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Resumo

O interesse da industria farmacéutica na administracdo de biomoléculas ndo é
recente, uma vez que desde que a insulina foi comercializada pela primeira vez em
1923, temos vindo a assistir a0 aumento do nimero de trabalhos relacionados com as
aplicacdes terapéuticas deste tipo de moléculas. No entanto, a aplicacdo terapéutica
destas moléculas regista varias limitacGes devidas essencialmente & sua estrutura e
propriedades fisico-quimicas, bem como a sua estabilidade.

Com o aparecimento e evolucdo da nanomedicina, tornou-se possivel o
desenvolvimento e funcionalizacdo de nanoparticulas transportadoras de biomoléculas,
dotando este sistema de um enorme potencial para vérias terapéuticas. As vantagens
deste tipo de sistema de administracdo incluem a protecdo das moléculas ativas
encapsuladas, proporcionando um aumento da biodisponibilidade, e tornam também
possivel a administracdo das biomoléculas por vias menos invasivas.

Esta dissertacdo tem por objetivo explorar as potencialidades da via pulmonar
para a administracdo de biomoléculas. Neste sentido, serdo focadas os varios tipos de
nanoparticulas de polimeros naturais e sintéticos como sistema de administragdo com

aplicacdo na administracao por esta via.

Palavras-Chave: administragio  pulmonar;  nanoparticulas  poliméricas;
nanotransportadores; proteinas terapéuticas; vias de administracao.
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Abstract

The pharmaceutical industry's interest in the administration of biomolecules is
not new. Since insulin was first marketed in 1923, there were an increased number of
work-related studies about this type of molecules as therapeutic drugs. However, the
therapeutic application of those molecules has various limitations due mainly to its
structure and physicochemical properties, as well as its stability.

With the emergence and evolution of nanomedicine, it fostered the development
and functionalization of nanoparticles carriers of biomolecules, making this system a
huge potential for multiple therapies. The advantage of this type of administration
system includes the protection of encapsulated active molecules providing an increased
bioavailability and providing possibilities in the administration of biomolecules by a
less invasive route.

The main aim of the thesis is to study and explore potentials of the pulmonary
route for administration of biomolecules. Furthermore, the focus will be put on different
types of nanoparticles either natural or synthetic polymers as proteins delivery systems

through the pulmonary route.

Keywords: pulmonary administration; polymeric nanoparticles; nano drug carriers;
therapeutic proteins; drug administration routes.
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1. Introducéao

Os péptidos e proteinas terapéuticas, classificadas como produtos
biofarmacéuticos, surgiram como farmacos Uteis e promissores no tratamento de vérias
doengas. Através do desenvolvimento da biotecnologia, bioengenharia e ADN
recombinante, que tornou possivel a sua producédo a escala industrial, e da evolucdo da
biologia molecular na compreensdo do papel das proteinas nos processos
fisiopatologicos, estes farmacos destacaram-se pelo seu forte crescimento a nivel do
mercado farmacéutico global na Ultima década concorrendo juntamente com outras
terapias estabelecidas'. A indUstria farmacéutica tem vindo ao longo do tempo a
mostrar interesse na administracdo de biomoléculas, mais concretamente de péptidos e
proteinas terapéuticas. Exemplo disso, foi a comercializagdo da insulina no ano de 1923
e desde entdo assistimos ao aumento do nimero de trabalhos relacionados com as
aplicacOes terapéuticas deste tipo de moléculas*. Em 2010, o nimero de proteinas
terapéuticas naturais e modificadas aprovadas para uso clinico na Unido Europeia e nos
Estados Unidos da América suplantava a casa das centenas, representando 108 mil
milhdes de ddlares de vendas apenas nos EUAY .

O fabrico destes produtos farmacéuticos envolve, geralmente, organismos vivos
OU 0S seus compostos ativos e cada vez sao mais utilizados no controlo e tratamento de
patologias varias, nomeadamente do foro metabolico e oncoldgico?. As caracteristicas
intrinsecas deste tipo de moléculas, tais como a semelhanca com as moléculas
biologicas, comparativamente a de moléculas de farmacos sintéticos, e a sua
seletividade, proporcionam uma acgdo mais eficaz e potente, causando menos efeitos
secundarios, permitindo uma melhor abordagem no tratamento de doencas metabdlicas

e oncologicas®®.

As proteinas terapéuticas sdo utilizadas, por exemplo, em casos de acidentes
vasculares cerebrais, ataques cardiacos, fibrose cistica (enzimas e fatores de
crescimento), anemia (eritropoietina), hemofilia (fatores de coagulacdo do sangue),
diabetes (insulina) e cancro (anticorpos monoclonais e interferdes). Os péptidos por sua
vez estdo a ser utilizados com o objetivo de aumentar a absor¢éo celular, como alvos de

farmacos e vacinagio®®.
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Na administracéo sistémica de péptidos e proteinas, a administracdo parenteral é
atualmente considerada a via mais eficaz e também o método de administracdo de

escolha na terapéutica de diversas patologias®.

Além disso, a administracdo parenteral esta associada com a reducdo na adesdo
do doente a terapéutica, especialmente em patologias crénicas. Por conseguinte, existe

um forte investimento na procura de alternativas a este tipo de administragao®.

Os sistemas de transporte de farmacos podem diminuir a toxicidade das
proteinas terapéuticas, melhorar a sua biodisponibilidade e permitir a sua administracao
por vias menos invasivas, como por exemplo a via pulmonar. Assim, o desenvolvimento
de sistemas de transporte de proteinas a base de nanoparticulas é considerado um
desafio cientifico importante e a0 mesmo tempo um enorme potencial ao nivel do

negdcio da industria farmacéutical?.

O exponente interesse em sistemas de nanotransportadores voltou as atenc¢des
para o desenvolvimento de medicamentos para administracao por via pulmonar. Embora
existam varias vias de administracio no ambito da administracdo de proteinas
terapéuticas, esta dissertacdo focar-se-a no estudo da via pulmonar. Esta via apresenta-
se como um forte potencial na administracdo deste tipo de moléculas, sendo também a
mais estudada para este efeito. O pulmdo é um 6rgdo atrativo para a administracdo de
farmacos, pelo facto de ser uma via ndo invasiva, por evitar o efeito de primeira
passagem, devido a grande &rea de superficie da regido alveolar disponivel para
absorcdo, e por ser uma via onde simultaneamente é possivel a obtencdo de efeitos

locais e sistémicos!2.
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2. Métodos

A metodologia utilizada na elaboracdo da presente dissertacdo foi a recolha de
informagdo subordinada ao tema nanoparticulas poliméricas com aplicacdo na
administragdo pulmonar de proteinas. A pesquisa foi realizada em artigos mediante
palavras-chaves (como por exemplo “pulmonary drug delivery”, “inhaled
nanoparticles”, “polymeric nanoparticles”, ‘“nanocarriers”, “protein drug delivery”,

“nanomedicine”) essencialmente no pubmed para obtencao de artigos cientificos.

Seguidamente, foi feita uma leitura que permitiu a contextualizacdo do tema e
retencdo de algumas ideias para estruturar a dissertacdo. A leitura efetuada foi
diversificada e com recurso a referéncias mencionadas em artigos pesquisados para se

estudar um pouco mais a tematica tratada.

