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Uso intranasal de nanoparticulas lipidicas contendo compostos
antioxidantes provenientes de bio-residuos marinhos e o seu potencial no
tratamento de doencas neurodegenerativas

Intranasal lipid nanoparticles containing antioxidant compounds from marine bio-waste and their
potential in the treatment of neurodegenerative diseases
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RESUMO

Os bio-residuos derivados de organismos marinhos sao compostos com elevado potencial terapéutico, nomeadamente,
com notavel atividade antioxidante, apresentando capacidade de diminuir o stress oxidativo que intervém na pa-
togénese das doengas neurodegenerativas. Com efeito, tem sido observado um interesse crescente nestes compostos
naturais, visto que constituem uma alternativa aos compostos antioxidantes sintéticos, e a sua utilizagdo promove
uma maior sustentabilidade e consciéncia sobre a importancia da recuperag¢ao e valorizagao dos residuos resultantes
do processamento dos organismos marinhos. Apesar do seu potencial no tratamento e prevencao destas doengas, os
compostos antioxidantes obtidos de bio-residuos marinhos tém dificuldade em chegar ao cérebro, devido a necessi-
dade de atravessar a barreira hematoencefilica (BHE), o que dificulta os tratamentos. Nesse sentido, tém sido estu-
dados novos sistemas de entrega de farmacos administrados por vias alternativas, nomeadamente, a entrega direta
do nariz ao cérebro através de nanoparticulas lipidicas, tais como as nanoparticulas de lipidos sélidos (do inglés Solid
Lipid Nanoparticles, SLN) e os vetores lipidicos nanoestruturados (do inglés Nanostructured Lipid Carriers, NLC), que
tém apresentado resultados promissores. A administra¢ao intranasal apresenta inimeras vantagens, entre as quais
se destaca o facto de n3o ser necessario que os firmacos atravessem a BHE para chegar ao cérebro. Os beneficios da
utilizagdo de SLN e NLC na entrega de farmacos, via intranasal, para o tratamento de doengas neurodegenerativas tém
sido demonstrados em diversos estudos in vitro, ex vivo e in vivo, embora sejam necessarias mais investigagdes para que,
mais tarde, seja possivel avangar com os ensaios clinicos. Esta revisdo teve como objetivo analisar o estado da arte da
utilizagao de nanoparticulas lipidicas no transporte de compostos provenientes de bio-residuos marinhos, bem como
o seu potencial de aplicagdo no tratamento de doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: bio-residuos marinhos, doen¢as neurodegenerativas, vetores lipidicos nanoestruturados (NLC),

nanoparticulas de lipidos sélidos (SLN), transporte nariz-cérebro.

ABSTRACT
Bio-waste derived from marine organisms are compounds with high therapeutic potential, namely with remarkable
antioxidant activity, showing the ability to reduce oxidative stress that participates in the pathogenesis of
neurodegenerative diseases. Indeed, there has been a growing interest in these natural compounds, as they constitute
an alternative to synthetic antioxidant compounds, and their use promotes greater sustainability and awareness of the
importance of recovering and valuing waste resulting from the processing of marine organisms. Despite their potential
in the treatment and prevention of neurodegenerative diseases, antioxidant compounds obtained from marine bio-
waste have difficulty in reaching the brain, due to the need to cross the blood-brain barrier (BHE), which limits
the treatment of these diseases. In this sense, new drug delivery systems administered by alternative routes have
been developed, namely the direct nose-to-brain delivery of drugs by means of lipid nanoparticles, such as Solid
Lipid Nanoparticles (SLN) and Nanostructured Lipid Carriers (NLC), which have been showing promising results.
Intranasal administration of drugs has numerous advantages, including the fact that it is not necessary for drugs to
cross the BHE to reach the brain. The benefits of using SLN and NLC for intranasal drug delivery for the treatment
of neurodegenerative diseases have been demonstrated by in vitro, ex vivo and in vivo experiments, although more
studies in animals are needed to further pass to the clinical trials. This review aimed to analyze the state of the art of
using lipid nanoparticles to transport compounds from marine bio-waste, as well as their potential application in the
treatment of neurodegenerative diseases.

Keywords: marine bio-waste, neurodegenerative diseases, Nanostructured Lipid Carriers (NLC), Solid Lipid
Nanoparticles (SLN), nose-to-brain transport.
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INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o consumo médio de
peixe, moluscos e crusticeos tem vin-
do a aumentar significativamente, dado
que estes sdo cada vez mais reconheci-
dos por integrarem uma dieta saudavel,
e contribuirem de forma positiva para
a saude e bem-estar dos seus consumi-
dores. No entanto, o aumento do con-
sumo destes organismos sé é possivel
devido ao aumento maci¢o da sua pro-
dugdo, o que se deve, sobretudo, aos
avan¢os tecnolodgicos da atividade pis-
catéria, nomeadamente as grandes fro-
tas de pesca equipadas com tecnologia
avancada para capturar e congelar uma
maior quantidade de peixes, moluscos e
crustaceos e com capacidade de suportar
longas viagens, mas, também, aos rapi-
dos desenvolvimentos da aquicultura'.
O impressionante aumento do consumo
de organismos marinhos vem acompa-
nhado de varios desafios, sendo um de-
les a formacgdo de grandes quantidades
de residuos sélidos resultante do proces-
samento que estes organismos recebem
antes de serem colocados no mercado, e
que inclui mais de 70% do total de peixes,
moluscos e crustaceos capturados. Este
processamento é um requisito imposto
por varias empresas, de forma a reduzir
o custo associado ao transporte de par-
tes ndo comestiveis destes organismos,
e a melhorar a estabilidade e qualidade
dos produtos, removendo as partes sus-
cetiveis de ter bactérias e enzimas, e que
sdo um risco durante o seu armazena-
mento. Dependendo das espécies pro-
cessadas, estes residuos incluem peixes
inteiros de baixa qualidade, esqueletos
de peixes e materiais das conchas e cas-
cas, no caso dos moluscos e crustaceos,
entre outros residuos provenientes de
animais marinhos!**.
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Estes residuos marinhos, que podem
também ser designados de bio-residu-
o0s, sao depositados em aterros sanitari-
os ou sao utilizados para fabricar ragdes
animais ou fertilizantes. No entanto, a
rejeicao destes bio-residuos em aterros
sanitarios causa inumeros problemas
ambientais, como a formac¢ao de maus
odores, a polui¢io do ar e do solo e pre-
juizos no ecossistema marinho, devido
ao elevado contetido organico e mineral,
podendo ainda causar problemas sociais
e econdmicos*>.

Dada a quantidade resultante destes
bio-residuos, que é da ordem das deze-
nas de milhdes de toneladas por ano,
a Agenda 2030 da Organiza¢do das
Nagbes Unidas (ONU), os Objetivos de
Desenvolvimento Sustentdvel (ODS) e a
Organizagao para a Alimentagao e Agri-
cultura (do inglés Food and Agriculture
Organization, FAO), tém vindo a reco-
nhecer o papel essencial da pesca e da
aquicultura, destacando os varios desa-
fios deste setor, que incluem, para além
da redu¢io da pesca, a sustentabilidade
bioldgica e a necessidade de melhorar a
recuperag¢do e a valoriza¢ao dos residu-
os resultantes do processamento dos
organismos marinhos, uma vez que re-
presentam um recurso de extraordinaria
riqueza quimica que deve ser valoriza-
d01,3,6.

A recuperagio e a valorizagdo dos
residuos resultantes do processamen-
to dos organismos marinhos tém sido
sugeridas como uma solugdo inovadora,
e com potencial do ponto de vista ambi-
ental, social e econémico, dado que es-
tes bio-residuos sao reservatérios ricos
em componentes biofuncionais estru-
turalmente diversos, devido ao ambiente
competitivo, exigente e agressivo em que
vivem, e que lhes permite produzir com-
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postos diferentes dos que sdao produzi-
dos no ambiente terrestre. Desta forma,
estes compostos, que sao ja reconheci-
dos pelas suas diversas atividades, tais
como anticancerigena, antimicrobiana,
antioxidante, imunomoduladora, entre
outras, podem ser utilizados no desen-
volvimento de produtos de valor acres-
centado em vdrias industrias, em parti-
cular na industria farmacéutica*®.
Vdrias investigacdes demonstraram o
potencial de utilizagio de diferentes
subprodutos provenientes de organis-
mos marinhos, como a pele e, no caso
dos crustaceos, as cascas de carangue-
jo e de camardo, na obtenc¢ao de varios
compostos bioativos, enzimas e outras
proteinas funcionais que podem ser usa-
das na terapéutica de varias doengas,
tais como as doengas neurodegenerati-
vas, cardiacas, diabetes e em certos ti-
pos de cancro®**’. Deste modo, tém sido
desenvolvidos varios processos de bio-
conversao com o objetivo de utilizar es-
tes subprodutos na formagdo de novos
produtos com potencial para contribuir
para a saude e bem-estar do ser huma-
no, sendo este propdsito cada vez mais
abordado, uma vez que o uso convencio-
nal destes bio-residuos, quer em ragoes
animais, quer em fertilizantes tem um
custo relativamente baixo?.

Vérios compostos bioativos podem
ser isolados a partir dos residuos de
camardo, incluindo os quito-oligos-
sacarideos derivados da quitina; a asta-
xantina, um carotendide vermelho com
elevada capacidade antioxidante, o dme-
ga-3, entre outros. A cartilagem nasal do
salmao é uma valiosa fonte de proteogli-
canos com atividade antiangiogénica
que podem ser usados para diminuir o
desconforto da dor nas articulagdes em

pessoas idosas ou na promogdo da ci-
catrizagdo de feridas®. A pele do peixe
¢ uma importante fonte de colagénio,
que pode ser hidrolisado em péptidos
bioativos com atividades antioxidantes,
anti-hipertensivas e  antidiabéticas,
apresentando também potencial para
melhorar a memoria®.

O potencial das macroalgas como fonte
de compostos nitrogenados bioativos
foi recentemente demonstrado. As algas
marinhas contém uma grande quanti-
dade de fitonutrientes que apresentam
atividade antioxidante, anticoagulante,
antimicrobiana, antidiabética, antican-
cerigena e anti-inflamatdria. As algas
pertencentes ao género Chlorophyta,
Rhodophyta e Phaeophyta, sdo consi-
deradas ricas em fibras dietéticas, Ome-
ga-3, betacaroteno, astaxantina, vitami-
na C, entre outros compostos benéficos
para a saude do homem?*.

Muitos compostos bioativos apresentam
limitacdes de utilizagdo relacionadas
com a sua baixa solubilidade aquosa, es-
tabilidade, dificuldade em atingir o local
alvo de acao, entre outras. Isto fez com
que fosse necessario desenvolver novos
sistemas capazes de encapsular este tipo
de compostos. Neste contexto e, tendo
em conta as suas caracteristicas unicas,
o uso de nanossistemas tem apresenta-
do resultados promissores>¢. Entre es-
tes, as nanoparticulas lipidicas tém sido
utilizadas para encapsular bio-residuos
de forma eficiente, minimizando as suas
limita¢des, melhorando o direcionamen-
to para o local alvo da ag¢ao e promoven-
do a sua atividade’?.

A utiliza¢ao de bio-residuos derivados
de organismos marinhos apresenta
também multiplos beneficios dentro
do paradigma da economia circular, ao



promover uma maior sustentabilidade
da industria pesqueira e da aquicultura,
reduzindo o impacto da explora¢iao an-
trépica dos recursos marinhos®.

