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Resumo

Os produtos biofarmacéuticos englobam os produtos a base de proteinas terapéuticas, de
acidos nucleicos e os que sdo usados em terapia celular. Com o crescimento exponencial
que se tem verificado nos Gltimos anos para a biotecnologia farmacéutica, o uso clinico
destes produtos tem vindo a aumentar. Contudo, tendo em conta as caracteristicas
fisico-quimicas das moléculas, tém surgido algumas limitacBes relativas a
administracdo de produtos biofarmacéuticos. Com efeito, a investigagdo tem-se focado
nos estudos relativos ao desenvolvimento de novos sistemas para veicular estes
produtos. Neste contexto, e tendo em conta as vantagens que apresentam, as

nanoparticulas lipidicas tém sido apresentadas como promissoras.

Na primeira parte deste trabalho é efectuada uma revisdo bibliografica relativa aos
diferentes produtos biofarmacéuticos, as suas caracteristicas e limitagcbes de
administracdo. Na segunda parte, € apresentada uma reviséo relativa ao estado da arte
do uso de nanoparticulas lipidicas para promover a administracdo de produtos

biofarmacéuticos.

Palavras-chave: Acidos nucleicos; Nanoparticulas lipidicas; Nanoparticulas lipidicas
solidas; Péptidos; Produtos biofarmacéuticos; Proteinas; Vectores lipidicos

nanoestructurados.
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Abstract

Biopharmaceutical products include therapeutic proteins, nucleic acids and cell-based
products. Within the exponential growth of pharmaceutical biotechnology the clinical
use of these products has been increasing. Nevertheless, according to the physical and
chemical nature of the molecules, some limitations have appeared, limiting the use of
biopharmaceutical products. In this way, the number of studies related with the
development of new solutions for using biopharmaceutical products has been growing.
Accordingly, due to its advantages, lipid nanoparticles have been presented as

promising candidates.

The first part of this work provides a bibliographic overview of the different
biopharmaceutical products, and their characteristics and limitations for therapeutic use.
In the second part, is presented a review of the state-of-the-art of using lipid
nanoparticles systems to improve the therapeutic efficacy of biopharmaceutical

products.

Key-words: Biopharmaceuticals; Nanostructured lipid carries; Lipid nanoparticles;

Nucleic acids; Peptides; Proteins; Solid lipid nanoparticles.
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I. Introducéo

Entre os diferentes tipos de nanossistemas lipidicos para a administracdo de produtos
biofarmacéuticos estdo as nanoparticulas lipidicas. Estes sistemas tém-se demonstrado
capazes de veicular os produtos biofarmacéuticos de forma eficaz, melhorando a sua
biodisponibilidade e ultrapassando as limitacbes das formas farmacéuticas
convencionais, a0 mesmo tempo gque promovem 0 sucesso da terapia (Souto et al.,
2004; Mdller et al., 2000).

No presente trabalho serdo inicialmente descritos os diferentes produtos
biofarmacéuticos, tendo em conta a sua definicdo, caracteristicas, limitagdes e vias de
administracdo. Na segunda parte do trabalho, serdo apresentadas as principais
caracteristicas dos sistemas de nanoparticulas lipidicas usados para veicular estes
produtos. Por fim, é efectuada uma revisdo bibliografica, relativa aos resultados

publicados recentemente na literatura cientifica, relativos a aplicagdo destes sistemas.
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I1. Produtos biofarmacéuticos

O conceito de produto biofarmacéutico tem vindo a evoluir ao longo dos tempos.
Inicialmente eram considerados como produtos biofarmacéuticos as proteinas e péptidos
terapéuticos, que eram obtidos através de técnicas biotecnoldgicas, usando técnicas de
recombinacdo genética, ou a técnica do hibridoma para a produgdo de anticorpos
monoclonais. Actualmente este conceito € mais completo, pois engloba também os
produtos a base de células e de &cidos nucleicos (acido desoxirribonucleico, DNA, e
acido ribonucleico, RNA) (Walsh, 2007). Neste sentido, a biotecnologia farmacéutica,
que visa a obtencdo dos produtos biofarmacéuticos, tornou-se um sector importante da
industria farmacéutica, tendo vindo a aumentar exponencialmente nos Gltimos anos
(Knéblein, 2013). O uso clinico deste tipo de produtos estd a aumentar, porque ja se
demonstrou eficaz no tratamento de doencas cronicas e graves, como a diabetes e 0

cancro, respectivamente (Silva et al., 2015a).

2.1. Definicdo e caracteristicas

A principal classe de produtos biofarmacéuticos é as proteinas terapéuticas. Os acidos
nucleicos e as células constituem classes mais recentes, que embora também sejam

produtos biofarmacéuticos, ndo estdo tdo desenvolvidas (Walsh, 2007; Walsh, 2004).

Ao nivel estrutural, as proteinas apresentam trés conformacdes (Figura 1): a estrutura
primaria, a secundaria e a terciaria. Estas ttm como constituinte fundamental os
aminodcidos (a.a.), que sdo constituidos por um carbono central a, ao qual estdo ligados
um atomo de hidrogénio (H), um grupo amina (NH;), um grupo carboxilo (COOH) e
um grupo adicional na cadeia lateral (R). A cadeia R difere de a.a. para a.a.,

determinando a reactividade quimica dos mesmos e influéncia a conformacéo final.
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A prolina é um a.a. especial, porque apresenta uma estrutura anelar e o seu grupo R esta
ligado a um atomo de azoto e a um atomo de carbono. A ligacao entre os a.a. € feita por
ligacdes peptidicas entre o residuo do a.a. adjacente, o que implica o estabelecimento de
ligacOes covalentes entre 0s grupos amina e carboxilo, fazendo com que 0s grupos

guimicamente reactivos estejam no grupo R (Eisenhaber et al., 1995; Walsh, 2007).

O grupo R dos a.a. alifaticos ndo polares (glicina, alanina, valina, leucina, prolina e
isoleucina) sdo desprovidos de grupos quimicamente reactivos. A glicina tem no grupo
R um atomo de hidrogénio, fazendo com que o carbono central ndo seja um carbono
quiral (i.e. um carbono com quatro grupos quimicos diferentes ligados a ele). O grupo R
dos a.a. aromaticos (fenilalanina, triptofano e tirosina) ndo é muito reactivo
quimicamente. Os a.a. polares ndo carregados (cisteina, metionina, serina, treonina,
aspargina e glutamina) tém diferentes grupos R com pouca reactividade quimica. A
cisteina e a metionina tém um atomo de enxofre no grupo R (sendo a cisteina mais
reactiva), a serina e treonina tém no grupo R grupos hidroxilos (OH), e a aspargina e a
glutamina tém no grupo R amidas (RCONH). O grupo R da arginina é uma cadeia
hidrofoba com trés grupos metileno (CH,), um grupo amina e um grupo guanida
ionizado. O imidazol da cadeia de histidina € uma amina terciaria com capacidade de
agir como catalisador nucledfilo, acelera a velocidade das reac¢fes organicas de adi¢éo
e substituicdo nucleofilica. Como se pode verificar pela analise da Figura 1a, a estrutura
primaria das proteinas € constituida por cadeias ndo ramificadas de a.a. ligados entre si,
através de ligacdes de dissulfureto, com sequéncias pré-definidas e com posicionamento

exacto, sendo designados por polipéptidos (Walsh, 2007; Tropp, 2012).
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Figura 1: Representacdo das trés estruturas das proteinas: a) primaria; b) secundaria; c)
terciaria. (Adaptado de (Tropp, 2012)).
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A a-hélice e a folha B fazem parte da conformagao da estrutura secundaria (Figura 1b).
A o-hélice tem um comprimento de 0,56 nm, estando as cadeias laterais da alanina,
leucina, metionina e glutamato direccionadas para o meio exterior. Os a.a. com grupos
volumosos ou com grupos laterais com a mesma carga e 0 a.a. prolina tendem a
destabilizar a a-hélice. Esta estrutura é estabilizada por pontes de hidrogénio, com o seu
interior constituido por grupos carbonilos (C=0), que estabelecem ligacbes de
hidrogénio com o grupo amina. As folhas B sdo constituidas por 5-10 residuos de a.a.
em cadeias com conformacdo em zig-zag, sendo estabilizadas por ligacdes de
hidrogénio. As cadeias podem estar em paralelo (i.e. na mesma direcc¢do), antiparalelo
(i.e. com direccOes opostas) ou ambas (i.e. mistura de cadeias paralelas com
antiparalelas) (Tropp, 2012).