Para elaboracdo bibliografica, recorreu-se ao programa Mendeley que
conjuntamente com a funcionalidade “referéncias” e “insert citation”, permitiram a
organizacdo automética da bibliografia, ordenando os artigos que iam sendo
referenciados ao longo do texto.
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3. Proteinas Terapéuticas

As proteinas e os péptidos tém como unidade basica os aminoacidos, sendo que
estes sdo compostos pelo menos por um grupo amina (-NH.) e por um grupo carboxilo
(-COOH). Os péptidos contém menos de vinte aminoacidos, tendo um peso molecular
inferior a 5000 Da, enquanto as proteinas possuem cingquenta ou mais aminoacidos e o
seu peso molecular é superior ao dos péptidos®. As proteinas existentes no corpo
humano séo construidas utilizando vinte aminoécidos diferentes. O tipo e niumero de
aminoacidos numa determinada proteina, juntamente com a sequéncia ou ordem pela
qual eles se unem uns aos outros, determinam a estrutura e funcdo da proteina. Na
grande maioria de todos o0s processos bioldgicos, as proteinas desempenham um papel
fundamental, sendo exemplos de proteinas as enzimas, catalisadoras das reacdes
bioquimicas. As proteinas participam também numa grande variedade de funcdes, tais
como o transporte e armazenamento de substancias vitais ao organismo, a coordenacéo
de movimentos, o suporte mecanico e protecdo. Por Ultimo, é de destacar a importancia
das proteinas na terapéutica para véarias patologias, como por exemplo, a insulina para a
diabetes, a eritropoietina para a anemia, e a ciclosporina para o transplante de

pulmao>3-15,

Tabela 1 - Exemplos de Proteinas/Péptidos para inalacio'®

Patologia

Sindrome da Angustia Respiratoria do
Adulto

Fibrose cistica

Enfisema

Transplante de pulméo

Pneumocistose
Asma

Osteoporose

Deficiéncia da homana de crescimento
Diabetes

Cancro

Anemia

Péptido/Proteina
Proteinas surfatantes

DNase

Alfa-1-antitripsina

Ciclosporina A

Interferdo-y

Interleucina-2

Interleucina-1R

Anti-IgE Mab

Calcitonina

Hormona paratiroide

Hormona do crescimento humano
Insulina

Hormona libertadora da gonadotrofina e
analogos

Eritropoietina
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As cadeias de aminoacidos constituintes das proteinas de uso terapéutico sdo
consideradas estruturas primarias. Para que sejam farmacologicamente ativas, a
sequéncia de aminoacidos tem de formar uma estrutura tridimensional bem definida®®*°.
A estrutura secundaria envolve as hélices o ou folhas B que sdo estruturas localmente
definidas e identificaveis, enquanto a estrutura global da proteina é a estrutura terciaria
que € estabelecida por um posicionamento adequado das diferentes subunidades
relativas umas as outras. Por vezes, as moléculas individuais de proteinas interagem e
estabelecem uma estrutura maior bem definida, denominando-se assim como estrutura

quaternaria®®?’,

A formacdo das estruturas secundaria, tercidria e quaterndria baseiam-se em
interacdes fisicas relativamente fracas (por exemplo, interacdes eletrostaticas, ligacdes
por pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e interacGes hidrofobicas) e ndo em
ligacGes quimicas covalentes'®!>!8 Devido a estas interacdes fracas, as proteinas podem
facilmente sofrer alteracbes conformacionais. As conformacdes das proteinas no seu
estado nativo tém uma reduzida margem de estabilidade (5-20 kcal/mol), pelo que a sua

estrutura terciaria ¢ muito Iabil e pode ser facilmente quebrada®>*°,

A formulacdo de proteinas para fins terapéuticos ir4, assim, depender da
estabilidade fisica e quimica destas moléculas, que através da perda da sua conformacéo
nativa pode conduzir a uma reducdo da sua atividade biol6gica ou mesmo a perda das

suas propriedades farmacolodgicas.
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4. Administracdo de péptidos e proteinas terapéuticas

Os péptidos e as proteinas terapéuticas, podem ser administrados por meio de
varias formas farmacéuticas e vias de administracdo. As vias de administracdo podem
ser divididas consoante o seu local de aplicacdo, sendo que a mais comum na
administracdo de proteinas € a via parenteral. No entanto, existem alternativas, sendo a
via pulmonar considerada como um enorme potencial na administracdo deste tipo de
moléculas. Por outro lado, também a via oral, a via bucal, a via transdérmica, a via
ocular e a via retal apresentam-se como alternativas®®. Nesta dissertagdo, a via pulmonar

serd abordada com maior detalhe.

Efeitos locais sdo obtidos por meio da aplicacdo direta do medicamento no local
de acdo desejado, como superficie ocular, cavidade nasal ou superficie cutanea. Efeitos
sistémicos resultam da entrada do farmaco na circulagéo sistémica e do transporte para
o local onde ocorrerd a agdo. Para exercer efeitos sistémicos, um farmaco pode ser
colocado diretamente na corrente sanguinea por injecdo intravenosa (IV) ou absorvido
para a circulacdo venosa, apos a administracdo oral ou por outras vias, nomeadamente a

via pulmonar?2t,

Os péptidos e proteinas tém varias propriedades que fazem a sua administracao
sistémica dificil. A biodisponibilidade, geralmente baixa, das biomacromoléculas é
causada principalmente pelo seu elevado peso molecular e solubilidade variavel. O
tamanho e peso molecular influenciam a sua difusdo através da camada epitelial e sabe-
se que a biodisponibilidade decresce acentuadamente quando aumenta a sua massa
molecular para além de 700 Da. Deste modo, as proteinas terapéuticas enfrentam uma
série de barreiras lipofilicas e hidrofilicas e estdo dependentes de varios fatores fisico
quimicos que vao influenciar a sua absorcdo. A permeabilidade das moléculas através
das membranas bioldgicas é um fendmeno complexo, sendo que varias vias podem estar

envolvidas, tais como a via transcelular e a via paracelular®.
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Paracellular pathway  Transcellular pathway
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Figura 1 - Representacgdo esquematica das vias de absorcédo
de moléculast

O perfil hidrofébico das proteinas também afeta a sua permeabilidade e
absorcdo transcelular por difusdo passiva, devendo as proteinas ter capacidade lipofilica
elevada, a menos que o transporte seja pela via paracelular, pois o transporte por difusdo
passiva é restrito a moléculas relativamente pequenas (<200 Da). No entanto, a maior
parte dos péptidos e proteinas terapéuticas tem massa molecular superior a 700 Da e

também tem caracteristicas hidrofilicas®2223,

Outra desvantagem dos biofarmacos € a sua estabilidade quimica limitada ou
semi-vida nas células. Na maioria dos casos, as proteinas e péptidos terapéuticos
desenvolvem resposta imunoldgica, sendo rapidamente degradados por proteases e
rapidamente eliminados da corrente sanguinea®?2. Por conseguinte, sd0 necessarias
doses repetidas para manter os niveis terapéuticos. Além disso, e a acrescentar a sua
vulnerabilidade intrinseca das proteinas e péptidos, as proteases e as peptidases,
especialmente no trato gastrintestinal, mas também no pulméo, pele e outros érgéos e
tecidos, fazem estes produtos serem ainda mais vulneraveis a clivagem proteolitica. Por
ultimo, os péptidos e proteinas terapéuticas também tendem a sofrer agregacdo,
adsorcéo e desnaturagio, o que limita ainda mais a sua biodisponibilidade®%1":24,
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5. Vias de administracdo de péptidos e proteinas terapéuticas

Uma consideracdo fundamental na escolha da via de administracdo prende-se
com o tipo de efeito que se pretende que o farmaco exerga, ou seja, local ou sistémico, e
também atraveés da andlise das vantagens e desvantagens das diferentes vias de

administrago?®:2125,

5.1. Viaparenteral

Atualmente, devido a instabilidade das proteinas terapéuticas e permeabilidade
reduzida através das biomembranas, a via parenteral é a via mais utilizada para a

administracdo de tais farmacos®.

Administragdo parenteral significa, literalmente, a introducdo de substancias
dentro do organismo por outros meios que ndo o trato gastrointestinal, mas
praticamente, o termo é aplicado a injecdo de substancias por trés grandes vias:
intravenosa (1V), intramuscular (IM) e subcutanea (SC). Entre elas, a administragdo 1V
é, atualmente, o método de escolha para a administracdo sistémica de péptidos e

proteinas®.

As grandes vantagens apresentadas por este tipo de administracdo sdo as
seguintes: rapido inicio de acdo; biodisponibilidade previsivel e quase completa; evita a
possibilidade de degradacdo no trato gastrointestinal; evita o efeito de primeira
passagem da degradacdo do medicamento no figado e permite a administragdo do
farmaco em pacientes muito doentes ou em estado de coma, que ndo sdo capazes de

ingerir por via oral?.

