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1. BIOFARMACOS

Durante os anos de 1980 o termo “bio-
farmacos” tornou-se sindnimo de pro-
teinas terapéuticas produzidas pela tec-
nologia de DNA recombinante, incluin-
do também os anticorpos monoclonais,
obtidos pela tecnologia de hibridoma.
Mais tarde, os medicamentos a base de
acidos nucléicos usados para a proposta
de terapia génica e tecnologia de anti-
senso, foram adicionados ao grupo
(WALSH, 2002). No entanto, os produ-
tos baseados em proteinas recombinan-
tes podem ser considerados, atualmen-
te, os principais representantes desse
grupo.

O desenvolvimento da tecnologia do
DNA recombinante, na década de 1970,
marcou o inicio da era da biotecnolo-
gia moderna. Alguns anos depois, em
1982, a insulina humana, desenvolvida
pela empresa Genentech (EUA) chegou
ao mercado, marcando de vez a aplica-
¢ao industrial dessa tecnologia (BU-
CKEL, 1996). Desde entio, centenas de
centros de pesquisa e empresas no mun-
do inteiro tém se empenhado na pes-
quisa, no desenvolvimento e na produ-
¢ao dos biofarmacos (DEMAIN, 2004).
Nos Estados Unidos, dos novos medi-
camentos aprovados entre os anos de
2003 a 20006, 24% eram biofirmacos. O
resultado desses trabalhos € que ha mais
de 165 produtos aprovados em todo o
mundo, com um mercado estimado, em
2004, em torno de 33 bilhoes de ddla-
res e projetado para cerca de 70 bilhoes
de délares para o ano de 2010 (WAL-
SH, 2006).

Diferentes fatores contribuiram para que
as proteinas recombinantes se tornas-
sem substiancias de grande interesse das
industrias farmacéuticas. Primeiramen-
te, destaca-se que a tecnologia de pro-
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ducio dos biofirmacos permitia uma pro-
visio de medicamentos que nao poderi-
am ser produzidos pelas tecnologias con-
vencionais, como por exemplo, a eritro-
poetina e o GCSF (fator estimulador de
coldnias de granuldcitos). Esta tecnologia
possibilitava, também, a producio de uma
maior quantidade dos medicamentos que
até entlo estavam disponiveis apenas em
quantidades limitadas, como por exem-
plo, o hormonio do crescimento. A técni-
ca de desenvolvimento de proteinas re-
combinantes permitia ainda, a producio
de medicamentos mais seguros, livres de
virus patogénicos humanos (BUCKEL,
1996). Uma substincia que exemplifica
essa situacao € o hormodnio do crescimen-
to humano (hGH). Diferente da insulina,
que era extraida de pancreas bovino e
suino, o hormoénio do crescimento é es-
pécie-especifico. Pacientes que sofrem de
hipopituitarismo necessitam de tratamen-
to de reposi¢ao desse hormdnio. De 1960
a meados de 1980 o hormoénio para esses
pacientes era obtido da glandula pituita-
ria de cadaveres. Tal tratamento era con-
siderado satisfatorio até que alguns paci-
entes, em decorréncia de uma infec¢ao
causada pelo tratamento, apresentaram a
sindrome de Creutzfeld-Jacob (CAREY,
1987). Outro ponto positivo dessa tecno-
logia foi a possibilidade de utilizacao de
mais uma rota para encontrar tratamentos
novos, mais seguros e eficazes para as
doencas.

Nos 25 anos de existéncia dos biofarma-
cos no mercado, varias doencas foram e
continuam sendo o foco das atenc¢des tan-
to no desenvolvimento quanto na produ-
¢ao dos medicamentos, sendo as princi-
pais o cancer, a hepatite, o diabetes, os
distirbios do crescimento e a hemofilia
(WALSH, 2000).

Entre as proteinas, os horménios e as ci-
tocinas representam a maior categoria de
produtos (ex. insulinas e gonadotrofinas).
As citocinas aprovadas incluem uma va-
riedade de fatores hematopoiéticos recom-



binantes, incluindo eritropoetinas, fato-
res estimuladores de colonia e produ-
tos baseados nos interferons. Proteinas
terapéuticas aprovadas relacionadas ao
sangue incluem uma variedade de fa-
tores da coagulacao sanguinea, trom-
boliticos e anticoagulantes recombinan-
tes. A tabela 1 apresenta uma visao ge-
ral das principais classes das proteinas
recombinantes terapéuticas. Além des-
sas, ha ainda uma variedade de vaci-
nas de subunidades e de produtos ba-
seados nos anticorpos monoclonais,
indicados para o tratamento ou detec-
¢do de virios canceres e para preven-
cao de rejeicio de transplante de Or-
gao.

Os biofarmacos podem ser produzidos
em um dos virios sistemas de expres-
sao disponiveis para a producao de pro-
teinas terapéuticas, incluindo bactérias,
leveduras, células de insetos e mamife-
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mercado, como o anticoagulante Hi-
rudina (Refludan/Hoechst e Revasc /
Canyon Pharmaceuticals) e alguns
analogos de insulina como, por exem-
plo, a insulina Aspart (Novolog/Novo
Nordisk), ambos produzidos em Sac-
charomyces cerevisiae (GERNGROSS,
2004; WALSH, 2006).

