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RESUMO

As Nanoparticulas poliméricas (NPP's), sdo um campo de estudo em constante
crescimento, e t€ém vindo cada vez mais a despertar o interesse dos cientistas nas ultimas
décadas. Segundo a literatura possuem dimensdes compreendidas entre 1-100 (um-cem)
nanometros (nm), ¢ desde o seu aparecimento, tém vindo a demonstrar-se cada vez mais
como alternativas promissoras para a aplicacdo na saude.

A utilizagdo de polimeros naturais, como ¢ o caso dos agucares, t€ém sido amplamente
estudado devido as suas capacidades de seguranca in vivo. Para além de muitas outras
caracteristicas, que os tornam tdo desejaveis, sdo biodegradaveis, biocompativeis, estaveis e
nao toxicos.

Os sistemas nanoparticula-farmaco consideram-se superiores a medicina tradicional no
que diz respeito a veiculacio, libertagdo controlada de farmacos e impacto terapéutico. E
necessario, contudo, ter em atencao problemas relacionados com a nanotoxicidade.

Futuramente, espera-se que as nanoparticulas (NP's) mudem o actual panorama
Farmacéutico, dando oportunidade de existirem novos métodos de administragao de

farmacos, que ndo poderiam ser administrados até agora, por serem pouco soluveis em agua.

Palavras chave: Acucares, Design de nanoparticulas, Nanoparticulas, Veicula¢do de

farmacos.



ABSTRACT

Polimeric nanoparticles (NPP's), are a field of study in constant growth, and have been
increasingly attracting the attention of scientists in recent decades. According to the literature
NPP's have dimensions between 1-100 (one-one hundred) nm, and since its emergence, it has
been shown to be increasingly seen as promising alternatives for application in health.

The use of natural polymers, such as sugars, has been widely studied due to their in vivo
safety abilities. In addition to many other features, that make them so desirable, NPP's are
biodegradable, biocompatible, stable and non-toxic.

Nanoparticle-drug systems are considered superior to traditional medicine regarding in
placement, drug delivery and therapeutic impact. It must, however, be cautious in issues
related to nanotoxicity.

In the future, it is expected that the nanoparticles (NP's) will change the current
Pharmaceutical scenario, giving opportunity for new drug administration methods, that could

not be used so far, as in the case of drugs poorly water soluble drugs.

Keywords: Sugars, Nanoparticles design, Nanoparticles, Drug delivery.
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UTILIZACAO DE ACUCARES EM NANOPARTICULAS PARA A VEICULACAO DE FARMACOS

I. INTRODUCAO

O termo “nano” ¢ actualmente bastante utilizado em diversos campos da ciéncia € no
quotidiano, de tal forma que pode assumir-se que nos encontramos a viver na geragao ‘“nano”
(Cannon & Ranade, 2011).

A Nanotecnologia aplicada na area biomédica tem sido alvo de grande interesse nas
ultimas décadas, devido a possibilidade de revolucionar o tratamento de doengas graves
como ¢ o caso do cancro, doengas cardiovasculares e neuroldgicas. Os sistemas nano tém
assim como objectivo ser direccionados para os tecidos alvo, promovendo as interacgdes
especificas farmaco-receptor para cada doenca a tratar. Como vantagens da utilizacdo destes
sistemas, consegue-se uma maior eficacia terapéutica e diminui¢do da toxicidade associados
ao farmaco isoladamente e uma diminui¢do dos efeitos secundarios inespecificos (Brambilla,
Couvreur, Mackiewicz, Mura, & Nicolas, 2013).

E necessario um amplo conhecimento acerca das caracteristicas fisico-quimicas e
terapéuticas dos farmacos a utilizar, para que se determine a formulagdo mais adequada e o
melhor sistema de veiculagdo (Siahaan, Soltero, & Wang, 2005).

De acordo com a literatura, as NPP's caracterizam-se por serem sistemas coloidais
solidos, em que os farmacos ficam dispersos, dissolvidos ou quimicamente ligados por
cadeias poliméricas, com dimensdes compreendidas entre 1-100 (um-cem) nm (Liu, Jiao,
Wang, Zhou, & Zhang, 2008).

Encontram-se disponiveis, em ensaios clinicos, NP's para o tratamento de doengas como
Cancro, HIV, Diabetes Mellitus (DM), Malaria, Doenca de prides e Tuberculose. Algumas
delas ja se encontram a ser comercializadas (Kumari, Yadav, & Yadav, 2010).

Os sistemas NP-farmaco consideram-se superiores a medicina tradicional no que diz
respeito a veiculagdo, libertagdo controlada de farmacos e impacto terapéutico. Estas
caracteristicas estdo dependentes de factores como o tamanho, carga e modificagdes de
superficie e hidrofobicidade (Kumari et al., 2010).

De modo a fazer uma abordagem mais especifica quanto a utilizagdo de agucares em
NP's foram escolhidas 3 (trés) doencas que afectam bastante a populagdo mundialmente, e em
que urge a necessidade de melhorias a nivel da terapéutica até agora instituida. Sdo elas o

Cancro da Mama, o HIV e a DM.

12



1. NANOPARTICULAS

II. NANOPARTICULAS

As NPP's desde o seu aparecimento, tém vindo a revelar-se cada vez mais uma
alternativa promissora para o tratamento de varias doengas, nomeadamente devido a possivel
flexibilidade na modificacdo das suas estruturas. Este processo de veiculagdo de farmacos
tem-se demonstrado promissor. Acrescenta-se ainda um grande avango na permeacio
cutanea, uma vez que a pele é o maior 6rgdo do corpo humano, ¢ ¢ a barreira fisica que

possibilita a entrada de fArmacos no organismo (Candeias, Gomes, Pinto, & Reis, 2012).

Tabela 1: Algumas diferencas entre NP's e particulas ditas normais.

Adaptado de Oberdorster, G. (2010).

Nanoparticulas (<100nm) Particulas >500 nm

Deposicdo no TR Difusdo Sedimentacado, Impacto e Intercepcdo
Translocacdo para outros érgaos
Clearance Sim Geralmente nao
Mucociliaridade Provavelmente sim Eficiente
Macro6fagos alvéolares Pobre Eficiente
Circulagdo linfética Sim Em sobrecarga
Circulagdo sanguinea Sim Em sobrecarga
Neuronios sensoriais Sim Nao
Entrada celular/ uptake
Mitocondria Sim Nao
Niicleo Sim (<40 nm) Nao
Efeitos directos
Outros 6rgdos alvo Sim Nao
No local administracdo Sim Sim
Inflamacao Sim Sim
Stress Oxidativo Sim Sim
Genotoxicidade primaria Alguma Nao
Carcinogenicidade Sim Sim

II.1. Classificagao

De acordo com a literatura, as NPP's caracterizam-se por serem sistemas coloidais
solidos em que os farmacos ficam dispersos, dissolvidos ou quimicamente ligados por
cadeias poliméricas. Sdo também definidos pelas dimensdes compreendidas de 1 a 100 (um-
cem) nm e por se poderem obter Nanoesferas ou Nanocapsulas, para o transporte de farmacos
e/ou biomoléculas, consoante o mecanismo de preparacgdo seleccionado (Liu et al., 2008).

As Nanoesferas sao sistemas do tipo matricial, em que o farmaco fica disperso numa
matriz polimérica. As Nanocapsulas sdo sistemas do tipo reservatorio constituidos por um
nucleo liquido (hidrofilico ou lipofilico) rodeado por uma membrana polimérica simples

(Brambilla et al., 2013).
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UTILIZACAO DE ACUCARES EM NANOPARTICULAS PARA A VEICULACAO DE FARMACOS

Nanoesferas Nanocapsulas
,.;"_'.;:"_: _-"."". .!-r_? !:!.“ .
f".',.'_' 0".‘7 ¥ .'- Y ...
Farmaco Farmaco adsorvido Farmaco
aprisionado a superficie aprisionado

Figura 1: Classifica¢do das NP's biodegradaveis: Nanoesferas e nanocapsulas.

Adaptado de Kumari, A., Yadav, S., & Yadav, S. (2010).

As grandes vantagens da utilizagdo destes sistemas nano para o transporte de fairmacos
prendem-se com a capacidade de incorporar farmacos hidrofobicos a concentragdes mais
elevadas do que a sua solubilidade em agua, capacidade de passar através dos vasos capilares
de menores dimensdes devido ao seu pequeno volume (evitando a detec¢do pelo sistema
mononuclear fagocitico, o que vai permitir a sua presenga no fluxo sanguineo por um periodo
mais alargado e que deste modo reduz a quantidade de farmaco necessaria para se observar
efeito terapéutico), capacidade de penetrar nas células e tecidos para chegar aos 6rgaos alvo
(como o figado, bago, pulmdes, medula espinhal e linfa), possibilidade de libertagao
controlada, e melhor capacidade de distribui¢do dos farmacos reduzindo-se assim a

toxicidade associada a sua utilizagdao (Liu et al.,2008; Brambilla et al.,2013).

I1.2. Design de NP's

O desenvolvimento do design das NP's tem de ter em consideragdo alguns factores, tais
como a sua via de administragdo, a aplicacdo terapéutica e o local onde se pretende exercer a
ac¢do (orgdo, tecido, célula ou organelos celulares) (Elsabahy & Wooley, 2012).

Relativamente a via de administracdo, a via IV € considerada a mais usual para a
distribuicao destes sistemas. Contudo, podem também ser distribuidos através das vias
dérmica/transdérmica, oral, bucal, ocular, vaginal, pulmonar, nasal e rectal. O processo de
seleccdo da via a utilizar € tdo importante como o design da NP em si, e deve ser bastante
minucioso, na medida em que para cada uma das vias enumeradas existem barreiras
bioldgicas para atravessar (Elsabahy & Wooley, 2012).

Essas barreiras vao trazer mais desafios ao nivel do design das NP's a serem utilizadas

para os mais diversos fins (Elsabahy & Wooley, 2012).
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1. NANOPARTICULAS

Tabela 2: Barreiras existentes na entrega das NP's.

Adaptado de Elsabahy, M., & Wooley, K. (2012).

Barreiras Externas En-route barriers Barreiras Celulares
* Pele e Sangue *  Uptake celulares
10-20pum Diametro dos capilares (~5- Difusao passiva (<1kDa)
Difusdo passiva 40pm); e Endocitose
(<1kDa) Tamanho poro vasculatura tumoral Vesiculas internas (60-120nm
e  Muco (<200nm) ou maior)
100-1000 nm * C(Clearance renal * Citoplasma
* C(Clearance hepatica e Degradagio
esplénica (<500nm) * Translocacao para
* Barreira Hematoencefalica organelos subcelulares
Tamanho poro (~12nm glioma Complexos dos poros
maligno) nucleares (~10 nm)
* Matriz extracelular * Exocitose

Clearance celular das NP's

I1.2.1. Tamanho e Morfologia das particulas

O tamanho escolhido para uma NP vai ter influéncia no seu comportamento no interior
do organismo, como tempo de circulagdo, clearance, distribuigdo selectiva aos tecidos e
destino intracelular (Elsabahy & Wooley, 2012).

As NP's de grandes dimensdes (>1um) sdo vistas pelo organismo como agentes
estranhos, e portanto, sdo como consequéncia opsonizadas e acumulam-se no figado e bago.
Por outro lado, as NP's de pequenas dimensdes (<5nm) sdo eliminadas do organismo
rapidamente através da clearance renal, podendo este factor ser considerado um beneficio
quando se pretende usar agentes de contraste ou até mesmo atravessar a barreira
hematoencefalica (apesar de nesta ultima situacdo ndo haver tempo suficiente para se dar a
acumulacdo desejada para obter o efeito terapéutico) (Elsabahy & Wooley, 2012).

As NP's de tamanho intermédio (20-100nm) sdo, deste modo, as que apresentam um
maior potencial para exercer o efeito terapéutico desejado na medida em que, quando bem
construidas, permanecem um longo periodo de tempo no organismo. O seu tamanho ¢
suficientemente grande para evitar uma rapida clearance renal e suficientemente pequeno
para ndo sofrerem opsonizagao (Elsabahy & Wooley, 2012).

A morfologia mais usual para as nanoparticulas ¢ a esférica. Contudo, podem ser
desenvolvidas outras morfologias a partir desta, como a cilindrica ou vesicular, e que vao
apresentar caracteristicas diferentes no que respeita a capacidade de solubilizagdo, tempo de

permanéncia em circulagdo e uptake celular (Elsabahy & Wooley, 2012).

11.2.2. Potencial Zeta ({)

Sabe-se que, quando se coloca um qualquer tipo de material, como ¢ o caso das NP's, em
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UTILIZACAO DE ACUCARES EM NANOPARTICULAS PARA A VEICULACAO DE FARMACOS

contacto com a agua, independentemente das suas dimensdes, este vai de imediato adquirir
uma carga eléctrica a sua superficie. Contudo, a sua carga efectiva vai ser mascarada, pois
vao estar a ser atraidos ides da vizinhanga, que por sua vez vao atrair contra-ides. Este
fenomeno, existente entre a interface da particula e de um liquido, ¢ denominado por dupla
camada eléctrica (Cardoso, 2009).

Esta teoria defende que na carga instalada a volta das NP's estdo compreendidas duas
regides distintas: Uma primeira camada, constituida por ides intimamente ligados a
superficie, também designada por camada de Stern e uma segunda, mais externa, constituida
por ides que se distribuem de modo a equilibrar as forgas electrostdticas e os movimentos
térmicos, também denominada por camada difusa ou camada de Gouy-Chapman. Nesta

ultima camada, o potencial vai diminuindo a medida que se aumenta a distancia a superficie

das NP's (Cardoso, 2009).
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> & Ccamada Dupla

Figura 2: Representag¢do esquematica do potencial

Retirado de Cardoso, M. (2009).

