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Resumo

A doenca pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ uma doenga do foro pulmonar
que € caracterizada por sintomas respiratorios persistentes, como a dispneia e a tosse, €
uma limitag@o continua do fluxo de ar. O fumo de tabaco ¢ considerado o principal fator
de risco, mas alguns fatores do individuo também exercem um papel importante no
desenvolvimento desta patologia. Atualmente, o tratamento existente foca-se no alivio da
sintomatologia através da administra¢ao de broncodilatadores de longa duragao e, quando
necessario e adequado, corticosteroides inalaveis. A via pulmonar continua a ser a via
preferencial para o tratamento desta doenga, pelo facto de permitir uma administra¢do
localizada e oferecer varias vantagens, como um inicio de acdo mais rapido e efeitos
adversos reduzidos. Porém, o pulmao ¢ um 6rgdo muito complexo, pelo que também

existem alguns desafios na utilizagdo desta via.

Apesar de ser uma das doencas cronicas mais comuns, a DPOC continua a ser um
grande problema de saude publica, apresentando morbilidade e mortalidade crescentes.
Estes dados provam que as terapéuticas convencionais nem sempre sdo suficientes para
controlar a doenga, pelo que existe uma necessidade crescente de encontrar alternativas

que permitam melhorar os resultados terapéuticos.

Viarias estratégias de formulagcdo tém surgido ao longo dos ultimos anos para
tentar colmatar os obstaculos que impedem o sucesso terapéutico nos doentes com DPOC.
Neste sentido, a nanotecnologia, as terapéuticas com RNA, e outras estratégias, t€ém-se
mostrado cada vez mais prevalentes e tém vindo a ganhar peso a nivel de investigacao,
com o intuito de explorar as oportunidades que cada uma delas pode oferecer, bem como

os desafios que terdo de ser solucionados na eventualidade da sua implementacao.

Neste contexto, o objetivo desta dissertagdo consiste em explorar algumas das
estratégias de formulacdo que estdo atualmente em investigacdo e que apresentam
resultados promissores no tratamento da DPOC, juntamente com as oportunidades e os

desafios a elas associados.

Palavras-chave: doenca pulmonar obstrutiva cronica; estratégias de formulagdo;

nanotecnologia; sistemas de administracdo pulmonar.



Abstract

Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) is a lung disease characterized by
persistent respiratory symptoms, like dyspnea and cough, and a continuous airflow
limitation. Cigarette smoke is considered the main risk factor, but some factors of the
individual also play an important role in the development of this disease. At present, the
existing treatment focuses on relieving symptoms through the administration of long-
acting bronchodilators and, when deemed necessary and appropriate, inhaled
corticosteroids. The pulmonary route continues to be preferential for the treatment of this
disease, as it allows a localized delivery and offers several advantages, such as a faster
onset of action and reduced side effects. However, the lungs are a very complex organ,

so there are some challenges in using this route.

Despite being one of the most common chronic diseases, COPD continues to be a
major public health problem, with growing morbidity and mortality. This data proves that
conventional therapies are not always sufficient to control the disease, so there is a rising

need to find alternatives to help improve therapeutic results.

Several formulation strategies have emerged over the last few years to try to
overcome the obstacles that prevent therapeutic success in COPD patients. In this sense,
nanotechnology, RNA therapies, and other strategies, have become increasingly prevalent
and gather popularity in the research field, with the intent of studying the opportunities
each has to offer, as well as the challenges that will need to be resolved in the event of

their implementation.

In this context, the purpose of this dissertation is to explore some of the
formulation strategies that are currently under investigation and show promising results

in the treatment of COPD, along with the associated opportunities and challenges.

Keywords: chronic obstructive pulmonary disease; formulation strategies;

nanotechnology; pulmonary drug delivery systems.
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1. Introducao

A doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC) ¢ uma das doengas pulmonares
mais comuns, sendo caracterizada por uma limitagao progressiva e irreversivel do fluxo
de ar e sintomas respiratorios constantes (1,2). Esta patologia tipicamente resulta de uma
exposi¢ao cronica a fumo de tabaco, mas o desenvolvimento pulmonar durante a infancia,
0 sexo, bem como alguns fatores genéticos, entre outros, sdo cada vez mais reconhecidos

como fatores de risco que contribuem para o seu desenvolvimento (3,4).

Devido a sua prevaléncia elevada, incidéncia crescente € custos pessoais, sociais
e econdmicos associados, a DPOC ¢ considerada um sério problema de saude publica (5).
Em 2019, esta doenca foi identificada como a terceira causa de morte a nivel mundial,
sendo responsavel por 3,23 milhdes de mortes (6). A DPOC ¢ uma doenca de dificil
gestdo, dado que a terapéutica atualmente disponivel ndo ¢ curativa, € a sua
heterogeneidade e complexidade tornam dificil a compreensdo dos seus mecanismos.
Estes aspetos sdo de especial importancia, visto que existe uma necessidade crescente de

encontrar novas estratégias terap€uticas, o que pode incluir alternativas de formulagao,

que permitam reduzir a progressao e a mortalidade desta doenca (7-9).

Ao longo de varios anos, a comunidade cientifica tem investigado os potenciais
beneficios da nanotecnologia, ja que esta area tem vindo a proporcionar diversos avangos
nos sistemas de veiculagdao de farmacos. Estes progressos permitem melhorar a eficacia
dos tratamentos e ajudam a reduzir a toxicidade. Varios nanossistemas tém sido
desenvolvidos e avaliados para o tratamento de doencas respiratdrias cronicas, mas
devido as diversas barreiras fisiologicas que € necessario ultrapassar para alcangar uma
veiculacdo pulmonar bem sucedida, a aplicacdo destes agentes terapéuticos por via

pulmonar € particularmente desafiante (10).

Entre as varias abordagens propostas, t€m também sobressaido varios tipos de
acidos ribonucleicos (RNAs) ndo codificantes, os quais se tém mostrado viaveis como
potenciais meios terapéuticos para o tratamento de varias doencas humanas, incluindo a
DPOC. Nas ultimas duas décadas t€ém-se registado consideraveis esfor¢os na aplicacao
de estratégias baseadas na utilizagdo de RNAs, tendo como alvo RNAs mensageiros

(mRNAs) que codificam proteinas identificadas como potencialmente importantes na



patogénese desta doenca. Porém, a estabilidade e o sistema de veiculacao das moléculas

de RNA continuam a ser os principais obstaculos ao sucesso clinico (9).



2. Objetivos

A presente dissertagdo tem como principal objetivo abordar as varias estratégias
de formulagdo que estdo atualmente em investigacao e que t€m como intuito otimizar os
resultados terapéuticos na DPOC. Para cumprir este objetivo, esta monografia inicia-se
com uma parte introdutdria que visa elucidar as propriedades fundamentais do sistema
respiratorio, seguindo-se uma abordagem de aspetos gerais da doenga, que incluem a
epidemiologia, a fisiopatologia, e a terapéutica convencional, entre outros. Finalmente,
serdo abordadas as novas estratégias terapé€uticas, sendo discutidas as vantagens e

desvantagens de cada estratégia, bem como os desafios e oportunidades a elas associados.

3. Metodologia

Para a elaboragdo desta dissertagdo, foi realizada uma revisdo bibliografica da
literatura disponivel acerca da DPOC e das varias estratégias de formulacdo existentes
para o tratamento desta doenga, tendo sido tida em atencao a atualidade da informacgao
recolhida (com um intervalo de 5 anos aplicado na pesquisa de artigos, salvo algumas

excegdes), bem como a autenticidade dos elementos descritos.

Foram utilizados diversos materiais para a composi¢ao desta monografia, de entre
os quais artigos cientificos, artigos de revisdo e livros. A pesquisa bibliografica foi
efetuada em diferentes bases de dados, como o B-On, PubMed, Web of Science, Elsevier,
entre outras. Para reunir a informacao pretendida e selecionar a literatura mais pertinente
para o tema em questdo, foram utilizados varios termos em associacdo nas referidas bases
de dados, como “chronic obstructive pulmonary disease”, “pulmonary administration”,

“formulation strategies”, “drug delivery systems”, ‘“nanotechnology”, “RNA” e

“challenges and opportunities”, para mencionar alguns.

Todos os materiais utilizados para a escrita desta dissertacao estdo devidamente
citados ao longo do texto e referenciados no capitulo “Referéncias bibliograficas”. Nos

casos em que nao esta associada uma referéncia, sao palavras da autora.



4. O sistema respiratorio

Desde o nascimento até a morte de todos os seres humanos, o ritmo e a
profundidade da respiragdo adaptam-se de forma inconsciente as atividades exercidas por
cada individuo, seja a dormir, falar ou praticar exercicio fisico (11,12). O ser humano ¢
incapaz de ficar sem oxigénio mesmo que por um curto periodo de tempo, ao contrario
do que acontece com a agua e os alimentos, € apesar de ser possivel conter a respiragao
de forma voluntaria, em apenas alguns segundos a necessidade de renovar o ar surge de
forma premente (11,13). A respiragdo ¢ tao caracteristica da vida que, em conjunto com

a pulsacdo, ¢ um dos sinais mais utilizados na verificacao de vida do individuo (11,12).

Respirar ¢ essencial pelo facto de todas as células do organismo necessitarem de
um fornecimento continuo e abundante de oxigénio (O;) para exercerem as suas fungdes,
produzindo ao mesmo tempo didxido de carbono (CO2) como um produto final a ser
excretado (13). O oxigénio € importante por ser utilizado nas reagdes metabolicas
realizadas pelas células, que dao origem a um composto energético que, direta ou
indiretamente, ¢ essencial a maioria dos processos metabodlicos: a adenosina trifosfato
(ATP) (14,15). Deste conjunto de reagdes ha a libertagdo de CO2, que em excesso se torna
toxico para as células devido a acidez que produz, pelo que a eliminagdo do mesmo de
forma rapida e eficiente ¢ indispensavel para a manutencao de um pH adequado no

interior e exterior da célula (14).

O sistema respiratorio tem um papel de suma importancia a este nivel, uma vez
que se apresenta como mediador das trocas gasosas, sendo responsavel tanto pela entrada
de oxigénio, como pela eliminagao do didxido de carbono do organismo. O ar atmosférico
entra no organismo em condigdes diversificadas, que variam significativamente de acordo
com as caracteristicas do ambiente externo, como a humidade, a temperatura, a presenca
de poluentes, etc. (16). Antes de alcancar o pulmao e a medida que se movimenta ao longo
das vias aéreas, o ar ¢ aquecido ou arrefecido para ficar a temperatura corporal, saturado
com vapor de agua e purificado, para que contenha o menor nimero possivel de

substancias irritantes (como pod e bactérias) em comparagdo com a sua origem (13,16).

Os sistemas circulatorio e respiratorio agem conjuntamente para fazer chegar O
aos tecidos e, a0 mesmo tempo, transportar o CO2 para o pulmao para que este possa ser

eliminado (15). Assim, os 6rgdos respiratdrios responsabilizam-se pelas trocas gasosas



que ocorrem entre 0 sangue € o ambiente externo, enquanto o sistema cardiovascular
assegura o transporte desses gases através da corrente sanguinea, levando-os do pulmao
até todos os tecidos no organismo e vice-versa (13,14). O comprometimento do normal
funcionamento de qualquer dos sistemas compromete a capacidade de assegurar as

referidas fungdes, o que culmina com morte celular por quebra da homeostasia (12—14).

O aparelho respiratorio ¢ constituido pelo nariz, as fossas nasais, a faringe, a
laringe, a traqueia e o pulmao (figura 4.1). Frequentemente, o ar entra pela cavidade oral
ao invés do nariz, mas apesar disto, a boca € considerada parte do sistema digestivo e ndo

do respiratorio (11,12).

Fossas nasais

Nariz
Trato
Faringe — respiratorio
superior
Laringe ]
Traqueia
Trato
I— respiratério
inferior

Figura 4.1 — As diversas zonas do aparelho respiratorio. Adaptado de (12).

As partes do aparelho respiratério podem ser classificadas de acordo com a sua
estrutura ou fungdo. Estruturalmente, o aparelho respiratorio divide-se em trato
respiratorio superior, constituido pelo nariz, fossas nasais, faringe e laringe; e trato
respiratorio inferior, composto pelas restantes estruturas, como representado na figura 4.1
(12,15). No entanto, estes termos nao sdo oficialmente anatomicos, pelo que existem
varias defini¢des distintas, como por exemplo as que consideram a laringe parte do trato
respiratorio inferior ao invés do superior (12). Quando classificado de acordo com a
funcdo, o sistema respiratorio ¢ dividido em 2 regides: a zona condutora, do nariz até aos
bronquiolos, que serve exclusivamente para o fluxo de ar (pelo facto destas vias

apresentarem paredes muito espessas, o que impede que haja uma difusdo adequada do



oxigénio); € a zona respiratoria, que € composta pelas regides envolvidas nas trocas
gasosas dentro do pulmao, que incluem os bronquiolos respiratorios, os sacos alveolares

e os alvéolos (12,14,15).

Apesar da importancia do aparelho respiratdrio como um todo, o pulmao € o 6rgao
efetivamente responsavel pelas trocas gasosas, sendo por isso considerado o o6rgao
primario do sistema respiratorio (17). Por este motivo, a sua anatomia e fisiologia serdo

abordadas de forma um pouco mais aprofundada no subcapitulo seguinte.

4.1. Anatomia e fisiologia do pulmao

O pulmao ¢ um 6rgao dividido em duas partes, que se encontram no interior da
cavidade toracica, separadas uma da outra pelo coragdo e outras estruturas do mediastino
(compartimento que divide a caixa toracica em duas cavidades anatomicamente distintas)
(14,18). Tém uma forma conica, com a base concava apoiada sobre o diafragma e o seu
apice projetado aproximadamente 2,5 cm acima da clavicula (11,15). Apesar de ambas as
partes serem anatomicamente semelhantes, em termos de propor¢ao sdo assimétricas (19).
A parte direita tem uma altura inferior a esquerda devido ao figado, cuja forma apresenta
uma maior elevagdo nesse mesmo lado. Porém, apesar de ser mais alta, o parte esquerda
¢ mais estreita do que a direita por possuir uma depressdo, denominada incisura cardiaca,
onde o coragdo “encaixa”. Esta particularidade na sua forma ¢ essencial pelo facto do
coragdo inclinar mais para a esquerda e, por isso, ocupar mais espago nesse lado do

mediastino (12,15).

Ambas as partes estdo divididas em lobos por fissuras proeminentes nas suas
superficies (visiveis na figura 4.1), sendo que a direita possui trés lobos: o superior, o
médio e o inferior, separados pelas fissuras horizontal e obliqua respetivamente; e a
esquerda possui dois: o superior e o inferior, demarcados por uma Unica fissura obliqua
(11,15,18). Cada lobo ¢ ainda subdividido em segmentos broncopulmonares, havendo 10
na parte esquerda e 9 na parte direita. Os segmentos estao separados por tecido conjuntivo
que, ao contrario do que acontece com as fissuras que dividem os lobos, nao sao visiveis
na superficie do pulmao. Por sua vez, cada um destes segmentos subdivide-se ainda mais,
dando origem aos 16bulos, que sdo pequenos compartimentos envoltos parcialmente em

tecido conjuntivo no interior de cada segmento (12,14).



Em suma, o pulmao ¢ constituido por bronquios e vias aéreas de menor calibre a
eles associadas, alvéolos, tecido conjuntivo, vasos sanguineos, vasos linfaticos e fibras

nervosas (16).

4.1.1. Arvore respiratoria

Aproximadamente ao nivel da quinta vértebra toracica, a traqueia divide-se em
dois bronquios principais (primarios), que entram nas suas respetivas partes do pulmao e
subdividem-se em vias aéreas cada vez mais pequenas (13,16). E devido a esta
ramificacdo progressiva das vias respiratorias, que forma uma rede complexa no interior
do pulmao, que se d4 o nome de arvore respiratoria (ou arvore traqueobronquica) a esta
parte do aparelho respiratorio. A arvore respiratdria pertence a zona condutora do sistema,
da qual fazem parte os bronquiolos terminais, que sdo as vias condutoras de menor calibre

e que representam o término desta zona (13).

Dentro das partes do pulmao, os bronquios principais dividem-se em bronquios
secundarios, que se vao subdividindo sucessivamente em bronquios cada vez mais
pequenos, até darem origem aos bronquiolos, que t€ém um didmetro igual ou inferior a 1
mm e alimentam os l6bulos pulmonares. Os bronquiolos continuam a divisdo, sendo que
cada um pode dividir-se em 50 a 80 bronquiolos terminais. Resultante de todo este
processo de ramificacdo, cada pulmao possui cerca de 65000 bronquiolos terminais
(11,12,15). Na figura 4.2 ¢ possivel observar de forma simplificada a ramificacdo destas

estruturas respiratorias.

Traqueia

Brénquio principal
(primério) esquerdo

Brénquio principal
(primério) direito

Brénquios
secundarios

Bronquiolo \
terminal e
b

Bronquiolos _—#=
respiratérios

7!
' ()ﬁ

Canal alveolar

Sacos
alveolares

Brénquios terciarios

Bronquiolo

Figura 4.2 — A arvore respiratoria: ramificacdo das vias aéreas. Adaptado de (19).



As vias respiratorias vao diminuindo de tamanho/diametro mas aumentando em

numero a medida que se progride ao longo do trato respiratorio (12).

Conforme vao ficando mais pequenas, a estrutura das suas paredes vai também
mudando. Tal como acontece na traqueia, os bronquios primarios sao suportados por
anéis de cartilagem hialina em forma de C, ligados por musculo liso. Quando se alcanca
os bronquios lobares e segmentares, placas de cartilagem comecam a substituir os anéis.
A medida que os bronquios vio diminuindo de didmetro, a cartilagem vai ficando cada
vez mais escassa, enquanto o musculo liso se torna mais abundante, sendo que os
bronquiolos terminais tém somente uma camada de musculo liso proeminente, sem
qualquer cartilagem (11,15). Ao contrair ou relaxar, o musculo liso presente nas paredes
dos bronquios e bronquiolos vai alterar o diametro destas passagens, sendo por isso
responsavel por regular a velocidade e o volume do fluxo de ar dentro do pulmao (16). A
broncodilatagdo ocorre quando o musculo liso relaxa e hd um aumento do diametro das
vias respiratorias, o que reduz a resisténcia ao movimento do ar. Por outro lado, a
broncoconstri¢ao representa a contracao destes mesmos musculos, o que leva a reducao
do didmetro dos bronquios e bronquiolos e, consequentemente, a um aumento da

resisténcia a passagem do ar (12).