Biomoléculas de origem marinha com proprie-
dades antioxidantes

O stress oxidativo induzido por espécies
reativas de oxigénio (do inglés Reactive
Oxygen Species, ROS), tais como o 4ci-
do nitrico, perdxido de hidrogénio e o
radical hidroxilo, é a principal causa de
processos inflamatérios que conduzem
a diferentes doencas, incluindo o can-
cro, a diabetes, as neurodegenerativas
e as cardiovasculares®. Desta forma, a
compreensdo dos mecanismos de stress
oxidativo, bem como a descoberta de
novos compostos antioxidantes sao im-
portantes fatores de estudo. Vdrias in-
vestigacdes demonstraram uma forte
correlacao entre a utilizagao de compos-
tos com propriedades antioxidantes e o
risco reduzido do desenvolvimento de
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doencas cardiovasculares e de cancro®.
A principal preocupagdo da industria bio-
tecnoldgica é encontrar compostos anti-
oxidantes originarios de fontes naturais
de modo a substituir os antioxidantes
artificiais, como o butilhidroxitolueno
(BHT) e o butilhidroxianisol (BHA), cu-
jos perfis de seguranca sao cada vez mais
controversos, devido a ocorréncia de
toxicidade hepatica e ao risco de poten-
ciar a carcinogénese’. Nos tultimos anos,
as moléculas antioxidantes naturais,
extraidas de bio-recursos, tém vindo a
substituir a utilizacido de antioxidantes
sintéticos’. Entre as biomoléculas an-
tioxidantes provenientes de organis-
mos marinhos destacam-se as enzimas
(catalase e superdxido dismutase), os
carotenodides, os péptidos bioativos e os
polissacarideos®!°.

A Tabela 1 apresenta exemplos de bio-
moléculas antioxidantes provenientes
de organismos marinhos e as suas apli-
cacOes terapéuticas.

Tabela 1. Exemplos de biomoléculas antioxidantes provenientes de organismos marinhos>%!!-%,

Biomolécula Fonte natural Aplicagio terapéutica
Propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, podendo ser
Haematococcus
Astaxantina utilizada na prevencio e tratamento de doencas cardiovascu-
pluvialis
lares e neurodegenerativas.
Propriedades anti-inflamatdrias e antioxidantes, podendo ser
Laminaria
Fucoxantina utilizada na prevengao e tratamento de doengas neurodege-
japonica
nerativas.
Propriedades antioxidantes, podendo ser utilizada na preven-
¢ao da fibrose hepatica, nictalopia, sindrome coronaria aguda
Betacaroteno Dunaliella salina
e crénica, na prevencdo de doengas neurodegenerativas e na
protecao da pele contra a radiagdo UV.
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Tabela 1. Exemplos de biomoléculas antioxidantes provenientes de organismos marinhos>*!!-** (cont.).

Propriedades antioxidantes in vitro, sendo muito utilizado na
indastria cosmética como rejuvenescedor. Pode ser incorpo-

rado em suplementos nutricionais.

Propriedades antioxidantes e antiproliferativas, podendo ser

utilizada na preven¢iao do cancro.

Propriedades antioxidantes in vitro.

Propriedades antioxidantes, anticancerigenas, antimicrobia-
nas e anticoagulantes; refor¢o do sistema imunolégico, pro-

mo¢ao da homeostasia e favorecimento da cicatrizagdo de

Propriedades anti-infeciosas e neuroprotetoras, podendo ser

utilizada no tratamento e prevenc¢ao da doenga de Alzheimer.

Propriedades antioxidantes, podendo ser utilizada no trata-

mento e prevenc¢io da doenga de Alzheimer.

Propriedades antioxidantes e neuroprotetoras, podendo ser

utilizada no tratamento e preven¢io de doengas neurodege-

Theragra
Colagénio
chalcogramma
Dosidicus gigas
Gelatina
Thunnus spp.
Quitina Crustaceos
feridas.
Pseudoceratina
Rifamicina
clavata
Undecilprodigiosina Streptomyces
Spongionella
Gracilinas
gracilis
nerativas.
Carotendides

tituidos por 40 dtomos de carbono uni-

Os carotendides tém sido alvo de uma
atencao significativa devido as suas
aplicacoes relevantes no dominio da in-
dastria farmacéutica e biotecnoldgica,
relacionadas com os seus efeitos antio-
xidantes. Estes sao compostos lipofilicos
que podem apresentar diferentes cores,
como amarelo, laranja e vermelho. Os
carotendides sao tetraterpendides cons-
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dos por unidades opostas no centro da
molécula, e sdo categorizados em dois
grupos: carotenos e xantofilas. Os ca-
rotenos sao apenas hidrocarbonetos e as
xantofilas s3o subprodutos oxigenados
dos carotenos. As xantofilas sdo com-
postos bastante hidrofilicos devido aos
grupos hidroxilo e ceto que contém nos
anéis finais®.



Astaxantina

A astaxantina ¢ um carotendide xan-
tofilico de cor vermelha que é isolado
maioritariamente a partir da microal-
ga Haematococcus pluvialis, que acumula
niveis muito elevados deste composto
em condi¢des de stress, como por exem-
plo, elevada salinidade, elevada tem-
peratura e deficiéncia de nitrogénio. No
entanto, a astaxantina também pode ser
extraida de organismos marinhos, inclu-
indo o salmido e o camarao, nos quais é
responsavel pela coloragao®*3¢.

A astaxantina € quimicamente conhecida
por 3,3 -dihidroxi-p-f-caroteno-4,4 -diona,
sendo uma molécula altamente lipofili-
ca*?7. A sua estrutura quimica apresenta
2 anéis com um grupo hidroxilo e um gru-
po carbonilo, um em cada extremidade,
que apresentam ligeira solubilidade em
agua, separados por ligacdes duplas car-
bono-carbono. Esta configuragao especi-
fica, nomeadamente, a cadeia de polie-
no, confere a astaxantina uma poderosa
atividade antioxidante na eliminacao
de radicais livres, sendo 40 a 100 vezes
mais eficaz como antioxidante do que o
betacaroteno e a vitamina E ou tocoferol,
respetivamente®*>>3,

Por ser o carotendide com maior ativi-
dade antioxidante, a astaxantina tem
vindo a ganhar destaque devido as suas
caracteristicas neuroprotetoras®. Desta
forma, a astaxantina tem demonstrado
em vdrias investigagdes o seu valioso
impacto para a saude humana, na pre-
ven¢do do cancro, na diminui¢ao do ris-
co das doencas cardiovasculares e das
doencas neurodegenerativas, resultantes
da sua forte atividade antioxidante®.

Betacaroteno

O betacaroteno é um carotendide ex-
traido de uma microalga halotolerante
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denominada de Dunaliella salina. Este
composto e os seus derivados sao muito
conhecidos pelas suas propriedades anti-
oxidantes, uma vez que na sua estrutura
apresentam ligagcdes duplas conjugadas,
o que lhes permite aceitar eletrdes de es-
pécies reativas e neutralizar os radicais
livres, sendo considerados excelentes
eliminadores de ROS® .

Viérias investigagdes demonstraram
que, para além das suas propriedades
antioxidantes, o betacaroteno tem mui-
tos outros beneficios para a saude hu-
mana, tais como a prevenc¢ao da fibrose
hepatica, a atividade de pro-vitamina A,
a preven¢ao da nictalopia e da sindrome
coronaria (aguda e crénica), as proprie-
dades anti-neurodegenerativas e o po-
tencial na fotoprote¢ao da pele contra os
raios UV®.

Péptidos bioativos

Recentemente, varios péptidos bioati-
vos foram obtidos a partir da hidrélise
de proteinas extraidas de animais mari-
nhos. Os péptidos bioativos sao, entao,
fragmentos especificos de proteinas que
apresentam diversas atividades, entre
as quais se destaca a atividade antioxi-
dante!®*l. Estes péptidos antioxidantes
tém entre 2 e 20 residuos de aminodci-
dos e apresentam uma conhecida capaci-
dade de eliminacdao de radicais livres,
de quelatacio de ides metdlicos e de
inibi¢ao da peroxidacao lipidica. Embo-
ra a relagio exata da estrutura-atividade
antioxidante dos péptidos bioativos
ainda n3o tenha sido completamente
estabelecida, acredita-se que o tipo, a
posicao e a hidrofobicidade dos amino-
acidos presentes desempenhem um papel
essencial®.

Nos ultimos anos, varios estudos cienti-
ficos demonstraram que os péptidos
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bioativos obtidos da hidrélise enzimati-
ca de varios subprodutos marinhos po-
dem promover a sadde humana, além
de auxiliar na prevencao de doengas
crénicas. Em particular, h4 um grande
numero de estudos sobre a hidrdlise
enzimdtica de colagénio utilizado para
a producao de péptidos bioativos. O co-
lagénio é uma proteina estrutural muito
importante, encontrada em quantidades
consideraveis em residuos marinhos,
principalmente, na pele, ossos e esca-
mas dos peixes. Esta proteina e a sua
forma parcialmente hidrolisada, a gelati-
na, sao ricas em aminodacidos hidrofébi-
cos que parecem desempenhar uma po-
tente eliminac¢do de radicais livres. De
facto, foi demonstrado que os péptidos
derivados da gelatina da pele de animais
marinhos, como a lula voadora e o atum,
possuem atividade antioxidante associa-
da a presenca de aminodcidos hidrofébi-
cos, quando comparada com o potente
antioxidante natural a-tocoferol®.

O colagénio é muito utilizado na in-
dastria cosmética, como um ingrediente
chave para o rejuvenescimento da pele,
sendo maioritariamente incorporado em
cremes, mas também em suplementos
nutricionais, com o objetivo de promo-
ver a regenera¢iao dos ossos e das cartila-
gens'®. Com efeito, os péptidos bioativos
de origem marinha com propriedades
antioxidantes podem ter um grande
potencial de utiliza¢ao na industria far-
maceéutica.

Polissacarideos

Vérios estudos revelaram que muitos
polissacarideos derivados de organis-
mos marinhos exibem atividade antio-
xidante, sugerindo que estes compostos
podem ser utilizados na prevenc¢ao de
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doencas relacionadas com o stress oxi-
dativo, como é o caso das doencas neu-
rodegenerativas e alguns tipos de can-
cro'®.

Entre os diferentes polissacarideos
que podem ser extraidos de organis-
mos marinhos, destaca-se a quitina que
pode ser facilmente obtida a partir de
exosqueletos de artropodes marinhos,
como crustaceos (caranguejo, camario,
lagosta, entre outros), chocos e lulas.
No entanto, a utilizagdo de quitina apre-
senta algumas limita¢des, pelo que tem
sido usado em alternativa o quitosano,
um composto obtido a partir da quiti-
na que permite ultrapassar as suas limi-
tagdes, a0 mesmo tempo que mantém as
suas propriedades tinicas que podem ser
exploradas pela industria farmacéutica.

