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Resumo

As nanoparticulas poliméricas, destinadas a administra¢do oral de proteinas e
péptidos terapéuticos, sdo actualmente uma realidade inovadora na darea da
biotecnologia e predizem uma revolugdo no campo das ciéncias farmacéuticas nas

suas diferentes abordagens.

Contudo, existem alguns factores condicionantes na vectorizacdo deste tipo de
moléculas que dificultam a concep¢do de féormulas farmacéuticas viaveis para uso
terapéutico generalizado, tais como, baixa permeabilidade na membrana,
biodisponibilidade terapéutica diminuida, elevado peso molecular e degradagado

enzimatica ao longo do tracto gastrointestinal.

Todavia, nas ultimas décadas tém sido realizados inimeros esforcos pela
comunidade cientifica, emergindo assim a area da nanomedicina como a resposta
mais plausivel para a concep¢do de vectores coloidais que permitam ultrapassar as

limitacdes inerentes a este tipo de fArmacos.

O presente estudo tem como objectivo dar a conhecer os avangos cientificos
mais recentes na drea das nanoparticulas poliméricas, em particular no

desenvolvimento de sistemas coloidais que permitam a autoimunizagao.
Pretende-se assim elucidar o leitor para:

1. vantagens e dificuldades na concepcao de particulas nanométricas

ii.  mecanismos de transporte envolvidos no transporte de nanoparticulas

iii. abordar as principais dificuldades na vectorizacdo de péptidos e
proteinas

iv. expor os varios polimeros naturais e sintéticos disponiveis que
apresentam melhores capacidades bioadesivas, imunogénicas e
biodegradaveis

v. dar a conhecer algumas moléculas terapéuticas que futuramente
poderdo ser vectorizadas através de nanoparticulas poliméricas.

vi.  Introduzir o conceito de nanovacina

Palavras-chave: nanoparticulas poliméricas; nanomedicina; vectorizacio;

proteinas; péptidos; nanovacinas; autoimunizac¢io
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Abstract

Polymeric nanoparticles applied for oral delivery of peptides and proteins, are
a current innovative area in biotechnology foreseeing changes in pharmaceutics at

different levels.

However, several factors exist defining the drug targeting properties of these
molecules, limiting the design of drug formulations for therapeutic application, such
as low membrane permeability, low bioavailability, high molecular weight and

enzymatic degradation in the gastrointestinal tract.

The scientific community has nevertheless made numerous efforts in the last
decade and the emerging of nanomedicine is a promising approach to overcome the

inherent limitations of this type of drugs.

The present study aims therefore to ascertain the latest scientific advances in
the field of polymeric nanoparticles, in particular in the development of colloidal

systems that allow autoimmunity.
It is expected to elucidate the reader about the:

1. advantages and difficulties in the design of nanometer particles
ii.  transport mechanisms involved in the transport of nanoparticles
iii.  main difficulties in carry of peptides and proteins
iv.  various natural and synthetic polymers available that hold the best
bioadhesive, biodegradable and immunogenic abilities
v.  therapeutic molecules that may hereafter can be carry using polymeric
nanoparticles.

vi.  concept of nanovacccine

Keywords: polymeric nanoparticles; nanomedicine; drug vectorization;

proteins; peptides; nanovaccines; autoimmunization
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‘ Lista de abreviaturas

nm Nanometro
ETPN European Tecnology Platform on Nanomedicine
MHC Major histocompatibility complex
AARA American Autoimmune Related Disease
ADN Acido desoxirribonucleico
m>2 Metro quadrado
PEG Polyethylene glycol
A Angstrom
kDa Dalton (unidade de massa atomica)
% Percentagem ou porcentagem
NH2 Grupo funcional amino
COOH Grupo funcional carboxila
HCI Acido cloridrico
KCl Cloreto de potassio
NaCl Cloreto de sodio
HIV ou VIH Virus da imunodeficiéncia humana
Sida Sindrome da imunodeficiéncia adquirida
AZT Zidovudina
pH Potencial de hidrogénio
GI Gastrointestinal
® Marca Registrada
GRAS Generally Recognized As Safe
FDA Food and Drug Administration
Ul Unidade Internacional
RES Sistema reticuloendotelial
SC Via subcutanea
M Via intramuscular
Pl Ponto isoeléctrico
°C Graus Celsius
PLA Acido polilactico
PLGA Poly(lactic-co-glycolic acid)
NPs Nanoparticulas
TP5 Thymopenti
MET Microscopia Electronica de transmissao
O-MALT Tecido linfoide associado a mucosa
IgA Imunoglobulina A
IgG Imunoglobulina G
SIV Virus da imunodeficiéncia Simia
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Capitulo 1

1.1 Definicio de Nanomedicina

A nanomedicina pode ser definida como a ciéncia que prevé a utilizagdo de
materiais em nanoescala ou nanoestruturados nas areas das ci€ncias biomédicas, que
sdo desenvolvidos com o intuito de exercerem efeitos médicos Uinicos com base nas
suas estruturas. Por conseguinte, sdo incluidas todas as estruturas com pelo menos

uma dimensdo caracteristica entre 1 a 100 nm. (National Nanotecnology Initiative,

2013).

Segundo o The European Technology Platform on Nanomedicine define-se
nanomedicina como a aplicagdo da nanotecnologia na area da saude que envolve a
exploragdo de novas propriedades quimicas, fisicas e biologicas dos materiais a escala

nanométrica (ETPN, 2014).

A aplicagdo da nanotecnologia a medicina abrange um amplo espectro de
areas, incluindo a deteccdo molecular, diagndstico, vectorizagdo de farmacos,

regulacdo de genes e a producao de proteinas (Campolongo et alli, 2010).

A vantagem inerente a utilizacdo da nanomedicina resulta de dois fenomenos
gerais que ocorrem a escala nanométrica: transi¢des em propriedades fisico-quimicas

e transi¢des em interagdes fisiologicas (National Nanotecnology Initiative, 2013).

Adicionalmente, muitos dos beneficios da nanomedicina estdo relacionadas
com as interacgdes fisioldgicas intrinsecas que ocorrem na transicdo entre a escala

molecular e microscopica (Van Eerdenbrugh et alii, 2008).

As nanoparticulas possuem também propriedades fisico-quimicas que as
tornam bastante atractivas no campo das ciéncias farmacéuticas em detrimento dos
materiais comuns, no estado bulk, tais como: elevada condutividade, elevada area de
superficie e melhores propriedades Opticas. Por conseguinte, as nanomedicinas
despertam o interesse de toda a comunidade académica, visto que ndo s6 poderao
revolucionar a 4rea da satide na formulacdo de novos e potentes fairmacos, mas
também melhorar as formulagdes ja existentes no mercado, aumentando a sua
eficacia, diminuindo os efeitos adversos e modificando o perfil de libertacdo dos

farmacos (Thorley e Tetley, 2013).
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1.2 Nanomedicina na autoimuniza¢ao

A autoimunidade abrange todos os mecanismos funcionais do sistema
imunoldgico que estdo envolvidos no reconhecimento de todos os componentes do
hospedeiro (o self), por processos € mecanismos intrinsecos importantes ao

funcionamento de toda a imunidade adaptativa e fisioldgica.

A luz do conhecimento actual e com a identificacdo de autoanticorpos que
reagem com elementos dos oOrgdos do hospedeiro descobriu-se que o sistema
imunoldgico pode ser autoagressivo, surgindo assim o conceito de doenga autoimune

(Arosa, 2012).

As doengas autoimunes, representam um conjunto de patologias croénicas
distintas associadas a uma resposta imunologica exacerbada do sistema imunitario
(linfocitos T e linfécitos B) de um individuo. O sistema imunoldgico normalmente
orientado para a destruicdo de corpos estranhos e/ou invasores tais como: virus,
bactérias e outras formas de agentes etiologicos, falha e ¢ incapaz de reconhecer
antigénios proprios originando uma resposta anormal que leva ao ataque e destruicao

de células, tecidos e 6rgaos do doente (Temajo e Howard, 2014).

A etiopatogenia destas doencas ¢ multifatorial, resultando na interac¢do de
factores ambientais e genéticos como genes de MHC, do complemento e de
imunorregulacdo que influenciam na susceptibilidade a doenga. Todavia, o catalisador
inicial da doenga (ambiental ou interno) ¢ determinante para o inicio e
estabelecimento da patologia. Entre estes factores, podem-se enumerar: agentes
microbianos, farmacos, quimicos, factores nutricionais, factores hormonais entre

outros (Arosa, 2012).

Segundo a American Autoimmune Related Disease Association actualmente
mais de 80 doengas autoimunes sdo reconhecidas, existindo porem a convicgdo que
adicionalmente 40 outras doengas tém por base o sistema imunoldgico (AARDA,

2014).

As doengas autoimunes podem ser classificados de acordo com o tipo de
agressao, sistémica ou especifica de um 6rgido podendo também distinguir-se doencas

em que ha uma perturbacdo da regulacdo, selecdo ou apoptose dos linfocitos, de
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outras em que existe uma resposta exacerbada a um antigénio especifico (Arosa,

2012).

Nas doengas autoimunes sistémicas podem-se incluir: artrite reumatoide, lupus
eritematoso, sindrome de Sjogren, que atacam varios 6rgdos de forma nao especifica
no mesmo periodo de tempo. A distribuicdo sistémica de antigénios proprios

determina em larga escala a manifestacao clinica da doenca.