As células de mamiferos, apesar de
serem sistemas de produg¢ido industri-
al tecnicamente complexos, lentos, de
baixa produtividade e de alto custo,
continuam a ser os de escolha devi-
do a sua similaridade com as células
humanas em relacao as modificacoes
pos-traducionais e padroes de glico-
silacao. Cerca de 60 a 70% das prote-
inas recombinantes terapéuticas sio
produzidas em células de mamiferos,
principalmente nas células de ovario
de hamster chinés (CHO). Avancos
tém sido alcancados para aumentar a
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Figura 1 — Representagcao esquemdtica de nanoesferas e nanocdpsulas

ros. A escolha do melhor sistema en-
volve varias questdes, sendo que as
principais sao as intrinsecas a estrutura
da proteina e aquelas relacionadas ao
custo da producao.

As bactérias como a Escherichia coli
apresentam vantagens como uma pro-
ducio rapida, com bons rendimentos e
econOmica. No entanto, dentre as des-
vantagens, estao a incapacidade de mo-
dificacdes pos-traducionais, como a gli-
cosilacao, e a possibilidade de forma-
¢ao de corpos de inclusio (JANA AND
DEB, 2005). As leveduras e fungos tém
a sua utilizagao para a produgao de pro-
teinas terapéuticas para uso humano li-
mitada devido ao perfil de glicosilacao
diferente daquele das células humanas.
Ainda assim, ha alguns produtos no

produtividade desse tipo de cultura.
Atualmente, sao obtidos rendimentos
100 vezes maiores do que a 20 anos
atrds, quando da primeira utilizacao
de cultura de células de mamiferos
para producao industrial de proteinas
recombinantes (WURM, 2004; BROW-
NE AND AL-RUBEAL, 2007).

As proteinas terapéuticas, inicialmen-
te aprovadas para uso na medicina
geral, eram simples proteinas de re-
posicao (ex. insulina recombinante e
fatores sanguineos). Nos Gltimos anos,
tem-se observado um aumento pro-
porcional dos biofirmacos desenvol-
vidos como proteinas modificadas ou
analogos. O objetivo dessas modifi-
cacOes € alterar as caracteristicas fun-
cionais comercialmente importantes
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para as proteinas. Alguns autores consi-
deram essas proteinas modificadas como
a segunda geracao dos biofirmacos, sen-
do de primeira geracao, as proteinas re-
combinantes idénticas as que ocorrem em
humanos (BUCKEL, 1996; WASH, 2004).
As modificacoes controladas de proprie-
dades biofisicas especificas de proteinas
podem impactar potencialmente em uma
variedade de caracteristicas terapéuticas.
Para modula¢io das propriedades das pro-
teinas, tais como a eficdcia, a estabilida-
de, a especificidade, a imunogenicidade e
a farmacocinética, uma variedade de es-
tratégias tém surgido, dentre elas, a mani-
pulagdo da estrutura primdria, a incorpo-
racao de modificacoes quimicas e pOs-tra-
ducionais e a utilizaciao de “auxiliares” de
fusio (MARSHALL et al., 2003).

A rota mais comum para otimiza¢do € a
mutagénese sitio-especifica. O desenvol-
vimento de um anilogo de insulina é um
excelente exemplo da abordagem das pro-
teinas modificadas. Devido as suas carac-
teristicas intrinsecas, quando estocadas nas
concentracoes da dose terapéutica, as mo-
léculas individuais de insulina interagem
umas com as outras formando oligbme-
ros (principalmente hexdmeros). Apés a
administracio subcutidnea ou intramuscu-
lar, a sua acao na circulacao sangtiinea é
retardada pela necessidade de deoligome-
rizacao inicial. Através da mutacao sitio-
especifica dos aminodcidos envolvidos na
auto-associacdo, tornou-se possivel alte-
rar essa propriedade. Andlogos de insuli-
na monoméricas com um perfil de tempo
de acdo mais ripido do que a insulina
humana estao no mercado, como por
exemplo a Insulina Lispro (Eli Lilly), a In-
sulina Aspart (NovoRapid/Novo Nordisk)
e a Glulisina (Apidra/Sanofi-Aventis). Como
consequiéncia pratica, essa insulina modi-
ficada pode ser administrada minutos an-
tes das refeicoes, trazendo mais flexibili-
dade nos horidrios de alimentacao dos pa-
cientes (FROKJAER AND OTZEN, 2005;
COELHO, 1997; VAJO AND DUCKWOR-
TH, 2000; WANNMACHER, 2005).

Outra forma de insulina modificada ¢ a
insulina glargina (Lantus® e Opsulin®) apro-
vada como um andlogo que apresenta um
aumento significativo na duracao da ativi-
dade. A mudanca feita na sequéncia de
aminodcidos aumentou o ponto isoelétri-
co da molécula de 5,4 para aproximada-
mente 7,0. Dessa forma, quando a insuli-
na ¢é formulada, no pH 4cido, ela se en-
contra solivel e, apds a administracio, no
pH fisiol6gico, ocorre a formagiao de mi-
croprecipitados de insulina no local da
injecao e as moléculas individuais de in-
sulina entram na circulacao sangtiinea
muito lentamente, com duracao de 24 ho-
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Tabela 1 — Classes de biofirmacos e seus principais representantes

