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RESUMO

A utilizacio terapéutica de peptideos e proteinas é
de grande importincia para o tratamento de varias
doencas. Entretanto, essas macromoléculas, devido as
caracteristicas intrinsecas, muitas vezes nao alcancam o
local de aciio necessario para exercerem sua atividade.
Neste contexto, este artigo de revisio apresenta os
principais sistemas poliméricos de liberacio em
estudo atualmente, tais como micro e nanoparticulas
poliméricas e hidrogéis, que podem melhorar a
efetividade do tratamento de doencas que requerem
a administracido de peptideos e proteinas. O artigo,
também, cita possiveis modificacdes quimicas, tais como
a peguilacdo, que também podem oferecer vantagens
para o uso dessas macromoléculas como entidades
terapéuticas.
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INTRODUCAO

As proteinas sdo formadas por aminoacidos unidos
por ligacdes peptidicas e constituem as macromoléculas
mais abundantes nas células vivas, cujas funcdes sdo
cruciais em todos os processos bioldgicos. Atuam como
catalisadores, transportam ¢ armazenam outras moléculas,
fornecem apoio mecanico e protegdo imunitaria, geram
movimento, transmitem impulsos nervosos e controlam o
crescimento e a diferenciacdo celular (Berg et al., 2004).
A aplicacdo das proteinas e peptideos, como moléculas
terapéuticas, ¢ de grande importancia para o tratamento de
varias doencas devido as altas especificidade e atividade
que apresentam em concentragdes relativamente pequenas,
quando comparadas aos farmacos convencionais (Wang,
1999). Entretanto, a manutencdo da complexidade
estrutural dessas macromoléculas pode tornar-se uma
barreira para que sejam usadas terapeuticamente. Elas
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possuem conformacgdo tridimensional, com estrutura
secundaria, tercidria e em alguns casos quartenaria, com
ligagdes frageis e grupos quimicos reativos. A destrui¢ao
dessas estruturas tridimensionais ou modificagdes na
cadeia de residuos de aminoacidos pode provocar a perda
da atividade ou causar imunogenicidade (Sinha & Trehan,
2003).

Desde o desenvolvimento da tecnologia do DNA
recombinante, nos anos de 1980, é crescente o numero
de novas moléculas de origem biotecnologica estudadas,
como proteinas recombinantes, anticorpos monoclonais
e acidos nucléicos, que apresentam um alto potencial
terapéutico. Mais de 125 produtos biotecnologicos ja
haviam sido aprovados para uso clinico pelo Food and Drug
Administration (FDA) até o ano de 2006. No relatério da
Pharmaceutical Research and Manufacturers of America
de 2006, estdo descritas ainda 418 novas substincias
biotecnologicas identificadas para o tratamento de mais de
100 doengas que se encontram em estudos clinicos ou em
revisao pelo FDA. Essas doengas incluem, principalmente,
o cancer, as doengas infecciosas, as autoimunes ¢ a sindrome
da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (Biotechnology
Medicines in Development, 2011).

Apesar dos avangos biotecnoldgicos, a aplicagdo de
peptideos e proteinas como farmacos, ainda constitui um
desafio devido aos obstaculos que dificultam o transporte
e liberagcdo dessas substancias no organismo. Enquanto
os farmacos convencionais sdo relativamente estaveis,
apresentam baixa massa molecular, sdo razoavelmente
lipofilicos e podem ser transportados satisfatoriamente,
através das barreiras celulares para o sangue e seus locais de
acao, as proteinas, por sua vez, sdo instaveis, hidrofilicas, e
apresentam elevada massa molecular, estrutura complexa e
baixa permeabilidade. Além das limitagdes encontradas na
absor¢do, os peptideos e proteinas geralmente apresentam
curta meia-vida, devido a degradagdo enzimatica no local
de administragdo ou durante o seu percurso para o local de
acdo (Almeida & Souto, 2007).

Ha, portanto, um crescente nimero de moléculas de
origem biotecnologica com potencial terapéutico, porém
acompanhadas de limita¢des de natureza farmacocinética.
Dessa forma, torna-se necessaria a utilizagdo de recursos
farmacotécnicos para a utilizagdo efetiva dessas
macromoléculas. Diferentes sistemas poliméricos t€ém sido
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estudados para o transporte de peptideos e proteinas, sendo
os principais as micro e nanoparticulas poliméricas e os
hidrogéis poliméricos. Estes sistemas podem promover
uma liberagdo prolongada e também proteger as proteinas
de degradacao e neutralizagdo no organismo, resultando em
uma maior atividade (Almeida & Souto, 2007).