Na segunda classe, incluem-se doencas como: diabetes do tipo 1, esclerose
multipla, cirrose biliar primaria, tireoidite de Hashimoto e doenga de Basedow-Graves
em que a resposta imune ¢ especifica contra antigénios proprios localizados num

determinado 6rgao (Temajo e Howard, 2014).

Os mecanismos patogénicos envolvidos incluem lesdo celular directa, quanto
existe um ataque pelos anticorpos ou linfocitos que origina lise celular e/ou alteragdes
inflamatorias no 6rgdo envolvido, seguido de reparacdo e limitagdo funcional do
6rgdo. Os autoanticorpos podem também intervir originando lesdes celulares nos

tecidos pela formagdo de imunocomplexos.

Actualmente, ¢ com o conhecimento dos antigénios alvo e das células
envolvidas, tém surgido um interesse no desenvolvimento de imunoterapias
direcionadas (as citocinas, linfécitos, receptores e de inducdo de tolerdncia ao

autoantigénio), cujos resultados revelam-se bastante promissores (Arosa, 2012).
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1.3 A via entérica na administra¢cao das nanomedicinas

1.3.1 A via oral na administracdo de péptidos e proteinas

A administra¢do de nanomedicinas na via entérica, em particular através da
via oral ¢ amplamente preferivel em detrimento de outras vias existentes. As
vantagens inerentes a administragdo oral fundamentam-se pela maior aceitagdo,
conforto e seguranca para o doente que se traduz num aumento da eficicia e
cumprimento da terapia farmacoldgica. Uma outra vantagem ¢ a sua natureza nao
invasiva que evita desconforto e dor associado a outras vias, assim como a nao
necessidade de um processo de esterilizagdo que se traduz numa redugdo de custos

associados a producao dos medicamentos (Salama et alli, 2006).

Todavia, a vectorizacdo de fArmacos de natureza péptidica e proteica pela via
oral acarreta alguns problemas pois estas moléculas devem resistir ao ambiente
gastrointestinal bastante hostil de forma a aderirem a superficie apical e serem
facilmente absorvidas pelas células do intestino, os enterocitos. Como tal, a
biodisponibilidade destes biopéptidos permanece relativamente baixa quando
administrados oralmente devido a sua baixa permeabilidade na mucosa e a diminuta
estabilidade no meio, resultando na degradacdo do composto antes da sua absorc¢ao

(Steffansen et alli, 2004) (Lee, 2002).

A entrega oral de proteinas tornou-se assim um objectivo muito atractivo nos
ultimos anos devido ao aumento da disponibilidade de novas terapias através do

aparecimento da tecnologia de ADN recombinante.

Um dos objectivos primordiais da administragdo de farmacos pela via oral € o
fornecimento de péptidos e proteinas, como a insulina e vacinas com uma eficécia

semelhante as formula¢des administradas pela via parentérica (Adessi et alii., 2002).

A relevancia atribuida as proteinas deve-se a trés acontecimentos primordiais.
Em primeiro lugar, ao aparecimento de métodos analiticos que levaram a descoberta
de inimeras hormonas e peptideos que t€ém aplicabilidade como biofdirmacos. Em
segundo lugar, a biologia molecular e a engenharia genética que permitiram a

produgdo em grande escala de polipeptideos que anteriormente estavam disponiveis



Nanomedicinas de uso entérico: aplicagdes para autoimunizagao 16

apenas em pequenas quantidades. E por ultimo, a compreensdo do papel fulcral das

proteinas reguladoras nas patologias humanas (Adessi ef alii., 2004).

A administragdo de péptidos pela via oral constitui também um desafio
possibilitando uma nova forma de abordagem na autoimunizagdo. A superficie da
mucosa do trato gastrointestinal humano, apresenta uma area de cerca de 300m?, que
diariamente contacta com uma enorme variedade de antigénios, incluindo proteinas e
constituintes de bactérias da flora intestinal. Devido a existéncia de uma constante
pressdo de antigénios € natural que o intestino desenvolva mecanismos para revogar
as respostas inflamatorias potencialmente prejudiciais, levando ao desenvolvimento

de um ambiente de tolerdncia imunologica.

Todavia, a administragdo de farmacos bioactivos como peptideos e proteinas
apresenta varios desafios, visto que, o ambiente gastrointestinal ¢ hostil para estas
moléculas que devem persistir no limen o tempo necessario para aderir a superficie
da célula apical, e em seguida, serem transportadas para o interior dos enterdcitos.
Como tal, os péptidos e as proteinas apresentam baixa biodisponibilidade quando
administrados por via oral, devido a sua baixa permeabilidade na mucosa e a sua
reduzida estabilidade ao longo do tracto gastrointestinal, resultando na degradagao

antes de ocorrer a absor¢ao dos compostos (Des Rieux et alii., 2013).

Ao longo de varios anos, inimeros estudos expressaram uma melhoria
acentuada na administrag@o oral de peptideos e proteinas, tendo vérias estratégias sido
desenvolvidas no ambito de melhorar a administragdo de farmacos e vacinas pela via
oral. Uma das mais promissoras perspectivas ¢ a utilizagdo de nanoparticulas
poliméricas, pois apresentam elevada estabilidade no tracto gastrointestinal, o que ndo

acontece com outros transportadores coloidais.

As nanoparticulas poliméricas apresentam elevado interesse no campo da
nanomedicina. Em primeiro lugar pela sua alta estabilidade comparativamente a
outros transportadores coloidais como os lipossomas. Em segundo lugar; a utilizagao
de varios materiais poliméricos vai permitir a modula¢do das caracteristicas fisico-
quimicas (como por exemplo, hidrofobia, potencial zeta), as propriedades de
libertacdo do farmaco (por exemplo, formas farmacéuticas de libertacdo retardada,
prolongada e sequencial) e o comportamento biologico (por exemplo, direcionamento

e bioadesao) das nanoparticulas (Des Rieux et alii., 2013).
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E por ultimo, a superficie da particula pode ser modificada por adsor¢do e/ou
introducdo de cadeias quimicas de certas moléculas, tais como polietilenoglicol
(PEG), poloxameros e moléculas bioactivas (lectinas, invasinas, entre outras).
Ademais, o tamanho muito reduzido e a elevada area superficial especifica favorece a
absor¢do em comparagdo com vectores de maiores dimensdes. Consequentemente, ja
foi amplamente demonstrado que a nanoencapsulagdo de peptideos e proteinas em
transportadores coloidais protege contra o ambiente hostil do tracto gastrointestinal,

favorecendo o transporte através da mucosa (Des Rieux et alii., 2013).

1.3.2 Transporte de nanoparticulas através da mucosa gastrointestinal

O transporte de nanoparticulas através do epitélio intestinal pode ser realizado
por dois mecanismos diferentes: transporte paracelular (entre as células), transcelular
(através das células). A absor¢do em cada via depende de inumeros factores tais
como: caracteristicas fisicas da nanoparticula em que se incluem; peso molecular,
hidrofobia, constante de ionizagdo, estabilidade da molécula assim como barreiras
biologicas que limitem a absor¢do de compostos proteicos no tracto gastrointestinal.
Torna-se assim importante a compreensao destes processos na concepgao de sistemas
destinados a vectoriza¢do de farmacos de origem proteica aplicados a autoimunizacgao

(Yun et alli, 2013).

1.3.3 Transporte paracelular

O transporte paracelular ¢ um mecanismo de transporte passivo que se baseia
na difusdo e passagem de moléculas através das juncdes intercelulares entre as células
epiteliais. Como tal, o tamanho da juncdo intercelular constitui o principal
inconveniente ao transporte de substancias ocorrendo uma limitagdo a passagem de

certos i0es ¢ substancias de maior tamanho (Madara, 1998).

O espaco paracelular situa-se na ordem dos 10 A. O tamanho médio dos poros
aquosos das jungdes epiteliais ¢ de aproximadamente 7-9 A para o jejuno, 3-4 A para
o ileo, e 8-9 A para o célon no intestino humano. Como tal, solutos que excedam os

15 A (aproximadamente 3.5 kDa) niio conseguem ultrapassar por esta via. Ademais,
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as jungdes intercelulares compreendem apenas cerca de 0,01% da area de superficie

total de absorcao do intestino.

Podemos concluir que a entrega de péptidos nas jungdes intercelulares através
do transporte paracelular ¢ severamente restrito. Todavia, varias estratégias tém sido
desenvolvidas com vista a melhorar o transporte paracelular, quer seja pela utilizagdo
de agentes tensioactivos ou pela introdugdo de polimeros hidrossoluveis como o

quitosano, amido e/ou polimeros contendo grupos tidis (Yun et alli, 2013).