CLASSE PRODUTO ORGANISMO INDICACAO TERAPEUTICA ANO DA
PRODUTOR PRIMEIRA
APROVACAOQ
Fatores Sanguineos Fator VIII Células CHO ¢ BHK | Hemofilia A 1992
recombinantes Fator Vlla BHK Algumas formas de hemofilia 1996
Fator IX Células CHO Hemofilia B 1997
Anticoagulantes e Fator ativador de Células CHO ¢ Infarto do miocardio e infarto 1996
tromboliticos plasminogénio Escherichia coli agudo do miocardio
recombinantes
Hirudina Saccharomyces Terapia anticoagulante ¢ 1997
cerevisiae prevengio de trombose venosa
Proteina C ativada Células humanas Septicemia 2001
Hormdnios Insulina Escherichia coli Diabetes mellitus 1982
Recombinantes
Insulina andloga Escherichia coli e Diabetes mellitus 1996
Saccharomyces
cerevisiae
 Insulina inalvel | Escherichiacoli | Diabetes mellitus 2006
Horménio do crescimento Escherichia coli e Algumas formas de deficiéncia 1985
humano Saccharomyces de crescimento em criangas ¢
cerevisiae adultos
Horménio do crescimento Escherichia coli acromegalia 2002
humano anilogo (antagonista)
CLASSE PRODUTO ORGANISMO INDICACAO TERAPEUTICA ANOD DA
PRODUTOR PRIMEIRA
APROVACAO
Horménios Hormdnio foliculo estimulante | Células CHO Infertilidade, anovulagio e 1995
Recombinantes superovulacio
calcitonina Escherichia coli Osteoporose pos menopausa e 1999
doenga de Paget
Hormdnio luteinizante Células CHO Algumas formas de 2000
infertilidade
Glucagon Saccharomyces Hipoglicemia 1998
cerevisiae
Fatores de crescimento | Eritropoetina Células CHO Anemia 1989
recombinantes Eritropoetina andloga Células CHO Anemia 2001
Fator estimulador de colénias | Escherichia coli Meutropenia induzida por 1991
de granulocitos-macrofagos quimioterapia
{GM-CSF)
Interferons e Interferon alfa Escherichia coli Hepatites B e C e virios tipos e 1986
interleucinas cancer
Interferon beta Escherichia coli e Esclerose maltipla 1993
Células CHO :
Antagonista de receptor de Escherichia coli Artrite reumatoide 2001
interleucina | I __ —
Interleucina 2 Escherichia coli Carcinoma de células renais 1992
Enzimas Glucosidase Células CHO Doenca de Pompe- 2006
recombinantes L-iluronidase. Células CHO ‘Mucopolissacaridose I 2003
N-acetilgalactosamina 4 Células CHO Mucopolissacaridose VI 2005
sulfatase
Alfa galactosidase Células CHO Doenga de Fabry 2001
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Baseada em WALSH, 2003 e 2006

ras, permitindo uma Unica injecao
ao dia (WALSH, 2003; VAJO AND
DUCKWORTH, 2000).

Alteracoes nas moléculas também
permitem melhorar a sua estabilida-

de. A utilizacao de métodos de otimi-
zac¢do racional permite que as protei-
nas possam ser modificadas de forma
que a sua estrutura e a sua atividade
sejam mais robustas quando expostas
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a protease, ao estresse oxidativo e as
mudancas na temperatura, no pH e nas
condi¢oes da solucao. Mutacoes dos
aminodcidos cisteina por serina foram
introduzidas com sucesso em varias



proteinas terapéuticas como, por exem-
plo, com o interferon beta 1b (MARK et
al., 1984; MARSHALL et al., 2003).
Uma ferramenta que tem sido utilizada
para alterar a farmacocinética de alguns
biofirmacos é a peguila¢ao, um pro-
cesso em que cadeias de polietilenogli-
col sao ligadas aos peptideos e protei-
nas. Em geral, a peguilacao reduz a
velocidade de clearance plasmitico por
reduzir a degradacao metabodlica e a
captaciao mediada pelo receptor da pro-
teina da circulacao sistémica. Esta téc-
nica também melhora o perfil de segu-
ranca das proteinas por conferir uma
protecao antigénica e imunogénica aos
seus epitopos. Virios biofirmacos es-
tao no mercado na forma peguilada
como o interferon alfa (PEGasys® e
PEG-Intron®), o horménio do cresci-
mento (Somavert®) e a asparaginase (On-
caspar®) (MARSHALL et al., 2003;
FROKJAER AND OTZEN, 2005; HARRIS
AND CHESS, 2003).

2. DIFICULDADES NA
ADMINISTRACAO
DE BIOFARMACOS

As proteinas e peptideos tém proporci-
onado um crescente interesse devido
ao seu papel na fisiopatologia e ao seu
progresso nas dreas de biotecnologia e
bioquimica. O uso dessas moléculas em
medicina, no entanto, tem sido limita-
do devido a sua baixa biodisponibili-
dade, a qual resulta da sua baixa esta-
bilidade frente as enzimas proteoliticas
e a degradacao hidrolitica, da baixa per-
meabilidade, e da curta meia-vida na
circulacio sistémica (REIS et al., 20006).
Desde 1987, Carey ja enfatizava que
uma das principais limitacoes na utili-
zac¢ao das proteinas recombinantes na
clinica era a questao da impossibilida-
de de administracao por via oral. Vinte
anos depois, esse continua a ser, sem
davida, um ponto a ser totalmente so-
lucionado.