As proteinas e os peptideos terapéuticos sdo
administrados, principalmente, na forma de solugdes ou
suspensdes pela via parenteral (subcutdnea ou intravenosa),
pois esta via proporciona maior biodisponibilidade (Moeller
& Jorgensen, 2008). A via parenteral apresenta algumas
desvantagens que incluem o risco de contaminagdo, dor,
desconforto para o paciente, necessidade de preparagdes
estéreis e dificuldade para a auto-administracdo. Além
disso, a administragdo sistémica de proteinas requer
injegdes repetidas, que podem promover uma menor
eficacia terapéutica devido a obtencdo de niveis sanguineos
irregulares do farmaco ¢ baixa adesdo do paciente a terapia
(Carrascosa et al., 2004). Muitos esforgcos de pesquisa
estdo sendo feitos para melhorar a adesdo do paciente ao
tratamento, seja através do emprego de vias alternativas de
administracdo, ou pela reducdo da freqiiéncia de injecdes
por meio do desenvolvimento de sistemas de liberacao
controlada e/ou prolongada (Jorgensen et al., 2006). Vias
alternativas como a oral, pulmonar, nasal, bucal, ocular,
retal, vaginal e transdérmica tém sido estudadas (Rosen &
Abribat, 2005; Sudhakar et al., 2006).

Desta forma, esta revisdo descreve os recentes
avancos no estudo de sistemas poliméricos de transporte
de peptideos e proteinas. Ela descreve as principais
caracteristicas ¢ formas de preparo de microparticulas,
nanoparticulas e hidrogéis poliméricos, além de seus
mais recentes estudos. O artigo cita também, possiveis
modificagdes quimicas, tais como a peguilagio, que também
pode oferecer vantagens para o uso dessas macromoléculas
como entidades terapéuticas.

Dificuldades na administracao de peptideos e proteinas

Desde a década de 80 descreve-se que uma das
principais limitagdes na utilizagdo das proteinas na clinica
se deve a dificuldade de administragdo por via oral.
Atualmente, esta limitagdo ainda ¢é estudada e discutida,
sendo um assunto de intensa pesquisa. A via oral ¢ a rota
de administracdo de medicamentos de primeira escolha
e a mais utilizada. No entanto, a instabilidade inerente
das proteinas ao trato gastrintestinal, assim como a baixa
permeabilidade através das membranas bioldgicas, devido
a alta massa molecular e a superficie polar caracteristicas,
impossibilitam o uso desta via, sendo empregada a via
parenteral. No entanto, essa via apresenta inconveniente ao
paciente, especialmente nos casos cronicos, diminuindo a
adesdo ao tratamento, comprometendo, assim, o resultado
clinico esperado. Desta forma, esforcos estdo sendo feitos
para melhorar a adesdo do paciente, seja através do emprego
de vias alternativas de administragdo ou por reducdo da
frequéncia de injeg¢des (Frokjaer & Otzen, 2005; Jorgensen
et al., 2006; Santos & Fialho, 2007).

A formulagdo de medicamentos contendo proteinas
depende do conhecimento das suas caracteristicas
fisico-quimicas e biologicas, incluindo estabilidade,
imunogenicidade e propriedades farmacocinéticas. A
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estrutura da proteina ¢é flexivel e sensivel a condig¢des
externas, o que significa que a sua producao, formulacio
e manipulagao necessitem de atengdo especial (Frokjaer &
Otzen, 2005; Santos & Fialho, 2007).

O aumento do uso das proteinas terapéuticas na
indéstria farmacéutica tem salientado questdes como a sua
estabilidade durante o periodo de estocagem ¢ a liberagdo
eficaz de forma a evitar a ocorréncia de efeitos adversos.
Modificag¢des quimicas controladas tais como substituigdes,
acilacdo e peguilagdo t€ém cumprido algumas, mas nao
todas as suas promessas, enquanto sistemas poliméricos
podem desempenhar um papel importante (Frokjaer &
Otzen, 2005; Santos & Fialho, 2007).

Modificacoes de peptideos e proteinas

As proteinas terapéuticas, inicialmente aprovadas
para uso na medicina geral, eram simples proteinas de
reposicao (ex. insulina recombinante e fatores sanguineos).
Nos ultimos anos, tem-se observado um aumento
proporcional dos biofarmacos desenvolvidos como
proteinas modificadas ou analogos. O objetivo dessas
modificagdes ¢ alterar as propriedades das proteinas,
tais como a eficdcia, a estabilidade, a especificidade, a
imunogenicidade e a farmacocinética, buscando assim, a
melhoria terapéutica (Buckel, 1996).

