquimais (MSC) apresentaram um
crescimento muito mais intenso ap6s 1 ou 3 dias de incubacdo com as NP-QS/TPF/FUC. Para
além disso, ocorreu uma migracdo das MSC em resposta a libertacdo prolongada do SDF-1
(Figura 6.14). Estes transportadores foram também importantes na protecdo do SDF-1 contra a
proteblise e tratamento térmico, fornecendo os meios para superar algumas das principais
desvantagens desta proteina, que sdo o seu tempo em circulacdo curto e a sua facil degradacéo
enzimatica. Como tal, os sistemas de administracdo de origem marinha apresentaram resultados

promissores na administracdo desta quimiocina para a regeneracdo de tecidos (188).
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Figura 6.14. Nimero médio de MSC que migraram num ensaio de migracdo celular. Os dados
representam a média e o desvio padréo (n = 3). * p < 0,05 versus grupo SDF-1 livre. NP, nanoparticulas.
Adaptado de (188).

Devido as propriedades de mucoadesdo e de aumento da absorcdo associadas ao
derivado do quitosano, o trimetilquitosano e, ainda, aos efeitos hipoglicémicos do fucoidano,
um grupo de investigacdo desenvolveu nanoparticulas de trimetilquitosano e fucoidano (NP-

TMQS/FUC) multifuncionais com o objetivo de administrar insulina por via oral. As NP-
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TMQS/FUC desenvolvidas protegeram a insulina contra a degradagéo e a sua libertacdo foi
dependente do pH nos fluidos do trato gastrointestinal (Figura 6.15A). Estas nanoparticulas
permitiram o aumento do transporte paracelular da insulina atraves da barreira intestinal (Figura
6.15B) e exibiram também uma atividade inibitoria da a-glicosidase (Figura 6.15C). Os autores
deste estudo esperam que o aumento da absor¢do das NP-TMQS/FUC observado, juntamente
com o efeito biologico do fucoidano na regulacdo dos niveis glicémicos, possa avancar no

desenvolvimento de estratégias terapéuticas multifuncionais para a diabetes (189).
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Figura 6.15. (A) Perfil de libertacdo da insulina a pH 2,0, 6,8 e 7,4; (B) Efeito das NP-TMQS/FUC e
NP-QS/FUC na permeacdo da insulina; (C) Efeito inibitério da a-glicosidase pelas NP-TMQS/FUC e
NP-QS/FUC. Os dados representam a média e o desvio padrédo (n = 3). Adaptado de (189).

Outros trabalhos interessantes descreveram a preparacdo de NP-FUC por outros
métodos que ndo envolveram a complexacdo com uma molécula de carga oposta (4). Por
exemplo, um fucoidano acetilado originou, por um processo de dialise, NP-FUC contendo
DOX. A libertacdo do farmaco seguiu uma cinética de primeira ordem durante 5 dias. Os
macrofagos tratados com as NP-FUC expressaram uma elevada quantidade de citocinas
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antitumorais, como é exemplo o fator de necrose tumoral alfa e o fator estimulador de colonias
de granulécitos e macrofagos (190).

O fucoidano foi também estudado e utilizado como material de revestimento de
nanoparticulas constituidas por outros materiais, com diferentes objetivos (4). O revestimento
de nanoparticulas de ferro com fucoidano melhorou a afinidade destas com as plaquetas, o que
permitiu a visualizagdo, por ressondncia magnética, de trombos com grande quantidade de
plaguetas na sua constituicdo (191). Também as nanoparticulas de poli(isobutil cianoacrilato),
apos revestimento com fucoidano, apresentaram uma melhor captacao celular por macréfagos
e fibroblastos (192).

6.6. Nanoparticulas de alginato

As propriedades do alginato tornam este polimero apropriado para o desenvolvimento
de NPP. Uma vez que o alginato possui carga negativa, pode interagir com o quitosano de carga
positiva, levando a formagdo de nanoparticulas. Além disso, ao contrario do quitosano, o
alginato dissolve-se em valores de pH mais altos. Deste modo, a formacdo de complexos
polieletrolitos entre estes dois polimeros pode ser uma estratégia interessante para superar as
limitacGes de cada polimero individual (154).