A estrutura secundaria é constituida por varias regides, que variam em comprimento e
permitem a deformacédo do polipéptido na estrutura compacta da conformacéo terciaria.
Estas regibes influenciam a funcdo biologica da proteina (Walsh, 2007; Eisenhaber et
al., 1995).

A estrutura terciaria (Figura 1c) adopta uma conformacéo tridimensional compacta, que
guando apresenta grandes tamanhos possui duas ou mais subunidades designadas por
dominios (Eisenhaber et al., 1995; Walsh, 2007). Para terem actividade bioldgica, as
proteinas tém de estar na sua forma tridimensional. Se houver alteracdo da estrutura
proteica ocorre desnaturacdo da proteina e a consequente perda da sua funcdo. Esta

desnaturacdo proteica pode dever-se a alteracdes de pH e temperatura (Walsh, 2007).

As proteinas podem ser simples ou complexas. As complexas requerem reacc¢des pos-
traducdo para poderem exercer a actividade biologica, que consistem na modificacdo
quimica da cadeia proteica, que ocorre ap0s a traducdo, através de reacgdes de

fosforilagéo, glicosilacdo e metilagéo (Alberts et al., 2006).
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Os acidos nucleicos estdo presentes em todas as células vivas e contém a informagéo
genética das mesmas, sobe a forma de DNA ou RNA. Ao nivel estrutural, estes sdo
macromoléculas compostas por nucledtidos especificos, ligados por ligacdes
fosfodiéster (Figuras 2 e 3). Os nucle6tidos tém na sua constituicdo uma base azotada,
um grupo fosfato e uma pentose. Existem dois tipos de bases: as purinas, compostas por
adenina e guanina, e as pirimidinas, compostas por citosina, timina (presente apenas no
DNA) e uracilo (presente apenas no RNA). Ambas tém como funcdo mediar a
informacdo genética através de processos de replicacdo, transcricao e traducao (Alberts
et al., 2006; Silva et al., 2015b).
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Figura 2: Estrutura do RNA: (a) Ribose e Uracilo; (b) cadeia linear. (Adaptado de (Alberts et al.,
2006)).
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Tal como ilustra a Figura 2, o RNA tem como pentose a ribose e é constituido por uma
cadeia simples de nucleétidos. Este acido nucleico é importante na sintese das proteinas,
apresentando trés formas: 0 RNA mensageiro, que leva a informacdo genética até aos
ribossomas; o RNA ribossomal, que se liga a proteinas especificas formando o
ribossoma; e o0 RNA de transferéncia, que transporta e adiciona os a.a. especificos a

cadeia de polipéptidos a ser sintetizada (Alberts et al., 2006).

O DNA tem como pentose a desoxirribose e € constituido por cadeia dupla de
nucledtidos, com conformacdo em hélice (Figura 3). As cadeias de DNA sdo
antiparalelas, apresentando complementaridade nas sequencias de bases. Se em uma
cadeia estiver uma timina, na outra cadeia, na mesma posicdo, terd de estar uma
adenina. O mesmo acontece com a guanina e citosina. Os agucares e 0s grupos fosfatos
estdo direccionados para o exterior (meio aquoso) e as bases estdo direccionadas para o
interior (meio hidréfobo). As cadeias de DNA sdo estabilizadas por pontes de
hidrogénio (duas entre a adenina e guanina e trés entre a guanina e citosina) (Walsh,
2007; Berman et al., 1992).

Os é&cidos nucleicos sdo usados em terapia genética como medicamentos. Segundo a
Farmacopeia Portuguesa 9, entende-se por medicamentos de terapia genética para uso
humano “qualquer produto obtido por um conjunto de métodos de fabrico que visam a
transferéncia, in vivo ou ex vivo de um gene profilactico, de diagnostico ou terapéutico
(a saber, uma fraccdo de acido nucleico), através de células humanas/animais e sua
consequente expressdo in vivo. A transferéncia genética implica um sistema de
expressao chamado vector, que pode ser de origem virica ou ndo virica. Este vector

pode também ser incluido numa célula humana ou animal.”

Com o uso clinico da terapia genética é possivel prevenir, controlar ou curar doencas,

através da substituicdo de um gene defeituoso ou da inser¢do de um gene normal.
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Neste dmbito também se insere a tecnologia antisense e a terapia de aptdmeros. A
tecnologia antisense consiste na utilizacdo de pequenos oligonucleétidos de DNA ou
RNA, capazes de inibir ou diminuir os efeitos causados pela expressdo ou super-
expressdo de genes. Os aptameros sdo oligonucleétidos de cadeia simples ou péptidos,
que se ligam a alvos moleculares com elevada especificidade e afinidade (Silva et al.,
2015b).

HOCH, O, OH

|
OH

ibose

Figura 3: Estrutura do DNA: (2) ligacdo entre as bases; (b) dupla cadeia; (c) pentose
(Adaptado de (Tropp, 2012; Alberts et al., 2006)).

Recentemente descobriu-se 0 pequeno RNA de interferéncia (small interfering RNA,
SiRNA), que constitui uma alternativa promissora para a regulagdo da expressao dos
genes. Devido a sua pequena dimenséo e especificidade, o SiRNA reprime a expressdo

de genes in vivo (Denli e Hannon, 2003; Boukany et al., 2013).
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Esta técnica € semelhante a tecnologia antisense, mas ocorre naturalmente, o que
constitui uma vantagem, uma vez que a tecnologia antisense apresenta a limitacdo de
poder afectar alvos que tém complementaridade semelhante ao alvo seleccionado
(Walsh, 2005).

Para realizar terapia a base de genes € necessario garantir que os acidos nucleicos
cheguem ao nucleo da célula, para isso podem ser usados sistemas de transporte, pois 0s
acidos nucleicos sozinhos sdo pouco eficientes. Contudo, é possivel melhorar o
transporte isolado dos &cidos nucleicos, com o auxilio de métodos fisicos (Silva et al.,
2015b; Al-Dosari e Gao, 2009).

Os genes podem ser veiculados através de vectores virais (por exemplo, adenovirus
retrovirus recombinantes, aos quais foi retirada a capacidade de se replicar) e nao virais
(por exemplo, nanossistemas lipidicos). Os vectores virais tém grande eficiéncia no
transporte, mas induzem respostas inflamatorias, podem afectar outras células para além
das células alvo, o virus pode ser transmitido para outros individuos e para 0 ambiente,
0 gene pode ser inserido num local errado da cadeia de DNA e pode haver sobre-
expressdao do gene. O principal desafio dos sistemas de transporte é aumentar a
eficiéncia da transfeccéo (i.e. transferéncia do material genético para o nucleo da célula
alvo da accdo), sem que desenvolvam efeitos secundarios e citotoxicidade. Neste
sentido, 0s vectores ndo virais parecem ser a melhor op¢do, uma vez que permitem
ultrapassar as desvantagens dos vectores virais (Tros de llarduya et al., 2010; Silva et
al., 2015a).

