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Resumo

Nos ultimos anos a importancia das proteinas e peptideos como agentes terapéuticos
tem vindo a crescer em areas como a diabetes, doengas metabdlicas, cardiovasculares e
infecciosas. O aumento do nUmero destes agentes terapéuticos tem levado a iniUmeros
desafios relacionados com o seu transporte, sendo o principal objetivo proteger e
encaminhar a molécula até ao seu local de agao. O baixo efeito terapéutico de proteinas e
peptideos pode dever-se a varios fatores, a semelhanga do que acontece com outras
moléculas, como por exemplo, a eliminagao através da filtragao renal, ao uptake pelo sistema
reticuloendotelial e a acumulagao em células que nao as células alvo. Outros problemas
destes agentes sao a sua baixa estabilidade hidrolitica e o seu elevado peso molecular e
composi¢ao quimica, que dificultam a sua captagao por parte das células alvo.

A necessidade de contornar estas questoes tem levado assim a uma crescente
procura de estratégias de administragao adequadas. Nos ultimos anos tém vindo a ser
desenvolvidas diversas técnicas para permitir uma administragao segura e eficaz de proteinas
e peptideos, preservando a sua atividade bioldgica e permitindo assim a maximizagao do seu
efeito terapéutico.

Atualmente existem inUmeras estratégias de administragao em estudo, sendo este um
campo extremamente vasto. Assim sendo, no presente trabalho serao referidas algumas
destas estratégias, tais como transportadores lipidicos e outros tipos de transportadores,
como nanoparticulas poliméricas e nanomateriais inorganicos. Como exemplo especifico
para a administracao por via oral de proteinas e peptideos serao também abordadas as
nanoparticulas com ligandos peptidicos.

Para administracdo destes agentes terapéuticos também serao referidas algumas
estratégias, em particular para a sua administracao por via transdérmica (métodos ativos e

passivos) e por via pulmonar (para agao topica e sistémica).

Palavras-chave: proteinas, peptideos, transportadores lipidicos, nanoparticulas poliméricas,
nanomateriais inorganicos, nanoparticulas com ligandos peptidicos, via transdérmica,

métodos ativos, métodos passivos, via pulmonar
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Abstract

In recent years the importance of proteins and peptides as therapeutic agents has
been increasing in areas such as diabetes, metabolic, cardiovascular and infectious diseases.
The increasing number of protein and peptide drugs has led to numerous challenges related
to their transport, with the aim of protecting and taking the molecules to their targets.

Similarly to what happens to other molecules, the low therapeutic effect of proteins
and peptides may be due to several factors, such as elimination via renal filtration, uptake by
the reticuloendothelial system and accumulation in cells other than target cells. Other issues
of protein pharmaceuticals are their low hydrolytic stability, high molecular weight and
chemical composition, which hamper their uptake by target cells.

The need to overcome these issues has, therefore, led to a growing demand for
suitable administration techniques. In recent years, several strategies have been developed to
allow the safe and effective administration of protein pharmaceuticals by preserving their
biological activity and maximizing its therapeutic effect.

Currently, there are many administration strategies under study, making this an
extremely wide field. In the present work, some of these techniques will be referred,
including lipid carriers and other carriers, such as polymeric nanoparticles and inorganic
nanomaterials. As a specific example for the oral administration of proteins and peptides,
nanoparticles with peptide ligands will be also addressed. Approaches for the delivery of
therapeutic proteins and peptides through particular pathways, involving transdermal (active
and passive techniques) and pulmonary (for topical and systemic applications) routes of

administration will be additionally presented.

Keywords: proteins, peptides, lipid carriers, polymeric nanoparticles, inorganic
nanomaterials, nanoparticles with peptide ligands, transdermal delivery, active techniques,

passive techniques, pulmonary delivery
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l. Introducao

Os peptideos e proteinas usados na terapéutica sao moléculas que deviam ser
produzidas pelo organismo mas que, por alguma razao, nomeadamente uma determinada
patologia, nao conseguem ser sintetizados naturalmente.

A crescente importancia destas moléculas pode ser atribuida ao desenvolvimento de
métodos analiticos, que permitiram a descoberta de novos agentes aplicaveis como
biofarmacos, a biologia molecular e engenharia genética que, por sua vez, levaram a uma
produgao em larga escala de polipeptideos, bem como a uma melhor compreensao do papel
das proteinas reguladoras na fisiopatologia de doengas humanas'.

A seletividade e agao eficaz e potente das proteinas e peptideos tém tornado estes
agentes terapéuticos como uma referéncia no tratamento de iniUmeras doengas, como € o
caso da insulina, hormona de crescimento humano (hGH), calcitonina, oligonucleétidos,
vasopressina, hormona paratiroideia (PTH), interferoes, entre muitas outras usadas no
tratamento de diversas patologias®.

Contudo, o potencial terapéutico e a aplicagao clinica de proteinas e peptideos é,
muitas vezes, prejudicado por problemas relacionados com a sua de via administragao, bem
como com a sua instabilidade e consequente dificuldade em atingir o alvo terapéutico.

Apesar de ser a via preferida de administragao de farmacos em geral, a administragao
oral de proteinas e peptideos nao € viavel devido a fraca biodisponibilidade oral, provocada
pela sua suscetibilidade a degradagao por enzimas gastrointestinais, acidez do estdbmago que
causa a sua desnaturagao, grande dimensao das moléculas, reduzida absor¢ao pela membrana
intestinal, imunogenicidade e tendéncia para agregar e adsorver'. Nos Ultimos anos tém
vindo a ser estudadas diversas formas de encapsular as proteinas e peptideos em
transportadores adequados, de forma a serem administradas pela via oral, evitando os
problemas anteriormente referidos e preservando assim o seu efeito terapéutico'.