Neste contexto, um estudo teve como objetivo o desenvolvimento de nanoparticulas de
quitosano e alginato, revestidas com quitosano (NP-QS/ALG/QS) e carregadas com 5-FU para
uma administracdo oftdlmica. As NP-QS/ALG/QS apresentaram uma liberacdo sustentada do
5-FU em comparagdo com a solucdo de 5-FU. Também o estudo in vivo no olho de coelho
demonstrou niveis superiores de 5-FU no humor aquoso em comparacao com a solugdo de 5-
FU (Figura 6.16). As propriedades de mucodesdo foram melhoradas com o revestimento com
quitosano, resultando numa maior biodisponibilidade em comparagdo com as nanoparticulas
ndo revestidas. Além disso, as NP-QS/ALG/QS ndo provocaram irritacdo e foram bem
toleradas pelo olho de coelho. Os resultados desta investigagdo incentivam a realizacdo de
estudos clinicos sobre esta formulacao e a sua otimizagdo como colirio, de modo a minimizar
a dose aplicada e a frequéncia de dosagem em contraste com o 5-FU administrado

convencionalmente (193).
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Figura 6.16. Concentracdo do 5-FU in vivo obtida com uma solucéo de 5-FU, com as NP-QG/ALG/QS
e com as nanoparticulas sem revestimento. NP-QS/ALG, nanoparticulas de quitosano e alginato sem
revestimento com quitosano. Adaptado de (193).

Outro estudo envolveu a preparacdo de nanoparticulas de quitosano e alginato (NP-
QS/ALG) para a encapsulacdo do farmaco DOX. As NP-QS/ALG, obtidas por um método de
gelificacdo ionica, apresentaram uma maior taxa de eficiéncia de encapsulacdo (95%),
comparativamente as NP-QS carregadas com o mesmo farmaco. O perfil de libertacdo in vitro
da DOX caracterizou-se por uma primeira fase de libertacdo rapida, seguido por uma fase de
libertacdo gradual e sustentada. O estudo de citotoxicidade na linha celular do cancro da mama
humano, MCF-7, revelou que a DOX encapsulada em nanoparticulas exibiu um potente efeito
citotoxico, comparativamente a DOX livre (Figura 6.17). Além disso, de acordo com estes

resultados de citotoxicidade, as NP-QS/ALG foram mais citotoxicas que as NP-QS (194).
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Figura 6.17. Citotoxicidade da DOX livre, da DOX encapsulada nas NP-QS/ALG e nas NP-QS, em
células MCF-7 apos @24, m48, ¢ A 72 horas de tratamento. A sobrevivéncia celular foi avaliada através
do ensaio de sulforodamina B. Os dados representam a média e o desvio padrdo (n = 4). Adaptado de
(194).

6.7. Nanoparticulas de colagénio

O colagénio de origem marinha também possui um papel promissor no desenvolvimento
de NPP. Neste cenéario, a administracdo transdérmica do estradiol como terapéutica de
reposicdo hormonal apresenta vantagens sobre a sua administracdo oral, pois evita 0
metabolismo pré-sistémico hepatico. Como tal, um estudo teve como objetivo o
desenvolvimento de nanoparticulas de colagénio (NP-CG), isolado da Chondrosia reniformis,
para a administracdo transdérmica do 17p-estradiol-hemihidratado como terapéutica de
reposicdo hormonal. O farmaco em estudo foi adsorvido a superficie das NP-CG, apds o qual
as NP-CG foram incorporadas num hidrogel. A administracdo transdérmica deste sistema foi
comparada com a de um gel comercial sem NP-CG. As amostras de saliva de pacientes no pos-
menopausa apresentaram niveis de estradiol significativamente maiores apés aplicacdo do
hidrogel com as NP-CG. O hidrogel constituido pelas NP-CG apresentou uma area sob a curva,
ao longo de 24 horas, duas a trés vezes maior, e 0s niveis de estradiol 24 horas ap0s a sua
administracao foram pelo menos duas vezes maior, comparativamente ao gel comercial (Tabela
6.1). Além disso, o hidrogel com as NP-CG permitiu uma libertacdo prolongada do estradiol
em comparagdo com o gel comercial e proporcionou uma melhor absorgéo do estradiol. Assim
sendo, as NP-CG representam sistemas de administragdo promissores para a via transdérmica
(195).
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Tabela 6.1. Comparacgéo das areas sob a curva do paciente 1 ao paciente 5, ap6s aplicacdo de 0,75 mg
em dose Unica de estradiol na forma de hidrogel contendo NP-CG ou na forma de um gel comercial
(Gynokadin®). AUC, érea sob a curva. Adaptado de (195).

