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RESUMO

A prevaléncia de doengas que afetam o sistema nervoso central (SNC) tem aumentado ao
longo dos ultimos anos na populagdo mundial. A maior parte dos farmacos presentes no
mercado nao se mostra eficaz no tratamento deste tipo de doengas, pois nao sao capazes de
permear a barreira hematoencefalica (BHE). As nanoparticulas lipidicas sao nanossistemas
que permitem ultrapassar este problema, uma vez que possuem capacidade de transpor esta
barreira biologica e atingir o seu alvo terapéutico. Apresentam diversas vantagens face a
outros tipos de nanoparticulas, tais como maior estabilidade, maior capacidade de carga,
menor citotoxicidade, permitem a libertagao controlada do fairmaco e tém um custo de
produgao relativamente baixo. Este trabalho aborda varios aspetos que influenciam o
transporte de farmacos até ao SNC e os mecanismos que foram desenvolvidos para tornar

este transporte mais eficaz.

Palavras-chave: nanoparticulas, sistema nervoso central, nanoparticulas lipidicas, barreira
hematoencefilica.

ABSTRACT

The prevalence of central nervous system (CNS) disorders has increased over the past few years
among populations worldwide. Most of the drugs present in the market are ineffective in treating
cerebral diseases, because they cannot cross the blood brain barrier (BBB). The lipid nanoparticles
were developed to overcome this problem, since they are able to cross this biologic barrier and
target the drugs to the biophase. These carriers offer several advantages in comparison to other
types of nanoparticles, such as better stability, higher load capacity, lower cytotoxicity, provide
controlled release of the drugs and lower cost of production. This work discusses many aspects that
can influence the transport to CNS and the mechanisms developed to make these nanosystems

more effective.

Keywords: nanoparticles, central nervous system, lipid nanopatrticles, blood brain barrier.
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1. INTRODUCAO

O tratamento de doengas neuroldgicas continua a ser um enorme desafio para a tecnologia
farmacéutica. O nimero de pessoas afetadas por este tipo de doengas continua a crescer ao
longo dos ultimos anos, o que explica o elevado interesse no desenvolvimento de novas
terapias mais eficazes. A previsao que aproximadamente metade da populagao desenvolvera
Alzheimer em algum ponto da sua vida, enfatiza a gravidade desta situagao. Apesar da vasta
investigacao de novas estratégias para o tratamento deste tipo de doengas, ha ainda um

longo caminho a percorrer.’

O sucesso no transporte de farmacos até ao SNC é um arduo desafio, devido a presenca de
barreiras anatomicas e fisiologicas, que regulam a passagem de moléculas enddgenas e
exdgenas para o parénquima cerebral. Torna-se desafiante alcangar um efeito terapéutico
dos farmacos com agao a nivel do SNC e que necessitem de ultrapassar estas barreiras em
concentragoes terapéuticas. A barreira hematoencefilica € uma estrutura complexa e
dindmica que separa o sangue do encéfalo, e que possui um papel fundamental na

manutencio da homeostase do SNC.?

Durante as ultimas trés décadas, varios esforcos tém sido feitos no sentido de resolver este
problema e varias estratégias tém sido propostas. Mais recentemente, a nanociéncia e
nanotecnologia tém permitido considerar os nanotransportadores como uma possivel
solugao. As nanoparticulas, se forem modificadas, podem apresentar um certo tropismo para
a superficie luminal da BHE e alcangar o parénquima cerebral através da transcitose. Apesar
de ser uma estratégia promissora, apenas alguns farmacos incorporados em
nanotransportadores se encontram disponiveis no mercado. Isto deve-se em grande parte as
dificuldades no seu processo de fabrico, a reduzida estabilidade fisica e quimica, mas também
a sua toxicidade, particularmente por acumulagao no cérebro.

As nanoparticulas lipidicas (NLs) foram desenvolvidas no inicio dos anos 90 e tém
demonstrado ser capazes de ultrapassar estes problemas. Gragas a sua natureza lipidica, sao
biodegradaveis, o que as torna menos tdxicas que outros tipos de nanoparticulas. Além
desta caracteristica, apresentam um tamanho reduzido, o que prolonga o seu tempo de
circulagao na corrente sanguinea, a sua produgao em larga escala é exequivel e sio capazes
de evitar o “efeito burst”, que poderia gerar um aumento da toxicidade por libertagao de

uma grande quantidade de farmaco.’
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Varias classes de NLs tém vindo a ser desenvolvidas, com o objetivo de melhorar as

;. 4
caracteristicas destes transportadores.

O presente trabalho tem como objetivo analisar como a nanotecnologia tem representado
um papel importante através do desenvolvimento de mecanismos que tornam possivel
alcangar o SNC e de que modo as NLs se mostram vantajosas neste transporte, analisando

os resultados obtidos com o seu uso no tratamento de varias doengas neurologicas.



Nanoparticulas lipidicas como transportadores de farmacos para o Sistema Nervoso Central

2. Barreira Hematoencefalica

O tratamento de doengas que afetam o sistema nervoso central continua a ser um enorme
desafio atualmente. Um dos maiores obstaculos para o seu tratamento reside na capacidade

da BHE em limitar a entrada de farmacos no cérebro.

A BHE atua como uma barreira fisica, regulando a passagem de moléculas, ides e células da
corrente sanguinea para o cérebro e restringindo os tipos de farmacos que sao capazes de

atingir o SNC através de uma administragao sistémica.'