Este tipo de administracdes envolvem a perfuracdo da pele e as formas
farmacéuticas sdo, em geral, emulsdes, ou suspensdes, e em todas elas € necessario

garantir a sua esterilizagdo?’.

No entanto, esta € uma via invasiva e dolorosa, 0 que pode levar a uma
diminuicdo na aceitacdo por parte do paciente e, consequentemente, ao aumento dos
custos da terapia, bem como a necessidade de pessoal especializado para a sua

administracdo e especialmente quando é necessario um tratamento prolongado ou
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estamos na presenca de uma patologia cronica. Além disso, e como referido
anteriormente, existe uma necessidade de esterilizacdo e armazenamento a frio (2-8 ° C)

das varias formulagdes constituidas por proteinas.

A fim de ultrapassar os problemas associados com a administracdo parenteral, a
indUstria farmacéutica tem canalizado os seus esfor¢os no desenvolvimento de sistemas
de administracdo de produtos biofarmacéuticos sem recorrer a injecdes. Entre as
diferentes vias de administracdo ndo-invasivas destacam-se a via oral, nasal, bucal,

ocular, retal, transdérmica e pulmonar®>*,

5.2.  Viaoral

A administracdo por via oral continua a ser o metodo preferencial de
administracdo de farmacos. Mais de 60% dos medicamentos de pequenas moléculas
disponiveis no mercado, sdo administrados por via oral. No entanto, estes valores ndo se

aplicam as proteinas e péptidos terapéuticos?®2°,

A via de administracdo oral apresenta varias vantagens, que incluem: a adesdo
do paciente, facilidade de administracdo e razodvel baixo custo de producdo. No
entanto, a sua reduzida biodisponibilidade oral, resultante principalmente da degradagéo
enzimatica pré-sistémica e fraca penetracdo atraves da membrana intestinal, impede que

esta seja a via preferencial das proteinas terapéuticas?03!,

O desenvolvimento de sistemas vidveis de administracdo por via oral de
proteinas e péptidos requer uma cuidadosa consideracdo das suas propriedades fisico-
quimicas (peso molecular, estabilidade ao pH, tamanho molecular, e ionizacdo
constante) e das barreiras bioldgicas (protedlise no estbmago, pH varidvel, a pobre
permeabilidade e membrana de efluxo). Os principais problemas envolvidos com a
administracdo oral de proteinas prendem-se com a sua degradacdo e desnaturacdo
devido ao baixo pH géstrico, a reduzida absorc¢do no intestino delgado, devido a sua
estrutura macromolecular e a presenca de enzimas que restringem a absorcéo no trato

gastrointestinal?®32,

A comunidade cientifica bem como a indUstria farmacéutica tém intensificado as

suas pesquisas para administragdo oral destes bioprodutos, durante as Ultimas
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décadas?®, Para tal, diversas metodologias tém sido desenvolvidas com a finalidade de
melhorar a biodisponibilidade oral destas proteinas, como o uso de potenciadores da
absorcdo, inibidores das proteases, revestimentos entéricos e formulacdes de
microesferas e nanoparticulas. No entanto, até agora, nenhuma das vérias abordagens

apresenta resultados clinicos satisfatorios34=°,

5.3.  Vianasal

A administracdo nasal de farmacos também tem sido estudada e utilizada como
uma via alternativa para a administracdo de proteinas e péptidos, essencialmente como
efeito local no tratamento de doencas respiratorias e cada vez mais apresenta ser uma

opcAao viavel para a administracdo de proteinas por via sistémica®.

A auto-medicacéo encontra-se facilitada através desta via devido ao fécil acesso
a cavidade nasal, o que melhora a adesdo do paciente a medicacdo comparativamente
com a via parenteral 3. Por ndo ser necessario administracdo através de agulhas, esta via

torna-se indolor e no invasiva, ndo exigindo deste modo preparagGes estéreis=®.,

O nivel de absor¢do por unidade de &rea é relativamente elevado através desta
via. Apesar do volume da cavidade nasal ser pequeno, entre 15 a 20 cm?®, a sua area de
absorcdo € relativamente larga, 150 cm?, porque a camada epitelial é coberta com
numerosas microvilosidades. Além disso, a camada subepitelial é altamente
vascularizada, o que permite que sejam atingidos niveis terapéuticos mais rapidamente,
um inicio de acdo mais rapido e que o sangue venoso do nariz passe diretamente para a

circulagdo sistémica evitando-se assim o efeito de primeira passagem®35¢,

Apesar das diversas vantagens, existem algumas barreiras para a absorc¢ao nasal,
principalmente através de um mecanismo de transporte mucociliar ativo que nao
permite um contato prolongado do fa&rmaco com a mucosa e a presenga de enzimas
proteoliticas na cavidade nasal. As propriedades fisico-quimicas do medicamento
também vao influenciar a sua absor¢do e consequente biodisponibilidade, também como
a sua dosagem, frequéncia de administracdo, volume e concentracdo, bem como a

presenca ou auséncia de potenciadores de absor¢ao®.
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Para conseguir uma administracdo por via nasal estavel, segura e eficaz de
péptidos e proteinas, tais limitacdes devem ser superadas. A possibilidade de
incorporagdo de excipientes na sua formulagdo e o desenho de novos sistemas de
dosagem nasais sdo abordagens interessantes, mas estas areas ainda carecem de maior

exploragéo para refletirem um beneficio clinico e comercial36-8,

5.4. Viabucal

A via bucal tem recebido uma maior atencdo na Ultima década como uma
alternativa promissora para a administracdo sistémica de medicamentos por via oral
ineficientes, pois oferece uma excelente acessibilidade e evita a degradacdo de proteinas
e péptidos que ocorre como resultado da administracdo oral, evitando a degradacdo no
trato gastrointestinal e o metabolismo hepéatico de primeira passagem. Esta via de
administracdo tem como locais de absor¢cdo o revestimento da bochecha, zona
sublingual, lingua inferior e mucosa gengival, sendo que a absorcdo da-se por difusdo

passiva®,

No entanto, existem limitacOes nesta via de administracdo, pois somente 0s
farmacos absorvidos por difusdo passiva podem ser administrados atraves desta via,
pequenas doses de farmacos e, também, existe a possibilidade do paciente poder engolir

0 medicamento®®.

5.5. Viaocular

A administracdo de proteinas e péptidos por via ocular apresenta-se como uma
abordagem interessante, mas, também, delicada para a tecnologia farmacéutica. Como
em todos os tipos de administracdo, é necessario um bom estudo e entendimento dos
parametros fisiologicos da superficie ocular antes da aplicacdo e producdo de um

medicamento ocular %41,

Embora os sistemas de administracdo de medicamentos convencionais, tais
como solugfes, suspensbes, geles e pomadas tenham sido investigados para
administracdo ocular controlada, estes enfrentam e apresentam varios problemas, tais

como a fraca drenagem de solucbes instiladas, o volume de lagrima, pobre

11
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permeabilidade da cornea, a drenagem lacrimal, a fraca absorcdo sistémica e visao

desfocada®?.

Os sistemas avancados de administracdo ocular tém sido desenvolvidos e
mostrado resultados promissores. Estes tém como objetivo otimizar e controlar a
aplicacdo local, quer aumentando a sua penetracdo atraves da mucosa ou prolongando o

tempo de contato com a superficie ocular.

Até a data, a maioria das proteinas e péptidos séo investigados com o intuito de
serem administrados para o tratamento de distdrbios oculares locais. Embora a via
ocular ndo seja a via preferida para a administracdo sistémica de proteinas, devido a
diversas limitacdes, tais como a fraca permeabilidade de moléculas de grande dimenséo
e hidrofilicas, ao metabolismo através da degradacdo enzimatica e a baixa capacidade
de transporte, importantes esforcos tém sido feitos nesta area. Estes incluem a
administracdo ocular de insulina e também ao uso de varios nanotransportadores para a

administragdo controlada e localizada**#.