O potencial { € o pardmetro que caracteriza a carga global da superficie de uma particula
em suspensao, ¢ esta relacionado com a sua estabilidade e morfologia superficial. Dada a sua
importancia, ¢ um parametro bastante utilizado em laboratério para estudos de estabilidade e
de absor¢do de superficie, que envolve quer o tamanho das particulas quer o ambiente em que

estdo inseridas, como o pH, forca idnica, o tipo de ides em suspensdo, entre outros (Xu,

2008).
I1.2.3. Estabilidade quimica

As NP's apos desenvolvidas podem ainda ser revestidas com grupos quimicos para

alterar a sua hidrofobicidade, carga de superficie, imunogenicidade, tempo de circulagdo in
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vivo, biodistribuicdo e biodisponibilidade intracelular, de modo a que se possam obter
melhores resultados terapéuticos aquando da sua interac¢do com o organismo (Elsabahy &
Wooley, 2012).

A sua estabilidade quimica pode ser comprometida por factores ambientais como a
exposicdo a luz, oxigénio, e altas temperaturas. Também a presenca de 4gua, metais ou
enzimas possibilita a ocorréncia de degradagdes por hidrolise. Para contornar esta ultima
situacdo, sempre que possivel, deve proceder-se a liofilizagdo das NP's de modo a garantir
uma estabilidade quimica mais duradoura (Kayser, Miiller, & Wissing, 2004).

Em formulacdes de NP's que tenham lipidos na sua constituicdo devem ser utilizados
antioxidantes, de maneira a evitar a sua oxidagdo ou peroxidacdo (Burgess, Costa, Khan, &

Xu, 2012).

11.2.4. Estabilidade fisica

A garantia da estabilidade fisica das NP's ¢ bastante importante na medida em que ¢ esta
que vai ditar se o sistema perdera farmaco quando estiver armazenado, ¢ se o seu perfil de
libertagao serd ou nao diferente do esperado. Estes sistemas podem sofrer envelhecimento de
Ostwald, perda de carga e de estabilidade electrostatica, ruptura das membranas,
desnaturagdo, agregacdo ou dissociacdo (Burgess et al., 2012).

Esta estabilidade pode ser comprometida devido a variagdes bruscas de temperatura, por
processos de produgdo inadequados, exposicao a luz, por interagdo da preparacdo com
superficies que desencadeiem processos de agregagdo das particulas, e por contaminagdo das
preparacdes com outras estruturas coloidais, metais e eletrdlitos. As variagdes bruscas de
temperatura tém um maior impacto quando as NP's sdo constituidas por lipidos e ocorrem
alteragdes do seu estado fisico (Mader & Mehnert,2001; Kayser et al.,2004).

Por outro lado, a exposicdo a luz vai provocar um aumento da energia cinética ao
sistema, e deste modo a sua instabilidade fisica. Para este caso concreto os sistemas devem

ficar protegidos de fontes luminosas (Kayser et al., 2004).

I1.3. Veiculagao de farmacos
A veiculagdo de farmacos pode ser feita de forma passiva ou activa. Contudo, a forma
activa nao pode ser considerada independente da passiva, uma vez que s6 ocorre apos se ter

dado acumulagdo passiva de NP's no tumor (Danhier, Feron, & Préat, 2010).
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Veiculacdo de farmacos

Veiculacdo Passiva Veiculacdo Activa
- ™ I3 y
Vasculatura permeavel J|_ | Veiculacao aos glucidos ’
Microambiente tumoral 1— = Veiculacdo aos receptores |
Aplicagdo local directa ',— — | Veiculacdo aos anticorpos |

Figura 3: Esquema das possiveis vias para veiculagdo de farmacos.

Adaptado de Kim, G., Nie, S., Shin, D., & Sinha, R. (2006).

I1.3.1. Veiculagao Passiva

A veiculagdo passiva tem sido uma 4rea bastante explorada no que diz respeito a
aplicagdes oncologicas, uma vez que os tumores tém a particularidade de acumular
facilmente NP's através dos mecanismos de aumento de permeabilidade e retengdo, também
designado de efeito EPR. Adicionalmente, o microambiente dos tecidos alvos ¢ também um
factor que pode ser levado em consideragdo na veiculagdo passiva de farmacos (Farokhzad,
Kamaly, Radovic-Moreno, Valencia, & Xiao, 2012).

As NP's que satisfacam as caracteristicas de tamanho e caracteristicas necessarias para
escapar ao sistema mononuclear fagocitico (MPS) tém a capacidade de permanecer durante
mais tempo na corrente sanguinea € como consequéncia, uma maior probabilidade de
alcangar os tecidos alvo (Chen, Cho, Nie, Shin & Wang, 2008).

As células tumorais, por serem de crescimento rapido exigem o recrutamento de novos
vasos sanguineos, ou que seja feita uma reorganizagao dos vasos existentes ao redor da massa
tumoral, de modo a que tenham sempre disponiveis os nutrientes e o oxigénio necessario para
continuarem a prosperar. Deste processo, designado por angiogénese, vai resultar um
desequilibrio organizacional nos vasos, € consequentemente estes vao ficar mais permeaveis
a introducao de macromoléculas que os tecidos normais. Este aumento de permeabilidade vai
permitir a ocorréncia de extravasamento de NP's para o intersticio tumoral. Adicionalmente, a
auséncia de drenagem linfatica no tumor, vai conduzir a uma maior acumulagdo das NP's e

retencao das mesmas (Kim, Nie, Shin & Sinha, 2006; Chen et al., 2008).
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Figura 4: Veiculagdo passiva de farmacos as células tumorais.

(1)- As NP's atingem o tumor, através da vasculatura selectivamente permeavel; (2)- Em
cima: O farmaco sozinho difunde livremente para dentro e fora dos vasos sanguineos em
redor da massa tumoral, devido ao seu tamanho reduzido, e como consequéncia, resulta
numa rdpida diminui¢do da concentragdo eficaz. Em baixo: O farmaco inserido nas NP's
ndo pode difundir para tras devido ao seu tamanho, resultando assim na sua acumulagdo
na massa tumoral — efeito EPR.

Adaptado de Danhier, F., Feron, O., & Préat, V. (2010).

Relativamente ao microambiente, as células tumorais, por possuirem elevadas
necessidades de consumo energético que ndo conseguem ser satisfeitas unicamente pelos
vasos sanguineos, realizam glicélise o que resulta numa redugao local do pH. Deste modo, a
construgdo de NP's passa por ter estabilidade em pH fisiologico e proceder a libertacao de

farmaco quando o pH diminui (Kim et al., 2006).

Grupos hidrofobicos
- Quereagem ao pH

@%‘\@ pH ﬁsiol%
e

Famaco

Figura 5: Libertagdo de farmaco das NP's em pH tumoral (pH dcido).
Adaptado de Mizrahy, S., & Peer, D. (2012).

Um exemplo de uma NP's em fase experimental utilizando agtcares para veiculagdo
passiva de farmacos ¢ o TI-101 (NP's de capotensina-ciclodextrinas). Este complexo
demonstrou exibir um tempo prolongado na circulagdo sanguinea e uma cinética de

libertagdo lenta, in vivo, quer nos ensaios pré-clinicos como clinicos (Farokhzad et al., 2012).

I1.3.2. Veiculagao Activa
A veiculagdo activa consiste na conjugacdo das NP's com ligandos que possuam
afinidade especifica para o tecido-alvo, aumentando assim a selectividade e eficacia, quando

comparada com a veiculagdo passiva. Esses ligandos sdo seleccionados para interagirem com
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os receptores das células tumorais que sdo superexpressados, € que ndo sdo expressados pelas

células normais (Danhier et al., 2010).

Ligando
Receptor
ﬁg NP's direccionadas
f_;) Células endoteliais Q‘ - Q

"W Células tumorais o

1 2 s

Figura 6: Veiculagdo activa de farmacos a células tumorais.

Introdugdo de ligandos na superficie das NP's e que se vdo ligar aos
receptores especificos, expressos por (1)- células cancerigenas; (2)- células
endoteliais angiogénicas.

Adaptado de Danhier, F., Feron, O., & Préat, V. (2010).

O direccionamento dos farmacos ao endotélio tumoral tem como vantagens:
* Nao existir necessidade de extravasamento das NP's para alcancarem o local de acgao;
* Aligacdo aos receptores assim que se proceda a injecgao IV,
* Diminui¢ao do risco de ocorréncia de resisténcias devido 4 estabilidade do endotélio
das células normais quando comparadas com as tumorais;
* A maior parte dos marcadores sdo expressos independentemente do tipo de tumor o

que permite um amplo espectro de ac¢ao (Danbhier et al., 2010).

Nesta abordagem utilizam-se NP's com veiculagdo para hidratos de carbono, antigénios
(Ag) e receptores (Kim et al., 2006).

Relativamente aos agucares, a juncdo entre lecitina-agiicar ¢ um dos exemplos de
veiculacdo utilizada em oncologia. Esta interac¢do pode ser conseguida através do
desenvolvimento de NP's contendo invélucro de agucares, e que vao ser direccionadas a
determinadas lecitinas (vectorizagdo direccionado para as lecitinas), ou ainda introduzir
lecitinas em NP's que vao ser direccionadas para a superficie celular tumoral, rica em agtcar
(vectorizagdo reversa das lecitina). Os sistemas de administragdo desenvolvidos, até agora,

partindo desta interacdo, t€ém a capacidade de atingir todos os orgdos. Posto isto, podem
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resultar deste facto problemas para os tecidos normais. Ainda assim, t€ém vindo a ser
continuados estudos com as lecitinas por apresentarem grande afinidade para a camada de
acucar existente na superficie tumoral (Kim et al., 2006).

No que diz respeito a veiculagao por Ag e receptores as NP's sdo absorvidas através de
endocitose mediada por um receptor. Uma vez no interior celular, a dissociagdo do fArmaco
das NP's para o citoplasma celular pode dar-se no espaco extracelular, na superficie celular
ou em lisossomas por enzimas lisossomais. Esta forma de veiculagdo de farmacos inclui 3
(trés) moléculas essenciais: polimeros para a veiculagao dos farmacos, ligandos ou Ac para se
acoplarem as NP's que tém elevada afinidade para as células da superficie tumoral e

receptores ou Ag, presentes na superficie tumoral (Kim et al., 2006).

Ligagdo éster
Farmaco
Ligando

‘“ ——— Veiculagdo especifica tumoral
Pré-farmaco

Receptor
Q

Pré-farmaco convertido
em farmaco pelo

° microambiente tumoral
@ e
.0

Figura 7: Representa¢do esquemdtica do sistema de um pro-
farmaco tumoral.

O farmaco é conjugado com um polimero biocompativel por
uma ligagdo éster. A ligagdo é posteriormente hidrolizada por
enzimas especificas, ou pela diferenca de pH sentida nas
proximidades to tumor. Neste momento a NP procede a
libertagdo do farmaco.

Adaptado de Kim, G., Nie, S., Shin, D., & Sinha, R. (2006).

21



UTILIZACAO DE ACUCARES EM NANOPARTICULAS PARA A VEICULACAO DE FARMACOS

III. FARMACOCINETICA E TOXICOLOGIA ASSOCIADAS AO USO DE
NANOPARTICULAS

II1.1. Farmacocinética dos farmacos veiculados através de Nanoparticulas
II.1.1 Via Oral

A administragdo de farmacos pela via oral, também designada per os, pode ser feita
através de suspensdes de NP's ou pelos convencionais comprimidos, com NP's incorporadas
(Méder & Mehnert, 2001).

Como o ambiente estomacal possui um pH baixo e elevadas quantidades de ides, estdo
reunidas as condi¢des que promovem uma rapida degradagdo das NP's que t€ém no seu
interior o farmaco encapsulado. Deste modo, as NP's que se destinem a veiculagdo de
farmacos no tracto gastrointestinal devem possuir caracteristicas especiais como proteger o
farmaco da degradacdo, resistir a valores baixos de pH e permitir uma boa absorcao através
do epitélio intestinal (Lopes & Souto, 2011).

As NP's formadas a partir de misturas de ciclodextrinas (CD's) sdo bastante utilizadas
nesta via por potenciarem a absorcao epitelial. Além disso, a adesividade das NP's ao epitélio

intestinal ¢ também um factor que afecta positivamente a sua absor¢ao e biodisponibilidade

(Al-Hilal, Alam, & Byun, 2013).

II1.1.2. Via Ocular

Na 4rea da oftalmologia tém vindo a obter-se resultados promissores com a utilizacao de
NP's. Muito embora a utilizagdo das NP's provoque uma limitada obstrucdo da visdo, elas vao
proteger os farmacos da degradacdo quimica e enzimatica ¢ como consequéncia melhorar
significativamente o tempo de semi-vida no humor vitreo, por libertagdo prolongada de
farmaco na cornea (Lopes & Souto, 2011).

Contudo, para que o farmaco contido nas NP's desenvolva uma capacidade
farmacolodgica eficiente devem ter-se em consideragdo quer a natureza do polimero a utilizar
quer as caracteristicas do proprio fairmaco. Isto porque o farmaco nao deve apresentar uma
afinidade muito elevada para o polimero a que se encontra acoplado (Lopes & Souto, 2011).

A acrescentar ainda que, ao serem administradas NP's a locais com processo
inflamatorio activo, estas vdo apresentar uma bioadesividade 4 (quatro) vezes superior
comparativamente aos tecidos normais (Lopes & Souto, 2011).

O farmaco a ser utilizado deve ser estéril, e ter reaccdo proxima da neutralidade (Alves,

Lobo, Prista, & Morgado, 2011).
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II1.1.3. Via Inalatdria e Pulmonar

Os pulmoes sao o 6rgdo responsavel pela realizacdo das trocas gasosas de oxigénio e de
diéxido de carbono com o meio ambiente. Qualquer particula estranha que se deposite nos
pulmdes ¢ maioritariamente eliminada pelo mecanismo mucociliar. Contudo, particulas de
tamanho inferior a 2,5 milimetros (mm), como ¢ o caso das NP's, chegam directamente aos
alvéolos pulmonares que ndo possuem depuragdo mucociliar. Assim as NP's vao ser

primeiramente fagocitadas pelos macrofagos, e que posteriormente vao ser transportadas para

as regides bronquicas para serem removidos (Krug & Wick, 2011).

Figura 8: Transporte de NP's pelo tracto respiratorio.

Uma vez nos alvéolos as NP's podem ser fagocitadas
pelos macrofagos (roxo), ou por células dendriticas
(amarelos). Podem ainda ser recolhidas pelas células
epiteliais (azul).

Retirado de Krug, H. F., & Wick, P. (2011).