A constitui¢do do epitélio pulmonar também muda com a ramificacdo das vias
respiratorias, verificando-se uma substituicdo gradual de epitélio ciliado por ndo-ciliado
(16). Os bronquios estdo revestidos com um epitélio cilindrico pseudoestratificado
ciliado, que muda para um epitélio cilindrico simples ciliado nos bronquiolos de maiores
dimensdes. Ja os bronquiolos terminais t€ém um epitélio ctibico simples ciliado, mas nao
possuem glandulas mucosas nem células caliciformes, que sdo as células secretoras

primarias do epitélio pulmonar, responsaveis pela secrecao do muco (12,15,20).

As células ciliadas sdo o tipo de células predominantes nas vias aéreas e
funcionam como uma espécie de “escada rolante” em conjunto com o muco, captando
elementos exdgenos e encaminhando-os para a laringe através do movimento coordenado
dos seus cilios, de forma a que estes possam ser eliminados e, assim, prevenindo a
acumulagdo destes residuos nos bronquiolos terminais e alvéolos (11,15,21). A isto se
chama o mecanismo de elevador mucociliar ou simplesmente eliminacao mucociliar. Para
além disto, este tipo de células também funcionam como sensores quimicos € mecanicos

das vias respiratorias (21).



4.1.2. Bronquiolos respiratdrios e alvéolos

Considera-se que a zona respiratdria tem inicio quando as trocas gasosas entre o
ar inspirado e o sangue sdo possiveis. Isto ocorre nos locais onde comega a haver
formacdo de alvéolos, mais precisamente nos bronquiolos respiratérios (12). Estes
bronquiolos, que sdo ramos microscopicos da arvore respiratdria, resultam da subdivisdo
dos bronquiolos terminais (14). As suas paredes sdo constituidas por tecido conjuntivo
elastico e colagénio, com parco musculo liso, verificando-se um aumento do niimero de
alvéolos anexados as mesmas a medida que os bronquiolos respiratorios se vao
subdividindo e penetrando mais no interior do pulmdo, bem como uma alteracdo do seu

revestimento epitelial de cubico simples para pavimentoso simples (12,14,15).

Por sua vez, os bronquiolos respiratdrios dividem-se ainda em canais alveolares,
que sao passagens alongadas com paredes finas (com um epitélio pavimentoso simples
nao ciliado) que também possuem alvéolos ligados as suas paredes (14,15). A certo ponto,
os alvéolos vao ficando tdo numerosos que estes canais acabam por se tornar pouco mais
do que uma sucessdao destas pequenas estruturas (11). No final dos canais alveolares
existem dois ou trés aglomerados de alvéolos que se assemelham a cachos de uvas,
denominados sacos alveolares (11,14). Cada “uva” representa um alvéolo, como se pode

verificar na figura 4.3a (14).

Os alvéolos sdao pequenas bolsas de ar com um didmetro de 200 a 500 um, que se
apresentam como as unidades mais pequenas envolvidas nas trocas gasosas (15,22).
Estima-se que ambas as partes do pulmao compreendam entre 300 a 500 milhdes de
alvéolos, o0 que proporciona uma vasta area (de aproximadamente 100 m?) onde podem

ocorrer as trocas gasosas (14,23).

As paredes dos alvéolos sdo compostas por dois tipos de células epiteliais: as

células alveolares (pneumdocitos) tipo I e as tipo II, representadas na figura 4.3b (11,24).

Os pneumocitos tipo I sdo células epiteliais pavimentosas simples e constituem
mais de 90% da superficie alveolar. Como sdo células extremamente finas, minimizam a
distancia de difusdo entre o ar no espago alveolar e o sangue nos capilares pulmonares, o
que as torna as principais intervenientes neste processo, pela forma rapida com que

permitem que se deem as trocas gasosas (12,15,24).



A percentagem remanescente da superficie alveolar ¢ formada por células
secretoras com uma forma arredondada a cubica, denominadas pneumdcitos tipo II
(12,24). Estas sao a principal fonte de producao de surfactante pulmonar, uma mistura de
fosfolipidos e proteinas que reveste os alvéolos e os bronquiolos e diminui a tensao
superficial associada a ventilacdo pulmonar, o que previne o colapso alveolar durante a
expiracdo (15,16,21). Adicionalmente, as células alveolares tipo Il apresentam ainda
outras fungdes, de entre as quais reparar o epitélio alveolar quando as células tipo I sdao

danificadas e manter os alvéolos em homeostasia (15,21).

Ao nivel da zona respiratdria, o epitélio ciliado, as células caliciformes € o muco
por elas produzido ja ndo existem, uma vez que a sua presenga iria impossibilitar as trocas
gasosas e potenciar infe¢ao (16). O ar que alcanga os alvéolos esta geralmente limpo, mas
na eventualidade de conter algumas particulas, estas vao ser capturadas e fagocitadas
pelos numerosos macrofagos alveolares existentes no lumen dos alvéolos e no tecido
conjuntivo entre eles (15,16). Apesar de existirem em grande quantidade, os macrofagos
ndo se acumulam na zona respiratoria, dado que a determinada altura entram nos vasos
linfaticos que se encontram nas suas proximidades ou movem-se para os bronquiolos

terminais, onde ficam retidos no muco que € posteriormente arrastado para a faringe (12).

O tecido que envolve os alvéolos contém fibras eldsticas que, tal como o proprio
nome indica, conferem elasticidade aos mesmos, permitindo que consigam expandir e
retrair durante a inspiragdo e expiracao respetivamente (11). Cada alvéolo ¢ também
envolto numa rede de capilares pulmonares, visiveis na figura 4.3a, provenientes da

arteriola e vénula respetivas ao lobulo em questdo (14,15).

A barreira que separa o ar no interior dos alvéolos, do sangue dentro dos capilares
pulmonares da-se o nome de membrana respiratoria (15). E através desta que se ddo as
trocas gasosas por difusao simples, passando o oxigénio do espaco alveolar para o sangue
e o didxido de carbono dos capilares para os alvéolos (13). Tal como ilustrado na figura
4.3¢, amembrana respiratoria € constituida por 3 camadas: o epitélio alveolar, o endotélio
capilar (ambos constituidos por uma Unica camada de células) e a membrana basal

partilhada por ambos (12,13,15).
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~ Membrana respiratoria
Célula endotelial capilar

Bronquiolo
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(c)

Figura 4.3 — (a) Zona respiratoria e fluxo sanguineo a ela associado; (b) Estrutura de um alvéolo; (c)
Composi¢do da membrana respiratoria. Adaptado de (15).

De modo a facilitar todo o processo e permitir uma difusdo rapida dos gases, a

membrana respiratoria ¢ extremamente fina, com uma espessura de aproximadamente 0,5

pm, o que representa cerca de 1/16 do didmetro de um gldébulo vermelho (14).
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5. Doenca pulmonar obstrutiva cronica

O relatério da iniciativa global para a doenga pulmonar obstrutiva cronica
(GOLD) define a DPOC como sendo “uma doenca comum, prevenivel e tratdvel que €
caracterizada por sintomas respiratorios persistentes e limitacdo do fluxo de ar devida a
anormalidades das vias aéreas/alveolares geralmente causadas por exposi¢ao significativa
a particulas ou gases nocivos e influenciada por fatores do hospedeiro incluindo um

desenvolvimento pulmonar anormal” (25).

A DPOC apresenta uma ampla heterogeneidade, tanto na sua apresentacao clinica
cOomo nos seus mecanismos patogénicos € componentes pulmonares, que incluem o
enfisema, a perda/obstrucao das pequenas vias aéreas, entre outros (5,26). Pode-se
considerar que a DPOC ¢ uma doenga poligénica com uma componente epigenética
consideravel, desencadeada pela interacdo de uma série de fatores de risco ambientais
com o genoma de um individuo ao longo da sua vida. Estas interagdes vao ditar ndo s6 o
desenvolvimento dos o¢rgdos, mas também a sua manutencdo, reparacdo e

envelhecimento, o que origina uma série de potenciais trajetorias da fungdo pulmonar (5).

J4

Esta doenca ¢ irreversivel e progride ao longo de décadas, permanecendo
subclinica até a posterior manifestacdo de sintomas e exacerbagdes, o que leva a um
diagnostico tardio (26,27). Mesmo havendo a possibilidade de tratamento para prevenir
e/ou aliviar sintomas, a DPOC continua a ser uma doenga progressiva que leva a um
declinio acentuado da funcao pulmonar ao longo do tempo e com o avancar da idade,
principalmente apds episodios de exacerbacdes recorrentes. Isto pode levar a estados de
enfisema severos e at¢ mesmo fatais, onde € necessario um transplante pulmonar para
evitar a morte do doente. A implementacao de um tratamento o mais cedo possivel, antes
do agravamento da doenga, ¢, entdo, de extrema importancia para evitar a progressao da

mesma para estados fatais (27).

Em doentes com DPOC, é muito comum existirem varias comorbilidades
adicionais, o que torna a gestdo da doenca ainda mais complexa, tanto para os
profissionais de saude como para o doente (28). De certa forma, esta doenca acaba por
afetar, ou at¢ mesmo originar, algumas destas comorbilidades e vice-versa. Um exemplo

disto é o facto dos doentes com DPOC terem um maior risco de sofrerem eventos
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tromboembolicos comparativamente a populacao geral, pelo facto da inflamagao (que

existe na DPOC) estar associada a uma coagulagdo anormal (29).

E expectavel que o problema da DPOC venha a piorar ao longo dos anos devido
ao envelhecimento da populacao e ao aumento do consumo de produtos tabagicos (30).
A DPOC tem um impacto notavel na qualidade de vida dos doentes, nao s6 pelos efeitos
significativos que tem a nivel fisico, mas também pelas repercussodes a nivel psicologico,
levando a taxas de ansiedade e depressdo mais elevadas nestes individuos do que em
pessoas sem esta patologia. Adicionalmente, se ndo estiver devidamente controlada, a
DPOC pode levar a hospitalizagdes recorrentes € a um aumento da mortalidade, o que
resulta numa elevada sobrecarga econdmica para o estado, bem como numa baixa

qualidade de vida do doente (31,32).

5.1. Epidemiologia

A DPOC tem sido um grande problema de satide publica que continuard a provar-
se desafiante para os clinicos no século XXI (33). Apesar de ser uma das doengas cronicas
e incapacitantes mais comuns, apresentando morbilidade e mortalidade crescentes, a
DPOC recebe muito pouca atengdo e financiamento comparativamente a outras grandes

causas de morbilidade e mortalidade a nivel mundial (34,35).

A despeito dos pontos acima referidos, a DPOC ¢ uma doenga que pode ser
prevenida, pelo que € importante comparar a prevaléncia e a mortalidade da mesma entre
diferentes paises e ao longo do tempo (36). No entanto, estudar a prevaléncia global da
DPOC tem sido dificil devido a falta de dados representativos da populacdo mundial, a
erros de classificagdo da mesma e a uma auséncia de consenso na defini¢do dos casos
(36,37). Na realidade, um dos aspetos mais importantes na interpretacdo correta de
estudos da prevaléncia da DPOC ¢ exatamente este, a definicdo de um caso (33). O facto
de existirem duas defini¢cdes diferentes tem-se apresentado como um problema na
interpretagdo de estudos epidemiologicos, porque a escolha do parametro utilizado para
detetar uma obstrugdo do fluxo aéreo pode alterar os resultados. Aqui, a decisdo entre
utilizar uma razdo fixa entre o volume expiratorio forcado no 1° segundo
(VEF1)/capacidade vital for¢ada (CVF) inferior a 0,7 (defini¢dao do relatéorio GOLD), ou

o limite inferior da normalidade (defini¢do defendida pela Sociedade Toracica Americana
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e Sociedade Respiratoria Europeia) para definir obstrugdo, bem como utilizar a
espirometria com ou sem prova de broncodilatacao, sdo fundamentais para a interpretagao

de qualquer resultado (33,36).

Numa revisao sistematica e meta-analise, cujo objetivo era estimar a prevaléncia
da DPOC e o ntimero de casos desta doenca nos anos de 1990 e 2010 a nivel global e
regional, foi estimada uma prevaléncia global de 10,7% em 1990, o que equivalia a 227
milhdes de casos, e de 11,7% em 2010, que por sua vez correspondia a 384 milhdes de
casos a nivel mundial (38). Esta revisdo teve o cuidado de apenas incluir estudos com
diagnosticos baseados em espirometria pelo facto de estes terem demonstrado ser
consistentes com o diagnostico da DPOC, sendo este exame uma ferramenta
indispensavel nao s6 na defini¢do desta doenca, como na determinacao da sua prevaléncia

em estudos realizados com este intuito (37,38).

No estudo da carga global da doenca (GBD) de 2015, estimou-se que 174,5
milhdes de pessoas tinham DPOC, o que representava um aumento da prevaléncia em
44,2% relativamente ao ano de 1990. Deste niumero de casos, 104,7 milhdes eram homens
e 69,7 milhdes eram mulheres. Este nimero ¢ bastante discrepante quando comparado
aos valores anteriormente referidos, tanto de 1990 como de 2010. Para além disso, este
estudo refere também que, comparativamente ao GBD de 2013 (que estimou um numero
de 328,4 milhdes de casos), as estimativas de 2015 apresentaram valores muito inferiores,
tendo alegado que uma alteracdo na metodologia estaria por tras desta disparidade entre
valores (37). Esta também pode ter sido uma das diferengas chave entre este estudo e a
revisdo sistematica e meta-andlise previamente apresentada, juntamente com outras
limitagdes que certamente surgem entre diferentes estudos, como a estrutura da populagao
e a composicdo da amostra selecionada, ou mesmo a forma como a espirometria €
realizada (visto que varidveis como a escolha do espirdmetro a ser utilizado ou a

experiéncia do operador em si produzem diferentes resultados) (37,38).

Outra revisao sistematica e meta-analise aponta para uma prevaléncia global da
DPOC de 12,16%, existindo uma prevaléncia de 15,70% nos homens e de 9,93% nas
mulheres (39). Com os resultados obtidos nestes estudos, pode-se constatar que a DPOC
¢ uma doenca que efetivamente tem uma maior prevaléncia no sexo masculino do que no
feminino (37—40). Para além do mais, continua a ser das doencas respiratorias com maior

impacto na populagao mundial (40).
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Relativamente a mortalidade provocada por esta doenca, sabe-se que em 2019 a
DPOC foi responsavel por 3,23 milhdes de mortes (6). Nos anos de 2015 e 2017 foram

estimados valores semelhantes, acima dos 3 milhdes de mortes globalmente (37,40).

Em 2015, a DPOC apresentava-se como a quarta principal causa de morte a nivel
mundial, mas em 2019 j4 havia subido para a terceira posicdo (figura 5.1),

correspondendo a 6% do numero total de mortes (38,41).

As principais causas de morte a nivel mundial

2000 2019
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Figura 5.1 — As principais causas de morte a nivel mundial em 2000 e 2019. Adaptado de (41).

Todas estas estimativas, tanto da mortalidade como da prevaléncia, provam que,
apesar da DPOC ser uma doenga que pode ser prevenida e tratada com alternativas de
custo relativamente acessivel, esta ¢ uma doenca que continua a ser negligenciada
comparativamente a outras patologias ndo transmissiveis (40). Apesar da projecdao da
mortalidade e carga da DPOC ter previsto uma mudancga de posicao do 5° lugar que
ocupava em 2002 para o 4° lugar em 2030 nas principais causas de morte a nivel mundial,

em 2019 esta doenga ja estava posicionada em 3° (42).

Em Portugal, um estudo realizado em 2013 na regido de Lisboa apontou para uma

prevaléncia de 14,2% em adultos com idade igual ou superior a 40 anos, o que indica que
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a DPOC ¢ uma doenca bastante comum nesta regido. Verificou-se uma maior prevaléncia
nos homens do que nas mulheres, bem como um aumento deste indicador epidemiologico
com a idade. Este estudo também constatou que 86,8% do grupo que apresentou um
diagnostico baseado em espirometria, ndo havia recebido um diagnostico prévio por parte
de um médico. Por outro lado, 61,2% dos individuos que receberam um diagndstico feito
pelo médico ndo apresentaram resultados espirométricos que estivessem em concordancia
com esse diagnostico. Pode-se observar, entdo, que o diagndstico errado, ou a falta do
mesmo (subdiagnostico), sao problemas que acabam por afetar em larga escala os estudos

epidemiologicos e as estimativas efetuadas pelos mesmos (43).

No que diz respeito a taxa de mortalidade por DPOC em Portugal, estimou-se que
seria de 27,6 mortes por cada 100 mil habitantes, um valor que ¢ inferior a média europeia,
de 36,3 mortes por cada 100 mil habitantes (44). Em 2018, a DPOC foi responsavel por
2,5% do total da mortalidade a nivel nacional, causando 2834 6bitos. Comparativamente

a 2017, este valor correspondeu a um aumento de 7,9% na mortalidade (45).

5.2. Causas e fatores de risco

Atualmente, ndo existe uma terapé€utica curativa para a DPOC, pelo que os
tratamentos existentes visam predominantemente a melhoria dos sintomas. Por este
motivo, a prevencao ¢ considerada a estratégia de intervencao mais eficaz no controlo
desta doenga, sendo essencial a identificacdo dos fatores de risco que predispdem um

individuo para o desenvolvimento da mesma (46).

Apesar de diversos estudos epidemiologicos comprovarem que o tabaco continua
a ser o principal fator de risco ambiental para o desenvolvimento da DPOC, nem todos os
fumadores desenvolvem esta doenca ao longo da sua vida, mesmo entre os fumadores
mais dependentes (4,25,46,47). Adicionalmente, uma percentagem relevante de doentes
com DPOC nunca fumaram, o que aponta para a existéncia de um conjunto de outros
fatores de risco associados a esta doenca (4,33,46). Todavia, nos ndo-fumadores, a doenca

em si e os sintomas a ela associados sdo mais ligeiros do que nos fumadores (25).