Atualmente, a maior parte das proteinas & administrada por via parentérica. No
entanto, a administragao pela via parentérica também apresenta desvantagens, pois leva a
uma baixa adesao a terapéutica pelo facto do curto tempo de meia vida das proteinas e
peptideos requerer administracdes repetidas, o que é desconfortavel para os doentes’.
Outra desvantagem desta via de administraciao é o facto de se tratar de um procedimento
invasivo e de requerer cuidados quanto a higiene e assepsia, as vias de aplicagao e suas
técnicas, o que requer a supervisio de um profissional de salide especializado’. Por estas
razoes, tem havido um crescente interesse no desenvolvimento de técnicas nao invasivas

para administragao de proteinas e peptideos, como é o caso da administragao transdérmica,
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evitando assim a degradagdo gastrointestinal e promovendo a manutengao de niveis
sanguineos de firmaco constantes. No presente trabalho, serao referidas algumas das
estratégias de administragdo transdérmica de proteinas, abrangendo métodos ativos e
passivos.

Outras vias de administragao alternativas as vias injetaveis tém sido objeto de estudo,
como é o caso da absorgao através das mucosas. As mucosas apresentam uma menor
barreira que a pele e a vantagem de evitarem a eliminagao de primeira passagem associada a
via oral*.

Independentemente da via através da qual sao administradas, muitas proteinas
terapéuticas nao possuem propriedades fisico-quimicas necessarias para a sua absorgao, para
atingirem e penetrarem as células alvo. Assim sendo, sao necessarios sistemas de transporte
especificamente direcionados as células alvo, de modo a serem ultrapassadas as limitagoes
anteriormente referidas e melhorar a performance dos farmacos proteicos.

Existem varios tipos de transportadores, sendo os transportadores lipidicos, as
nanoparticulas poliméricas, as nanoparticulas com ligandos peptidicos e os transportadores

inorganicos os escolhidos como objeto de revisao no presente trabalho.

2. Transportadores de Proteinas e Peptideos

2.1. Transportadores Lipidicos

Os transportadores lipidicos tém sido estudados nos ultimos anos como uma
alternativa para o transporte de peptideos e proteinas, tendo como objetivo protegé-los e
encaminha-los até ao seu local de agao. Estes transportadores funcionam assim como
veiculos de farmacos, tendo como constituintes fosfolipidos, colesterol, ésteres de colesterol
e triglicéridos.

Existem varios tipos de transportadores lipidicos para administragao controlada de
proteinas e peptideos, tais como lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas (SLN),
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLCs), suspensoes de oleos, microemulsoes,
implantes lipidicos, microcilindros e microtibulos lipidicos, microbolhas e microsferas’.

No presente trabalho sera discutido o uso de lipossomas, SLNs e NLCs como

transportadores lipidicos de proteinas e peptideos.
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2.1.1. Lipossomas

Descritos pela primeira vez nos anos 60, os lipossomas sao vesiculas formadas por
bicamadas lipidicas concéntricas, compostas principalmente por fosfolipidos naturais ou
sintéticos, envolvendo um ou varios compartimentos aquosos. Devido a sua natureza
anfifilica, podem incorporar tanto substancias ativas hidrofilicas como hidrofobicas. As
substancias lipofilicas podem ser incorporadas dentro das bicamadas lipidicas e as hidrofilicas
sao solubilizadas no centro aquoso ou espagos intralamelares®.

A administragao de lipossomas pode ser realizada através de quase todas as vias de
administragao, sendo a mais frequente a injegao intravenosa.

No caso especifico da administragao de proteinas e peptideos encapsulados em
lipossomas, tém sido estudadas diferentes vias de administragao dos mesmos, como € o caso
das vias parentérica, oral, pulmonar, intranasal, transdérmica e ocular’.

Existem diferentes tipos de lipossomas, obtidos consoante o seu método de
preparagao. O método de preparagao deve ser escolhido cuidadosamente, pois o numero
de bicamadas, a composi¢ao quimica e o volume do encapsulado tém uma grande influéncia
sobre a aplicagao dos lipossomas. A preparagao deste tipo de transportador lipidico pode
ser assim dividida em trés fases: preparagao das fases aquosa e lipidica, hidratagao do lipido e
também, para a maioria dos sistemas, um procedimento secundario, necessario para a

obtencio do produto final®.

Quanto ao seu diametro os lipossomas classificam-se em:

- vesiculas unilamelares pequenas (SUV, do inglés small unilamelar vesicles):
constituidas apenas por uma bicamada fosfolipidica e um pequeno compartimento aquoso. O
seu didmetro varia entre 25 a 50 nm’;

- vesiculas unilamelares grandes (LUV, do inglés large unilamellar vesicles): constituidas
apenas por uma bicamada fosfolipidica e um grande compartimento aquoso. O seu diametro
varia entre 100 e 200 um)’;

- vesiculas multilamelares (MLV, do inglés multilamellar vesicles): formadas por
bicamadas lipidicas concéntricas, intercaladas por compartimentos aquosos, tendo um
didmetro médio de | um a 2 um (10 camadas)’.

A libertagao do farmaco, a estabilidade in vivo e a biodistribuicao sao determinadas
pelo tamanho das vesiculas, pela carga da sua superficie, hidrofobia da superficie e fluidez da
membrana’.

Os diferentes tipos de lipossomas tém assim uma forte influéncia no perfil

farmacocinético do farmaco libertado, especialmente no caso de proteinas e peptideos. A

10
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permeabilidade membranar pode ser controlada através da selegdo da composicao dos
fosfolipidos e pela presenca de outros componentes, como moléculas de colesterol’.