A administracao de farmacos por esta via ndo ¢ invasiva, ¢ facil e acima de tudo ndo
diminui a sua biodisponibilidade pelo metabolismo de primeira passagem. A barreira epitelial
¢ fina, bastante irrigada e com actividade metabolica reduzida quando comparada com outras
vias. Assim, as NP's utilizadas para estas administragdes devem possuir um didmetro
adequadamente reduzido, para que ndo sejam eliminadas por expiracdo € que cubram toda a
superficie do tracto respiratorio. Devem ainda ter uma mucosidade apropriada, sendo esta
influenciada pela carga das particulas, composicdo, tamanho e porosidade (Betbeder &
Dombu, 2013).

Além das caracteristicas relacionadas com as NP's, devem também ter-se em
consideragdo as caracteristicas fisico-quimicas do farmaco a encapsular, o local de deposi¢ao

do aerossol e o design do aparelho de inalagdo. Exemplos de fArmacos administrados pela via
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nasal sdo a insulina, o 4cido desoxirribonucleico (DNA) e a toxina tetinica (Betbeder &

Dombu, 2013).

II1.1.4. Via Cutanea e Transdérmica

A pele € constituida por camadas principais: Epiderme, derme e hipoderme. A epiderme
¢ a camada mais superficial e subdivide-se ainda em 4 (quatro) camadas sendo que a que
contacta directamente com os produtos cosméticos € o extracto corneo (Krug & Wick, 2011).

As NP's podem difundir os farmacos a partir do estrato corneo da barreira epidérmica,
poros, foliculos pilosos, e espagos intercelulares. Para potenciar esta difusdo pode ser
adicionado calor sob a forma de massagem no local de aplicacdo. Contudo se a pele se
encontrar de algum modo lesionada ou debilitada, a absor¢do a nivel do extracto corneo sera
mais intensa (Krug & Wick, 2011).

Exemplos de farmacos administrados pela via dérmica e transdérmica sdo o interferdo
gama, utilizado no tratamento de Herpes cutaneous, e o minoxidil usado para o tratamento da

alopécia (Chang et al., 2004).

II1.1.5. Via Parentérica

Também designada por via injectavel, pode dividir-se em varias vias de administracao:
Intradérmica, subcutanea (SC), intramuscular, intravenosa (IV), intraraquidica,
intraperitoneal e intrapleural, sendo a IV a via de administracdo mais rapida e com efeito
mais intenso uma vez que ndo ¢ necessaria absor¢ao do farmaco (Alves et al., 2011).

A administra¢do de farmacos por esta via exige que estes sejam estéreis, e ¢ desejavel
que apresentem pH neutro, isotonicidade e ainda isencao de pirogénios (Alves et al., 2011).

A administragdo parentérica de nanoparticulas requer que estas apresentem alguma

prote¢do contra a opsonizagdo e rapida eliminagdo pelo sistema reticulo endotelial (SRE)

(Kayser et al., 2004).

I11.2. Nanotoxicologia

A Nanotoxicologia, que ganha cada vez mais importancia com o crescimento das
aplicagdes tecnoldgicas, pode ser descrita como “o estudo dos efeitos adversos da engenharia
dos nanomateriais nos organismos vivos € nos ecossistemas, incluindo a prevencao e a
melhoria dos mesmos” (Oberdorster, 2010).

A maioria das NP's, produzidas at¢ ao momento, sdo bastante estaveis e podem ser
veiculadas através de qualquer via de administragdo. Nao obstante, devem ser tidas em
consideracdo possiveis interacdes entre as NP's e o organismo, uma vez que podem ser

desencadeados mecanismos de toxicidade, como resposta inflamatoéria e imunolégica (Buzea,
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Pacheco, & Robbie, 2007).

As dimensdes das NP's podem estar intimamente relacionadas com a sua toxicidade. As
de pequena dimensao vao induzir uma resposta inflamatoria mais extensa que as de grandes
dimensdes, por possuirem uma elevada area de contacto e produzindo consequentemente uma
maior reactividade (Buzea et al., 2007).

A toxicidade das NP's depende também da biocompatibilidade, quantidade, método de
preparacao e metabolismo dos materiais utilizados na sua formagao. Os excipientes a utilizar
devem de apresentar uma designagao propria da Food and Drug Administration (FDA),
“Geralmente reconhecida como segura” (GRAS), que prova que as substancias quimicas
utilizadas sdo seguras, e portanto, garante a sua elimina¢do do organismo (Gadhave et al.,
2012).

Por outro lado, os surfactantes utilizados na producao de NP's, sdo outro factor relevante
no que diz respeito a nanotoxicidade. Sabe-se que, se forem utilizadas grandes quantidades
de surfactante, existe uma grande possibilidade de provocar citotoxicidade pela interac¢do
destes agentes tensioactivos com as membranas celulares fosfolipidicas (Hommoss, Miiller,
& Pardeike, 2009).

A utilizag@o de solventes organicos para a produgdo de NP's, pode ser também sinénimo
de toxicidade, pois revelam-se dificeis de remover quando se estdo a produzir as NP's (Méder

& Mehnert, 2001).
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IV. ACUCARES

Os agucares ou glucidos sdo aldeidos poli-hidroxilados ou, cetonas poli-hidroxiladas ou
outros compostos que se podem transformar nestes ao sofrerem hidrolise. Subdividem-se em
monossacaridos, dissacaridos e polissacaridos, sendo que os primeiros sdao a unidade mais
simples e ndo sdo passiveis de sofrer hidrélise. Sdo exemplos de monossacaridos a glucose e
a frutose (Boyd & Morrison, 1996).

Os dissacaridos sao aglcares constituidos por 2 (duas) unidades de monossacaridos
unidas por ligacdes glicosidicas que se quebram por hidrélise e originam os monossacaridos.
A maltose, a lactose e a sacarose sdo alguns exemplos (Boyd & Morrison, 1996).

Os polissacaridos s3o compostos moleculares de grandes dimensdes constituidos por
varias unidades de monossacaridos, e tal como os dissacaridos, unidas por ligacdes
glicosidicas. Os polissacaridos mais importantes na natureza sdo a celulose (polissacarideo
estrutural) e o amido (polissacarideo de reserva). Outros exemplos sdo o acido hialurénico

(AH), CD's, dextrano (DEX) e o quitosano (QS) (Boyd & Morrison, 1996).

IV.1. Actcares utilizados em Nanoparticulas
IV.1.1. Acido hialurénico

E um biopolimero anidénico composto pela jungdo alternada dos dissacarideos D-acido
glucoronico e N-acetil-D-glucosamina interligados entre si por ligagdes B-(1,4). Esta presente
em alguns tecidos e fluidos do organismo humano, como pele, pulmdes, intestino, liquido
sinovial e umbilical e sangue do corddo umbilical, sendo este ultimo a maior fonte de AH,
segundo estudos recentes. No que diz respeito ao nivel comercial, o AH ¢ produzido a partir
de cristas de galo e da fermentacdo microbiana (Hahn et al., 2010).

Possui caracteristicas unicas que o colocam na linha da frente quando se trata do
desenvolvimento de farmacos e sistemas genéticos de entrega de farmacos direccionados
para diferentes vias de administragdo. Essas caracteristicas sdo endogenicidade,
biodegradabilidade, mucoadesividade, capacidade de elevar o tempo de circulacdo in vivo e a
capacidade de alterar a dissolug¢do e absor¢do dos farmacos (Al-Qadi, Grenha, & Remuifidn-

Lépez, 2011).
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Figura 9: Estrutura quimica do acido hialuronico.

Adaptado de Karthikeyan, D., & Kumar, C. (2013).

IV.1.2. Ciclodextrinas

Também conhecidas como cicloamiloses, ciclomaltoses ou dextrinas de Schardinger, sdo
oligossacarideos ciclicos formados a partir de unidades de glucose interligadas entre si por
ligacdes do tipo a-(1,4). O nimero unidade de glucose constituintes de um anel de CD's pode
variar de 6-13, sendo as CD's mais comuns constituidas por 6,7 e 8 unidades de D-glucose
(a-CD, B-CD e y-CD respectivamente) (Saltdo & Veiga,2001; Fathi, Heydari & Namazi,
2011).

Figura 10: Estrutura quimica das a, e y-ciclodextrinas.

Adaptado de Ma, P, & Zhang, J. (2013).

As CD's apresentam-se assim como tendo um exterior hidrofilico e uma cavidade
interior hidrofébica. Esta cavidade serve para armazenar farmacos hidrofébicos ou
biodegradavéis, e a sua introdug@o nestes sistemas forma deste modo complexos de inclusdo,
que permitem aumentar a sua biodisponibilidade. Sdo também sistemas biocompativeis com
0 organismo, ndo impulsionam a ac¢do do sistema imunoldgico e t€ém baixo poder toxico
tanto em animais como humanos (Mizrahy & Peer, 2012).

Sao sistemas bastante utilizados na inclusdo de fairmacos em Tecnologia Farmacéutica
para aumentar a solubilidade, estabilidade e absor¢do dos farmacos, mascarar odores e
sabores, diminuir a toxicidade local e sistémica, controlar o perfil de libertagao dos farmacos

e melhorar a sua permeabilidade para atravessar as barreiras biologicas (Ma & Zhang, 2013).
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IV.1.3. Dextrano

Polimero ramificado constituido por varias unidades de glucose unidas entre si por
ligacdes glicosidicas a-(1,6) e podem apresentar diversos comprimentos. As ramificagoes
fazem-se através da ligacao a-(1,3) da cadeia principal (Karthikeyan & Kumar, 2013).

O DEX ¢ obtido através da fermentagdo da sacarose pelas bactérias acido-lacticas

Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512 (Kumria & Sinha).

(@)
a-1,6 OH
+ OH ok b
a-1,3 OH
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a-1,6

Figura 11: Estrutura quimica do dextrano.

Adaptado de Karthikeyan, D., & Kumar, C. (2013).

IV.1.4. Manitol

O manitol, ou (D-)manitol, ¢ um agucar alcool resistente de 6 (seis) carbonos ou um
poliol, utilizado com alguma frequéncia pela Indastria Farmacéutica por ter a capacidade de
aumentar a solubilidade de certos fAirmacos (Gao et al., 2014).

E considerado o poliol mais abundante na natureza, e encontra-se disponivel
microorganismos como bactérias, leveduras, fungos, algas, liquenes e em diversas plantas
(Eggink, Grobben, Hugenholtz, Weusthuis, & Wisselink, 2002).

Quando introduzido em produtos alimentares, melhora o seu valor nutricional, e posto

isto, tem efeitos benéficos na promocao da satde (Eggink et al., 2002).

OH OH
Figura 12: Estrutura quimica do manitol.

Adaptado de Galliker, B.,& Steinbach, A., (n.d.).
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IV.1.5. Pectina

Polissacarideo estrutural, obtido através da parede celular das plantas. Possui uma
estrutura quimica heterogénea, baseada em grandes quantidades de poli (D-acido
galacturdnico) interligados por ligacdes glicosidicas do tipo a-(1,4) (Karthikeyan & Kumar,
2013).

Em quantidades abundantes estd presente na parede primaria de dicotiledoneas e

monocutiledéneas ndo gramineas, e ¢ enriquecida em frutas como a maga e os citrinos

(Atmodjo, Hao, & Mohnen, 2013).

Figura 13: Estrutura quimica da pectina.

Adaptado de Sharma, C., & Sonia, T. (2012).

IV.1.6. Pululano

Homo-polissacarideo linear bacteriano produzido a partir do amido pelos fungos
Aureobasidium pullulans. A sua estrutura quimica ¢ composta por ligacdes glicosidicas entre
a-(1,6) D glucopiranose e a-(1,4) D-glucopiranose numa proporc¢ao de 1:2 (Karthikeyan &
Kumar, 2013).

E um agticar que possui como vantagens ser biodegradavel, ter elevada adesividade, ser
flexivel e ter uma boa solubilidade. E ainda hemocompativel, ndo imunogénico, nio
carcinogénico e portanto, a FDA aprovou a sua utilizacdo para diversas aplicacdes

(Karthikeyan & Kumar, 2013).

CH, CH,OH

OH OH

OH o
OH OH

el ! |

Figura 14: Estrutura quimica do pululano.

Adaptado de Jani, G., Khanda, S., & Prajapati, V. (2013).
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IV.1.7. Quitosano

Polissacarideo linear composto por B-(1,4) e D-glucosamina e N-acetil-D—glucosamina,
natural, biodegradavél, formado através da desacetilagdo da quitina (segundo polissacarideo
mais abundante na natureza, e constituinte do esqueleto de crustidceos e parede celular de
alguns fungos como o Aspergillus e Mucor).

A sua eliminagdo por parte do organismo ¢ bastante facil por se degradar em N-acetil
glucosamina, através das lisozimas, acabando por abandonar o organismo na forma de
dioéxido de carbono (Gan & Wang, 2007; Luca, Popa, Racovita & Vasiliu, 2009; Hu, Sun, &
Wu, 2013).

Por ser um acticar com propriedades como biodegrabilidade, biocompatibilidade,
reduzida toxicidade, hemostatico, bacteriostatico, fungicida, anticancerigeno e
anticolesterolémico, tem sido bastante utilizado a nivel do sector Farmacéutico (Gan &

Wang, 2007).

CH,OH - NHCOCH;_
0 0 0~
HO ¢} o
NH, CH,OH

Figura 15: Estrutura quimica do quitosano.

Retirado de Luca, C., Popa, M., Racovitd, S., Vasiliu, M. (2009).

IV.1.8. Sacarose
Também designada por 1-O-(B-D-Frutofuranosil)-a-D-glicopiranose, ¢ um dissacarido
composto por um residuo de frutose e outro de glucose, unidas por uma ligagdo glicosidica

pelos carbonos anoméricos de cada um dos residuos (Boscolo, 2003; Silva, 2012).

Figura 16: Estrutura quimica da sacarose.

Retirado de Boscolo, M. (2003).

E uma molécula de ocorréncia natural, nao-toxica, biocompativel e biodegradavel

(Silva, 2012).
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V. NANOPARTICULAS A PARTIR DE ACUCARES

V.1. Mecanismos de preparagdo de NP's a partir de agucares
V.1.1. Ligagao cruzada covalente

A preparacdo de NP's iniciou-se a partir de ligagdes cruzadas covalentes, e de entre
varios polissacarideos que sdo possiveis de utilizar na sua producgdo, o QS foi o primeiro a ser
utilizado (Liu et al., 2008).