1.3.4 Transporte transcelular

O transporte transcelular de nanoparticulas ocorre no epitélio intestinal por um
processo denominado por transcitose, que consiste na absorcdo por endocitose,
processo que ocorre na membrana apical das células. Em seguida, as particulas sdo
transportadas  através  das  células e

imediatamente libertadas no polo basolateral

(Shakweh et alli, 2004). b - d
A membrana basolateral apresenta-se "\ /| /) "'\'l‘ AWA (\ \ ,"""'\ ,‘r\'l (\
\ ‘v" \ L/ \J/ ‘,‘J' v IU‘ J \
: : . (
mais fina e mais permedvel que a membrana r H )
apical, visto que a razdo entre a propor¢ao l |

\/

proteina-lipido ¢ inferior. O transporte - H O

transcelular depende ainda de varios factores ‘

inerentes a particula, tais como: tamanho, carga, — ! =/

hidrofilia e lipofilia (Florence, 2004).

transporte. ¢) Transporte paracelular
d) Transporte transcelular(Yun et alli, 2013)
Os enterdcitos e as células M sdo as

células intestinais primarias para o transporte de substincias. Os enterdcitos
representam a grande maioria das células existentes, sendo que as células M
encontram-se apenas localizadas no epitélio das placas de Peyer representado cerca de
1% da superficie intestinal. As células associadas ao foliculo (células M) sdo
especializadas no transporte de antigénios sendo responsaveis pela entrega de

proteinas e péptidos desde o lumen até aos tecidos linféides subjacentes por forma a

induzir tolerancia imunologica (Lai e D'Souza, 2008).

Fig.1: llustrag¢do esquematica dos mecanismos de
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Apesar do numero de particulas com possibilidade de transporte por esta via
se apresentar baixo devido a reduzida actividade endocitica dos enterocitos, varios
estudiosos reportaram que a maior translocacao de particulas ocorre na placa de Peyer
como tal a incidéncia dos estudos desenvolvidos nesta area tém-se direccionado para
as células M como potencial para administragdo oral de péptidos, proteinas e

nanoparticulas (Florence, 2004).

1.4. Barreiras bioldgicas que condicionam a absorc¢io de proteinas no
tracto gastrointestinal

1.4.1 A barreira gastrointestinal

Uma das dificuldades inerentes a administragdo de nanomedicinas de natureza
peptidea na via oral ¢ o ambiente hostil do tracto gastrointestinal que leva a
inactivagao ou destruicdo destas moléculas. A presenca de inimeras enzimas
proteoliticas neste local tais como a tripsina, quimotripsina, elastase (endopeptidases)
assim como, carboxipeptidases A e aminopeptidases (exopeptidases) dificulta o
processo na concep¢do de novos nanofarmacos possiveis de administrar na via oral
(Wang, 1996;Woodley, 1994;Patel 2011).

Relativamente as endopeptidases, estas enzimas tem a capacidade de
hidrolisar a ligacdo interna e terminal da cadeia peptidea, enquanto que as
exopeptidases hidrolisam a ligagdo terminal NH2 e/ou o aminoacido terminal COOH
da cadeia peptidea. Ademais, o estdbmago produz uma série de substincias que
constituem o suco gastrico tais como, acido cloridrico (HCl), cloreto de potassio (

KCl), cloreto de sodio (NaCl) (Langguth et alli, 1997).

O ambiente 4cido do estdbmago que se encontra entre os valores de pH de 1.5
e 3.5 induz a protedlise de proteinas e péptidos em aminodcidos, dipéptidos e

tripéptidos que os constituem.

O intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) € a principal zona de absorcao de
compostos, porem ¢ o local no qual se encontra a maior actividade enzimatica de

protéases, compostos como, sacarases, peptidases, endopeptidases, exopeptidases,
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dificultam o processo de entrega de fadrmacos na circulacdo sanguinea (Mrsny,

1991;Woodley, 1994).

Sendo assim, as altera¢des consequentes do pH nos varios locais do sistema
GI vem como as enzimas presentes ao longo do tracto gastrointestinal, dificultam a
concepgdo de sistemas coloidais que permitam a vectorizagdo de compostos de

natureza peptidea.

1.4.2 A mucosa como barreira anatomica na absorg¢do de péptidos

A mucosa do tracto GI ¢ constituida por 3 componentes que conferem
proteccdo, a camada epitelial compacta existente que se encontra coesa por juncdes
apertadas que repelem substancias que podem ferir a mucosa, 0 muco protector
segregado pela superficie das células epiteliais que forma uma camada de gel de
protec¢do ao longo de toda a superficie da mucosa gastrica e os ides bicarbonato

segregados pelas células epiteliais.

O glicocélix, ¢ um dos principais constituintes da barreira da mucosa que
dificultam a vectorizagdo de proteinas e péptidos, este integrante existente na
superficie das células epiteliais caracteriza-se por ser um revestimento fibroso,

ligeiramente acido que consiste em mucopolissacarideos sulfatados.

O muco constituido por agua (95%), glicoproteinas (mucina), lipideos e
eletrdlitos, confere protecdo e lubrificagdo actuando como barreira a difusdo de
compostos exdgenos entre o lumen e o epitélio. Pode-se concluir que a camada
epitelial, as camadas de muco e o glicocalix constituem uma das principais barreiras

para a difusdo de compostos de natureza proteica (Yun et alli, 2013).
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Capitulo 11

2. Nanomedicina na vectoriza¢ao de proteinas.

Os mais recentes avangos na area da biotecnologia levaram a descoberta de
inumeras proteinas terapéuticas, como tal existe um crescente interesse no campo da
nanomedicina aplicada 4 entrega de péptidos tendo o numero de estudos na
vectorizacdo oral destes compostos aumentado exponencialmente. Como ja referido
anteriormente, a via oral apresenta-se como a mais vantajosa, ndo sO pela
acessibilidade e conforto, mas igualmente porque se apresenta como a mais
fisiologica. Como tal, muitos investigadores na area da tecnologia farmacéutica tém-
se dedicado a pesquisa de um sistema notavel que viabilize a entrega oral destes
compostos. A nanomedicina surge assim como a area por exceléncia com maior

potencial para a vectorizagao de proteinas e péptidos (S.W Maria, 2001).

Um dos principais objectivos na concep¢ao de nanoparticulas como sistema de
entrega de farmacos, baseia-se no controlo de tamanho de particulas, controlo das
propriedades de superficie e controlo da cinética de libertacdo do farmaco com a
finalidade de atingirem o local-alvo com Optima eficicia terapéutica na dose

administrada (Soppimath et alli, 2001).

Neste segundo capitulo, procura-se assim elucidar o leitor para a utiliza¢do de
nanoparticulas poliméricas como um sistema coloidal em expansdo com iniimeras
possibilidades no campo da nanomedicina, em especial no ramo da autoimunizacao,
vem como descrever os polimeros e enunciar os métodos de produgdo das

nanoparticulas.
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2.1 Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sdo sistemas coloidais com tamanho entre 10 a
1000nm. Sao actualmente divididas em duas categorias, nanocapsulas e nanoesferas

(Brannon-Peppas, 1995).

Pode-se definir as nanoparticulas poliméricas como um sistema sélido que tem
por base polimeros que podem ser de natureza sintética, semi-sintética ou natural, de
natureza biodegradavel ou ndo, com dimensdo na ordem dos nandmetros que tem
como finalidade servirem de veiculos para farmacos ou outras substancias de interesse

farmacéutico (COUVREUR et alli, 1995;Couvreur, 1988)

Relativamente as nanocapsulas, sdo sistemas vesiculares em que o farmaco, ou
a substancia de interesse farmacéutico a encapsular, estd confinada a um ntcleo que
pode ser solido ou liquido limitado por uma membrana polimérica denominada de
involucro. O farmaco pode encontrar-se no nucleo sob a forma dissolvida, adsorvida

Oou suspensa.

Comparativamente, as nanoesferas sido estruturas de interesse farmacéutico
que possuem uma estrutura do tipo matriz, em que o firmaco ou a substincia de
interesse farmacéutico pode ser adsorvida a superficie ou pode estar contida no

interior de forma homogénea ou heterogénea.

A utilizacdo de polimeros biodegradaveis tém-se revelado muito util uma vez
que sdo substancias ou combinagdes de substancias, que sdo biodegradaveis,
biocompativeis, ndo toxicas, ndo alérgicas bastante teis no campo da nanomedicina

(Pinto Reis et alli, 2006;Barratt et alli, 2001).
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2.2 Polimeros

Actualmente, e com a constante investigacdo na area dos biomateriais, os
investigadores tém inumeros polimeros e co-polimeros a sua disposi¢@o para a criacao

de sistemas coloidais nanométricos destinados a administragao oral.

Os principais critérios de elegibilidade de um polimero destinado a veiculagao
de substancias terapéuticas sdo: a biodisponibilidade, biocompatibilidade, velocidade
de degradacdo e a facil producdo. A natureza do polimero que constitui a formulacao
vai influenciar o tamanho da nanoparticula, assim como o perfil de libertagdo do
farmaco. Os polimeros naturais em geral proporcionam uma libertagdo relativamente
rapida do fairmaco em detrimento dos polimeros sintéticos que apresentam um perfil
de libertacdo mais prolongado da molécula veiculada que se pode estender por longos
periodos de tempo, varios dias ou até mesmo semanas. O perfil e 0 mecanismo de
libertacdo do fdrmaco ird sempre depender da natureza do polimero, e de todas as

propriedades fisico-quimicas decorrentes deste (Lemoine et alli, 1996).

Tecnologicamente existem inimeros métodos de fabrico de nanoparticulas
que proporcionam diferentes modulagdes da sua estrutura, composi¢do e propriedades
fisiolégicas. A escolha do método para preparar nanoparticulas depende
essencialmente do polimero e das caracteristicas de solubilidade do composto activo a
ser associado a nanomedicina (Soppimath et alli, 2001;Couvreur et alli,

2002;Montasser et alli, 2000).