O uso de é&cidos nucleicos tem muitas limitacdes, pois 0 DNA e RNA tém
caracteristicas moleculares (hidrofilia, tamanho elevado e carga negativa) que
dificultam a entrada dos mesmos no nucleo das células. Além disso, tém pouco tempo
de circulacdo no sangue, pois tém de passar as varias barreiras fisiologicas antes que as
enzimas os degradem ou que sejam eliminados pelas células do sistema imunologico
(Silva et al., 2015b).
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Com os avancos da biotecnologia, foi possivel desenvolver uma inovacgéo terapéutica,
recorrendo a células estaminais humanas para o tratamento ou alivio de doengas ou
lesGes no ser humano, através da administracdo de células autdélogas (i.e. células do
préprio individuo), alogénicas (i.e. células de outro individuo) e xenogénicas (i.e.
células de outra espécie). Esta aplicacdo deve-se ao facto das células responderem a
diferentes sinais e poderem ser direccionadas para locais especificos do organismo. No
entanto, o uso da terapia celular é dificil, uma vez que as células sdo bastante
complexas, pode ocorrer proliferacdo descontrolada, as suas dimensdes ndo permitem a
nanoencapsulacdo, sendo estas integradas em microparticulas, e ainda ndo existe uma
total compreensdo do processo de diferenciacdo das células estaminais (Walsh, 2007;
Fischbach et al., 2013; Yu et al., 2010). Para o sucesso da sua aplicacdo clinica, as
células devem manter a viabilidade, ndo devem activar o sistema imunolégico e deve
ser possivel a sua microencapsulacdo, para as proteger da susceptibilidade a ambientes
adversos aquando da administracdo (Walsh, 2007; Silva et al., 2015a; Fischbach et al.,
2013).

2.2 Producéo

Para a producdo de proteinas terapéuticas recorre-se geralmente a técnica do DNA
recombinante, que as produz de forma especifica. Contudo, essa especificidade ndo é
totalmente eficaz, porque podem ocorrer erros na traducdo das proteinas (Harris e Kilby,
2014).

A tecnologia do DNA recombinante insere-se na area da engenharia genética. Esta
técnica é constituida por duas fases principais. A primeira consiste na manipula¢do do
DNA e engloba as etapas de isolamento, amplificacdo, quebra, caracterizagéo,
sequenciacdo e sintese quimica. A segunda consiste na clonagem e expressdo do DNA e
requer a utilizacdo de organismos hospedeiros, onde 0 DNA recombinante é introduzido

para a expressao das proteinas pretendidas.

10
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De um modo geral, pode resumir-se estas fases nos seguintes passos: 0 DNA de
interesse é isolado e, através da accdo das enzimas de restricdo especificas
(endonucleases), é cortado, obtendo-se apenas a sequéncia pretendida. Este fragmento é
entdo conjugado com o DNA de um veiculo ou vector de clonagem (geralmente um
plasmideo), pela accdo das enzimas ligases, obtendo-se 0 DNA recombinante, que vai
ser introduzido no hospedeiro onde é replicado, produzindo-se as proteinas terapéuticas
pretendidas (i.e. os produtos biofarmacéuticos). No final, é necessario isolar e purificar

estas proteinas através de técnicas altamente sensiveis (Emery, 1984; Knéblein, 2013).

Como anteriormente referido, a maior parte dos produtos biofarmacéuticos sao
proteinas terapéuticas, onde estéo incluidas as citoquinas, as hormonas, os factores de
crescimento humano hematopoético, os factores sanguineos, as enzimas, as vacinas e 0s
anticorpos monoclonais. Dependo da necessidade de efectuar reacces pés-traducédo
para exercer actividade biologica, as proteinas terapéuticas podem ser produzidas em
hospedeiros mais ou menos complexos. As citoquinas sdo glicoproteinas produzidas em
hospedeiros unicelulares, designadamente, os interferdes sdo produzidos pela E.coli e

pela S.cerevisiae e as interleucinas sdo produzidas pela E.coli.

As hormonas terapéuticas sdo sintetizadas pelas glandulas do organismo e incluem: a
insulina, usada no tratamento da diabetes tipo 1, que pode ser produzida pela E.coli e
pela S.cerevisiae; o glucagon, que aumenta os niveis de glicose através da activacdo da
gluconeogénese e € produzido em S.cerevisiae; a hormona do crescimento
(somatotropina), que € usada no tratamento de obesidade, problemas de crescimento,
inducédo da lactacdo e ovulacéo e é sintetizada pela E.coli; as gonadotrofinas (hormona
luteinizante - Lh, hormona foliculo-estimulante humana — FSH e gonadotrofina
coriénica humana — hCG), que regulam a funcdo reprodutora e o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias, sdo produzidas através de culturas de células de
mamiferos (células do ovario de hamsters bebés — CHO, e células dos rins de hamsters
adultos - BHK).

11
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Como exemplos de enzimas temos: a dornase alfa, usada no tratamento da fibrose
cistica e obtida em células CHO; a alteplase, usada para dissolver codgulos sanguineos e
produzida em E.coli. Por outro lado, a epoetina é um factor de crescimento humano
hematopoético, que tem a funcdo equivalente da eritropoetina e é produzida em células
CHO. As vacinas constituidas por fraccdes proteicas sao desenvolvidas pela técnica de
DNA recombinante. Como exemplos destas temos as vacinas contra os virus influenza,
papiloma virus humano (HPV) e hepatite A e B (Walsh, 2007). Os anticorpos
monoclonais sdo glicoproteinas em forma de Y, com duas cadeias leves e duas cadeias
pesadas. Ao nivel funcional, estes compostos apresentam uma regido constante e uma
regido variavel, onde ocorre a ligacdo dos antigénios (Cardoso, 2012). Segundo a
Farmcopeia 9 “Os anticorpos monoclonais para uso humano sdo preparacdes de uma
imunoglobulina ou de um fragmento de imunoglobulina, por exemplo, a F(ab’)2, de
especificidade definida, produzida por um clone celular Gnico. Podem ser conjugados

com outras substancias, nomeadamente com a finalidade de radiomarcagao”.

Estes constituem cerca de 20% dos produtos biofarmacéuticos existentes, sendo obtidos
através da engenharia genética, pela técnica do hibridoma ou do DNA recombinante
(Roque et al., 2004). A técnica consiste na injeccdo de um determinado antigénio num
animal de laboratério (geralmente um ratinho) para que este produza anticorpos

especificos contra esse antigénio.

De seguida, os linfécitos B do animal séo isolados e incubados in vitro, juntamente com
uma cultura de células tumorais (geralmente mieloma), ocorrendo a fusdo entre as
diferentes células e a formacdo dos hibridomas. Em cultura celular, os hibridomas
dividem-se de forma intensa, expressando sempre 0s anticorpos especificos, que sdo
isolados obtendo-se assim uma cultura pura de anticorpos monoclonais (Nakamura,
1982). Os anticorpos monoclonais podem ser: quiméricos e humanizados; humanizados

e totalmente humanos.
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Os anticorpos monoclonais quiméricos e humanizados tém na regido variavel (tanto na
cadeia leve como na cadeia pesada) sequéncias originarias do animal usado na
imunizacdo (ex. ratinho) com especificidade antigénica desejada e na regido constante
tém sequéncias originarias de humanos. Os humanizados possuem uma por¢do maior da
sequéncia humana, a sequéncia ndo humana corresponde apenas as trés sequéncias da
zona de interaccdo com o antigénio, desta forma diminui o risco de desenvolver
reaccdes imunoldgicas. Pode-se realizar outras alteracGes com o objectivo de melhorar a
ligacdo ao antigéenio. Os totalmente humanos sdo obtidos pela tecnologia do rDNA,
sendo constituidos apenas por sequéncias humanas, ou seja, as regides variaveis (tanto
da cadeia leve e da cadeia pesada) sdo substituidas por sequéncias humanas e com isto
apresentam menor imunogenicidade (Lima, 2007). Os anticorpos monoclonais podem

ser usados para aplicacdes terapéuticas, clinicas e como diagnostico (Ranade, 1989).