Nas ligagdes cruzadas covalentes, as interaccdes existentes entre as cadeias poliméricas
e os agentes de reticulagdo sdo irreversiveis, formando-se uma malha rigida, desde que nao
sejam utilizados agentes de reticulagdo biodegraddveis. Esta estrutura formada tem como
caracteristica permitir a absor¢ao de dgua e compostos activos sem que ocorra a dissolugao

das NP's (Mizrahy & Peer, 2012).

C\% Ligagao cruzada
w covalente

Polissacarideo

Figura 17: Ligacdo cruzada covalente.

Adaptado de Mizrahy, S., & Peer, D. (2012).

A malha rigida obtida ¢ designada de hidrogel, e ¢ considerada uma estrutura porosa.
Esta estrutura pode libertar 4gua livre que esteja no seu interior, € com base neste pressuposto
¢ possivel produzir-se um sistema de libertacdo de farmacos por difusdo. De salientar ainda
que este sistema vai depender do tamanho da malha do hidrogel, que por sua vez depende do
racio inchago/aumento do QS (Berger et al., 2004).

Os agentes de reticulagdo mais utilizados juntamente com os polissacarideos sdo o
glutaraldeido e o glioxal, 2 (dois) dialdeidos. O glutaraldeido e o glioxal sdo conhecidos por
serem agentes neurotdxico € mutagénico, respectivamente, nao sendo alternativas vidveis na
veiculacdo de farmacos. Ainda que se coloque a possibilidade de purificagdo dos hidrogeles
formados, para posterior administracdo, deve ser considerada a existéncia de dialdeidos livres

e que irdo induzir toxicidade no organismo (Berger et al., 2004).
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OHC CHO
Figura 18: Estrutura quimica do
gluteraldeido.

Adaptado de Dartiguenave, C., &
Migneault, 1. (2004).

Deste modo tém vindo a ser testadas outras alternativas viaveis, como os acidos di- e
tricarboxilicos naturais (4cido sucinico, 4cido malico, 4cido tartirico e acido citrico) e a
genipina (Liu et al., 2008).

A genipina ¢ um composto organico proveniente dos frutos de Gardenia jasminoides
Ellis, muito utilizado em medicina tradicional. Um estudo realizado por Choi et al, 2011
demonstra que a genipina possui caracteristicas que se assemelham as do glutaraldeido.
Adicionalmente, a genipina tem a vantagem de apresentar uma toxicidade bastante reduzida

in vitro e ser biocompativel com o organismo (S. Choi, Kim, Kim, & Yoo, 2011).

lo) OCH;,4

Figura 19: Estrutura quimica
da genipina.

Adaptado de Choi, S., Kim, Y,
Kim, S., & Yoo, J. (2011).

Da jungdo do QS com agentes de reticulagdo acidos di e tricarboxilicos naturais
formam-se NP's de QS biodegradaveis que podem ser policatides, polianides e NP's

anfotéricas (Liu et al., 2008).

V.1.2. Ligag¢ao cruzada I6nica

As ligacdes cruzadas idnicas funcionam como alternativas as ligagdes cruzadas
covalentes quando se pretende utilizar polissacarideos com carga. Adicionalmente, tem como
vantagens condi¢des de preparacao reduzidas e procedimento relativamente simples (Liu et

al., 2008).
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Ligacao

cruzada
ionica
Polissacarideo

carregado
Figura 20: Ligagdo cruzada ionica.

Adaptado de Mizrahy, S., & Peer, D. (2012).
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A formacao de NP's com base nesta metodologia pressupdem interacg¢des electrostaticas
entre os polissacarideos carregados e agentes de reticulacdo de carga oposta. O polianido
mais usado até hoje como agente de reticulagdo em ligagdes cruzadas idnicas ¢ o
tripolifosfato (TPF). Este ndo ¢ toxico, tem anides multivalentes e a interaccdo TPF-QS tem
sido bastante utilizada para proceder a entrega de varios farmacos e macromoléculas no

organismo (Liu et al., 2008).
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Figura 21: Estrutura quimica do tripolifosfato.
Adaptado de Costa, A., Grenha, A., & Rodrigues, S. (2012).

O tamanho e a carga global do agente de reticulagdo e do polissacarido a utilizar sdo
factores influentes nas reac¢des de ligacdo cruzada idnica. Ao contrario das NP's formadas a
partir de ligagdes covalentes, estas NP's sdo sensiveis ao pH, o que ¢ uma vantagem quando
se pretende distribuicdo de farmacos. Por outro lado, esta sensibilidade ao pH pode provocar
alguma instabilidade na rede i6nica formada entre o polissacarido e o agente de reticulagdo

(Mizrahy & Peer, 2012).

V.1.3. Nanoparticulas polissacarideas por complexagdo de polielectrolitos (PCP)
Os complexos PCP, sdao formados por interacgdes electrostaticas directas entre
polielectrolitos de cargas diferentes. Assemelham-se a ligacdo cruzada idnica desde que nao

se formem ligagdes permanentes. Contudo, enquanto que na liga¢ao cruzada i6nica os ides ou
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moléculas interagem com os polielectrdlitos, nos complexos PCP a interac¢ao ¢ feita entre os

polielectrdlitos e as moléculas de maiores massa molecular (MM) (Mizrahy & Peer, 2012).

-+
Polissacarideos +

de carga oposta

Figura 22: Esquema de NP's polissacarideas por PCP.
Adaptado de Mizrahy, S., & Peer, D. (2012).

Em teoria pode utilizar-se um qualquer polielectrdlito para interagir com um
polissacérido e assim formar NP-PCP. No entanto, a pratica demonstra que os polielectrolitos
a utilizar devem ser soliiveis em agua e biocompativeis de modo a garantir seguranga na sua
utilizagdo. Com estas caracteristicas, o QS ¢ o unico polissacarideo policationico natural
disponivel (Liu et al., 2008).

Regra geral, as NP's formadas por PCP podem ser divididas em polissacarideos

negativos, péptidos negativos, familia acido poliacrilico e outras (Liu et al., 2008).

V.1.4. Auto-montagem de polissacarideos hidrofébicamente modificados

Ao serem introduzidas porgdes hidrofobicas num polissacarideo hidroéfilo, forma-se um
copolimero anfifilico. Este copolimero quando em meio aquoso vai-se reorganizar numa NP
de modo a que o meio interno vai conter os excertos hidrofobos e a parte hidrofilica. Esta

auto-reorganizagdo ¢ feita de modo a minimizar a energia livre interfacial (Mizrahy & Peer,

2012).

Dominio hidrofobico

<~%4{'-G)rupo hidrofobico

% Auto-montagem

Polissacarideo

\

Figura 23: Esquema de auto-montagem de polissacarideos.

Adaptado de Mizrahy, S., & Peer, D. (2012).

Estas micelas poliméricas podem ser transportadores de farmacos promissores uma vez
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que o seu interior hidrofobico rodeado por um revestimento exterior hidréfilo, pode servir
como um reservatdrio para varios farmacos hidrofébicos (Burt & Letchford, 2007).

Alguns exemplos de moléculas utilizados neste sistema sdo o polietilenoglicol (PEG),
colesterol, acido linoleico, acido palmitico, acido estearico, doxorrubicina (DOX) e vitamina
H (Liu et al., 2008).

Regra geral, os polissacarideos hidrofobicamente modificados podem ser divididos em
moléculas lineares hidrofobicas, moléculas ciclicas hidrofobicas e moléculas da familia

poliacrilato (Liu et al., 2008).
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Tabela 3: Exemplos de NP's produzidas experimentalmente para veiculagdo de farmacos, e respectivos farmaco
veiculados.

Adaptado de Liu, Z., Jiao, Y., Wang, Y., Zhou, C., & Zhang, Z. (2008).

Constituicdo NP's Farmaco Método
1

Cloreto de N-(2-hidroxil) propil-3-trimetil amonio quitosano  Albunina do soro bovino

N-trimetil quitosano Ovalbumina 1
Carboximetil quitosano — ides calcio Doxorrubicina 1
Genes
Alginato — calcio Pirazinamida 1
Rifampicina

Quitosano Retinol 1
CMQ-quitosano Plasmideos DNA 2
Quitosano-Sulfato de dextrano-sulfato de zinco Anfotericina B 2

Sulfato de dextrano-quitosano .
Alginato-quitosano Insulina 2

Alginato/ Cloreto de calcio alcio seguida de complexacdo com .
- . Insulina 2

Alginato e Quitosano
Carboximetil glucomanano de konjac - quitosano Albumilrrllzisl;g?jbovino 2
Heparina-quitosano I nsulina . 2
Albumina soro bovino
Queratinizadas de alginato-quitosano Proteinas 2
Acido poli-y-glutimico - quitosano Genes 3
Acido polimetacrilico-quitosano-PEG Insulina 4
Albumina soro bovino
Sal de sddio do 4cido poliaspartico-quitosano 5-Fluoracilo 5
Metoxi-PEG enxertado com quitosano Acido retinbico 6
Metoxi-PEG enxertado com conjugados de quitosano Metotrexato 6
N-ftaloil quitosano enxertado com PEG-metil etér Capotensina 6
Quitosano - colesterol modificado Epirrubicina 7
Colesterol-pululano Insulina 7
Quitosano-acido desoxicdlico Adriamicina 7
Genes

Glicol quitosano modificado Doxorrubicina 7
PIBCA-quitosano Nimodipina 8

Legenda: 1- Ligagcdo cruzada Ionica; 2-PCP:Polissacarideos Negativos;, 3-PCP:Péptidos negativos; 4-
PCP:Familia dcido poliacrilicio; 5-PCP:Qutras; 6- Moléculas lineares hidrofobicas; 7-Moléculas ciclicas

hidrofdbicas,; 8-Moléculas da familia poliacrilato.

V.2. Gliconanoparticulas

Os polimeros naturais, como ¢ o caso dos polissacarideos, tém sido motivo de amplos
estudos em todo o mundo, devido as suas capacidades de seguranca in vivo. Para além de
serem hidrofilos e biodegradaveis, possuem ainda uma boa biocompatibilidade e degradacao
enzimatica.

Os polissacarideos exibem ainda a vantagem de poderem ser modificados com
facilidade, quer quimicamente quer bioquimicamente, serem bastante estaveis, seguros, nao
toxicos e poderem ser administrados pela via parantérica e ndo parentérica. Esta ltima

caracteristica permite que as nanoparticulas formadas a partir de polissacaridos tenham o
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potencial para manter a estabilidade de proteinas, como ¢ o caso da insulina, e aumentar

assim o seu efeito terapéutico (Sharma & Sonia, 2012).

V.2.1. Acido hialurénico

As NP's formadas a partir do AH modificado quimicamente t€ém sido bastante utilizadas
na entrega de proteinas, péptidos e nucledtidos. Estas modificagdes tém a vantagem de, até
certo ponto, aumentar o tempo de semi-vida das NP's. Uma vez ultrapassando esse ponto
critico, as NP's de AH deixam de ter a capacidade de interagirem com os receptores (Hahn et
al., 2010).

Em comparagdo com NP's formadas através de outros acucares, estas tém a capacidade
de funcionar tanto como veiculagdo passiva (efeito EPR em tumores) como activa (receptores
para o AH super expressado pela maioria dos tumores) (Mizrahy & Peer, 2012).

Um dos farmacos utilizado em NP's ¢ o paclitaxel (PCT). No entanto, investigadores
demonstraram que a conjugacdo AH-PCT exibe um aumento da captagdo e citotoxicidade do
farmaco in vitro quando comparado com a administragdo do farmaco individualizado (Jr &
Platt, 2008).

Num outro estudo foi demonstrado que os conjugados com AH foram utilizados para a
entrega ¢ aumento da estabilidade no soro da exendina 4 (exenatida). A exendina 4 ¢ um
aminoacido peptidico mimético das incretinas que apresenta actividade reguladora da
glucose. Por apresentar um tempo de semi-vida curta, as suas aplicagdes clinicas ficam
limitadas. Contudo, ao ser conjugada com AH modificado pela vinilsufona verificou-se que a
sua estabilidade no soro aumentou 20 (vinte) vezes, sem perda de bioactividade.
Adicionalmente, este conjugado provocou a diminui¢do dos niveis de glicémia na diabetes
tipo 2 em ratinhos, e esse efeito hipoglicemiante durou até 3 (trés) dias apos a injeccdo
(Mizrahy & Peer, 2012).

Por ultimo, num outro estudo foi demonstrada actividade antineoplasico para NP's de
AH poli (g-benzilico de L-glutamato) contendo DOX. Ficou demonstrado suprimento
tumoral superior pelo conjugado AH-DOX quando comparado com a DOX individualizada.
Ficou também demonstrada uma redu¢do na cardiotoxicidade da DOX quando combinada

com o AH (Mizrahy & Peer, 2012).

V.2.2. Ciclodextrinas
As NP's de CD's tém sido utilizadas para a veiculacdo de proteinas, péptidos, genes e
oligonucleétidos (Oli) (Ahuja, Ali, Challa, & Khar, 2005).

Relativamente a veiculagdo de péptidos e proteinas sabe-se que a sua utilizacio
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terapéutica ¢ comprometida pela sua instabilidade quimica e enzimatica, fraca absorcao
através das membranas bioldgicas, rapida clearance, entre outros. As CD's, sdo assim,
introduzidas como meio de resolugdo destes problemas devido a sua elevada
bioadaptabilidade para fins farmacéuticos e capacidade de interagir com as membranas
celulares. Exemplos de fairmacos inseridos em CD's para ultrapassar estas dificuldades sdo, a
calcitonina, o glucagon, a insulina e o factor de estimulagdo de coldnias de granuldcitos
recombinante humano (Ahuja et al., 2005).

Quanto a veiculagao de genes, as CD's tem vindo a ser testadas na veiculagao de acidos
nucleicos terapéuticos. Contudo, devem ter-se em considerag@o o tipo de CD's a ser utilizada,
no que toca a questdes de toxicidade (Ahuja et al., 2005).