Pretende-se de seguida fazer uma breve abordagem aos materiais mais
utilizados no ambito da nanoencapsulacdo pela via entérica, enunciando as
caracteristicas, vantagens e desvantagens inerentes a sua utilizagdo. Por escolha do
autor, efectua-se uma descri¢do dos polimeros na seguinte ordem, polimeros naturais
e polimeros sintéticos, a sucessdo no que respeita ao aparecimento dos polimeros de
igual natureza tem unicamente em consideracdo a ordem alfabética ndo
correspondendo a uma maior ou menor importancia no contexto da tecnologia

farmacéutica das nanomedicinas.
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2.2.1 Polimeros Naturais

2.2.1.1 Albumina

A albumina sérica, independentemente da sua origem, humana ou bovina ¢
uma proteina largamente utilizada na preparagdo de nanoparticulas. Trata-se de uma
proteina que apresenta caracteristicas pertinentes que sustentam a sua utilizagdo na
area da nanomedicina. E uma proteina biodegradavel e biocompativel que se degrada

na maioria dos tecidos do organismo (Sharma et alli, 2006).

A albumina de origem humana demonstrou menos problemas, geralmente
associados as proteinas carregadas positivamente apds administracdo in vivo como
por exemplo a opsonizacdo pelas proteinas séricas. Como tal, considera-se assim a

albumina de origem humana como ndo antigénica (Roser et alli, 1998).

As aplicagdes terapéuticas desta proteina sdo numerosas podendo nio sé ser
utilizadas na vectorizagdo de fdrmacos mas também em transfusdes sanguineas,
conjugag¢ao directa com farmacos, terapia génica, libertagdo controlada de farmacos e
em testes diagndstico. No ambito da industria farmacéutica, a albumina ¢ utilizada
como agente estabilizante em produtos como vacinas e células (Shechter et alli,
2005;Rhaese et alli, 2003;0rson et alli, 2003;Patil, 2003;Chuang et alli,
2002;Schneider et alli, 2003).

Na vertente da nanomedicina, a albumina tem sido empregue em trés areas
distintas, como farmaco modelo a encapsular, como polimero de revestimento de
particulas poliméricas ou como polimero principal na encapsulagdo de outros
farmacos(Polk et alli, 1994;Crotts e Park, 1997;Lameiro et alli, 2006;Kang e Singh,
2003;Anal et alli, 2003).

E possivel verificar na literatura cientifica vérios farmacos que ja foram
sujeitos a um processo de encapsulagdo que envolve albumina, tais como, ADN,
plasmideos, insulina, heparina, progesterona, varias hormonas, riboflavina, diversas

vitaminas, piroxicam, loperamida, azidotimidina.
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Actualmente ¢ possivel encontrar no mercado formulagdes baseadas em

albumina como por exemplo, Albunex ® e o Abraxane ®.

2.2.1.2 Alginato

O alginato ¢ um dos polimeros mais utilizados na nanoencapsulacdo pois
apresenta caracteristicas interessantes que lhe conferem propriedades apeteciveis na
area da nanomedicina. Este polissacarideo ostenta algumas propriedades singulares
que tornam possivel a sua aplicacdo como material de matriz para a encapsulagdo de
inimeras substancias, tais como: proteinas, células vegetais, leveduras, bactérias,

acidos nucleicos e outros produtos
- R

e

ndo bioldgicos. Estruturalmente o e O A, ,\\/\

acido alginico consiste em cadeias o M M
lineares de residuos de acido B-D-
manurdnico (M) unidos por ligacdes
tipo (1—4) e residuos do seu
epimero, o 4acido a-L-gulurdnico (G),
em varias proporg¢des. Estes residuos
estdo arranjados na forma de blocos

de 4cidos manuronico (M) ou

gulurénico (G), ligados de forma a
que a sequencia destes residuos na Fig. 2 Estrutura quimica do alginato(Sosnik et alli, 2014)
molécula  seja  alternada. A

molécula deste polimero ¢ constituida por blocos homopoliméricos, M- e G-, e por
blocos heteropoliméricos MG(de Vos et alli, 2002;Higashi et alli, 2004;Machado et

alli, 2013;Young et alli, 2006;Goh et alli, 2012).

O alginato possui a particularidade de formar um gel na presenca de catides
multivalentes, sob condi¢cdes ndo agressivas para o farmaco encapsulado. Porem, as
suas vantagens ndo se cingem apenas a particularidade referida, este polimero para
além de ser economicamente vantajoso e acessivel, ¢ também um polimero
biodegradavel, ndo imunogénico, atdxico e biocompativel. O alginato ¢ considerado

uma substancia GRAS pela FDA. Para além disso, o alginato ¢ um polimero anionico
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forte e bioadesivo (Wee e Gombotz, 1998;Aggarwal et alli, 1999;George e Abraham,
2006).

Relativamente 4s suas capacidades bioadesivas, este polimero apresenta a
capacidade de aderir a mucosa o que constitui uma vantagem na administragdo de
farmacos encapsulados dirigidos a estas estruturas. Por outro lado, o alginato
apresenta sensibilidade ao pH do meio, tal caracteristica pode ser outra vantagem da
aplicacdo do polimero quando se pretende uma libertagdo controlada do farmaco

vectorizado (George e Abraham, 2006).

Por fim, existem estudos que enaltecem a capacidade do alginato reduzir a
actividade in vitro da pepsina dependendo da concentracdo e mediante um mecanismo

ndo competitivo (Strugala et alli, 2005).

O alginato ¢ um polimero natural extraido da Phaeophyceae, algas castanhas,
sendo o biomaterial marinho mais abundante depois da celulose (Lim e Kennedy,

1997).

Com fins comerciais, as trés espécies mais utilizadas para extrac¢do do
alginato sdo Macrocytis pyrifera, a Laminaria hyperborea e a Ascophyllum nodosum.
Quimicamente este composto ¢ um polissacarideo ndo ramificado composto por 2
tipos de acido poliurdnico, o 4cido 3-D-manuroénico e o acido alfa(simb)-L-gulurénico

ligados por ligacdes (1,4)-glicosidicas (Strugala et alli, 2005).

Na area da nanoencapsulagdo, a preparagdo de nanoparticulas de alginato teve
como primeira experiéncia a utilizagdo de solugdes muito diluidas de alginato e de
sais de calcio, pelo método de gelificacdo ionotropica(Rajaonarivony et alli, 1993).
Os farmacos encapsulados nestas nanomedicinas foram exclusivamente do tipo

oligonucleotidos “antisense” (Rajaonarivony et alli, 1993;Aynie et alli, 1999).

Presentemente, varios farmacos ja foram veiculados em polimeros de alginato
entre os quais se destacam, rifampicina, a isoniazida, o etambutol, doxorrubicina e
outros farmacos como ADN e insulina (Lacerda er alli, 2014;Rastogi et alli,

2007;Ahmad et alli, 2006;Machado et alli, 2013;Wong e Sumiran, 2014).

Relativamente a insulina, efectou-se um ensaio em que se encapsulou esta

substancia em nanoparticulas de alginato reforcadas com sulfato de dextrano e
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revestidas com quitosano, polietilenoglicol (PEG) e albumina. A redugdo dos niveis
de glicose foi superior a 75%, apds a administracdo oral de nanoesferas contendo
100Ul/kg em ratos diabéticos, comparativamente as nanoesferas vazias ou insulina

ndo revestida, que ndo demonstram nenhuma resposta efectiva nos niveis de glicemia

basal(Reis et alli, 2008).

2.2.1.3 Caseina

A caseina, presente no leite, ¢ uma fosfoproteina constituida por vérias
subunidades, que diferem no seu peso molecular, ponto isoelétrico (pl) e no grau de

fosforilagao (Narambuena et alli, 2005).

Este polimero ¢ um composto quimicamente constituido por um nimero
elevado de aminoacidos, mais especificamente de prolina, que ndo originam
interagdes entre si. A caseina ndo apresenta pontes dissulfureto como tal possui
estruturas secundarias e tercidrias ligeiras sendo por isso bastante dificil a sua
desnaturagdo. E um polimero bastante hidrofobo e apresenta reduzida solubilidade em
meio aquoso e em solucdes neutras de sais, exibe ainda estabilidade perante o calor e
forma micelas através de ligacdes de célcio e interagdes hidroéfobas. As micelas
resultantes sdo estruturas estaveis, esféricas com tamanho aproximado de 0,04 a 0,3
um de didmetro. Na presenca de pH 4cido a caseina agrega-se formando micelas, este
efeito resultante ¢ o factor determinante pelo efeito protector da formulacdo
encapsulada durante a sua passagem gastrica e consequente absor¢do intestinal (Ye et

alli, 2006;Morcol et alli, 2004)

A caseina apresenta varias aplicagcdes biotecnoldgicas nomeadamente na area
da bioquimica, industria farmacéutica como polimero de revestimento e inddstria
alimentar. A aplicagdo da caseina na industria farmacéutica tem sido sustentada com a
utilizagdo deste polimero associado e ndo isoladamente como polimero base. A titulo
de exemplo, uma formulagdo de insulina desenvolvida por Morgol et alli. utilizou este
co-polimero no revestimento de uma nanomedicina contendo fosfato de calcio-PEG-

caseina (Morcol et alli, 2004).
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2.2.1.4 Gelatina

A gelatina ¢ um polimero de natureza proteica, ndo irritante, biocompativel e
biodegradavel. E uma proteina derivada da hidrélise parcial do colagénio, em que as
ligagcdes moleculares naturais entre fibras separadas de colagénio sdo quebradas,
permitindo o seu rearranjo (Kaul G, 2004).