2.3. Administracdo de produtos biofarmacéuticos

Tendo em conta as suas caracteristicas moleculares, os produtos biofarmacéuticos séo
muito susceptiveis a degradag6es. Por exemplo, as proteinas e os acidos nucleicos ndo
podem ser administrados por via oral, pois as enzimas e 0 baixo pH provocam
alteracdes nas suas estruturas moleculares, fazendo com que estes percam a actividade.
Por outro lado, a hidrofilia, a baixa permeabilidade das macromoléculas ao longo do
tracto gastrintestinal (TGI) e o efeito de primeira passagem originam uma baixa
absorcdo destes produtos, o que pode inviabilizar a sua actividade terapéutica (Desai et
al., 2012; Ezan, 2013). Neste sentido, estes compostos sdo geralmente administrados
pelas vias parentéricas, que permitem a passagem directa do farmaco do local de
aplicacdo para a corrente sanguinea (Walsh, 2003). No entanto estas vias apresentam
desvantagens, tais como dificuldade de administracdo, ndo adesdo a terapéutica e
elevados custos de producdo. Neste contexto, os investigadores tém procurado estudar
vias alternativas para a administragcdo, como por exemplo, a nasal, transdérmica, bucal,

vaginal, ocular e pulmonar (Owens et al., 2003; Patton, 1996; Mitragotri et al., 2014).
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A via pulmonar é a alternativa mais promissora as vias parentéricas. A elevada
biodisponibilidade conseguida através do epitélio pulmonar é devida ao facto deste
apresentar grande area de superficie, camada de difusdo fina, presenca de inibidores
proteoliticos, ndo ocorrer efeito de primeira passagem e ao baixo volume de fluidos
existentes na superficie pulmonar (Walsh, 2003; Kwon et al., 2013). Ao nivel pulmonar
as macromoléculas sdo bem absorvidas, sendo o seu peso molecular inversamente
proporcional a taxa de absorcdo (i.e. quanto maior o peso, menor a taxa de absorcdo das
moléculas) (Powell, 2004; Walsh, 2003). No entanto, para que as macromoléculas
entrem na corrente sanguinea tém de atravessar as seguintes estruturas pulmonares: a
monocamada de fosfolipidos que constitui o surfactante pulmonar, as células epiteliais,
o intersticio, a membrana basal e o endotélio vascular. Entre estas, a passagem pelo
epitélio e endotélio sdo as maiores barreiras a absorcdo pulmonar de substancias
(Walsh, 2003).

A via nasal € atraente, porque apresenta uma area de superficie consideravel (gracas a
presenca das microvilosidades), altamente vascularizada, com rapida absorcéo, de facil
acesso e sem ocorrer o efeito de primeira passagem (Kwon et al., 2013; Walsh, 2003).
Apesar de somar varias vantagens, esta via de administracdo também apresenta
desvantagens, tais como (Walsh, 2003): rapida eliminagdo do farmaco pela accéo do
movimento ciliar; presenca de protéases celulares nasais; moléculas com grande
tamanho tém uma taxa de absorcdo baixa; moléculas com tamanho superior a 10 kDc
ndo atravessam facilmente a barreira epitelial, sendo necessario co-administrar
promotores de absorcdo, que podem originar toxicidade ao ser utilizados por longos

periodos de tempo.

A via transdérmica também constitui uma boa opcao, pois evita o efeito de primeira
passagem e € um processo indolor, aumentando-se a adesdo a terapéutica (Prausnitz e

Langer, 2008). A grande limitacdo desta via ¢ a dificuldade de passagem das moléculas
14



Nanoparticulas lipidicas para a administracdo de produtos biofarmacéuticos

pelo estrato corneo. Para contornar esta dificuldade, podem ser usados métodos fisicos

de promocao da absorcdo cutanea (Morris-Jones, 2014).

A administracdo na cavidade oral compreende a administracdo nas membranas bucal e
sublingual, e tem como vantagens o0 acesso directo para o sistema circulatorio, auséncia
do efeito de primeira passagem, baixo contacto com a actividade enzimatica, auséncia

de dor durante a administracéo e facilidade de controlo das doses de farmaco no sangue.

O grande problema desta via de administracdo reside na presenca da saliva, produzida
pelos mecanismos fisioldgicos normais, que leva a rapida eliminacdo das formas

farmacéuticas aqui aplicadas (Khafagy et al., 2007; Veuillez et al., 2001).

Em suma, os principais factores responsaveis pelas limitacbes & administracdo de
produtos biofarmacéuticos sdo o baixo tempo de semi-vida plasmatica, a
susceptibilidade a degradacdes, quando em contacto com as condicdes fisioldgicas
normais, e as elevadas dimensGes moleculares das proteinas e dos acidos nucleicos.
Todos estes factores condicionam a chegada ao local alvo da ac¢do e a passagem através
das barreiras bioldgicas, condicionando desta forma a actividade terapéutica dos
produtos (Ezan, 2013). Muitos produtos biofarmacéuticos estdo a espera de aprovacao
para uso clinico, encontrando-se muitos ja aprovados (Walsh, 2005). Com efeito, esta é
uma area em desenvolvimento, sendo continuamente investigados novos produtos
biofarmacéuticos, o que torna também necessario efectuar estudos relacionados com o

desenvolvimento de novos os sistemas de libertacdo dos mesmos (Silva et al., 2015a).
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2.4. Novas formas farmacéuticas para a libertacdo de produtos biofarmacéuticos

Durante o desenvolvimento dos produtos biofarmacéuticos é crucial pensar na forma
mais eficiente de os administrar aos, lembrando sempre que a biodisponibilidade e
eficacia terapéutica do mesmo sejam as melhores possiveis. Tendo em conta que as
formas farmacéuticas convencionais apresentam algumas limitagdes (como por
exemplo, baixa absorcdo, répida metabolizacdo e eliminacdo), foram desenvolvidas

formas farmacéuticas de libertagdo modificada (Mehnert e Mader, 2001).

Segundo a Farmacopeia Portuguesa 9, uma forma farmacéutica de libertacdo
modificada ¢ definida como sendo uma “Preparagdo em que a libertacdo da(s)
substancia(s) activa(s) foi objecto, quanto a velocidade e/ou ao local onde ocorre, de
uma modificacdo deliberada resultante de um processo especifico de formulacdo e/ou de
um método de fabrico especial, sendo portanto diferente da que se verifica com uma

forma farmacéutica de libertagdo convencional administrada pela mesma via.”

Actualmente existem diversos tipos de formas farmacéuticas de libertagdo modificada,
como por exemplo: microparticulas, lipossomas, micelas, nanoemulsdes, nanoparticulas
(lipidicas, proteicas, metalicas e poliméricas), nanocristais de farmaco, dendrimeros e
fulerenos. Entre estes, as nanoparticulas lipidicas tém sido apresentadas como sendo 0s
sistemas mais promissores, tendo em conta as vantagens que apresentam, como a

biocompatibilidade e a baixa toxicidade (Eliana B. Souto e Lopes, 2011).
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[11. Nanoparticulas Lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sdo sistemas coloidais de libertacdo de substancias activas,
criados nos anos 90. Estes sistemas consistem em dispersdes aquosas de nanoparticulas
solidas, a temperatura ambiente e corporal, que se encontram estabilizadas por um ou
dois agentes tensioactivos. Existem duas geracdes de nanoparticulas lipidicas, a
primeira geracdo sdo as nanoparticulas de lipidos solidos (solid lipid nanoparticle, SLN)
e a segunda geracao os vectores lipidos nanoestruturados (nanostructured lipid carriers,
NLC). As SLN sdo constituidas apenas por lipidos s6lidos a temperatura ambiente,
enquanto que os NLC apresentam uma mistura de lipidos liquidos e solidos (Muller et
al., 1995; Muller et al., 2002b).

As dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas apresentam uma fase lipidica,
composta por lipidos sélidos (no caso das SLN) ou misturas de lipidos sélidos e lipidos
liquidos (no caso dos NLC), podendo ir de 0,1% até 30% (m/m), que se encontra
dispersa em um meio aquoso e estabilizada por tensioactivos, podendo ir de 0,5% até
5% (m/m) (Castro et al., 2007; Muller et al., 1997; Pardeike et al., 2009).

As matérias-primas usadas na preparacdo de sistemas de nanoparticulas lipidicas sdo
biocompativeis, biodegradaveis e seguras para uso humano (i.e. substancias GRAS -
Generally Recognized as Safe) (Muller et al., 2011). Entre os lipidos sélidos mais
usados temos os triglicerideos puros, tripalmitina e triestearina, tricaprina e trilaurina; os
acidos gordos, como o acido estearico e o 4cido palmitico; as ceras, como por exemplo,
0 palmitato de cetilo; misturas de triglicéridos, como Witepsol® e Softisan® e as
gorduras como behenato de glicerilo, monoestearato de glicerilo e palmitoestearato de
glicerilo. Como exemplos de lipidos liquidos, temos o (Miglyol®) e (Cetiol®). Os
tensioactivos mais usados sdo o polissorbato 80 e o poloxamer 188 e 407, fosfolipidos e
tiloxapol (Muller et al., 1997; Schafer-Korting et al., 2010; Silva et al., 2012).
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As nanoparticulas lipidicas tém demonstrado vantagens em relagdo aos outros sistemas
de libertacdo de substancias activas (por exemplo, nanoparticulas poliméricas,
lipossomas e nanoemulsdes), tais como (Schafer-Korting et al., 2010; Silva et al.,
2011a; Mehnert e Méder, 2001; Muller, 2007; Schéler et al., 2000): aumentam a
biodisponibilidade das substéncias encapsuladas; apresentam elevada estabilidade ao
longo do tempo; permitem obter uma libertacdo modificada das moléculas veiculadas; a
matriz solida confere proteccdo das moléculas contra degradacfes; baixa ou total
auséncia de toxicidade, devido a utilizacdo de excipientes fisioldgicos e biocompativeis;
elevada eficacia de encapsulacdo; facilidade de producdo em larga escala; nao €
necessario recorrer ao uso de solventes organicos durante os processos de produgdo;
baixo custo de producdo; capacidade de direccionar as substancias encapsuladas para

locais alvo.
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Figura 4: Estrutura das SLN e NLC (Adaptado de (Muller et al., 2011)).
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A morfologia das nanoparticulas lipidicas é influenciada pela composicdo da
formulacdo, no que diz respeito ao tipo de lipido(s), natureza quimica da substancia
activa, tipo de agente(s) tensioactivo(s), método de producdo, capacidade de carga,
rendimento de producao, eficiéncia de encapsulacdo e tamanho da particula (Silva et al.,
2011a; Schafer-Korting et al., 2010).

A incorporacdo de substdncias activas nas nanoparticulas lipidicas depende do
coeficiente de particdo, tipo de lipido(s) e tensioactivo(s), e técnica de producdo (Silva
et al., 2015a). Com efeito, existem trés modelos tedricos possiveis para descrever a
incorporacdo de moléculas nas SLN. As SLN tipo I, que consistem no modelo de matriz
homogénea, onde a substancia activa esta dispersa no nacleo do sistema lipidico, na sua
forma molecular ou na forma de aglomerados amorfos. O modelo das SLN tipo Il é
definido como modelo de parede de substancia activa, onde o nucleo lipidico € revestido
por uma parede externa que contém uma grande quantidade de substancia activa. Nas
SLN tipo 11, a substancia activa esta no nucleo da particula, que se encontra revestido
por uma parede lipidica externa, sendo o inverso do modelo SLN tipo Il. Para além
destes trés modelos podem existir os modelos mistos, onde as SLN apresentam

caracteristicas dos varios modelos (Silva et al., 2011a).

As SLN tém desvantagens que podem limitar o seu uso, tais como (Silva et al., 2011a;
Pardeike et al., 2009): a elevada quantidade dgua presente nas formulagdes; a eficiéncia
de carga diminui durante o armazenamento, uma vez que 0s cristais lipidicos tendem a
passar da forma o (mais instavel) para a forma 3 (mais estivel), onde adquirem uma

configuracdo sem imperfeicGes, levando a expulsdo da substancia activa do seu interior.

Os NLC surgiram para ultrapassar as limitacGes das SLN, designadamente, aumentar a
capacidade de carga e evitar a expulsdo de substancia activa durante o armazenamento.

A Figura 4 ilustra as diferencas estruturais entre as SLN e os NLC.
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A fase lipidica dos NLC é constituida por uma mistura de um lipido sélido com um
lipido liquido, numa razdo que pode ir de 70:30 até 90:10 (lipido sélido:lipido liquido).
Estes sdo estabilizados por um ou dois tensioactivos e tém estruturas menos organizadas
que as SLN (Riangjanapatee e Okonogi, 2012; Pardeike et al., 2009; Silva et al.,
2015a).

Tal como nas SLN, existem trés modelos teodricos para explicar a incorporacdo da
substancia activa nos NLC (Silva et al., 2011a): NLC tipo I, denominados como modelo
do cristal imperfeito, pois possuem varias imperfeicbes na matriz. Sdo obtidos por
mistura de lipidos s6lidos com pequenas quantidades de lipidos liquidos; NLC tipo II,
que consistem no modelo amorfo, sendo constituidos por uma mistura de lipidos
especiais, que re-cristalizam ap6s a homogeneizac¢do; NLC tipo Il sdo definidos por
tipo mdltiplo, que constituem um sistema semelhante ao de uma emulsdo multipla do

tipo 6leo em lipido solido em agua (O/LS/A).

O uso dos NLC para incorporacdo de substancias activas € atractivo, porque apresenta
muitas vantagens, tais como (Das et al., 2014; Riangjanapatee e Okonogi, 2012;
Pardeike et al., 2009; Silva et al., 2011a): grande capacidade de carga de substancia
activa; aumento da estabilidade das substancias incorporadas; controlo da libertacéo;

ndo expulsdo da substancia activa durante o armazenamento.

Através de estudos in vivo e in vitro verificou-se que a degradac&o lipidica ndo contribui
para a citotoxicidade dos sistemas lipidicos. Esta deve-se a degradacdo de produtos
celulares, ao facto das nanoparticulas aderirem a membrana das células ou serem
interiorizadas por estas. Apesar dessa possibilidade, a citotoxidade das nanoparticulas
lipidicas é baixa, 0 que as torna uma opc¢do vidvel por via intravenosa, devendo, no

entanto, controlar-se o tamanho das nanoparticulas (Mduller et al., 1997).
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A estabilidade das nanoparticulas lipidicas é afectada por pardmetros como tamanho,
carga de superficie, grau de cristalinidade e modificacdo da estrutura lipidica e co-

existéncia de estruturas coloidais adicionais (Mdiller et al., 2000).