Por ultimo, os Oli sdo estruturas que apresentam bastantes problemas ao serem
veiculadas in vivo. Alguns dos problemas estdo relacionados com dificuldades em atravessar
as membranas celulares e susceptibilidades a degradacdo pelas endonucleases, com
consequente risco de toxicidade com os produtos de degradacdo dos Oli. Deste modo, as
CD's utilizam-se neste caso para facilitar a passagem dos Oli através das membranas e

impedir uma degradagdo enzimatica acelerada (Ahuja et al., 2005).
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Tabela 4: Exemplos de aplicagoes as CD's e derivados em diferentes areas de veiculagdo de farmacos.

Adaptado de Ahuja, A., Ali, J., Challa, R., & Khar, R. (2005).

CD's Farmaco Observacoes
Aumento da permeabilidade, devido a interac¢des entre
B-CD's DNA CD's com os componentes das membranas, como o
colesterol;
Aumento na eficacia de transfeccao ¢ estabilidade
B-CD's-Ps ! DNA contra a degradacao enzimatica, com reduzida
toxicidade in vitro e in vivo,
Calcitonina Aumento em 5% de absor¢ao intranasal em ratos e
coelhos;

Glucagon ~ Aumento biodisponibilidade (>80%), em coelhos, em
administracao de uma formulacao liquida quando
comparada com adminitra¢do SC;

Insulina Aumento biodisponibilidade para ~100% em
DM-B-CD's™ administracao nasal;

Aumento biodisponibilidade para ~70-100% em
ACTH absorc¢ao nasal, em ratos; A mesma concentracao de CD-

Insulina em coelhos e seres humanos ¢ ineficaz;

Aumento da permeabilidade, devido a interac¢des entre

DNA CD's com os componentes das membranas, como o
colesterol;
Aumento da permeabilidade, devido a interac¢des entre
HP-B-CD's™ DNA CD's com os componentes das membranas, como o
colesterol;

Legenda: " ' Poliplexos (polimeros policatidnicos de estruturas compdsitas de DNA) de B-CD's lineares
catiénicas; " DimetilB-CD's ; = Hidroxipropil B-CD's.

V.2.3. Dextrano

As NP's de DEX conjugado com hidroxietilmetacrilato (HEMA) foram construidas para
a veiculacdo de RNA de interferéncia de cadeia simples (siRNA), baseado em interac¢oes
electrostaticas.

Complexos de sulfato de DEX e polietilenamina estabilizados com Zn** foram utilizados
na entrega de proteinas, DNA e anfotericina B, um antifingico pouco soluvel em maio
aquoso. A administragdao do antifingico em NP's ndo apresenta toxicidade quando comparado
com o farmaco individualizado, ¢ ambas as formulagdes apresentam a mesma eficacia na

morte da Candida albicans (Middaugh, Tiyaboonchai, & Woiszwillo, 2001).

V.2.4. Manitol

Recentemente, foram produzidas NP's de manitol acopladas ao farmaco antineoplasico
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capotensina (CPT) para veiculagdo tumoral. Esta jungdo NP's-CPT foi feita de modo a
melhorar a solubilizagdo do fairmaco e ficou demonstrado que a capacidade de encapsulagdo
do farmaco ¢ relativamente boa. Adicionalmente foram também testados os efeitos com
topotecano (TPT) e com CPT isoladamente, nas mesmas doses, na inibi¢ao do crescimento de
células tumorais H22, in vivo, em ratinhos. Concluiram que o complexo NP's-CPT possui um
maior efeito antineoplasico, menos efeitos toxicos e uma maior capacidade de acumulacdo no

interior do tumor (Gao et al., 2014).

V.2.5. Quitosano

Por ser de origem natural, Gnico polissacarideo carregado positivamente e facil de sofrer
modificacdes quimicas, o QS ¢é amplamente utilizado na preparacdo de NP's para a
veiculacdo de farmacos (Alonso, Calvo, & Janes, 2001).

Um dos métodos mais utilizados para a preparacdo de NP's de QS ¢ o PCP. Da jungao do
QS com poli (y-4cido glutdmico), um polimero carregado negativamente natural, ndo-toxico
e biodegradavel, Chen et al. (2009) prepararam NP's para administra¢do oral de insulina.
Ficou demonstrado que as NP's aderiam a superficie das mucosas e induziram acgao
hipoglicemiante significativa durante pelo menos 10h, quando administradas oralmente, em
ratinhos diabéticos.

Os mesmos autores também demonstraram que NP's de QS-poli (y-acido glutdmico)
apresentam boa penetracdo cutdnea e maior expressao génica, quando comparadas com as
particulas apenas compostas por QS-DNA. Isto pode ser atribuido a uma maior densidade das
NP's possuindo poli (y-acido glutdmico), o que contribuiu para um impulso maior penetracao
na barreira da pele (Chen et al., 2009).

As NP's de QS também tem sido muito utilizadas na veiculagdo de farmacos
antineoplésicos insoluveis, e que ap6s administragdo IV, demonstraram possuir especificidade

para o tumor com uma duragdo superior a 24h (Chen et al.,2009).

V.2.6. Pululano
Este acucar, devido as caracteristicas ja referidas, tém vindo a ser explorado na
veiculagdo de farmacos antineoplasicos e genes (Jani, Khanda, & Prajapati, 2013).
Relativamente a veiculacdo de farmacos antineoplésicos, cientistas desenvolveram
bioconjugados pululano-DOX, que apresentaram um perfil de libertacdo de farmaco a pH 5,5
de 100% em ~40h. Efectuaram-se também estudos farmacocinéticos, em ratinhos Balb/c, de
modo a comparar a administragdo IV de DOX e pululano-DOX. Verificaram que 4h apos a

administracao, 40% da pululano-DOX estava na corrente sanguinea ¢ que 80% da DOX, ao
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fim de 30 minutos, ja tinha sido depurada. Nesta perspectiva o bioconjugado pululano-DOX
mostra-se bastante promissor para a veicula¢do passiva de farmacos (Jani et al., 2013).

Na veiculagdo de genes, produziram-se varios derivados do pululano através da
introducdo quimica de trietilenotetramina (Ti), acido dietilenetriamina penta acético (ADTP)
e espermina (Esp) juntamente com DNA plasmidico conjugado com Zn?'. Este tipo de
veiculagdo ¢ mais orientado para o figado, devido a afinidade do pululano (Jani et al., 2013).

Administraram estes derivados IV, observaram que o nivel de expressdo génica
aumentou significativamente nos hepatocitos, quando comparado com a administragdo do
DNA plasmidico livre. Observaram ainda que o derivado pululano-ADTP-DNA plasmidico
conjugado possuia uma afinidade aumentada para o figado, tendo a expressdo génica deste
conjugado durado 12 (doze) dias apos injec¢do. Concluiram assim, que conjugados de
pululano sd@o uma aposta promissora na veiculagdao de genes, bem como no prolongamento da

duragdo da expressao génica (Jani et al., 2013).
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VI. UTILIZACAO DE ACUCARES PARA REVESTIMENTO DE NANOPARTICULAS

A utilizagdo de agucares para a modificacdo da superficie quimica das NP's, ¢ um factor
crucial a ter em consideracao quanto a sua biodisponibilidade, uma vez que o organismo as
reconhece como corpos estranhos. Deste modo, para impedir que ocorra uma répida
clearance pelo sistema MPS, tem-se vindo a apostar em revestimentos para os sistemas de
veiculagdo de farmacos (Crucho & Barros, 2014).

Alguns actcares descritos utilizados para revestimento sao o AH, DEX, heparina, QS,

pectina e pululano (Mizrahy & Peer, 2012).

VI.1. Acido hialurénico

Ao ser observado que a capsula constituida por AH, dos streptococcus do grupo A, lhes
permite ndo serem visualizados pelo sistema imunitario, e ainda permanecerem durante um
maior periodo de tempo na circulagdo, Margalit e Peer (2004), aproveitaram essa
caracteristicas e desenvolveram lipossomas revestidos por HA para a entrega de Mitomicina,
um farmaco antineoplasico.

Recentemente, Hammond, Lee, Morton e Poon (2011) testaram o efeito estabilizante de
NP's montadas em camadas para aplicagdo em oncologia. Demonstraram que a estabilidade
in vivo aumentou com o aumento do nimero de camadas e que, a camada exterior de AH

provocou um aumento do tempo de circulacdo e baixa acumulagdo das NP's no figado.

Nanofilme montado
por camadas

Nucleo

Figura 24: NP's revestidas com dcido hialuronico.

A- Lipossoma revestido com AH ;B-NP's montadas por camadas e com
revestimento externo de AH.

Adaptado de Hammond, P, Lee, J., Morton, S., & Poon, Z. (2011)

VIL.2. Dextrano e heparina
Revestir as NP's com heparina tem como vantagem aumentar o seu tempo em
circulagdo. O polimero poli(metil metacrilato) (PMMA), modificado a partir da heparina,

quando utilizado no revestimento de NP's, permitiu-lhes permanecer em circulacdo por mais
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de 48 h. Por outro lado, as NP's ndo revestidas com PMMA demonstraram ficar apenas 3
minutos em circulagdo (Mizrahy & Peer, 2012).

Adicionalmente, estudos realizados in vitro demonstraram que revestir NP's com DEX
ou heparina atrasa a absor¢do pelos macrofagos, quando em comparacdo com NP's sem

revestimento (Mizrahy & Peer, 2012).

VI.3. Quitosano

O QS ¢ um agucar bastante apelativo na veiculagdo de farmacos as mucosas, devido a
sua natureza cationica, que lhe proporciona aderéncia, e devido a sua capacidade de abrir
tight junctions entre as células epiteliais (Alonso et al., 2001).

Quando utilizado para revestir lipossomas, com administragdo per os, Alonso et al.
(2001) verificaram que a insulina e a calcitonina possuiam a capacidade de diminuir
consideravelmente a glucose e o célcio, respectivamente, quando comparados com a
administracao dos lipossomas sem revestimento.

Relativamente aos beneficios estruturais do revestimento com QS, estes tornam-se mais

estaveis em fluido gastrico, do que sem revestimento (Alonso et al., 2001).

VIL.4. Pectina

A utilizacdo deste actcar para o revestimento de NP's, deve ser feita com alguma
precaugao, principalmente na administracao per os. Isto deve-se a pectina ser bastante solavel
em agua, e ao passar pelo estdmago e intestino, deixa de revestir com eficacia os fairmacos
contidos nas NP's (Karthikeyan & Kumar, 2013).

Deste modo, varios grupos de pesquisa t€ém vindo a procurar por derivados da pectina
menos soluveis na agua. Foram testados por Karthikeyan e Kumar (2013) 2 (dois) derivados
da pectina: o pectinato de célcio e a pectina amidada reticulada com célcio, 2 (dois) sais de
calcio ligado ndo covalentemente com as cadeias glucidicas da pectina. Verificaram que, para
0 primeiro, existe uma diminuicdo na solubilidade e estabilidade a pH baixos, o que
demonstra ser um forte candidato para a administragdo de farmacos per os. Relativamente ao
segundo, verificaram que retarda a libertagdo dos farmacos devido a sua biodegradabilidade,
maior tolerancia a variagdes de pH e flutuagdes nos niveis de célcio.

Num estudo realizado recentemente, ainda os mesmos autores, utilizaram a pectina
amidada para o revestimento de insulina, a ser administrada per os, em ratinhos diabéticos
induzidos pela estreptozotocina. Puderam verificar que a libertagdo de insulina ocorreu de
forma controlada e que a concentragdo de glucose no sangue dos ratinhos diminuiu

significativamente (Karthikeyan & Kumar, 2013).
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VL5. Pululano

Em 2010, um grupo de investigadores desenvolveu um método de revestimento de NP's
magnéticas, com acetato de pululano (AP), um polimero amfipatico do pululano. Estas NP's
foram desenvolvidas a pensar na terap€utica antineopldsica, aproveitando o conceito de
hipertermia, uma vez que as células tumorais sdo mais sensiveis ao calor do que as células
normais. Deste modo, a sua utilizacdo, associada ou ndo a quimio ou radioterapia, €
reconhecida como util no tratamento dos tumores malignos (Cai et al., 2010).

Estas NP’s, demonstraram ter um elevado teor de magnetismo e boa biocompatibilidade
com os tecidos tumorais. Adicionalmente, apresentam um grande sucesso na eficcia
terapéutica em células KB, a partir da hipertermia induzida por um campo magnético (Cai et

al., 2010).

VI.6. Sacarose
No presente ano, cientistas Portugueses, desenvolveram um novo polimero anfifilico
constituido por um nucleo hidrofébico de acido colico e um revestimento hidrofilico de uma

modificagao quimica de PEG e sacarose (Sac-PEG-Col) (Crucho & Barros, 2014).

OH
OH
HQo 2 OH
OH o 0
ST o~ Aol

o]

n= 45, SUC-PEGzooo-Chol
n = 90; Suc-PEG,ggo-Chol
Figura 25: Estrutura quimica da NPP Sac-PEG-Col.

Adaptado de Crucho, C., & Barros, M. (2014).

A utilizagao de acido coélico, um acido biliar e molécula anfifilica biocompativel e
biodegradavel, tem como principal objectivo possuir uma estrutura quimica apropriada para
transportar farmacos. A utilizacdo do PEG, polimero hidrofilico, ndo i6nico e biocompativel
aprovado pela FDA, tem como principal objectivo aumentar o seu tempo de permanéncia na
corrente sanguinea, pela diminuicao da probabilidade de serem opsonizadas. Ja a utilizagao
da sacarose tem como objectivo veicular e reduzir os efeitos secundarios associados aos
farmacos, devido a maior afinidade para as lectinas da superficie celular (Crucho & Barros,
2014).

Observaram assim, que as NP's Sac-PEG-Col s3o boas candidatas para as aplicagdes
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biomédicas, contudo ainda sdo necessarios estudos in vivo (Crucho & Barros, 2014).
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VIL. UTILIZACAO DE NANOPARTICULAS EM ONCOLOGIA

Para que a terapéutica oncoldgica produza o efeito desejado é necessario ter um
conhecimento abrangente acerca da fisiopatologia do cancro, descobrir novos farmacos
antineoplésicos e novas tecnologias biomédicas (Danhier et al., 2010).