Tanto os fatores externos como os fatores internos tém papéis primordiais no
desenvolvimento da DPOC num individuo (47). A doenga nao resulta apenas de fatores

ambientais, mas também de fatores genéticos e caracteristicas demograficas (48). Os
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fatores de risco externos interagem e sdo capazes de estimular fatores de risco presentes
no individuo, incluindo genes suscetiveis associados a fun¢do pulmonar, o que aumenta

a probabilidade de ocorréncia desta doencga (33,47,48).

5.2.1. Fatores genéticos

Cada vez existe mais evidéncia de que fatores genéticos condicionam a
predisposicao a DPOC, havendo estudos que comprovaram o seu papel consideravel na
suscetibilidade a doencga (49,50). Estudos de associacdo genomica (GWAS) apuraram
diversas variantes genéticas associadas ao risco de baixa fun¢do pulmonar e de DPOC,
tendo sido identificados varios loci relacionados com a suscetibilidade e severidade desta
doenca (51-53). Apesar de, individualmente, cada uma destas variantes ter um efeito
relativamente reduzido e apenas explicar uma pequena parte do risco associado a DPOC,
se se calcular um unico grau de risco genético (GRS) através da combinagao de varias, €

possivel explicar uma maior proporg¢ao deste risco (51).

Um estudo realizado por Oelsner ef al. testou a hipdtese de que o grau de risco
genético estaria associado a medidas quantitativas obtidas em tomografia computorizada
ao pulmao. Através dos resultados obtidos, observaram que um GRS associado a uma
maior suscetibilidade a DPOC estava consideravelmente relacionado com uma menor
densidade pulmonar, um reduzido niimero de vias aéreas de menor calibre, ¢ a [imens
das vias aéreas mais pequenos, independentemente de se ser fumador ou ndo. Para além
disto, verificaram uma correlacdo positiva entre aumento de GRS e menor VEF; e
VEF/CVF (52). Isto corrobora os resultados de Busch ef al. em 2017, num estudo onde
determinaram que um GRS composto por 7 polimorfismos de um tnico nucledtido
(SNPs), que conferiam um maior risco de DPOC, estava associado a uma reducao da

percentagem de VEF; prevista para cada alelo de risco adicional em 1,86% (54).

Tal como referido anteriormente, o tabaco ¢ o principal fator de risco ambiental
para esta doenga, pelo que fatores de risco genéticos associados com o tabagismo e com
a dependéncia da nicotina podem contribuir para a predisposi¢ao e gravidade da DPOC
desenvolvida. Em GWAS focados no comportamento tabagico, foram identificadas
associacoes significativas com a dependéncia de nicotina, como sdo exemplo os /oci
15925 e 8pll, onde se encontram genes de subunidades dos recetores nicotinicos de

acetilcolina (53).
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A mutacao no gene SERPINAI, que resulta na deficiéncia da proteina alfa-1
antitripsina (AAT), € a associacdo genética a doenca pulmonar obstrutiva cronica mais
bem descrita, e esta presente em aproximadamente 1-3% dos doentes com DPOC (4,49).
A AAT ¢ essencialmente sintetizada por hepatodcitos e posteriormente lancada para a
corrente sanguinea, com o intuito de alcangar o pulmao, onde ira exercer a sua principal
func¢do: atuar como inibidor da enzima elastase neutrofilica de modo a proteger o tecido
pulmonar e, assim, controlar a resposta inflamatoria no pulmao (55-57). Caso a elastase
neutrofilica ndo seja inibida, esta pode degradar muitas das proteinas estruturais do
pulmao. Diversos alelos do gene SERPINAT1 ja foram descritos e tém efeitos varidveis de
acordo com a mutagdo em questdo, sendo mesmo possivel haver uma auséncia da
producao de AAT. A retencao de AAT no figado leva a um “ganho de fun¢do” que causa
problemas hepaticos, enquanto que a sua falta predispde os individuos homozigotas para
a variante a desenvolverem enfisema precoce, resultante da “falta de fungao” (56). A
deficiéncia da AAT ¢ hereditaria e individuos portadores de duas copias do alelo mutante
apresentam concentragdes plasmaticas desta proteina de aproximadamente 10% a 15%

do normal (55,57).

5.2.2. Desenvolvimento e fun¢do pulmonar

Durante muito tempo, o conceito cldssico da patogénese na DPOC era que, em
pessoas suscetiveis, a exposi¢ao a matéria particulada (nomeadamente o fumo de tabaco)
provocava uma resposta inflamatoria anormal que danificava as vias aéreas (bronquite) e
os alvéolos (enfisema) e levava a uma aceleragdo do declinio da func¢do pulmonar
relacionado com a idade, fungdo esta avaliada através do VEF; (58-60). No entanto, os
resultados de alguns estudos mostraram que, numa proporg¢ao consideravel dos individuos
com DPOC, o declinio do VEF; ndo era mais acentuado do que se verificava em adultos
saudaveis (46). Assim sendo, estes resultados contestaram a ideia de que a DPOC seguia
sempre uma trajetoria de declinio rdpido do VEF;. Ao invés disso, incrementaram a
hipotese de que o pico maximo da fun¢do pulmonar desenvolvida durante a juventude
tinha um papel crucial no desenvolvimento de DPOC mais tarde, mesmo que a taxa de

declinio do VEF; estivesse dentro dos valores considerados normais (59).

A trajetoria normal da funcdo pulmonar ao longo da vida de um individuo pode

ser dividida em trés fases. A primeira ocorre principalmente durante a puberdade, altura
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em que a fun¢do pulmonar aumenta a medida que o pulmao cresce. A funcao pulmonar
com que se nasce depende de véarios fatores durante a gravidez, que podem limitar o
desenvolvimento do pulmao no feto. Em pessoas sauddveis, esta fase de crescimento

atinge o seu pico maximo aos 20-25 anos de idade (60).

Em segundo lugar, da-se uma curta fase de plateau que dura alguns anos, seguida
de uma fase de declinio estavel devida ao envelhecimento fisiologico do pulmao. Varios
fatores podem alterar estas fases, o que déa origem a uma série de trajetorias da fungdo
pulmonar diferentes ao longo da vida (figura 5.2) que podem ter impactos clinicos

significativos (58,60).
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Figura 5.2 — Tipos de trajetorias da funcdo pulmonar desde o nascimento até a morte. Adaptado de (60).

O desenvolvimento de DPOC na idade adulta pode resultar de dois mecanismos
bioldgicos principais: um desenvolvimento anormal do pulmao e/ou uma taxa de declinio
da fungao pulmonar aumentada. Como se pode observar na figura 5.2, em pessoas que
apresentam uma funcao pulmonar abaixo do normal na sua infancia, € possivel que ocorra
uma fase de recuperacdo durante a puberdade, o que permite que esses individuos

consigam atingir valores de funcdo pulmonar considerados normais (58).

Existem muitas mais trajetorias da fun¢ao pulmonar do que aquelas representadas
no grafico, sendo mesmo possivel que uma pessoa tenha periodos de declinio rapido do
VEF, seguidos de periodos em que o declinio ¢ normal ou quase normal, como explicado

por Lange et al (59).

19



Em suma, um crescimento pulmonar incompleto € uma baixa fungao pulmonar,
mesmo na infancia, sdo um fator de risco para o desenvolvimento de DPOC, mesmo na
auséncia de um declinio rapido do VEF; durante a idade adulta e independentemente da

exposi¢ao ao fumo de tabaco (61).

5.2.3. Idade e sexo

Mesmo na auséncia de doenga, o pulmao sofre algumas alteragdes funcionais com
o avancar da idade, como a perda de retracao elastica. Um exemplo disso ¢ o declinio
notavel do VEF, que se verifica ser maior em homens do que em mulheres (19,62). Como
este envelhecimento das vias aéreas se assemelha a algumas alteragdes estruturais que
ocorrem na DPOC, o avancgar da idade ¢ considerado um fator de risco para esta doenga,
podendo-se verificar que existe uma relagao proporcional entre a prevaléncia da DPOC e

o aumento da faixa etaria na tabela 5.1 (25,39).

Tabela 5.1 — Prevaléncia da DPOC segundo a faixa etaria e o sexo. Adaptado de (39).

Prevaléncia da Intervalo de confianca
DPOC (%) de 95% (%)
Faixa etaria (anos)
<50 5,28 4,08-6,49
50-59 10,16 7,94-12,37
> 60 21,38 18,42-25,40
Sexo
Masculino 15,70 13,80-17,59
Feminino 9,93 8,73—-11,13

Tanto a prevaléncia como a mortalidade da DPOC sao maiores no sexo masculino
do que no feminino, como exposto na tabela 5.1, sendo estas diferencas atribuidas a
divergéncias na exposicdo ambiental e nos estilos de vida, nomeadamente no que diz
respeito ao fumo de tabaco, que ¢ considerado o principal fator de risco para o
desenvolvimento de DPOC (39,63). Porém, tem-se verificado um aumento na prevaléncia
e incidéncia desta doenga em mulheres com idade inferior a 60 anos, podendo-se atribuir

parte deste impacto a um aumento do consumo de tabaco neste género (64).
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Quando expostas a uma mesma quantidade de fumo de tabaco, observou-se que
as mulheres tém um maior risco de desenvolver doen¢a mais severa em idades mais
precoces do que os homens (63,65). Adicionalmente, também se verificou que existiam
mais queixas de dispneia e de maiores limitagdes fisicas, bem como exacerbacdes mais

frequentes, em doentes do sexo feminino (64).

Apesar destas observacdes, os mecanismos por tras da maior suscetibilidade das
mulheres ao fumo de tabaco ndo sdo claros. Surgiram vérias hipdteses para tentar explicar
estas diferengas na expressao clinica da DPOC entre sexos, de entre as quais cabe
mencionar: a) o facto das mulheres terem o pulmao e as vias aéreas mais pequenas do que
os homens, o que faz com que haja uma maior concentragdo de fumo de tabaco por
unidade de area de via aérea; b) a existéncia de uma predisposicdo genética para danos
pulmonares provocados por fumo de tabaco associada ao cromossoma X; c) diferengas
no metabolismo do fumo de tabaco mediadas por hormonas; e/ou d) distingdes da funcao
celular e dos mecanismos inflamatorios, assim como diferencas histologicas, estruturais

e fisiologicas, influenciadas pelo sexo (63—65).

5.2.4. Fatores ambientais

A exposicao a fatores de risco durante os primeiros anos de vida, que sdo crucias
para o crescimento do pulmao, pode levar ao desenvolvimento de DPOC em idades mais
avangadas. Uma meta-analise revelou que infe¢des respiratorias graves, bronquite e asma
durante a infancia, bem como o consumo de tabaco por parte da mae durante a gravidez,
estdo associados a um maior risco de DPOC na vida adulta (46). Complementarmente,
outros fatores como a exposi¢ao a fumo (de tabaco, poluicao, etc), a emissdes da queima
de biomassa e a infe¢des respiratorias na idade adulta, estdo também relacionados com a

ocorréncia de DPOC (48).

Sendo o fumo de tabaco considerado o fator de risco ambiental mais importante
para o desenvolvimento de DPOC, existe evidéncia de uma maior incidéncia da doenga
em fumadores e ex-fumadores do que em pessoas que nunca fumaram (36,48,66). O fumo
de tabaco contém muitos componentes que podem influenciar diretamente a atividade
celular pulmonar, causando inflamacao, hipersecrecdo de muco, etc. (67,68). Tendo em

conta que este 6rgdo atua como primeira linha de defesa contra os possiveis danos
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provocados por particulas inspiradas, o epitélio pulmonar acaba por ser o principal alvo

das substancias toxicas presentes no fumo inalado (67).

Os efeitos que o fumo de tabaco tem nos fumadores dependem de vérios fatores,
como a idade e o sexo (ja abordados anteriormente), o estatuto socioecondomico e as
diferencas nos habitos tabagicos de cada individuo, designadamente a forma como o
cigarro ¢ fumado, o niumero, volume e duracdo das tragadas, entre outros (68). Num
estudo caso-controlo realizado por Safitri ef al., foi demonstrado que o desenvolvimento
de habitos tabagicos a uma idade inferior a 15 anos estava associado a um aumento
significativo do risco de DPOC na idade adulta, visto que a exposi¢ao ao fumo de tabaco
durante a infancia e adolescéncia pode interferir com as etapas finais do desenvolvimento
pulmonar e influenciar tanto o VEF; como a CVF (66,69). Complementarmente, apesar
de fumadores ativos terem uma maior probabilidade de desenvolver DPOC, tal nao
significa que fumadores passivos estejam isentos de risco, estando bem estabelecida a

relagcdo entre a exposic¢ao a fumo passivo e a incidéncia desta doenca (70).

Seguindo-se ao fumo de tabaco, varios estudos epidemiologicos demonstraram
que os poluentes atmosféricos também sao um fator de risco importante no
desenvolvimento de DPOC (71,72). A poluigdo atmosférica ¢ composta por uma mistura
complexa de pequenas particulas, goticulas liquidas e gases emitidos por fontes naturais
e/ou sintéticas (47,71). De entre os seus componentes, a matéria particulada que tem um
didmetro igual ou inferior a 2,5 um (PMzs), ¢ das mais estudadas e considerada como
fator de risco no desenvolvimento de doengas respiratorias (72,73). Apos inalada, a PM» 5
¢ capaz de alcangar e se depositar em zonas mais profundas do pulmao, o que pode causar
inflamacao (47,73). Para além disso, € capaz de absorver alergénios, microrganismos e
outros agentes patogénicos do ar, o que as torna ainda mais prejudiciais. Apesar do efeito
patogénico da polui¢do atmosférica na DPOC ainda nao estar claro, existe bastante
evidéncia que suporta o conceito de que a exposi¢cdo a poluicdo, tanto a curto como a

longo prazo, tem efeitos negativos na incidéncia desta doenga (71).

A exposi¢ao ocupacional também contribui para a ocorréncia e progressdao da
DPOC (74,75). Segundo um estudo realizado em Estocolmo, homens expostos a niveis
elevados de particulas de asfalto, ferro e vapores libertados no processo de soldadura,
bem como mulheres expostas a particulas organicas, apresentaram um maior risco para a

DPOC (74). O p6 derivado de determinadas atividades de producdo humanas, como a
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agricultura e a industria téxtil, tem uma correlacdo consistente com esta patologia

respiratoria, independentemente da idade e do estatuto de fumador (75).

5.3. Fisiopatologia

Quando comparados com individuos saudaveis, os doentes com DPOC
apresentam um maior nimero de neutrdfilos, macrofagos e linfocitos T citotoxicos (2,76—
78). Isto deve-se a resposta inflamatoria anormal que ocorre nas pequenas vias aéreas
destes individuos, desencadeada pela entrada de moléculas estranhas nas vias
respiratorias, como os componentes do fumo de tabaco (76,79). Em resposta a estas
particulas nocivas, as células inflamatorias libertam diversas citoquinas e fatores
quimiotaticos, que vao recrutar outras células do sistema imunitario para o pulmao,
amplificando assim a resposta inflamatoria. Para além da inflamag¢do, a DPOC também ¢
caracterizada por stress oxidativo, sendo o fumo de tabaco a principal fonte de radicais
livres no pulmao. Este stress oxidativo desencadeia a libertagdao de proteases e inativagao

de vérias antiproteases, entre outras reacoes (76,77).

Pode-se considerar que existem trés mecanismos patologicos principais que
ocorrem no pulmao de individuos com DPOC (figura 5.3), apesar das suas propor¢oes

relativas poderem variar de doente para doente (7).
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Figura 5.3 — Mecanismos celulares na DPOC. Tul, linfocito T auxiliar; Tcl, linfocito T citotoxico.
Adaptado de (78).

Na presenga de particulas irritantes, as cé€lulas epiteliais pulmonares libertam
fatores de crescimento, que sdo responsaveis por recrutar fibroblastos e estimular o
crescimento de tecido conjuntivo, promovendo a fibrose do tecido pulmonar (76,77). A
libertacdo de proteases (elastases, por exemplo) pelos macrofagos, juntamente com o
desequilibrio entre essas protéases e os seus inibidores provocado pelo stress oxidativo,
conduz a destruicao das paredes alveolares (77,79). Além disso, o processo inflamatorio,
o desequilibrio das proteases, o stress oxidativo e as vias de transdu¢do de sinal levam a
hipertrofia e hiperplasia das células caliciformes e, consequentemente, a uma maior
secrecdo de muco (7,76,78,79). As propriedades bioquimicas do muco também se
alteram, tornando-o mais viscoso e aumentando o risco de infe¢des no trato respiratdrio

por colonizagdes bacterianas (76,77).

5.4. Sinais e sintomas
A DPOC ¢ caracterizada por uma obstrucdo progressiva das vias aéreas e
limitagdo continua do fluxo de ar, o que acaba por se traduzir em sintomas desagradaveis

que causam um impacto negativo na saude e bem-estar dos doentes. Apesar de ser uma
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doenca respiratoria por natureza, a DPOC ndo se limita exclusivamente a sintomas do
foro respiratorio, tendo uma plétora de outros sintomas associados que se manifestam nao

sO a nivel fisico, mas também a nivel psicoldgico (80,81). Alguns destes sintomas sao:

4

¢ Dispneia. E cronica e progressiva, € € o sintoma mais comum na DPOC. Os
termos que os doentes utilizam para a descrever variam bastante, mas
geralmente encontram-se dentro de “uma sensacao de esforgo acrescido para
respirar, peso no peito, ou respiragao ofegante”;

¢ Tosse. Apesar da tosse cronica se apresentar frequentemente como um dos
primeiros sintomas da DPOC, esta ¢ comummente desvalorizada pelos doentes,
que a associam ao fumo de tabaco e/ou a outras exposi¢des ambientais. Esta
tosse pode ser produtiva ou nao;

¢ Expetoragdo. A expetoracao ¢ geralmente dificil de avaliar e associar a DPOC
por varios fatores;

¢ Pieira e aperto no peito. Estes sintomas podem variar entre dias, ou até mesmo
ao longo de um mesmo dia (25);

¢ Perda de peso, perda de musculo e anorexia. Como consequéncia do
desequilibrio entre a ingestdo caldrica e o consumo energético,
aproximadamente metade dos doentes com DPOC estdo em risco de
malnutri¢do. A combinacao deste balanco energético negativo com a atividade
inflamatoéria pode levar a atrofia muscular (25,82).