A via oral é a rota de administracao de
medicamentos preferida e mais ampla-
mente utilizada. No entanto, ela geral-
mente nao estd disponivel para a libe-
racao de macromoléculas tais como pro-
teinas. A instabilidade inerente das pro-
teinas ao trato gastrintestinal, assim
como a baixa permeabilidade através
das membranas biologicas devido a alta
massa molecular e a superficie polar ca-
racteristicas, implicam no tratamento
pela via parenteral (FROKJAER AND
OTZEN, 2005; JORGENSEN et al., 2006).
No entanto, essa via apresenta alguns
inconvenientes ao paciente, especial-

mente nos casos cronicos, o que dimi-
nui a adesao ao tratamento, compro-
metendo, assim, o resultado esperado.
Muitos esfor¢os de pesquisa estio sen-
do feitos para melhorar a adesiao do
paciente, seja através do emprego de
vias alternativas de administracao ou
por reduciao da freqiéncia de injecoes.
A maijoria dos medicamentos a base de
proteinas é formulada como suspensoes
ou solugdes aquosas prontas para o uso
ou como po liofilizado para reconsti-
tuicao do produto. A formulacao de pro-
teinas depende do conhecimento das
suas caracteristicas fisico-quimicas e bi-
ologicas, incluindo estabilidade quimi-
ca e fisica, imunogenicidade e proprie-
dades farmacocinéticas. A atividade te-
rapéutica de proteinas € altamente de-
pendente da sua estrutura conformaci-
onal. No entanto, a estrutura da protei-
na é flexivel e sensivel a condi¢coes ex-
ternas, o que significa que a sua pro-
ducao, formulacio e manipulacio ne-
cessitem de atencao especial na otimi-
zacao da eficicia e da seguranca, in-
cluindo a minimizacao da resposta imu-
ne (FROKJAER AND OTZEN, 2005).

De uma perspectiva de formulacao, as
proteinas sao moléculas complexas e
desafiadoras para o desenvolvimento de
sistemas de liberacao de firmacos. O
sucesso de uma formulacao depende
da capacidade da proteina em manter
sua estrutura nativa e atividade durante
a preparacao e a libera¢ao no organis-
mo, assim como durante o periodo de
estocagem. Algumas proteinas precisam
de liberacao sustentada, enquanto ou-
tras requerem uma liberag¢ao controla-
da, imediata ou pulsada. A liberaciao
pode ser alcangada utilizando diferen-
tes sistemas particulados de liberacao
de farmacos, tais como as micro e na-
noparticulas poliméricas, os hidrogéis,
os lipossomas e as emulsdes (JORGEN-
SEN et al., 2006 ).

A demanda por melhores formas para
a administracio de proteinas tem resul-
tado na pesquisa pelo desenvolvimen-
to de tecnologias farmacéuticas,e em-
presas focadas nos métodos de libera-
¢ao de farmacos tém crescido a cada
ano. A maioria das proteinas que estio
no mercado podem ser consideradas
como candidatas para os novos méto-
dos de liberacdo, uma vez que sao fa-
cilmente liberadas pelas vias tradicio-
nais como na forma de injecoes sub-
cutineas (SC), intramusculares (IM) ou
intravenosas (IV) e tém a sua farmaco-
logia bem caracterizada. Devem ser con-
siderados fatores como a competicio
de mercado, a conveniéncia, a adesio

do paciente, a necessidade de liberacao
topica ou local, a toxicidade sistémica e
as questdes de seguranga. Alguns méto-
dos estao sendo desenvolvidos e estio
direcionados para a competicio de mer-
cado para os biofarmacos aprovados,
como a insulina, o horménio do cresci-
mento humano, os interferons e a eritro-
poietina. Esses sistemas objetivam uma
melhoria na adesao do paciente ao trata-
mento. Em muitos casos, a administra-
¢ao tépica de proteinas constitui uma via
preferencial a sistémica, pois esta Gltima
nao promove niveis significativos no lo-
cal da doenca. Em determinadas situa-
¢cOes sao necessarios elevados niveis sis-
témicos para alcancar efeito local nos te-
cidos alvo, o que muitas vezes causa efei-
tos toxicos indesejaveis. Devem ser ain-
da consideradas questdes como o impac-
to dos processos de produgiao do siste-
ma de liberaciao na integridade da prote-
ina, e também a integridade da proteina
apos sua liberacao no local de adminis-
tracao. A administracio de proteinas de-
gradadas pode representar além dos efei-
tos colaterais, a perda da poténcia. Para
a administracao sistémica de proteinas, a
quantidade liberada na circulacao é de-
pendente da eficiéncia do sistema de li-
beracdo e da biologia intrinseca da via
de administracao (CLELAND et al., 2001).
Quando sido consideradas as novas op-
¢oes para administracio de proteinas, a
via mais comumente abordada é a pa-
renteral, devido ao maior nimero de es-
tudos em animais e aos testes clinicos que
garantem uma maior seguranca e efica-
cia. Os pulmoes tém sido extensivamente
estudados como uma via de administra-
cao de proteinas pela a sua grande area
de superficie e por permitir uma ripida
absorcao devido ao contato préoximo en-
tre os alvéolos e a circulacao (GONDA,
2000; CLELAND et al., 2001). A insulina
é, sem duavida, o protétipo biofarmacéu-
tico, tendo sido o Exubera® (Pfizer) a pri-
meira formulacdao inalatéria aprovada
pelo FDA (Food and Drug Administrati-
on), e que permite administrar uma for-
ma de insulina em po seco. Cerca de 40%
da proteina chega ao pulmio profundo
e 10% ¢é biodisponivel. O inicio de acdo
da insulina inalada é mais ripido do que
a injetavel de acdo rdpida, o que permite
a sua utilizacao pré-prandial (MCMAHON
AND ARKY, 2007). Estudos clinicos de-
monstraram uma equivaléncia significati-
va comparativamente a varias formas de
insulina convencional. A insulina inala-
da apresentou-se efetiva, bem tolerada e
melhor aceita em pacientes com diabetes
tipo 1 e tipo 2 (HOLLANDER et al., 2004;
WANNMACHER, 2005).
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O aumento do uso das proteinas tera-
péuticas na industria farmacéutica tem
salientado questdes como a sua estabi-
lidade durante o periodo de estocagem
e a liberacao eficaz de forma a evitar a
ocorréncia de efeitos adversos. Modifi-
cacoes quimicas controladas tais como
substituicoes, acilacao e peguilacio tém
cumprido algumas, mas ndo todas as
suas promessas, enquanto sistemas po-
liméricos de liberag¢ao prolongada po-
dem desempenhar um papel importan-
te (FROKJAER AND OTZEN, 2005).
Devido a suas propriedades de libera-
¢ao sustentada e prolongada, ao peque-
no tamanho e a biocompatibilidade
com tecidos e células, as nanoparticu-
las podem ser sistemas promissores para
a administracao de proteinas e peptide-
os (RIEUX et al., 2006.).