A quitina e o quitosano apresentam
diversas propriedades bioldgicas, tais
como as propriedades antioxidantes, an-
ticancerigenas, antimicrobianas, antico-
agulantes, imunoloégicas, homeostasia e
promogao da cicatrizagao de feridas*.
E ainda importante referir que a hi-
drélise do quitosano permite obter oli-
gossacarideos designados por quito-oli-
gossacarideos (COS), que apresentam,
também, a vantagem de serem muitos
soluveis em &gua, e varias atividades
com interesse terapéutico, que incluem
a atividade antioxidante, antimicrobiana
e antitumoral?!22,

Recentemente, foi reportado que estes
compostos possuem boas propriedades
neuroproprotetoras, com atividades de
anti-neuroinflamac¢ido e anti-apoptose,
o que sugere que os COS podem ser
alvo de uma maior investigacdo para
avaliar o seu potencial de utilizagao
como agentes neuroprotetores*»%.



Doengas neurodegenerativas

As doencgas neurodegenerativas sao ca-
racterizadas pela destrui¢do progressiva
e irreversivel dos neurdnios, que con-
duzem ao comprometimento da fun¢ao
motora e cognitiva dos individuos com
esta patologia*.

O envelhecimento é considerado o prin-
cipal fator de desenvolvimento dos pro-
cessos neurodegenerativos, uma vez que
aincidéncia destas doencas se torna mais
comum na popula¢do com o avancar da
idade. No entanto, o envelhecimento é
um processo inevitavel e continuo e, por
isso, é essencial a compreensao, a pre-
vencao e o tratamento destas doencas, de
modo a que o aumento da longevidade
humana nao implique a necessidade de
lidar com doencas neurodegenerativas
debilitantes e dificeis de tratar!’*4
Nesse sentido, a identificagdo dos fa-
tores que contribuem para o desenvolvi-
mento dos processos neurodegenera-
tivos é um dos principais objetivos da
medicina moderna**. Apesar das varias
investigacOes existentes nesta area, na
atualidade, estas doencgas representam
um problema de saude primario, esti-
mando-se que em 2040 sejam a princi-
pal causa de morte. Entre estas doengas,
destacam-se a doenca de Alzheimer (DA),
a doenca de Parkinson (DP), a doenca de
Huntington (DH) e a esclerose lateral
amiotréfica (ELA)#24447,

A DA ¢é a doenca neurodegenerativa
mais comum, estimando-se que cerca de
10% da populagdo mundial com idade
superior a 60 anos seja afetada por esta
condicdo, em que os sintomas principais
da doenca incluem a perda de memoria,
disturbios comportamentais e declinio
de capacidades cognitivas, prejudican-
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do significativamente a vida diaria dos
doentes*’*.

A DP ¢ a segunda doenca neurodege-
nerativa mais comum, estimando-se
que cerca de 2% da popula¢ao com idade
superior a 60 anos seja afetada por esta
condic¢dao. Os doentes apresentam como
principais sintomas a rigidez muscu-
lar, a lentificacdo dos movimentos e o
agravamento progressivo da capacidade
motora, nomeadamente, a perda de
equilibrio*.

A DH é uma doenca neurodegenerati-
va progressiva hereditaria, autossémica
dominante, caracterizada por afetar a
coordenacao motora do doente, e, em si-
multaneo, a sua fun¢ao cognitiva e com-
portamental®*.

Os pacientes portadores de ELA apre-
sentam paralisia progressiva e insu-
ficiéncia respiratOria, uma vez que a
doenca é caracterizada pela perda pro-
gressiva e irreversivel dos neurénios
motores localizados no cértex cerebral,
tronco cerebral e medula espinal. Esta
doenca grave resulta em um aumento
involuntario da contracao muscular e na
perda de massa muscular, levando a que
o doente apresente dificuldades em co-
municar, engolir e respirar!?#24446,

A complexa patogénese das doencas
neurodegenerativas ainda nao ¢ total-
mente conhecida. As evidéncias suger-
em que fenémenos complexos como o
stress oxidativo, consequente da dis-
funcdo mitocondrial e de processos de
neuroinflamag¢io, pode desempenhar
um papel critico no desenvolvimento
destas doengas, uma vez que tém como
consequéncia direta a perturbacao da
homeostasia do sistema nervoso central
(SNC) 114251,

23



Silva A.C. etal

Mecanismos de neurodegeneragdo

Stress oxidativo e disfungdo mitocondrial

O stress oxidativo tem sido identificado
como um fator que desempenha um pa-
pel potencial na patogénese das doengas
neurodegenerativas, ocorrendo quando
ha uma elevada formacao de molécu-
las reativas que nao é contrabalangada
pelas defesas antioxidantes do organis-
mo, ou seja, ¢ uma condi¢ao provocada
pelo desequilibrio entre compostos oxi-
dantes e antioxidantes®°.

As moléculas reativas sdo as ROS e as
espécies reativas de nitrogénio (do in-
glés Reactive Nitrogen Species, RNS). Entre
estas moléculas, as que estao envolvidas
no processo da neurodegeneracdo sio,
essencialmente, o radical superoéxido
(O,*-), os radicais hidroxilo (OH*), o
perdxido de hidrogénio (H,0,), o 6xido
nitrico (NO) e os anides peroxinitrito
(ONOO—)*648,

Em condi¢des fisioldégicas normais, as
moléculas potencialmente instdveis e
citotoxicas (ROS e RNS) desempenham
funcdes regulatérias e mediadoras im-
portantes nos processos fisioldgicos, no-
meadamente, na defesa do hospedeiro,
na transcricdo de genes, na regulacao
sindptica e na morte celular programa-
da. Deste modo, pequenas quantidades
de espécies reativas nao causam danos
e coordenam-se com o sistema antioxi-
dante do organismo de forma a manter
a sua homeostasia. No entanto, um au-
mento descontrolado nas concentracoes
de espécies reativas supera a atividade
antioxidante celular, isto é, origina um
défice das reservas antioxidantes do or-
ganismo, induzindo o stress oxidativo, e
provocando uma cadeia de rea¢des que
aumenta o risco de dano de algumas
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moléculas bioldgicas, podendo provocar
modifica¢des translacionais e a oxidac¢ao
de proteinas, oxidacdao de hidratos de
carbono, danos nos acidos nucleicos e
peroxidagao lipidica®47-50:52-54,

Atualmente, acredita-se que as mitocon-
drias sao a fonte mais significativa da
produc¢ao de ROS dentro das células. No
entanto, em circunstancias normais, as
mitocondrias desempenham um papel
fundamental no fornecimento de trifos-
fato de adenosina (do inglés Adenosine
Triphosphate, ATP) as células por meio
de uma fosforilacido oxidativa, trans-
ferindo os eletroes entre 5 complexos
(LILILIV,V), no qual o oxigénio desem-
penha um papel substancial. Nesse sen-
tido, as mitocondrias sao consideradas
responsaveis pela producio de ROS,
por serem as maiores consumidoras de
oxigénio intracelular. Em condi¢bes me-
tabolicas normais, os complexos III e I
sdo os principais locais de produgao de
ROS, sendo apenas 1 a 5% do oxigénio
convertido em ROS. Esta é a percenta-
gem ideal destas espécies no organismo,
de forma a que desempenhem as suas
funcdes regulatérias, sem comprometer
a homeostasia*®°%>2, Contudo, durante
o processo de transferéncia de eletrdes
entre os complexos da mitocondria,
aproximadamente 0,2 a 2% dos eletrdes
sao perdidos e niao seguem a ordem de
transferéncia usual, sendo absorvidos
por moléculas de O, presentes no lo-
cal, formando-se o radical superéxido
O,*-°'. Niveis elevados deste radical su-
peroxido sao responsaveis por provocar
o aumento do stress oxidativo, danos no
DNA mitocondrial, les3o celular e insta-
bilidade genémica. O DNA mitocondri-
al, por si, e uma vez danificado, também
amplifica o stress oxidativo, aumentan-



do a produgio de ROS que danificam
proteinas importantes no transporte
dos eletrdes entre os 5 complexos. Defi-
ciéncias no processo de transferéncia de
eletrOes entre os complexos geram ine-
ficiéncia da funcao mitocondrial, isto é,
na producio de ATP, gerando ainda mais
espécies reativas de oxigénio, criando-se
um ciclo vicioso da produ¢ao de ROS**.
Desta forma, a disfuncio mitocondri-
al também tem sido considerada como
uma das principais causas do desenvolvi-
mento das doengas neurodegenerativas,
uma vez que defeitos na atividade da mi-
tocondria fazem com que a sua fungao
seja comprometida e que esta deixe de
fornecer ATP as células, comprometen-
do a atividade do SNC*>.

O cérebro é particularmente suscetivel
aos efeitos prejudiciais das ROS, devido
ao seu elevado consumo de oxigénio e
ao grande conteddo em lipidos que de-
sempenham um papel fundamental na
funcao neuronal. Embora o cérebro seja
metabolicamente muito ativo, este apre-
senta menor capacidade de regeneragao
celular, quando comparado com outros
6rgaos. Assim, os efeitos das espécies
reativas no cérebro sao muito notaveis,
em particular nas células neuronais,
uma vez que estas apresentam um eleva-
do contetido de 4cidos gordos polinsatu-
rados nas membranas e niveis relativa-
mente baixos de defesas antioxidantes.
Deste modo, a producao excessiva de
espécies reativas leva imediatamente ao
seu dano, e, em ultima instincia, a sua
morte47’48’50’52.

A disfuncao progressiva e a morte das
células neuronais amplificam a disfun¢ao
neuronal e desencadeiam processos de
neurodegeneragao, contribuindo para o
desenvolvimento das doencas neurode-
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generativas. Desta forma, o stress oxi-
dativo e a disfuncao mitocondrial sao
dois fatores que demonstram um papel
preponderante no desenvolvimento des-
tas doencas!'*%. No entanto, a teoria
de que é o envelhecimento a principal
causa destas doengas ndo pode ser re-
jeitada na sua totalidade, uma vez que
durante o processo de envelhecimento
ha um aumento da formacao de ROS,
derivadas da disfun¢ao mitocondrial, e
da diminuicao das defesas antioxidantes
do organismo, o que permite concluir
que o envelhecimento também contribui
para o desenvolvimento de doencgas neu-
rodegenerativas® 134348,

Neuroinflamagdo

A neuroinflamacao também tem de-
monstrado um papel significativo no
desenvolvimento das doencas neurode-
generativas, sendo provocada por uma
ampla gama de mediadores inflamatéri-
0s neurotoxicos e respostas imunologi-
cas originadas no cérebro ou na sua peri-
feria45,51,56’