¢ Fadiga;

¢ Ansiedade e/ou depressao. Sao sintomas muito comuns nesta patologia, estando
principalmente associados a estados de satide mais graves, a um maior risco de

exacerbagoes e a internamentos hospitalares de emergéncia (25).

5.5. Exacerbagoes

As exacerbacdes na DPOC sdo definidas como sendo episddios agudos de
agravamento dos sintomas respiratorios que resultam na necessidade de recorrer a
terapéutica adicional (25,83). Os mecanismos biologicos subjacentes a estes eventos
variam consideravelmente, e as ocorréncias em si podem ser subitas e resultar em idas as
urgéncias e hospitalizacdo dos doentes. As exacerbacdes sdao incidentes importantes no

decurso da doenga devido ao impacto que tém nos individuos e nos sistemas de satde,
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sendo responsaveis por grande parte da carga socioecondomica da DPOC (84,85). Com a

progressao da doenca, estes eventos t€ém tendéncia a ocorrer com maior frequéncia (85).

Sao varios os fatores que podem desencadear estes episodios agudos, de entre os
quais importa mencionar as infegcdes por bactérias ou virus e a poluicao, entre outros.
Anomalias no sistema imunitdrio e mecanismos de defesa do doente levam a
exacerbagdes mais frequentes, estando estas associadas a um declinio pulmonar mais
acelerado, a uma diminui¢do na qualidade de vida e a uma maior mortalidade entre os

individuos afetados (83).

Pode-se definir uma exacerbagdo tendo por base sintomas, eventos ou uma
combinacdo de ambos. As defini¢cdes baseadas em sintomas regem-se pelo agravamento
dos sintomas reportado pelo doente, como o aumento da dispneia, da tosse e do volume
e puruléncia da expetoragdo. J4 as definicdes baseadas em eventos abrangem doentes
cujas condicoes se deterioraram o suficiente para requerer uma mudanca de tratamento

ou recurso as urgéncias/internamento (84).

Segundo o relatério GOLD, as exacerbagdes podem ser classificadas como 1)
ligeiras, se o tratamento com broncodilatadores de curta duragdo de agdo for suficiente;
2) moderadas, caso sejam necessarios antibidticos e/ou corticosteroides orais juntamente
com os broncodilatadores de curta duragdo de acdo; ou 3) severas, quando o doente

recorre as urgéncias ou necessita de hospitalizagao (25).

5.6. Diagndstico e avaliacao

Qualquer individuo acima dos 40 anos que apresente queixas de dispneia, tosse
crénica ou expetoragdo, e/ou um historial de exposi¢ado a fatores de risco para esta doenga,
deve ser avaliado para determinar se tem DPOC, sendo obrigatoria a realizagdo de
espirometria para se poder elaborar um diagnostico. Uma razao de VEF{/CVF apos
broncodilatagdo inferior a 0,7, juntamente com a presenca dos sintomas anteriormente
referidos e uma exposi¢do consideravel a estimulos nocivos, confirmam a existéncia de

uma limitagdo persistente do fluxo aéreo (25).

A espirometria ¢ um exame que avalia a fungdo pulmonar através da quantidade

de ar que o paciente inspira e expira, bem como a rapidez e facilidade com que esse ar ¢
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expirado (86). Para o diagnostico da DPOC, a espirometria realizada deve ser com prova

de broncodilatagdo (87).

Essencialmente, a espirometria deve medir dois parametros: a capacidade vital
forcada, que equivale ao volume total de ar que uma pessoa consegue expirar
forgosamente apds uma inspiragdo maxima; e o volume expiratdrio forcado no primeiro
segundo que, tal como o nome indica, corresponde ao volume que uma pessoa ¢ capaz de
exalar no primeiro segundo dessa mesma manobra respiratéria (25,88). Ambos estes
parametros devem ser comparados a valores de referéncia, definidos com base na idade,
altura, sexo e etnia (25,86). Também deve ser calculada a razdo entre VEF/CVF, razao
esta que ¢ independente de valores de referéncia e, tal como referido anteriormente, deve
ser inferior a 0,7 para se considerar que existe obstrugao (25). Porém, quando comparado
a utilizagdo de valores do limite inferior da normalidade, o uso desta razdo fixa de
VEFi/CVF < 0,7 apresenta algumas limitagdes, como o facto de poder levar a
diagnosticos mais frequentes em idosos, visto que a elasticidade do pulmao decresce com
a idade, enquanto em adultos com idades inferiores a 45 anos pode haver subdiagnostico

(25,38).

Para se diferenciar um resultado normal de um anémalo num determinado exame,
¢ necessario identificar os valores que se incluem dentro e fora do intervalo de confianca
de 95% estabelecido para esse mesmo exame, considerando-se valores anomalos todos
os resultados que se encontrem fora desse intervalo. O limite inferior da normalidade ¢
um valor estipulado com esta finalidade, representando os 5% mais baixos dos resultados
obtidos numa populagao normal (89). Apesar das opinides divergentes acerca de qual
destes métodos ¢ a melhor escolha para definir obstrucao e diagnosticar a DPOC, o
relatorio GOLD continua a favorecer a utilizagdo do VEFi/CVF < 0,7 (juntamente com a

presenca ou auséncia de sintomatologia e fatores de risco), devido a simplicidade e

consisténcia que este método confere ao clinico (25).

r

Apos ser feito o diagndstico, € necessario realizar uma avaliacdo dos varios

aspetos da doenca para que se possa instituir o tratamento mais adequado. Sao estes:

¢ A severidade da restricao do fluxo aéreo;
¢ A natureza e intensidade dos sintomas do doente;

¢ O historico de exacerbagdes moderadas e severas, bem como o risco futuro;
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¢ A presenca de comorbilidades (doengas cardiovasculares, sindromes

metabolicas, osteoporose, depressao, etc.) (25).

Em doentes que apresentem um VEF/CVF apds broncodilatagdo inferior a 0,7,
a gravidade da obstrugdo respiratoria pode ser classificada em 4 graus “GOLD”,

apresentados na tabela 5.2 (25).

Tabela 5.2 — Classificagdo da severidade da obstrugdo respiratéria na DPOC. Adaptado de (25).

GOLD 1 Ligeira VEF: > 80% do valor previsto
GOLD 2 Moderada 50% < VEF; < 80% do valor previsto
GOLD 3 Grave 30% < VEF; < 50% do valor previsto
GOLD 4 Muito grave VEF: <30% do valor previsto

A sintomatologia dos doentes pode ser avaliada através de diferentes
questionarios. De entre os disponiveis para este proposito, existem dois que sdo mais
amplamente utilizados: o Modified British Medical Research Council Questionnaire, que
avalia exclusivamente a falta de ar; e o Teste de Avaliacdo da DPOC (COPD Assessment
Test — CAT™), que é composto por um conjunto de questdes com o intuito de averiguar

o estado de saude do doente com DPOC (25).

Embora o risco de exacerbagdes seja consideravelmente mais alto em doentes com
GOLD 3 e GOLD 4, o VEF| nao ¢ suficiente para antever com precisdo a frequéncia e
severidade das exacerbagdes em doentes com DPOC. Diversos estudos demonstraram
que estes episodios agudos de agravamento da doenga variam bastante de doente para
doente, pelo que a melhor forma de prever eventos futuros ¢ através do historico de
exacerbagOes anteriores ja tratadas (25). Considera-se que um doente tem um risco
elevado de exacerbagdes futuras se teve duas ou mais exacerbacdes nos ultimos 12 meses,
ou se teve uma exacerbagdo que levou a internamento hospitalar nesse mesmo periodo de

tempo (87).
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6. Opcoes farmacologicas e algoritmos terapéuticos utilizados no

tratamento da DPOC

Os sintomas associados a DPOC tém consequéncias marcantes nas atividades
diarias, no estado de satide e na qualidade de vida dos doentes (90). Por este motivo, um
dos principais propoésitos do tratamento farmacologico ¢ a melhoria desta sintomatologia
persistente e da tolerancia ao exercicio fisico, bem como a reducdo da ocorréncia de

exacerbagoes, da progressao da doenca e da mortalidade (3,91).

6.1. Farmacos para administragao pulmonar

A intervencao farmacoldgica primaria no tratamento da DPOC tem por base a
terapéutica broncodilatadora de longa duragdo de acdo, que engloba tanto os agonistas-
B2 de longa duragdo de acdao (LABAs) como os anticolinérgicos, nomeadamente os
antagonistas muscarinicos de longa duracdo de acao (LAMASs). Juntamente com estes
farmacos, podem ainda ser utilizados os corticosterdides inalaveis (ICS) (3,90,92). Os
broncodilatadores de longa duragdo de acdo sao utilizados como terapéutica de
manutenc¢do regular, mas em caso de crise, ou como terapéutica inicial em doentes com
poucos sintomas, podem ser utilizados broncodilatadores de curta duracao de agdo, como

os agonistas-f2 de curta duracdo de acao (SABAs) (91,92).

Os LABAs e os LAMASs promovem o relaxamento do musculo liso bronquico e

melhoram o fluxo de ar e, consequentemente, as trocas gasosas (93,94).

¢ Agonistas-f32

Tal como o proprio nome indica, os agonistas-f2 sao responsaveis por estimular
os recetores 2-adrenérgicos, o que leva ao aumento da via de sinalizagdo da adenosina
monofosfato ciclica (94). Para além de causarem broncodilatagdao, os agonistas-2
também promovem o transporte mucociliar e diminuem o recrutamento de neutrofilos e

a libertacdo de mediadores dos mastdcitos (93).

Alguns exemplos de SABAs incluem o salbutamol e a terbutalina. O formoterol,

salmeterol e indacaterol sdo alguns dos LABAs utilizados na DPOC. Enquanto os SABAs
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tém uma duracgao de agdo de entre 4 a 6 horas, os LABAs atuam durante 12 horas ou mais
(25). As moléculas de LABAs mais recentes, como o indacaterol e o olodaterol, tém uma
duracdo de acao que ultrapassa as 24 horas, o que permite que sejam administrados apenas

uma vez por dia (93).

Os efeitos adversos associados a utilizagdo de agonistas-Bf2 sdo previsiveis e
dependentes da dose administrada. De entre os mais comuns podem-se destacar a
taquicardia e as arritmias cardiacas em individuos predispostos, nomeadamente nos

idosos (95).

¢ Anticolinérgicos

Os anticolinérgicos sao uma classe de fArmacos que inibem a a¢do da acetilcolina
ao nivel dos recetores muscarinicos (94). Embora sejam expressos pelo menos 3 subtipos
de recetores muscarinicos no pulmao, os anticolinérgicos atuam principalmente nos
recetores M3 (96). Comparativamente aos antagonistas muscarinicos de curta duragao de
acao (SAMAs), como o brometo de ipratropio, os LAMAs t€ém uma maior seletividade
para estes recetores e ficam ligados aos mesmos durante um maior periodo de tempo, o

que prolonga o efeito broncodilatador (25,96).

De entre os LAMAs existentes, podem-se destacar o brometo de aclidinio, o

brometo de glicopirronio, o brometo de tiotrdpio € o brometo de umeclidinio (25).

Geralmente, os anticolinérgicos inaldveis sdo bem tolerados e ndo apresentam
muitos efeitos adversos a nivel sistémico, pelo facto da sua absorcdo para a corrente

sanguinea ser minima. Assim, a reagao adversa mais comum ¢ a xerostomia (95).

¢ Corticosterdides

Os corticosterdides sdo agentes anti-inflamatdrios que atuam através da ativagao
dos recetores de glucocorticoides no organismo (97). Apesar do tratamento com
corticosterdides nao atrasar o declinio do VEF; a longo prazo, a sua utilizacao diaria pode
resultar numa reducao da frequéncia de exacerbacdes e melhoria geral do estado de satde,
principalmente em doentes que ja estejam num estado mais avangado da doenga (95). O
uso de corticosterodides pode acarretar um maior risco de efeitos adversos, pelo que ¢
importante identificar corretamente quais os doentes que efetivamente podem beneficiar

da sua utilizacao (97).
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Os biomarcadores permitem que se estude a presenca e/ou atividade dos varios
processos biologicos, de modo a identificar individuos com mecanismos fisiopatologicos
distintos e, assim, adaptar a terap€utica farmacologica as suas necessidades especificas
(91). A contagem de eosinofilos funciona como um biomarcador que permite prever a
resposta dos doentes aos ICS, havendo evidéncia substancial que demonstra que em
contagens de eosindfilos de pelo menos 0,1x10° células/L, o tratamento com uma
associagdo LABA+ICS leva a uma redug¢do do risco de exacerbagdes futuras
comparativamente a uma terapéutica feita unicamente com LABA (91,98). Paralelamente
a isto, observou-se que para essa mesma associagao de farmacos, quanto maior fosse a
contagem de eosinofilos, maior era o seu efeito na diminuig¢ao do risco de exacerbagoes

em relacdo a utilizagdo exclusiva do LABA (98).

A fluticasona, a beclometasona e a budesonida sdo alguns dos corticosterdides

inalaveis disponiveis para o tratamento da DPOC (25).

Relativamente a administragdo de corticosterdides por via oral, a via inalatoria
apresenta uma absorg¢ao sistémica consideravelmente menor, o que minimiza a incidéncia
dos efeitos adversos associados a terapéutica com corticosterdides a nivel sistémico,
como a miopatia induzida por esterdides e a perda de densidade Ossea. As principais
reacoes adversas provenientes da administragdo pulmonar desta classe
farmacoterapéutica sao a candidiase oral, a afonia, algumas contusdes na pele € um maior

risco de desenvolvimento de pneumonia (95).

6.2. Farmacos para administrac¢do sistémica

Ainda que os broncodilatadores e os corticosteroides inaldveis sejam as principais
recomendacodes para o tratamento da DPOC, os farmacos orais continuam a ser prescritos
regularmente na pratica clinica. Adicionalmente, a adesdo as terapéuticas orais ¢
razoavelmente melhor, visto que os dispositivos inalatérios exigem que os doentes sejam

educados quanto a sua utilizagao (99).

¢ Metilxantinas

As metilxantinas sdo inibidores nao-seletivos da fosfodiesterase que promovem a

broncodilatagdo e estimulam a fun¢do do musculo inspiratério (99,100). A teofilina € a
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metilxantina mais utilizada, havendo evidéncia de uma melhoria no VEF; quando esta ¢
administrada em conjunto com o salmeterol inaldvel (em comparacao com o uso isolado
desse LABA), bem como do seu efeito broncodilatador no tratamento de sintomas como

a dispneia (25,99).

Todavia, mesmo existindo provas dos seus efeitos benéficos na DPOC, a
utilizacao desta classe farmacoterapéutica continua a ser muito controversa devido aos
seus efeitos ndo-broncodilatadores. Para além da clearance da teofilina diminuir com a
idade, o seu metabolismo ¢ alterado por diversas variaveis fisiologicas e outros fArmacos
(25). Por outro lado, num ensaio clinico randomizado, verificou-se que a adicdo de
teofilina em baixa dose em adultos tratados com ICS e com elevado risco de
exacerbagoes, ndo reduziu o numero de exacerbacdes ao longo de um periodo de 1 ano
quando comparado com um placebo (101). Outros estudos também demonstraram que o
tratamento de exacerbagoes na DPOC com metilxantinas estava associado a efeitos

adversos e interacdes medicamentosas frequentes (100).

A toxicidade das metilxantinas estd diretamente relacionada com a dose, o que se
apresenta como um obstaculo, visto que grande parte do beneficio destes farmacos so
ocorre quando ¢ administrada uma dose perto da dose toxica. As metilxantinas tém um
amplo espetro de efeitos adversos, de entre os quais nauseas, enxaquecas, convulsdes e

arritmias, que podem até mesmo ser fatais (24).

¢ Macroélidos

Complementarmente aos seus efeitos antimicrobianos, os macrélidos também
exercem uma a¢ao anti-inflamatoéria (91). O tratamento de longo prazo com azitromicina,
numa posologia de 250 mg/dia ou de 500 mg trés vezes por semana, ou com eritromicina,
numa dose de 250 mg administrada duas vezes por dia, leva a uma redu¢ao do risco de
exacerbagoes em doentes propensos a estes episodios agudos (25,91). O efeito dos

macroélidos provou ser ainda maior em doentes ex-fumadores (91).

A utilizagdo destes farmacos estd associada a um aumento da resisténcia a
antibidticos, bem como a perda de audi¢cdo e prolongamento do intervalo QTc, um dos

parametros associado ao eletrocardiograma (25,91).
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¢ Mucoliticos

Os mucoliticos, como a carbocisteina, N-acetilcisteina e erdosteina podem ajudar
a reduzir as exacerbacgdes e melhorar um pouco o estado de saude independentemente dos
doentes estarem a fazer ICS ou ndo (25,102). A erdosteina tem propriedades antioxidantes
e anti-inflamatorias, e apesar de ndo ter efeitos significativos na funcdo pulmonar,
verificou-se que consegue reduzir o nimero absoluto de exacerbagdes ao longo de um
ano, bem como a duragdo e frequéncia das mesmas (102). Em relacdo a carbocisteina e a

N-acetilcisteina, o perfil de eficacia e seguranga da erdosteina ¢ maior (103).

¢ Inibidores da fosfodiesterase-4

O principal mecanismo de agdo dos inibidores da fosfodiesterase-4 (PDE4)
consiste na quebra da adenosina monofosfato ciclica intracelular, o que reduz a
inflamacao (25). Em doentes com obstrugdo respiratéria grave ou muito grave, bronquite
cronica ¢ um historico de exacerbagdes, o roflumilaste reduz as exacerbacdes moderadas
e graves tratadas com corticosterdides sistémicos. Ainda que ndo possua uma agao
broncodilatadora direta, este firmaco demonstrou ser capaz de melhorar o VEF,

(25,91,95).