3. NANOPARTICULAS

A aplicacao de materiais poliméricos
com finalidades terapéuticas esta cres-
cendo muito rapido e tem sido eviden-
ciada em diversos campos como enge-
nharia de tecidos, implante de disposi-
tivos médicos e 6rgaos artificiais, prote-
ses, oftalmologia, odontologia, reparo
6sseo e outros (NAIR AND LAURENCIN,
2007).

Os sistemas poliméricos estao sendo
amplamente estudados e utilizados, e
niao s6 permitem uma liberacao lenta e
gradual do firmaco, como também
podem possibilitar o direcionamento a
alvos especificos do organismo, como
sitios de inflamacao ou tumor.

Embora o conceito de sistemas de libe-
racao de firmacos nao seja novo, um
grande progresso tem ocorrido no tra-
tamento de uma variedade de doencas.
O transporte de firmacos para o local
de acdo ¢é considerado o aspecto mais
importante, e para que este consiga li-
berar uma dose eficaz do firmaco no
local de acio sio necessarios veiculos
adequados. As nanoparticulas apresen-
tam aplicacoes potenciais na adminis-
tracao de substincias terapéuticas com
o objetivo de aumentar a eficiéncia do
transporte de farmacos e melhorar os
pertfis de liberacao (KUMAR, 2000).

A nanotecnologia pode ser definida
como um campo cientifico multidisci-
plinar baseado no desenvolvimento, na
caracterizacao, na produciao e na apli-
cacao de estruturas, dispositivos e sis-
temas com forma e tamanho na escala
nanométrica. Atualmente ha um inves-
timento global na nanotecnologia em
torno de U$ 7 bilhoes e estima-se para
2011-2015 um investimento de cerca de
U$ 1,5 trilhao (STYLIOS et al., 2005).
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Na nanomedicina, ou seja, no desen-
volvimento de tratamentos efetivos ba-
seados na nanotecnologia, ocorre a in-
tersecao de diferentes dreas, entre elas
a biologia, a quimica, a fisica, as en-
genharias quimica e mecanica, a ci-
éncia de materiais e a medicina clini-
ca (FAROKHZAD AND LANGER, 2006).
Os primeiros esforcos na nanomedi-
cina foram focados no aumento das
propriedades das modalidades tera-
péuticas e de diagndstico ja disponi-
veis. Recentemente, houve uma alo-
cacao de $144 milhoes pelo Instituto
Nacional do Cancer e $54 milhoes pelo
Instituto Nacional do Corac¢ao, Pulmao
e Sangue nos Estados Unidos para a
pesquisa em nanotecnologia nos anos
de 2004 e 2005, respectivamente. Es-
ses investimentos, juntamente como o
grande aumento do ndmero de paten-
tes na area nos ultimos cinco anos,
ampliou significativamente o interesse
dos pesquisadores pela nanomedici-
na (FAROKHZAD AND LANGER,
20006).

A nanomedicina ainda se encontra nos
estagios iniciais e este assunto ainda
precisa ser amadurecido. O que se es-
pera é uma entrada continua de no-
vas plataformas de nanotecnologia que
apresentarao um grande impacto po-
sitivo em diferentes niveis, incluindo:
a deteccao de alteracdes moleculares
causadoras de doencas, diagnostico e
imagem de doencas, transporte de far-
macos, sistemas multifuncionais para
aplicacoes terapéuticas e de diagnos-
tico, veiculos que aumentem a efica-
cia in vivo de agentes terapéuticos e
tecnologias nanométricas que acele-
rem a pesquisa cientifica (FAROKHZAD
AND LANGER, 2006).