Tendo em conta a biocompatibilidade dos sistemas de SLN e NLC, estes podem ser
usados em varias vias de administracdo, tais como: oral, ocular, topica, transdérmica,

pulmonar e parentérica (Silva et al., 2011a; Raju et al., 2014).

Apesar de ter sido demonstrado, por diversos grupos de investigagdo, que as
nanoparticulas lipidicas sdo eficazes na veiculacdo de farmacos, estes sistemas ainda
ndo estdo aprovados, porque tém demonstrado falhas de estabilidade, nos estudos in
vivo (Miller et al., 1997; Silva et al., 2015a; Martins et al., 2007). Neste sentido, 0 uso
das SLN e dos NLC apenas est& aprovado para a via topica, na aplicacdo de cosméticos.
Estas podem ser administradas por (Midiller et al., 2002b): incorporacdo das dispersoes
aquosas de nanoparticulas lipidicas em produtos ja existentes (por exemplo, hidrogeles
e cremes); producéo directa de geles de SLN ou NLC, por adi¢do de agentes gelificantes
a fase aquosa; utilizagdo de SLN ou NLC com fase lipidica com elevada concentracéo,

obtendo-se consisténcia semi-solida de creme.

De modo semelhante ao que acontece com outros sistemas a base de nanoparticulas, é
possivel modificar a superficie das nanoparticulas lipidicas através da conjugacdo com
moléculas, como por exemplo o polietilenoglicol (PEG), criando sistemas furtivos com
capacidade de escapar a fagocitose, pois o complexo ndo € detectado pelas células do
sistema reticuloendotelial, aumentando-se assim o seu tempo de circulagdo. Também é
possivel modificar a superficie dos complexos através da adsorcdo de ligandos (por
exemplo, anticorpos monoclonais) que os direccionam para os locais alvo da accédo
terapéutica (Kuo e Shih-Huang, 2014).
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O método de producdo das nanoparticulas lipidicas é relativamente simples (Silva et al.,
2011b; Patil e Pandit, 2007): o(s) lipido(s) e a substancia activa sdo aquecidos a uma
temperatura 5-10°C acima do ponto de fusdo do lipido sélido; em paralelo, a agua e o(s)
tensioactivo(s) sao aquecidos a mesma temperatura. A fase aquosa é adicionada a

oleosa, quando o lipido sélido estiver fundido e a substancia activa solubilizada neste.

De seguida, emulsificam-se as duas fases a elevada velocidade, com o auxilio de um
agitador automatico (por exemplo, um Ultra-turrax®), formando-se uma pré-emulsdo
O/A. De seguida € aplicada a esta pré-emulsdo um processo de elevada energia, para
que as suas goticulas se quebrem e adquiram tamanhos nanométricos. Para o efeito é
geralmente usada a energia dos ultrassons (sonicador) ou a homogeneizagdo a alta
presséo (homogeneizador), que geram uma energia de cavitagdo que provoca a coliséo e
consequente quebra das goticulas. Por fim, é necessario arrefecer a nanoemulséo
produzida até a temperatura ambiente, para que o lipido solidifique e se formem as SLN
ou os NLC.

3.1. Vantagens da utilizacdo de nanoparticulas lipidicas comparativamente aos

sistemas farmacéuticos tradicionais

Apesar do uso comercial das SLN e NLC estar confinado a via tdpica, estes sistemas
tém grande potencial de aplicacdo para as vias oral e parentérica. A biodisponibilidade
oral dos farmacos pode ser melhorada gracas a presenca dos lipidos, que melhoram a
sua absorcdo no TGI. Por outro lado, as moléculas encapsuladas podem ser protegidas
contra a degradacéo ao longo do TGl e a sua libertagéo pode ser controlada, o que reduz
os efeitos secundarios de alguns farmacos (Fricker et al., 2010; Muchow et al., 2008).
Dado o seu tamanho reduzido, as SLN e NLC podem ser administradas pelas vias

parentéricas, tais como a intravenosa, intramuscular e subcutanea.
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Estas vias de administracdo tornam-se atractivas, uma vez que € possivel controlar os
niveis plasmaticos de farmaco, proteger as moléculas encapsuladas da hidrélise quimica
e enzimatica e aumentar a biodisponibilidade dos farmacos (Wissing et al., 2004; Joshi
e Mdiller, 2009).

Por outro lado, as dispersdes aquosas de nanoparticulas lipidicas podem ser veiculadas
em associagdo com formas farmacéuticas convencionais, como por exemplo
(Chakraborty et al., 2010; Desai et al., 2012; Muller et al., 2008; Pouton e Porter, 2008;
Date et al., 2010; Mdller et al., 2002a): incorporadas em cépsulas de gelatina mole;
reduzidas a pé através de técnicas de granulacdo e associadas a lubrificantes e diluentes,
para preparar comprimidos ou capsulas de gelatina dura; incorporadas em bases de
consisténcia semi-solida (cremes ou geles) para aumentar a viscosidade e facilitar a

aplicacdo topica.

Para além disso, as nanoparticulas tém (Silva et al., 2015a; Celia et al., 2011; Rawat et
al., 2006): uma éarea de superficie consideravel, que aumenta o contacto e,
consequentemente, a absor¢do das moléculas encapsuladas; conseguem ultrapassar a
barreira hemato-encefélica, sem que seja necessario a modificacdo das propriedades
biofarmacéuticas da substancia activa e/ou sem destruicdo da barreira; promovem a
entrega de farmacos pouco sollveis; podem sofrer alteragdes na sua superficie, como
por exemplo, a associacdo de moléculas que promovam o seu direccionamento para 0S
6rgdos-alvo da accdo ou evitem a rapida eliminacédo da circulacdo, por parte das células

do sistema imunologico.

Alguns tratamentos com anti-tumorais tém pouco sucesso, porque as células
desenvolvem resisténcia aos farmacos. Neste sentido, foi demonstrado que a veiculacdo
desses farmacos em SLN permite ultrapassar esta limitacdo (Anajwala et al., 2010).
Assim as SLN podem ter um papel activo na terapia, na deteccdo precoce e na triagem
de tumores (Nie et al., 2007).
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Na administracdo oftalmica, a barreira ocular e a baixa solubilidade sdo duas grandes
limitacBes dos sistemas tradicionais, o que diminui a biodisponibilidade dos farmacos,
as SLN promovem tempo de residéncia na superficie ocular e a permeabilidade na
cérnea, aumentando assim a biodisponibilidade dos farmacos. Alguns estudos
realizados com farmacos anti-inflamatérios, demonstraram que as SLN melhoraram a
sua biodisponibilidade apds administracdo ocular (Gan et al., 2013; Souto et al., 2010).
A ciclosporina A tem pouca solubilidade em 4&agua, o que diminui a sua
biodisponibilidade. A libertacdo do farmaco pode ocorrer por difusdo na matriz e por

degradacéo da mesma.

Como é dificil simular a degradacdo no intestino, este efeito ndo pode ser revisto, sendo
necessario o desenvolvimento de um ensaio in vivo para garantir a optimizacdo das
dispersbes de SLN quando incorporam a ciclosporina A, evitando o risco da
concentracdo plasmatica ultrapassar a janela terapéutica (Mdller et al., 2008). A
associacdo da nanotecnologia e a biotecnologia contribui para o aperfeicoamento da
veiculacdo dos farmacos, o que permite estabelecer uma relagdo entre a estrutura e a

funcéo das biomoléculas (Rawat et al., 2006).