A BHE restringe a entrada de agentes toxicos, em grande parte devido as células endoteliais
localizadas nas paredes dos vasos sanguineos. Na realidade, estas células endoteliais possuem
particularidades que sao essenciais para a sua fungao barreira a nivel do SNC. Possuem dois
tipos de jungoes entre as células adjacentes, conhecidas como jungdoes de adesao e as
jungoes de oclusao. As jungoes de adesao participam na adesao das células endoteliais entre
si, na iniciagao da polarizagao celular e na regularizagao da permeabilidade paracelular. As
jungoes de oclusao separam o dominio apical do basolateral, causando polarizagao celular e
restringindo a passagem de ioes, compostos hidrofilicos e macromoléculas através de

transporte paracelular.’

Estas jungoes criam ainda uma elevada resisténcia elétrica transendotelial (TEER) entre o

sangue e o cérebro, o que gera uma restrita difusio passiva de compostos através da BHE.

Mas existem outros mecanismos que colaboram para esta fungao barreira da BHE. Na
superficie luminal das células endoteliais é expressa a glicoproteina-P (Gp-P), uma proteina
transportadora ATP dependente, pertencente a familia dos transportadores ABC. Através
de um sistema de efluxo a Gp-P impede que substancias hidrofobicas atravessem a BHE. O
problema reside no facto de varios farmacos candidatos a alcangarem o SNC serem

substratos dos transportadores ABC, pelo que o seu alcance terapéutico sera limitado.’

A barreira enzimatica também exerce um papel fundamental na prote¢ao do SNC. Um vasto
leque de enzimas, como a acetilcolinesterase, fosfatase alcalina, gamaglutamiltranspeptidase e
a monoamina oxidase, sao capazes de degradar diferentes compostos quimicos suscetiveis

de ultrapassarem a BHE e atingirem o cérebro.

Para além das células endoteliais, a BHE é composta por uma diversidade de células, como
pericitos, astrocitos, neurdnios e microglia, que lhe conferem as propriedades bioquimicas e

a sua estrutura especializada.
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Os pericitos encontram-se separados das células endoteliais pela lamina basal. Estas células
estao associadas a neovascularizagao, angiogénese e a estabilidade dos vasos sanguineos. Os
astrocitos interagem com as células endoteliais, de modo a assegurar uma adequada fungao
neuronal e o controlo da circulagao sanguinea cerebral. Controlam os niveis de potéssio,
inativam neurotransmissores, regulam e produzem fatores de crescimento e citocinas. Sao,
indubitavelmente, células essenciais para a homeostase do SNC. A microglia funciona como
células imunocompetentes no cérebro. Por seu lado, os neurodnios afetam as células
endoteliais promovendo a sintese e libertagao de ocludina para a periferia das células. A
ocludina faz parte da composicao das jungdes de oclusio presentes entre as células
endoteliais e o papel dos neurdnios sera assim importante na estabilidade das jungoes e,

consequentemente, da BHE.>"®

Além de proteger o SNC, a BHE tem outras fungoes de igual importancia como i) transporte
seletivo de moléculas que fornecem os nutrientes essenciais para o bom funcionamento do

sistema nervoso, ii) eliminar produtos residuais e iii) regular a homeostase no cérebro. ’

Pequenas moléculas e gases existentes no sangue, como o oxigénio e o dioxido de carbono,
difundem-se passivamente através da BHE, enquanto os nutrientes essenciais como a glucose
e aminoacidos necessitam de proteinas especificas de transporte, de forma a alcangarem o

cérebro.?

3. Mecanismos de transporte através da BHE

Mais de 98% das novas moléculas potencialmente eficazes para o tratamento de doengas do
SNC nao sao capazes de atravessar a BHE. Somente pequenas moléculas lipofilicas (<500
Da) sao capazes de atravessar a BHE e atingir uma concentragao a nivel do SNC que seja

farmacologicamente eficaz.>

Existem diversos mecanismos para a passagem de moléculas sollveis através da BHE, os
quais podem ser observados com maior detalhe na Figura | e serao sucintamente

explicados.’

A difusao paracelular ocorre entre as células endoteliais e € um processo nao saturavel e
nao competitivo. Apenas pequenas moléculas hidrossoliveis conseguem atravessar a BHE
através deste mecanismo, uma vez que as jungbes de oclusio limitam este tipo de

transporte.®'
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A difusao transcelular ocorre através das células endoteliais e € também um mecanismo nao
saturavel e nao competitivo. Para utilizar este mecanismo de transporte, as moléculas
deverao apresentar alguns requisitos, como elevado carater lipofilico e baixo peso

molecular.” '°

Para os nutrientes essenciais alcangarem o SNC sao utilizadas proteinas transportadoras,
que se encontram na superficie das células endoteliais. Estas proteinas reconhecem o seu
substrato especifico, permitindo um transporte seletivo de moléculas para o SNC. Existem
proteinas transportadoras especificas para o transporte de certos nutrientes como glucose,
aminoacidos, nucleosidos, galactose, vitaminas e hormonas, que se adaptam as necessidades

mtabolicas do cérebro e a concentragio de substratos existentes no plasma."'