Em condi¢cbes normais, o SNC é ca-
paz de reagir rapidamente a situagdes
patoldgicas através de uma complexa
cascata de respostas que envolve a ati-
vidade de mediadores inflamatorios,
como as células gliais e os mastdcitos.
No entanto, uma alteracdo no ambi-
ente do SNC causada, por exemplo, por
uma infecao ou lesdo neuronal, ativa as
células microgliais e os astrécitos. Em
condicdes normais, as células micro-
gliais do SNC desempenham um papel
imunoprotetor, através da eliminagao de
neurénios danificados, agentes infecio-
sos e outras substancias potencialmente
prejudiciais, e promovem a neuroplasti-
cidade e a libertacao de fatores neuro-
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tréficos especificos, de forma a manter a
funcio cerebral normal. No entanto, em
caso de dano neuronal prolongado que
comprometa a homeostasia do SNC,
dependendo da extensdo e do grau da
situagao patolodgica, as células microgli-
ais existentes no SNC podem tornar-se
pro-inflamatérias, isto €, deixam de re-
alizar as suas fung¢des habituais para
promover processos inflamatérios. Por
isso, embora a ativagdo microglial seja
um componente essencial de um siste-
ma imunoldgico saudavel, uma ativagao
microglial anormal ou prolongada pre-
judica a fun¢do neuronal, uma vez que
estas células libertam citocinas pré-in-
flamatoérias, quimiocinas e moléculas ci-
totoxicas, ROS, resultando no dano das
células neuronais e, simultaneamente,
na promo¢do do desenvolvimento das
doencas neurodegenerativas***.
Também no contexto do processo da
neuroinflamacao, a teoria de que o en-
velhecimento potencia o desenvolvi-
mento das doengas neurodegenerativas
nao pode ser desconsiderada, uma vez
que se observa que em individuos mais
jovens a ativagao das células microgli-
ais é resolvida rapidamente, de modo a
que a homeostasia do cérebro seja rapi-
damente restaurada. Por outro lado, em
individuos mais velhos observa-se uma
resposta mais poderosa e prolongada
das células microgliais, resultando na
produc¢ao de maior quantidade de citoci-
nas pré-inflamatoérias, durante um lon-
go periodo de tempo, que irao danificar
o tecido cerebral e prejudicar a fungao
neuronal™*.
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Mecanismos de desenvolvimento das doengas
neurodegenerativas

Viérios estudos apresentaram resulta-
dos positivos na relagdo entre o stress
oxidativo, a disfun¢ao mitocondrial e os
processos de neuroinflamag¢ao no desen-
volvimento de doencas neurodegene-
rativas, uma vez que estes fatores con-
tribuem de uma forma significativa para
a deterioragdao neurolégica!***%2. A figu-
ra 1 representa a relagdo entre o stress
oxidativo e a disfun¢do mitocondrial no
desenvolvimento das doencas neurode-
generativas.

ROS/RNS

ANTIOXIDANTES

STRESS OXIDATIVO
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1
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——

DESENVOLVIMENTO DE DOENCAS
NEURODEGENERATIVAS

Figura 1. Impacto do stress oxidativo e da dis-
funcdo mitocondrial no desenvolvimento das
doencgas neurodegenerativas. Adaptado com per-
missao®’.



A fisiopatologia da DA estd principal-
mente associada a deposi¢ao de placas
no cérebro que contém depdsitos do
peptideo B-amiléide e emaranhados
neurofibrilares da proteina tau hiper-
fosforilada nos neurénios. Diferentes
estudos evidenciam que o stress oxida-
tivo é um fator importante no desen-
volvimento desta doenga, uma vez que
as investigacOes sugerem que as ROS
apresentam um efeito nocivo sobre as
biomoléculas. Neste caso, as ROS tém
demonstrado efeitos negativos sobre
o peptideo B-amildide, promovendo a
sua acumulaciao no cérebro, bem como
a polimerizacao e hiperfosforilacao da
proteina tau?®35350-56,

A disfun¢ao mitocondrial e os proces-
sos de neuroinflamacio também con-
tribuem para o desenvolvimento da DA,
uma vez que tém um papel significativo
na superproducao de ROS, sendo um fa-
tor de agravamento do desenvolvimento
das principais patologias associadas a
esta doenca®43485,

A DP é caracterizada pela degeneracgao
de uma pequena parte do cérebro de-
nominada substincia negra na qual se
situam os neurénios dopaminérgicos. A
perda desses neurdnios faz com que o
cérebro fique desprovido de dopamina,
que é a substincia que permite que as
células cerebrais envolvidas no controlo
do movimento comuniquem***. Alguns
estudos demonstraram que a perda dos
neurdénios responsaveis pela sintese de
dopamina é de cerca de 80% a 90% na
substancia negra dos doentes com DP*.
Os mecanismos patolégicos subjacentes
adegenerac¢do dos neurénios dopaminér-
gicos foram relacionados com o excesso
de produgdo de ROS causado pelo pro-
cesso de disfuncao mitocondrial. Esta
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descrito em varios artigos cientificos
que a substancia negra dos doentes com
DP apresenta niveis elevados de lipidos
e proteinas oxidados resultantes da pre-
senca de ROS. No entanto, para além das
ROS, as RNS sio encontradas em grande
quantidade nas células, bem como no
espaco extracelular em torno dos neuré-
nios dopaminérgicos em doentes com
DP¢>*. Estes neurdnios sao particular-
mente suscetiveis ao stress oxidativo e,
por isso, a elevada quantidade de ROS
resultante de disfun¢bes da mitocéndria
e de processos de neuroinflamacao pode
induzir a apoptose das células neuronais
promovendo a progressao da doenga®.
A disfuncao mitocondrial é, assim, uma
das causas associada a patogénese da
DP, uma vez que desencadeia o aumento
da quantidade de ROS e, consequente-
mente leva a peroxidacao de lipidos mi-
tocondriais, causando a apoptose deste
organelo. Sendo os neurdénios metaboli-
camente muito ativos e dependentes do
ATP produzido pelas mitocdndrias, a
sua atividade fica também comprometi-
da, o que promove o desenvolvimento
da DP42,48,56.

No que diz respeito a DH, tem sido
demonstrado que a sua principal causa
¢ a mutagdo do gene huntingtina que
resulta na expressio de uma proteina
suscetivel a agregacao. No entanto, vari-
os estudos indicam outros fatores e pro-
cessos associados ao desenvolvimento
desta doenca, tais como o stress oxidati-
vo e a disfuncao mitocondrial. Tal como
nas outras doengas neurodegenerativas,
sao evidentes, em doentes com DH, bio-
moléculas danificadas devido a presenca
de ROS, sendo possivel observar-se a
oxidagdo de lipidos, carbonilagdo de
proteinas e danos no DNA. Deste modo,
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o stress oxidativo demonstra estar, tam-
bém, envolvido na principal causa do
desenvolvimento da DH®#%.

Na ELA, aproximadamente 10% dos
casos sao resultantes de causas genéticas
hereditarias que tém origem na mutagao
do gene responsavel pela expressao da
superéxido dismutase 1 (SOD1). Esta
enzima constitui um sistema antioxi-
dante do organismo que tem vdrias
funcoes, entre elas a elimina¢ao do radi-
cal superéxido, quando este se encontra
em excesso, a modulagdo da respiracao
celular e o metabolismo energético. A
espécie mutante da SOD1 aumenta a
produc¢do de ROS, uma vez que potencia
a atividade das células microglias, am-
plificando o stress oxidativo. Este au-
mento do stress oxidativo derivado do
processo de neuroinflamagdo tem vindo
a ser considerado um possivel fator para
a causa da morte dos neurénios motores
observada em pacientes com ELAS#244,
Por outro lado, 90% dos casos de ELA
sdo esporadicos, e, por isso, a identi-
ficagdo dos fatores que levam ao seu
desenvolvimento permanece indefi-
nida. No entanto, vdrias investigacoes
indicam uma possivel relacdo entre o
stress oxidativo, o processo de neuroin-
flamacao e a disfun¢ao mitocondrial no
desenvolvimento desta doenca®*2.

Administragdo de farmacos e compostos bio-
ativos no tratamento de doengas neurodegen-
erativas

O conhecimento dos mecanismos que
conduzem ao desenvolvimento das
doencas neurodegenerativas é cada vez
maior, embora o desenvolvimento de
farmacos eficazes que inibam ou retar-
dem a progressao destas doengas é ain-
da reduzido, apesar dos grandes avangos
da area®*.
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Os tratamentos atualmente existentes
para o tratamento das doengas neurode-
generativas requerem a administragao
de doses elevadas de farmaco para atin-
girem niveis terapéuticos eficazes no
cérebro, o que origina efeitos secundari-
os indesejaveis>*¢l.

A principal barreira ao direcionamen-
to de farmacos para o cérebro é a BHE,
que é fundamental na manutencdo da
homeostasia do SNC, dado que permite
a troca eficiente de nutrientes entre o
sangue e o cérebro e, a0 mesmo tempo,
impede a entrada de agentes patogéni-
cos e xenobidticos responsaveis por
danificar as fung¢des neuroldgicas nor-
mais. Em particular, a BHE evita a entra-
da no cérebro de moléculas hidrofilicas,
ionizadas e de elevado peso molecular,
dado que é constituida por células en-
doteliais, sem fenestras e com jungoes
intercelulares extremamente apertadas,
0 que a torna uma barreira eficaz>2-4,
Com efeito, estima-se que a BHE im-
peca a passagem de cerca de 98% destas
moléculas, quando administradas por
via intravenosa. De acordo com os dados
da FDA (do inglés Food and Drug Admin-
istration), mais de 90% dos novos firma-
cos desenvolvidos para tratar doengas
do SNC nao foram aprovados devido a
dificuldade que apresentavam em atra-
vessar a BHE?%6263.6566. Por este motivo,
verifica-se um crescente namero de es-
tudos que tém como principal objetivo
de investigagdo a procura de novas es-
tratégias eficazes de transporte de far-
macos para o SNC*¢7. Neste contexto,
a via intranasal surge como uma alter-
nativa promissora para o acesso direto
dos farmacos do nariz para o cérebro, no
tratamento de diferentes doencas neu-
rodegenerativas®6%69,



Via intranasal

Algumas investigagdes recentes suge-
rem a via intranasal como uma aborda-
gem promissora para melhorar o trans-
porte de firmacos para o SNC, uma vez
que esta via apresenta a possibilidade de
transportar as moléculas diretamente do
nariz para o cérebro, evitando a neces-
sidade de atravessarem a BHE™. Além
desta importante vantagem, esta via tem
demonstrado beneficios, em compara-

Tabela 2. Vantagens e limita¢des da via intranasal.
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¢do com outras vias, como as parentéri-
cas ou a oral, devido ao seu carater nao
invasivo, facilidade de administracao,
possibilidade de evitar a degradacao
gastrintestinal e o efeito de primeira
passagem de alguns firmacos orais, e a
elevada area e vascularizacdo da mucosa
nasal®®®. As principais vantagens e li-
mitagdes da via intranasal estdo apre-
sentadas na Tabela 2.

VANTAGENS

LIMITACOES

e FAcil acessibilidade ao cérebro e carac-

ter nao invasivo.

e Possibilidade de transporte de fairma-
cos diretamente para o SNC, evitando

a necessidade de atravessarem a BHE.

e Evita a degradagio dos farmacos no

trato gastrintestinal.

e Evita o rdpido metabolismo hepatico
resultante do efeito de primeira pas-

sagem.

e Absor¢ao rapida dos fairmacos para a

corrente sanguinea.

e Maior biodisponibilidade dos farma-
cos, permitindo a administra¢cao de

doses mais baixas.
e Reduzido risco de sobredosagem.

e Possibilidade de autoadministracao e

facilidade de ajuste da dose.

O volume maximo a administrar deve ser até

200 pL.

Eliminagdo rapida dos firmacos na cavida-
de nasal devido ao mecanismo fisioldgico de

depura¢ao mucociliar.

Degrada¢do enzimdtica dos farmacos rela-
cionada com a presenga de carboxipeptida-
ses, endopeptidases e da glicoproteina-P na

cavidade nasal.

Pequena area de superficie de absorcdo
quando comparada com a area do trato gas-

trintestinal.

Possibilidade de irritagdo nasal e interferén-
cia na absor¢ao dos firmacos em situacdes

de congestao nasal.

Baixa permeabilidade para firmacos com

peso molecular superior a 1kDa.