O roflumilaste tem mais reagdes adversas do que os medicamentos inalaveis, mas
menos do que as metilxantinas (25,95). No entanto, deve ser evitado em doentes
hepaticos, e como ¢ metabolizado pelo CYP3A4 ¢ o CYP1A2 para dar origem ao
metabolito ativo, € necessaria precaucao em doentes cuja medicagdo habitual inclua fortes

inibidores ou indutores desses citocromos P450 (95).

Os efeitos adversos mais comuns dos inibidores da PDE4 incluem nauseas,
diarreia, perda de peso e efeitos psicologicos, como a ansiedade e depressao (25,91,95).
Por conseguinte, ¢ recomendado que se faga uma monitorizagdo do peso do doente ao
longo do tratamento, que seja evitado o uso de roflumilaste em doentes com peso abaixo
do normal, e que se tenha em atencdo a sua utilizacdo em individuos com depressao (25).
Contudo, ¢ de notar que as reagdes adversas ao roflumilaste parecem diminuir quando se
inicia o tratamento a uma posologia de 250 pg/dia (durante as primeiras quatro semanas),
antes de se dar inicio a toma da dose terapéutica, de 500 pg. Esta estratégia provou reduzir
a descontinuacdo da terapéutica e melhorar o perfil de tolerdncia dos doentes em

comparagao com o inicio de tratamento a uma posologia de 500 pg/dia (104).
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7. O pulmao como via de administracao

A via de administragdo pulmonar ¢ uma via que permite a administragdo de
farmacos tanto a nivel local como a nivel sistémico, de uma forma rapida, eficaz e nao-
invasiva. Assim sendo, ¢ muito explorada para o tratamento de doengas do foro pulmonar,
mas também de outras doengas que carecem de terapéutica sistémica. De facto, gracas a
grande area de superficie e alta vascularizagdao do pulmao, a auséncia de efeito de primeira
passagem e a menor quantidade de enzimas responsaveis pela metabolizagao de farmacos,
a via pulmonar tem também muito potencial na administragdo de farmacos para esta
ultima aplicacao (23,105). Relativamente a outras vias, a administragao pulmonar oferece
varias vantagens, como um inicio de agdo rapido, efeitos adversos reduzidos e uma maior

biodisponibilidade (106).

Contudo, as vias respiratorias do ser humano sdo um sistema anatdémico complexo
que inclui varias estruturas distintas, como a traqueia, os bronquios, os bronquiolos e os
alvéolos, o que torna dificil avaliar o transporte e deposi¢do das particulas inaladas
(17,107). O tamanho dos alvéolos € apenas um exemplo de como as caracteristicas do
trato respiratorio afetam o comportamento dos aerossois inalados, uma vez que as taxas
de retencdo dos aerossdis sdao maiores em alvéolos mais pequenos (22).
Complementarmente, a partir do momento em que as particulas do farmaco sdo
depositadas no pulmao, estdo sujeitas aos varios mecanismos de defesa deste o6rgdo, de
entre os quais o transporte mucociliar e a fagocitose pelos macrofagos alveolares, que
levam a um decréscimo da concentracdo de farmaco, podendo esta ficar abaixo da

concentracdo minima efetiva (106).

O fluxo e a deposi¢ado das particulas de um aerossol sao substancialmente afetados
pela estrutura do trato respiratorio, € qualquer alteragcdo fisiopatologica nas vias aéreas,
como as mudancas induzidas por infe¢cdes do foro respiratorio, pode alterar o padrao de
deposi¢ao dos aerossois inalados. O tamanho das particulas também ¢ de especial
importincia, visto que apenas particulas com um determinado didmetro aerodindmico

(normalmente de 1 a 5 um) sdo capazes de alcangar o pulmao com eficacia (23).

Posto isto, para que se consiga prever o percurso/deposicao das particulas inaladas
e garantir que a administragdo por via pulmonar € um sucesso, € essencial ter em atengao

todos os elementos do sistema respiratorio e as suas particularidades, assim como as
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propriedades fisico-quimicas do firmaco a ser administrado, a natureza e caracteristicas
da formulagdo em si, € o tipo de dispositivo usado para administragao, bem como o

proposito da terapéutica a instituir (23,107,108).

7.1. Deposicao, dissolucdo e eliminacao das particulas de um aerossol

A zona do pulmao em que as particulas sdo depositadas ¢ crucial para determinar
o destino das mesmas. Os alvéolos sdo a zona mais favordvel para que haja uma absor¢ao
rapida, devido a sua elevada permeabilidade, ampla area de superficie e boa irrigagao
sanguinea, sendo este o alvo quando se deseja uma agao sistémica. J4 as células epiteliais
da zona condutora apresentam-se como um obstaculo para a absor¢do sistémica (106).
No entanto, varios fatores condicionam a deposi¢ao das particulas de um aerossol em
diferentes regides do trato respiratorio, como o diametro aerodindmico das particulas, a
frequéncia respiratoria, o volume pulmonar, o volume respiratorio e as condicdes de

saude do individuo (23).

Como representado na figura 7.1, existem trés principais mecanismos de
deposi¢ao das particulas de um aerossol: o impacto por inércia, a sedimentagdo por
gravidade, e a difusdo Browniana (23,106,109). O mecanismo de deposicdo que uma
determinada particula segue depende diretamente do seu diametro aerodinamico, que
também determina em que zona do trato respiratdrio a particula vai ser depositada

(106,109).

Sedimentagao
por gravidade

Figura 7.1 — Mecanismos de deposi¢do das particulas de um aerossol. Adaptado de (23).
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Particulas com um didmetro aerodindmico superior a 5 um sdo geralmente
depositadas na regido traqueobronquica através do impacto por inércia. Isto porque estas
particulas ganham velocidade com a inalagdo e mantém uma determinada trajetoria, e
quando o fluxo de ar muda de dire¢do com a ramificagdo das vias aéreas, estas sao
incapazes de seguir esse movimento devido a sua inércia, pelo que acabam por colidir

com as paredes das vias respiratorias (23,106,109).

A deposicao através do mecanismo de sedimentacao por gravidade ocorre nas vias
respiratorias de menor calibre e na regido alveolar, onde a velocidade do fluxo de ar ¢
mais baixa, o que permite que as forcas gravitacionais atuem sobre particulas com um
diametro aerodinamico de 1 a 5 um (23,106,109). Apenas € possivel haver sedimentagao
quando a forga gravitacional que atua sobre as particulas € maior do que as forcas de

arrastamento impostas pelo fluxo aéreo (23).

O mecanismo de deposi¢ao por difusdo Browniana da-se em particulas com um
didmetro inferior a 1 um, predominantemente em particulas com diametros inferiores a
0,5 um, que se depositam maioritariamente na zona respiratdria do pulmao. Uma
particularidade deste mecanismo ¢ que, quanto menores forem as particulas, maior € a

sua deposi¢ao (23,109).

Apo6s a deposigdo, se esta ocorrer na regido alveolar, segue-se a dissolugdo das
particulas no surfactante pulmonar para posterior interacdo celular e/ou absorgao
sistémica. Neste passo, a solubilidade do farmaco ¢ importante. No entanto, o facto do
volume de surfactante pulmonar ser limitado também € um fator condicionante, podendo
levar a uma dissolugdo incompleta das particulas depositadas (110). No caso de uma
deposi¢ao em zonas mais proximais, as particulas ficam retidas no muco e acabam por

ser eliminadas através do mecanismo de limpeza mucociliar (109).

Quando se pretende que haja um efeito local, uma rapida eliminacao ou absorg¢ao
sistémica conduzem a um declinio da concentragdo de farmaco no pulmao. Os varios
mecanismos de defesa pulmonar s3o um desafio no desenvolvimento de estratégias de
administracao de farmacos para esta modalidade, pois impedem que haja uma exposi¢ao
e acdo farmacologica prolongadas (106). Para além dos ja referidos, outros mecanismos
de defesa incluem a degradagdo enzimatica e a eliminacdo mecanica (como a tosse, 0s
espirros e a degluticdo) de particulas que se depositaram no trato respiratorio superior

(23).
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7.2. Tipos de dispositivos para administragdo pulmonar

7.2.1. Inaladores pressurizados com valvula doseadora

Os inaladores pressurizados com valvula doseadora (MDIs) consistem em
recipientes pressurizados e multidose, onde a formulagdo esta contida. Quando
acionados, dispensam uma unica dose de farmaco através de uma valvula doseadora
ligada a um orificio de saida. Este tipo de dispositivo pode conter formulacdes em
solucdo, suspensao ou co-suspensdo, e para além da substancia ativa em si, contém outros
componentes essenciais a formulacdo, como um propulsor, agentes suspensores, co-

solventes e surfactantes (111).

Apesar de existirem MDIs para todas as classes farmacologicas inaldveis
disponiveis no tratamento de doencgas obstrutivas, o doente pode-se deparar com algumas
dificuldades na utilizacdo deste tipo de dispositivo. A necessidade de haver uma
coordenagdo entre a inspiracdo € a ativacdo do dispositivo, bem como a alta taxa de
deposicao na orofaringe associada aos MDIs, leva a que apenas uma pequena parte do
aerossol consiga efetivamente alcangar as vias aéreas inferiores. Por este motivo, os MDIs
sdo muitas vezes utilizados em conjunto com camaras expansoras. Nao obstante, cabe
mencionar que a necessidade de coordenacgdo inspiragdo/ativacao foi contornada com a
criacdo de MDIs ativados pela inalacao, que contém um sistema que ¢ ativado pelo fluxo

inspiratorio do doente, libertando a dose quando o individuo inala. (109).

7.2.2. Inaladores de po seco

Os inaladores de po6 seco (DPIs) sdao dispositivos que contém a substancia ativa
em forma de p6 micronizado, juntamente com os outros excipientes da formulagdo
(109,111). Existem DPIs de dose tnica, nos quais ¢ necessario colocar uma céapsula (de
gelatina ou hidroxipropilmetilcelulose) que contém a dose terapéutica a cada utilizagdo,
e DPIs multidose, que dispensam doses individuais que estdo contidas no seu interior.
Neste tipo de inaladores, a inalagcao do farmaco depende da forga inspiratdria do doente.
Apos ser acionado, o doente deve inspirar para que o fluxo de ar crie turbuléncia no
interior do dispositivo, o que vai permitir retirar a dose do mesmo, para posterior entrada

nas vias aéreas. Uma vez que as particulas micronizadas de farmaco tém tendéncia a
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agregar (e consequentemente, tém uma baixa capacidade de aerossolizagdo), ¢ frequente
as formulagdes de po seco incluirem transportadores, que sdo excipientes introduzidos
para melhorar a dispersao e aerossolizacdo. Quando a formulagdo € arrastada para o
exterior do dispositivo, as particulas de fArmaco e de transportador separam-se devido a
turbuléncia gerada, ficando o tltimo depositado na orofaringe enquanto a substancia ativa
progride ao longo das vias respiratorias dado o seu diametro aerodindmico adequado ao

efeito (109).

Estes dispositivos tém sido alvo de muito interesse nos ultimos anos porque nao
requerem um propulsor e os doentes ndo tém a necessidade de coordenar a inalagao com
a ativacdo do DPI, como acontece com os MDIs (112). No entanto, o fluxo inspiratdrio
necessario para retirar a dose, desagregar as particulas de farmaco e permitir uma
deposi¢ao pulmonar adequada costuma ser relativamente elevado, e varia de DPI para
DPI (109,111). Tal exigéncia pode ser um problema no tratamento de individuos com
doencas pulmonares obstrutivas, especialmente em estadios mais graves dessas doencgas

(109,112).

7.2.3. Inaladores de névoa suave

Nos inaladores de névoa suave (SMls), a formulacao esta contida num cartucho
que ¢ inserido no dispositivo. Cada vez que este ¢ acionado, sdo libertadas doses
individuais do farmaco (109). Os SMIs ndo utilizam propulsores para libertar a
formulacao; em vez disso, utilizam um “sistema de mola” que empurra o firmaco através
de uma membrana, emitindo um aerossol de pequenas particulas finas (111). O termo
13 4 9 4 : 4 ~

névoa” ¢ usado para descrever o mecanismo por tras da produgao do aerossol, bem como

as qualidades da nuvem de aerossol gerada (112).

A emissdo do aerossol ¢ mais estdvel neste tipo de dispositivo, o que contribui
para uma utilizacao mais facil e conveniente para os doentes. Por outro lado, como a dose
¢ libertada num periodo de tempo relativamente alargado, ndo € necessdria uma
coordenagdo tao rigorosa entre 0 momento em que se aciona o dispositivo e se inicia a

inalagdo, o que aumenta a probabilidade de uma maior deposi¢ao pulmonar (111).
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Comparativamente aos MDIs atuais, os SMIs conferem uma libertacdo do
aerossol mais lenta, o que reduz substancialmente a deposi¢ao na orofaringe e aumenta a

quantidade de farmaco que de facto chega ao pulmao (109,111,112).

7.2.4. Nebulizadores

Um nebulizador ¢ um equipamento que consegue transformar solugdes ou
suspensoes em aerossois, libertando um fluxo constante de farmaco na forma de uma fina
névoa. Este processo pode ocorrer de formas diferentes, dependendo do tipo de
nebulizador. Ao contrario dos MDIs e DPIs, a utilizagao de um bocal ou de uma mascara
¢ indispensavel neste tipo de dispositivo, apesar do uso de um bucal ser mais aconselhdvel
(109). A maéscara ¢ uma alternativa que se utiliza apenas em doentes cuja utilizagao do
bocal ¢ dificil (109,112). Apos a ativagao do nebulizador, o doente deve ficar a inalar o
aerossol durante 10 a 15 minutos, at¢ que todo o farmaco acabe. Este tempo de
administracdo mais alongado permite que sejam administradas maiores doses

comparativamente aos outros dispositivos (109).

Existem trés tipos principais de nebulizadores: os nebulizadores a jato, os
nebulizadores ultrassonicos e os nebulizadores com membrana oscilatoria. Um dos
grandes beneficios dos nebulizadores € o facto de ndo ser necessaria a sincronizacao entre
a ativagdo do dispositivo e a inalagdo, o que os torna muito uteis em pediatria, em doentes
mais idosos ou em pessoas que ndo consigam utilizar de forma correta e eficaz os MDlIs
(mesmo com camara expansora) € os DPIs (devido ao elevado fluxo inspiratério que estes
dispositivos requerem) (109,112). Adicionalmente, ndo € necessaria uma técnica
inalatoria especifica para este tipo de dispositivo, sendo suficiente que o doente respire
normalmente para que a administragao seja bem sucedida (112). Contudo, algumas das
desvantagens destes equipamentos incluem o extenso tempo de administragdo, o maior

custo e a acrescida complexidade (109,112).
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8. Estratégias de formulacido para o tratamento da DPOC

Mesmo com as opgdes terapéuticas que existem atualmente, a DPOC continua a
ser uma doenca de gestdo particularmente dificil (7). Nao ¢ possivel tratar esta doenca
tendo apenas em conta a farmacoterapia, visto que existem outros problemas para além
da escolha do farmaco mais adequado para o tratamento, como as barreiras biologicas

que tém de ser ultrapassadas e a baixa biodisponibilidade da substancia ativa (79,113).

Posto isto, ¢ importante otimizar as formulagdes para inalagdo de modo a alcangar
uma administracdo pulmonar suficiente que permita assegurar uma boa resposta
terapéutica. Para uma melhor eficicia, a administragdo do farmaco deve ser segura,
reprodutivel e pratica. Tais propositos podem ser alcancados tendo em atencdo varios

aspetos, de entre os quais a formulagao (8).

Devido as limitagdes associadas aos tratamentos convencionais de varias doengas
cronicas, durante as ultimas décadas tem havido um grande interesse no estudo de novos
sistemas que permitam uma administracdo seletiva dos farmacos (10). Algumas
estratégias para o desenvolvimento de novos sistemas de veiculagdo de farmacos tém
demonstrado resultados promissores, podendo minimizar os efeitos adversos das
substincias ativas ao melhorar a sua farmacocinética e direcionar o seu efeito para

células-alvo (113).

Nos subcapitulos seguintes, serdo abordadas algumas das estratégias de
formulacao atualmente existentes que poderdo ajudar a alcangar melhores resultados
terapéuticos na DPOC, juntamente com alguns estudos que revelaram resultados de
interesse para cada estratégia. Genericamente foi estabelecido um intervalo méaximo de 5
anos para a sele¢ao dos estudos abordados, de modo a providenciar informa¢do o mais

atual possivel, verificando-se, no entanto, uma excegao.

8.1. Estratégias de formulacdo com base na nanotecnologia

A nanotecnologia corresponde, por defini¢do, a uma area que se foca no
desenvolvimento e utilizacdo de materiais com dimensoes entre 1-100 nm (114,115). A

capacidade de manipular estruturas a uma escala atdmica permite a criagdo de
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nanomateriais que seguem as leis da mecanica quantica, ao contrario de outros objetos e
sistemas produzidos a larga escala, que se regem pelas leis classicas da fisica e quimica
(114). Estruturas, particulas e materiais a escala nanométrica t€ém propriedades tnicas, o
que abre portas ao desenvolvimento de sistemas inovadores para o diagndstico e
tratamento de doencas. Estes nanomateriais podem ser desenvolvidos com diferentes
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, tanto na sua superficie como no seu interior, e
gragas ao seu tamanho reduzido, que se assemelha ao de vérias estruturas biologicas
(como os organelos e vesiculas, que t€ém uma dimensao igual ou inferior a 100 nm), hé a
possibilidade de interromperem interagdes moleculares e, consequentemente, alterarem o
curso de uma doenca ou condi¢do (115). Apesar desta limitacio dos tamanhos na
defini¢do mais estrita, na area de veiculagdo de farmacos ¢ frequente assumir-se uma
defini¢do mais ampla e abrangente dos sistemas nanométricos, principalmente no que se
refere ao seu tamanho, que se assume assim poder ir até aos 1000 nm (116). Assim, para
efeitos desta dissertacdo serdo considerados como tal sistemas que estejam na escala

submicrométrica.