Outro mecanismo para transpor a BHE ¢é a transcitose mediada por recetores presentes na
superficie do limen das células da BHE. Moléculas de maiores dimensoes sao capazes de
atingir o SNC através deste transporte, como é o caso da insulina, angiotensina ll, folatos,

transferrina e lipoproteinas de baixa densidade (LDL)."*" '

Podemos ainda mencionar a transcitose mediada por adsorgao, que acontece com a
albumina e a imunoglobulina. Devido a carga negativa existente na membrana plasmatica das
células endoteliais, esta é capaz de interagir com substancias policatidnicas gragas ao efeito

eletrostatico e, assim, estas moléculas serio capazes de transpor a BHE. & '°
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Figura | - Mecanismos de transporte através da BHE. °
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Os farmacos podem utilizar estes mecanismos de transporte, mimetizando os nutrientes e
compostos enddgenos. No entanto, € imprescindivel que apresentem certas caracteristicas
para que tal seja vidvel. Além do tamanho restrito que estas moléculas devem apresentar,
uma elevada solubilidade lipidica e nao serem substratos dos transportadores ativos de

efluxo, sio fatores cruciais para o sucesso do seu transporte.'

Varias estratégias estao a ser estudadas para tornar o transporte de farmacos para o SNC
mais eficaz. Entre elas, podemos referir algumas técnicas invasivas, como a abertura
temporaria da BHE, a aplicacao intraventricular ou intracerebral do farmaco ou o uso de um
implante intracerebral com libertagio controlada do farmaco, como é exemplo o GLIADEL®
Wafer, utilizado como tratamento complementar em doentes com glioma. Como qualquer
outro tipo de técnica invasiva, estas estratégias estao associadas a um elevado risco de

complicagdes, tais como infecoes ou edema cerebral."

Como alternativa existem estratégias nao invasivas, como a utilizagdo de pré-farmacos, a
conjugacao dos farmacos com ligandos naturais ou artificiais, modificagoes quimicas

provocadas por farmacos, utilizagio da via intranasal e os sistemas de nanoparticulas.> '

A utilizagao de sistemas de nanoparticulas € uma das opgoes mais promissoras para que os
farmacos consigam alcangar o SNC, em concentragao suficiente para que haja o efeito

terapéutico pretendido.

4. Nanoparticulas como veiculos de farmacos

Os sistemas coloidais apresentam-se como candidatos eficazes para ultrapassar as barreiras
existentes. Estes consistem em agregados moleculares com tamanhos que variam entre | e
000 nm, e onde os fairmacos podem ser adsorvidos, encapsulados ou ligados

covalentemente e, assim, serem capazes de transpor a BHE."

As nanoparticulas (NPs) sio um exemplo deste tipo de sistemas. Sao particularmente
interessantes gracas a sua versatilidade e podem ser formadas por diferentes polimeros,
como o polialquicianoacrilato (PACA), acido polilactico (PLA) ou poli (n-butilcianoacrilato)

(PBCA), sendo este Ultimo dos mais utilizados com esta finalidade. "

As nanoparticulas sao agentes promissores no combate as doencgas neuroldgicas, pois é
possivel adequar as suas propriedades, utilizando ligandos a sua superficie, de modo a

melhorar a sua seletividade, levando ao aumento da eficacia do farmaco que incorporam e
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atenuando os seus efeitos secundarios.'* Devido as suas carateristicas protegem o firmaco
de degradagao, reduzem a clearance renal e aumentam a sua semi-vida na corrente
sanguinea, permitem controlar a cinética de libertagaio do composto e ainda alterar a sua

velocidade de dissolucdo."”

Existem varios mecanismos para que as NPs consigam transpor a BHE:

e Através da transcitose ou endocitose, tirando proveito dos mecanismos de
transporte existentes nas células endoteliais, possibilitando o transporte das NPs
com o respetivo conteudo terapéutico através destas células;

¢ Inibindo o sistema de efluxo transmembranar (inibindo a fungao da Gp-P);

e Abrindo as jungdes de oclusao entre as células endoteliais e permitindo assim a
entrada dos farmacos através destas;

e Por indugao de um efeito toxico local na vasculatura cerebral, responsavel por uma
limitada permeabilizagao das células endoteliais;

e Gragas a solubilizagao dos lipidos existentes na membrana das células endoteliais,
utilizando tensioativos associados as NPs, o que leva a fluidificagado da membrana,

conhecido por efeito tensioativo.'

No entanto, € a modificagao da superficie das nanoparticulas a via mais apelativa para o
sucesso do seu transporte até ao SNC. Sistemas de transporte especificos localizados na
BHE podem ser usados como alvos, através da conjugagao das NPs com um transportador

especifico, que sera detetado pelos recetores existentes na BHE.'’

A modificagao das NPs pode ser realizada utilizando diversos tipos de ligandos (tais como a
insulina, transferrina, lactoferrina e anticorpos) ou tensioativos como o polissorbato 80."° O
polissorbato 80 adsorve proteinas plasmaticas, tais como a apoproteina E, possibilitando o
seu reconhecimento e ligagao com os recetores low density lipoprotein receptor-related protein

(LPRs) existentes nas células endoteliais.'”'®

Um estudo realizado com nanoparticulas de albumina confirma o sucesso do seu transporte
até ao cérebro, quando estas se encontram revestidas com ApoE, apds administragao

intravenosa."’

A utilizagao de nanoparticulas cationicas é uma alternativa bastante atrativa para promover a

passagem de farmacos através da BHE.
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Este sistema combina a vantagem de uma matriz lipidica com um revestimento hidrofilico. A

matriz serve de reservatério para farmacos hidrofébicos e a superficie catidnica favorece a

endocitose. A carga positiva na superficie destas nanoparticulas permite criar uma atragao

eletrostatica com as cargas negativas presentes na membrana plasmatica das células

endoteliais, promovendo assim a transcitose destas nanoparticulas.”

As nanoparticulas podem ser constituidas por polimeros, lipidos ou uma combinagao de

ambos. Deste modo, podemos dividi-las em diferentes classes consoante a sua constitui¢io.”'