A gelatina ¢ considerada uma substancia GRAS pela FDA devido a sua
facilidade de obteng¢do no seu estado puro isento de pirogénios. A gelatina apresenta a
capacidade de fundir com o calor a cerca de 35°C - 40°C. Quando dispersa em agua, a
gelatina forma um gel coloidal (Yoshioka T, 1981).

Este polimero pode ainda sofrer um processo de reticulagdo, que vai permitir a
encapsulacdo de farmacos que sejam sensiveis a temperatura. Contudo a gelatina
apresenta desvantagens pois pode ocorrer em alguns casos o estabelecimento de
ligagdes covalentes entre polimero-farmaco. Para além disso, devido ao facto de se
usarem agentes de reticulacdo(ex: formaldeido) , a granulometria das nanoparticulas
resultantes ¢ geralmente superior. Este agente pode condicionar a administragdo do
farmaco devido a sua toxicidade. Existem inimeros fiarmacos que tem sido
encapsulados com este polimero nomeadamente, ADN, antibidticos, insulina e

albumina (Xu et alli, 2014;Li et alli, 2014;Zhao et alli, 2012;Azimi et alli, 2014).

2.2.1.5 Quitosano

O quitosano ¢ um polissacarideo linear extraido dos crustaceos, derivado da
quitina, e designa uma série de polimeros em diferentes graus de desacetilacdo (70-
95%). Este polimero, obtido por N-desacetilagdo alcalina parcial ¢ facilmente
metabolizado pelas enzimas existentes no trato GI, como por exemplo, a lisozima

(George e Abraham, 2006;Ravi Kumar, 2000).

O quitosano ¢ um composto constituido por residuos de D-glucosamina e N-

acetilglucosamina ligados por ligagdes -(1-4) (Ravi Kumar, 2000).

Este biomaterial apresenta algumas caracteristicas peculiares que o tornam um

polimero especial. Possui propriedades interessantes tratando-se de um polimero com
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capacidade de bioadesdo (Malaekeh-Nikouei et alli, 2008). Esta propriedade do
quitosano aumenta com o seu peso molecular, grau de desacetilagao e acidez do meio

(George e Abraham, 2006).

Na area da nanomedicina, o quitosano surge como um dos polimeros mais
utilizados e promissores como tal tem sido utilizado na encapsulagcdo de anticorpos
monoclonais, enzimas, proteinas, plasmideos, fArmacos convencionais (prednisolona,
furosemida, ciclosportina) e aplicado na terapia génica com vectores ndo virais (Maya

et alli, 2013;Smitha et alli, 2014;Nahaei et alli, 2013;Vural et alli, 2011).

No ambito da autoimuniza¢do, Bugamelli ef al criaram microparticulas
contendo insulina revestida por particulas de quitosano e demonstraram que a
encapsulacao do péptido foi um sucesso. A administracdo do fA&rmaco ocorreu durante

80h de forma constante (Bugamelli et alli, 1998).

Tozaki et al. com capsulas de

quitosano  demonstraram  uma OH OH OH
. . o
eficicia farmacologica 3,49% em HO 0 0 0 0 0 o
relagdo a insulina ndo encapsulado HO HO HO
. NH, NH, NH,
ou em capsulas de lactose (Tozaki et

- -Nn
alli, 1997) Actualmente, varios Fig. 3 — Estrutura quimica do quitosano(Sosnik et alli, 2014)

estudos estdo a ser desenvolvidos

com este polimero e ndo apenas com péptidos como a insulina mas também com
compostos citostaticos(Dhiman et alli, 2005). Relativamente aos métodos de
preparacdo de nanoparticulas de quitosano baseiam-se em formagdo espontanea de
complexos entre polianides (ex:tripolifosfato, alginato) e o quitosano (Calvo et alli,
1997;Sarmento et alli, 2007). A utilizacdo conjunta de alginato e quitosano tem
cativado a comunidade cientifica visto que a sua associa¢do cria complexos
polieléctricos com potencial utilidade na administragdo oral de proteinas (George e
Abraham, 2006). Mais recentemente tem surgido derivados do quitosano, tais como
tiomeros de quitosano, que se tem demonstrado muito vantajosos na mucoadesdo a

nivel intestinal (Bernkop-Schnurch et alli, 2006).
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2.2.1.6 Derivado da celulose: Etilcelulose

Os derivados da celulose apresentam um enorme potencial na nanomedicina,
tendo sido ja aplicados como matéria prima na concep¢do de membranas para rins
artificiais, material para regeneragdo Ossea, vasos sanguineos e sistemas de libertacao
controlada de farmacos (Gil MH, 2006;Diamantoglou et alli, 1999;Petrauskaite et alli,
2013).

A celulose ¢ o polimero natural mais abundante na natureza, sendo
comercialmente produzido através do algodao e da madeira. Quimicamente, a unidade
funcional da celulose ¢ a D-glucose que se encontra ligada por ligacdes glicosideas
com configuracdes 3 entre o carbono 1 e 4 das unidades adjacentes para formar uma
cadeia longa de 1,4-glicanos. A celulose possui um grupo primério de dois grupos

hidroxilo por unidade de glucose (Paul W, 2006).

Como polimero de revestimento na industria farmacéutica s3o normalmente
utilizados os derivados da celulose como acontece com a encapsulagdo de ranitidina e

xantinas em particulas de etilcelulose (Mastiholimath et alli, 2008).

2.2.2 Polimeros Sintéticos

2.2.2.1 Acido polilactico (PLA)

O 4cido polilactico ou PLA ¢ um polimero muito utilizado na area das ciéncias
biomédicas devido as suas propriedades, tais como biocompatibilidade, auséncia de
toxicidade e biodegradabilidade. Assim como os outros derivados do acido
hidroxicarboxilico ¢ sintetizado pela abertura do anel de co-polimerizacdo de
diésteres do acido lactico. A forma mais
comum para a obtencdo de monodmeros CH3
lacticos ciclicos ¢ através da O
despolimerizagio de oligomeros na presenca HO

de catalisadores de sais metalicos

O

n

H

inorgénicos, Fig. 4 Estrutura quimica do PLA(Sosnik et alli, 2014)
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O PLA ¢ actualmente bastante utilizado em varias aplicagdes biomédicas , tais

como, suturas, implantes médicos e dispositivos para vectorizagdo de farmacos. Por

conseguinte inimeros estudos se tém focado no desenvolvimento de sistemas para

entrega e vectorizagdo de farmacos, tais como, nanoparticulas poliméricas.

2.2.2.2 Poli (acido lactico-co-dcido glicdlico) (PLGA)

PLGA ou poli(4acido lactico-co-acido glicélico) € um polimero biodegradavel,

atoxico, biocompativel e sintético aprovado pela FDA,

A sintese de PLGA inclui um procedimento de abertura de anel co-

polimerizacao aleatorio pela qual diésteres ciclicos de mondmeros de acido glicolico e

lactico produzem um poliéster alifatico
linear. A hidrolise das ligagdes éster de
PLGA origina monémeros iniciais de acido
lactico e dacido glicdlico, que sao
subprodutos comuns do organismo humano
como tal a sua toxicidade sistémica

desprezivel (Soosan Abdollahi, 2012
).

I0| 0
I
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CHy .

Fig. 5 —Estrutura quimica do PLGA(Sosnik et
alli, 2014)

Mais recentemente, o PLGA tem ganho alguma atencdo na industria

farmacéutica como transportador coloidal essencialmente na formulacdo de

nanoparticulas poliméricas. E possivel encontrar na literatura inimeros estudos que

utilizam este polimero como transportador de varios fArmacos tais como: tamoxifeno,

budesonida e minociclina (Yao et alli, 2014;Pandey et alli, 2014;Amini et alli, 2014).

\
/

y



Nanomedicinas de uso entérico: aplicagdes para autoimunizagao 32

2.3 Métodos de preparacao de nanoparticulas poliméricas

A preparacdo de nanoparticulas baseia-se na criacdo de vectores que
contenham no seu interior ou adsorvidas a superficie fArmacos com um tamanho
compreendido entre 1 a 1000nm. Como ja referido, o termo nanoparticula ¢ um nome

colectivo para dois tipos de vectores coloidais, nanocapsulas e nanoesferas.

As nanoesferas possuem uma estrutura do tipo matriz. Os firmacos podem
estar contidos na superficie da esfera ou encapsulados dentro da propria particula,
relativamente as nanocapsulas, sdo sistemas vesiculares, em que o farmaco estd
confinado no interior, ou seja, o nucleo ¢ liquido e encontra-se rodeado por uma
membrana polimérica. Neste caso, as substancias activas sdo normalmente dissolvidas
no nucleo interno, mas podem também ser adsorvidas na superficie da

capsula.(Couvreur, 1988;Pinto Reis et alli, 2006)

Vérios métodos tem surgido com o desenvolvimento da nanomedicina
contudo ndo ¢ de todo o objectivo desta dissertacdo diferenciar e clarificar as

vantagens tecnologicas e/ou desvantagens inerentes a cada método de fabrico.

Como tal, segue uma tabela que identifica os principais métodos de

preparacao e o respectivo polimero.