A conjugac¢do quimica com polietilenoglicol (PEG),
denominada peguilagdo, ¢ uma técnica utilizada para
prolongar o tempo de permanéncia das proteinas no sangue
¢ para, em alguns casos, promover uma liberacao local
do farmaco. A peguilagdo diminui a taxa de eliminacao
plasmatica por reduzir a degradacdo metabolica e a
endocitose da proteina da corrente sanguinea mediada
por receptores. Esta modificagdo também reduz a
imunogenicidade ¢ melhora o perfil de seguranca da
proteina por proteger epitopos imunogénicos. Muitas
proteinas peguiladas ja estdo no mercado, incluindo peg—
adenosine ademidase (Adagen®, Enzon Pharmaceuticals,
EUA), pegfilgrastim (Neulasta®, Amgem, EUA), PEG-
L-asparaginase (Oncaspar®, Enzon, EUA), pegvisomant
(Somavert®, Pfizer, EUA), PEG-alpha-interferon-2b
(Peglntron®, Schering-Plough, EUA) e PEG-alpha-
interferon-2a (Pegasys®, Roche, Suica) (Almeida & Souto,
2007).

A polisializagdo consiste na conjugagdo de
peptideos e proteinas com o acido polisialico. A
polisializagdo promete ser tao efetiva quanto a peguilagéo,
mas sem o inconveniente de toxicidade. O PEG ndo ¢
biodegradavel e, quando conjugado com proteinas, niao ¢
eliminado pelo rim e termina acumulando-se em tecidos
dentro dos lisossomas celulares. Os acidos polisialicos sdo
polimeros lineares do acido N-acetilneuraminico e estdo,
abundantemente, presentes na superficie das células e em
muitas proteinas. A polisilagdo de proteinas e peptideos
terapéuticos tem resultado em uma marcante redugdo
da proteolise, prolongamento do tempo de meia-vida na
circulagdo e redugdo da imunogenicidade e antigenicidade,
com a manutencdo da atividade bioldgica da proteina in
vivo (Gregoriadis et al., 2005).

As modificagdes quimicas em peptideos e proteinas
podem proporcionar inimeras vantagens, mas ainda nao
tém cumprido todas as suas promessas. Os sistemas de
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liberacdo prolongada associados ou ndo as modifica¢des
quimicas também tém sido muito explorados ¢ podem
desempenhar um papel importante na melhoria da utilizagao
dos peptideos e proteinas terapéuticos (Frokjaer & Otzen,
2005).

Sistemas de liberacdo poliméricos para administracio
de proteinas e peptideos

A existéncia de diferentes sistemas de liberagdo
aumentou o questionamento sobre qual deles poderia ser
o mais adequado para a finalidade desejada. Claro que ndo
ha uma resposta simples para essa questdo. Os aspectos a
serem considerados para o apropriado desenvolvimento de
um sistema de liberagdo de farmacos incluem: capacidade
de incorporagdo do farmaco, possibilidade de liberagdo
local-especifica, o destino in vivo do sistema (interag@o
com moléculas biologicas, taxa de degradagdo, acumulo
em orgaos, toxicidade aguda e cronica), possibilidade de
producdo em larga escala e custos (Mehnert, 2001).

A maior complexidade bioquimica e estrutural
das proteinas terapéuticas, comparada com os farmacos
convencionais, torna o preparo da formulagdo dessas
macromoléculas uma tarefa dificil e desafiadora. O
desenvolvimento de sistemas para liberagdo de proteinas
depende ainda das caracteristicas fisioldgicas, biofisicas
¢ bioquimicas das moléculas de proteinas, incluindo
seu tamanho molecular, tempo de meia-vida bioldgico,
imunogenicidade, estabilidade conformacional, dose
requerida, local e taxa de administragdo, farmacocinética
e farmacodindmica. A estabilidade quimica e fisica das
proteinas deve ser avaliada para a escolha do método de
preparacdo da formulagdo, pois pode ser comprometida por
fatores ambientais presentes nos processos de produgdo,
como pH, temperatura, alta pressdo, solventes ndo aquosos,
ions metalicos e agitacdo, que podem levar a perda da
atividade da proteina (Sinha & Trehan, 2003; Almeida &
Souto, 2007).

Os principais sistemas de liberagdo poliméricos,
em estudo atualmente, incluem as microparticulas e
nanoparticulas poliméricas e os hidrogéis poliméricos.
Estes sistemas, que serdo descritos a seguir, podem
melhorar a terapéutica com peptideos e proteinas ja
que podem oferecer liberagdo prolongada e/ou local-
especifica, redugdo dos efeitos adversos e um aumento da
biodisponibilidade do biofarmaco.

Microparticulas Polimericas

As microparticulas (Figura 1) sdo definidas como
sistemas poliméricos de tamanho entre 1 a 1000 pm.
Elas sdo classificadas em duas categorias, microcapsulas
e microesferas, sendo que as microcdpsulas sdo sistemas
poliméricos do tipo reservatdrio, enquanto as microesferas
sd0 sistemas matriciais (Benoit et al., 1996).