No campo da nanotecnologia os sis-
temas de liberacao controlada de far-
macos se destacam e tém apresenta-
do um crescente avanco (EMERICH
AND THANOS, 2006). Entre eles, as na-
noparticulas foram inicialmente desen-
volvidas em meados dos anos 70 com
o objetivo de transportar substincias
nos organismos, tecidos ou até mes-
mo células, para melhorar a eficicia
terapéutica e diminuir o efeito toxico
das substancias nelas carreadas (MON-
TASSER et al., 2000; FATTAL et al., 2002).
Elas foram inicialmente desenvolvidas
como sistemas de transporte para va-
cinas e firmacos antineoplasicos. Vi-
sando aumentar a captacao pelo tu-
mor, a estratégia de transporte do far-
maco para o local especifico foi em-
pregada e o primeiro passo importan-
te da pesquisa objetivou o desenvol-
vimento de métodos para reducio da

captacao das nanoparticulas pelas célu-
las do sistema reticular endotelial. Simul-
taneamente, a utilizacdo das nanoparti-
culas para diferentes vias de administra-
cao também foi estudada (KUMAR, 2000).
Nas ultimas quatro décadas, a tecnologia
polimérica de liberacao controlada apre-
sentou um impacto nas diferentes dreas
da medicina, sendo elas, principalmen-
te, a oftalmologia, a pneumologia, a rela-
cionada a dor, a endocrinologia, a cardi-
ologia, a ortopedia, a imunologia e a neu-
rologia, com diferentes produtos ja pre-
sentes na pritica clinica (FAROKHZAD
AND LANGER, 2006). O mercado anual
no mundo de sistemas poliméricos de
liberacao controlada, incluindo os siste-
mas de liberacao de firmacos, é estima-
do em 60 bilhdes de dolares e estes sis-
temas estao sendo utilizados por mais de
100 milhoes de pessoas a cada ano.

As nanoparticulas sao sistemas coloidais
poliméricos com tamanho entre 10 e 1000
nm (RIEUX et al., 2006), nos quais o far-
maco pode se encontrar dissolvido, re-
coberto, encapsulado ou disperso. Elas
sao classificadas em duas categorias, as
nanoesferas e as nanocdpsulas, as quais
diferem entre si segundo a composi¢ao
e a organizacao estrutural. As nanocap-
sulas sao sistemas vesiculares em que o
farmaco encontra-se no interior de uma
cavidade aquosa ou oleosa circundada
por uma membrana polimérica, ou po-
dendo também ser encontrado adsorvi-
do na membrana polimérica. As nanoes-
feras sao formadas por uma matriz poli-
mérica, onde o farmaco encontra-se dis-
perso ou adsorvido (Figura 1) (ABDE-
LWAHED et al., 2006). Estes sistemas po-
dem promover um aumento da solubili-
dade do firmaco neles incorporado, pro-
teger as substincias de degradacao e mo-
dificar sua distribuicaio (LACOEUILLE et
al., 2007; RIEUX et al., 2006; SCHAFFAZI-
CK et al., 2003).

Diferentes aplicacoes terapéuticas das
nanoparticulas tém sido estudadas, prin-
cipalmente para administracao pelas vias
parenteral e oral. Por meio da adminis-
tracao parenteral, objetiva-se uma distri-
buicao mais seletiva do farmaco, aumen-
tando, assim, seu indice terapéutico. Com
relacao a administracao oral, as pesqui-
sas tém sido direcionadas principalmen-
te a diminui¢ao dos efeitos adversos e a
protecao de fiarmacos passiveis de de-
gradacao no trato gastrointestinal, tais
como peptideos e proteinas, aumentan-
do a biodisponibilidade dos mesmos
(KUMAR, 2000; RIEUX et al., 2006; REIS
etal., 2007).

As vantagens da utilizacao de nanoparti-
culas incluem a liberacao controlada e/
ou prolongada da substancia nelas en-



capsuladas, a reducio de efeitos adver-
sos associados a substincia, a protecao
de compostos da inativacao antes de atin-
girem o local de ac¢do, o aumento da pe-
netracao intracelular e o aumento da ati-
vidade farmacolégica (TEIXEIRA et al.,
2005).

Diferentes métodos sao encontrados para
o preparo de nanoparticulas, os quais per-
mitem a modulacao da sua estrutura, da
sua composicao e das suas propriedades
fisiologicas (RIEUX et al., 2006). A esco-
lha do método de preparo depende do
polimero e da solubilidade do firmaco a
ser encapsulado. Estes métodos podem
ser classificados em duas categorias prin-
cipais, sendo elas a polimerizacao de mo-
nomeros e a utilizacao de polimeros pré-
formados (REIS et al., 2006). Com exce-
¢ao dos alquilcianoacrilatos e do malo-
nato de poli-dialquilmetilideno, grande
parte dos monémeros adequados para o
processo de polimeriza¢do micelar pro-
movem uma formacio de polimeros nao
biodegradaveis ou que se degradam muito
lentamente. Além disso, as moléculas re-
siduais no meio de polimeriza¢ao podem
ser mais ou menos toxicas, o que requer
a purificacao do material. Para contornar
as limita¢oes dos métodos de polimeriza-
¢ao de mondmeros, tém sido emprega-
dos os métodos de preparo utilizando
polimeros pré-formados.

Entre os métodos que utilizam polimeros
pré-formados, a técnica de dispersao de
polimeros pré-formados tem sido a mais
empregada. Nela, o polimero ¢ disperso
em um solvente orginico imiscivel com
dgua como o diclorometano, o clorofér-
mio e o acetato de etila. A dispersao for-
mada é emulsificada com uma fase aquo-
sa contendo um emulsionante e a fase
orginica € entdo evaporada. Apos eva-
poracao completa do solvente organico
as nanoparticulas sao separadas por meio
de centrifugacio (RIEUX et al., 2000) e
podem ser armazenadas como suspen-
sdo ou serem liofilizadas.