Na Tabela | podemos verificar os principais resultados de varios nanotransportadores

utilizados para transportar farmacos para o SNC.

Tabela I: Principais classes de nanotransportadores usados no transporte de farmacos para o SNC 20

NANOTRANSPORTADOR FARMACO
TRANSPORTADO

PRINCIPAIS OUTCOMES

Nanoparticulas poliméricas Metotrexato

A quantidade de farmaco a alcangar o
cérebro e o liquido cefalorraquidiano
aumenta, especialmente com NP de
dimensao reduzida (<100 nm).

Dalargina

Penetracao na BHE é 3 vezes superior
com o uso de NP.

Temozolamida

PBCA-NPs revestidas com polissorbato
80 transpéem a BHE tanto in vitro como in
vivo.

Dexametasona

A inflamagdo das células da glia foi
significativamente reduzida com PLGA'-
NPs.

Nimodipina

Niveis mais elevados atingiram o sangue,
liquido cefalorraquidiano e tecidos
cerebrais in vivo.

Nanoparticulas lipidicas Doxorrubicina
solidas (SLN)

SLN com base em acido estearico-
PEG2000 permitiram aumentar o tempo
de circulagio e a acumulagiao no cérebro.

Paclitaxel

A administragido oral provoca um
aumento 3  vezes superior da
concentragao no plasma e a nivel cerebral.
Ao combinar este sistema com siRNA é
possivel reduzir o crescimento tumoral.

Camptotecina

Melhoria da AUC quando este farmaco foi
administrado oralmente utilizando SLN
formuladas com acido estearico.

Melatonina

Inicio de agio tardio e melhoria da AUC.

Nanocapsulas lipidicas Etoposido
(LNCs)

Valor de DL50 foi substancialmente
inferior utilizando as LNCs nas linhas
celulares do glioma, comparativamente
com a utilizagao de etopodsido livre.
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Paclitaxel Prolongamento no tempo de semi-vida no
cérebro de 2| minutos para mais de 5
horas com o uso das LNCs. Diminuigcao
da progressao do tumor em murganhos.

Lipossomas Fenitoina Melhoria na agao local no tratamento da
epilepsia.
Cisplatina Aumento na concentragio do farmaco e

promocao da morte celular nas areas
afetadas pelo tumor.

Micelas Anfotericina, Morfina  Aumento da quantidade de farmaco a
alcancar o cérebro.
Dendrimeros Metotrexato Melhoria no transporte do farmaco em

situagao de glioma.

I PLGA: poli(acido lactico-co-acido glicolico)

Neste trabalho vamos focar a nossa atengao nas nanoparticulas lipidicas e nas vantagens que

estas possuem comparativamente as restantes classes de nanoparticulas.

5. Nanoparticulas Lipidicas

No inicio dos anos 90, a atengao dos grupos de investigagao de Miiller, Gasco e Westesen
focou-se no desenvolvimento de um sistema de transporte alternativo aos lipossomas,
emulsdes e nanoparticulas poliméricas. Foram desenvolvidas as nanoparticulas solidas
lipidicas (SLN), uma classe de particulas coloidais compostas por lipidos, com elevada

estabilidade in vivo e que permanecem no estado sélido a temperatura ambiente e corporal.
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Comparativamente aos lipossomas e nanoparticulas poliméricas, as SLN apresentam maior
capacidade de carga, maior estabilidade, menor citotoxicidade, permitem a libertagao
controlada do firmaco e tém um custo de produgio relativamente baixo. Além disso,
durante a sua produgao nao sao utilizados solventes organicos e sao formulagoes capazes de

se manterem estaveis até 3 anos.”

O tamanho das SLN varia entre 50 e 1000 nm, sao compostas por lipidos dispersos numa
solugdo aquosa de tensioativo(s) e podem incorporar principalmente compostos lipofilicos.”
Estas particulas podem ser facilmente preparadas através da técnica da microemulsio ou
homogeneizagao de alta pressao. A sua matriz pode ser composta por um lipido solido ou
uma mistura de lipidos, tais como os mono-, di- e triglicerideos, acidos gordos, ceras e
esteroides. Varios tensioativos como fosfolipidos, poloxameros e polissorbatos possibilitam

a sua estabilizagao estérica. Os restantes compostos usados vao influenciar a qualidade da

12
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dispersao das SLN. Diferentes lipidos e emulsionantes requererao diferentes métodos e
parametros de homogeneizagao. A fase lipidica € composta por varios compostos quimicos e
a estabilidade dos farmacos varia consoante os lipidos usados. A escolha do emulsionante é
importante para a estabilidade fisica da formulagao, que é imprescindivel para o processo de
esterilizagao. Geralmente, quanto maior a concentragao de emulsionante menor o tamanho
da particula, o que é desejavel numa administragao intravenosa. Por outro lado, o aumento
do conteldo lipidico resulta, em grande parte dos casos, num aumento do tamanho de

particula e numa ampla distribuigdo do tamanho de particula.”

Apesar das inUmeras vantagens relativamente a outros sistemas de transporte existentes, as
SLN apresentam desvantagens que comprometem o seu sucesso ho transporte de farmacos,
nomeadamente a sua capacidade de carga limitada pela cristalinidade da matriz e perda de
farmaco apos a sua produgao.”