Os produtos resultantes da nanobiotecnologia ajudam a ultrapassar varios problemas
relacionados com a entrega dos farmacos, como anteriormente referido, e desta forma
garantir o sucesso do desenvolvimento tecnoldgico e a sua aplicacdo na nanomedicina
(i.e. monitorizagdo, reparacédo, construcdo e controlo de sistemas bioldgicos humanos ao
nivel molecular, usando dispositivos e estruturas de tamanhos nanomeétricos) (Rawat et
al., 2006; Venugopal et al., 2008). Com recurso a nanotecnologia obtém-se sistemas de
veiculacdo de farmacos a nano-escala, aumentando assim a eficacia e o potencial de
aplicacdo dos sistemas, 0 que representa uma revolucdo na terapéutica (Buse e El-
Aneed, 2010; Duffin et al., 2007).
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IV. Produtos biofarmacéuticos incorporados em sistemas lipidicos. Exemplos de

utilizacdo terapéutica

A Tabela 1 apresenta alguns exemplos de estudos relacionados com a veiculacdo de

produtos biofarmacéuticos em sistemas de nanoparticulas lipidicas (SLN e NLC). Nos

parégrafos seguintes serdo descritos em detalhe alguns destes estudos.

Tabela 1 — Exemplos de produtos biofarmacéuticos veiculados em nanoparticulas

lipidicas.

Nanoparticul Produto biofarmacéutico Via de Referéncia

a lipidica administracao

SLN Insulina Oral (Sarmento et al.,,
2007)

SLN Insulina Pulmonar (Liu et al., 2008)

SLN Calcitonina Oral (Garcia-Fuentes et al.,
2005a)

SLN Calcitonina Oral (Martins et al., 2009)

SLN Interferdo o . (Li et al., 2010)

SLN Interleucina 2 Parentérica (Chen et al., 2014)

SLN Antigénio da superficie do virus Subcutanea (Mishra et al., 2010)

da Hepatite B (AgHBS)

SLN Cisteina proteinase | Intraperitoneal (Doroud et al., 2011a)
SLN Anticorpo monoclonal anti-factor (Kuo e Shih-Huang,
de crescimento epidérmico (HB- 2014)

EGF)
NLC SiRNA Inalatoria (Taratula et al., 2013)
SLN Gene MCL-1 * (Yuetal., 2011)
SLN Gene p53 * (Choi et al., 2008)

“"Nota: Apenas existem resultados de estudos in vitro.
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Para que a libertacdo de insulina seja vidvel, apds a administracdo por via oral, é
necessario encapsular a proteina em nanossistemas, como por exemplo, as SLN. Alguns
estudos demonstraram que a absorcdo de insulina € optimizada quando se usam SLN
revestidas por polimeros (por exemplo, 0 quitosano), pois estes promovem a sua
permeacdo intestinal, devido as propriedades mucoadesivas dos polimeros (evitando a
sua degradacdo ao longo do TGI) e permitem a sua libertacdo controlada (Sarmento et
al., 2007; Gallarate et al., 2009; Sarmento et al., 2011).

Nos estudos realizados por Sarmento et al. observou-se que, a administracdo oral de
SLN contendo insulina a ratos diabéticos, diminuiu a glicemia de forma mais intensa,
em comparacdo com uma solucdo aquosa de insulina (apds 6 horas o decréscimo dos
niveis de glicose no sangue foi de 20 %). Verificou-se também que a diminuicdo da
concentracdo de glicose sistémica, ap6s a administracdo das SLN que contém insulina,
ocorreu em duas fases, tendo a primeira sofrido uma diminuicdo de 25%, entre as 4-8h,
e a segunda ocorreu entre as 12-24h, libertando os restantes 75%. Deduziu-se que a
segunda fase poderia ser causada pela degradacdo das SLN, que libertam assim a
insulina encapsulada no sistema. Tendo em conta os resultados obtidos, os autores
concluiram que a utilizagdo de SLN pode vir a representar uma forma efectiva para a

administracdo oral da insulina (Sarmento et al., 2007).

Zhang et al estudaram a ac¢do da modificacdo da superficie das SLN para a
administracdo oral da insulina. As SLN foram conjugadas com aglutinina de gérmen do
trigo. Nos ensaios in vitro, realizados com SLN contendo a insulina (com e sem

modificacdo), verificou-se que ambos protegem a insulina da accao enzimatica.

No entanto, as SLN modificadas apresentaram maior estabilidade, sendo a
biodisponibilidade oral da insulina maior, em comparacdo com as ndao modificadas.
Desta forma concluiu-se que a modificacdo da superficie das SLN favorece a libertacao

de insulina para administragdo oral (Zhang et al., 2006).
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Em estudos relacionado com a administragdo pulmonar de insulina utilizaram-se
nanoparticulas lipidicas com diametro de 300 nm e deposicdo pulmonar de 45%,
contendo 6leos essenciais para estabilizar a suspensdo e formar inaladores pressurizados
de dose calibrada (pMDI), promissores para a libertacdo de insulina. Os 6leos essenciais
podem contribuir para a estabilidade da suspensdo de nanoparticulas de insulina nos
pMDI, onde a formulagdo Optima se caracteriza por um elevado desempenho em
aerossol, que assegura que a dose adequada de insulina chegue aos locais alvo do
pulméo para, de seguida, ocorrer a absorcdo sistémica da insulina (Nyambura et al.,
2009). Liu et al realizaram ensaios in vivo em ratos e verificaram que a utilizagéo de
SLN veiculando insulina diminuiu significativamente os niveis de glicose no sangue,
apos a administracdo pulmonar. A distribuicdo das SLN nos alvéolos pulmonares
demonstrou ser homogénea e a libertacdo da insulina foi prolongada, tendo esta
apresentada uma biodisponibilidade 4 vezes maior que a insulina ndo incorporada nas
SLN. A partir destes resultados os autores concluiram que as SLN sdo uma boa op¢éo
para a administragéo de insulina pela via pulmonar, de forma a ultrapassar os problemas

relacionados com a administracdo sistémica desta proteina (Liu et al., 2008).

A calcitonina, a hormona responsavel pela regulacdo dos niveis sanguineos de calcio,
foi veiculada em sistemas de nanoparticulas lipidicas para administracdo oral, com o
objectivo de verificar se ocorria um aumento da sua eficacia terapéutica. Em estudos in
vivo efectuados em ratos, usando calcitonina encapsulada em SLN, revestidas com
diferentes moléculas na superficie (quitosano e PEG). Verificou-se que a calcitonina
pode ser eficientemente encapsulada, independentemente da composicdo lipidica das
SLN.

Por outro lado, as SLN revestidas por quitosano reduziram de forma mais eficaz os
niveis de calcitonina na corrente sanguinea, comparando com uma solucdo de
calcitonina e com as SLN revestidas com PEG (Garcia-Fuentes et al., 2005a; Garcia-
Fuentes et al., 2005b).

27



Nanoparticulas lipidicas para a administracdo de produtos biofarmacéuticos

Outro estudo in vivo analisou a actividade farmacoldgica da calcitonina encapsulada em
SLN administradas por via oral, onde se verificou que este sistema reduziu os niveis de
calcio no sangue em cerca de 20% (Martins et al., 2009). Com estes estudos conclui-se
que as nanoparticulas lipidicas, designadamente, as SLN, sdo uma op¢do promissora
para veicular a calcitonina, possibilitando a sua administragdo oral, embora sejam

necessarios mais estudos para comprovar a eficiéncia destes sistemas.

Os interferdes (IFN) sdo citoquinas que medeiam as reccdes imunoldgicas do
organismo, em caso de infeccdo viral (Rosa et al., 2012). Para entender a utilidade do
INF animal em tratamentos veterinarios, realizaram-se estudos in vitro, onde o yak, o
interferdo o recombinante (IFN-a), foi veiculado em SLN. A libertacdo controlada do
IFN-a, a partir das SLN para as células alvo, demonstrou que, quando o IFN-a foi
libertado do complexo apresentou actividade anti-viral. Deste modo, estes sistemas
demonstraram ser promissores para serem usados como uma alternativa terapéutica

futura no tratamento das infecgGes virais em animais (Li et al., 2010).