5.6. Viaretal

A utilizacdo da via retal para a administracdo sistémica de farmacos a base de

proteinas e péptidos € relativamente recente33%,

As vantagens associadas a este tipo de administracdo prendem-se com a vasta
vascularizacdo, a possibilidade de evitar o efeito de primeira passagem, a elevada dose
de farmaco que pode ser administrado e por Gltimo é uma via apropriada para aqueles
medicamentos que causam nauseas, vomitos e irritacdo na mucosa gastro intestinal

através da administragdo oral®,

A vasopressina e 0s seus analogos, pentagastrina e gastrina, analogos de
calcitonina, e albumina humana tém sido investigados para favorecer a administracao

retal de produtos farmacéuticos baseados em proteinas e péptidos®:.

No entanto, esta via encontrou diversos problemas de absorcdo através da
mucosa, devido a sua muito baixa biodisponibilidade. Apesar de varias classes de

potenciadores de absor¢édo terem sido testadas, estas apresentaram indugé@o de reacdes
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locais severas. Além disso, a via retal é sujeita a variabilidade relacionada com o

transito intestinal®.

5.7. Viatransdérmica

A administragdo por via transdérmica oferece uma alternativa com algum
potencial, superando algumas desvantagens associadas com a administracdo por via
oral, bem como formulagGes injetaveis. Embora o transporte passivo de proteinas
através da pele até a data tenha sido impraticavel, devido a sua natureza hidrofilica e do
tamanho destas moléculas, o que limita o seu transporte através da barreira da pele
lipofilica, diversas técnicas de melhoria foram investigadas para ajudar na
administracdo destas moléculas através da pele. Entre estes, a utilizacdo de promotores
de absorcdo quimicos, iontoforese e fonoforese, que tém demostrado ser uma promessa

consideravel*,

Outro método para alcancar niveis terapéuticos razoaveis é pela facilitacdo na
penetracdo da proteina ou péptido através da pele, por exemplo, por ligacdo covalente
de um componente lipofilico de grupos funcionais disponiveis na proteina, tais como

aminas primarias e secundarias, amidas, imidas e hidroxilos®.

Em todas as vias de administracdo epiteliais (nasal, bucal, oral, retal, pulmonar e
transdérmica), as atividades enzimaticas estdo presentes, mas diferem fortemente entre
0s varios oOrgdos e tecidos. A pele, embora contenha aminopeptidases, exibe uma
atividade enzimatica consideravelmente reduzida, o que leva a um aumento da

biodisponibilidade do péptido ou proteina aplicada®.

Além disso, a via transdérmica evita a possibilidade de degradacdo no trato
gastrointestinal e também o efeito de primeira passagem da degradacdo do medicamento
no figado, o que é muitas vezes uma problematica na administracio oral®#. Qutras das
vantagens € a libertacdo do farmaco controladamente, quer seja por agédo sistémica ou

localmente, ao longo de um periodo de tempo prolongado?®,

No entanto, o problema principal associado com a administracdo transdérmica é

gue a pele, como todos os epitélios, é uma barreira excelente para grandes moléculas,
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compostos polares e hidrofilos, o que impde limitacbes para certos tipos de

biomoléculas®*®.

Em conclusdo, a via transdérmica oferece varias vantagens, mas ndo €
atualmente possivel a administracdo de macromoléculas hidrofilas, como alguns

péptidos e proteinas*>4®.

5.8. Viapulmonar

5.8.1. Nota Histérica

Os pulmdes sdo, talvez, a via de administracdo de farmacos mais antiga
conhecida na Histdria. A origem de terapias inalatorias remonta desde quatro mil anos
atras na India, onde as pessoas fumavam as folhas da planta Atropa belladonna para
suprimir a tosse. No século XIX e inicios do século XX, os asmaticos fumavam o p6 de
estramonio para tratar dos sintomas da sua doenca. No entanto, a inddstria farmacéutica
sO atribuiu real importancia a esta via em meados dos anos de 1950 através do fabrico
do primeiro inalador pressurizado com valvula doseadora (MDI). Este equipamento

continha salbutamol para o tratamento da asma®*’,

Atualmente, os investigadores tém feito grandes progressos no desenvolvimento
de tecnologias de administracdo de medicamentos por via pulmonar, tanto em termos de
design e funcionalizacdo de inaladores, como em avangos na engenharia da propria
formulacdo farmacéutica. Alguns dos avangos mais promissores tém surgido no campo
da nanotecnologia, com base na engenharia de particulas, nomeadamente nanoparticulas

para administracdo pulmonar, tema este que sera o foco desta dissertacdo®.

5.8.2. Anatomia e fisiologia

As fungdes primarias do aparelho respiratorio sdo permitir as trocas gasosas
entre 0 sangue e o ar, controlar o pH do sangue, conferir protecdo contra alguns
microrganismos dificultando a sua entrada e expulsando-os da superficie das vias
aeéreas, fonagdo, producao de sons e da fala através do ar que atravessa as cordas vocais

e olfato.
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O aparelho respiratorio é constituido principalmente pelas fossas nasais, faringe,
laringe, traqueia, bronquios e pulmdes. Os bronquios por sua vez, ramificam-se em
pequenos bronquiolos que estdo subdivididos nos bronquiolos terminais. A porcao
respiratdria ou vias aéreas respiratdrias iniciam-se nos bronquiolos terminais e terminam
em pequenas camaras-de-ar onde se realizam as trocas gasosas entre o ar e 0 sangue, 0S

sacos alveolares®.

Os dois pulmdes contém cerca de trezentos milhdes de alvéolos pulmonares,
com uma area de superficie combinada superior a 100 m?. Em média, um alvéolo tem
um didmetro de 250 pum, e paredes muito finas formadas por dois tipos de células: os
pneumdacitos tipo | e os pneumdcitos tipo 1. Os pneumdcitos tipo | formam 90% da
superficie alveolar e sdo células epiteliais de descamagcdo. E através deles que ocorre a
maior parte das trocas gasosas entre o ar alveolar e o sangue. Os pneumacitos tipo Il sdo
células secretoras cuboides ou redondas que produzem o surfatante pulmonar, essencial
para a expansdo alveolar durante a respiracdo. A superficie alveolar também é composta

por macréfagos, que sdo responsaveis pela eliminacdo de particulas grandes*®4°.

5.8.3. Vantagens e desvantagens

A administracdo por via pulmonar tem varias vantagens sobre o0s outros métodos

de administrac&o, tais como a administrag&o oral ou parenteral®®.

Esta via apresenta-se por ser promissora na administracdo de péptidos e
proteinas terapéuticas, devido a ndo ser invasiva, a grande area de superficie do pulméao
disponivel para absorcdo (superior a 100 m?), vascularizacio extensiva e reduzida

espessura do epitélio alveolar, o que vai permitir uma elevada taxa de absorcéo®.

Os pulmdes sdo adequados para administracdo de farmacos para ambos 0s tipos
de acdo, local e sistémica. Existem varias patologias localizadas nos pulmdes, que sdo
as principais candidatas para a terapia de inalacédo, tais como asma, enfisema pulmonar,
doencga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC), fibrose cistica, hipertensdo pulmonar
priméaria e cancro de pulmao. O tratamento destas patologias a nivel local é vantajoso,
uma vez que o farmaco ndo sofre 0 metabolismo de primeira passagem e deposita-se
diretamente no local da patologia. Este tipo de aplicacédo local do medicamento também

elimina os potenciais efeitos colaterais provocados pelas elevadas concentragdes
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sistémicas tipicas da administracdo por métodos convencionais, e pode reduzir custos,
devido as menores doses utilizadas*®. Além disso, os pulmdes podem ser alvo para
administracdo em ceélulas especificas, tais como os macrofagos alveolares, para o

tratamento de determinadas doengas, como a tuberculose®*°L.