Varios estudos foram feitos no sentido de ultrapassar os problemas relacionados com as
SLNs e, em 1999, foi desenvolvida uma nova geracao de nanotransportadores lipidos, os
transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC). Estes foram formulados usando
combinacoes de lipidos sélidos e liquidos e apresentam uma matriz nao estruturada, com
menor tendéncia a sofrer cristalizagdo, o que torna possivel incorporar uma maior
quantidade de farmaco e melhorar a estabilidade destes sistemas durante o armazenamento,
havendo menos perdas do seu conteudo durante esta fase. Como exemplo dos lipidos
solidos que sao utilizados na formulagao dos NLC temos o acido estedrico, palmitato de
cetilo e palmitoestearato de glicerol. Os lipidos liquidos mais utilizados sao triglicéridos do
acido caprilico e caprico, monoacilglicerdis, vitamina E e seus derivados. A selecao destes
componentes dependera nao s6 das propriedades fisico-quimicas do farmaco transportado,

bem como da via de administracio escolhida.” %

Na figura 2 podemos observar as principais diferengas estruturais entre SNL e NLC, além de

algumas propriedades que estas apresentam na incorporagao de farmacos.
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Contudo, ambos os sistemas apresentam limitagoes. Tanto as SLN como os NLC
apresentam apenas capacidade de encapsular compostos ou farmacos lipofilicos, que sejam

sollveis na matriz lipidica das nanoparticulas.

Novos estudos foram desenvolvidos e surgiu uma nova classe de nanoparticulas lipidicas, os
conjugados farmaco-lipido (LDC), produzidos para ultrapassar as limitagoes das SLN e NLC,
nomeadamente a sua reduzida capacidade de carga de farmacos hidrofilicos. Estes sistemas
sao compostos por particulas lipidicas sélidas resultantes da ligagao entre o farmaco e um
lipido, através da formagao de um sal (usando um acido gordo) ou por ligagao covalente
(com ésteres ou éteres). Posteriormente, submete-se este sistema a homogeneizagao a alta

pressao utilizando uma solugio aquosa de tensioativo.'°
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As nanocapsulas lipidicas (LNCs) caracterizam-se como uma estrutura hibrida entre
nanoparticulas poliméricas e lipossomas, com a vantagem de apresentar maior estabilidade e
um processo de producao mais simples, o qual se baseia na inversao de fases de uma
emulsao oleo/agua em fungao de uma mudanga de temperatura. A sua estrutura consiste
numa matriz de triglicerideos liquidos oleosos, rodeada por uma interface coesa de
tensioativo. Geralmente, as LNC possuem uma superficie com carga negativa devido as

moléculas de fosfolipidos.”

Estas classes de nanoparticulas lipidicas podem ser usadas como veiculos de

transporte de farmacos para o SNC com diferentes objetivos:'°

e estabilizar moléculas que possam ser instaveis tanto a nivel bioldgico como
fisico-quimico;
¢ melhorar a biodisponibilidade do farmaco transportado;

e aumentar a permeac¢ao de um farmaco através da BHE.

6. Objetivos do uso de NLs para veicular farmacos até ao SNC

6.1 Estabilizar moléculas com instabilidade fisico-quimica ou biologica

Muitos farmacos utilizados no tratamento de doengas no SNC apresentam reduzida
estabilidade in vivo. Neste contexto, &€ imprescindivel melhorar a estabilidade no plasma
destas moléculas, pois estes compostos podem sofrer rapidamente processos de
degradacao. Os compostos mais instaveis terdo ainda tendéncia a possuir uma rapida

clearance, reduzido tempo de semi-vida e uma baixa performance in vivo.

Compostos que contém certos grupos funcionais sao mais suscetiveis de sofrer hidrolise por
enzimas plasmaticas. Entre estes grupos funcionais podemos citar os ésteres, amidas,

lactonas e sulfonamidas.'®

A camptotecina, que possui uma elevada atividade antitumoral, apresenta elevada
instabilidade a pH fisioldgico, decorrente da abertura do anel lactonico e posterior formagao
da sua forma carboxilada menos ativa. A sua porgao lacténica é suscetivel de sofrer hidrolise
espontanea, formando a correspondente forma carboxilada, num processo onde o pH é um
fator decisivo. A forma lactonica intacta predomina em pH acido, enquanto que a presenga
da espécie carboxilada (anel aberto) é favorecida em meio neutro e alcalino. Apesar da

forma carboxilada possuir solubilidade aquosa superior, é cerca de 10 vezes menos potente.

15



Nanoparticulas lipidicas como transportadores de farmacos para o Sistema Nervoso Central

E entao imprescindivel a manutengao do anel lactonico para que se preserve a sua atividade

antitumoral.”

Na tentativa de estabilizar a camptotecina, as SLN apresentam vantagem em comparagao
com outros transportadores coloidais. Yang et al, mostraram que este sistema aumenta a
estabilidade da camptotecina, evitando a sua hidrolise e aumentando o tempo de retengao da
camptotecina na sua forma activa.® Os resultados deste trabalho evidenciaram que as
moléculas de camptotecina incorporadas em SLN, apenas se convertem na forma
carboxilada apds o farmaco ser libertado para o meio neutro tamponado. No entanto,
quando o meio € acido, o farmaco libertado permanece sob a forma activa. Isto sugere que
as SLN protegem o farmaco de sofrer hidrolise, até que seja libertado no meio. Os estudos
realizados in vivo em murganhos, mostraram que o farmaco na forma lacténica possui um
tempo de semi-vida prolongado no sangue e nos principais orgaos, conduzindo,

consequentemente, a uma maior acumulagio no cérebro.*

Recentemente, um grupo de investigadores testou as SLNs como uma plataforma adequada
para estabilizar a camptotecina, no seu transporte até ao cérebro. Martins et al, utilizaram
SLN compostas por cetilpalmitato e polissorbato 80, preparadas por homogeneizagao a alta
pressao. Considerando varios parametros, as formulagoes desenvolvidas neste estudo
mantiveram-se estaveis em termos de tamanho e carga, até um ano de armazenamento.
Estudos de libertagao in vitro, mostraram um perfil de libertagio prolongada no plasma,
confirmando a estabilidade fisica das particulas em pH fisiologico.'