Variabilidade interindividual pode afetar a

absor¢ao dos farmacos.

Adaptado”!
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4.1.1. Anatomia e fisiologia da cavidade na-
sal

O conhecimento da anatomia e fisiolo-
gia da cavidade nasal é fundamental para
entender os mecanismos de libertacao e
absorcao dos firmacos através da muco-
sa nasal e facilitar o desenvolvimento de
formulacbes novas, com maior eficicia
terapéutica no tratamento das doengas
neurodegenerativas>®.

A cavidade nasal (figura 2) possui uma
superficie total com cerca de 160 cm?,
aproximadamente 13 ml de volume e
um comprimento de 12-14 cm, desde
as narinas até a nasofaringe®. O interi-
or desta cavidade divide-se, pelo septo
nasal, em duas cavidades idénticas, sen-
do cada uma delas composta por trés
regides distintas: vestibular, respiratoria
e olfatoria®®3.

Regido olfatéria

Regido respiratéria

Vestibulo

Figura 2. Esquema representativo da cavidade nasal.

A regido vestibular compreende uma
area de 0,6 cm? e representa a regiao
frontal da cavidade nasal, que é reves-
tida por epitélio estratificado e esca-
moso e contém glindulas sebiceas e
sudoriparas, e cilios responsaveis pela
filtracao do ar inalado. Por este motivo,
esta regido constitui uma barreira con-
tra a entrada de agentes patogénicos no
organismo, sendo também uma barrei-
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ra a administracao de farmacos®*’2. Em
contraste, a regido respiratéria é a regiao
mais vascularizada e permeavel da ca-
vidade nasal, sendo constituida por um
elevado nimero de vasos sanguineos que
facilitam a absorcao dos farmacos para
a corrente sanguinea. E ainda constitui-
da pelos neurdnios sensoriais trigémeos
que permitem o transporte de fairmacos
desde a cavidade nasal até ao cérebro.
E importante referir que esta é a maior
regiao da cavidade nasal, com uma area
aproximada de 130 cm?, coberta por um
epitélio pseudoestratificado constitui-
do por 4 tipos de células: basais, calci-
formes, e células do epitélio colunar ci-
liadas e nao ciliadas®7>7.

A regiao olfatéria situa-se na parte supe-
rior da cavidade nasal e compreende cer-
ca de 10% da sua area total. Esta regiao
tem uma d4rea aproximada de 2,5 cm?
e é constituida por células de suporte,
basais e neurdnios recetores olfatdrios.
A regido olfatéria estd situada abaixo
da placa cribriforme, uma estrutura 6s-
sea composta por pequenos poros com
feixes neuronais, que permite a passagem
de compostos do epitélio olfatério para
o SNC. Deste modo, esta regido liga di-
retamente a mucosa nasal ao cérebro,
representando um acesso direto a este
orgao®>72.

Numa perspetiva fisioldgica, a cavidade
nasal desempenha uma fungio proteto-
ra, atuando como um filtro de particulas
e microrganismos que ficam aprisiona-
dos na regiao vestibular e/ou na camada
de muco que reveste o interior da cavi-
dade nasal. O muco nasal é constituido
por cerca de 95% de agua, 3% de muci-
na e 2% de eletrolitos, lipidos e enzimas
proteoliticas. Os compostos que ficam
aprisionados no muco sao arrastados



até a nasofaringe, com o auxilio do mo-
vimento dos cilios, e sao eliminados no
trato gastrintestinal. Este mecanismo
designado por depuragdo mucociliar ou
clearance mucociliar € um mecanismo
fisioldgico da cavidade nasal, que ocorre
a cada 15-30 minutos e é responsavel
pela fung¢do protetora que a cavidade na-
sal desempenha no organismo®*%74,

Transporte direto do nariz para o cérebro

Os mecanismos de transporte direto de
compostos do nariz para o cérebro tém
sido extensivamente estudados através
do desenvolvimento de novas formu-
lagdes que facilitem o tratamento das
doengas do SNC>%,

Embora exista um elevado ntimero de
estudos nesta drea, nao ha ainda con-
senso relativo a0 mecanismo exato de
transporte direto de compostos do nariz
para o cérebro. As varias investigagoes
realizadas descrevem que as moléculas
administradas por via intranasal sao ini-
cialmente sujeitas ao mecanismo de de-
puraciao mucociliar, que ocorre na regiao
vestibular. Posteriormente, as moléculas
que nao foram eliminadas passam para a
regido posterior da cavidade nasal, onde
entram em contacto com as regioes
respiratéria e olfatdria. A partir destes
locais, as moléculas podem ser trans-
portadas para o cérebro por duas vias di-
ferentes (figura 3): direta, por meio dos
nervos olfatérios e trigémeos; e indire-
ta, passando para a corrente sanguinea
e com consequente passagem através da
BHE63,68,72,73,75.

De modo geral, o processo de trans-
feréncia de um determinado composto
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Corrente sanguinea
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Figura 3. Esquema representativo das diferentes vias
de transporte de fdrmacos do nariz para o cérebro.
Adaptado com permissao’®.

da cavidade nasal para o cérebro precisa de
um tempo de residéncia suficiente na cavi-
dade nasal para facilitar a sua absor¢do. As
vias direta e indireta diferem no local de
absorc¢do do fAirmaco e no tempo necessario
para que esta absor¢io ocorra. Por isso, o
predominio de uma determinada via sobre a
outra depende, sobretudo, das caracteristi-
cas moleculares do farmaco e da formulacao,
das condicoes fisioldgicas do individuo e do
dispositivo de administracao nasal utiliza-
do. Desta forma, os investigadores sugerem
que o transporte dos farmacos do nariz para
o cérebro pode ocorrer por uma Unica via ou
pela combinagdo das duas vias. No entanto,
o calculo da quantidade exata de fdrmaco
que alcancga o cérebro por uma determinada
via é dificil, sendo apenas possivel comparar
os resultados da concentra¢ao de farmaco
que atinge o cérebro apds a sua adminis-
tracio intranasal e intravenosa®%%%773,
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Via direta

A via direta constitui a principal via de
transporte de moléculas do nariz para o
cérebro. Dentro desta via, o transporte
dos compostos pode ser feito através da
regido olfatéria e através da regido tri-
geminal (figura 4). O transporte pela
via olfatdria demonstra ser mais rapido
(aproximadamente 0,33 horas), quando
comparado com a via trigeminal (apro-
ximadamente 1,7 horas). Em suma, este
transporte inicia-se com a passagem do
composto ao longo dos nervos olfatéri-
os, que sdo formados a partir de um
conjunto de axénios dos neurdnios re-
cetores olfatdrios. De seguida, atinge o
bulbo olfatério, onde é distribuido pelas
diferentes regides cerebrais. No entanto,
o ambiente dindmico criado pelos neuré-
nios recetores olfatérios leva a que a
passagem do composto por estas células
seja dividida em 2 tipos de transporte:
intraneuronal e extraneuronal. O trans-
porte intraneuronal demora algumas

VIA TRIGEMINAL

Epitélio nasal

Célulaciliada

Célula basal
Lamina prépria

Célula caliciforme
Membrana basal

Fibras do nervo
trigémeo

Bulbo
olfatério /

horas ou dias e consiste na internalizacao
do composto pelos neurénios olfatédrios
através de mecanismos de endocitose ou
pinocitose. Posteriormente, 0 composto
atinge o bulbo olfatério, onde é liber-
tado por exocitose e distribuido para
as diferentes regides cerebrais. Por ou-
tro lado, no transporte extraneuronal o
composto atravessa os espagos livres en-
tre as células olfatérias, atinge a lamina
propria e é de seguida transportado para
o espago subaracnéideo. Este processo
dura até 30 minutos, parecendo ser o
mais determinante para o transporte di-
reto do fAirmaco do nariz para o cérebro.
Ainda dentro do transporte extraneuro-
nal, pode considerar-se que o composto
atravessa a mucosa olfatoria através das
células de suporte (transcelular) ou jun-
tamente (paracelular) com as células de
suporte®*68.73,

A via trigeminal (figura 4) inclui o
transporte de compostos do nariz para
o cérebro através do nervo trigémeo, o

VIA OLFATORIA

s Bulbo olfatério

— Nervo olfatério
“Z-— L Placa cribriforme

Célula basal

't Célulade suporte

Epitélio olfatorio

=t Neurdnios recetores olfaté
— Camada de muco

Trato
olfatério

Ramos do
nervo trigémeo

Figura 4. Esquema das principais estruturas anatémicas envolvidas no transporte direto
de compostos do nariz para o cérebro. Adaptado com permissao®®’’.
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maior nervo craniano que inerva o epi-
télio olfatério e respiratério e se divide
em trés ramos diferentes: mandibular,
oftalmolégico e maxilar®®. Os ramos
maxilar e oftdlmico do nervo trigémeo
s30 muito importantes no transporte de
compostos do nariz para o cérebro, uma
vez que ligam a cavidade nasal ao SNC.
No entanto, o nervo trigémeo, além
de apresentar fungbes importantes no
transporte da informacao sensorial da
cavidade nasal para o cérebro, permite
ainda a passagem da informagao senso-
rial entre a cavidade nasal e outros siste-
mas, tais como a cOrnea, as palpebras e
a cavidade oral®. Contudo, o transporte
de compostos através do nervo trigémeo
constitui uma via menos significativa e
menos explorada no transporte direto
do nariz para o cérebro”.

Via indireta

A via indireta refere-se a passagem dos
compostos para a corrente sanguinea,
ap6s a absorcio através do epitélio na-
sal, sendo necessario atravessar a BHE
para alcancar o cérebro (figura 3). Deste
modo, apesar do transporte ocorrer ra-
pidamente quando as moléculas sao
muito lipofilicas e tém baixo peso mo-
lecular, ou quando apresentam elevada
permeabilidade através da BHE, varios
estudos apontam limita¢Oes nesta via
para as moléculas hidroéfilas e de eleva-
do peso molecular. Desta forma, o con-
tributo da via indireta para o transporte
direto de compostos do nariz ao cérebro
é bastante limitado, dado que a maioria
dos farmacos apresenta dificuldades em
atravessar a BHE®>7.

Existe ainda o mecanismo de contra-
corrente que constitui também uma via
indireta alternativa do transporte de
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compostos para o cérebro. Neste tipo de
transporte o composto ao invés de entrar
na corrente sanguinea, pode ser retido
no transporte venoso nasal e transferi-
do, posteriormente, para o SNC, através
da artéria carétida que irriga o cérebro e
a medula espinal’>73.

Fatores que afetam a absor¢do nasal de com-
postos

Apds a administracdo intranasal, o
transporte direto de compostos do na-
riz para o cérebro é desafiante. Algumas
das limitacoes desta via levantam varias
questdes que permanecem sem repos-
ta, tais como: “Podemos efetivamente
direcionar os farmacos do nariz para o
cérebro?” e “Como sabemos qual a via
seguida pelos firmacos do nariz ao cére-
bro? Serd a via direta, a via indireta ou
ambas?”63.

O sucesso do transporte direto de com-
postos do nariz para o cérebro apresenta
varias particularidades, devido a diver-
sos fatores relacionados com as pro-
priedades fisico-quimicas das molécu-
las, com as caracteristicas fisioldgicas e
anatOmicas da cavidade nasal e com as
particularidades da formulagao®.