4. POLIMEROS

Para que um polimero seja caracterizado
como biomaterial ele nao deve ser cau-
sador de resposta inflamatoria ou reagdes
toxicas no local de aplicacio, deve apre-
sentar uma meia-vida adequada, o seu
tempo de degradacao deve ser compati-
vel como o processo de cicatrizacao ou
regeneracao, deve apresentar proprieda-
des mecanicas adequadas a aplicaciao de-
sejada, seus produtos de degradacdao nao
devem ser toxicos, devem ser capazes de
serem metabolizados e eliminados do or-
ganismo, e devem apresentar permeabili-
dade apropriada a aplicacao desejada.

Os sistemas de liberacao de peptideos
e proteinas sao preparados, geralmen-
te, a partir de polimeros biodegrada-
veis. No entanto, o desenvolvimento
de sistemas biodegradaveis requer o
controle de um maior nimero de va-
ridveis ja que a cinética de degrada-
¢do do polimero, in vivo, deve per-
manecer constante para que seja obti-
da uma liberac¢iao controlada da subs-
tincia. Portanto, fatores como o pH e
a temperatura, que podem promover
um aumento ou uma reducio na ve-
locidade de degradacao do sistema,
devem ser avaliados durante o desen-
volvimento (DASH AND CUDWORTH
11, 1998).

Tanto os polimeros sintéticos quanto
0s naturais tém sido amplamente es-
tudados como biomateriais. O proces-
so de biodegradacao envolve a cliva-
gem hidrolitica ou enzimatica das li-
gacoes levando a erosio do material
polimérico (NAIR AND LAURENCIN,
2007).

Os polimeros naturais podem ser con-
siderados como os primeiros bioma-
teriais utilizados clinicamente. No en-
tanto, apesar de apresentarem algumas
vantagens, eles podem promover uma
atividade antigénica, a qual esta asso-
ciada ao seu processo de purificacio,
e também podem transmitir doencas.
Como exemplos de polimeros naturais,
destacam-se aqueles a base de prote-
inas como as albuminas bovina e hu-
mana, o coldgeno e a gelatina.

Os polimeros sintéticos, geralmente,
sdao biologicamente inertes, apresen-
tam propriedades mais previsiveis,
maior uniformidade lote a lote, além
de outros fatores. Eles sdo representa-
dos pelas poliamidas, pelos poliami-
nodcidos, pelos polialquilcianacrilatos,
pelos poliésteres, pelos poli (ortoéste-
res), pelos poliuretanos e pelas polia-
crilamidas.

A natureza dos polimeros empregados
em sistemas de liberacao de firmacos
influencia significativamente no tama-
nho e no perfil de liberacao do siste-
ma. Os polimeros biodegradaveis sin-
téticos tém apresentado crescente in-
teresse na aplicacao como sistemas de
liberacio, ja que os naturais apresen-
tam, geralmente, uma ripida liberacao
do farmaco. Os principais critérios na
selecio de um polimero siao, princi-
palmente, a biodisponibilidade, a bio-
compatibilidade e a sua velocidade de
degradac¢ao (RIEUX et al., 2006).

O perfil e o mecanismo de liberacao
do farmaco dependem da natureza do
polimero e também das propriedades
fisico-quimicas da substincia nele in-

corporada. Alguns polimeros sio menos
sensiveis as condicdes empregadas nos
processos de preparacao, o que pode ser
devido a sua composicao quimica, a sua
massa molar e a sua cristalinidade (RIEUX
et al., 2006).

Os polimeros biodegradaveis mais utili-
zados atualmente sao os poliésteres, tais
como a poli(e-caprolactona), o poli(D,L-
latico) (PLA) e os copolimeros derivados
dos 4cidos latico e glicolico (PLGA) (DASH
AND CUDWORTH II, 1998). Sao polime-
ros termopldsticos e constituem a classe
mais antiga e a mais estudada dos poli-
meros biodegradiveis (NAIR AND LAU-
RENCIN, 2007). Eles podem ser prepara-
dos a partir de uma variedade de moné-
meros pela abertura do anel e por vias de
polimerizacio dependendo da unidade
monomérica. Os derivados dos dcidos 1a-
tico e glicolico foram empregados como
material de fios de sutura na década de
1960 e, desde entdo, outros poli-ésteres
alifaticos foram desenvolvidos como po-
limeros biodegradiveis e tém despertado
bastante atencao devido a biocompatibi-
lidade e aos perfis de degradagao con-
trolaveis que apresentam.

5. ESTUDOS E PATENTES DA
APLICACAO DE NANOPARTICULAS
PARA A ADMINISTRACAO DE
BIOFARMACOS

Alguns estudos tém demonstrado que as
nanoparticulas podem prolongar a libe-
racio e também aumentar a biodisponi-
bilidade de peptideos e proteinas.
Sanchez e colaboradores (2003) desen-
volveram micro e nanoparticulas para ad-
ministracao parenteral de interferon. Nes-
te estudo, foi realizada uma compara¢ao
da taxa de encapsulamento e da libera-
¢ao do peptideo a partir de micro e na-
noparticulas preparadas por diferentes
técnicas de encapsulamento, utilizando o
copolimero dos acidos litico e glicélico
(PLGA) como matriz e contendo poloxa-
mer como agente estabilizante. Os resul-
tados mostraram que o interferon pode
ser eficientemente encapsulado em mi-
cro e nanoparticulas. Os sistemas exibi-
ram um perfil de liberacao similar e a in-
tegridade e a bioatividade da substancia
foram mantidas. A atividade antiprolife-
rativa do interferon variou dependendo
da formulacao desenvolvida.
Nanoparticulas de polietilenoglicol e aci-
do poli-latico contendo um peptideo neu-
roprotetor (peptideo intestinal vasoativo)
para administracao intranasal também
foram estudadas (GAO et al., 2007). A bi-
odistribui¢ao, a liberacao no cérebro e o
efeito neuroprotetor da formulagao foram
avaliados. Os resultados mostraram que
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a formulac¢ao de nanoparticulas promo-
veu uma maior concentracao do pepti-
deo no cérebro de camundongos quan-
do comparado a formulacao na forma
de solucao. De acordo com os pesqui-
sadores, as nanoparticulas desenvolvi-
das podem ser carreadores promisso-
res para peptideos e proteinas.