Polimeros Me¢étodo de preparacao

Polimeros Sintéticos
Poly(alkyl cyanoacrylate) Polimerizag¢do de monomeros

Poly(alkyl methacrylate)
Poly(styrene)
Poly(vinylpyridine)
Poly(e-caprolactone) Nanoprecipitagdo
Poly(lactic acid)
Poly(lactic-co-glycolic acid)
Poly(methacrylate)
Poly(e-caprolactone) Evaporagdo do Solvente
Poly(lactic acid)
Poly(lactic-co-glycolic acid)
Poly(B-hydroxybutyrate)
Cellulose acetate phthalate Salting out
Poly(alkyl methacrylate)
Etilcelulose
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Poly(lactic acid)
Poly(lactic-co-glycolic acid)

Polimero Naturais Desolvation, denaturation,
ionic gelation
Albumina
Caseina
Gelatina
Alginato

Quitosano

Etilcelulose

2.4 Parametros que influenciam as propriedades das nanoparticulas

Existem alguns parametros importante que assumem uma relevancia fulcral no
comportamento e consequente absor¢cao das NPs pela mucosa. Como ja referido, a
absor¢do das nanomedicinas pelas células intestinais depende em larga escala do
tamanho da particula, torna-se assim importante que todos os pardmetros que
influenciam a dimensdo sejam estritamente controlados. Como tal, inimeros estudos
tém-se concentrado na investigacdo dos parametros da formulagdo, com o objectivo
de verificar a melhor forma de concepcdo das nanoparticulas, com a finalidade de

melhorar o comportamento in vivo.

Os desenhos metodologicos tém sido a técnica primordial para investigar o
efeito dos pardmetros no tamanho das nanoparticulas de PLGA. O nimero de ciclos
de homogeneizagao, a adi¢ao de excipientes, a concentragdo do fArmaco a encapsular
e a propor¢ao entre a fase aquosa e oleosa exterior sdo alguns exemplos desses
parametros que podem influenciar o tamanho destes vectores coloidais (Dillen et alli,

2004;Fonseca et alli, 2002;Lemoine e Préat, 1998).

A concentragdo e a natureza do surfactante podem também influenciar o

tamanho das nanoparticulas (Lemoine e Préat, 1998;Jeffery et alli, 1991).
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O peso molecular dos polimeros também influéncia o tamanho final, quanto
maior for o peso do polimero, mais pequenas e menos polidispersas serdo as

nanoparticulas (Zambaux et alli, 1998).

A superficie do vector pode também influenciar a absor¢do pela mucosa
intestinal. A hidrofobia e o potencial elétrico da nanoparticula dependem largamente
da composicdo do polimero. Como tal varias técnicas surgiram possibilitando a
alteracdo da superficie das nanoparticulas, tais como: revestimento (“coating”) ou por

enxertia (“drafting”) da molécula que altera as caracteristicas de superficie do vector.

A integridade do farmaco encapsulado ¢ um factor decisivo na
biodisponibilidade e na eficacia farmacoldgica, como tal, os pardmetros envolvendo a
encapsulacdo também foram estudados em particular pelo método de dupla emulsao.
Zambaux e os seus colaboradores demonstraram que o processo de temperatura e a
evaporagdo do solvente ndo alteravam as propriedades das nanoparticulas mas
alterava a eficiéncia da encapsulacdo. Relativamente as técnicas de nanoprecipitacao,
a diminui¢do da solubilidade dos fairmacos soliveis em dgua por alteracdo do pH da
fase aquosa promove uma melhoria relevante na eficiéncia do processo de

encapsulacdo (Zambaux et alli, 1998;Govender et alli, 1999).
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Capitulo 111

3.1 Nanoparticulas na administracio oral de péptidos e proteinas

3.1.1 Insulina

A insulina ¢ uma hormona polipeptidica de estrutura muito complexa que
desempenha um papel fundamental no organismo humano nomeadamente na
regulacdo dos hidratos de carbono, lipidos e metabolismo proteico. Actualmente,
cerca de 25% dos doentes diabéticos sdo insulinodependentes sendo necessario a
administracdo por injeccdo. Tendo em conta a sua estrutura polipeptidea, a insulina
perde a sua actividade no tracto gastrointestinal devido a acg¢do de enzimas
gastrointestinais, como tal, ¢ apenas administrada por injec¢do, normalmente pela via
SC. Contudo, vérios estudos tem sido desenvolvidos em inimeras areas entre as quais
destaca-se a nanomedicina, com a finalidade de criar uma terapéutica que permita
substituir as injecg¢des diarias bastante desconfortaveis para o doente, por um sistema
de administragdo oral com a mesma eficidcia e menor consternagdo (INFARMED,

2012).

Considerando o numero de doentes afectados por esta doenga e a sua
cronicidade ¢ natural que inimeros estudos estejam actualmente a ser desenvolvidos
nesta area. Couvreur e os seus colaboradores desenvolveram nanocapsulas de poli
isobutil cianoacrilato contendo insulina destinadas a administracao oral. Os resultados
obtidos foram promissores verificando-se que ocorreu uma reducdo muito

significativa da glicemia apds a administragdo em ratos(Damge et alli, 1988;Damgé et

alli, 1990).

Pinto-Alphandary et al. conseguiram demonstrar através da MET que as
mesmas nanocdpsulas supracitadas conseguiram ser absorvidas a nivel do epitélio
intestinal. Porem, as nanocapsulas foram largamente degradadas através do transporte
pelas células M. Apesar dos resultados bastante entusiastas, Cournarie et al. expressou
que existe uma grande variabilidade relativamente a concentracdo da insulina que
efectivamente consegue passar a barreira gastrointestinal(Pinto-Alphandary et alli,

2003;Cournarie et alli, 2002).
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Alonso e os seus colaboradores também experimentaram a eficacia de
nanoparticulas de quitosano-glucomanan contendo insulina em ratos normais levando
a ocorréncia de uma hipoglicemia tardia, 14 horas apds a administragdo, mantendo-se
por 10 horas. O efeito hipoglicemiante foi atribuido a insulina absorvida a nivel

intestinal(Kotzé et alli, 1997;Pan et alli, 2002).

Nanoparticulas de quitosano também demonstraram ser eficazes na reducdo da
glicemia em doses 50UI ou 100UI/Kg em ratos diabéticos induzidos através da

estreptozocina (Ma et alli, 2005).

Mais recentemente, Sun e os seus colaboradores criaram nanoparticulas de
quitosano e acido poli(y-glutamico) contendo 15% de insulina conseguindo a abertura
das juncdes apertadas entre as células caco-2(in vitro) e a aderéncia destas
nanoparticulas a camada de muco do intestino delgado(in vivo), o que resultou na
diminuicdo da glucose em ratos diabéticos, assim como uma biodisponibilidade oral

de 15.1 £ 0.9% (Sung et alli, 2012).

O aumento da biodisponibilidade oral de insulina encapsulada em
nanoparticulas e nanocapsulas foi claramente demonstrado em estudos com animais.
Contudo a elevada variabilidade da concentragdo de insulina no sangue, a baixa
biodisponibilidade de insulina encapsulada requerendo a administracdo de doses
elevadas, bem como a falta de informacdo que permita extrapolar estes resultados
para seres humanos, representam desvantagens para o desenvolvimento de

formulagdes orais de insulina.
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3.1.2 Calcitonina

A calcitonina ¢ uma hormona polipeptidea que intervém no metabolismo do
calcio. Esta hormona actua directamente com a paratiroide na regulagdo da absorcao
Ossea, manutencdo do calcio e homeostasia corporal. Destina-se a diminuir a
concentragdo plasmatica de calcio(em situagdes de hipercalcemia) nomeadamente em
doentes com hipertiroidismo, metastases Osseas, hipercalcemia idiopatica e
intoxicacdo por vitamina D ou osteoporose na prevengdo e tratamento. Actualmente
encontra-se disponivel em Portugal, segundo o prontudrio terapéutico, em solugdes
injetaveis via IM e SC sendo possivel encontrar calcitonina de salmao em solugdes de

pulverizacdo nasal (INFARMED, 2012).

Devido a ineficacia terapéutica deste péptido aquando administrado pela via
oral, varios esforcos tem sido realizados para permitir a elaboragdo de uma
formulagdo oral. A nanomedicina surge assim como uma das areas que se propdem a

dar resposta a este problema.

Nanoparticulas contendo calcitonina foram administradas em ratos e
verificou-se que comparativamente com uma solu¢do oral de calcitonina, as

nanoparticulas conseguiram baixar os valores de célcio no sangue.

Nanoesferas de PLGA revestidas com quitosano foram desenvolvidas. Foi
observado uma diminuicdo dos niveis séricos de célcio durante 12h apos
administracdo em ratos. As doses foram 125 TU/Kg e 250 UI/Kg (Jung et alli,
2000;Sakuma et alli, 1997;Takeuchi et alli, 2001).

Mais recentemente, um estudo realizado no departamento de tecnologia
farmacéutica da Universidade de Ataturk, promoveu a encapsulagdo de calcitonia de
salmdo em nanoparticulas de Eudragit ® RSPO, Eudragit ® L100 e Eudragit ®-poli
(acido lactico-co-acido glicdlico) para avaliacdo in vitro e in vivo. O estudo foi um
enorme sucesso tendo-se obtido resultados muito positivos. Todas as formulagdes de
nanoparticulas foram capazes de exercer o seu efeito farmacologico em ratos tendo-se
verificada uma redugdo bastante significativa de calcio em comparagdo com a solucao

de calcitonina administrada. Devido ao seu efeito mucoadesivo, o Eudragit®
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demonstrou um importante efeito hipocalémico, que se manteve durante 24 horas

(Cetin et alli, 2012).