Em relagdo as propriedades fisico-quimi-
cas das moléculas, o peso, o caricter li-
pofilico/hidrofilico, o grau de ionizagao
e a capacidade de solubilizagao no muco
nasal sao os fatores mais importantes e
determinantes para a absor¢ao na muco-
sa nasal e, consequentemente, no trans-
porte nariz-cérebro®7®. As moléculas
com um peso molecular acima de 1kDa
tém maior dificuldade em ser absorvi-
das no epitélio nasal, comparativamente
as moléculas com um peso molecular
abaixo dos 300 Da®¥%73, No entanto, no
caso das moléculas com peso molecular
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entre 300 Da e 1 kDa, um dos fatores
que determina a sua absor¢do é o seu
caracter lipofilico/hidrofilico, podendo
as moléculas com caracteristicas lipofili-
cas atravessar facilmente o epitélio nasal
pela via transcelular, ou seja, atravessam
a bicamada lipidica das células por di-
fusdo passiva. Por outro lado, as molécu-
las com caracteristicas hidrofilicas se-
guem pela via paracelular, atravessando
as jungdes celulares®®7>73. Contudo, os
compostos com peso molecular menor
de 300 Da atravessam facilmente a mu-
cosa nasal e sdo rapidamente absorvi-
dos, independentemente das suas carac-
teristicas hidrofilicas/lipofilicas™.

Em relagao as caracteristicas fisiolégicas
e anatOomicas da cavidade nasal, o me-
canismo fisiolégico de depuragao muco-
ciliar é responsavel por parte da inefica-
cia do transporte de compostos do nariz
para o cérebro, uma vez que limita o seu
tempo de residéncia na mucosa nasal
pois promove a sua eliminagao entre 15 a
30 minutos apds a administracdo, fican-
do comprometida a absor¢io na cavidade
nasal. No momento em que o composto
é administrado na cavidade nasal, este
pode depositar-se na regido vestibular
sendo rapidamente eliminado, uma vez
que este é o local onde o mecanismo
de depura¢dao mucociliar ocorre®!-¢¢73,
As propriedades fisico-quimicas das
moléculas sao também bastante deter-
minantes no contorno deste mecanismo,
uma vez que as moléculas lipofilicas tém
menor probabilidade de se dissolver no
muco e, desta forma, permanecem mais
tempo na cavidade nasal, o que promove
a sua absorcao®-%973,

Outro fator inerente as caracteristicas
da cavidade nasal, e que compromete
a administracao nasal de farmacos, é a
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presenca de enzimas, como a epdxido
hidrolase, a aldeido hidrogenase, a es-
tearase e a glutationa-S-transferase, que
promovem a degradacao dos compostos.
Além disso, a existéncia de carboxipepti-
dases e endopeptidases no epitélio nasal
diminui a absor¢ao de varios péptidos e
proteinas, e o transporte deste tipo de
moléculas para o cérebro fica compro-
metido®®73.

Existem outros mecanismos de elimi-
nagao que interferem na absor¢do de
compostos na cavidade nasal, tais como
a expressao da glicoproteina-P>>. Esta
proteina funciona como um sistema de
transporte transmembranar dependente
de ATP estando presente em diferentes
locais, nomeadamente na BHE e nas
células olfatdrias ciliadas®®. Varios estu-
dos demonstraram que a glicoproteina-P
restringe a captac¢ao de alguns fairmacos,
impedindo a sua absorg¢do, o que pode
afetar a biodisponibilidade dos farmacos
administrados pela via intranasal®*2.
Algumas particularidades da formulagdo
podem afetar a absor¢ao nasal de com-
postos, tais como o facto de estas serem
capazes de evitar a depuragdo mucoci-
liar e a degradacdao enzimadtica™. Além
disso, as formulacbes intranasais devem
ter tonicidade fisioldgica, viscosidade
adequada e pH compativel com a mu-
cosa nasal, devendo ser constituidas por
excipientes biocompativeis e inodoros®.
A viscosidade das formulacoes deve ser
adequada de modo a ndo comprometer a
atividade regular dos cilios e o pH deve
ser semelhante ao da mucosa nasal (6,4
a 6,8), de forma a evitar irritacoes”>’8,

A osmolaridade das formulacGes nasais
¢ um fator importante, dado que tanto
as formula¢des hiperténicas como as
hipoténicas interferem no movimento



normal dos cilios. Nesse sentido, as for-
mula¢Oes nasais devem ser isoténicas, o
que é conseguido através da utiliza¢ao
de excipientes isotonizantes, como a
glicerina, o cloreto de sédio, a glucose
ou a dextrose” 7.

O volume de formulagdo que deve ser
administrado deve ser um fator a con-
siderar, uma vez que varios estudos
demonstraram que este ndo deve ser
superior a 200 uL, porque a drea da mu-
cosa nasal é pequena e nio permite a
administracao de volumes maiores, pois
seriam eliminados pelo mecanismo de
depurag¢ao mucociliar®7.

Um elevado fluxo sanguineo na cavidade
nasal é fundamental para a absorcao
dos compostos. De forma a aumentar
a absor¢ao e o tempo de residéncia dos
compostos na cavidade nasal, podem
ser utilizados promotores de penetragao
e absorc¢io, inibidores enzimaticos e
agentes mucoadesivos nas formulagoes
intranasais. Além disso, a utilizacao
de nanossistemas baseados em lipidos
demonstrou ja eficicia na promogao da
permeabilidade e absor¢do dos farmacos
e a sua protecao contra a degradagdo en-
zimatica® 7.

Por ultimo, é importante mencionar que
ainclusio de formulacdes intranasais em
dispositivos especificos que direcionem
a formulagdo para a regidao adequada da
cavidade nasal, especificamente para a
regido olfatéria, é, também, um fator
essencial na eficicia do direcionamento
do nariz para o cérebro, nomeadamente
devem ser privilegiados dispositivos que
permitam melhorar e aumentar o tem-
po de residéncia das formula¢des na
cavidade nasal. Existem varios dispo-
sitivos comercializados para direcionar
farmacos do nariz para o cérebro, tais
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como OptiMist™,ViaNasa™, Optinose®,
Breath Powered™, SipNose and Preci-
sion Olfactory Delivery (POD®)%3.

As formula¢Oes nasais sao administradas
habitualmente através de gotas e de pul-
verizagdes. No caso das gotas, apesar de
mais simples, a sua utiliza¢gdo apresenta
a desvantagem da dificuldade em quan-
tificar o fArmaco presente em cada gota,
podendo a sua utilizagdo ser sinénimo
de uma administracao excessiva. Assim,
as pulverizagbes nasais sio utilizadas
preferencialmente devido a seguranca e
a facilidade de administracao. No entan-
to, as pulveriza¢des nasais tém o incon-
veniente de promoverem a deposicao de
pequenas particulas nos pulmodes e nos
bronquios, pelo que a sua utilizagao re-
quer que o didmetro das goticulas liber-
tadas pelos dispositivos de pulverizagao
seja superior ou igual a 10 um?™.

Uso de nanoparticulas lipidicas no transporte
direto do nariz para o cérebro

As nanoparticulas lipidicas, nomeada-
mente as nanoparticulas de lipidos sé-
lidos (do inglés Solid Lipid Nanoparticles,
SLN) e os vetores lipidicos nanoestru-
turados (do inglés Nanostructured Lipid
Carriers, NLC), foram propostas na dé-
cada de 90 por Gasco e Miiller, e tém
sido extensivamente estudadas devido a
sua elevada capacidade de encapsulagao
e protecio de compostos lipofilicos,
libertacao prolongada das moléculas,
baixa toxicidade e facilidade de pro-
duc¢do em grande escala. As SLN con-
stituem a primeira geragao deste tipo de
nanoparticulas e sao formadas por uma
matriz constituida por um lipido sélido,
enquanto as NLC constituem a segunda
geracao e sao formadas por uma matriz
constituida pela mistura de um lipido
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solido e de um lipido liquido (em menor
qual’ltidade)35’56’58’61’69.

Tem sido reportado em diversos estudos
que a administragdo de formulagdes de
nanoparticulas lipidicas, por via intra-
nasal, permite o transporte direto dos
farmacos do nariz para o cérebro, sem
necessidade de estes passarem para
a corrente sanguinea e, consequente-
mente atravessarem a BHE para atin-
gir o cérebro®. Além das vantagens de-
scritas, a utilizagao de SLN e NLC para
administra¢ao intranasal de farmacos,
tem ainda como beneficios®7*: o au-
mento da adesdo ao epitélio olfatério, o
que promove um maior tempo de con-
tacto e evita a rapida elimina¢do pelo
mecanismo de depuragio mucociliar;
uma maior absorcao através da muco-
sa nasal; aumento da protecdo contra
a degradacdo enzimatica; e diminui¢ao

de mecanismos de eliminacao mediados
pela glicoproteina-P. Em termos de segu-
rancga, ¢ importante que as formulagoes
de nanoparticulas lipidicas ndo causem
irritacado nem danos na mucosa nasal,
devendo ser utilizadas concentracoes
nao toxicas e adequadas de excipientes
reconhecidos como seguros (do inglés
Generally Recognized As Safe, GRAS). Por
fim, deve ser assegurada a sua estabil-
idade durante o periodo de armazena-
mento®’.

A Tabela 3 apresenta, resumidamente,
as caracteristicas e especificidades
que as SLN e os NLC devem apresen-
tar de forma a tornar eficaz o trans-
porte direto de compostos do nariz
para o cérebro.

Geralmente, as SLN e as NLC apresen-
tam tamanhos médios entre 100 e 300
nm, embora possam existir tamanhos

Tabela 3. Caracteristicas e especificidades que permitem as nanoparticulas lipidicas (SN e NLC) pro-
mover o transporte direto de moléculas do nariz para o cérebro®!-63.68.73.8081,

Nanoparticulas Caracteristica gerais que
lipidicas permitem melhorar o transporte
(SLN e NLC) de moléculas

Caracteristicas especificas que
permitem melhorar o transporte
nariz-cérebro

e Dispersdes coloidais de par-| e

ticulas sélidas com 0,1 a 30%
p/p de lipido (s), estabilizadas
por um ou dois agentes emulsi-
vos cuja concentragdo deve va-
riar entre 0,5% a 5% m/m;

Capacidade de encapsular far-
macos pouco soltiveis em agua;

Facilidade de producao a escala
industrial a baixo custo;

Boa estabilidade fisico-quimi-
ca;

Tamanhos entre 100 e 200 nm para
permitir o transporte direto para o cé-
rebro através dos nervos trigémeos e
olfatorios;

Melhorar a biodisponibilidade de far-
macos no cérebro;

Uso de lipidios fisioldgicos e excipien-
tes GRAS, proporcionando alta bio-
compatibilidade com a mucosa nasal e
baixa ou nenhuma toxicidade;

Aderir ao epitélio olfatério;

Prolongar o tempo de contato da for-
mulagdo na mucosa nasal, evitando a
rapida depuragido mucociliar;
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Tabela 3. Caracteristicas e especificidades que permitem as nanoparticulas lipidicas (SN e NLC) pro-
mover o transporte direto de moléculas do nariz para o cérebro®!¢36873.8081 (cont.).