Actualmente a terapéutica existente contra o cancro ¢ bastante invasiva, incluindo
administracdo inicial de quimioterapia, remog¢ao cirurgica do tumor (quando possivel)
seguida por mais quimioterapia e radioterapia. A aplicagdo tanto da quimioterapia e
radioterapia tem como objectivo matar as células tumorais, que sdo mais susceptiveis a estes
tratamentos, por terem um ritmo de crescimento bastante acelerado quando comparadas com
as restantes células do organismo (Blanchette & Brannon-Peppas, 2012).

A Nanotecnologia em oncologia interliga varias disciplinas como a biologia, quimica,
engenharia e medicina com o propdsito de conduzir a avangos no diagnostico e tratamento do
cancro aumentando o tempo de sobrevivéncia e a qualidade de vida dos doentes (Wang &
Thanou, 2010; Blanchette & Brannon-Peppas, 2012).

A utilizacdo de NP's ¢ bastante promissora para o transporte de farmacos
antineoplésicos, pretendendo-se uma distribuicdo mais selectiva dos farmacos, altamente
toxicos, reduzindo assim os efeitos secundarios. Ao serem utilizadas NP's na veiculacao de
farmacos espera-se que ocorra a acumulagdo do farmaco no tecido alvo (Wang & Thanou,
2010).

Os tumores sdo caracterizados por possuirem uma drenagem linfatica disfuncional que
ajuda as NP's a ficarem retidas por tempo suficiente para que ocorra a sua desintegragdo e
libertem o farmaco nas proximidades das células tumorais (Wang & Thanou, 2010).

O hexapéptido de arginina ¢ um exemplo de um péptido que foi encapsulado em NP's
derivadas do QS-DEX, para se conseguir uma libertacdo controlada, prolongando a sua
actividade bioldgica. O poli (acido lactico-co-glicolico) (PLGA), um co-polimero, ¢ bastante
utilizado no encapsulamento de fAirmacos antineoplasicos como € o caso do paclitaxel (PCT),
a 9-nitrocamptotecina, a cisplatina, entre outros.

Futuramente esperam-se fazer terapias individualizadas. Para tal, inicialmente procede-
se a identificagdo dos marcadores tumorais de cada paciente. Posteriormente formulam-se as
NP's usando os mesmos biomarcadores encontrados, € que vao transportar o farmaco
especifico para promover a destruicao da proteina do tumor em causa (Wang & Thanou,

2010).
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VIIL.1. Cancro da mama

O cancro da mama ¢ a forma de cancro com maior predominio entre as mulheres
contando com 458.000 (quatrocentos e cinquenta ¢ oito mil) mortes em todo o mundo. Este
tipo de cancro ¢ constituido por um agregado complexo de tecido com vasos sanguineos,
células do estroma, infiltragdes de células imunocompetentes e uma matriz extracelular
diferencial, que interagem umas com as outras formando um microambiente ideal ao
crescimento tumoral (Shalviri, 2012).

Esta massa heterogénea vai assim desenvolver-se e atingir um tamanho de
aproximadamente 2 (dois) mm?® até que ndo exista um aporte de nutrientes e oxigénio
suficiente para alimentar o tumor. Tumores com tamanho superior a 2 (dois) mm? estdo
dependentes do processo angiogénico (Shalviri, 2012).

A quimioterapia ndo esta restrita somente as células cancerigenas e o seu uso vai
promover efeitos toxicos também nas células normais. Alguns dos efeitos secundarios
provocados pela utilizacdo de farmacos citotéxicos sdo nauseas, vomitos, alopécia e
mielossupressao (Shalviri, 2012).

Elevadas doses de quimioterapia estdo geralmente associadas a uma maior eficacia
terap€utica, contudo estdo também associados a elevados niveis de toxicidade aguda e
cronica. Para contornar esta problematica deve-se impedir a exposicdo dos farmacos as
células saudaveis e a0 mesmo tempo aumentar a sua concentragdo nas células tumorais. Esta
racionalizacao esta na base para o uso de NP's na veiculagdo de farmacos antineoplésicos

directamente ao tumor, poupando os tecidos saudéaveis (“Benefits, n.d.”).

Comparativamente a quimioterapia convencional, a utilizagdo de NP's tem como
vantagens:
* Proteger os farmacos de serem degradados antes de chegarem ao local de ac¢ao;
* Aumentar a absor¢ao dos farmacos nas células tumorais;
*  Melhorar o tempo de distribuicdo dos farmacos nos tecidos;
* Impedir interacdes entre farmacos e células saudaveis, evitando assim efeitos

secundarios excessivos (“Benefits, n.d.”).

VIIL.2. Terapéutica disponivel

A utilizacdo de quimioterapia pode ocorrer em 3 (trés) situacdes distintas: Antes de se
proceder a cirurgia, apds cirurgia ou em situagdes avancadas de cancro da mama
(““Chemotherapy”, 2014).

A administragdo antes da remocdo cirurgica, também denominada de quimioterapia
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neoadjuvante, tem como principal objectivo diminuir significativamente tumores de maiores
dimensdes de modo a que se possa recorrer a sua remog¢ao, € quando se proceder & mesma, a
cirurgia seja menos extensa. Uma outra vantagem a ter em consideragdo ¢ a resposta tumoral
a quimioterapia neoadjuvante. Se o tumor nao responder aos farmacos usados nesta fase
inicial, tem de se modificar a terapéutica (“Chemotherapy”, 2014).

A administracdo apds cirurgia, também denominada de terapia adjuvante, tem como
principal objectivo destruir as células tumorais que nao foram possiveis de eliminar durante a
extracdo tumoral. A terapéutica adjuvante reduz o risco de uma nova recidiva, e permite
eliminar células tumorais da mama que possam ter ido depositar-se noutros o6rgaos, através da
corrente sanguinea (“Chemotherapy”, 2014).

Por ultimo, a quimioterapia pode também ser administrada no cancro da mama
avangado, quando o cancro se espalhou para fora da mama e axilas, quer quando ¢

diagnosticada quer ap6s os tratamentos iniciais (“Chemotherapy”, 2014).

A tabela 5 apresenta os farmacos mais utilizados em quimioterapia no cancro da mama,
contudo, destes, os mais utilizados sdo a DOX, epirrubicina, PCT e docetaxel

(“Chemotherapy medicines”,2014).

Tabela 5: Farmacos mais utilizados em quimioterapia no cancro da mama.

Adaptado de “Chemotherapy medicines”,2014.

s .. Citotoxicos
Inibidores da Citotoxicos que Hormonas

. . que se .
Topoisomerase interferem com e anti-
ITell a tubulina ST hormonas

' DNA
Alcaldides da  Daunorrubicina

vinca: Vincristina Doxorrubicina

Agentes Agentes

Alquilantes antimetabolitos

Metotrexato
Ciclofosfamida 5-Fluoracilo

Carboplatina ~ Gemcitabina B ) Eplrrublcma -
Capecitabina Paclitaxel Mitoxantrona
Docetaxel Mitomicina

Algumas das combinag¢des mais utilizadas em quimioterapia no cancro mama inicial sdo:
¢ Ciclofosfamida + doxorrubicina + 5-fluoracilo;
* Docetaxel + doxorrubicina + ciclofosfamida;
* Doxorrubicina + ciclofosfamida + paclitaxel/docetaxel;
* 5-Fluoracilo + epirrubicina + ciclofosfamida seguido de docetacel + paclitaxel
* Docetaxel + ciclofosfamida

(“Chemotherapy medicines”,2014)
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VIL.3. NP's disponiveis no mercado

No inicio do ano 2005 foi comercializada primeira formulagdo Farmacéutica contendo
NP's, o Abraxane® . E uma forma de veiculagio passiva que consiste em NP's de albumina
sérica humana contendo PCT e ¢ utilizado no cancro da mama metastizado (Kreuter, 2007).

O Nanoxel® ¢ uma forma de veiculagéo passiva do PCT, utilizado no cancro da mama

avangado, e encontra-se em fase I dos ensaios clinicos (Danhier et al., 2010).

VIL4. NP's em estudo

Dev et al. (2010) realizou estudos in vitro, com NP's de carboximetilquitina (CMQ) e
introduziu no seu interior o farmaco 5-fluoracilo. Observaram que estas NP's possuiam
libertagdo prolongada do farmaco quando expostas a um pH de 6,8. Relativamente a
toxicidade do farmaco, observaram um direccionamento acentuado para as células KB, e que
com o aumento do nivel inicial de farmaco introduzido nas NP's, aumentava a também a
toxicidade. Concluiram assim que este sistema de NP's ¢ bastante promissor na veiculagdo de
farmacos antineoplasicos.

Os autores Choi et al. (2010) numa primeira instancia desenvolveram quitosano glicois
hidrofobicamente modificados (QGHM's) que formassem NP's quando em contacto com o
meio aquoso. Estas estruturas apresentam-se como promissoras para a veiculacdo de
farmacos por serem biocompativeis in vivo e por terem a capacidade de se acumularem no
tecido tumoral, passivamente, devido ao efeito EPR. Posteriormente introduziram no seu
interior o farmaco PCT e concluiram que a sua libertagdo ocorre lentamente, a toxicidade
PCT-QGHM ¢ baixa e possui um efeito antineoplasico de eficacia razoavél.

Ainda relativamente ao PCT, Bilensoy, Dogan, Gilirkaynak, e Hincal (2008)
introduziram-no em NP's formadas a partir de -CD's anfifilicas com o objectivo de testar a
sua seguranga e eficdcia. Estas estruturas sdo derivados quimicos das a-, - e y-CD's naturais
como resultado de substitui¢des nas cadeias alifaticas das diferentes estruturas. No final do
estudo os autores concluiram que as NP's s3o um sistema capaz de solubilizar o PCT, pouco
solivel em agua, e tornando possivel a sua administragdo via IV. A sua administracdo nestas
condi¢des diminui bastante a citotoxicidade e a hemolise e promove ainda uma maior
estabilidade fisica do farmaco.

Bochot et al. (2005), utilizaram também estruturas 3-CD's anfifilicas para a veiculagdo
de citrato de tamoxifeno, com o objectivo de demonstrar se ¢ um sistema eficaz no combate
as linhas de células MCF-7 do cancro da mama. Preferiram a utilizagdo de citrato de
tamoxifeno ao proprio tamoxifeno devido a sua maior eficacia. Com este estudo concluiram

que o citrato de tamoxifeno no interior destas NP's possui um perfil de libertacdo de
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aproximadamente 6h e uma citotoxicidade significativa contra as células MCF-7. Pode assim
considerar-se uma boa alternativa na veicula¢do de farmacos antineoplasicos.

Recentemente, Huang et al. (2013) desenvolveram um polimero biodegradavel em
forma de estrela com o intuito de produzir uma nova nanoformulagdo para a veiculagao de
quimioterapia ao cancro da mama. Esta NP's denominada por M-PLGA-TPGS possui no seu

cerne o agiicar manitol.

%
’J\

Figura 26: Estrutura quimica do polimero biodegradavel em forma de
estrela M-PLGA-TPGS.

Adaptado de Huang, L., Liu, T, Mei, L., Ouyang, C., Tao, W., Wang, Z., ...
Zeng, X. (2013).

Este novo polimero em forma de estrela tem véarias ramificagdes que se estendem desde
o seu centro, fornecendo a estas NP's uma maior capacidade de carregamento de farmaco e
uma melhor eficiéncia na encapsulagdo deste (Huang et al., 2013).

Posteriormente a produgdo do polimero, produziram NP's através de uma modificagao
ao método de nanoprecipita¢do, carregadas com o farmaco docetaxel, bastante utilizado no
tratamento de tumores solidos, especialmente cancro da mama e cancro do ovario (Huang et

al., 2013).
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Figura 27: Esquematizagdo do método de preparacdo das NP's M-PLGA-TPGS.
Adaptado de Huang, L., Liu, T, Mei, L., Ouyang, C., Tao, W.,, Wang, Z., ... Zeng, X. (2013).

Os autores demonstraram, in vitro, que estas NP's conseguem atingir o interior das
células MCF-7 e ter um efeito antineopldsico bastante eficiente. Concluiram assim que este
polimero M-PLGA-TPGS possui potencial para a veiculacdo de farmacos, e que pode ser

aplicado no desenvolvimento de novas nanoformulacdes para a terapéutica do cancro da

mama (Huang et al., 2013).
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VIIL. UTILIZACAO DE NANOPARTICULAS NO HIV

Desde que foi identificado o agente causador do Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida, também designado por AIDS/SIDA, em 1983, tém-se adquirido novos
conhecimentos extremamente valiosos para o desenvolvimento de estratégias preventivas e
das terapéuticas actualmente existentes. Para que se continuem a desenvolver novos farmacos
e novas medidas preventivas € necessario, acima de tudo, ter-se um vasto conhecimento do
virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV/VIH) bem como dos seus processos de transmissao

(Amiji, Bahia, Neves, & Sarmento, 2010).

VIIIL.1. O virus do HIV

O virus do HIV, ¢ classificado como pertencendo a familia Retroviridae, subfamilia
Lentivirinae e género Lentivirus. O seu genoma ¢ constituido por uma cadeia simples de
RNA de 9,7 kb (Hoy, Lewin, & Street, 2009).

Se decorrer muito tempo desde o doente ter sido infectado e o inicio do tratamento
adquado, o virus vai danificar o seu sistema imunitario. Como consequéncia da falta de
terapéutica antiretroviral (ARV), os linfocitos CD4" atingem um nivel muito baixo,
resultando na denominada AIDS/SIDA. Deste modo, se a pessoa infectada for afectada por
microorganismos inofensivos (virus, bactérias ou fungos), vai apresentar manifestagoes
clinicas exacerbadas, que seriam irrelevantes caso o sistema imunitdrio possuisse um normal
funcionamento (Dimmock, Easton, & Leppard, 2007).

Segundo dados recolhidos pela OMS (2012), existem no mundo aproximadamente 35.3
milhdes de pessoas com HIV/AIDS, e 1.6 milhdes de pessoas morreram com esta doenga no
mesmo ano. Ainda em 2012, Portugal conta com 6.6 mil pessoas a morrer de HIV/AIDS
(“HIV/AIDS”, 2014).