A utilizagdo de nanoparticulas para administracdo pulmonar no tratamento da
DPOC ¢ uma perspetiva interessante, que poderia melhorar a eficicia das terapéuticas
atuais gracas a sua capacidade de veicular os fArmacos até regides mais profundas do
pulmao, e ultrapassar as barreiras biologicas (79,117). No entanto, também pode ser
desafiante, visto que a administragdo em si, 0 mecanismo pelo qual as particulas se
depositam, e a interacdo do farmaco com as células dependem em larga medida do

tamanho das particulas inaladas (117).

Existem varias nanoestruturas que variam no tamanho, forma e material utilizado,
e que podem ser categorizadas em diferentes grupos de acordo com as suas propriedades.
Dada a sua relevancia na area focada nesta dissertacao, serao detalhadas as nanoparticulas

poliméricas, os lipossomas e as nanoparticulas inorganicas (118,119).

8.1.1. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas solidas e coloidais que sao
desenvolvidas a partir de qualquer polimero sintético, como os poliésteres, que incluem
a poli-caprolactona, o acido polilatico (PLA) e o acido polilatico-co-glicolico (PLGA),

ou natural, como a albumina e a gelatina (119,120). As nanoparticulas poliméricas sao
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tipicamente divididas em nanocdpsulas e nanoesferas, tal como representado na figura
8.1. As primeiras sao um sistema do tipo reservatorio, em que o farmaco esta encapsulado
no interior de uma camada externa constituida pelo polimero; enquanto as segundas
correspondem a um sistema do tipo matriz, onde a substincia ativa se encontra dentro da

propria matriz polimérica ou adsorvida a sua superficie (119,121).

Membrana

Particulas
de farmaco

Nanocapsula Nanoesfera

Figura 8.1 — Representagdo esquematica de uma nanocapsula e de uma nanoesfera. Adaptado de (122).

Um estudo realizado por Buhecha et al. procurou utilizar nanocapsulas para co-
encapsular dois farmacos com aplicagao na DPOC, a teofilina e a budesonida, com carater
hidrofilico e hidrofobico, respetivamente. Para tal, utilizaram PLA como polimero de
encapsulacdo, com o objetivo de produzir nanoparticulas que proporcionassem a
libertacao prolongada de ambos os fArmacos, possibilitando um alargamento do intervalo
de administracdo e, potencialmente, um aumento da adesdo a terap€utica por parte dos
doentes. As nanoparticulas foram otimizadas para maximizar a eficacia de carga dos
farmacos, mantendo também um tamanho e carga superficial adequados. Além das
nanoparticulas com co-encapsulacdo dos farmacos, foram também produzidas
nanoparticulas com os fdrmacos individuais, para utilizacdo como controlo. Devido a sua
elevada solubilidade em meio aquoso e fraca interagdo com o polimero (que ¢ lipofilico),
a encapsulacdo de substincias hidrofilicas ¢ mais dificil do que a encapsulagdo de
compostos lipofilicos, o que resultou em maior eficacia de carga para a budesonida. O
ensaio de libertacdo in vitro, realizado numa mistura de fluido pulmonar simulado (SLF)
com metanol, revelou uma libertacdo reduzida de ambos os farmacos a partir das

nanoparticulas preparadas apds 24 h, tendo sido de 10—15% para a teofilina e 3—7% para
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a budesonida (figura 8.2). Verificou-se igualmente que nao havia um efeito marcado da
encapsulacao em conjunto ou individual. No mesmo tempo de ensaio a dissolucao dos
farmacos livres correspondeu a 50-60%, o que mostra que as nanoparticulas asseguram
uma libertacao prolongada da teofilina e da budesonida, o que contorna a necessidade de
utilizar varios dispositivos numa situag¢do clinica. Juntando-se a isto um intervalo de
administracao mais extenso e uma redu¢do da ocorréncia de efeitos adversos associados
a libertagdo prolongada, poderia ser possivel melhorar a adesdo do doente a terapéutica

(123).
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Figura 8.2 — Libertacdo de teofilina (A) e de budesonida (B) em meio pulmonar simulado/metanol, a
partir das nanoparticulas formuladas com farmacos em associagdo e de forma individual, em comparaggo
com o perfil de dissolugdo dos farmacos (concentra¢do equivalente). Adaptado de (123).

A exposicao de células 16HBE140- (epitélio bronquial humano) as nanoparticulas
mostrou viabilidade celular semelhante aquela obtida apds incubagdo com os farmacos
na forma livre, apresentando percentagens aproximadamente iguais ou superiores a 70%

para concentragdes de nanoparticulas de 2,5 mg/mL, tanto para as nanoparticulas
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contendo teofilina e budesonida de forma isolada, como para as que continham os
farmacos em co-encapsulagdo. Ja nos estudos de permeabilidade, verificou-se que os
farmacos contidos em nanoparticulas atravessavam as células mais lentamente do que
quando na forma livre, o que coincide com a observacao anterior de uma libertagao
prolongada. A avaliagdo aerodinamica de uma suspensdo das nanoparticulas apds
nebuliza¢do mostrou elevada retengdao no dispositivo, tendo-se observado que boa parte
das goticulas geradas tinham tamanho inferior a 6,8 pm, o que permitiu uma maior
retencdo em estadios do dispositivo que simulam as zonas mais profundas do pulmao
(figura 8.3). Adicionalmente, a fragao de particulas finas (FPF) calculada para a teofilina
e para a budesonida foi maior nas nanoparticulas que apresentam co-encapsulacao em
compara¢do com as que encapsulam os farmacos individualmente. Sendo assim, o estudo
de deposicao indica que os farmacos podem ser administrados nos locais adequados e que
a formulagdo ¢ apropriada para inalagdo, pelo que estas nanoparticulas podem-se

apresentar como uma nova estratégia de formulacao para administragao pulmonar (123).
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Figura 8.3 — Comparagao dos perfis de deposigﬁo da teofilina (A) e da budesonida (B) das nanoparticulas
formuladas com os farmacos em associagdo e de forma individual nos diferentes estadios do impactador
utilizado, quando administradas sob a forma de suspensao nebulizada. Adaptado de (123).
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Num outro estudo foi otimizada uma formulacao de nanoparticulas poliméricas
que continham miR-146a adsorvido a sua superficie, sendo este responsavel por regular
negativamente a inflamagao ao inibir a expressao do gene da cinase 1 associada ao recetor
da interleucina 1 (IRAKT), que foi o principal gene alvo deste estudo. Para a preparagao
das nanoparticulas, foi utilizado o polimero biodegradavel poli(glicerol adipato-co-w-
pentadecalactona), tendo-se adicionado dioleoiltrimetilamoénia propano (DOTAP), um
lipido cationico, para melhor incorporar o miR-146a. Verificou-se que, quanto maior
fosse a concentracao de DOTAP, menor era o tamanho de particula e mais positivo era o
potencial zeta. Foram obtidas nanoparticulas com miRNA com cerca de 250 nm e
potencial zeta positivo (entre +6 e +11 mV), o qual sofreu alguma redugdo apds
associacao do miRNA, ao contrario do que se verificou no tamanho. Esta reducao no
potencial zeta das particulas demonstrou que o miR-146a foi efetivamente adsorvido. Os
ensaios de libertagdo realizados em solucdo tampao fosfato-salino (PBS) indicaram uma
libertacao bifasica, numa primeira fase com libertacao rapida (= 51%) até as 4h, a que se
seguiu uma libertagao continua até as 24 h, tendo-se alcancado cerca de 77% de miRNA
libertado. Os ensaios de citotoxicidade realizados em células A549 (epitélio alveolar
humano) revelaram maior reducdo da viabilidade celular quando as nanoparticulas
continham mais DOTAP. Por outro lado, a uma concentragdo de 1,25 mg/mL das
referidas nanoparticulas, verificou-se um decréscimo de 35% da viabilidade celular, tendo
esta atingido os 65%. Porém, ¢ de notar que uma concentracao tao elevada ndo € esperavel
no pulmao, dada a sua grande area. Nas mesmas células avaliou-se a internalizagao celular
ap6s marcacdo das nanoparticulas e do nucleo das células com etiquetas fluorescentes.
Como apresentado na figura 8.4, apdés 1 h de incubacdo, verificou-se a existéncia de
nanoparticulas a volta do nticleo e do citoplasma das células, em células isoladas e em
populagdes de células, demonstrando que as nanoparticulas tinham sido internalizadas

pelas células (124).
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Figura 8.4 — Imagens de fluorescéncia (A—C) e confocais (D-F) das nanoparticulas marcadas com
vermelho Nile presentes nas células A549 ap6s 1 hora de incubag@o. (A e D) nucleos marcados com o
corante DAPI; (B e E) nanoparticulas marcadas com o vermelho Nile; (C e F) combinagéo das imagens
A+B e D+E respetivamente. Adaptado de (124).

Dada a interferéncia do miR-146a na expressdao do gene IRAKI, analisou-se a
atividade funcional das nanoparticulas com miRNA na expressao desse gene, tendo-se
verificado que havia, de facto, niveis reduzidos tanto do gene como da proteina IRAK1,
o que indica que as nanoparticulas foram capazes de veicular o miR-146a para o local de
acdo. Estes resultados mostram que as nanoparticulas cationicas preparadas para a
administracdo do miR-146a parecem ser uma abordagem terapéutica promissora no
tratamento e gestao da DPOC, através da sua agao em genes-alvo associados a inflamacgao
que se verifica nesta doenga. Porém, no futuro serd necessaria uma avaliagcdo do efeito
destas nanoparticulas em células alveolares provenientes de doentes com DPOC, para que

se possa verdadeiramente apurar a totalidade do seu potencial clinico (124).

Tal como ambos os artigos acima abordados demonstraram, as nanoparticulas
poliméricas podem ser de grande interesse no desenvolvimento de formulagdes para
administracdo pulmonar para o tratamento de doengas respiratdrias cronicas, incluindo a

DPOC. Os sistemas poliméricos apresentam varias vantagens, tais como a alta
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estabilidade durante a nebulizacdo e o armazenamento e, dependendo dos polimeros
utilizados, uma eficacia de carga e biocompatibilidade elevadas, uma toxicidade minima
e capacidade de aumentar a solubilidade dos farmacos (118,119,125,126).
Adicionalmente, se forem selecionados polimeros biodegradaveis cujos produtos de
degradacao ndo sejam toxicos, a fun¢do celular normal serd potencialmente nao afetada

(123).

Todavia, a utilizagdo de nanoparticulas poliméricas pode também apresentar
alguns desafios, como a dificuldade de retencdo das particulas no pulmao devido ao seu
tamanho reduzido, o que dificulta a sua deposicao e permite, em alguns casos, uma facil
penetracdo na circulacdo sistémica (125). A transicdo de culturas celulares para a
administracdo em seres humanos também ¢ outro desafio, dado que o ambiente dos
sistemas biologicos ¢ muito mais complexo do que o das culturas de células utilizadas em
ensaios in vitro, e existe uma auséncia de dados in vivo que permitam provar o potencial
deste tipo de nanoparticulas (127). Para além disto, serd necessario estudar o desempenho
destas nanoestruturas noutros tipos de aerossolizacao, visto que grande parte dos dados

atualmente existentes apenas abordam e mencionam a nebulizagao.

8.1.2. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas de forma esférica, constituidas por fosfolipidos
anfifilicos, os quais formam uma bicamada lipidica que encerra um ntcleo aquoso
(113,118-120). Estas estruturas podem ser produzidas de forma espontanea através da
dispersdo de fosfolipidos em meio aquoso, o que resulta na formagdo da sua bicamada
caracteristica e estd dependente da concentragdo de fosfolipido. No entanto, este método
instantdneo costuma originar lipossomas de dimensdes consideraveis, pelo que sao
necessarias outras técnicas para os produzir a escala nanométrica (118). Dependendo das
técnicas de producdo e dos seus parametros especificos, os lipossomas podem ter uma ou
mais bicamadas. Gragas a esta estrutura, sao capazes de incorporar farmacos hidrofilicos,
que ficam contidos no nticleo aquoso existente no interior da vesicula ou entre as varias
camadas lipidicas, e farmacos hidrofobicos, que ficam na regido onde as caudas
hidrofobicas dos fosfolipidos se encontram, nas proprias camadas de fosfolipidos
(113,118,119,125). Em doencgas para as quais ¢ comum a utilizagdo de terapéuticas de

combinac¢do, como ¢ o caso da DPOC, esta caracteristica pode ser bastante oportuna
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(113). Adicionalmente, estes sistemas vesiculares apresentam muitas outras propriedades
de interesse, como a sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, e através da adicao de
diferentes agentes a membrana lipidica, ou da alteracdo das propriedades quimicas da
superficie, € possivel ajustar facilmente certas caracteristicas como o tamanho e a
funcionalidade dos mesmos (120). Tal como representado na figura 8.5, os lipossomas
podem ser classificados estruturalmente de acordo com o numero de bicamadas lipidicas
que apresentam, sendo ‘“unilamelares” se apresentarem apenas uma bicamada, ou
“multilamelares” se apresentarem varias. Por outro lado, os primeiros podem ainda ser
classificados conforme o seu tamanho em pequenas vesiculas unilamelares (SUV),

grandes vesiculas unilamelares (LUV) ou vesiculas unilamelares gigantes (GUV) (128).
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Figura 8.5 — Representagdo esquematica da estrutura e dos diferentes tipos de lipossomas. Adaptado de
(128).

Em 2018, um grupo de investigadores realizou um estudo para determinar se
lipossomas (< 100 nm) teriam capacidade para atravessar a densa expetoracao existente
no trato respiratorio, avaliando o seu potencial no tratamento por inalagao de doencas
respiratorias, nomeadamente em doentes com DPOC. Isto porque, apesar de haver uma
hipersecrecdo de muco altamente viscoso na DPOC (e noutras doencas respiratorias),
sabe-se também que o transporte mucociliar esta bastante limitado, o que pode permitir
que particulas com uma superficie hidrofobica e tamanho adequados consigam penetrar

neste muco (129).
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Foram preparados 3 tipos de SUVs para administragao pulmonar de dipropionato
de beclometasona (BDP): os lipossomas-PLAIN, que nao continham qualquer tipo de
modificador polimérico de superficie; os lipossomas-PF, que continham Pluronic® F127
(PF127); e os lipossomas-PEG, que continham fosfatidiletanolamina funcionalizada com
polietilenoglicol (PEG2000PE). Tanto o PEG2000E como o PF127 sdao modificadores
poliméricos de superficie. Na figura 8.6 ¢ possivel observar uma representacao

esquematica dos trés tipos de lipossomas produzidos (129).

Lipossoma-PLAIN Lipossoma-PEG Lipossoma-PF

Blocos de construgao

- : i SN OR TV N\

Fosfatidilcolina Colesterol BDP PEG-2000PE PF127

Figura 8.6 — Representaco esquematica dos trés tipos de lipossomas testados para avaliagdo das
propriedades de penetragdo no muco. Adaptado de (129).

O tamanho de particula tem uma importancia acrescida neste estudo, visto que o
nanotransportador tem de ser pequeno o suficiente para conseguir atravessar os poros do
muco. Tendo isto em conta, foram utilizados diferentes métodos na preparacao dos
lipossomas para averiguar qual deles permitiria alcangar as caracteristicas pretendidas,
tendo-se chegado a conclusdo de que uma concentracdo maxima de lipidos de 10 mg/mL
oferecia as melhores condi¢des, produzindo lipossomas com tamanhos entre os 40—65
nm. A eficicia de encapsulagdo foi determinada de modo a obter um maximo de BDP

encapsulado (129).

Na figura 8.7 encontram-se os resultados do estudo de libertagao de BDP in vitro,
realizado numa mistura de SLF com etanol. Todos os lipossomas libertaram quantidades

insignificantes de farmaco ao longo de 48 h, mas o perfil desta libertagdo foi prolongado.
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No entanto, como a quantidade de etanol adicionado ao meio foi minima, tais resultados
eram expectaveis. Isto porque o BDP ¢ um farmaco hidrofobico (tendo-se adicionado
etanol ao meio para auxiliar na sua dissolu¢do), pelo que a sua libertagdo estava
dependente da quantidade de solvente organico utilizada. Por outro lado, ¢ de considerar
que as condi¢des de libertacdo do farmaco seriam marcadamente diferentes in vivo,
podendo diferir daquelas previstas nos estudos in vitro. Por este motivo, € de um ponto
de vista terapéutico, ndo se devem tirar conclusdes tendo em conta as baixas percentagens

de BDP libertadas, que apenas sugerem uma cinética de libertacao prolongada (129).
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Figura 8.7 — Libertacdo de BDP in vifro numa mistura de SLF e etanol pelos trés tipos de lipossomas.
Adaptado de (129).

Nos ensaios de citotoxicidade em células H441 (epitélio pulmonar humano), todos
os lipossomas apresentaram uma otima biocompatibilidade, com valores de viabilidade
superiores a 85% em concentragdes de 0,2 mg/mL a 20 mg/mL. Os ensaios in vivo,
realizados em ratinhos, confirmaram estes resultados. Para a realizacdo dos estudos de
penetracao dos lipossomas no muco, foram utilizadas amostras de expetoracao de doentes
com DPOC, o que ¢ relevante do ponto de vista clinico. Como se pode verificar na figura
8.8, durante as primeiras 6 horas do estudo de permea¢do ndo se obtiveram resultados
relevantes. A extensdo do tempo de observacao até as 21 h, indicou uma percentagem de
penetracao semelhante entre lipossomas-PEG e lipossomas-PLAIN. No entanto, as 27 h
verificou-se um aumento da penetracdo dos lipossomas-PEG (18.8%) face aos
lipossomas-PLAIN e -PF (5,3% e 1,2%, respetivamente). Tanto a baixa percentagem de

libertacdo de farmaco, como a reduzida difusdo através do muco verificadas nos
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lipossomas-PF, podem dever-se ao aumento de viscosidade que o PF-127 sofre a

temperaturas perto dos 37 °C (129).
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Figura 8.8 — Percentagem de lipossomas permeados no muco. Adaptado de (129).