Curiosamente, as SLN alteraram o perfil de biodistribuicdo da camptotecina in vivo,
prolongando o seu tempo de retengao no cérebro, conduzindo a uma maior eficicia para
atingir o alvo terapéutico e provocando um aumento do potencial efeito antitumoral desta
molécula. Para além disto, os efeitos colaterais foram reduzidos. Foi entao concluido que as
SLN sao capazes de estabilizar certos tipos de moléculas labeis, que podem sofrer processos

de hidrélise.’

6.2 Melhorar a biodisponibilidade do farmaco transportado

Apesar de algumas moléculas serem teoricamente capazes de atravessar a BHE, existem
diversos fatores que pdem em causa este transporte. E fundamental que o firmaco exista
numa concentragao suficientemente elevada, para ultrapassar a fraca permeabilidade através
da BHE, assim como se mostra importante retardar a eliminagao do farmaco do organismo,

de modo a que este seja capaz de exercer o seu efeito terapéutico.'®
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Foram realizados estudos utilizando a clozapina, um farmaco antipsicético com propriedades
lipofilicas e com reduzida biodisponibilidade por via oral, devido ao efeito de primeira
passagem. Estes foram incorporados em SLN, compostas por diferentes tipos de
triglicerideos, e foi possivel observar que a biodisponibilidade deste firmaco aumentou 3.1 a
4.5 vezes, através da administragdo intraduodenal.®

Um exemplo interessante é dado pela noscapina, utilizada no tratamento do glioblastoma,
mas que tem um tempo de semi-vida plasmatico muito curto e sofre rapida eliminagao.
Madan et al, desenvolveram SLN com estearato de polietilenoglicol para incorporar este
farmaco e compararam a sua eficicia com as SLN sem este tipo de modificagio.” Foi
observado que o tempo de semi-vida plasmatica aumentou | | vezes nas SLN modificadas e 5
vezes nas SLN inalteradas, quando comparado com o firmaco em solugio.”

Num estudo recente, foram estudados NLC modificados com tricaprina e triestearina, onde
se incorporou bromocriptina, um agonista dopaminérgico usado no tratamento da doenga
de Parkinson. Este farmaco apresenta um inicio de agao lento (I-2 horas) e tempo de semi-
vida prolongado (3 a 5 horas), o que explica o seu reduzido potencial para reduzir a
discinesia, quando comparado com a L-DOPA. Nesse sentido, a sua incorporagao em NLC
representa uma estratégia para obter niveis plasmaticos estaveis e aumentar o seu tempo de
semi-vida. Este estudo foi realizado em murganhos apds administragao intraperitoneal destes
sistemas, de modo a avaliar a sua potencial agao no controlo da doenga de Parkinson. Os
resultados evidenciaram uma atenuagao da acinesia, tendo sido observada maior eficacia nos
grupos em que foram administradas NLC, comparativamente aos que receberam a

bromocriptina livre.**

6.3 Aumentar a permeacao de farmacos através da BHE

As nanoparticulas lipidicas podem ser usadas como transportadores que vao interagir com a
BHE, tornando possivel a penetragao de farmacos que sao incapazes de atravessar esta
barreira.

A doxorrubicina, um farmaco altamente hidrofilico que nao tem capacidade de atravessar a
BHE, tem demonstrado uma significativa atividade antitumoral. No entanto, o seu uso clinico
é limitado, devido aos efeitos que provoca a nivel cardiaco, nomeadamente a miocardiopatia.
Isto provoca efeitos toxicos agudos, que podem ser evitados caso este farmaco seja

direcionado eficazmente para o seu alvo terapéutico.
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Zara et al, incorporaram doxorrubicina em SLN, utilizando acido estedrico como fase interna
e Epikuron200® como tensioativo.”® Apés administragio intravenosa em murganhos, as SLN
conduziram a uma modificagao da farmacocinética da doxorrubicina. Esta apresentou inferior
concentragao no figado, coragao e rins, mas em contrapartida foi detetada a sua presenga no

cérebro, o que nao se verifica quando este farmaco é administrado em solugio.”

Apesar das nanoparticulas lipidicas terem capacidade de atravessar a BHE, o aumento da
concentragao de farmaco no alvo pretendido continua a ser bastante limitado. Ao longo dos
ultimos anos tém sido estudadas novas abordagens baseadas nos sistemas de transporte

enddgeno localizados na BHE. Para isto, os nanotransportadores devem ser reformulados. '

Estudos foram feitos utilizando SLN modificadas com borneol para incorporar ganciclovir
(GCV). Este farmaco previne a invasao e multiplicagao do citomegalovirus em células
saudaveis. Observou-se que o borneol foi capaz de abrir acentuadamente as jungoes de
oclusao na BHE, favorecendo a passagem de substancias através desta via intercelular,
verificando-se ainda o aumento dos niveis de histamina e 5-hidroxi-triptamina no hipotalamo
e inibindo ainda o sistema de efluxo da glicoproteina-P. Foram analisados parametros
farmacocinéticos, especificamente a concentragao maxima (C,_,), apos a administragao
intravenosa do ganciclovir em solugao, ganciclovir encapsulado em SLN e ganciclovir em SLN

modificadas com borneol. Os resultados foram os seguintes:
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Figura 3 - Niveis de Cmax a nivel cerebral utilizando diferentes sistemas para transportar o ganciclovir. Adaptado de 36
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A concentragao maxima no cerébro variou de 3,96 pg/g com o GCV em solugao, para 4,63
pg/g usando GCV-SLN e 10 pg/g utilizando GCV encapsulado em SLN modificadas com
borneol.