Hidrogel com as NP-CG  Gel comercial

AUC”*?* (pg x h/mL) Paciente 1 63120 26980
AUC®?* (pg x h/mL) Paciente 2 25011 7292
AUC*?* (pgx h/mL) Paciente 3 22095 4323
AUC® ' (pg X h/mL) Paciente 4 11405 6267
AUC" ' (pg x h/mL) Paciente 5 2692 863
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7. Concluséo e perspetivas futuras

Os farmacos nédo sdo, normalmente, administrados na sua forma livre, mas sim como
parte de uma forma farmacéutica, no qual s&éo combinados com excipientes. Estes excipientes
podem funcionar como sistemas de administragdo inertes, ou podem deter propriedades
multifuncionais, sendo estes ultimos cada vez mais utilizados pela inddstria farmacéutica.

A nanotecnologia tem sido alvo de um crescimento cientifico em diversas areas de
investigacdo, nomeadamente na area farmacéutica. O seu papel € particularmente importante
na administracdo de farmacos, visto que os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos
permitem solucionar alguns problemas relacionados com as formas farmacéuticas
convencionais. De entre os sistemas de administracdo nanotecnoldgicos, as NPP funcionam
como 6timos veiculos para a administracdo de farmacos, uma vez que possuem uma elevada
eficiéncia de encapsulacdo de farmacos, alta estabilidade nos fluidos biolégicos, possibilidade
de administracao por varias vias, adaptacdo do tamanho e caracteristicas da superficie e, ainda,
a possibilidade de promover uma libertacdo controlada e sustentada do farmaco em locais
especificos. As NPP podem ser produzidos a partir de uma variedade de polimeros, quer de
origem sintética ou natural, sendo estes Gltimos os preferenciais.

A maior parte da superficie do planeta é coberta por oceanos, pelo que o ambiente
marinho e a sua ampla diversidade de organismos oferecem uma enorme fonte de materiais
naturais com potenciais na area farmacéutica. De entre os biomateriais, os polimeros marinhos
e 0s seus derivados tém sido propostos para o desenvolvimento de sistemas de administracéo
de farmacos, nomeadamente de NPP, tirando partido do seu elevado potencial de
biocompatibilidade, biodegradabilidade, reduzida toxicidade e imunogenicidade e das varias
propriedades bioldgicas que Ihe estdo associadas. Além disso, estes polimeros sdo econémicos,
uma vez que existem em grande abundancia na natureza.

De acordo com os diversos estudos apresentados, as nanoparticulas baseadas em
polimeros de origem marinha apresentaram resultados promissores para a administragdo de
farmacos, cicatrizagdo de feridas e regeneracdo de tecidos. Estes sistemas nanotecnoldgicos
permitem a veiculacdo de diversas substancias, como pequenas moléculas, proteinas, peptideos
e acidos nucleicos. Além disso, possibilitam a protecdo de farmacos da sua degradacdo no
ambiente bioldgico, 0 que € particularmente relevante para farmacos labeis. Os polimeros de
origem marinha proporcionam uma libertagdo controlada e prolongada de farmacos, visando
melhorar a seguranca e eficcia terapéutica. A sua estrutura polimérica torna possivel a

realizacdo de modificagcdes quimicas, sendo estas benéficas para a melhoraria de algumas
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propriedades dos polimeros ou para os direcionar para células alvo. Com bases nos resultados
descritos, o quitosano é de facto o polimero marinho mais utilizado no desenvolvimento de
NPP, devido as suas propriedades mucoadesivas e a sua capacidade de abertura transitoria das
juncoes celulares estreitas. Assim sendo, € possibilitada a administracdo de farmacos por vias
mucosas, como a via oral, nasal e pulmonar, melhorando a adesdo do doente & terapéutica. Para
além disso, a sua carga superficial positiva permite-lhe interagir ostaticamente com polimeros
marinhos com carga negativa, levando a formagcdo de NPP. A combinacdo de polimeros
marinhos diferentes na mesma nanoparticula, torna possivel a combinacdo das suas
propriedades e, por sua vez, a melhoria da eficécia terapéutica.

Os resultados apresentados nos ensaios de toxicidade associada a administracdo de
nanoparticulas baseadas em polimeros de origem marinha revelam que estes sistemas sdo
seguros. Contudo, serdo necessarios no futuro ensaios de toxicidade a longo prazo de forma a
avaliar a possibilidade da utilizagdo de polimeros marinhos em sistema de administracéo

nanotecnoldgicos para a pratica clinica.
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