Sao vérios os métodos utilizados na encapsulagio de péptideos e proteinas em
lipossomas, sendo eles: hidratagio do filme lipidico; extrusao; congelamento e
descongelamento; sonicagao; desidratagao e rehidratagao; evaporagao em fase reversa;
método “pro-lipossoma”, entre outros®’.

Os lipossomas podem ser facilmente alterados através da ligagdo de polimeros
hidrofilicos a sua superficie, transformando o lipossoma num “stealth liposome”, um sistema
estabilizado, aumentando assim o seu tempo de meia vida na corrente sanguinea pelo facto
de ser “invisivel” ao sistema imunitario. O desenvolvimento de sistemas estabilizados
permite também a criagdo de estratégias de direcionamento de farmacos®”’.

A existéncia de polimeros a superficie pode assim afetar a libertagao do farmaco,
bem como controld-la, sendo o polietilenoglicol (PEG) o polimero mais utilizado. O
revestimento de lipossomas por polimeros demonstrou ser eficaz no transporte de
peptideos. Como exemplo temos a insulina, que incorporada num lipossoma revestido por
PEG, levou a uma diminuigao dos niveis de glucose plasmatica em ratinhos’. Noutro estudo
feito em ratos, foi incorporado o peptideo intestinal vasoativo (VIP) em lipossomas, tendo
ocorrido a diminuigdo da pressao arterial em ratos hipertensos’.

Relativamente a administracao oral de lipossomas revestidos por quitosano, a
incorporagao de insulina nos mesmos levou a um aumento da absorgao, assim como a uma
diminuigao dos niveis de glucose sanguinea’.

As proteinas, em geral, sao incorporadas no compartimento aquoso dos lipossomas,
no entanto, a parte hidrofébica da proteina pode interagir com a membrana lipidica,
transformando-se a proteina num “molten globule” (globulo fundido). Nestes casos a proteina
existe numa conformacgao intermédia, desdobrada, facilitando a particao da parte hidrofébica
da proteina nas bicamadas lipidicas. Este foi o mecanismo proposto para a interagao do fator
estimulante de colénias de granulocitos (rhG-CSF) e do fator de necrose tumoral (TNF-a)
com vesiculas lipidicas, devendo também ser consideradas as interagoes eletrostaticas’.

No caso da incorporagao de interleucina-2 (IL-2) em lipossomas, esta revelou ser
dependente do pH e carga dos lipossomas e também da for¢a i6nica do meio de hidratagao.
O valor mais alto de eficiéncia de incorporagao foi de cerca de 81% e foi obtido com o uso
de lipossomas constituidos por fosfatidilcolina/fosfatidilglicerol (9:1), carregados
negativamente. Com este estudo concluiu-se que a administracao de lipossomas contendo

IL-2 provoca uma melhoria da resposta auto imune”.

11
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Desta forma, pode-se concluir que os lipossomas sao bons sistemas de transporte de
proteinas e peptideos, pois sao biocompativeis, adequados a farmacos que sao rapidamente
metabolizados e excretados, permitem controlar os niveis de farmaco em circulagao e é

com facilidade que se modifica a sua superficie’.

2.1.2. Nanoparticulas Lipidicas Solidas (SLNs — Solid lipid nanoparticles)

Desenvolvidas no inicio dos anos 90, as nanoparticulas lipidicas solidas (SLNs)
apresentaram-se como um sistema alternativo de encapsulagao de principios ativos em
relagao aos sistemas coloidais tradicionais, como lipossomas, emulsées e nanoparticulas
poliméricas®. Sdo particulas tipicamente esféricas, com um tamanho que varia entre 50 a
1000nm. Consistem numa matriz lipidica solida, estabilizada por uma solugao aquosa de
tensioativo(s), (lecitina, polissorbato 80, entre outros, tipicamente numa concentragao 0,5-
5%). A matriz é constituida por lipidos biocompativeis e biodegradaveis (por exemplo,
triglicéridos, glicéridos parciais, acidos gordos de cadeia longa e ceras), na qual o farmaco é
dissolvido ou disperso. A grande diferengca em relagdo aos outros sistemas é a sua
estabilidade fisico-quimica excelente, que lhes confere uma maior protegao contra a
degradagao das moléculas. Relativamente as nanoparticulas poliméricas, as SLN apresentam
um perfil de citotoxicidade mais favoravel®'.

Outras vantagens das SLN s3ao, por exemplo, a sua vasta aplicagdo, maior
biodisponibilidade, modulagao da libertagao, uso de lipidos fisioldgicos, o facto de nao serem
usados solventes organicos na produgao, a possibilidade de produzir nanossuspensoes
lipidicas altamente concentradas e de serem produzidas em larga escala. Como principais
desvantagens temos a dinamica imprevisivel das transicoes polimorficas associadas aos lipidos
e a possibilidade de formagao de liquidos sobre-arrefecidos (supercooled melts), que podem
causar problemas de estabilidade durante o aramazenamento ou administragao (por
exemplo, expulsao do farmaco, aumento do tamanho de particula, tendéncia para gelificar) e
a sua baixa eficiéncia de incorporagio devido a estrutura cristalina do lipido sélido™"'.

Podem ser administradas por varias vias, como a oral, parentérica, cutanea, ocular,
nasal e rectal'>",

Existem varios métodos para a preparagao de SLN, tais como homogeneizagao a alta
pressao (quente e frio), microemulsificagao, emulsificagao-evaporagao de solvente, dupla
emulsio (A/O/A), entre outras™'*. Estas particulas sdo mais adequadas para a incorporagio
de proteinas lipofilicas devido a sua natureza hidrofébica e reduzido tamanho’.