As microparticulas poliméricas tém sido muito
estudadas como sistemas de liberagdo de peptideos
e proteinas terapéuticos por promoverem liberacao
prolongada e protecdo contra degradacdo do farmaco
incorporado no organismo, resultando em uma maior
eficacia terapéutica. Entretanto, esse sistema ¢ inadequado
para a administragdo intravenosa e liberagdo local-
especifica devido ao didmetro das particulas (Mehnert &
Mader, 2001). Os problemas que podem estar associados a
formulag@o, como a perda da atividade da proteina durante o
processo de producdo e a exibigdo de um perfil de liberagdo
inadequado do agente incorporado, limitam a quantidade de
produtos ja comercializados. Esses problemas encontrados
no desenvolvimento da formulagdo de microparticulas
podem ser solucionados ou pelo menos minimizados pela
otimizacdo do tamanho da particula, escolha adequada do
método de preparo e do polimero utilizado e pelo uso de
estabilizantes para proteinas (Sinha & Trehan, 2003; Giteau
et al., 2008; Mundargi et al., 2008).

MICROCAPSULAS

Parede polimérica

Farmaco

l J
pum

Matriz polimérica

Nucleo (sdlido, aquoso ou oleoso)

MICROESFERAS

Farmaco

l J
1m

Figura 1: Representacao de microparticula (microcapsula e microesfera) e de nanoparticula (nanocépsula e nanoesfera).
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As microparticulas sao constituidas, principalmente,
por polimeros biodegradaveis, que geralmente ndo possuem
problemas de toxicidade e dificuldade de eliminagdo do
organismo. Uma variedade de polimeros biodegradaveis
sintéticos e naturais tem sido estudada, incluindo poliésteres,
polianidridos, poliortoésteres e polissacarideos (Sinha &
Trehan, 2003). Entre esses, o copolimero biodegradavel dos
acidos latico e glicolico (PLGA), da classe dos poliésteres,
tem sido o mais usado no desenvolvimento de nano e
microparticulas para liberacdo prolongada de farmacos
(Mundargi et al., 2008).

Diferentes métodos sdo descritos para o preparo de
microparticulas, sendo que, para a incorporagao de peptideos
e proteinas, os mais usados sdo os métodos de emulsdo
multipla, de separagdo de fase e de secagem por aspersao
(spray drying) (Mundargi et al., 2008). Inicialmente, para
esses trés métodos, uma emulsao de 4gua em o6leo ¢ obtida
pela dispers@o de uma solug¢@o aquosa contendo a proteina
a ser encapsulada em um solvente organico contendo o

polimero dissolvido. No método de emulsdo multipla, esta
emulsdo ¢ emulsificada, com uma grande quantidade de
meio aquoso, para formar uma emulsdo multipla de agua
em Oleo em agua, onde a proteina se encontra na fase
aquosa interna e o polimero na fase organica (ou oleosa); as
microparticulas sdo posteriormente formadas pela remogéo
do solvente. No método de separag@o de fases, um ndo-
solvente ¢ adicionado sobre agitacdo a emulsdo de agua
em Oleo obtida, onde a proteina se encontra na fase aquosa
interna e o polimero na fase organica (ou oleosa) induzindo
a coacervagao e formag¢ao das microparticulas. E no método
de secagem por aspersdo as microparticulas sdo formadas
pela atomizacdo da emulsdo de agua em o6leo (a proteina
se encontra na fase aquosa interna e o polimero na fase
organica ou oleosa), dentro de uma corrente de ar quente
onde ocorre vigorosa evaporacao do solvente. A Tabela 1
lista os ultimos estudos utilizando proteinas encapsuladas
em microparticulas poliméricas.

Tabela 1- Estudos utilizando proteinas encapsuladas em microparticulas poliméricas.

Proteina Polimero Método de preparo Principais resultados Referéncia
. " . - Eficiéncia de encapsulamento de 38,2+9,5%
Insulina Alginato Spray drying - Método de preparo nao alterou a estrutura da proteina. Bowey et al., 2012
g emulsao multipla seguido de - Encapsulamento de 16% da proteina
Interferon-alfa PCL evaporagao do solvente - 82% do interferon-alfa encapsulado foi liberado em 28 dias Melo et al., 2012
- Liberagao mais lenta in vitro da proteina incorporada nas
Lisozima HPMC e quitosano Liofilizagao microparticulas; Cho et al., 2011
- aumento significativo da permeacéo in vitro
Horménio do PLGA emulsao multipla seguido de - Eficiéncia de encapsulamento de 45%; proteina foi encontrada Rafi et al.. 2010

crescimento evaporagao do solvente

Toxoide diftérico e
tetanico PLGA

emulsao multipla seguido de
evaporagao do solvente

no soro de animais por um periodo de 30 dias.