Alternativamente, o0 medicamento pode ser absorvido através da fina camada de
células epiteliais existente na regido alveolar e consequentemente atingir a circulacao,
obtendo-se deste modo uma acéo sistémica®®°2°3, Este é o método indicado caso seja
necessario um inicio rapido de acdo e, bem assim, nos casos de administracdo de
proteinas terapéuticas, visto que evita o efeito de primeira passagem e a forte
degradacdo enzimaética, desvantagens que sao caracteristicas da administracdo por via

oral®,

Por outro lado, os pulmdes conferem também funcdes de defesa, exercendo
protecdo estrutural e imunoldgica contra agentes externos. Estes mecanismos de defesa
naturais podem opor-se, inadvertidamente, a administracdo de proteinas terapéuticas >*.
Portanto, o grande desafio dos investigadores centra-se no desenvolvimento de sistemas
de inalacdo através de formulacbes de sistemas de administracdo com propriedades
adequadas para evitar 0s sucessivos mecanismos de defesa do pulméo, providenciando a
protecdo do farmaco durante o seu trajeto e permitindo a sua entrega no local de

absorgo®®,

Tabela 2 - Vantagens e desvantagens da administracio pulmonar de farmacos®®

Vantagens

Via ndo invasiva

Grande area de superficie alveolar
Extensa vascularizacao

Baixa espessura da barreira epitelial
Baixa atividade proteolitica
Prevencdo do efeito de primeira
passagem e da degradacao
gastrointestinal

Répida absorcao e inicio de ag¢do

Reduzidos efeitos adversos sistémicos

Possibilidade de administracéo de
doses baixas

Desvantagens

Vias respiratdrias atuam como filtro
Depuragdo mucociliar

Existéncia de macrdfagos alveolares

As particulas podem ser exaladas

Absorcao afetada por condic6es patoldgicas

Necessario design de formulagdes adequadas
para administracao

Requer dispositivos complexos e particulas
com propriedades aerodindmicas especificas
Dificuldades associadas com 0 manuseamento
dos dispositivos de inalacao

Vaérios fatores que afetam a reprodutibilidade
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Para qualquer farmaco ser administrado por inalacao, este tem que ser formulado
como um aerossol. Preparacfes de aerossois sdo dispersdes estaveis ou suspensdes de
materiais solidos e goticulas num meio gasoso. Os farmacos administrados através de
aerossdis podem ser alvo de diferentes mecanismos de deposi¢do: impacto,
sedimentacio e difusio'®. Os mecanismos de deposicdo vao depender essencialmente do
diametro aerodinamico das particulas constituintes do aerossol. O didmetro
aerodindmico é definido como o didmetro de uma particula esférica de densidade
unitaria (1g/cm®). que tem um comportamento aerodindmico idéntico a particula em
questdo, ou seja, particulas com o mesmo diametro aerodinamico podem ter diferentes
dimensdes e formas®’. Particulas com didmetro aerodindmico superior a 6 um e que
circulam a alta velocidade s&o depositadas por impacto. A sedimentacdo ocorre
principalmente nas pequenas vias aéreas e na regido alveolar, e é mais significativa para
particulas com aproximadamente 4-6 um. A deposi¢do por difusdo ocorre
principalmente na regido alveolar, e é devida aos movimentos brownianos, sendo mais
significativa para particulas menores que 0,5 um. Desta forma, tem sido descrito que o
tamanho de particula ideal para administracdo de farmacos por via pulmonar de modo a
atingir um efeito sistémico deve ser aproximadamente 1-5 um, com um maximo efeito

obtido para particulas entre 2-3 pum?6:°6-58,

terer 1-100 N and 1-5 pm

Figura 2 - Perfil de deposicéo de particulas no trato
respiratorio®

De modo a aumentar a absorcdo, e por conseguinte a biodisponibilidade das
proteinas, o pré-requisito fundamental para a deposi¢édo eficiente na regido alveolar é
conseguido através da utilizacdo de sistemas de transportadores, que se detalham na

seccao abaixo.
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6. Transportadores para administracdo pulmonar

A via parenteral figura-se como a via mais utilizada na administracdo de
proteinas terapéuticas devido & instabilidade e a dificuldade de absorgdo deste tipo de
farmacos. No entanto, e como referido anteriormente, esta via apresenta diversas
desvantagens e, analisando as vantagens do sistema respiratorio, a via pulmonar tem
sido foco especial de atengdo na administracdo de proteinas terapéuticas®. Contudo, a
baixa biodisponibilidade e o aparecimento de efeitos secundarios sdo limitagdes
apresentadas pelas formulacGes inalaveis convencionais. Desta forma, a alternativa para
ultrapassar os problemas das formulacbes convencionais surge na aposta no
desenvolvimento de transportadores de farmacos, uma vez que auxiliam na protecdo
contra a degradacdo da proteina, melhoram o transporte transepitelial e reduzem a

resposta imunitaria da proteina em sit.

Os transportadores sdo utilizados para encapsulacdo de farmacos possibilitando
também a sua protecdo contra a degradacdo, com o intuito de alcancar os tecidos e
orgdos alvo e reduzir os possiveis efeitos secundarios. No caso de formulagdes
proteicas, 0 uso de transportadores apresenta varias vantagens. Entre estas destacam-se
0 aumento da estabilidade das proteinas e o transporte transepitelial dos sistemas
encapsulados, o melhoramento da deposi¢cdo pulmonar e a quantidade de farmaco que
atinge o local de acdo. Como resultado, 0 aumento da eficiéncia terapéutica do farmaco
e diminuicdo dos efeitos adversos causados pela libertacdo do farmaco em tecidos néo-
alvo; a obtencdo de formulagdes de libertacdo modificada, evitar o sistema imunitario e,

como consequéncia, aumentar o tempo de semi-vida®*6:,

Os transportadores de proteinas pretendem manter as moléculas estaveis no seu
ambiente bioldgico especifico e, de preferéncia, atravessar a barreira da mucosa de
modo a alcancar o seu local de acdo. Para além disso, 0os materiais e tecnologias
utilizadas para a preparacdo destes transportadores também parecem ser questdes

relevantes, sendo a sua selecio dependente do objetivo final da administragio®®-°°,

Diversos materiais tém sido utilizados na producdo de transportadores, tais como
polissacaridos, derivados de poliéster, acrilatos e lipidos, entre outros. Uma das

estratégias mais promissoras é a utilizacdo de polimeros que prolongam a permanéncia
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dos transportadores de farmacos nos locais de absorc¢éo, facilitando assim uma maior
absorcdo do farmaco. Este tipo de abordagem inclui o uso de polimeros com
propriedades mucoadesivas, tais como os derivados de celulose ou polissacaridos como
0 quitosano (CS), quer isoladamente, quer em combinagdo com um transportador de

particulas pré-formado, ou incorporado na estrutura do proprio transportador®®,

Os transportadores mais representativos séo classificados de acordo com o
tamanho de particula e com a natureza dos materiais utilizados para os obter. Neste
sentido, podemos classificar os transportadores como lipossomas e sistemas nano e

microparticulados®®,

Devido aos répidos avangcos na nanotecnologia e biotecnologia, as
nanoparticulas tém sido consideradas como uma ferramenta eficaz na administracdo de
farmacos e tém sido extensivamente estudadas para administrar a nova geracdo de
agentes terapéuticos proteicos, uma vez que muitos dos componentes das células vivas
sdo desenhados ao nivel nano, tais como ribossomas, transportadores de membranas,

recetores e sistemas de sinalizacdo celular®®®2,

6.1. Lipossomas

Os lipossomas sdo vesiculas que variam o seu tamanho entre a escala dos
nandmetros até alguns micrometros. Estes transportadores sdo constituidos por uma ou
mais bicamadas de fosfolipidos, colesterol e outros lipidos de natureza hidrofdbica e
encerram uma cavidade interna aquosa. Devido a sua estrutura os lipossomas permitem
a incorporacdo de farmacos hidrofilos no nacleo aquoso e farmacos lipofilicos dentro da
bicamada lipidical>®. Considerados como um dos transportadores mais estudados para a
entrega de farmacos no pulmao, os lipossomas podem ser preparados a partir de
compostos enddgenos, como o0s que compdem o surfatante pulmonar, 0 que tem
demonstrado levar a uma maior absor¢do dos farmacos incorporados, embora o
mecanismo subjacente ndo seja ainda claro'?.Também devido a sua semelhanca
estrutural, os lipossomas depositados nos alveolos pulmonares interagem com 0s
fosfolipidos enddgenos, facilitando a absorcéo das proteinas terapéuticas. Os lipossomas
apresentam diversas vantagens no ponto de vista da administracdo pulmonar, sendo que