Zhan et al, estudaram o uso de SLN modificadas com acido estearico-octaarginina

(SA-R8) como transportadores de insulina, para serem administradas por via oral. Foram

12
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feitos estudos in vivo em ratinhos diabéticos, tendo-se comparado a absorgao de insulina
contida numa solugao com a da insulina contida em SLN modificadas por SA-R8. As SA-R8-
Ins-SLNs protegeram parcialmente a insulina das enzimas gastrointestinais. A internalizagao
da insulina pelas células Caco-2 foi cerca de 18,44 vezes superior no grupo em que foram
administradas SA-R8-Ins-SLNs relativamente ao grupo onde apenas foi administrada uma
solugao de insulina. Conclui-se assim que as SA-R8-Ins-SLNs promovem a absorgao de
insulina por via oral, revelando assim serem um veiculo promissor para administragao oral
de insulina. No entanto, sao necessarios mais estudos relativamente a estabilidade da insulina
no trato gastrointestinal, bem como ao mecanismo de aborgio de SA-R8-Ins-SLNs'>.

As SLN também demonstraram ser um método viavel de transporte de insulina para
administragao por via pulmonar. Segundo Liu et al, foram usadas SLN compativeis com um
nebulizador no transporte de insulina, tendo apresentado resultados bastante positivos.
Nesse estudo, em condigoes otimas, o transporte de insulina incorporada em SLN (ED-
eficiéncia de administragao), a fracao respiravel (FR) e a eficiéncia da nebulizagao (EN)
atingiram os valores de 96,53, 82,11 e 63,28%, respetivamente, tendo as Ins-SLNs
permanecido estaveis durante o periodo de nebulizagao. Os niveis de glucose em jejum

baixaram para 39,41%'®.

2.1.3. Transportadores Lipidicos Nanoestruturados (NLCs)

Consideradas nanoparticulas lipidicas de segunda geragao, as NLCs na sua
composigao apresentam nao so lipidos solidos, mas sim uma mistura de lipidos liquidos
(Sleos) e solidos, numa proporg¢ao que permita que a mistura seja solida a uma temperatura
de pelo menos 40 °C. Estes transportadores permitem uma maior incorporagao de farmaco,
sendo essa a sua principal vantagem relativamente as SLNs, devido a formagao de uma
estrutura imperfeita e menos organizada. Esta estrutura confere uma maior flexibilidade e
modulacao da libertagao do farmaco, impedindo também a sua expulsao devido a fenomenos
de recristalizagio’.

As NLCs demonstraram a sua eficacia como transportadores de calcitonina, por via

oral, e ciclosporina A, por via oral e ocular™".

13
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2.2. Outros tipos de transportadores

2.2.1. Nanoparticulas poliméricas

As nanoparticulas poliméricas sio um tipo de transportador passivel de ser
administrado por diferentes vias, como oral, topica, pulmonar e parentérica, a semelhanga de
outros transportadores ja referidos.

Este tipo de nanotransportadores pode apresentar-se sob a forma de nanocapsulas
ou nanoesferas, sendo as primeiras constituidas por um nucleo oleoso rodeado por um
involucro polimérico e as segundas formadas por uma matriz polimérica, onde o farmaco
pode ficar retido e adsorvido, ndo contendo nenhum 6leo na sua constituigio'.

Existem varios métodos de preparagao, podendo ser classificados, de uma forma
geral, em métodos baseados na polimerizagao in situ de mondmeros dispersos ou na
precipitagdo de polimeros pré-formados'’.

O interesse neste tipo de nanotransportadores tem vindo a crescer, pois os
polimeros podem ser facilmente bioconjugados e co-polimerizados, sendo também possivel
modificar a sua superficie para melhorar a capacidade de transporte das moléculas
encapsuladas e de fazer com que atinjam as células alvo®. Outras vantagens destes
transportadores relacionam-se com a protecao da substincia transportada, melhor
biodisponibilidade e baixa toxicidade.

As nanoparticulas poliméricas tém sido aplicadas para administragao por via oral de
proteinas e peptideos, pois protegem-nos da degradagao enzimatica e hidrolitica do trato
gastrointestinal, facilitando assim a sua absorgao. Foi verificado que o tamanho das NPs tem
uma forte influéncia na sua absorg¢ao e biodisponibilidade, sendo as mais pequenas absorvidas
pelo trato Gl e encaminhadas até aos érgios linfiticos com maior facilidade?. Ainda
relativamente a administragao oral de proteinas e peptideos em NPs poliméricas, esta
demonstrou depender do pH, quando efetuada em NPs sensiveis a este parametro. Este tipo
de nanoparticulas é obtido com polianides, policatides, misturas de ambos e polimeros
“cross-linked””>. Quanto ao mecanismo de libertagio do farmaco, este pode resultar da
dissolugao dos transportadores ou intumescéncias do mesmos e ainda de uma mistura de
ambos a um pH especifico™.

Quanto a administragao pulmonar de NPs poliméricas, os polimeros utilizados sao
normalmente naturais, como a gelatina, quitosano e alginato, ou sintéticos, como
poloxamero, acido polilactico-co-glicolico (PLGA) e PEG. A gelatina é biocompativel e
biodegradavel, apresentando a capacidade de se ligar covalentemente ao composto ativo a

ser transportado; o alginato é outro polimero natural biocompativel com a matriz hidrofilica,
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sendo assim ideal para incorporar proteinas; o quitosano aumenta a mucoadesao e a
permeagao, facilitando desse modo a retengio das NPs poliméricas e a posterior
administragao pulmonar; o PLGA ¢é sintético, biocompativel e biodegradavel e permite
controlar a libertagdo das substancias incorporadas®.

A gelatina, quitosano, alginato, PLGA, poloxamero e PEG foram estudados como
transportadores de proteinas por via pulmonar, sendo a gelatina e o PLGA os que

apresentaram melhores resultados e mais vidveis™.