Nanoparticulas Caracteristica gerais que permi- | Caracteristicas especificas que per-
lipidicas tem melhorar o transporte de mitem melhorar o transporte nariz-
(SLN e NLC) moléculas cérebro

Boa estabilidade fisico-qui-
mica;

Aumento da biodisponibili-
dade dos farmacos;

Capacidade de direciona-
mento dos farmacos para os
locais alvo da acio;

Protec¢do dos fairmacos;

Libertacdo prolongada do
farmaco;

Uso de excipientes geral-
mente reconhecidos como
seguros (GRAS);

Baixa ou nenhuma toxicida-

e Protecao de fairmacos contra de-
gradacgio enzimatica nasal;

e Libertacdo prolongada dos far-
macos.

de das formulagGes.

inferiores a 100 nm ou entre 300 e 1000
nm. Estas formula¢des sio constituidas
por 0,1 a 30% de matriz lipidica que é
estabilizada com 0,5 a 5% de agente(s)
emulsivo(s) 828,

No desenvolvimento de formulacbes
de SLN e NLC ¢é importante fazer uma
selecao adequada de lipidos e de agentes
emulsivos, uma vez que estes afetam as
suas caracteristicas de tamanho, indice
de polidispersao (do inglés Polydispersity
Index, PDI), carga a superficie, eficacia
de encapsulagio, estabilidade durante o
armazenamento e o perfil de libertacao
dos compostos encapsulados®. Como
exemplos de lipidos sélidos usados, te-
mos: os ésteres de acidos gordos, como
o monoestearato de glicerilo, o behe-
nato de glicerol e o palmitoestearato de

glicerol; as ceras, como o palmitato de
cetilo; os dcidos gordos, como o acido
estedrico e o acido palmitico; e os tri-
glicerideos como a triestearina, a tri-
miristina, a tripalmitina e a trilaurina.
Os lipidos liquidos mais utilizados sao
o oleato de decilo, os 6leos de améndoa,
milho e amendoim, o Mygliol® 812 e o
acido oleico. Geralmente, este tipo de
formula¢des contém dois tipos de agen-
tes emulsivos, tais como o polissorbato
80, os poloxameros 188 e 407, o tylo-
xapol, sais biliares e fosfolipidos, como
a lecitina de ovo e a fosfatidilcolina%¥8>.

As formulag¢des de nanoparticulas lipidi-
cas apresentam algumas limitagdes, tais
como: capacidade limitada de trans-
portar moléculas hidrofilas; instabili-
dade in vivo; baixa estabilidade durante
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o armazenamento devido as transicoes
polimérficas dos lipidos, que originam
a libertacao das moléculas encapsula-
das, agregacao das nanoparticulas e se-
paracdo de fases®. Estas limita¢des tém
contribuido para a falta de aprovagao
das formulagdes de SLN e NLC para
uso clinico. Nesse sentido, tém sido
investigadas estratégias para ultrapas-
sar estes obstaculos e permitir avangar
com estudos mais complexos. Por exem-
plo, de forma a evitar a agregacao das
nanoparticulas durante o armazenamen-
to, podem usar-se agentes emulsivos
anidnicos ou catiénicos que aumentem
o potencial zeta (do inglés Zeta Potential,
ZP) e promovam a repulsao eletrostati-
ca das nanoparticulas. O revestimento
de nanoparticulas com polietilenoglicol
(PEG) prolonga o tempo de circulagao
destes nanossistemas na corrente san-
guinea, permitindo que o farmaco atinja
o local de acao antes de serem elimina-
dos pelos macréfagos do sistema mono-
nuclear fagocitario®.

A avaliacao da toxicidade das formu-
lacoes de SLN e NLC é também mui-
to importante, bem como a andlise do
perfil de libertagdo dos compostos en-
capsulados para prever o seu desem-
penho in vivo®. Muitas formulagoes de
nanoparticulas lipidicas descritas em
artigos cientificos nao demonstraram
ser téxicas para as células. No entanto, a
biocompatibilidade entre as células hu-
manas e estes nanossistemas deve ser
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sempre avaliada devido a composi¢ao
variavel das formulacbes. Desta forma,
deve proceder-se a avaliagdo da cito-
toxicidade das SLN e NLC produzidas,
primeiramente, in vitro, sendo também
importante, posteriormente, realizar
testes ex vivo e in vivo®®?¥. Diferentes
métodos in vitro em culturas celulares
tém sido usados para analisar a citotoxi-
cidade destes nanossistemas, tais como
o ensaio da reducido do (4,5-dimetilti-
azol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio (MTT)
e o ensaio da incorpora¢do do vermelho
neutro (do inglés Neutral Red, NR), que
fornecem informacdes sobre a citotoxi-
cidade e refletem a capacidade de alguns
compostos provocarem morte celular
como consequéncia de danos ou alte-
ragOes nas fungoes celulares basicas®.
Varios estudos da administra¢ao in-
tranasal de firmacos e de compos-
tos naturais bioativos encapsulados
em SLN e NLC, para o tratamento
de doencgas neurodegenerativas, tém
demonstrado efeitos relevantes que
estao relacionados, sobretudo, com o
aumento da quantidade de compos-
to que chega ao cérebro, o que leva
a uma reduc¢do da dose e frequéncia
de administracio, e diminuicao dos
efeitos adversos®.

A Tabela 4 resume os resultados mais
relevantes desses estudos.

Bhatt et al. encapsularam astaxantina em
SLN com o objetivo de promover uma
entrega direta do composto ao cérebro,
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Tabela 4. Exemplos de estudos com farmacos e compostos naturais bioativos encapsulados em SLN ou
NLC, sugeridos para o tratamento de doencgas neurodegenerativas pela via intranasal’®8-3,

Tipo de
nanoparti-
cula lipidica

Farmaco ou
composto
bioativo natural

Resultados relevantes

SLN

Astaxantina

In vivo, os estudos de biodistribui¢ao demonstraram uma maior
acumulac¢io de astaxantina-SLN no cérebro, quando administrada
por via intranasal (1,70+0,13 dose/grama de cérebro), em com-
paracdo com a administragao via intravenosa (0,844+0,12 dose/
grama de cérebro).

A formula¢io demonstrou propriedades antioxidantes ao contro-
lar danos causados pelo perdxido de hidrogénio, observando-se

uma reduc¢io dos niveis de peroxidagio lipidica.

SLN

Dopamina e com-
postos polifend-
licos presentes
num extrato de

semente de uva

In vitro, as formulacdes de SLN com dopamina e extrato derivado
de semente de uva, SLN com dopamina e SLN com extrato deriva-
do de semente de uva nao demonstram citotoxicidade em células
olfatérias e em células do neuroblastoma SH-SY5Y, numa gama
de concentragdes de 18-75 uM e 4-34,5 uM de dopamina e de ex-

trato derivado de semente de uva, respetivamente.

SLN e NLC

Quercetina

In vitro, as formulacdes de NLC e SLN com quercetina confirma-
ram a auséncia de citotoxicidade em células endoteliais microvas-
culares cerebrais humanas imortalizadas (hCMEC/D3).

Um modelo in vitro com o peptideo B-amiléide demonstrou que
a formula¢do de NLC com quercetina foi capaz de diminuir a for-
magao de emaranhados neurofibrilares e a agregacdo de pepti-

deos, quando comparado com uma amostra controlo.

SLN e NLC

Curcumina

In vitro, as formula¢des de NLC e SLN com curcumina nio de-
monstram citotoxicidade em células de fibroblastos fetais de ra-
tos numa gama de concentragdo de 1-10 ug/mL, observando-se
uma elevada viabilidade celular (80%).

Invivo, foi possivel observar que a formulagao de NLC foi capaz de
aumentar a absor¢ao de curcumina no cérebro 4 vezes superior a
da formula¢ao de SLN.
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Tabela 4. Exemplos de estudos com farmacos e compostos naturais bioativos encapsulados em SLN
ou NLC, sugeridos para o tratamento de doencas neurodegenerativas pela via intranasal’®%3(cont.).

In vitro, os estudos de citotoxicidade nasal demonstraram que o
tecido nasal exposto ao hidrogel in situ de NLC com resveratrol
nio deu origem a toxicidade na camada epitelial, membrana basal

ou nucleos de células glandulares.

In vivo, os estudos farmacocinéticos demonstram que se obteve

uma maior concentra¢ao plasmatica maxima (C . ) de farmaco no

cérebro (1030+135 ng/mL) apds a administragdo da formulagio
desenvolvida por via intranasal, em compara¢do com a adminis-
tracdo da suspensio de resveratrol por via oral (402+41 ng/mL).
No plasma, a C_, foi mais baixa para a formulacao intranasal, em

comparag¢ao com a concentra¢io cerebral.
NLC Resveratrol

O tempo necessario para atingir a C_, (t_,) para a formulagao

max
intranasal foi de 30 min, enquanto para a formulagao oral foi de
2 h, indicando um transporte de resveratrol mais rapido para o

cérebro, quando este é administrado por via intranasal.

Os estudos de biodistribui¢ao do fairmaco demostraram uma
maior concentragao do hidrogel in situ de NLC com resveratrol,
no cérebro, seguida do bago, pulmdes, rim, coracao e figado. No
entanto, a suspensio de resveratrol apresentava uma maior con-
centra¢ao no figado, seguida dos pulmdes, bago, cérebro, coragio
e rim, o que pode ser atribuido ao metabolismo hepatico do far-

maco.

In vitro, a viabilidade celular foi semelhante para ambas as formu-
lagbes desenvolvidas, nomeadamente 69,15% para a formulagio
de NLC com pioglitazona e 66,89% para a solugdo do mesmo
farmaco na concentragio de 10 pg/mL. A avaliacio da citotoxici-
dade, utilizando células de neuroblastoma SH-SY5Y, indicou que
a formulag¢ao de NLC com pioglitazona era segura para as células
NLC Pioglitazona neuronais.

Estudos ex vivo, demonstraram uma maior permeabilidade nasal
da formulagdo de NLC com pioglitazona quando comparada com
a solucio de pioglitazona.

Invivo, os estudos de biodistribuicdo demonstraram o transporte

direto do farmaco do nariz para o cérebro quando este se encon-

trava encapsulado em NLC.
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Tabela 4. Exemplos de estudos com farmacos e compostos naturais bioativos encapsulados em SLN
ou NLC, sugeridos para o tratamento de doencas neurodegenerativas pela via intranasal’®%3(cont.).

NLC Tracrina

Invitro, a avaliac¢ao da citotoxicidade em células do neuroblas-
toma humano SH-SY5Y confirmou que, para a mesma con-
centragao, a formula¢do de NLC com tracrina n3o apresentava
toxicidade para as células, enquanto a formula¢io de NLC com
tracrina conjugados com um peptideo anfipatico provocou uma
diminuic¢io da viabilidade celular. A utiliza¢do de uma concen-

tragdo até 10 uM de tracrina foi considerada segura.

ap6s administragao intranasal. A formu-
lagao de SLN otimizada apresentava um
tamanho médio de 213,23 nm e um PDI
de 0,367. Os resultados dos ensaios in
vitro, em células de feocromocitoma-12
(PC12), demonstraram o potencial an-
tioxidante da astaxantina encapsulada
em SLN contra o stress oxidativo indu-
zido por peréxido de hidrogénio. Estas
nanoparticulas foram posteriormente
submetidas a estudos de biodistribui¢cao
in vivo, onde foram administradas pe-
las vias intranasal e intravenosa. Os
resultados demonstraram que a acu-
mulacdo de astaxantina-SLN no cére-
bro, apds administra¢ao intranasal, foi
de 1,70+0,13 (dose/grama de cérebro)
e de 0,844+0,12 (dose/grama de cére-
bro), apdés administragdo intravenosa,
e por isso, os dados de biodistribui¢ao
demostraram que foi conseguida a pas-
sagem direta da astaxantina do nariz
para o cérebro. A formulagdo também
demonstrou propriedades antioxidantes
ao controlar os danos causados pelo
perdéxido de hidrogénio, observando-se
uma reducdo dos niveis de peroxida¢ao
lipidica. A partir destes resultados, os
investigadores propuseram a utilizacao
da formulagdo de astaxantina encap-
sulada em SLN para o direcionamento

do composto para o cérebro, onde pode
exercer uma fun¢io de protecao contra o
stress oxidativo e, consequentemente,
beneficiar a prevenc¢io e tratamento de
doencas neurodegenerativas®®.