estes permitem a libertacdo prolongada de farmaco, previnem a irritagdo local, tém
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baixa toxicidade e conferem uma elevada possibilidade de manipulacéo da libertacdo e

direcionamento do farmaco®62,

Lipid bilayer

- Hydrophilic
drug

Hydrophobic
drug

Figura 3 - Representagdo esquematica do lipossoma®

6.2. Microesferas

As microesferas sdo utilizadas para produzir sistemas de particulas no intervalo
de tamanho de 1 pm a 999 um e podem ser originadas através de uma grande variedade
de polimeros sintéticos e de materiais naturais. Estas formulacdes tém sido propostas
como veiculos para administracdo pulmonar, no entanto, este intervalo de tamanho das
microesferas ndo € considerado razoavel para formulac@es pulmonares, visto que para
atingir um efeito sistémico este intervalo tem de situar-se idealmente entre 1 um a 5 um.
A producdo de microesferas utiliza uma grande variedade de materiais de polimeros
naturais ou sintéticos, pois eles podem oferecer uma dispensa de farmaco eficiente e
controlada, bem como conferir protecdo das moléculas encapsuladas. O destino das
microesferas nos pulmdes é dependente do tamanho das microesferas, do material do

polimero escolhido, da técnica de preparacdo e do dispositivo de administracdo*®¢.

Até meados da década de 1990, as particulas com um diametro geométrico de 1
a 3 um e densidade de cerca de 1 g/cm?, foram consideradas como as mais adequadas
para a administracdo pulmonar, porque a perda significativa devido ao impacto
(particulas grandes) e exalagdo (particulas pequenas) seriam evitadas'®®. No entanto
esta gama de tamanho e densidade era responséavel pela agregacdo répida e fagocitose
por parte dos macrofagos alveolares. Numa tentativa de ultrapassar estes
inconvenientes, Edwards et al.® introduziu um novo e promissor conceito baseado no

desenho de grandes particulas porosas. Estas particulas sdo mais leves e maiores do que
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as tipicas particulas de p6 seco, com uma densidade de massa de cerca de 0,1 g/cm3 e o
didmetro geométrico superior a 5 um. Em virtude das suas caracteristicas ocas e
porosas, estas ddo origem a um didmetro aerodindmico menor do que o seu didmetro
geométrico. Deste modo, as particulas podem ter um processo de aerossolizacdo mais
eficiente (menor agregacdo) do que as particulas ndo porosas mais pequenas, resultando
em formulacdes com fracGes respiraveis mais elevadas, ou seja, a subfracao do total de
particulas inaladas que penetram no interior da regido alveolar do pulméo. Além disso,
elas podem evitar a fagocitose alveolar. Desde a introdugédo deste novo conceito, uma
quantidade significativa de trabalhos tem abordado o desenvolvimento de novas

tecnologias para a producéo de sistemas similares, obtendo resultados promissores®®°,

6.3.  Nanoparticulas

O desenvolvimento de nanoparticulas para a administracdo de farmacos remonta
a década de 1960 %%, As nanoparticulas, geralmente, referem-se a particulas coloidais
solidas feitas de material macromolecular que variam entre 1 a 1000 nm de tamanho,
ainda que, dependendo do contexto, o termo por vezes, identifica as particulas no

intervalo de 1 a 200 nm®°.

O interesse no desenvolvimento de nanoparticulas ocorreu principalmente
porque foi demonstrado que o tamanho de particula desempenha um papel fundamental
na sua capacidade para atravessar o epitélio, papel em que as nanoparticulas parecem ter

uma agdo mais favoravel do que as microparticulas®®,

Dentro dos diversos sistemas de administracdo de farmacos consideradas atraves
da via pulmonar, as nanoparticulas demonstram diversas vantagens para o tratamento de
doencas respiratdrias, como a libertacdo prolongada do farmaco, a entrega especifica do
farmaco nas células alvo e a degradacéo dentro de um periodo de tempo aceitavel®’.

Além disso, é ainda documentado que o transporte é mais favoravel para alguns
polimeros de natureza hidrofilica. Estes transportadores coloidais foram recentemente
propostos como veiculo para o transporte de farmacos para o epitélio do pulméo
utilizando uma vasta gama de materiais, tais como 0s poliésteres, polissacaridos, e
poliacrilatos®®®, Estes tipos de transportadores apresentam ainda vérias vantagens

importantes, nomeadamente, a melhoria da estabilidade do farmaco, e, em alguns casos,
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a capacidade para controlar o perfil de libertacdo do farmaco. Numa experiéncia com
particulas de latex revelou-se que, devido ao seu pequeno tamanho, estas sdo capazes de
evitar a eliminacdo mucociliar e atividade fagocitaria®®, enquanto nanoparticulas feitas
de outros diversos polimeros foram eficientemente absorvidas pelas células epiteliais
alveolares®®®®, No entanto, ndo ha consenso sobre o intervalo de tamanho ideal para
evitar ou retardar a fagocitose mediada por macrofagos. Por sua vez, foi relatado que
esta atividade fagocitica € méxima para particulas entre 100-200 nm, decrescendo nas

particulas fora deste intervalo, sejam elas de tamanho superior ou inferior®®7,

As nanoparticulas podem ser utilizadas como transportadores de farmacos, quer
por dissolucdo, encapsulacdo, adsorcdo ou fixacdo da substancia ativa. As
nanoparticulas poliméricas sdao compostas por materiais biodegradaveis, por exemplo,
polimeros sintéticos tais como o PLGA, que se degrada em produtos biocompativeis no

organismo e s&o reabsorviveis por vias naturais®.

Ao manipular a degradacdo destes polimeros, a taxa de libertacdo do farmaco
pode ser controlada. Uma variedade de métodos tém sido utilizados para produzir
nanoparticulas poliméricas, sendo que esses métodos incluem a evaporacédo de solvente,

a nanoprecipitacdo e as multiplas emulsdes®® 2.

As nanoparticulas tém sido investigadas como transportadores de farmacos para
doencas que vio desde o cancro a tuberculose™. A modificacdo da superficie e do
tamanho de particula tem sido utilizada para evitar a eliminacdo das particulas e
aumentar o seu tempo de circulacdo, para o transporte através das barreiras fisicas, ou
para prolongar o tempo de permanéncia no local de absorcdo. As nanoparticulas podem
também ser manipuladas para direcionar a sua acao as células tumorais na terapia do
cancro e aos macrofagos™’®. A tecnologia de nanoparticulas sé recentemente provou
ser viavel a escala comercial, quando o primeiro produto usando nanoparticulas tornou-
se disponivel em 2005, o Abraxane®, uma suspensdo injetavel de nanoparticulas de

albumina com paclitaxel para o tratamento do cancro da mama®.

As nanoparticulas podem ser formuladas e administradas tanto numa formulagéo
em po seco, como numa formulacdo aquosa, tendo sido exploradas tanto para aplicagédo

sistémica como para aplicacéo local®>®.
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6.3.1. Nanoparticulas constituidas por materiais hidrofobicos sintéticos

6.3.1.1. Derivados de poliéster

Os derivados biodegradaveis e biocompativeis do acido latico, PLA e PLGA tém
sido fortemente investigados para o desenvolvimento de nanoparticulas na encapsulagédo
de farmacos em aplicacbes de libertacdo controlada por via pulmonar, devido,
essencialmente, a sua seguranca e biocompatibilidade ja documentada’. A preparacio
deste tipo de nanoparticulas a base de derivados de poliéster tem sido realizada
utilizando técnicas, tais como, a emulsdo da evaporacdo do solvente e o deslocamento

de solvente®®’’,

Na técnica de emulsdo da evaporacdo de solvente a fase organica que contem o
farmaco e o polimero é geralmente incorporada numa fase aquosa que contem um
agente tensioativo por meio de ultra-sons ou homogeneizacdo. O solvente difunde-se
para a fase externa e evapora-se a partir da superficie, levando a precipitacdo do
polimero da qual resulta a formacdo das nanoparticulas. O deslocamento de solvente,
também chamado nanoprecipitacdo envolve a utilizacdo de uma fase organica
completamente solivel na fase aquosa externa. A fase organica difunde-se
instantaneamente na fase aquosa externa provocando a precipitacdo imediata do
polimero. Apéds a formacdo das nanoparticulas o solvente é eliminado e a suspensdo é

concentrada sob pressio reduzida®®.