2.2.2. Nanomateriais inorganicos

2.2.2.1. Silica mesoporosa

Os materiais mesoporosos permitem controlar a incorporagao e libertagao de
moléculas, sendo bastante Uteis. Podem ser formados a partir de varios materiais, mas € a
silica mesoporosa que se apresenta mais vantajosa para transporte de farmacos, pois é
estavel quimica e fisicamente, apresenta uma elevada capacidade de incorporagao e controlo
da libertacio de moléculas e nio é toxica®.

Segundo Qi et al, foi possivel a incorporagao de IgG e glucose oxidase em silica
mesoporosa, tendo a incorporagao de IgG dependido da dimensao dos poros e a glucose

oxidase da area de superficie”?.

2.2.2.2. Hidroxiapatite

Uma das principais caracteristicas da hidroxiapatite é a sua biocompatibilidade. E um
material biodegradavel, cujos produtos de degradacao (ides calcio e fosfato) nao apresentam
toxicidade. Uma das suas principais caracteristicas é a capacidade de interagir favoravelmente
com células que intervém na osteogénese, sendo assim potencialmente Util na regeneracao
6ssea”. Assim sendo, o transporte de fatores de crescimento por hidroxiapatite é bastante
atrativo, pois € necessario que o seu transporte nao provoque alteragoes conformacionais,
cisao de cadeias e degradagao proteica até ao local de agao, problemas que sao contornados
aquando do uso de hidroxiapatite. Foram realizados varios estudos com o objetivo de
analisar o transporte de fatores de crescimento em hidroxiapatite, tendo todos eles levado a

resultados bastante favoraveis®.

2.2.2.3. Nanotubos de carbono (CNTs)

Os CNTs tém recebido especial atencao como sistemas de transporte de farmacos.

No entanto, para serem aplicados em biomedicina, necessitam de modificagdes na sua
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superficie, de modo a evitar fendmenos relacionados com a sua toxicidade. CNTs foram
testados como transportadores de peptideos e proteinas, apresentando vantagens, tais como
a sua elevada estabilidade em relagdo a degradagio proteolitica®.

Villa et al investigaram o uso de CNTs como transportadores de antigénios, tendo o
seu estudo por objetivo melhorar a resposta imunitaria a peptideos fracamente
imunogénicos, sendo esta uma caracteristica tipica de antigénios tumorais humanos. Os
CNTs modificados com peptideos foram rapidamente captados por células dendriticas e
macrofagos. A imunizagao de ratinhos albinos com CNTs modificados com peptideos induziu
respostas especificas de IgG contra o peptideo, nao tendo isto acontecido no grupo no qual

foi administrado o peptideo isoladamente®.

2.2.3. Nanoparticulas com ligandos peptidicos para administracao oral

A administragao por via oral apresenta vantagens relativamente a outras vias, tais
como uma maior adesao a terapéutica por parte do doente e o facto das formulagoes orais
serem menos dispendiosas. A formulagao e o design de transportadores de proteinas para
administragao através do trato gastrointestinal requer o recurso a diversas estratégias, tais
como modificagao quimica, formulagao de veiculos, inibidores de proteases, promotores da
absorgio e polimeros muco-adesivos'.

As nanoparticulas sao bastante vantajosas como transportadores para administragao
oral de proteinas/peptideos, com uma boa estabilidade durante o armazenamento,
estabilidade in vivo apds a administragao, entre outras vantagens. Permitem a penetragao das
membranas celulares, a ligagao e a encapsulagao de proteinas, protegendo-as da degradagao
enzimatica e hidrolitica.

A baixa biodisponibilidade das proteinas apos administragao oral deve-se
principalmente a permeabilidade da membrana intestinal, metabolismo hepatico e
solubilidade. A forma farmacéutica deve estabilizar a proteina, facilitando assim a sua
administragao oral, bem como protegé-la da extrema acidez e agao da pepsina no estomago
e também das enzimas intestinais. Deve, também, facilitar a solubilidade aquosa a pH neutro
e promover a penetragao das membranas lipidicas, permitindo a passagem das proteinas
através da membrana intestinal e da membrana basal, atingindo assim a corrente sanguinea.

A modificagao de nanoparticulas a partir do acoplamento de uma molécula alvo na
sua superficie apresenta vantagens, sendo uma via mais eficiente para melhorar o uptake de

proteinas por via oral.
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O acoplamento de ligandos peptidicos nestes transportadores faz com que os
mesmos sejam reconhecidos apenas pelas células-alvo, ligando-se aos recetores existentes na
sua superficie. No caso da administragao oral de nanoparticulas com ligandos peptidicos, o
objetivo é promover o seu reconhecimento pelos recetores do epitélio, aumentando o
uptake e a entrega do farmaco'.

Existem varios tipos de ligandos, sendo as lectinas os mais estudados. Foi investigada
a administragao de insulina incorporada em nanoparticulas com lectinas como ligandos,
como uma alternativa 2 injecio'. Os resultados desse estudo foram positivos, tendo os niveis
de glucose sanguinea baixado. Mesmo sendo um peptideo hidrofilico, a insulina pode ser
incorporada em nanoparticulas, apresentando estabilidade fisica, libertando-se de forma
controlada'.

Apesar das vantagens, sao necessarios mais estudos para tentar determinar os
mecanismos de uptake e clearance, toxicidade, direcionamento para tecidos especificos e
controlo do transito Gl'. No entanto, o recurso a nanoparticulas com ligandos peptidicos

para administragao oral de proteinas apresenta um enorme potencial.

3. Administracao transdérmica de proteinas e peptideos

A via transdérmica como forma de administrar proteinas e peptideos leva a que
sejam evitadas as desvantagens associadas a via parentérica, uma via invasiva, bem como a
outras vias, como a oral e nasal. No entanto, apesar de se apresentar vantajosa
relativamente aos métodos anteriores, pode ser usada apenas para um numero limitado de
moléculas®.