Houve indugao da protecgao in vivo, apesar de ser observada
degradagao da proteina in vitro

Quintilio et al., 2009

Geng e colaboradores (Geng et al, 2008)
desenvolveram  microesferas de PLGA  contendo
eritropoetina, que ¢ considerada a proteina que forma
agregados mais facilmente durante o processo de
microencapsulagao, gerando séria resposta imunologica in
vivo. Neste estudo, foram obtidas particulas de dextrano
contendo eritropoetina, e a proteina apresentou resisténcia
a solventes organicos e foi encapsulada sem degradacdo
significativa. A eritropoetina foi liberada das microesferas
preparadas de forma prolongada, e uma tUnica inje¢do da
formulag@o em ratos resultou em uma elevacao das hemacias
correspondente a 12 inje¢des da formulagdo em solugao.
Os resultados obtidos indicaram que os camundongos
que receberam as microesferas ndo desenvolveram uma
resposta imunologica contra a eritropoetina maior do que a
observada com a aplicacdo da proteina em solugao.

Em um estudo realizado por Cho e colaboradores
(Cho et al., 2011), microparticulas para a administracao
nasal de proteinas foram desenvolvidas. As microparticulas
foram preparadas utilizando hidroxipropilmetilcelulose
ou quitosana como polimeros e lisozima como proteina e
apresentavam diametro entre 6 ¢ 12 pm. A manuteng@o da
conformacao da proteina foi confirmada por eletroforese e
o estudo in vitro mostrou que a atividade da lisozima foi
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mantida durante o processo de preparo das microparticulas.
O estudo de liberacao in vitro mostrou uma libera¢ao mais
lenta da proteina incorporada nas microparticulas e um
aumento significativo da permeacao in vitro.

Em nosso grupo de pesquisa, o interferon-alfa foi
encapsulado em microesferas de poli(e-caprolactona)
(PCL), visando a obtencdo de uma alternativa aos
tratamentos atuais da hepatite C cronica (Melo et al.,
2012). As microesferas apresentaram encapsulamento
de 16% da proteina, sem alteragdes significativas na
integridade estrutural do interferon, durante o processo
de preparo do sistema polimérico. Observou-se também
que, 82% do interferon-alfa encapsulado foi liberado em
28 dias e as microesferas desenvolvidas ndo apresentaram
citotoxicidade para linhagem de células hepaticas.

Em um trabalho recente, microparticulas de
alginato-poloxamer visando a administragdo pulmonar de
proteinas foram preparadas (Moebus et al., 2012). Para o
preparo das microparticulas contendo albumina bovina foi
usada a técnica de secagem por aspersao seguida de cross-
linking (ligagdo cruzada) das particulas. As microparticulas
desenvolvidas apresentaram tamanho entre 4-6 um ¢ sdo
adequadas para a administracdo pulmonar com liberagao
controlada de proteinas.
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Nanoparticulas Poliméricas

As nanoparticulas poliméricas (Figura 2) sdo
sistemas coloidais poliméricos com tamanho entre 10 ¢
1000 nm, onde o farmaco pode se encontrar dissolvido,
recoberto, encapsulado ou disperso. Elas sdo classificadas
em duas categorias, as nanoesferas ¢ as nanocapsulas. As

nanocapsulas sdo sistemas vesiculares em que o farmaco
encontra-se no interior de uma cavidade aquosa ou oleosa,
a qual é circundada por uma membrana polimérica. As
nanoesferas sdo sistemas matriciais em que o farmaco
encontra-se disperso fisicamente e uniformemente na
matriz (Dés Rieux et al., 20006).

NANOCAPSULAS

Parede polimérica

Farmaco

nm

Matriz polimérica

Nucleo (aquoso ou oleoso)

NANOESFERAS

Farmaco

nm

Figura 2: Representacdo de nanoparticula (nanocapsula e nanoesfera).

Asvantagens dautilizagdo de nanoparticulas incluem
a liberagdo controlada e/ ou prolongada da substancia nelas
encapsuladas, a redugdo de efeitos adversos associados a
substancia, a protecdo de compostos da inativacdo antes
de atingirem o local da a¢do e o aumento da penetragdo
intracelular (Teixeira et al., 2005). E possivel introduzir nas
nanoparticulas modifica¢des em sua superficie por adsorcao
ou ligagdo quimica de certas moléculas como compostos
bioativos, que podem promover a liberagao local-especifica
(Mahapatro & Singh, 2011). O pequeno didmetro das
nanoparticulas oferece vantagens sobre as microparticulas
para a administragdo oral. Muitos pesquisadores tém
observado que o nimero de nanoparticulas que atravessa
o epitélio intestinal € bem maior que o de microparticulas.
O tamanho das nanoparticulas também favorece a
administragdo parenteral (Reis et al., 2000).