Reis e colaboradores (2007) avaliaram
nanoesferas de alginato-dextrano con-
tendo insulina. As nanoesferas foram
caracterizadas quanto ao tamanho e sua
distribuicao e quanto a forma. A efici-
éncia de encapsulamento e a liberacao
in vitro da insulina também foram de-
terminadas. A bioatividade da proteina
foi avaliada in vitro e em ratos diabéti-
cos. Os resultados mostraram que as na-
noesferas desenvolvidas, de 267 nm a
2760 nm, apresentaram uma eficiéncia
de encapsulamento de 82,5 %. As na-
noparticulas impediram a libera¢iao da
insulina no meio acido e permitiram
uma liberacio sustentada do peptideo
em meio neutro. A insulina encapsula-
da foi bioativa, como demonstrado pe-
los estudos in vitro e in vivo.

Algumas patentes também descrevem a
utilizacdo de nanoparticulas para admi-
nistracao de peptideos e proteinas:

- patente US 5,500,224 intitulada “Com-
posicoes farmacéuticas de nanocdpsu-
las” descreve uma composicao farma-
céutica na forma de suspensio coloi-
dal de nanocipsulas preparadas com o
polimero polialquilcianoacrilato (VRAN-
CKX et al., 1996). Esta formulacio é
adequada para a administracao oral de
polipeptideos e polissacarideos.

- patente US 5,641,745 intitulada “Libe-
racao controlada de micro e nanoesfe-
ras biodegradaveis contendo ciclospo-
rina” descreve uma formulacao farma-
céutica de liberacao controlada conten-
do ciclosporina encapsulada em micro-
esferas ou nanoesferas biodegradaveis
(RAMTOOLA, 1997). A formulacio apre-
senta propriedades de liberacao lenta
da ciclosporina e é adequada para o
transporte do peptideo para o intestino
quando administrada pela via oral.

- patente US 20060033224 intitulada “Mi-
croesferas/nanoesferas poliméricas e
encapsulamento de proteinas” descre-
ve um processo de formulacio de mi-
croesferas e nanoesferas e o encapsu-
lamento de proteinas com atividade te-
rapéutica e outras substancias (CASTOR,
2006). Os sistemas formados foram ca-
pazes de encapsular as proteinas e pro-
mover uma liberag¢ao controlada destas
substancias.

- patente US 7,291,598, intitulada “Na-
noparticulas para o transporte de prote-
inas”, descreve nanoparticulas compos-

tas de quitosano, dcido poli-glutimico
e pelo menos uma substincia ativa e
que apresentam uma superficie carre-
gada positivamente (SUNG et al 2007).
As nanoparticulas desenvolvidas sao
capazes de aumentar a permeabilidade
da proteina encapsulada por meio do
transporte pela via paracelular.

- patente US 20070009605 intitulada “En-
capsulamento de peptideos hidrossolu-
veis” descreve um processo de preparo
de microesferas ou nanoesferas biode-
gradaveis por meio da técnica de emul-
sificacdo 6leo em dgua (IGNATIOUS,
2007). Estas formulacoes sao adequa-
das para a liberac¢ao controlada de pep-
tideos bioativos.

6. CONSIDERACOES FINAIS

Os gastos com pesquisa e desenvolvi-
mento na drea biofarmacéutica estio em
torno de 19 a 20 bilhoes de ddlares nos
altimos trés ou quatro anos. Estima-se
que aproximadamente 2.500 firmacos
de base biotecnologica estejam em fase
de descoberta, 900 em triagem pré-cli-
nica e 1.600 em testes clinicos (WALSH,
20006). Do ponto de vista técnico, avan-
cos na engenharia de proteinas e nos
sistemas de liberacdo irdo garantir a
aprovacao de um nimero ainda maior
de produtos modificados e de libera-
cao controlada.

A eficiéncia e a seguran¢a da adminis-
tracao de proteinas terapéuticas sao a
chave do sucesso comercial e, em al-
guns casos, a demonstracao da eficd-
cia nos atuais e futuros produtos bio-
tecnologicos. Virias empresas tém se de-
dicado a busca por diferentes e mais
eficientes métodos de liberagao de pro-
teinas. Para avaliar criticamente as op-
¢coes, cada método deve ser considera-
do em termos de quao ficil ele pode
ser para a producio, para o impacto na
qualidade da proteina, para a biodis-
ponibilidade e para a toxicidade. Em
geral, os sistemas de liberacao de pro-
teinas evoluiram muito nos ultimos
anos, mas, um grande esforco em pes-
quisa e desenvolvimento ainda € neces-
sario para tornar a maioria desses siste-
mas vidveis para a comercializacdo. Os
sistemas nanoparticulados sao uma
oportunidade para melhorar a adesao
do paciente ao tratamento e sua quali-
dade de vida por meio da reducio do
numero de injecoes.
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