Os métodos passivos (relacionados com a otimizagao da formulagdo ou uso de
transportadores para melhorar a permeagao através da pele) nao permitem uma eficaz
permeacao de firmacos com peso molecular superior a 500 Da através da pele e as
propriedades de barreira da mesma dificultam a permeagao passiva de macromoléculas
hidrofilicas, como é o caso das proteinas e dos peptideos, permitindo apenas o transporte
de moléculas pequenas de fairmacos lipofilicos em quantidades necessarias para produzir o

efeito terapéutico desejado®*”.

Assim sendo, para haver permeagao de proteinas e
peptideos, torna-se necessario recorrer a métodos elétricos e mecanicos que ajudem a
transportar as macromoléculas através da pele (métodos ativos). A iontoforese,
eletroporagao e sonoforese sao exemplos de métodos elétricos. Como métodos mecanicos,
que envolvem um procedimento de microporagao, temos as microagulhas, ablagao térmica,

por radiofrequéncia e a laser.
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Relativamente aos métodos passivos, métodos esses relacionados com a formulagao
e que podem ser associados aos métodos ativos, temos os transportadores
nanoparticulados, como é o caso dos lipossomas e outros tipos de nanoparticulas ja
referidos no capitulo anterior, adicao de surfactantes, alcoois e sulfoxidos como promotores

quimicos da permeagio cutdnea, modificagio quimica de peptideos, entre outros’.

3.1. Métodos ativos
3.1.1. lontoforese
A iontoforese € uma técnica nao invasiva, que nao provoca alteragoes significativas
das propriedades de barreira da pele, atuando diretamente sobre a molécula. Esta técnica
consiste na aplicagao de uma corrente elétrica de baixa intensidade (<5V), que facilita a
penetragao de uma grande variedade de farmacos, carregados ou nao, em pequenas
quantidades fisiologicamente aceitaveis, provocando a passagem das moléculas através de
membranas bioldgicas até a corrente sanguinea®**?,
A eletrorrepulsao e eletroosmose sao os mecanismos associados ao transporte
iontoforético mais conhecidos. A primeira consiste no movimento ordenado de ides na
presenca de uma corrente elétrica aplicada ao meio e é responsavel pelo transporte de

328 Quando uma molécula é colocada sob

moléculas de farmaco carregadas através da pele

um elétrodo com a mesma polaridade, ocorre repulsao entre as cargas, o que provoca a
, , 3

passagem da molécula através da pele’. A eletroosmose corresponde ao fluxo de um volume

de solvente que, consequentemente promove a movimentagao de moléculas neutras ou

carregadas quando uma diferenca de potencial elétrico é aplicada na pele®®.

O mecanismo de a¢ao usado no transporte de cada molécula depende das suas
caracteristicas fisico-quimicas. A aplicagao de uma corrente elétrica leva a um rapido inicio
de transporte das moléculas e reduzido tempo de laténcia. Quando ha uma cessagao da
corrente, os niveis sistémicos do farmaco baixam rapidamente, sendo assim possivel
controlar ou fazer uma programagio do transporte do firmaco de acordo com o
tratamento’.

Para serem transportados por iontoforese, os peptideos devem ter um volume
molecular pequeno, bem como uma carga elevada em relagao a sua massa (racio carga/massa

3 ;. s . ’ ~ ;.
elevado)’. As estruturas secundarias e terciarias do peptideo sio responsaveis pela

determinagao da sua mobilidade iontoforética. Durante o transporte por iontoforese, os

peptideos que se mantiverem carregados durante todo o processo serio favorecidos’.
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Alguns estudos ja demonstraram a eficacia da iontoforese no transporte de peptideos
tais como a insulina, vasopressina, calcitonina e [D-Arg]quiotorfina, tendo sido esta técnica
bem tolerada pelos doentes, niao havendo ocorréncia de reagdes adversas graves’.

Como principais limitagoes desta técnica, temos o tamanho das moléculas, que deve
estar compreendido entre ~10 e |5 kDa, o que faz com que a iontoforese possa ser aplicada
apenas em proteinas e peptideos de tamanho reduzido®. A possibilidade de ocorrer
agregagao das moléculas, colocando em causa o sucesso do transporte, e questoes
relacionadas com o mau funcionamento do aparelho sao outros problemas que poderao

surgir®.

3.1.2. Eletroporacao

A eletroporagao consiste na aplicagao de corrente elétrica de alta voltagem (100-
I000V) durante curtos periodos de tempo, o que provoca uma perturbagao estrutural
transitoria da bicamada lipidica. A aplicagao de corrente elétrica, provoca um rearranjo
estrutural da mesma, tornando-a assim muito permedvel a moléculas exdgenas®. Este
rearranjo estrutural provoca a formagao de poros, sendo esse um fenbmeno reversivel e
nio invasivo, que nio altera a estrutura ou fungio das células alvo”. Esta é uma técnica que
pode ser usada isoladamente ou em combinagao com a iontoforese com a finalidade de
aumentar o fluxo de permeacio das substincias®**.

Os principais mecanismos de transporte de moléculas através da pele sujeita a
eletroporagao sao o movimento eletroforético, a difusaio promovida através da pele
permeabilizada e a eletroosmose’.

A eficicia da eletroporagao depende das propriedades fisico-quimicas do farmaco
(massa molecular, carga, lipofilia), de parametros elétricos (voltagem, comprimento e
numero de pulsos), bem como de aspetos relacionados com a formulagio®?.

Segundo varios estudos realizados, este método demonstra ser viavel no que diz
respeito ao transporte de proteinas e peptideos. Os parametros de formulagao a ser
considerados devem incluir a otimizagao da concentracao do farmaco, assegurando que a
proteina ou peptideo se encontram carregados no pH da formulagio e devem também
minimizar os ides competitivos®.