Os problemas associados as nanoparticulas
poliméricas sdo provenientes de residuos de solventes
organicos usados no processo de produgao, da citotoxicidade
do polimero e do aumento da escala de producdo para a
aplicabilidade industrial. Em muitos processos de producao
a concentracdo de nanoparticulas ¢ baixa ¢ ndo ultrapassa
2% (Mehnert & Mader, 2001).

Os polimeros wusados na formulagdo de
nanoparticulas s3o os mesmos empregados para o
preparo das microparticulas e incluem os sintéticos
(acido poli-latico, copolimeros dos acidos latico e
glicolico, poli(e-caprolactona), polimetilmetacrilatos e
polialquilcianoacrilatos) e os naturais (albumina, gelatina,
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alginato, colageno e quitosana). Os poliésteres, como por
exemplo, o acido poli-latico, os copolimeros dos acidos
latico e glicolico e a poli(e-caprolactona), sozinhos ou em
combinag@o com outros polimeros sdo 0os mais comumente
usados nas formulag¢des de nanoparticulas (Lu et al., 2011).

Diferentes métodos sdo encontrados para o preparo
de nanoparticulas poliméricas, os quais permitem a
modulacdo de sua estrutura, da sua composicao e das suas
propriedades fisiologicas (Dés Rieux et al., 2006; Grabnar
& Kiristl, 2011). A escolha do método de preparo depende
do polimero e da solubilidade do farmaco a ser encapsulado
(Reis et al., 2006). Para a incorporacdo de peptideos e
proteinas, os métodos mais usados para o preparo de
nanoparticulas sdo os de emulsdo multipla, secagem por
aspersdo e separacdo de fase, semelhante a fabricacdo de
microparticulas (Mundargi et al., 2008).

Para os métodos de emulsdo multipla e separacao de
fase, independente do modo de preparo, a formulagao final
obtida ¢ uma dispersdo coloidal aquosa. Entretanto, durante
o tempo de armazenamento, pode ocorrer a agregacao das
nanoparticulas no meio aquoso, resultando em problemas
na estabilidade da formula¢do que podem ser minimizados
pela secagem das dispersoes. A técnica de liofilizagao tem
sido bastante utilizada para a desidratagdo de sistemas
coloidais (Schaffazick et al., 2003). No caso da técnica
de secagem por aspersdo, o produto final obtido ja se
encontra na forma de p6s, o que poderia garantir sua maior
estabilidade. A Tabela 2 lista os Gltimos estudos utilizando
proteinas encapsuladas em microparticulas poliméricas.
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Tabela 2- Estudos utilizando proteinas encapsuladas em nanoparticulas poliméricas.

Proteina Polimero Método de preparo Principais resultados Referéncia
- Encapsulamento de 8,25 + 2,49%
- - o x - 80% da proteina foi liberado em 10 dias;
17-AAG PLGA-PEG-4cido félico Nanoprecipitagao - maior penetragdo intracelular de nanoparticulas contendo acido S@xena etal., 2012
félico.
I . - Eficiéncia de encapsulamento de 80%;
Amilina PCL ZU;!U'E?; Z'éngéegoslsg#t'go de - Liberagao controlada in vitro por 240 hs; Guerreiro et al., 2012
porag - Redugao da glicemia por 36 hs.
Insulina PLGA emulsdo multipla seguido de - Aumento da bioadeséo Zhang et al., 2012

evaporagao do solvente

Ovalbumina (OVA)  Acido poli-y-glutamico (y-PGA) g\g‘ggﬁ;’@g")“é’f;‘j\fgr‘]‘t‘g° de

Insulin Poli-etil-2-cianoacrilato (PECA)  Polimerizagao interfacial

- Auséncia de citotoxicidade

- nanoparticulas foram captadas pelos macréfagos e
transportaram a OVA do endossomo para o citoplasma;
- 0 tamanho da particula influenciou a degradagéo intracelular.

Akagi et al., 2011

- Encapsulamento médio de insulina de 78%;
Liberac&o in vitro de insulina foi controlada e apenas 30%
permaneceram no sistema.

McDowell et al., 2009

Jain e colaboradores (Jain et al., 2008) prepararam
nanoparticulas de amido como um sistema mucoadesivo
para administragdo intranasal de insulina. O efeito
hipoglicémico apresentado pela administragdo intranasal
das nanoparticulas preparadas em ratos diabéticos foi
prolongado e significativo por at¢é 6 horas. A melhor
formulagdo obtida mostrou 48,6% de atividade
farmacoldgica quando comparada a administracdo
subcutanea da proteina.

Em trabalho realizado pelo nosso grupo, foram
desenvolvidas nanoparticulas de PLGA contendo proteinas
tumorais como adjuvantes para vacinas (Prata, 2011).
Os sistemas desenvolvidos apresentaram uma taxa de
encapsulamento de 59% da proteina e ndo causaram
toxicidade para linhagem de células renais embrionarias.