Deste estudo, conclui-se que a combinagao de SLN com o borneol é vantajosa para que seja

possivel permear a BHE e veicular o ganciclovir até ao seu alvo.*

Como discutido previamente, revestir as nanoparticulas com polissorbato 80 é uma
estratégia para aumentar a absorcao de ApoE na sua superficie, facilitando assim a
endocitose destes sistemas para o cérebro.

Viérios estudos tém sido realizados utilizando o polissorbato 80. Num destes estudos,
recorreu-se a0 Tween®80 para estabilizar SLN, usadas como veiculos para o transporte de
curcumina. Esta molécula é um antioxidante com elevado potencial para ser usado a nivel
neuroldgico. O valor observado de AUC foi 8 vezes superior em relagio ao farmaco
administrado na forma livre, o que confirma o prolongamento da circulagao obtido quando
este sistema € utilizado. A concentragao alcangada no cérebro foi 30 vezes superior, em
relagao a curcumina livre.

A eficacia deste sistema de transporte deve-se ao reduzido tamanho de particula, que

consegue evitar o mecanismo de primeira passagem no figado.”’

7. Aplicacoes Terapéuticas
Sao varias as doengas que afetam o SNC e multiplos esforgos tém sido feitos ao longo dos
tltimos anos de modo a encontrar solugoes de tratamento, através da procura de
substancias capazes de penetrar a BHE e de alcangar as células alvo em concentragao
suficiente para possuirem eficacia terapéutica.
As nanoparticulas lipidicas tém elevado interesse para o tratamento de diversos tipos de
doengas que afetam o SNC, tais como tumores cerebrais, doengas neurodegenerativas,

epilepsia, esclerose multipla ou AVC.

Glioma

Os gliomas sao dos tumores cerebrais mais frequentes e apesar de existirem varias técnicas
agressivas para combater este tipo de tumores, como a cirurgia, radioterapia e
quimioterapia, estes ainda apresentam um pobre prognostico. Muitos agentes anticancerosos

sao substratos dos transportadores de efluxo que se encontram na BHE, dificultando a
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obtengao de concentragoes terapéuticas no SNC. Este problema nao pode ser solucionado
aumentando as doses destes farmacos, devido a possibilidade de surgirem efeitos toxicos. As
formulagoes baseadas em lipidos tém apresentado especial interesse para contornar estes
problemas. Sao capazes de aumentar os niveis de varios agentes antitumorais no cérebro,
tais como o paclitaxel, doxorrubicina, etopésido e camptotecina.®

Foram realizados estudos utilizando a edelfosina, uma molécula com agao antitumoral, mas
que nao é suficientemente absorvida quando administrada isoladamente. Para melhorar as
suas carateristicas, a molécula foi incorporada em nanoparticulas lipidicas. Estas foram
preparadas por homogeneizagao a alta pressao, onde se utilizou como fase aquosa uma
solugio de Tween 80° e como fase lipidica Compritol 888° ATO ou Precirol 5° ATO,
juntamente com a edelfosina. Foi possivel concluir que a administragao destas nanoparticulas
por via oral, conduz a acumulagao de edelfosina no cérebro. Esta acumulagao é explicada
pelo efeito de inibicao da fungao da Gp-P, provocado pelo polissorbato 80. Adicionalmente,
os resultados observados in vivo, mostraram uma redugao da evolugao do glioma em
murganhos. Os resultados foram analisados |4 dias apdés a administragao destas
nanoparticulas e comparados com a administragao de edelfosina em solugao, sendo possivel
verificar uma siginificativa redu¢ao do crescimento do tumor quando a edelfosina foi

incorporada nas NLs, o que as torna uma atrativa opgao para o tratamento de gliomas.”

Epilepsia
Apesar do elevado numero de farmacos antiepiléticos existentes, uma elevada percentagem

de doentes ¢é ainda resistente a farmacoterapia.

O diazepam é uma benzodiazepina utilizada como ansiolitico, sedativo ou com agao
antiepilética, com propriedades lipofilicas capaz de atravessar a BHE. Apesar da sua lipofilia, €

rapidamente redistribuido para fora do cérebro.”

Estudos realizados com o diazepam, em que este foi incorporado em SLN, mostraram que
estas formulagoes permitiram prolongar o tempo de agao do farmaco, pois conduziram a
uma redugao da velocidade de libertagao, quando comparadas com o diazepam em solugao.
O tipo e concentragao de tensioativo e de lipidos usados influencia as carateristicas fisico-
quimicas das SLNs in vitro. As SLN formadas com Tween 80°® como tensioativo e baixa
concentragao de lipidos na matriz apresentaram os melhores resultados na eficiéncia da
incorporagao do diazepam, com menores perdas ao longo do seu transporte, para além de

terem permitido uma libertagio prolongada deste formaco no seu local de agdo.*
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A carbamazepina € um farmaco lipofilico com atividade antiepilética, por inativacio dos
canais de sodio. Foram realizados estudos onde se utilizaram SLN contendo quitosano, um
biopolimero que permite a libertagio controlada de farmacos. Estas nanoparticulas
apresentaram uma elevada eficiéncia de encapsulagao, além de terem proporcionado
estabilidade fisica do farmaco. Foi avaliado o efeito das SLN contendo carbamazepina na
reducao do tempo das convulsdes, em comparagao com o uso de carbamazepina em
solugao. As SLN demonstraram uma libertagao controlada do firmaco por um periodo

prolongado e permitiram reduzir a duragio das convulsées.”