As interleucinas 2 (IL-2) sdo citoquinas produzidas pelos linfocitos T CD," e CDg",
células dendriticas e células natural killer (NK), que tém como funcdo estimular a
proliferacdo dos linfécitos B e T e as proprias células NK (Rosa et al., 2012). A
encapsulacdo de IL-2 em SLN foi estudada para verificar qual a sua influéncia na
resposta imunoldgica, podendo esta aplicacdo ser vantajosa para 0 uso em vacinas. Para
o efeito foram efectuados estudos in vivo em ratos imunizados com SLN contendo IL-2
e um antigénio (forma inactiva do virus responsavel pela febre-aftosa). Os resultados
demonstraram que este sistema aumenta a producdo de anticorpos especificos, a
proliferacdo de linfdcitos T e B e a concentracdo de IFN, tendo-se concluido que a IL-2

veiculada em SLN pode vir a ser utilizada na terapéutica (Chen et al., 2014).

As SLN podem ter um papel preponderante no tratamento da Hepatite B. Mishra et al.
desenvolveram estudos em volta dessa hipotese, onde incorporaram nas SLN antigénios

de superficie do virus da Hepatite B (AgHBSs) e administram, por via subcutanea, a
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ratos. Os resultados evidenciaram que as SLN contendo AgHBs aumentam a captura
celular, a inducdo da proliferacdo das células Th; e a producdo de anticorpos, em

comparagdo com a administracdo do AgHBs em solucdo (Mishra et al., 2010).

A leishmaniose é uma doenca parasitaria de elevada incidéncia em paises tropicais,
representando um grande problema de salde publica, sendo importante o
desenvolvimento de uma vacina contra este agente infeccioso (Doroud et al., 2011b).
Tendo em conta que a cisteina € um aminoacido presente nas proteinas, estando por isso
codificada no codigo genético, esta pode ser usada em vacinas contra a leishmaniose.
No entanto, é necessario desenvolver um sistema de transporte da cisteina (Mutiso et
al., 2010). Neste sentido, realizaram-se varios estudos, tendo sido veiculada a cisteina
proteinase | em SLN administradas por via intraperitoneal. Os resultados demonstraram
que o complexo induziu uma resposta imune, uma vez que aumentaram 0s niveis de
células Th; (Doroud et al., 2011a). Em outro estudo, foi veiculada uma mistura de genes
que codificam a expressdo da cisteina proteinase, em sistemas lipidicos catidnicos. Os
resultados demonstraram que o complexo foi capaz de libertar os genes no nicleo das
células (Doroud et al., 2010).

Os anticorpos monoclonais podem ser acoplados a superficie dos sistemas lipidicos, de
forma a direcciona-los para locais-alvo. Como exemplos desta aplicacdo temos o
direccionamento de siRNA e de farmacos (saquinovir) encapsulados em nanoparticulas
lipidicas com anticorpos monoclonais a superficie. A libertagdo selectiva de sSiRNA em
células tumorais foi efectuada adicionando a superficie de nanoparticulas lipidicas um
anticorpo monoclonal anti-factor de crescimento epidérmico (HB-EGF). Os estudos in
vitro permitiram verificar que estas SLN foram capturadas pelas células MDA-MB-231,

presentes no cancro da mama, e que expressam de forma exacerbada o gene HB-EGF.
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O siRNA veiculado nas SLN suprimiu de forma selectiva o0 mMRNA e,
consequentemente, a expressdo das proteinas MDA-MB-231 (Okamoto et al., 2014).
Em outro estudo, SLN encapsulando saquinovir e carmustina e contendo anticorpos
monoclonais a superficie foram usadas para direccionar estes farmacos para as células
cerebrais endoteliais microvasculares (HB-MEC). Verificou-se que a presenga do
anticorpo monoclonal a superficie das SLN aumenta a passagem do sistema pela
barreira hemato-encefalica, aumentando assim a captura do farmaco por parte das
células HB-MEC, ou seja, aumentando a biodisponibilidade do farmaco (Kuo e Shih-
Huang, 2013; Kuo e Ko, 2013; Kuo e Shih-Huang, 2014).

Taratula et al. estudaram o efeito de siRNA veiculados em NLC administrados por via
inalatéria, para diminuir a resisténcia aos farmacos provocada por proteinas. As
proteinas envolvidas no cancro do pulméo sdo as MRP1, responsaveis pelo efluxo do
farmaco pelas células cancerigenas, e a BCL2, responsavel pela inibicdo da apoptose
das células cancerigenas. Os NLC usadas neste estudo sdo constituidas por DOTAP e
contém siRNA direccionados para 0 mRNA que codifica a expressdo das MRP1 e
BCL2 (Taratula et al., 2013; Taratula et al., 2011). Através da analise dos resultados
observou-se que ao veicular SiRNA em NLC ocorreu supressédo eficaz do crescimento
das células alvo do pulméo, sem que os érgaos saudaveis fossem afectados, concluindo
que os NLC possuem grande eficacia para veicular siRNA para libertar em células
especificas, como as células cancerigenas (Taratula et al., 2013; Xue e Wong, 2011;
Pirollo e Chang, 2008). Outro estudo foi realizado com base na veiculacdo do gene p53
em SLN constituidas por lipidos catiénicos. Este sistema foi introduzido em células
pulmonares humanas cancerigenas, onde se verificou que a transfeccdo do gene p53
aumentou os niveis de mMRNA e, como consequéncia, aumentou 0s niveis de expressdo
das proteinas p53. Ao aumentar os niveis da proteina p53, ha restauracdo e inducéo da

apoptose, 0 que inibe o crescimento tumoral (Choi et al., 2008).
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Yu et al. introduziram um complexo formado por SLN, siRNA (MCL-1 (gene
responsavel pela leucemia das células miel6ides)) e um farmaco (paclitaxel) em células
cancerigenas, e observaram que os niveis de mRNA de MCL-1 diminuiram de forma

abrupta, inibindo o avanco tumoral (Yu et al., 2011).
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V. Conclusdes e perspectivas

As limitacBes da administracdo de produtos biofarmacéuticos esta relacionada com as
suas caracteristicas moleculares, principalmente o tamanho molecular e o baixo tempo

de semi-vida plasmaética.

As nanoparticulas lipidicas apresentam inimeras vantagens em relacdo aos outros
sistemas coloidais, tais como 0 aumento da biodisponibilidade de fa&rmacos, redu¢do dos
efeitos citotdxicos, aumento da estabilidade e protec¢do do farmaco. Neste sentido, tém
sido efectuados diversos estudos com SLN e NLC para veicular produtos
biofarmacéuticos, tendo-se verificado que estes sistemas melhoram, de forma
significativa, a entrega e a eficcia dos produtos biofarmacéuticos, sendo por isso
considerados uma boa opc¢do para a aplicacdo terapéutica. No entanto sdo necessarios

mais estudos in vivo para comprovar estes beneficios.

O desenvolvimento da nanotecnologia médica, designadamente, a aplicada as
nanoparticulas lipidicas, continuara no futuro, com o objectivo de ultrapassar algumas
das suas limitacdes, tais como a dificuldade em avaliar a toxicidade exercida por estes
sistemas e a sua eficacia para aplicacdo in vivo. Desta forma sera possivel introduzir no
mercado, de forma segura e eficaz, novas formulagGes de produtos biofarmacéuticos

veiculados em nanoparticulas lipidicas.
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