Em um trabalho recente desenvolvido por Zhang
et al. (2012) foram preparadas nanoparticulas de PLGA
revestidas de quitosana contendo insulina. As nanoparticulas
desenvolvidas, carregadas positivamente, apresentaram
maior capacidade de bioadesdo quando comparadas as
nanoparticulas com carga negativa. Nao foi evidenciado
sinal de citotoxidade da formulagdo desenvolvida.

Hidrogéis Poliméricos

Os hidrogéis (Figura 3) sdo sistemas que apresentam
estrutura tridimensional de cadeias de polimeros soliiveis
em agua, com ligacdes cruzadas e grande quantidade
de agua, geralmente mais que 50 % do peso total. Esses
sistemas podem ser formulados em uma grande variedade
de formas fisicas, incluindo formulagdes de deposito,
microparticulas, nanoparticulas, revestimentos e filmes.
Estas formas farmacéuticas t€ém sido muito usadas em
sistemas de liberagdo de proteinas, especialmente para
aplicagdes em engenharia de tecidos (Lee & Yuk, 2007;
Hoare & Kohane, 2008).

Os hidrogéis apresentam uma estrutura altamente
porosa que pode ser facilmente modelada pelo controle
do ntimero de ligagdes cruzadas e pela hidrofilicidade do
polimero. A porosidade permite a liberagdo de farmacos
a uma taxa dependente do coeficiente de difusdo das
moléculas no hidrogel. A biodegrada¢do ou dissolucao
desses sistemas pode ocorrer por via enzimatica, hidrolitica

474

ou dependente de modificacdes do meio (pH, temperatura
ou campo elétrico) (Lee & Yuk, 2007).

HIDROGEL

rs Ligagao
o /crunda

5\ Cadeia
polimérica

Figura 3: Representagdo da estrutura do hidrogel.

Apesar das inimeras vantagens, os hidrogéis
apresentam muitas limitagdes. Essa forma farmacéutica
pode dissolver prematuramente ou fluir do local da
aplicacao onde seria desejada a liberagdo do farmaco por
via topica. O grande conteudo de agua e os poros largos da
maioria dos hidrogéis frequentemente geram uma liberagéo
relativamente rapida do farmaco, dentro de um periodo
de poucas horas a poucos dias. Além disso, a aplicacdo
também pode ser problematica, pois alguns hidrogéis sdo
suficientemente deformaveis para serem injetados e outros
ndo, necessitando de implantagdo cirGrgica (Hoare &
Kohane, 2008).

Os géis sensiveis a temperatura sdo sistemas
promissores para o desenvolvimento de formula¢des
injetaveis. Solucdes aquosas de certos polimeros exibem
baixa viscosidade a temperatura ambiente, permitindo que
a solucdo flua pela seringa durante a injegdo, e exibem
um intenso aumento de viscosidade em temperaturas
mais elevadas, produzindo um gel como um depoésito do
farmaco a temperatura corporal. Muitos polimeros com
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essa sensibilidade térmica tém surgido, tais como o poli-
isopropilacrilamida e o copolimero dos 6xidos de etileno e
propileno (Liu et al., 2007).

Géis sensiveis a estimulos, como pH, residuos
quimicos, biomoléculas, campo elétrico e sinais mecanicos,
tém sido desenvolvidos recentemente para liberagdo de
farmacos. As mudangas no ambiente induzem modifica¢des
estruturais nos géis que ocasionam a liberagdo do farmaco
no ambiente pretendido ou de forma planejada (Liu et al.,
2007; Sokker et al., 2009).

Os hidrogéis podem ser constituidos por polimeros
naturais como fibrina, alginato e quitosana ou por polimeros
sintéticos como 6xido de polietileno e alcool polivinilico.
Viarias técnicas para a obtengdo das ligagcdes cruzadas
entre as cadeias poliméricas do hidrogel podem ser usadas,
incluindo a fotopolimerizagdo por luz ultravioleta e
métodos quimicos (Hoare & Kohane, 2008).

Géis biodegradaveis, sensiveis ao pH, formados
in situ e a base de quitosana, foram desenvolvidos para
liberagdo de insulina em resposta a um aumento da
concentragdo de glicose (Kashyap et al., 2007). Neste
trabalho, o gel era constituido por glicose ligada as cadeias
do polimero. A enzima glicose oxidase converte a glicose
em acido glicurénico na presenca de oxigénio e a formagao
do acido resulta na diminui¢ao do pH, levando ao inchago
do gel e consequente aumento da permeabilidade a agua,
facilitando, dessa forma, a liberacdo de insulina por
difusdo. A eficacia das formulagdes foi avaliada in vitro e
in vivo em ratos diabéticos e os resultados demonstraram
a capacidade do sistema em liberar insulina em resposta
a concentracdes elevadas de glicose. A Tabela 3 lista os
ultimos estudos utilizando proteinas incorporadas em
hidrogéis poliméricos.