Num estudo que teve como objetivo analisar o transporte transdérmico da LHRH
(hormona libertadora da hormona luteinizante) através de uma amostra de pele de porco,
foi usada uma combinagao de eletroporacao e iontoforese e a iontoforese isolada. A

combinaciao de iontoforese e eletroporagao revelou-se mais vantajosa, tendo-se verificado
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um fluxo aumentado de LHRH, em comparagdo com a iontoforese usada isoladamente’. O
uso de ambas as técnicas em simultaneo também resultou num aumento do transporte de
outras moléculas proteicas, como é o caso da calcitonina de salmao e da hormona
paratiroidea’.

Esta associagao revela assim resultados promissores, pois a eletroporagao provoca a
desorganizagao da camada lipidica da pele, originando novos caminhos de transporte, o que
vai facilitar a posterior passagem da corrente aplicada pela iontoforese, havendo assim um
aumento do transporte transdérmico”.

Deste modo, conclui-se que a eletroporagao, em associagao com a iontoforese,
mostra ser um método eficaz no que diz respeito ao transporte de peptideos e proteinas
através da pele. Contudo, o facto de ainda se desconhecerem alguns aspetos destas técnicas
faz com que sejam necessarios estudos mais aprofundados a fim de assegurar a sua eficacia e

a seguranga.

3.1.3. Sonoforese

A sonoforese consiste na aplicagao de ultra-sons (frequéncia entre |-3 MHz) para
transportar moléculas através da pele’.

Descobriu-se recentemente que a sonoforese de baixa frequéncia (LFS) (20-100kHz)
em particular, se apresenta mais vantajosa em relagio a anterior, de frequéncia superior”.

Os ultra-sons induzem o crescimento e oscilagio das bolhas de ar presentes na
camada cornea, rompendo as bicamadas lipidicas e criando cavidades que vao levar a um
aumento da permeabilidade da pele (cavitagao). Contudo, estas alteragdes estruturais
limitam-se apenas as camadas superficiais da pele e as propriedades de barreira sao
restauradas depois de um certo periodo de tempo®.

Com a LFS, a extensdao da perturbacao da pele e, consequentemente, a melhoria da
permeabilidade, podem ser controladas variando o tempo de aplicagao de ultra-sons e
outros parametros, tais como a intensidade, o ciclo de pulsagdes, entre outros. A dimensao
dos poros aquosos criados na pele também pode ser controlada, fazendo variar a frequéncia
e a intensidade dos ultra-sons utilizados’.

A LFS tem mostrado ser um método promissor no que diz respeito ao transporte de
moléculas hidrofilicas e macromoléculas através da pele. Varios estudos provaram a eficacia
desta técnica no transporte de peptideos e proteinas, tais como a heparina®, insulina®"?,

interferdo y** e eritropoetina®’, bem como outras hormonas e oligonucleétidos. No entanto,
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o transporte de cada molecula é altamente dependente das suas propriedades fisico-
quimicas®.

A Echo Therapeutics desenvolveu o sistema SonoPrep®. Este sistema emite ondas de
ultra-sons de 55 kHz por curtos periodos de tempo, o que provoca a cavitagao na pele. A
aplicagio de sonoforese usando o sistema SonoPrep® permitiu aumentar a permeagio de
insulina num modelo animal (porco), tendo conduzido a uma diminuigao dos niveis de
glucose no sangue, mostrando assim ser um sistema eficaz**.

A LFS é geralmente bem tolerada quando aplicada durante curtos periodos de tempo.
No entanto, quando sao aplicados ultra-sons de intensidade superior, pode haver
aparecimento de queimaduras e urticaria’. Apesar da sua eficicia jA provada, sio necessarios
mais estudos para uma melhor compreensao e controlo da reprodutibilidade e seguranga

dos parametros dos ultra-sons em contexto clinico.

3.1.4. Microagulhas

As microagulhas constituem outra alternativa, minimamente invasiva, eficaz na
promogao da permeagao transdérmica de proteinas e peptideos. O seu comprimento varia
entre 100 a 1500pm e podem ser feitas de varios materiais, como vidro, silicone, silica,
plastico, polimeros biodegradaveis e agucares’.

As microagulhas, quando aplicadas na pele, criam poros ou microcanais que permitem
a passagem do farmaco através da camada cornea de forma simples e indolor, sem provocar
a perda de sangue. Os microcanais apresentam dimensoes suficientes para a passagem de
farmacos, incluindo macromoléculas, permitindo assim a permeagao de proteinas e
peptideos através da pele. O transporte de peptideos e proteinas € beneficiado, pelo facto
de serem de natureza aquosa’.

A administragao de farmacos através de microagulhas pode ser feita de quatro
formas distintas (Figura |). Podem ser usadas previamente microagulhas solidas para formar
micro-orificios na camada cornea, ao que se segue a aplicagio de um sistema transdérmico
(Figura 1A). As microagulhas sélidas podem ser revestidas pelo fairmaco ocorrendo a
dissolugao do mesmo apds a sua insergao na pele (Figura 1B), ou podem conter o farmaco
encapsulado, sendo biodegradaveis e levando assim a uma rapida libertagio do mesmo
(Figura IC). Por fim, existem as microagulhas perfuradas, que permitem a administragao de

formulagdes liquidas®?.
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Figura |. Administragao de farmacos através de microagulhas (KALLURI H. et al, 201 1)

Varios estudos realizados in vitro e in vivo tém mostrado que as microagulhas
permitem a permeacio de proteinas e peptideos com sucesso®.