Doencas neurodegenerativas

As doengas neurodegenerativas sao condigoes muito debilitantes, ainda sem cura, que
afetam pessoas de todas as idades e resultam da degeneragao progressiva e morte de
neurdnios. O resveratrol é um polifenol, encontrado nas uvas que, recentemente, tem sido
estudado pelo seu potencial beneficio no tratamento de doengas neurodegenerativas. De
facto, o resveratrol aumenta as defesas antioxidantes do organismo e diminui as citocinas
pro-inflamatodrias, ajudando a manter a homeostase. Apesar disto, as suas propriedades
farmacocinéticas nao sao favoraveis in vivo, apresentando reduzida solubilidade, instabilidade
quimica e sendo rapidamente metabolizado. Como consequéncia, o resveratrol dificilmente
consegue alcangar o cérebro. Foram realizados estudos onde se tirou partido da utilizagao
de SLN, para transportar o resveratrol, visto estes transportadores serem capazes de
ultrapassar os problemas de solubilidade e degradagao desta molécula, permitindo assim
atingir o cérebro em concentragdes terapéuticas. As SLN foram revestidas com ApoE, o que
possibilitou o seu reconhecimento e ligagao as LPRs existentes nas células endoteliais,
promovendo assim a endocitose destes nanosistemas. Os resultados in vitro da utilizagao
destas SLN revelaram um aumento na permeabilidade do resveratrol de |.8 vezes quando é
utilizada ApoE para revestir estas nanoparticulas. Foi entao concluido que a utilizagao de
SLN conjugadas com ApoE pode ser uma estratégia para o transporte de resveratrol até ao

SNC no combate as doencas neurodegenerativas.”

Apesar dos avangos alcangados nos ultimos anos no tratamento destas doengas
neuroldgicas, € necessario um maior esforgo para tornar estes sistemas eficazes in vivo e
reduzir a sua potencial neurotoxicidade. A fungao da BHE é proteger o SNC de potenciais
agentes toxicos e xenobioticos. Ao utilizar métodos de transporte pela BHE, estaremos a

expor o SNC a concentragdes de substiancias que o podem danificar. Dai, surge a
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necessidade de uma dupla capacidade de atingir o seu alvo especifico, de modo a atingir
apenas as células alvo, sem danificar outras células do cérebro. Sistemas que tenham esta
caracteristica devem ser estudados, de modo a ultrapassar o problema da potencial

toxicidade destas particulas.®
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8. CONCLUSOES E PERSPETIVAS FUTURAS

Ao longo das ultimas décadas um crescente interesse em desenvolver sistemas de
transporte de farmacos, capazes de alcangar o SNC, tornou-se um dos principais objetivos

da neurociéncia.

Grande parte dos farmacos existentes no mercado nao apresenta capacidade para atravessar
a BHE e, por isso, o tratamento das doengas neuroldgicas continua longe de ser
suficientemente eficaz. O desenvolvimento de transportadores que sejam capazes de
incorporar estes firmacos e de os direcionar para o seu alvo terapéutico tem sido
promovido e varias estratégias tém surgido ao longo dos Ultimos anos. As nanoparticulas
lipidicas surgiram recentemente como uma alternativa para veicular estes farmacos e
mostram um elevado interesse terapéutico, sendo capazes de estabilizar fairmacos contra a
sua degradacao quimica nos fluidos biologicos, aumentar a sua permanéncia na corrente
sanguinea, além de possuirem capacidade para se ligarem diretamente a células endoteliais,
induzindo a sua endocitose e alcangando o parénquima cerebral, permitindo assim
ultrapassar alguns dos problemas que outros sistemas de transporte apresentam. A
modificagao destas nanoparticulas tem particular interesse, pois é possivel aumentar a sua

afinidade para certos tipos de recetores endoteliais com a utilizagao de ligandos especificos.

Apesar disso, sao necessarios estudos mais aprofundados da sua potencial toxicidade a nivel
cerebral. Como muitas das patologias que afetam o SNC necessitam de um tratamento
crénico, é imprescindivel compreender de que forma a acumulagao do farmaco no tecido
cerebral pode provocar danos e, por esse motivo, devem ser utilizados varios métodos que

permitam avaliar estes potenciais efeitos toxicos.

No futuro, varias questoes devem ser investigadas: 1) o material deve ser biodegradavel e
passivel de ser eliminado do tecido cerebral, de modo a tornar estes sistemas
biologicamente seguros; 2) o método de preparagao deve ser robusto de modo a obter NLs
de forma homogénea e reprodutivel; 3) os factores que influenciam o comportamento in vivo
das NLs devem ser elucidados e avaliados; 4) a capacidade de atingir o seu alvo terapéutico
ainda nao é satisfatoria e devem ser investigados métodos para melhorar esta falha antes da

aplicagao clinica destes sistemas.
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Apesar dos trabalhos necessarios para desenvolver sistemas mais eficazes, € evidente que a
nanotecnologia é uma promissora alternativa no tratamento de doengas neurologicas,

permitindo construir novos conceitos na manipulagao de farmacos e no seu transporte até

ao SNC.
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