Tabela 3- Estudos utilizando proteinas incorporadas em hidrogéis poliméricos.

Proteina Polimero Método de preparo

Principais resultados Referéncia

Albumina Hidroxietilcelulose e PVA Polimerizagao quimica

Influenza H5N1 Quitosana Polimerizagao quimica

CMC-acrilato de

Albumina sodio-alginato de sodio

Polimerizagao quimica

Alginato de calcio e derivados
de dextrano-metacrilato

Fotopolimerizagao por luz

Horseradish peroxidase .
ultravioleta

Insulina Quitosana Polimerizagao quimica

- Liberagéo sustentada da proteina por 160 dias. Appel et al., 2012

- Aumento do tempo de permanéncia
do antigeno na cavidade nasal;

- Aumento do transporte transepitelial;
- Maior resposta imune.

Wu et al., 2012

- Estudos confirmaram que o hidrogel formado é pH
sensivel;

A quantidade de albumina liberada em 2 hs em pH 2,1
foi relativamente baixa (18,1%) e maior apés 8 hs em
pH 7,4.

El-Sherbiny et al., 2011

- Amassa molar e o grau de polimerizagédo das cadeias
de dextrano afetam a velocidade de liberagéo da proteina;
- Nao houve alteragéo da atividade enzimatica da proteina

Pescosolido et al., 2010

- O sistema foi capaz de liberar insulina em resposta

a concentragdes elevadas de glicose. Kashyap et al., 2007

Em um trabalho realizado por Nelson e
colaboradores (Nelson et al., 2012), uma formulagdo
de hidrogel termo-sensivel biodegradavel contendo ou
ndo microparticulas dispersas em sua estrutura e com
capacidade de incorporagdo de proteinas foi desenvolvido.
A albumina bovina foi utilizada como modelo e foi liberada
dos sistemas por 3 meses. As microesferas incorporadas
no hidrogel liberaram a proteina mais lentamente e sdo
adequadas para a utilizagdo em aplicagdes de engenharia
de tecidos.

Recentemente, uma formulagdo de hidrogel termo-
sensivel como vacina para administracdo intranasal e
imunizacao de influenza H5N1 foi desenvolvida (Wu et al.,
2012). O gel foi capaz de prolongar o tempo de permanéncia
do antigeno na cavidade nasal ¢ também promoveu um
aumento do transporte transepitelial. Comparado ao
antigeno de H5N1 sozinho e incorporado ao adjuvante
MF59, o hidrogel induziu maior resposta imune.
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CONCLUSOES

A administrag@o de proteinas e peptideos ainda ¢ um
desafio, ja que eles apresentam curto tempo de meia-vida
no organismo, devido a degradagdo enzimatica e pequena
permeabilidade através das membranas biologicas. Dessa
forma, essas macromoléculas, independente da via de
administragdo utilizada, muitas vezes ndo alcangam o local
de ac@o necessario para exercerem sua atividade como
entidades terapéuticas. Entretanto, os sistemas de liberagao
em estudo tais como, micro e nanoparticulas poliméricas,
emulsdes e hidrogéis, podem superar essas limitagdes
existentes por oferecerem protegdo contra degradagdo,
aumento da permeabilidade através de membranas e
liberagao prolongada e/ou local-especifica. As dificuldades
encontradas para a preparagdo dessas formas farmacéuticas
vém sendo melhoradas constantemente por pesquisas de
novos métodos de produgdo. Esses sistemas para liberagdo
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de proteinas e peptideos sdo candidatos potenciais para
o desenvolvimento de novos medicamentos, que serdo
de importante aplicagdo para o tratamento de doengas
ainda sem terapéutica totalmente eficaz e para a melhoria
da adesdao do paciente, seja pela redu¢do do numero de
injegdes, ou pela administragdo por outras vias que ndo a
parenteral.

ABSTRACT

Polymeric delivery systems for the administration of
therapeutic peptides and proteins

The therapeutic application of peptides and proteins
is of great importance for the treatment of numerous
diseases. However, due to intrinsic properties of these
macromolecules, they sometimes fail to reach the site of
action required to promote their therapeutic effect. In
this context, this review presents the main drug delivery
systems under study nowadays, such as polymeric micro
and nanoparticles and hydrogels, that can improve the
effectiveness of the treatment of diseases that require
the administration of peptides and proteins. The article
also describes possible chemical modifications, such as
pegylation, that can offer advantages for the use of these
macromolecules as therapeutic agents.

Keywords: Polymeric systems. Protein. Controlled release.
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