As células H441 foram também utilizadas para avaliar quantitativamente a
absorg¢ao celular dos varios lipossomas. A concentragdes de BDP de 20 mg/mL, verificou-
se que havia uma absorcao celular de 22,1% dos lipossomas-PEG, de 11,9% dos
lipossomas-PF, e de 43,6% dos lipossomas-PLAIN, o que mostra que, de um modo geral,
os lipossomas modificados (isto ¢, os lipossomas-PEG e -PF) foram menos absorvidos

pelas células do que os lipossomas-PLAIN (129).

Tendo em conta todos os dados acima apresentados pdde-se concluir que, de todos
os tipos de lipossomas estudados, os lipossomas-PEG parecem ser aqueles que possuem
as caracteristicas mais interessantes, de entre as quais uma maior penetracdo no muco,
uma absorcao celular satisfatéria e auséncia de toxicidade. Juntando-se a isto o facto de
outros estudos terem demonstrado que lipossomas com PEG estendem o tempo de
residéncia no pulmio e, consequentemente, aumentam a concentragdo de farmaco no
local de acdo, parece que os lipossomas-PEG podem ter um bom potencial terapéutico
para o tratamento de doengas respiratdrias cronicas. A necessidade de melhorar a
metodologia de preparagdo destas pequenas vesiculas devera ser revista no futuro, sendo
também de interesse avaliar a deposi¢do deste tipo de lipossomas para administracao

pulmonar (129).
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Apesar das multiplas vantagens que os lipossomas apresentam (ja referidas
anteriormente), existem algumas limitagdes que devem ser tidas em conta, como a baixa
eficacia de encapsulacdo, a estabilidade de armazenamento reduzida, a libertagcdo rapida
de farmacos, e a instabilidade durante a nebulizagdo (120,125). Por outro lado, € possivel
verificar que grande parte dos estudos existentes acerca da utilizagdo de lipossomas a
nivel pulmonar tém-se focado principalmente no tratamento de infecdes respiratorias
(129). Posto isto, seria importante a realizacdo de mais estudos focados na utilizagdo
destas nanoestruturas em doengas respiratorias cronicas, como a DPOC, para melhor

compreender e explorar as oportunidades que este tipo de sistema pode oferecer.

8.1.3. Nanoparticulas inorganicas

As nanoparticulas inorganicas compreendem metais nobres, como o ouro € a
prata, e materiais inorganicos, como o fosfato de célcio e o 6xido de ferro. Devido as suas
caracteristicas catidonicas, algumas nanoparticulas inorganicas sao utilizadas para a
administracio de RNA e DNA, visto que conseguem facilmente ligar-se a estas
macromoléculas anidnicas (113,117,130). Na DPOC, as nanoparticulas inorganicas

também foram investigadas como possiveis nanotransportadores (113).

Wang et al. desenvolveram uma nova classe de nanoparticulas porosas de selénio
e silica, denominadas nanoparticulas Se@SiO,, com um didmetro médio de
aproximadamente 55 nm e potencial zeta de -19 mV, que possuem propriedades
antioxidantes, uma citotoxicidade reduzida e boa biocompatibilidade. Gragas a sua
capacidade de reduzir o stress oxidativo em varios modelos de doencas, foi colocada a
hipdtese de estas nanoparticulas conseguirem atenuar os danos provocados pelo stress
oxidativo em doencgas pulmonares inflamatorias, ao modularem a disfuncao mitocondrial

(131).

Um dos aspetos avaliados neste estudo foi o efeito que 10 pug/mL de
nanoparticulas Se@SiO; tinham nos danos oxidativos induzidos por lipopolissacaridos
(LPS), tendo-se verificado que células que continham as nanoparticulas produziam menos
espécies reativas de oxigénio (ROS) em resposta a 10 ng/mL de LPS do que células sem
um tratamento prévio com Se@Si0O,. Também se observou que estas nanoparticulas se
acumulavam perto das mitocondrias e conseguiam melhorar a dinamica das mesmas,

protegendo, assim, as cé€lulas epiteliais alveolares dos danos agudos provocados por LPS.
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No entanto, ndo foram observadas grandes quantidades de nanoparticulas no interior
destes organelos, o que gera uma necessidade de otimizar estas nanoestruturas para que

consigam ter as mitocondrias como alvo de forma mais eficaz (131).

O desequilibrio entre espécies oxidantes e antioxidantes ¢ um dos fatores que leva
ao desenvolvimento de DPOC, verificando-se um distirbio da fun¢ao mitocondrial no
epitélio respiratorio provocado pelo fumo de tabaco. No entanto, as nanoparticulas
porosas de Se@Si0, também mostraram ser capazes de reduzir a producao excessiva de
ROS induzida pelo fumo de tabaco a nivel mitocondrial. Assim, estas nanoparticulas

podem vir a ser promissoras na prevengao e tratamento da DPOC (131).

Num estudo menos recente, mas com resultados de interesse, Geiser et al.
compararam a distribuicao e localizagdo de nanoparticulas de ouro (AuNP) no tecido
pulmonar apds inalacao, bem como a captacdo dessas nanoparticulas por macréfagos de
superficie, em ratinhos wild-type (Wt), que eram saudaveis, e ratinhos transgénicos (Tg),
que tinham DPOC. Nestes ultimos, foi introduzido o gene Scnnlb para desencadear
reacgoOes caracteristicas da DPOC nas vias respiratdrias e, assim, induzir a doenga. Para
alcangar o objetivo definido, os animais inalaram um aerossol contendo AuNP (com um
diametro de 21 nm) durante 2 h, sendo posteriormente realizada uma lavagem
broncoalveolar (BAL) para recolher os macrofagos de superficie que, juntamente com as
partes inteiras do pulmao, foram preparados para analise por microscopia eletronica de
transmissdo. Foram recolhidos dados imediatamente apos a inalacdo (0 h) e 24 h depois

(132).

Ap6s a analise da distribuicdo e localizacdo das nanoparticulas inorgénicas
produzidas, observou-se que havia AuNP em toda a superficie interna do pulmao: no
surfactante pulmonar, nos macréfagos de superficie, na superficie alveolar, e também no
interior das células alveolares tipo 1 e II. As AuNP que estavam no interior de células
encontravam-se maioritariamente em vesiculas, sendo rara a sua presen¢a no citoplasma
celular. Os resultados obtidos acerca da distribui¢do pulmonar, representados na figura
8.9, mostraram semelhangas, mas também diferengas entre os grupos de ratinhos e os dois
tempos estudados. De um modo geral, a percentagem de AuNP associada aos
pneumocitos tipo I e I (ou seja, as nanoparticulas ligadas a membrana externa ou contidas
no interior destas células) foi substancialmente maior nos ratinhos Scnnlb-Tg do que nos

Wt. Por outro lado, a percentagem de AuNP nos macrofagos dos ratinhos Wt foi
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consideravelmente maior do que nos Scnnlb-Tg, o que parece indicar uma captagdo mais
rapida e eficiente destas nanoparticulas pelos macréfagos dos ratinhos saudaveis do que
pelos dos ratinhos com DPOC. As 24 h, verificou-se que a percentagem de AuNP ligada
ao epitélio alveolar era menor em ambos os grupos do que aquela a tempo zero, o que
consequentemente se traduziu numa maior percentagem de AuNP nos macréfagos

também a esse tempo (132).
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Figura 8.9 — Distribuicdo relativa das AuNP (sozinhas, em aglomerados pequenos ou em aglomerados
grandes) no tecido pulmonar. Adaptado de (132).

No interior dos macrofagos obtidos no BAL, encontraram-se AuNP sozinhas ou
em aglomerados de varios tamanhos, contidas no interior de vesiculas. Para uma analise
mais detalhada da captacao por parte dos macrofagos, as vesiculas que continham AuNP
foram divididas em diferentes categorias de acordo com o seu tamanho: as pequenas
vesiculas, com um didmetro < 150 nm, que albergavam AuNP sozinhas ou em pequenos
aglomerados; as vesiculas de tamanho médio, com um diametro de 150-1000 nm; e as
vesiculas grandes, cujo tamanho era > 1000 nm, sendo que estas duas ultimas continham
aglomerados de AuNP com didmetros superiores a 100 nm. Esta variedade de estruturas
vesiculares sugere que a captacdo das particulas ocorreu através de diferentes
mecanismos de endocitose. A figura 8.10 mostra algumas imagens de AuNP no interior

das diferentes categorias de vesiculas estipuladas (132).
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Figura 8.10 — Imagens de microscopia eletronica de transmissdo representativas das AuNP nos
macréfagos BAL. (A e B) ratinhos Scnnlb-Tg; (C e D) ratinhos Wt; (A e C) Grandes aglomerados de
AuNP (> 100 nm) predominantemente localizados em vesiculas de tamanho médio (150-1000 nm) e em
vesiculas grandes (> 1000 nm); (B e D) AuNP sozinhas ou em pequenos aglomerados (< 100 nm)
contidas em pequenas vesiculas (< 150 nm); de notar a proximidade das AuNP as membranas dos
organelos. Adaptado de (132).

Face aos resultados obtidos, que demonstraram uma menor captagao das AuNP
pelos macrofagos dos ratinhos Scnnlb-Tg, sabe-se que existe um tempo de residéncia
prolongado destas nanoparticulas inorganicas na superficie pulmonar em ratinhos com
DPOC, o que leva a que haja uma maior absor¢ao das AuNP pelas células epiteliais. Tais
observagdes poderao proporcionar novas oportunidades terapéuticas no tratamento da
DPOC, mas para tal, serdo necessarios mais estudos para averiguar de que forma estas

nanoparticulas interagem com o pulmao (132).

As nanoparticulas inorganicas apresentam varias vantagens que podem ser
exploradas em diversas areas, como a alta biocompatibilidade e estabilidade, as suas
propriedades magnéticas e a resisténcia que apresentam contra a degradacdo microbiana
(119,133). Mas apesar de todos os beneficios, estes nanossistemas apresentam algumas

limitagdes, de entre as quais os efeitos toxicos que podem ter nas células, que s@o um
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motivo de preocupacdo apesar de ainda ndo serem inteiramente compreendidos
(130,134). Esta citotoxicidade, juntamente com a baixa excre¢do dos nanotransportadores
inorganicos, acabam por limitar a aplicacao clinica dos mesmos. A possivel absor¢ao
sistémica de nanoparticulas metélicas carregadas positivamente também pode ser um
problema, uma vez que estas conseguem ligar-se facilmente as proteinas séricas com
carga negativa e formar agregados (133). Por conseguinte, para que se possa considerar
uma eventual administragdo pulmonar deste tipo de nanoestruturas, ter-se-a de ter em

conta estes desafios e encontrar formas de os superar.

8.2. Terapéuticas com base em RNAs

As terapéuticas de RNA parecem ser alternativas promissoras para o tratamento
da DPOC, ja que oferecem vantagens adicionais face as terapéuticas convencionais. O
envolvimento de varios mediadores inflamatorios, que sdo muitas vezes regulados por
genes, ¢ uma das principais caracteristicas patoldgicas de doengas respiratorias cronicas
(135). Neste sentido, a utilizagdo de moléculas de DNA ou RNA de cadeia simples que
tenham como alvo determinados genes pro-inflamatorios, pode levar a regulagdo da sua
expressao e, assim, limitar a progressdo da doenga e melhorar os resultados terapéuticos
(135,136). Geralmente, as terapéuticas de RNA sdo altamente especificas e constituem

alternativas mais seguras e reversiveis do que terap€uticas baseadas em DNA (9).

Contudo, os 4&cidos nucleicos sao macromoléculas hidrofilicas que estdao
carregadas negativamente, pelo que RNA e/ou DNA desprotegidos (isto €, sem qualquer
vetor de entrega) ndo se conseguem ligar a superficie celular e entrar na célula através de
difusdo passiva. Adicionalmente, a utilizacdo deste tipo de macromoléculas para
administracao tem varios desafios adicionais, como a rapida degradagdo por nucleases
(no caso dos RNAs, as RNases) e o estimulo que provocam no sistema imunitario, que

também necessitam de ser solucionados (135,137).

A inalagdo de aerossodis € a maneira mais eficiente de administrar RNA no pulmao,
permitindo maximizar a concentracao no local de agao enquanto se minimiza a exposi¢ao
sistémica. No entanto, a administracdo de qualquer tipo de RNA as respetivas células-
alvo de forma eficaz, segura e reprodutivel, ¢ um grande obstaculo. Para tentar superar
estas barreiras, tém sido desenvolvidos varios vetores de veiculagdo de RNA para

administracao pulmonar, cujas principais fungdes incluem a protecao das moléculas de
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RNA da degradagdo prematura e a promog¢do da sua absorcao pelas células-alvo. Para
além de vetores virais, como o adenovirus, alguns exemplos de vetores ndo-virais
correspondem a sistemas de veiculagdo poliméricos, lipidicos, hibridos, inorganicos e

ainda aos exossomas (137).

Os principais tipos de RNAs investigados para as doengas respiratorias obstrutivas
sao os pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) e, mais recentemente, os micro-RNAs
(miRNAs) (135). Algumas estratégias de formulagdo com base em RNAs ja foram
estudadas para varias doencas respiratorias, como a asma e a fibrose quistica (137). No
entanto, estudos focados em formulagdes com RNA para o tratamento da DPOC ainda
sdo escassos. Por este motivo, nos dois subcapitulos seguintes serdo apenas discutidos
alguns dos tipos de RNAs que existem atualmente e que parecem ser relevantes no

tratamento da DPOC, sem serem abordadas estratégias de formulagdo em si.

Adicionalmente, ¢ de destacar que a investigacao de estratégias de formulagao
para a administragdo pulmonar de RNAs podera estar muito interligada com a
nanotecnologia. Tal pode-se verificar no estudo realizado por Mohamed ef al., discutido
no subcapitulo 8.1.1. “Estratégias de formulagdo com base na nanotecnologia —
Nanoparticulas poliméricas”, bem como nos estudos realizados para outras doencas

(124,137).

8.2.1. Micro-RNAs

Os miRNAs sdo pequenas moléculas de RNA ndo codificante, com um tamanho
entre 18 a 22 nucleotidos, que inibem a traducao de proteinas ao interagirem com mRNAs
(138-140). No genoma humano, existem mais de 1000 tipos de miRNAs unicos, que se

acredita modularem mais de 60% da expressao de genes (139).

Estes pequenos RNAs atuam ao nivel de diversos processos biologicos e, como
reguladores de doengas, podem ser observadas alteragdes na sua abundancia tanto no
tecido pulmonar como nas células inflamatorias. Por isto, sdo considerados potenciais
biomarcadores para o diagnostico de doengas, e alvos terapéuticos para o tratamento de
doencas respiratorias (138,139). Na DPOC, existe cada vez mais evidéncia de que a

desregulagdo de miRNAs estd envolvida na sua patogénese e desenvolvimento (141).
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Um dos miRNAs que mostraram potencial terapéutico na DPOC ¢ o miR-18]c,
que de entre as suas varias fungdes, tem um papel importante na resposta inflamatoria.
Descobriu-se que, em comparagao com individuos que nunca fumaram, este miRNA esta
sub-regulado em doentes com DPOC. Um estudo realizado por Du et al. mostrou que
uma maior expressao de miR-181c atenuava os danos no pulmdo causados na DPOC e
reduzia a resposta inflamatoria, a infiltracdo de neutrofilos e a produgdo de ROS. J4 a

inibicao deste miRNA causava o efeito contrario no desenvolvimento de DPOC (141).

Outro miRNA de interesse ¢ o miR-145-5p. Foi demonstrado que, quando existe
uma maior expressao deste miRNA em doentes com DPOC, ha a capacidade de suprimir
a libertacdo de citoquinas pro-inflamatérias comparativamente a controlos nao-
fumadores. Dang et al. acreditam que esta funcdo protetora se deve parcialmente a
capacidade do miR-145-5p de regular negativamente o gene Kruppel-like 5 (KLF5), que
¢ importante na ativacdo de uma das vias de sinalizacdo do fator nuclear-kappaB (NF-
kB). A ativagdo prolongada desta via induz uma sintese excessiva de mediadores pro-
inflamatorios, que causam danos nas vias respiratorias. Estas observagdes demonstram
que o miR-145-5p pode ser uma potencial estratégia terapéutica no tratamento de DPOC

induzida por fumo de tabaco (142).

Outro estudo reportou que o miR-3202 tinha um papel fundamental na regulagao
negativa de FAS apoptotic inhibitory molecule 2 (FAIM?2), tanto in vitro como in vivo.
Esta molécula ¢ responsavel por inibir a apoptose de linfocitos T mediada pelo FAS, que
se acredita ser importante na patogénese da DPOC. O fumo de tabaco leva a sub-
regulagao do miR-3202, o que resulta numa maior expressao de FAIM2 e consequente
inibicao do complexo do FAS com o seu ligando (complexo este que estimula a apoptose
das células T), que leva a agregacao dos linfécitos T. O miR-3202 exdgeno pode regular
negativamente o FAIM2 e, assim, ativar a sinalizacdo do FAS com o seu ligando,

protegendo as células pulmonares da agregacao referida (143).

8.2.2. Pequenos RNAs de interferéncia

Os siRNAs sao moléculas de RNA de cadeia dupla com cerca de 21 a 23 pares de
bases que sdo capazes de “silenciar” genes especificos através da sua sequéncia
complementar (9,136). Os siRNAs podem ser facilmente sintetizados e tém sido

aplicados para fins terapéuticos em doencas respiratorias cronicas (9,144).
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A DPOC ¢ caracterizada pela perda de fibras elasticas nas paredes dos alvéolos e
das pequenas vias aéreas. Assim como este decréscimo de elastina esta relacionado com
uma maior severidade da doenca, uma maior quantidade de versicano, que ¢ um
proteoglicano de sulfato de condroitina secretado por fibroblastos pulmonares e outras
células, também se traduz numa gravidade acrescida. Um estudo realizado por Wu et al.
mostrou que o tratamento com um siRNA de versicano reduzia a expressao e producao
do seu mRNA nos fibroblastos pulmonares de doentes com e sem DPOC, e ndo afetava a
produgdo de elastina soluvel nesses mesmos doentes. No entanto, apenas nas linhagens
de células de doentes com DPOC se verificou que este siRNA levou a um aumento dos
niveis de elastina insoluvel. Estes resultados sugerem que a utilizagdo deste siRNA para
reduzir a quantidade de versicano produzida, pode ser uma nova estratégia para estimular

a reparagdo do pulmao e, assim, tratar a DPOC (145).