Num estudo foi desenvolvido um outro método, baseado no deslocamento de
solvente, com o objetivo de aumentar o encapsulamento de proteinas em nanoparticulas
poliméricas. O método baseava-se na nanoprecipitacdo em duas etapas, isto porque, na
nanoprecipitacdo em uma Uunica etapa verifica-se uma grande dificuldade no
encapsulamento das proteinas devido a sua limitacdo intrinseca de solubilidade em
solventes organicos. Para ultrapassar esta limitacéo, foi desenvolvido, como ja referido,

um método de duas etapas de nanoprecipitacio’®.

Neste método é usado um passo de nanoprecipitacdo da proteina, seguido por
um segundo passo de nanoprecipitacdo do polimero. Foram utilizadas duas enzimas
modelo, a lisozima e a a-quimotripsina, com o objetivo de optimizar o método, o
citrocromo ¢ (Cyt-c) como proteina e o polimero PLGA. Nos resultados, foram obtidas

eficiéncias de encapsulacdo superiores a 70%, uma quantidade de agregados de
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proteinas insolUveis em tampao inferiores a 2% e os tamanhos das nanoparticulas com

Cyt-c e 0 polimero PLGA a variar entre 300-400 nm’8,

+ Acetonitrile

Step 1
Protein/water solution Protein nanoparticles
+ Protein nanoparticles
9
©
Inject into
‘ aqueous phase
Step 2

PLGA/acetonitrile solution Protein-loaded PLGA
nanoparticles

Figura 4 - Esquema de encapsulamento de
proteinas em PLGA por duas etapas de
nanoprecipitagao’@,

Estes resultados indicam o potencial deste sistema de libertagcdo, utilizando
PLGA e o duplo método de nanoprecipitacdo no deslocamento de solvente, como

transportadores de proteinas.

6.3.1.2. Derivados de polimeros acrilicos

Os derivados de acrilato sdo considerados ndo toxicos e de elevada
biocompatibilidade, sendo que, atualmente, estdo envolvidos na formulacdo de
transportadores de farmacos em varias vias de administracdo, nomeadamente a via
pulmonar®®%¢. Os primeiros sistemas de nanoparticulas formulados com derivados de
acrilatos foram relatados na década de 1970. As nanoparticulas biodegradaveis de poli-
alquicianocrilato (PACA) tém sido objeto de intensa investigacdo na area dos
transportadores poliméricos de farmacos, sendo preparadas através de uma reagdo de

polimerizagdo em emulsdo®®.

A técnica da polimerizagdo em emulsdo consiste na emulsdo de goticulas de

monomeros insollveis em &gua numa fase aquosa externa e acida que contém um
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estabilizador, sob agitacdo magnética. Os monomeros polimerizam relativamente rapido
por um mecanismo de polimerizacdo anionica com uma taxa de polimerizacdo

dependente do pH do meio®.

No estudo de Brzoska et al, os investigadores produziram nanoparticulas
compostas por polibutilcianoacrilato (PBCA) ou polihexilcianoacrilato (PHCA)
utilizando a técnica da polimerizacdo por emulsdo. As nanoparticulas obtidas
apresentaram tamanhos entre 110 e 240 nm. No entanto, estas nanoparticulas mostraram
ser toxicas para a cultura primaria de células epiteliais das vias aéreas, bem como para a
linha de células 16HBE140-%7°, Esta observacdo indica-nos que deve ser tomada

especial atencdo ao utilizar estes polimeros por via pulmonar.

Utilizando a técnica por polimerizacdo em emulsdo, nanoparticulas de PBCA
carregadas com insulina foram produzidas atingindo um tamanho médio de cerca de
250nm. A insulina foi associada com uma eficiéncia de 80%, e, apds a administracédo
intratraqueal de nanoparticulas a morganhos com uma dosagem de insulina de 10 e 20
Ul/kg, alcangou-se uma reducéo nos niveis de glucose no soro comparavel a obtida com
uma solucdo com a mesma quantidade de insulina, no entanto, com a administracdo de
nanoparticulas de PBCA carregadas com insulina observou-se um efeito

hipoglicemiante mais prolongado.

Como pode ser observado na figura 6a, com a dose de 10 Ul/kg, a formulacdo de
nanoparticulas de PBCA carregadas com insulina atingiu 30% do nivel inicial de
glucose em quatro horas, enquanto que a solugdo apenas com insulina atingiu 20% do
nivel inicial de glucose no mesmo intervalo de tempo. No entanto, o efeito
hipoglicemiante verificou-se num intervalo de tempo maior para as nanoparticulas com
insulina comparativamente as de insulina em solucéo. Deste modo, 80% do nivel inicial
de glucose no sangue foi atingido apds oito horas para a solucéo e de dezasseis horas

com a formulagdo de nanoparticulas.

Através da andlise da figura 6b, quando se utilizou a dose 20 Ul/kg, o nivel de
glucose no sangue atingiu os valores minimos de 14% em oito horas para as
nanoparticulas com insulina e 4% em seis horas para que a respetiva solucdo de
insulina. Mais uma vez, a recuperacdo para niveis normais de glucose foi mais rapida

quando administrada a solugdo de insulina, 80% em doze horas, do que para a
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formulacdo de nanoparticulas em insulina, 0 mesmo nivel normal de glucose em vinte
horas.

Este estudo indica-nos a possibilidade de administracdo de nanoparticulas, que
podem atingir semelhante, se ndo melhor, na reducdo dos niveis de glicose no sangue
aos da administracdo da solugdo com a mesma quantidade de insulina. Conclui-se assim
que através da administracdo de nanoparticulas resulta um efeito hipoglicemiante mais
prolongado, indicando, assim, a libertacdo controlada de insulina a partir das

nanoparticulas®®®,
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Figura 5 - Representacdo esquematica da insulina?
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Figura 6 - Efeito hipoglicemiante apds administragdo intratraqueal de: a) (A ) nanoparticulas com dosagem de 10
Ul/kg de insulina, (m) solucdo com dosagem de 10 Ul/kg de insulina; b) (m) nanoparticulas com dosagem de 20 Ul/kg
de insulina, (A) solucdo com dosagem de 20 Ul/kg de insulina; (#) solugdo tampao de fosfato como controlo®
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6.3.2. Nanoparticulas constituidas por materiais hidrofilicos naturais

6.3.2.1. Proteinas

As proteinas, tais como gelatina e albumina, sdo polimeros hidrofilicos naturais,
com vantagens evidentes na manipulacéo (evitam os solventes organicos) e do ponto de
vista do transporte de farmacos. As principais desvantagens destes materiais sao a sua
facil degradacdo e o potencial de antigenicidade quando administrados por via
parenteral. No entanto, existe pouca informacdo sobre a sua antigenicidade aquando da
administracdo por via pulmonar, portanto, serdo necessarios mais estudos de toxicidade

in vivo para avaliar a seguranca destes transportadores®®.

A incorporacao de albumina em formulacGes para inalacdo a partir de inaladores
de pb seco é efetuada com a finalidade de prolongar a libertacdo de particulas nos

alvéolos e, assim, aumentar a absorcao da substancia ativa'!.

As nanoparticulas baseadas em albumina e gelatina sdo geralmente preparadas
por uma técnica de dessolvatacdo. Este método consiste em dissolver a proteina em
agua, posteriormente dessolvatar com um solvente com maior afinidade por agua como
0 alcool ou a acetona. Por fim, em certos casos, a reticulacdo com glutaraldeido tem

lugar, levando a formagcéo de particulas coloidais®®.