Foi estudado o transporte transdérmico de imunoglobulina humana G (IgG) com
recurso a microagulhas soluveis de maltose e outras de metal, concluindo-se que ambos os
tipos de microagulhas aumentavam a permeagao de IgG, em comparagdo com o grupo
controlo de administragio passiva, onde nio foi detetada permeagio®. O aumento do
comprimento e nimero das microagulhas, e da concentragao de IgG na formulagao levou a
um aumento da permeacio de IgG’.

O uso de microagulhas revestidas por formulagoes de proteinas também evidenciou
bons resultados. Por exemplo, num dos estudos realizados foi avaliada a influéncia da
variagao da espessura do revestimento sobre o transporte do farmaco. As microagulhas de
titanio foram entao revestidas por quantidades crescentes de ovalbumina (OVA) pelo
processo de revestimento por imersao, verificando-se que quanto maior a espessura do
revestimento, mais eficaz o transporte de OVA. Contudo, esta forma de aplicagao apresenta
limitagdes, como por exemplo, a quantidade de proteina que pode ser usada no
revestimento, que nio deve exceder Img>.

A infusao de formulagdes liquidas de proteina através de microagulhas perfuradas é
bastante promissora. Apos serem inseridas na pele e provocarem a formagio de
microcanais, € administrada a formulagao liquida contida num reservatorio, atingindo as
camadas mais profundas da pele. Tém sido desenvolvidos varios dispositivos para
administracio de farmacos por esta técnica’. No entanto, esta é limitada pelo volume de

formulagao que pode ser administrado.

22



Novas Estratégias de Administragao de Proteinas e Peptideos | 2014

No caso da insulina, a sua administragao por microagulhas tem sido estudada
extensivamente, tendo revelado resultados positivos. Por exemplo, segundo um estudo
efetuado em ratos diabéticos por Martanto et al, as microagulhas soélidas permitiram
aumentar a permeagao da insulina através da pele, tendo provocado uma rapida diminuigao
dos niveis de glucose sanguinea até 80%.

A administragao de insulina através de microagulhas poliméricas também conduziu a
excelentes resultados. Num estudo realizado por Ling et al, foi demonstrada a eficacia do uso
de microagulhas de amido e gelatina na administragao de insulina em ratos. Os resultados
deste estudo mostraram um efeito hipoglicémico semelhante em ratos aos quais foram
aplicadas microagulhas carregadas com insulina, e uma injegao subcutanea de insulina. A
disponibilidade farmacoldgica relativa e biodisponibilidade relativa de insulina foram ambas
cerca de 92%, o que confirma a manutengao da atividade biologica da insulina apds a
encapsulagio e libertagiao das microagulhas®.

Tendo em conta as vantagens e a seguran¢a desta tecnologia, a administracao de
proteinas e peptideos por via transdérmica com o recurso a microagulhas revela-se bastante

interessante e viavel.

3.1.5. Ablacdo térmica

A ablagao térmica é outro método para criar microcanais e consiste na aplicagao de
um conjunto de filamentos resistentes a eletricidade a superficie da pele. A corrente elétrica
passa através desses filamentos, aquecendo-os e causando a decomposicao e vaporizagao
local do estrato corneo, o que forma microcanais. Como exemplo de um dispositivo de
microporacgio térmica, temos o sistema PassPort®>*.

Os microcanais formados apresentam uma largura compreendida entre 50 e 200 pm
e uma profundidade de 30 a 50 ym, nao havendo assim qualquer dano nas camadas mais
profundas da pele. Apos a aplicagao desta técnica a pele comega o processo de recuperagao,
havendo a regeneragao do estrado corneo durante um periodo de tempo ainda
desconhecido e nio mencionado pela literatura®.

Existem dados pré-clinicos relativamente ao uso do sistema PassPort® como forma de
administracao do antigénio da hepatite B, PTH, e interferao alfa (INF-a), entre outras
moléculas. Segundo um estudo realizado por Badkar et al, a administragao transdérmica in
vivo do interferio alfa-2b (INFalfa2b) foi possivel recorrendo ao sistema PassPort®®. Tal nao
ocorria por aplicagao de iontoforese de forma isolada, nem passivamente. A aplicagao da

ablagio térmica em conjunto com a iontoforese demonstrou ainda melhores resultados®.
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3.1.6. Ablacdo por radiofrequéncia

A ablagao por radiofrequéncia é uma técnica semelhante a ablagao térmica, com o
objetivo de formar microcanais na pele através da aplicagio de ondas de radiofrequéncia
(100-500kHz). Esta tecnologia esta a ser desenvolvida pela TransPharma Medical™ Ltd,
responsavel pelo desenvolvimento do dispositivo ViaDor™ >,

O ViaDor™ consiste num conjunto de microeléctrodos estreitamente espagados (|
cm?) e num adesivo com o farmaco. Depois de aplicado, as ondas de radiofrequéncia (100-
500 kHz) causam a vibragao dos microelétrodos na superficie da pele, provocando um
aquecimento localizado e a ablagio do estrato cérneo naquela regiao®. Esta tecnologia tem
sido usada na administragdo da hormona de crescimento humana por via transdérmica.
Estudos em humanos asseguram que esta é indolor e bastante segura’.

Um estudo levado a cabo por Levin et al, mostrou a eficacia desta estratégia de
administragao, tendo revelado uma biodisponibilidade da hGH de 75% em ratos e de 33%
em porquinhos da india, quando administrada através de microcanais provocados por

radiofrequéncia, em relagdo a administragio por inje¢io subcutinea®.

3.1.7. Ablacao por laser

Outra técnica de microporagao utilizada é a ablagcao por laser. Com esta técnica é
também possivel induzir a formagao de microcanais na pele, pois os lasers provocam o
aquecimento das moléculas de agua existentes a superficie da pele que, ao evaporarem,
conduzem a formagio de microcanais’.

Lee et al testaram o uso de um laser 