Existem 2 (dois) tipos de HIV, que foram descobertos: O HIV-1 e o HIV-2. Os 2 (dois)
estdo intimamente ligados e diferem, essencialmente, na sua origem geografica e em alguns
genes. O HIV-1 foi transmitido aos seres humanos a partir do chipanzé Pan troglodytes,
portador do virus da imunodeficiéncia simia (VIS). Por outro lado, o HIV-2 ¢ apenas idéntico
geneticamente 40% com o HIV-1, estd mais relacionado com o VIS e ¢ menos virulento que

o HIV-1 (Gupta & Jain, 2010).

VIIL.2. Transmissao
O HIV pode propagar-se através de transmissdo horizontal, vertical e por sangue

infectado (Dimmock et al., 2007).
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A transmissdo horizontal ocorre através de contacto sexual desprotegido com um
parceiro infectado. Pode ocorrer propagacdo através de actividade heterossexual ou
homossexual (Dimmock et al., 2007).

A transmissao vertical ocorre através da passagem do virus de maes HIV-positivas para
os filhos durante o periodo de gravidez, parto e amamentacao (Dimmock et al., 2007).

Por ultimo, a transmissdo por sangue infectado ocorre através da partilha de seringas
contaminadas durante o uso de drogas injectaveis, picadas acidentais praticadas pelos
profissionais de satude, transfusdes sanguineas e injec¢des médicas com equipamento nao

esterilizado (Dimmock et al., 2007).

VIIL.3. Terapéutica disponivel

Desde a introdug¢do da zidovudina em 1987, a terapéutica ARV evolui
consideravelmente, e conta-se de momento com pelo menos 20 (vinte) fArmacos para utilizar
em regimes de combinacao (Hoy et al., 2009).

Estao disponiveis até ao momento 7 (sete) classes de fArmacos: Inibidores Nucleosideos
da Transcriptase Reversa (NsRTI), Inibidores Nucleotideos da Transcriptase Reversa
(NtRTI), Inibidores ndo Nucleosideos da Transcriptase Reversa (NNRTI), Inibidores da
protease (IP), Inibidores de entrada, Inibidores de fusdo e Inibidores da integrase (Anand,
Krishnan, Ramana, & Sethuraman, 2014).

A terapéutica ARV nao ¢ eficaz no controlo da infeccdo e da progressao da doenca,
devido ao desenvolvimento de estirpes resistentes do virus. Deste modo, utilizam-se cocktails
com no minimo 3 (trés) farmacos, conhecido como Terapéutica Antiretroviral altamente
activa (TARVAA) (Mallipeddi & Rohan, 2010).

Todavia, a TARVAA nao ¢ uma solucdo definitiva para a doenca do HIV. A gestao da
doenca ¢ bastante complexa e inclui questdes como o desenvolvimento de estirpes resistentes
do virus, locais onde a veiculagdo de farmacos ¢ inacessivel pelos métodos existentes,
reducdo da adesdo dos doentes pelo aumento de efeitos secundario e toxicidade, elevados

custos, entre outros (Mallipeddi & Rohan, 2010).
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Tabela 6. Categorias de ARV disponiveis.
Adaptado de Anand, A., Krishnan, U., Ramana, L., & Sethuraman, S. (2014).

Inib. Inib. Inib.

NSRTL NeRT NNRTE Entrada Fusdo Integrase

Zidovudina Tenofovir Nevirapina Saquinavir Maraviroc Efuvirtide Raltegravir

Didanosina Efavirenz  Indinavir Dolutegravir
Estavudina Etravirina  Ritonavir
Lamivudina Rilpivirina  Nelfinavir
Emtricitabina Atazanavir
Abacavir Tipranavir
Darunavir

VIIL.4. NP's em estudo

A utilizagdo de NP's na veiculag@o da terapéutica ARV vai ter como vantagem permitir
que os farmacos alcancem locais em que a distribui¢do ¢ normalmente reduzida, quando nao
direccionados. Deste modo, vao ocorrer alteragdes na farmacocinética dos farmacos ARV que
vao possibilitar o aumento de eficicia e reducdo da toxicidade tanto na prevencdo como no
tratamento da infeccdo (Mallipeddi & Rohan, 2010).

A utilizag¢do de varios tipos de CD's para aumentar a solubilidade de ARV hidrofobicos
como o efavirenz, tem vindo a ser estudada. Num desses estudos, a juncao entre a
hidroxipropil-B-CD e o efavirenz demonstrou que o perfil de dissolu¢do do farmaco, in vitro,
era superior quando comparada com o farmaco isolado (Mallipeddi & Rohan, 2010).

Num outro estudo, foi testada a biodisponibilidade do saquinavir utilizando
hidroxibutenil-B-CD. Este estudo foi realizado em ratos Wistar-Hannover, e verificou-se que
os complexos formados apresentavam uma solubilidade e biodisponibilidade oral, in vivo, 9
(nove) vezes superior quando comparada com o mesilato de saquinavir (Mallipeddi & Rohan,
2010).

Os autores Dev et al., 2010 citado por Jayakumar et al., 2010 realizaram preparacoes de
NP's de acido poli-1-lactico/QS (APL/QS) e posteriormente introduziram no seu interior o
ARV lamivudina. Observaram que a taxa de libertagdo do farmaco era mais baixa em pH
acido quando em comparagdo com o pH alcalino. Pensa-se que tal acontece devido as
repulsdes que ocorrem entre os ides H' presentes no TGI e os grupos catidonicos das NP's.
Concluiram assim que este complexo ¢ bastante promissor na entrega controlada de
farmacos, tanto a nivel ARV como oncoldgico (Jayakumar, Menon, Manzoor, Nair, &

Tamura, 2010).

O facto de o envelope do HIV ser um forte mecanismo de defesa para que o virus invada

o sistema imunoldgico do hospedeiro, tem-se apresentado como uma barreira ao
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desenvolvimento de uma vacina eficaz. Contudo, a identificagdo de anticorpos (Ac) glicano
dependentes como 2G12, PGY, PG16, PGT121-123, PGT125-128 e¢ PGTI13 tém sido
utilizados no design imunologico e podem considerar-se bons alvos a ter em consideracao na
producao de vacinas (Wang, 2013).

Deste modo, Wang (2013) descreveu os recentes avangos na sintese de glicidos
antigénicos no design de uma vacina eficaz para o HIV. Conseguiram-se fazer avangos
significativos na sintese de aglicares com uma estrutura base de modo a mimetizar o epitopo
2G12. Contudo, apesar de todos os esforcos ainda nao se conseguiram obter Ac
neutralizantes do HIV. Este facto leva os cientistas a, futuramente, focarem a sua atencao
numa melhor caracterizacdo dos epitopos neutralizantes do HIV, em abordagens inovadoras
para design imunogénico e na exploracdo de novos protocolos de imunizagdo para testar

vacinas candidatas (Wang, 2013).
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Figura 28: Exemplos de estruturas de agucares sintéticos para o design da vacina
do HIV.

Adaptado de Wang, L.-X. (2013).
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IX. UTILIZACAO DE NANOPARTICULAS NA DIABETES MELLITUS

A DM foi considerada uma pandemia mundial no ano 2000, contando com cerca de 160
(cento e sessenta) milhdes de pessoas a sofrer com a doenga, e prevé-se que no ano 2030 o
nimero de pessoas aumente para 370 (trezentos e setenta) milhdes (Karthikeyan & Kumar,
2013).

Relativamente a Portugal, segundo dados da OMS, no ano 2000 existiam 662 (seiscentos
e sessenta e duas) mil pessoas com a doenga, com perspectivas de que no ano 2030 ocorra um

aumento para as 882 (oitocentas e oitenta e duas) mil pessoas (“Country and regional”,2014).

IX.1. Tipos e etiologia da diabetes

A DM caracteriza-se pela incapacidade do organismo em regular os niveis de glucose no
sangue com a insulina produzida, devido a diminui¢do da secre¢do da hormona por parte dos
ilhéus pancreaticos de Langerhans. Como consequéncia, a glucose no sangue estard
aumentada, podendo também designar-se por hiperglicémia (Hosseinkhani, Pathak, &
Subramani, 2012).

Existem 3 (trés) tipos de DM: O tipo 1 ou diabetes mellitus insulina dependente
(DMID), o tipo 2 ou diabetes mellitus ndo insulina dependente (DMNID) e a diabetes
gestacional.

A DMID, ¢ a forma de diabetes que mais comummente aparece na infancia tardia, por
volta dos 8-12 (oito-doze) anos, ndo excluindo a hipotese de aparecer em qualquer outra
idade. Caracteriza-se pela auséncia total de insulina no organismo, devido a perda de células
B do pancreas, provocada por reac¢des auto-imunes contra a insulina (Karthikeyan & Kumar,
2013).

A DMNID, ¢ a forma de diabetes mais prevalente em individuos adultos, e quem a
apresenta ¢ normalmente obeso. Caracteriza-se pela resisténcia a insulina nos tecidos
periféricos, ou seja, a insulina ¢ normalmente produzida, mas ndo ¢ passivel de exercer o seu
efeito por questdes relacionadas com os receptores da insulina nas membranas celulares
(Hosseinkhani et al., 2012; Karthikeyan & Kumar, 2013).

A diabetes gestacional aparece durante o periodo de gestagdo em mulheres sem diabetes
diagnosticado anteriormente. Acredita-se que as hormonas produzidas durante a gravidez
reduzem a sensibilidade a insulina, levando assim a elevados niveis de glucose no sangue

(Hosseinkhani et al., 2012).
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IX.2. Terapéutica disponivel
IX.2.1. Insulinas

A insulina ¢ uma hormona polipeptidica, naturalmente secretada pelas células B das
ilhotas de Langerhans do pancreas. Tem a capacidade de diminuir a concentragdao de glucose
no sangue, e ainda regular a capacidade metabolica das gorduras e dos aminoacidos. E
utilizada em todos os doentes com DMID, e em alguns dos doentes com DMNID.
Geralmente administra-se pela via SC e em casos de urgéncias diabéticas utiliza-se a via [V
(Ferro, Lewis, Mant, & Ritter, 2008).

Existem 4 (quatro) tipos de insulina: Insulina de accdo rapida, regular ou de curta

duragdo, ac¢do intermédia e de accao lenta (“Insulin basics”,2014).

Tabela 7: Tipos de insulinas existentes e as suas caracteristicas apos administragdo.

Adaptado de World Health Organization. (2014b).

Acgdo rapida Regular  Accgdo intermédia Acgdo lenta

Inicio accdo 15 min 30 min 2-4h
Pico 1h 2-3h 4-12h
Duracdo accio 2-4h 3-6h 12-18h 24h
Glulisina (Apidra) : Isofanica/NPH : .
. Humulin R ) Detemir (Levemir)
Exemplos Lispro (Humalog) Novolin R (Humulin N, Glareina (Lantu
Aspartico (NovoLog) Novolin N) gina (Lantus)

[X.2.2. Antidiabéticos orais

Esta classe de farmacos ¢ apenas utilizada no tratamente da DMNID do adulto, caso ndo
se verifique a presenca de cetoacidose. Neste tipo de doentes o importante € controlar os
niveis de glicémia no sangue. A grande maioria de diabéticos nesta condi¢do e que sdo
obesos, podem ser tratados através de uma dieta equilibrada juntamente com a pratica de
exercicio fisico e/ou administracdo de antidiabéticos orais (ADO). Por outro lado, os
diabéticos que ndo sejam obesos, a dieta é o suficiente para controlar a diabetes
(INFARMED, 2012).

Dos farmacos para a DMNID disponiveis, a sua selec¢cdo ¢ sempre feita tendo em conta

o tipo de situagdo clinica de cada doente INFARMED, 2012).
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Tabela 8: Exemplos de farmacos utilizados no tratamento da DMNID.
Adaptado de INFARMED. (2012).

Secretagogos Inibidores da absorgdo Sensibilizadores Gliptinas
Sulfunilureias Inibidores da a-glucosidase Biguanidas Sitagliptina
Glipizida (Minidiab); ~ Acarbose (Glucobay) Metformina (Januvia);
Glimepirida (Glucophage, Risidon). Vildagliptina
(Amaryl); (Galvus);
Glibenclamida Glitazonas Saxagliptina
(Daonil); Pioglitazona (Actos). (Onglyza).
Gliclazida
(Diamicron).
Meglitinidas

Nateglinida (Starlix).

IX.3. NP's em estudo para veiculagdo de insulina

Apesar da administragao de insulina, diariamente, pela via SC ser amplamente aceite por
grande parte dos doentes diabéticos, para outros ¢ uma pratica que tem graves problemas de
adesdo. Estes problemas prendem-se a questdes relacionadas com fobia a agulhas, dor apds
injeccdo, reagdes alérgicas, ganho de peso, entre outras (Kundu, Mukhopadhyay, Mishra, &
Rana, 2012).

Existe, portanto, a necessidade de encontrar alternativas para a veiculacdo de insulina a
corrente sanguinea através de métodos ndo invasivos. Este ¢ um processo, a partida
inalcancavel uma vez que, por se tratar de um fairmaco proteico, tem de atravessar multiplas
barreiras fisicas (ma absor¢do) e quimicas (inactivagdo pelo pH e degradacdo enzimatica
tanto a nivel gastrico como intestinal) e, eventualmente, acabaria por ndo exercer o efeito

terapéutico pretendido (Kundu et al., 2012).
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Figura 29: Estrutura quimica da insulina.

Adaptado de Sharma, C., & Sonia, T. (2012).
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A comunidade cientifica testou outras vias para a administracdo da insulina, como a
ocular, vaginal, nasal, entre outras, no sentido de se tentar ultrapassar esta grande
problematica. Relativamente a via ocular deram grande enfoque a toxicidade. Para a via
vaginal e rectal, observaram que as taxas de absor¢do e biodisponibilidade sdo bastante
reduzidas, devido a espessura das camadas da mucosa. A administragdo nasal foi também
estudada por ser associada a uma boa absor¢do, bem vascularizada e de facil acesso.
Contudo, devido a elevada actividade mucociliar, reduz grandemente a actividade da insulina,
levando a resultados de baixa biodisponibilidade (Kundu et al., 2012).