Brzoska et al. produziram nanoparticulas com base em gelatina e albumina do
soro humano (HSA), utilizando a técnica de dessolvatacdo descrita acima. Nos seus
resultados obtiveram particulas de tamanhos de cerca de 240-280 nm, onde foram
posteriormente testadas utilizando uma cultura priméaria de células epiteliais das vias
aéreas e a linha de células 16HBE140- com nenhuma toxicidade observada. A anélise
por microscopia confocal mostrou que as nanoparticulas de gelatina e as nanoparticulas
de HSA foram incorporadas em células do epitélio das vias respiratorias, dependentes
da sua concentracio e temperatura. A temperatura de 4° C n&o houve absorcio, em
contraste com o que acontece a 37 ° C, o que indica que a penetracdo de nanoparticulas
€ um processo de endocitose ativo. Tomando em consideracdo estas caracteristicas, as
nanoparticulas de gelatina e HSA sdo consideradas como enorme potencial no

transporte de farmacos através da via pulmonar®®7°.
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6.3.2.2. Polissacaridos

Dentro do grupo de nanoparticulas de polissacaridos destacam-se o CS, o
alginato e o &cido hialuronico (HA). Estes polimeros naturais desfrutam de uma forte
popularidade na producdo de sistemas de transportadores de farmacos porque sdo
materiais naturais, biocompativeis, biodegradaveis, ndo tdxicos e sdo compostos
hidrofilicos que possuem um baixo custo de produgdo e existem em abundancia na
naturezal®. Entre os diferentes materiais utilizados para a producio de nanoparticulas
de polissacaridos, o CS € aquele que apresenta maiores vantagens, sendo este também o

mais investigado®.

O CS é um polissacarideo com caracteristicas estruturais semelhantes as
glucosaminas e obtido pela desacetilacdo alcalina da quitina e é derivado do
exoesqueleto de crustaceos. A seguranca e a tolerancia ao CS sdo caracteristicas de
sinergia em relacdo a sua aplicacdo na administracdo de farmacos pela via pulmonar.
Apesar das propriedades naturais, algumas desvantagens estdo associadas, tais como a
fraca solubilidade a pH fisioldgico e o efeito passivo no direccionamento de farmacos.
Assim, aliada a presenca de grupos amina reativos na estrutura quimica do CS, as
modificagcdes quimicas atraves da conjugacdo de diversos grupos funcionais permitem o
controlo da hidrofilicidade e a solubilidade a pH neutro e bésico e abrem novas

oportunidades para expandir a aplicacdo deste polimero natural®.
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Figura 7 - Estrutura quimica do quitosano, sub-unidades N-acetil-D-glucosamina
(direita) e D-glucosamina (esquerda) &

Outra das vantagens do CS é a capacidade de aumentar a absorcdo de farmacos
pela via paracelular, em particular macromoléculas, devido a disrupcédo transitoria das
juncdes das células®®®!, Yamamoto et al. realizou ensaios in vivo, com o objetivo de

confirmar esta capacidade de aumento de absorcdo de farmacos através desta via, em
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porquinhos-da-india pela comparacdo da absorcdo pulmonar de varios modelos de
farmacos com a presenca e auséncia de CS. Os resultados mostraram um aumento
significativo para todos os farmacos testados na presenca de CS, tal como avaliados

pelos niveis de concentragdo de farmaco no sangue®?.
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Figura 8 - Efeito do quitosano na absorcdo de farmacos pela via
paracelular. (a) Epitélio normal. (b) Interrupcéo transitoria das

juncdes intercelulares por agdo do CS 1: Farmaco 2: Juncdo
intercelular 3: CS®

Existem varios estudos onde sdo apresentados as mais recentes e promissoras

modificagdes realizadas na molécula de CS a fim de melhorar as suas caracteristicas.

A capacidade de estabelecer ligacdes ionicas, de pontes de hidrogénio e
interacBes hidrofobicas com cadeias de mucina carregadas negativamente®, o
componente estrutural do muco nos pulmdes, evidencia o seu potencial para aumentar a
retencdo de nanoparticulas transportadoras de farmacos no pulm&o®. Em um estudo
recente, Makhlof et al. relataram sobre o aumento da mucoadesdo de nanoparticulas
modificadas quimicamente através da adi¢do de compostos de grupos tiol. Neste estudo
foi reportado o aumento da capacidade de mucoadesdao de nanoparticulas com CS
modificadas com acido tioglicolico (TGA) comparativamente as nanoparticulas de CS
sem modificacdo quimica através de administracdo intratraqueal em morganhos. Mais
importante ainda, observou-se que 0 aumento na mucoadesdo pulmonar estava
correlacionada com a maior biodisponibilidade da calcitonina quando este péptido

estava associado com nanoparticulas®.

A adicao de polimeros hidrofilos ao CS, tais como o polietilenoglicol (PEG), €
uma estratégia conhecida para melhorar a solubilidade e biocompatibilidade do CS, bem
como para alcangar um nivel baixo de reconhecimento pelo sistema imunitario do

hospedeiro e aumentar o tempo de circulagdo no sangue. Estas cadeias de PEG criam
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uma camada de protecdo para evitar a adesdo das opsoninas presentes no sangue, de
modo a que as particulas ndo possam ser detetadas tdo facilmente pelas células

fagocitarias®0-8e,

Devido as vantagens que o PEG confere ao CS, o polimero de CS-G-PEG foi
preparado e utilizado para desenvolver véarios tipos de nanoparticulas para
administracdo de farmacos por via pulmonar. As nanoparticulas deste polimero foram
preparadas por gelificacdo ionotropica com tripolifosfato (TPP). Este sistema
apresentou uma elevada eficacia de associacao, superiores a 78,6%, levando a valores

de encapsulamento de insulina de cerca de 38,6% &',
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Conclusao

A evolucdo na biotecnologia permitiu o desenvolvimento e promocdo dos
péptidos e proteinas como importantes agentes terapéuticos. Apesar do interesse nestes
biofarmacos, a industria farmacéutica depara-se com um enorme desafio na
investigacdo e producdo dos mesmos. Embora as caracteristicas intrinsecas deste tipo de
moléculas confiram vantagens em relacdo as moléculas de farmacos sintéticos, estas
apresentam algumas limitaces, tais como a biodisponibilidade e a instabilidade fisica e
quimica. Deste modo, a via parenteral é, até ao momento, a via de administracdo
tradicional de tais moléculas. No entanto, urge investir em vias alternativas de

administracdo para ultrapassar as limitacfes que sdo caracteristicas da via parenteral.

A via pulmonar é considerada uma via atrativa na administracdo das proteinas
terapéuticas. Associada a fisiologia dos pulmdes, a inalacdo é apresentada como uma
alternativa promissora e ndo invasiva relativamente a via parenteral. A utilizacdo da via
pulmonar podera assim levar a um melhor cumprimento da terapéutica, aceitacdo e

satisfacdo por parte dos doentes.

De forma a tornar possivel este tipo de administracdo, é necessario recorrer ao
desenvolvimento e utilizacdo de transportadores de farmacos devido as limitacbes das
proteinas ja referidas ao longo do documento. Os transportadores de farmacos vao
conferir protecdo contra a degradacdo destas proteinas e permitir que estas se depositem
a nivel pulmonar e atinjam o local de acdo na quantidade necessaria. Por conseguinte,
houve a necessidade de investir no desenvolvimento de transportadores de farmacos
para administracdo pulmonar, através de estruturas como lipossomas, sistemas nano e
microparticulados especificamente direcionados para a administracdo de proteinas a

nivel pulmonar.

As nanoparticulas polimericas sdo sistemas transportadores com enorme
potencial devido as vérias vantagens que apresentam, como a libertacdo prolongada do
farmaco, a entrega especifica do farmaco nas células alvo e a degradacdo dentro de um
periodo de tempo aceitavel. No entanto, cada tipo de proteina e polimero apresenta um

comportamento especifico que deve ser tido em conta aquando da sua formulacéo.

Deste modo, a formulacdo de nanoparticulas poliméricas na administracéo
pulmonar de proteinas tera de ter em conta diversos factores, tais como a estabilidade da
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proteina, a penetracdo nos tecidos alvo, a técnica de preparacdo, a compatibilidade com
os polimeros utilizados, aspetos toxicoldgicos, o custo associado e a obtencdo de
formulacBes que escapem ao sistema imunitario, aumentando assim o tempo de semi-

vida.
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