Um grupo de investigadores observou que os niveis de receptor-interacting
protein 2 (Rip2) estavam consideravelmente elevados nos pulmoes de ratinhos que
tinham sido expostos a fumo de tabaco. Esta proteina mostrou ter um papel crucial na
ativacdo da via do NF-kB induzida pelo recetor das células T, na proliferagdo e
diferenciagdo dos linfocitos T e na producao de citoquinas. Adicionalmente, a exposi¢ao
a fumo de tabaco induz um influxo de macréfagos e neutrofilos, que produzem ROS e
uma grande variedade de citoquinas, fatores quimiotaticos € enzimas proteoliticas,
levando ao dano e inflamac¢ao do tecido pulmonar. Neste contexto, estes investigadores
reportaram que a administracdo de siRNA de Rip2 foi capaz de atenuar a infiltracao de
neutrofilos e linfocitos nas vias aéreas, e que ao silenciar o gene do Rip2, houve uma
redugdo evidente da inflamagdo das vias respiratorias induzida pelo fumo de tabaco e dos
danos oxidativos. Para explicar o sucedido, foi colocada a hipdtese de isto ser devido a
interrupcao da via de sinalizacdo do NF-xB. Assim, demonstrou-se que o Rip2 pode ser
um potencial alvo terapéutico na DPOC, e a administragdo pulmonar deste siRNA pode

ser uma abordagem terapéutica a ter em conta nesta doenga (144).

Outro estudo mostrou que o receptor for the pathway patched homolog 1 (PTCHI)
estava aumentado no epitélio pulmonar de doentes com DPOC, comparativamente a
individuos sem a doenca. O PTCHI ¢ um recetor que faz parte da via de sinalizagao
Hedgehog, cuja ativacao induz a transcrigao de genes proliferativos e do PTCHI1, que por
sua vez consegue inativar esta via através de um mecanismo de feedback negativo.

Acredita-se que a maior expressao de PTCHI contribui para a hipersecre¢do de muco,
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apesar de nao se saber bem qual o mecanismo por tras deste envolvimento. Este estudo
demonstrou que uma expressao reduzida de PTCH1, obtida através da utilizacao de um
siRNA que tinha como alvo esse gene, diminuiu a expressdao de muco nos modelos in
vitro e in vivo. Deste modo, o PTCH1 podera ser um alvo terapéutico para reduzir a
hipersecrecao de muco em doentes com DPOC, recorrendo a utilizacdo e administragao

de um siRNA de PTCH1 (146).

8.3. Outras estratégias de formulagdo de interesse

¢ Microparticulas mucoadesivas

Para além das nanoparticulas, existem também microparticulas, definidas como
sendo materiais s6lidos com um tamanho entre 1-1000 um (8,10). Dependendo da
aplicacdo em especifico, as microparticulas podem ser igualmente de elevado interesse
na administragdo pulmonar de farmacos, principalmente porque o seu tamanho mais
facilmente acompanha os requisitos aerodindmicos desta via de administragao (147).
Dependendo do seu tamanho, estas microparticulas podem-se depositar por sedimentacao
gravitacional ou impacto por inércia. Microparticulas com um didmetro aerodindmico
entre 1 e 5 um sdo consideradas otimas para se conseguir alcangar uma boa deposi¢ao

pulmonar (113).

Em 2017, Amore et al. reportaram a utilizacao de microparticulas lipidicas sélidas
(SLMs) revestidas com um polimero mucoadesivo (alginato, alg-SLMs; ou quitosano,
chit-SLMs) para a administracdo pulmonar de fdrmacos no ambito da DPOC. A
substancia ativa utilizada foi o propionato de fluticasona (FP), tendo-se verificado

melhores resultados para alg-SLMs (148).

As alg-SLMs apresentaram tamanhos de aproximadamente 3,5 - 4 um e potencial
zeta de cerca de -20 mV. Os polimeros mucoadesivos foram utilizados com o intuito de
promover uma maior adesdao das SLMs a camada mucosa do epitélio respiratorio, de
modo a melhorar a retencao, a farmacocinética e a eficacia dos farmacos administrados
no pulmao. Nos testes de mucoadesdo in vitro, verificou-se que 80% das alg-SLMs
permaneceram aderentes & membrana mucosa apos lavagem com uma solugdo salina. A
eficacia de carga das alg-SLMs foi de 11,58% (7,47% para chit-SLMs), sendo a libertagado

de farmaco, realizada em tampao PBS com dodecil sulfato de sddio (SDS), semelhante
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para os dois sistemas, como representado na figura 8.11. O polimero utilizado no
revestimento das microparticulas nao influenciou a libertagdo da substancia ativa, sendo
que ambos os sistemas inicialmente exibiram um perfil de libertacdo rapida, com
aproximadamente 40% de farmaco libertado até as 6 h, a que se seguiu uma libertagao
continua ao longo das horas seguintes até um maximo de cerca de 50% alcancado as 24
h. No grafico da figura 8.11 também ¢ possivel observar que a dissolu¢do do farmaco

livre aumentou ao longo do tempo, atingindo o pico as 6 h e permanecendo constante até

as 48 h (148).
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Figura 8.11 — Dissolugdo do propionato de fluticasona e perfis de libertacdo deste farmaco em tampao
PBS com SDS a partir das chit-SLM e das alg-SLM (FP-chit-SLM e FP-alg-SLM, respetivamente) ao
longo de 48 h. Adaptado de (148).

As microparticulas foram testadas relativamente a parametros de toxicidade em
células 16HBE140- (epitélio bronquial humano), tendo sido bem toleradas em

concentragdes até 10 M de farmaco encapsulado (148).

O potencial para administracdo pulmonar por nebulizacdo foi testado e a
deposicao in vitro das microparticulas determinada. Apenas 18% e 44% da massa total
das chit-SLMs e alg-SLMs (com FP), respetivamente, foi efetivamente aerossolizada, o
que pode dever-se ao facto das SLMs se terem agregado em particulas de maiores
dimensdes durante a nebulizagdo, reduzindo, assim, a eficacia de aerossolizagdo. No
entanto, a formulagao de alg-SLMs apresentou uma FPF elevada, de 90%, que parece ser
indicativa de uma deposi¢ao eficaz do farmaco nos estadios representativos das regioes

mais profundas do pulmao, suportando assim uma possivel aplicacdo no tratamento da

DPOC (148).
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¢ Formulacao de roflumilaste para administragao pulmonar

O roflumilaste ¢ um farmaco utilizado na DPOC que ¢ administrado por via oral,
mas cujo impacto clinico se encontra limitado devido aos efeitos adversos associados ao
seu mecanismo de acdo, nomeadamente a nivel gastrointestinal e também relacionados
com perda de peso. Assim, a via de administragdo pulmonar poderia constituir uma boa
alternativa para melhorar o indice terapéutico e minimizar os efeitos associados a
administracao deste farmaco. Foi com este intuito que Suzuki et al. tentaram desenvolver
uma nova formulacdo de pds secos de roflumilaste, utilizando hidroxipropil-p-
ciclodextrina como excipiente/transportador, e a técnica de secagem por atomizagao
como método de producdo. Foram testados diferentes solventes e condigdes de
processamento. A utilizacdo de etanol levou a producdo de particulas enrugadas,
morfologia tipicamente associada a melhoria do desempenho da aerossolizacao e reducdo
da adesao entre solidos. A utilizagdo simultdnea de metanol e acetato de butilo, numa
propor¢ao de 80:20, conduziu a obtengdo de particulas porosas e de forma irregular. A
porosidade contribui positivamente para as propriedades de aerossoliza¢ao dos pos, visto
que as forgas atrativas entre particulas sdo menores e as caracteristicas de fluxo sdo
melhores. Apesar de, em termos de morfologia, ambos os solventes terem produzido
particulas com potencial para uma melhor eficacia de administragdo no pulmao,
considera-se que o etanol ¢ uma alternativa mais segura do que o metanol/acetato de
butilo, pelo facto de ser considerado menos toxico € com um menor risco para a saude
humana. Adicionalmente, as formula¢des com etanol mostraram caracteristicas
promissoras para uma estabilidade a longo termo. A avaliacdo da deposicdo in vitro
indicou auséncia de efeito do solvente, tendo-se observado genericamente FPF acima dos
50%. Este resultado ¢ favoravel em comparacao com as formulagdes convencionais que
tém a lactose como transportador, que apresentam valores de aproximadamente 30%. Os
perfis de deposi¢do in vitro demonstram o potencial destas formulacdes para se
distribuirem ao longo das vias respiratorias inferiores, onde se podem encontrar as

enzimas PDE4 no musculo liso, que sdo o alvo terapéutico do roflumilaste (149).

A preparagao de formulagdes de roflumilaste para administragdao pulmonar podera
ser uma nova estratégia para melhorar os resultados terapéuticos e reduzir a incidéncia de
efeitos adversos deste farmaco. Estudos de permeabilidade in vitro mostraram que estas

formulacdes poderao, de facto, vir a ser aplicadas para administragao pulmonar, mas serao
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necessarios estudos in vivo em modelos animais para se avaliar e melhorar o desempenho

das mesmas (149).

¢ Tecnologia de co-suspensao nos MDIs

Apesar dos MDIs serem amplamente usados como dispositivos para a
administracdo de farmacos a nivel pulmonar, existem ainda varios desafios na sua
utilizacao que podem afetar a preparagao de farmacos a serem administrados por este tipo
de inalador. Para tentar colmatar estas dificuldades, surgiu uma nova tecnologia
inovadora que, para além de permitir a administracao de varios farmacos através de um
unico MDI, também ajuda a superar alguns dos seus obstaculos: a tecnologia de co-
suspensao (150). Neste tipo de formulacdo, sdo utilizadas particulas porosas de
fosfolipidos de baixa densidade num propulsor de hidrofluoroalcano (HFA) para
suspender os cristais micronizados de fairmaco de forma uniforme, como ilustrado na

figura 8.12 (150-152).

Particulas porosas de fosfolipidos/CaCl, (obtidas
através de secagem por atomizagao)
Cristal de Cristal de Cristal de
um LAMA um LABA um ICS

Figura 8.12 — Representagdo esquematica de microparticulas de fosfolipidos a interagirem com os
cristais micronizados de farmacos, enquanto suspensas numa goticula de propulsor. Adaptado de (150).

Doty et al. tentaram demonstrar que as formulagdes em suspensao para MDIs
podiam ser melhoradas para superar a variabilidade na dose administrada, principalmente
nos casos em que a variabilidade resulta de erros de manuseamento por parte dos doentes.
Para tal, realizaram varias experiéncias utilizando um inalador pressurizado com valvula
doseadora de glicopirrolato com fumarato de formoterol (MDI GFF), que ¢ um MDI no
qual foi utilizada a tecnologia de co-suspensao para obter uma combinacao de dose fixa

de glicopirrolato (GP) e fumarato de formoterol (FF) (151). Foi verificado que a
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combinacao dos dois farmacos numa dose fixa nao alterava o desempenho do aerossol, o
mesmo se observando quanto a utiliza¢ao de fluxos inspiratorios diferentes. De facto, um
dos erros mais comuns neste tipo de dispositivo € realizar a inalacdo a um fluxo
inspiratorio incorreto, sendo que os MDIs requerem uma inalacdo lenta e profunda. Foi
ainda avaliado o impacto de outro erro bastante comum, que consiste na agitagdao
desadequada do MDI antes da inalacao. Testaram-se trés manobras de agitagao diferentes:
1) a agitacdo padrdo, que consiste em 15 agitagdes ao longo de 5 segundos; 2) uma
agitacdo suave, que consistiu em 5 agitagdes durante 5 segundos; 3) uma inversao Unica,
para simular o ato de pegar no dispositivo em repouso, sem qualquer agitagdo. Os
resultados (figura 8.13) indicam que, ao contrario dos MDIs que continham unicamente
os cristais de farmaco, quando as manobras de agitagdo suave e inversao unica foram
aplicadas ao MDI GFF, este dispositivo continuou a ser capaz de administrar uma dose
consistente, dentro de 25% da dose alvo produzida pela agitacao padrao, a exce¢dao de um

unico resultado (151).
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Figura 8.13 — Percentagens das doses administradas consoante as diferentes técnicas de agitacdo
aplicadas ao MDI GFF com a tecnologia de co-suspensdo e aos MDIs que continham apenas os cristais de
farmaco. Adaptado de (151).
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Num cenério ideal, a dose de farmaco seria administrada o mais rapido possivel
apos a agitagdo do MDI. No entanto, isto nem sempre acontece, podendo ocorrer atrasos
entre a agitacdo e a ativacao do dispositivo, que podem levar a que a dose efetivamente
administrada seja superior ou inferior aquela pretendida. Tendo isto em conta, os
investigadores também avaliaram este cenario, de modo a caracterizar as doses
administradas pelos diferentes MDIs de acordo com tempos de atraso entre a agitacdo e
a ativagao do dispositivo diferentes. Assim, verificou-se que mesmo com um atraso de 60
segundos, a dose administrada pelo MDI GFF permaneceu dentro dos 10% da dose de
controlo (que ¢ a dose administrada aos 0 segundos), tanto para o GP como para o FF. Ja
os MDIs que continham estes farmacos isoladamente mostraram uma maior variabilidade

e divergéncia das doses de controlo. A figura 8.14 ilustra os resultados observados (151).

Glicopirrolato Fumarato de formoterol
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Figura 8.14 — Percentagens das doses administradas de glicopirrolato e fumarato de formoterol de acordo
com os diferentes tempos de atraso e os MDIs utilizados. Adaptado de (151).

Todos os resultados acima descritos demonstram que a tecnologia de co-
suspensao permite produzir formulagdes em suspensao estaveis, uniformes e facilmente
dispersas, possibilitando também a combinag¢do de dois ou mais farmacos num s6 MDI.
Mesmo quando o MDI GFF foi submetido a diferentes condigdes de agitacdo e tempos
de atraso, mostrou ser capaz de administrar doses consistentes, sem ser suscetivel a

grandes variabilidades (151).

Varios outros estudos corroboraram estas observacoes, incluindo ensaios clinicos

de fase III (PINNACLE-1 e PINNACLE-2; 24 semanas de ensaio). Nestes, os
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investigadores estudaram a eficacia e seguranca do MDI GFF comparativamente a MDIs
com os farmacos isolados e placebo, em doentes com DPOC moderada a severa, tendo
sido demonstrado que o MDI GFF com a nova tecnologia de co-suspensao conferia um
maior beneficio aos doentes em estudo do que os outros dispositivos utilizados para
comparacao (152). Estes resultados foram ainda fundamentados a longo termo no ensaio

PINNACLE-3, que estendeu o tempo de estudo até as 52 semanas (153).

Além das varias vantagens ja referidas, a tecnologia de co-suspensao ndo necessita
de excipientes adicionais, como o0s co-solventes, dado que as particulas porosas
automaticamente formam suspensdes fisicamente estaveis e facilmente dispersas em
propulsores HFA. Adicionalmente, quando se combinam farmacos numa mesma
formulacao, esta tecnologia permite reduzir o potencial de interagdes farmaco-farmaco
enquanto mantém a uniformidade da suspensdo, a estabilidade fisico-quimica ¢ uma
administracao de dose consistente (150—152). Na realidade, o MDI GFF ja foi aprovado
para comercializacdo nos Estados Unidos da América em 2016 (150,154). As
investigacdes mais recentes mostram que podera ser possivel combinar um LAMA, um
LABA e um ICS num s6 MDI, o que, comparativamente a utilizagdo de dois ou trés
inaladores separadamente, podera ser bastante benéfico e consideravelmente mais pratico

para os doentes com DPOC (150).
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9. Conclusao

A DPOC pode ser incapacitante, principalmente em individuos em que o
tratamento nao surte o efeito desejado. Apesar de existirem varias terapéuticas
disponiveis, os valores de prevaléncia e mortalidade mostram que esta doenca continua a
ter uma carga elevada a nivel mundial, e que as opgdes terapéuticas e formulagdes

atualmente existentes nem sempre sdo capazes de controlar a doenca adequadamente.

O estudo de novas alternativas terapéuticas e estratégias de formulagao torna-se
de extrema importancia neste contexto, uma vez que estas poderdo surtir melhores
resultados terapéuticos e, consequentemente, providenciar um aumento da qualidade de
vida nestes doentes. Assim, o investimento na investigacao de diferentes estratégias de
formulacao com base na nanotecnologia, nas terapéuticas de RNA, nas co-suspensoes,
entre outras, € crucial, ndo so pelas inimeras oportunidades que estas novas ferramentas
podem oferecer, mas também para encontrar formas de ultrapassar os desafios que cada

estratégia inevitavelmente apresenta.

Todos os estudos analisados mostraram resultados promissores, que apontam para
uma boa administragdo pulmonar e potencial otimizagao dos resultados terapéuticos. As
nanoparticulas aparentam ser propicias para o transporte e deposicao de farmacos a nivel
pulmonar, apresentando vantagens como a alta estabilidade e a libertagdao prolongada da
substancia ativa, que permite intervalos de administragdo mais longos e, possivelmente,
uma maior adesdo a terapéutica. Ja as terapéuticas de RNA precisam de ser mais
investigadas, especialmente no que diz respeito as formulagdes a utilizar para garantir que
estas macromoléculas sejam eficazmente administradas para o tratamento da DPOC, ja

que aparentam ser capazes de modificar o percurso da doenga.

De um modo geral, sdo necessarios muitos mais estudos focados nestes novos
sistemas, para que se consiga estudar melhor as propriedades das formulacdes
desenvolvidas e testar o seu desempenho para administracdo pulmonar. S6 assim poder-
se-d0 aplicar estas novas estratégias em formulagdes futuras, que possam ser
administradas a seres humanos e, eventualmente, alcancar os resultados terapéuticos

desejados.
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