3.1.3 Ciclosporina

A ciclosporina ¢ um farmaco imunomodulador que por varios mecanismos
altera a resposta imune. Este farmaco ¢ utilizado como um potente imunossupressor e
pode ser administrado per os ou IV. Tem como finalidade terapéutica a prevencao da
rejeicdo de um orgdo nomeadamente transplante de rim, figado, pancreas, coragdo,

coragdo-pulmio (INFARMED, 2012).

Contudo, a ciclosporina ¢ um farmaco que apresenta baixa biodisponibilidade
quando administrado pela via oral, como tal varios estudos tem sido conduzidos com

a finalidade de desenvolver uma formulagdo mais eficaz.

Nanoparticulas de quitosano foram concebidas para verificar se ocorria um
incremento na absorcdo da ciclosporina. Ap6s a administracdo das nanoparticulas
oralmente em caes registou-se um aumento significativo da absorcdo do farmaco

comparativamente ao medicamento actualmente disponivel no mercado Neoral®(EI-

Shabouri, 2002;Chen et alli, 2004).

Mais recentemente, um estudo elaborado por Park e os seus colaboradores
procurou utilizar um método inovador, o SEDDS(Self-microemulsifying drug
delivery system) encapsulando o farmaco em nanoparticulas poliméricas de poli-DL-
lactico (PDLLA) com um nucleo de 6leo. Foi observado que com o aumento do teor
de 6leo no nucleo ocorre uma maior solubilizacdo da ciclosporina contudo pode
afectar a permeabilizagdo in vivo do farmaco, sendo necessario efectuar mais estudos
para verificar se este método ¢ valido para a encapsulacio deste farmaco (Park et alli,

2013).
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3.1.4 AZT

A zidovudina (AZT) ¢ um farmaco indicado para o tratamento de sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (SIDA). Pertence a classe de farmacos antivirais
conhecidos como inibidores da transcriptase reversa e actua através da inibicao da
enzima transcriptase reversa do virus de imunodeficiéncia humana (HIV)-1, como tal

interfere num passo critico do ciclo viral.

Porem, a zidovudina apresenta algumas desvantagens, nomeadamente a sua
rapida metabolizacdo a nivel hepatico para a sua forma inactiva, o glucuronido,

resultando numa fraca biodisponibilidade oral.

Os efeitos secundarios mais graves e frequentemente observados com o uso de
continuado de AZT sdo: toxicidade hematologica, neutropenia anemia e

trombocitopenia (INFARMED, 2012).

De forma a contrariar os efeitos secundarios, a vectorizagdo do farmaco
podera ser uma das abordagens mais promissoras pois permitird alcancar a reducao da

dose, minimizagdo da toxicidade sistémica e uma terapia mais eficaz no tratamento da

SIDA.

O sistema reticulo-endotelial (RES), onde se localiza a maior parte dos
macrofagos ¢ considerado um dos mais importante reservatorio para o HIV. Os
macrofagos possuem na superficie varios receptores, tais como a fucose, galactose, e
em particular , os receptores de manose. Os receptores de manose estdo presentes na
superficie de macrdéfagos, mondcitos, macrofagos alveolares, astrocitos no cérebro e
nos hepatocitos no figado. Sendo assim ¢ promissor utilizar sistemas de
nanoparticulas vectorizadas especificamente para os receptores de manose que se

encontram na superficie dos reservatério do HIV.

Recentemente, Jadhav e os seus colaboradores produziram nanoparticulas de
gelatina contendo AZT destinadas a reconhecer os receptores de manose por forma a
vectorizar o farmaco directamente no RES. O estudo foi um sucesso tem sido
observados resultados promissores in vitro. O direcionamento do fdrmaco podera
assim melhorar a terapéutica e reduzir os efeitos secundarios do farmaco, através da

reducdo da posologia (Jadhav et alli, 2013).
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3.1.5 Thymopentin

A thymopentin ou TP5 ¢ um péptido sintético que corresponde aos residuos de
aminoacidos 32-36 da hormona timica a timopoétina. Este péptido sintético possui
toda a actividade bioldgica da hormona que lhe deu origem. Como tal possui a
capacidade de induzir precocemente a diferenciagdo das células T e regulagdo da
resposta imune. Este pentapéptido tem sido utilizado em inumeras patologias, tais
como, o Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA), linfoma cutineo das
células T e artrite reumatoide. Porem devido a sua baixa permeabilidade na membrana
do tracto gastrointestinal, tempo de semi-vida muito curto (aproximadamente 30s),

injeccdes repetidas ou infusdes intravenosas deste hormona sao requeridas.

Por forma a superar estas adversidades inerentes e devido ao elevado valor
terapéutico desta hormona, estudos tém sido conduzidos na tentativa de contrariar as

desvantagens apresentadas.

Recentemente, Xuefeng Jin e os seus colaboradores conduziram um estudo na
tentativa de ultrapassar todas estas limitagdes tendo encapsulado a TP5 em
nanoparticulas poliméricas de quitosano-glutationa. Apos a encapsulacdo e respectiva
administracdo das nanoparticulas em ratinhos verificou-se a ocorréncia de
imunossupressdo em todos os animais em que se administrou o péptido. Concluiu-se
assim que as nanoparticulas poliméricas podem ser um futuro e promissor veiculo na

encapsulacdo desta hormona sintética (Jin et alli, 2011).
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3.2 Imuniza¢ao através do uso de micro e nanoparticulas

Segundo Eldridge et alli, para que possa ocorrer o transporte pelas células M
através dos macrofagos linfaticos eferentes ¢ necessario particulas de tamanho
inferior a Spm, como tal, varios estudos tem surgido com o intuito de criar um sistema
micro e/ou nano que permita atingir tais dimensdes com a finalidade de tornar

possivel imunizagao oral (Eldridge et alli, 1989;Foster e Hirst, 2005).

Entre os veiculos desenvolvidos durante as ultimas décadas as
microparticulas biodegradaveis poliméricas tém sido as mais amplamente estudadas,
nomeadamente compostos de PLA e PLGA. Um grande nimero de proteinas tem sido
vectorizadas com €xito em microparticulas de PLGA mantendo a sua integridade

estrutural e imunolégica (Allaoui-Attarki et alli, 1997;Allaoui-Attarki et alli, 1998).

Mutwiri et alli através de varios estudos conseguiu provar que substancias
como proteinas, toxinas bacterianas e plasmideos de DNA quando vectorizados em
microparticulas PLGA conseguem induzir respostas imunes locais e sistémicas apds a

administracdo oral ou intragastrica.

Mais recentemente, surgiram dados que sugerem que a utilizagao de particulas
de latex ou PLGA com tamanho entre os 500nm poderdo ser mais eficientes que as
particulas entre 1-5 um (Mutwiri et alli, 2005;Challacombe et alli, 1997;Maloy et alli,
1994;Shakweh et alli, 2004).

Jungle et alli conduziu um ensaio in vivo em ratinhos para verificar se ocorria
uma resposta imune apds a administragdo oral. Como tal, utilizou nanoparticulas de
poly(vinyl alcohol)-co-PLGA com o objectivo de atingir uma maior concentrac¢do de
toxoide tetanico. Apds a administracdo per os, Jungle e os seus colaboradores
conseguiram obter a indugdo de IgG e IgA. Relativamente as IgA verificou-se uma
maior resposta quando comparada com o controlo (administragdo intraperitoneal).
Verificou-se assim que o tamanho das particulas ¢ importante para obtengcdo de uma

melhor resposta imunologica (Jung et alli, 2001).
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3.3 Nanoparticulas na administracio de vacinas pela via oral

A vacinagdo ¢ reconhecida actualmente como o melhor meio de prevencao do
estado de doenca nas populagdes. Como tal, a vectorizacdo de péptidos e proteinas em
nanoparticulas poliméricas assume-se como uma area importante que ndo deve ser

negligenciada.

Comparativamente a vacinagdo sistémica, a vacinagdo na mucosa, mais
particularmente a oral, apresenta vantagens nomeadamente; auséncia de dor e
desconforto, risco de infec¢do associado a injec¢@o, menor custo e maior facilidade de
imunizagdo das populagdes com menores recursos. A vacina¢do no local-alvo da
infec¢do ¢ bastante desejavel pois permite obter ndo s6 uma resposta sistémica mas
também local. IgA produzidos localmente constituem 80% de todos os anticorpos
originados nos tecidos associados a mucosa e sdo considerados um dos mais
importantes na imunidade humoral sendo largamente reconhecidos como a primeira
barreira a passagem de agentes patogénicos(van der Lubben et alli, 2001;Borges et

alli, 2005).

Para além disso, diversos estudos confirmam que a administragdo de
antigénios nas mucosas gera a um fendmeno comumente referido como sistema
imune das mucosas, que se baseia na administracdo de antigénios localmente mas que
origina uma resposta ndo s6 no local-alvo, mas também nas mais periféricas da
mucosa. Por fim, a vacinagdo através das mucosas apresenta um potencial contra
doengas infeciosas para as quais a vacinacdo parenteral apresenta baixa eficécia,
como por exemplo, a vacina contra o HIV e a vacina contra a tuberculose (Regnstrom

et alli, 2003;Illum et alli, 2001).