Trapani et al. avaliaram a coadminis-
tracdo de agentes antioxidantes (com-
postos polifendis presentes num extrato
derivado da semente de uva) e dopami-
na, encapsulados em SLN e administra-
dos por via intranasal, como uma abor-
dagem inovadora no tratamento da DP.
A caracterizagdo destas nanoparticulas
demonstrou que estas apresentavam um
didmetro de particula préximo de 200
nm, sendo este valor considerado ade-
quado para a entrega direta nariz-cére-
bro. Nos estudos in vitro realizados, foi
avaliada a citotoxicidade em células do
neuroblastoma SH-SY5Y e células olfa-
tivas, das SLN que continham dopamina
e um antioxidante presente no extrato
derivado da semente de uva, e para pos-
sivel comparagdo, de SLN apenas com
dopamina e de SLN apenas com extrato
derivado da semente de uva em células.
Os resultados demonstraram que nenhu-
ma das formulagdes apresentou citoto-
xicidade para ambos os tipos de células
na gama de concentragdes de 18 — 75uM
e 4 — 34,5 uM de dopamina e extrato
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derivado de semente de uva, respeti-
vamente, e portanto, os investigadores
concluiram que as formulag¢des testadas
podem ser consideradas eficazes no tra-
tamento da DP*.

Pinheiro et al. realizaram um estudo com
quercetina, um flavonoide com ativi-
dade antioxidante, anti-inflamatéria e
anticancerigena que demonstra capaci-
dade de reduzir a oxidagao de proteinas,
peroxidagao lipidica, morte celular neu-
ronal e inibir a agregacdo da proteina
B-amildide, e que por isso, poderad ser
util no tratamento da DA. Neste es-
tudo, o composto foi encapsulado em
SLN e NLC sendo que estes foram fun-
cionalizados com transferrina de forma
a promover a passagem destes nanos-
sistemas pela BHE, e aumentar a biodis-
ponibilidade da quercetina no cérebro.
Em termos de caracterizagio, tanto as
SLN como os NLC apresentaram ta-
manhos inferiores a 250 nm, valores
de ZP de -30 mV e valores de EE entre
80-90%. In vitro, foram realizados en-
saios de citotoxicidade em células en-
doteliais microvasculares cerebrais hu-
manas imortalizadas (hCMEC/D3) que
confirmaram a auséncia de toxicidade de
SLN e NLC. Um modelo in vitro com o
peptideo B-amildide demonstrou que a
formulagao de NLC com quercetina foi
capaz de diminuir a formag¢ido de ema-
ranhados neurofibrilares e a agregacao
de peptideos quando comparado com
uma amostra controlo. No entanto, es-
tes resultados devem ser confirmados in
vivo™.

Malvajerd et al. desenvolveram SLN e
NLC contendo curcumina de forma a
estudar o potencial que podem apresen-
tar no tratamento da DA. Na caracteri-
za¢ao dos dois tipos de nanoparticulas
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lipidicas, os resultados obtidos demons-
traram um tamanho de particula e PDI
para a formulagao de SLN de 204,76 +
0,36 nm e 0,194 = 0,04, e para a for-
mulacdo de NLC de 117,36 = 1,36 nm
e 0,188 + 0,020. Nos estudos in vitro re-
alizados, os investigadores avaliaram a
citotoxicidade de ambas as formulacoes
em células de fibroblastos fetais de ra-
tos, sendo que os resultados demons-
traram uma elevada viabilidade celular
(80%) para as formulacdoes de SLN e
NLC até concentragdes de 10 ug/mL, ja
que para concentra¢cdes mais elevadas,
se observou uma ligeira diminui¢ao na
viabilidade celular. Nao obstante, foi
possivel concluir que nenhuma citotoxi-
cidade notavel foi observada para ambas
as formulac¢oes testadas de nanoparticu-
las lipidicas contendo curcumina. Para
além disso, através da realizaciao de es-
tudos in vivo, foi possivel observar que a
formula¢iao de NLC foi capaz de aumen-
tar a absorcao de curcumina no cérebro
4 vezes mais em compara¢iao com a for-
mulac¢do de SLN, e que por este motivo,
esta formulagdo poderd apresentar po-
tencial na terapéutica da DA

Rajput et al. estudaram o potencial da
utilizacdo de NLC para a administra¢ao
intranasal de resveratrol no tratamento
da DA, dado que este composto apre-
senta propriedades anti-inflamatérias,
antioxidantes e neuroprotetoras. Neste
estudo, o complexo resveratrol-NLC
foi incorporado num hidrogel in situ. A
formulagdo final tinha um tamanho de
particula, PDI, ZP e EE de 132 = 12 nm,
0,165 + 0,002, -23 + 4 mV e 74 + 6%,
respetivamente. In vitro, os estudos de
ciliotoxicidade nasal demonstraram
que o tecido nasal exposto ao hidro-
gel in situ de NLC carregado com res-



veratrol ndo deu origem a toxicidade
na camada epitelial, membrana basal
ou ntcleos de células glandulares. In
vivo, os estudos farmacocinéticos foram
realizados em ratos, sendo que lhes foi
administrada a formulacao desenvolvi-
da, por via intranasal, e ainda lhes foi
administrada uma suspensao de res-
veratrol por via oral para possivel com-
paracdo, sendo que se obteve uma con-
centragao plasmadtica maxima (C_, ) de
farmaco no cérebro de 1030 + 135 e 402
+ 41 ng/mlL, respetivamente. No plas-
ma, a C_, foi mais baixa para a formu-
la¢do intranasal (167 = 20 ng/mL), em
comparagdo com a concentragao cere-
bral. O t_, (tempo necessario para o far-
maco atingir a C_, ) para a formulagao
intranasal foi de 30 min, enquanto para
a formulacao oral foi de 2h, indicando
um transporte de resveratrol mais rapi-
do para o cérebro, quando este é admi-
nistrado por via intranasal. Os estudos
de biodistribuicao do fairmaco demostra-
ram uma maior concentracao do hidro-
gel in situ de NLC contendo resveratrol,
no cérebro, seguida do bago, pulmodes,
rim, coragdo e figado. No entanto, a sus-
pensdo de resveratrol apresentou uma
maior concentra¢do no figado, seguida
dos pulmdes, bago, cérebro, coracao e
rim, o que pode ser atribuido ao metabo-
lismo hepatico do farmaco. Desta forma,
os resultados deste estudo evidenciam o
potencial de utiliza¢ao do hidrogel in situ
de resveratrol-NLC no direcionamento
do composto para o cérebro, promoven-
do o tratamento da DA™.

Jojo et al. otimizaram uma formulagao
de NLC com pioglitazona para entre-
ga direta do nariz para o cérebro e com
potencial para ser, também, utilizada
no tratamento da DA, j4 que em mode-
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los pré-clinicos este farmaco melhorou
significativamente os sintomas que 0s
portadores desta doenga apresentavam.
Apés a otimizagdo da formulagao, os va-
lores de tamanho de particula, PDI, ZP
e EE foram 211,4 + 3,54 nm, 0,257 +
0,108, 14,9 = 1,09 mV e 70,18 = 4,5%,
respetivamente. Posteriormente, através
do estudo in vitro avaliou-se a citotoxi-
cidade nasal, em células de neuroblas-
toma SH-SY5Y, da formulacio de NLC
com pioglitazona e de uma solugao
do mesmo farmaco, e os resultados
demonstraram que a viabilidade celu-
lar foi semelhante para ambas as formu-
lagbes, nomeadamente, 69,15% para a
formulagao de NLC com pioglitazona e
66,89% para a solu¢ao de pioglitazona
na concentracao de 10 ug/mL, e que por
isso a formulacio de NLC demonstrou
ser segura para administracio nasal.
Os estudos ex vivo demonstraram uma
maior permeabilidade nasal da formu-
lacao de NLC otimizada com pioglitazo-
na quando comparada com a solugdo de
pioglitazona. Ainda relevante, os estu-
dos de biodistribuicio in vivo, realizado
em ratos, demonstraram um transporte
direto do farmaco do nariz para o cére-
bro quando este se encontrava encapsu-
lado em NLC, e por isso, também esta
investigagdo demonstrou o potencial
que a encapsula¢gio de um fdrmaco em
NLC, e administrado por via intranasal,
podera ter no tratamento da DA®.

Silva et al. desenvolveram uma formu-
lagdo de NLC com tracrina conjugado
com um peptideo anfipatico de forma
a diminuir as limita¢coes deste farmaco,
ja que, apesar de ser o primeiro medica-
mento aprovado pela FDA para o trata-
mento da DA, a sua utilizagdo a longo
prazo resulta em efeitos colaterais inde-
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sejados, como nduseas, vomitos e hepa-
totoxicidade. Apdés o desenvolvimento
desta formulacio, foi avaliada a citoto-
xicidade in vitro dos NLC com tracrina e
de NLC com tracrina conjugados com o
peptideo anfipatico, para possivel com-
paracdo, sendo esta avaliacdo feita em
células do neuroblastoma humano SH-
SY5Y. Os resultados demonstraram que
o farmaco encapsulado em NLC apre-
sentava baixa toxicidade, sugerindo que
este poderia ser um sistema transporta-
dor promissor na entrega do farmaco.
No entanto, o sistema conjugado com o
peptideo anfipatico demonstrou toxici-
dade nas células SH-SY5Y. Nao obstan-
te, os resultados concluiram que os NLC
com tracrina s3o seguros para as células
neuronais, e por isso, esta formulacao
poderd ser promissora no tratamento da
DA. No entanto, mais estudos, incluin-
do estudos in vivo, terao de ser realiza-
dos para comprovar a sua eficacia®.

CONCLUSAO

A utilizacao de bio-residuos marinhos
com propriedades antioxidantes pro-
move uma maior sustentabilidade e
consciéncia sobre a importancia da re-
cuperacao e valorizagdo dos residuos
resultantes do processamento dos or-
ganismos marinhos, o que se integra no
contexto da economia circular.

Aadministragiointranasal de nanoparticu-
las lipidicas, nomeadamente as SLN e os
NLC, contendo compostos antioxidantes
obtidos de bio-residuos marinhos pro-
move a prevencao e o tratamento das
doengas neurodegenerativas, uma vez que
estes compostos sao transportados dire-
tamente do nariz para o cérebro, sem ter
de atravessar a BHE. Varios estudos in
vitro, ex vivo e in vivo tém demonstrado
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resultados promissores, embora sejam
necessarias mais investigacoes para que,
mais tarde, seja possivel avangar com os
ensaios clinicos.
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