Tomando todos estes factores em consideracdo, numa situagdo ideal, por ser o0 método
mais pratico e vidvel, apresentar maior aderéncia, e ainda mimetizar o destino fisioldgico da
insulina no organismo, esta deveria ser administrada per os (Chalasani, Diwan, Jain, Jain, &
Russell-Jones, 2007; Kundu et al., 2012).

Segundo Sharma e Sonia (2011) os sistemas de veiculacdo da insulina, idealmente,
devem apresentar como caracteristicas:

* Serem resistentes contra as enzimas do TGI e as diferencas de pH;

* Proporcionarem um ambiente seguro, que mantenha a insulina biologicamente
activa apds encapsulacdo nos agucares, € que preservem a sua actividade biologica
e fisiologica durante o processo de veiculagao e de libertagao;

* Aumentem a permeabilidade da insulina na membrana intestinal;

* Ao ser absorvida pela camada de células epiteliais, a insulina libertada deve
interagir com os receptores da superficie celular ou seguir outros possiveis
caminhos desde que o farmaco permanega intacto € o seu tamanho continue
abaixo de um certo limite;

* Prolonguem a sua permanéncia do intestino de modo a aumentar a absor¢do da
insulina;

* Entreguem a insulina de forma suficientemente rapida, de modo a controlar os
niveis de glucose no sangue. Este método deve processar-se sempre com a mesma
eficiéncia e rapidez de cada vez que a insulina for veiculada;

* Serem seguros ap6s cada administracao.
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Figura 30: Possiveis obstdculos a absor¢do oral da insulina.

Adaptado de Kundu, P, Mukhopadhyay, P., Mishra, R., & Rana, D. (2012).

Ao longo das tltimas décadas tém vindo a reunir-se esforcos a nivel da investigacdo, no
sentido de desenvolver formulagdes orais utilizando varias abordagens de libertacdo de
farmacos. Contudo, até agora, as melhorias observadas ndo foram suficientemente boas para
se proceder ao desenvolvimento de um produto vidvel para comercializagdo (Chalasani et al.,
2007).

A utilizacdo de agucares como o QS, o sulfato de DEX e as CD's tém sido amplamente
estudadas na veiculagdo de insulina pela via oral. Também ja foi utilizado o QS na veiculagao

de insulina pela via inalatéria (Hosseinkhani et al., 2012).

IX.3.1. NP's de dextrano

Surgiu, em 2007, a possibilidade de aproveitar processos naturais de absorcao intestinal,
como ¢ o caso do transporte da vitamina B12 (VB12), para a veiculacdo oral de péptidos e
proteinas, quando devidamente acoplados por sistemas apropriados de NP's (Chalasani et al.,
2007).

Chalasani et al. (2007) com base nessa possibilidade, testaram laboratorialmente o
sistema NP-VB12-insulina, recorrendo ao agucar DEX, com o objectivo de testar a eficacia
deste tipo de sistema na administragcdo de insulina per os.

Observaram a existéncia de efeito antidiabético, com reducdo da glucose no sangue de
70-75% e um prolongamento da ac¢do por 54h, em ratinhos diabéticos STZ.

\

Comparativamente a insulina administrada pela via SC, este sistema demonstrou ter uma
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capacidade antidiabética de apenas 29,4% (Chalasani et al., 2007).
Concluiram, deste modo, que o sistema NP-VBI12-insulina ¢ um possivel sistema de

veiculagdo para o tratamento da DMNID (Chalasani et al., 2007).

[X.4.2. NP's de quitosano e seus derivados

Sendo o epitélio intestinal um obstaculo a absor¢do de macromoléculas hidrofobicas,
como ja referido, o transporte paracelular tem sido estudado como alternativa. Contudo, este
tipo de transporte € bastante restrito devido a presenca de tight junctions, sendo necessario as
NP's apresentarem um revestimento de modo a tornar a superficie carregada positivamente ou
simplesmente utilizar-se NP's de QS. Esta caracteristica permite abrir as tight junctions entre
as células Caco-2 e aumentar a permeabilidade paracelular (Chang et al., 2007).

Posto isto, Chang et al. (2007) desenvolveram NP's compostas por QS e poli(y-acido
glutdmico) para veiculagdo de insulina per os, e testaram-nas em ratinhos diabéticos. Do seu
estudo concluiram que estas NP's conseguem reduzir os niveis de glucose no sangue e que

esta reducdo se encontra dependente da dose de insulina inserida nas NP's.
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Figura 31: Diagrama dos possiveis mecanismos que as NP's de QS podem
promover a absor¢do de insulina.

Adaptado de Kundu, P, Mukhopadhyay, P., Mishra, R., & Rana, D. (2012).

Para além do QS, foram também sintetizados e avaliados seus derivados como o
quitosano trimetilado (QTM) e QS conjugado com B-CD's, quanto ao seu potencial para
veiculacdo da insulina per os, tendo estes demonstrado possuirem uma eficacia superior a do

QS nao modificado (Bernkop-Schniirch, Takeuchi, & Werle, 2009).
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[X.4.4. NP's de CD's e seus derivados

As CD's e os seus derivados tém também sido alvos de grande interesse para a
administracdo de insulina per os. O complexo CD's-insulina possui varias vantagens como
estabilidade da insulina contra a agregagdo, desnaturacdo e degradacao térmica, aumento da
absorcdo da insulina através das barreiras biologicas, entre outros. Contudo, a utilizagdo
destas CD's sem modifica¢des, limita bastante as suas aplicagdes farmacéuticas, no sentido de
exibir citotoxicidade e baixa solubilidade na dgua (Sharma & Sonia, 2012).

Guo, Huang, Li e Xin (2009) prepararam um complexo de polimeros de B-CD's
catidnicos-insulina (CPBCD's-insulina), que depois encapsularam em NP's de alginato-QS.
Demonstraram com que este sistema tem a capacidade de proteger a insulina contra as
condi¢des gastricas e ter uma boa capacidade de libertagdo da insulina quando chegam ao

intestino

Figura 32: Complexo de CPSCD's-insulina.
Adaptado de Guo, Y., Huang, L., Li, J., & Xin, J. (2009).

Num outro estudo, Zhang et al., 2010, citado por Chen, Chen, Sonaje e Sung, 2011,
produziram NP's de BCD's conjugadas com QS para proteger a insulina da degradagdo
gastrica. Observaram que este sistema tem a capacidade de proteger o farmaco quando
simulado o ambiente gastrico laboratorialmente, ndo tendo testado esta possibilidade em

modelos animais

Para além dos exemplos descritos, a tabela 9 apresenta mais alguns exemplos de outros

estudos efectuados para a veiculagdo de insulina per os.
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Tabela 9: Exemplos de estudos feitos com NP's de agucares para a veiculagdo de insulina per os.

Adaptado de Sharma, C., & Sonia, T. (2012).

Polimero Modelo animal Observacoes
Alginato reticulado com sulfato de
dextrano polaxamero revestido
com Albumina

Ratos Wistar Diabéticos

(machos) Efeito hipoglicemiante por 24h

Resposta dose-dependente com

Nucleo de Alginato-Sulfato de  Ratos Wistar Diabéticos duracdio de 24h, Efeito maximo

DEX revestido por QS-PEG (machos) 4s 16h apés administragio

: Ratos Wistar Diabéticos e L

Alginato-DEX-QS (machos) Efeito hipoglicemiante por 18h

Ratos Wistar Diabéticos Efeito hipoglicemiante por mais
Sulfato DEX-QS (fémeas) de 24h
Ratos Wistar Diabéticos o .

QS (machos) Efeito hipoglicemiante por 15h

QS trimetiltiolado Ratos ~Sprqng1}§-Dawley Efeltoihlp(?ghcemlante
nao diabéticos consideravel por 8h

Efeito hipoglicemiante
Ratos Wistar Diabéticos dependente da composi¢ao do
(machos) copolimero 2-10h apds
administracao

QS-acido poliglutdmico

Ratos Sprangue-Dawley
nao diabéticos
Ratos Wistar Diabéticos Reducdo dos niveis de glucose
(machos) por 6h ap6s administracao

QS-polimetilmetacrilato

Laurilsucinilquitosano

IX.5. NP's em estudo para a veiculagdo de ADO

Almurshedi e Barakat (2011) produziram microparticulas de QS contendo Gliclazida
(Gli), um antidiabético oral da classe das sulfunilureias, através de ligacdes cruzadas i6nicas
com TPF. Posteriormente testaram estas microparticulas in vitro € in vivo. Observaram a
existéncia de actividade antidiabética em modelos de coelhos diabéticos, que durou ~18h, em
compara¢do com o efeito dos comprimidos de Gli comerciais que apresentam apenas um
efeito hipoglicemiante maximo ap6s 4h da toma.

Concluiram, deste modo, que as microparticulas de QS-Gli s3o promissoras na
libertagao controlada de Gli (Almurshedi & Barakat, 2011).

Ainda relacionado com o farmaco Gli, e fora do ambito da utilizagdo de agucares em
NP's, Devarajan e Sonavane (2007) produziram NP's utilizando Eudragit (L100 e RS),
polimeros bastante utilizados em revestimento entérico e na preparacdo de formas
farmacéuticas de libertacdo controlada per os. Observaram, in vitro, que ambos os polimeros
produziram libertagdo satisfatoria da Gli e se mantiveram estaveis por 6 (seis) meses. Quanto
a estudos in vivo, efectuados em ratinhos diabéticos, observaram actividade antidiabética

superior quando comparada com a Gli individualizada, para além de aumento de
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biodisponibilidade.

Concluiram assim que, a utilizagdo destes polimeros pode reduzir a toma regular de
doses pelos doentes diabéticos, diminuir os efeitos secundarios ¢ melhorar a adesdo a
terapéutica (Devarajan & Sonavane, 2007).

Ainda fora do ambito da utilizacdo de agucares em NP's, foram estudadas NP's de
polimetilmetacrilato (PMMA), PLGA e poli (acido lactico-co-glicolico) peguilado (mPEG-
PLGA) para a veiculagdo de repaglinida (RPG), um antidiabético oral analogo das
meglitinidas, que possui um tempo de semi-vida curto (2-6h). Posto isto, os cientistas
acharam pertinente desenvolver sistemas que aumentassem a eficidcia e que controlem a
longo prazo a DMNID, utilizando a titulo de exemplo a RPG. Posteriormente testaram as
NP's, in vitro e in vivo. Observaram que as NP's de PLGA e mPEG-PLGA eram capazes de
controlar a DMNID por 24h e uma semana, respectivamente. Relativamente as NP's de
PMMA, obtiveram resultados de toxicologicos e de libertacdo do fArmaco satisfatorios (Jain
& Saraf, 2009; Dhana Lekshmi, Poovi, Kishore, & Reddy, 2010).

Concluiram, deste modo, que estes sistemas de NP's, futuramente, seriam vantajosos na
medida em que permitiriam uma libertacdo prolongada de farmacos, e assim reduzir a

frequéncia das doses administradas e melhorar a adesdo por parte dos doentes (Jain & Saraf,

2009; Dhana Lekshmi et al., 2010).
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No ambito da veiculagdao de farmacos, as NP's, mais concretamente as NPP's, tém vindo
cada vez mais a despertar o interesse dos cientistas nas ultimas décadas (Crucho & Barros,
2014).

Todo o conhecimento que a comunidade cientifica detém até hoje, acerca destes
sistemas, deve-se sobretudo aos trabalhos de pesquisa feitos laboratorialmente. Ainda assim,
ndo se percebeu plenamente como o corpo humano responde quando em contacto com estas
NP's, sabendo que, se existir uma acumulacdo excessiva no organismo pode provocar
toxicidade (Hosseinkhani et al., 2012).

Ainda assim, a utilizagdo de NP's, permite uma veiculagdo prolongada e controlada dos
farmacos e, trazem inumeras vantagens como aumento da biodisponibilidade e estabilidade,
diminui¢do de efeitos secundarios, toxicidade e da frequéncia de administragao dos farmacos,
melhorando assim a adesdo a terapéutica por parte dos doentes. Contudo, se ndo forem
tomadas as devidas precaugdes quanto ao design das NP's, rapidamente eliminadas da
corrente sanguinea através do sistema MPS. Uma metodologia bastante comum para proteger
as NP's do sistema MPS passa pelo seu revestimento com PEG, processo denominado por
PEGuilagdo (Danhier et al., 2010).

Deste modo farmacos muito dispendiosos, podem ser administrados em pequenas
quantidades, e ainda assim, possuirem o efeito terapéutico pretendido eficientemente (Crucho
& Barros, 2014).

Relativamente 4 veiculagdo de farmacos em Oncologia, o National Cancer Institute, tem
vindo a utilizar os sucessos da nanotecnologia para modificar radicalmente a forma como o
cancro ¢ prevenido, diagnosticado e tratado. Espera-se de futuro, que a nanotecnologia abra
novas portas quanto a veiculacdo de farmacos antineoplasicos (Danhier et al., 2010).

No caso do HIV, existe uma continua necessidade de superar o aparecimento das
resisténcias aos farmacos, os efeitos secundarios que surgem apds a utilizagao a longo prazo e
a necessidade de administracdo frequente, consequéncia de tempos de semi-vida curtos. Os
sistemas de NP's surgem assim como abordagens possiveis para ultrapassar estes problemas,
reduzindo eficazmente a carga viral e possivelmente erradicagdo do virus do organismo
(Anand et al., 2014).

Quanto a veiculagdo de insulina per os, tém sido desenvolvidos varios sistemas de NP's
nos ultimos anos, alguns deles bastante promissores. Contudo, deve testar-se a eficacia deste
sistema de entrega em animais maiores € em seres humanos e, futuramente podera ser
possivel aplicar estes sistemas de NP's no tratamento da DM. Os desafios actuais prendem-se

em introduzir uma dose de insulina nas NP's que seja suficiente para produzir redugdo da
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glucose no sangue e manter a sua estabilidade fisico-quimica e bioldgica ao longo do TGI
(Chen et al., 2011).
Por outro lado, a veiculagdo de ADO em NP's, ainda ndo esta a ser muito abordada.
Futuramente, espera-se que estes sistemas de veiculagdo de farmacos mudem o actual
panorama Farmacéutico, dando oportunidade de existirem novos métodos de administracao
de farmacos que ndo poderiam ser feitas até agora, como ¢ o caso dos fdrmacos pouco

soluveis em agua (Danhier et al., 2010).
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