A inducdo de uma resposta imune aos antigénios administrados ¢ alcancada
principalmente nos tecidos linfoides organizados em placas de Peyer. A tolerancia
oral ¢ assim obtida apds a libertacdo dos antigénios no lumen do intestino e transporte

pelas células M para os linfocitos, macrofagos e células dendriticas.

No ambito da nanovacinacdo oral ¢ particularmente interessante favorecer a
absor¢do nas células M, pois acredita-se que as células M representam a entrada para

algumas bactérias, virus e prides, desempenhando assim um papel fundamental na
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génese da doenca. As células M sdo responsaveis pela entrega de nanoparticulas
provenientes do limen directamente para células linfoides intraepiteliais e para O-
MALT sendo responsaveis por processar os antigénios vectorizados e dar inicio a

resposta imune (Brayden e Baird, 2004).

3.3.1 HIV

Para obtencdo de uma vacina eficiente contra o virus do HIV, a resposta
imunitaria especifica nas mucosas humanas assim como a resposta imunitaria

sistémica sdo dois objectivos criticos para a imunizagao eficaz das populagdes.

A imuniza¢do na mucosa assume especial importancia nesta vacina devido a
forma de propagagdo do virus. Cerca de 90% dos seropositivos para o HIV adquirem
a infec¢do através do contacto entre mucosas. Por conseguinte, ¢ importante a
imunidade especifica de HIV nos locais das mucosas para impedir a propagagdo da
infeccdo entre individuos. A presengca de HIV e linfocitos T pelo virus da
imunodeficiéncia simia (SIV) foi detectada em tecidos da mucosa genital e
gastrointestinais ap6s infec¢do com os virus patogénicos. Para além disso, a protecao
contra a infec¢do das mucosas em macacos vacinados com estirpes atenuadas do SIV
tem sido mais facil de conseguir do que a protecdo através da via intravenosa. No
entanto, apesar de uma necessidade urgente de proporcionar uma melhor
compreensdo da capacidade de respostas imunitarias contra estes virus de forma a
evitar ou conter a replicacdo do HIV ou SIV nos tecidos da mucosa, a capacidade de
diferentes estratégias de vacinas contra a SIDA para induzir respostas imunes nas

mucosas ainda ndo esté suficientemente explorada.

A indugdo de imunidade na mucosa no intestino tem sido demonstrada através
de varias formulagdes de vacinas orais de ADN criadas e encapsuladas em micro e
nanoparticulas. A encapsulacdo em polimeros diversos ndo so6 protegeu o plasmideo
do ambiente gastrico, mas também aumentou a absorc¢do intracelular do mesmo.
Virios estudos tem demonstrado que a administragdo oral de vacinas recombinantes
tem conseguido produzir ndo s6 respostas imunes a nivel da mucosa mas também a

nivel sistémico.
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Um estudo conduzido por Andrzej Wierzbicki e os seus colaboradores
verificou que ap6s a encapsulacio em PLG de plasmideos que codificam para a
glicoproteina gp160 e lipossomas associados ao virus vaccinia vPE16, permitiu obter
uma potente resposta imune contra a glicoproteina do envelope viral a nivel da
mucosa e a nivel sistémico. O estudo permitiu também verificar que a associacao
entre microparticulas poliméricas e lipossomas pode ser uma abordagem interessante

e eficiente para a criacdo de novas vacinas e/ou outras abordagens imunoterapicas.

Como ja anteriormente referido, a imunidade da mucosa constitui uma
importante linha de defesa, como tal o esquema de vacinagdo oral pode representar
uma abordagem eficaz para protecdo contra infecgdes adquiridas através de
superficies mucosas. Ademais, as vacinas orais apresentam uma enorme vantagem
pois permitem eliminar a necessidade de agulha, que constitui uma das principais
causas de infec¢des iatrogénicas em paises em desenvolvimento (Wierzbicki et alli,

2002).

Tabela de nanovacinas orais encapsuladas com sucesso em nanoparticulas

polimericas.
Molécula Polimero Referéncia

Toxoide tetanico (TT) Quitosano (Barhate et alli, 2014)
Rotavirus PLA ¢ PLGA (Nayak et alli, 2009)

Gripe suina Quitosano (Zhao et alli, 2011)
Hepatite B Lectina e PLGA (Mishra et alli, 2011)
Hepatite B Quitosano (Mishra et alli, 2014)

Helicobacter pylori Poly(D, L-lactide-co- (Kim et alli, 1999)

glycolide)
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3.4 Encapsulacio de ADN para administracio oral de nanovacinas

A 4rea da Nanomedicina veio permitir a abertura de novas areas inovadoras
que outrora seriam impossiveis de concretizar. A encapsulacdo de plasmideos de
ADN ¢ um desses campos que tem ganho relevancia e que promete melhorar assim
como curar inumeras patologias associadas a resposta exacerbada do sistema

Imunitario.

Como tal, alguns estudos tem procurado utilizar plasmideos de ADN para

induzir tolerancia oral.

Os plasmideos de ADN podem ser encapsulados em nanoparticulas
poliméricas que retém a sua fungdo bioldgica sendo que uma tnica dose oral de ADN
pode induzir uma resposta sistémica e/ou local(na mucosa) de anticorpos contra a

proteina codificada (Galindo-Rodriguez et alli, 2005).

Um estudo feito por K. Roy e os seus colaboradores demonstrou que a
administracdo oral de nanoparticulas de quitosano com ADN que codifica para um
alérgeno dominante do amendoim provocou um aumento de IgA e IgG2a no plasma
sanguineo. Este estudo permitiu verificar que a administragdo oral de NPs pode
aumentar a resposta imunitaria contra os alérgenos Der p 1 em ratinhos enquanto que

na imunizag¢do via intramuscular ndo ocorre o mesmo efeito.

Acredita-se que este resultado surge do uso de nanoparticulas, pois estes
vectores nanomedicinais facilitam a incorporacdo do ADN e a mucoadesdo pelas

células hospedeiras, o que leva a um aumento da eficacia do processo de transfec¢ao

(Roy et alli, 1999).

Chen e os seus colaboradores também utilizaram nanoparticulas de PLGA
(500 nm) para encapsular uma nanovacina de DNA VP6 de rotavirus. Apos a
administracdo oral Gnica em ratinhos, a nanovacina encapsulada foi suficiente para
induzir IgG sérica especifica do rotavirus, IgM e IgA, assim como IgA intestinal.
Além disso, apds o estudo com o rotavirus, foi possivel verificar uma diminui¢do
importante de antigénio de rotavirus nas fezes em comparagdo com os grupos de

controlo. Resultados semelhantes foram obtidos quando nanovacinas de DNA VP4 e
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VP7 foram encapsuladas em particulas de PLGA e administradas pela via oral a

ratinhos (Roy et alli, 1999).

Mais recentemente, uma nanovacina contra a esquistossomose foi criada. A
Esquistossomose ¢ uma doenca tropical endémica em alguns paises da América do sul
causada por parasitas do género Schistosoma. Oliveira CR, e os seus colaboradores
encapsularam em nanoparticulas de quitosano o antigénio Rhol-GTPase da S.
mansoni, tendo obtido resultados bastante promissores. Todos os ratinhos imunizados
com esta vacina apresentaram um reducdo significativa da carga parasitiria apos
inoculacdo do parasita, verificando-se assim que as nanoparticulas representam uma

alternativa a vacinacao tradicional (Oliveira et alli, 2012).
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3.5 Perspectivas futuras

A Medicina precisa de novas abordagens terapéuticas que permitam vectorizar
farmacos tais como proteinas e péptidos que exibem elevado valor terapéutico mas
que apresentam baixa biodisponibilidade oral. Como tal, a nanomedicina surge como
a area por exceléncia que pode alterar a farmacocinética (LADME) através da
encapsulacdo destes farmacos em nanoparticulas poliméricas. Os desafios
apresentados sdo muitos, contudo actualmente ¢ possivel verificar o entusiasmo da

comunidade cientifica na procura incessante pela “bala dourada”.

Péptidos como a insulina, calcitonina e ciclosporina futuramente podem
conhecer formulagdes orais que irdo permitir evitar o desconforto associada as

injeccdes diarias que sdo extremamente limitantes para o doente.

A via oral ¢ amplamente preferivel em relacdo a outras vias existentes, pela
sua acessibilidade e por ser a mais fisioldgica, porem devido ao meio bastante hostil,

alguns farmacos ndo podem ser administrados por esta via.

De forma a aumentar a qualidade de vida do doente e a facilitar a adesdo a
terapéutica, milhares de cientistas tem-se focado na concep¢ao de sistemas coloidais
que permitam a autoimunizacdo num acto tdo rudimentar como a toma de um

comprimido.

Em suma, anseio que com a leitura desta monografia seja possivel ao leitor
vislumbrar o futuro promissor das nanoparticulas poliméricas que se encontra em
forte expansdo, prometendo ndo so alterar a veiculacdo de farmacos outrora nao
veiculaveis pela via oral, mas também melhorar formulagdes ja existentes no mercado
alterando a sua farmacocinética, permitindo reduzir a dose e consequentemente 0s

efeitos secundarios dos medicamentos.
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