Marina lIsabel Costa Marques

ESTRATEGIAS PARA ADMINISTBA(;T\O DE FARMACOS
POUCO SOLUVEIS

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, orientada pela
Professora Doutora Ana Rita Ramalho Figueiras e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Marina Isabel Costa Marques

ESTRATEGIAS PARA ADMINISTRACAO DE FARMACOS
POUCO SOLUVEIS

Monografia realizada no ambito da unidade Estagio Curricular do Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas, orientada

pela Professora Doutora Ana Rita Ramalho Figueiras e apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra

Setembro 2015

UNIVERSIDADE DE COIMBRA



Eu, Marina Isabel Costa Marques, estudante do Mestrado Integrado em Ciéncias
Farmacéuticas, com o n° 2010130815, declaro assumir toda a responsabilidade pelo
conteldo da Monografia apresentada a Faculdade de Farmacia da Universidade de Coimbra,

no ambito da unidade de Estagio Curricular.

Mais declaro que este € um trabalho original e que toda e qualquer afirmagao ou expressao,
por mim utilizada, esta referenciada na Bibliografia desta Monografia, segundo os critérios
bibliograficos legalmente estabelecidos, salvaguardando sempre os Direitos de Autor, a

excegao das minhas opinioes pessoais.

Coimbra, 7 de Setembro de 2015.

(Marina Isabel Costa Marques)



Agradecimentos

No final de um ciclo tao determinante como este, ndo posso deixar de (tentar)
agradecer a todos os que me acompanharam e contribuiram ativamente para o sucesso

desta etapa.

A Deus, porque sem Ele nada sou e nada posso fazer.

A minha familia, em particular aos meus pais e irmdo pelo incentivo, apoio e amor

incondicional demonstrados a cada dia.

Aos professores da Faculdade de Farmdcia da Universidade de Coimbra, pela

proficiéncia na transmissdo do conhecimento e da importdncia de alargar os meus horizontes.

Aos meus amigos, companheiros de todas as horas, que me suportam e fazem crescer
diariamente. Em particular, a Juliana, ao Isaac, ao Jodo Pedro, a Camila, a Inés e ao Carlos,

porque O0s anos passam, mas eles permanecem.

A Professora Doutora Ana Rita Figueiras, minha tutora, pelo acompanhamento e por

toda disponibilidade demonstrada.



Indice

AACTONIMOS ..ttt sttt sttt ettt st st b s s e se e e sesaassssssens 2
RESUMIO .ttt sttt ettt st b s s e sa e e sans 4
ADSTIACE ..ttt sttt ettt ettt sttt et et ee 4
L. INEFOAUGAO. ...ttt ettt e e s et e be s e essesbesseessessensensesssensensenns 5
2. SOIUDIIIAAAE ...ttt sttt ettt b e 6
2.1 CArALEIIZAGAO . ...cuevereeeerereeereerereeereereese s sesessesesssesessesessasesessesesesssessrsesensesessasesessasesensesersrsesenes 6
2.2  Sistema de Classificagao BiofarmacCULICO ........cuiieeeerererereeeeeeerereee e sesesesene 7
2.3  Estratégias para aumentar a solubilidade aquosa dos farmacos..........cccoeeevevcurerccreerencnee 8
3. NOVOS SiStemas TerapEULICOS.......ccevereeueueurueiririreeeenesesnerestseseeeesesessasasaeeseenenes 10
3l LIPOSSOIMAS ....cuueeriecuciiencrsentcneeseeaesseseessssesesessaeaessssese s s eseassssse e s s taesessaseassesseacsssntacsesencacses 10
3.2 Micelas POlIMEIICAS.......couviieeeeeieicieiietrtrteeeeeee ettt ettt st a e e e e senes 14
3.3 Nanoparticulas LiPidiCas......cceceeeeururereurererccurerenenneneeeeseseeeseseesseseesessesesesessesesseseesessesescses 16
314 CClOAEXLIINGS.....cueeeiiieeeeeeee ettt sttt st sttt e e se bttt sasesssesesesesssenas 21
Conclusoes e Perspetivas FULUFAS ..........coeeeeeecrerceueunenenineneeeeeseeeeteestceeesesesessees 24
Referéncias BibliografiCas.........cccoocveveeeurnirinencneiecrerreeeecce e 26
AANEXOS .ttt ettt ettt sttt ae ettt et et et b s se s e e e e renaaen 29



Acronimos

ALB — Albendazol

AED — Farmacos Anti-epiléticos

AUC — Area sob a curva

BCS - Sistema de Classificagao Biofarmacéutico

CD - Ciclodextrinas

CGTase — Ciclodextrina-glicosil-transferase

C.,..x — Concentracao Maxima

CMC - Concentragao Micelar Critica

DZP — Diazepam

F — Biodisponibilidade Relativa

FDA — Food and Drug Administration

GRAS — Generally Regarded as Safe

HCL - Acido Cloridrico

HIV — Virus da Imunodeficiéncia Humana
HMG-CoA - 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A
Kc — Constante de Complexagao

LC — Cromatografia liquida

LDC — Conjugados farmaco-lipido

MPEG-PCL — Micelas de monometoxi poli(etilenoglicol)-poli(€-caprolactona)
MS — Espetrofotometria de massa

NLC - Transportadores Lipidicos Nanoestruturados
NMP — Nimodipina

NMD-Lipo — Lipossomas como sistemas transportadores de nimodipina
PEG - Polietilenoglicol

PEO - Poli(6xido de etileno)

PPO — Poli(6xido de propileno)



Qu — Quercetina

Qu-M — Micelas como sistemas transportadores de quercetina
SE — Status Epilepticus

SLN — Nanoparticulas Lipidicas Sélidas

SNA - Sistema Nervoso Autonomo

SNC - Sistema Nervoso Central

SV - Sinvastatina

T,,— Tempo de semivida

TLE — Epilepsia do Lobo Temporal

T ax — 1€mpo que demora a atingir a Cmax

TRM — Tempo de residéncia médio



Resumo

A solubilidade é um dos parametros que influencia a dissolugao e a absor¢ao dos
farmacos. Farmacos pouco sollveis apresentam baixa biodisponibilidade e consequente
auséncia de efeito terapéutico, sendo muitas vezes necessirio o aumento da dose e da
frequéncia de administragao, o que origina o aparecimento de efeitos secundarios e uma
baixa ades3o a terapéutica. Diversas estratégias tém sido desenvolvidas com o objetivo de
promover um aumento da solubilidade, ja que esta constitui uma limitagado comum a maioria
dos farmacos. De entre as estratégias referidas destaca-se a utilizagdo de novos sistemas
terapéuticos como transportadores de farmacos.

Além da eficacia demonstrada no aumento da solubilidade dos farmacos, estes
sistemas apresentam outras carateristicas extremamente vantajosas, nomeadamente ao
protegerem os farmacos instaveis dos diversos tipos de degradagao, ao reduzirem a
toxicidade de farmacos pouco seguros, ao possibilitarem o transporte de farmacos para
locais especificos e ao permitirem a sua libertagao controlada, conduzindo a uma notdria

otimizagao das terapéuticas.

Abstract

The solubility of a drug is one of the parameters that influences its dissolution and
absorption. Poorly soluble drugs show low bioavailability, leading to lack of therapeutic effect
and an increase in the dose and frequency of administration. This leads to the appearance of
side effects and a low adherence to therapy. Several strategies have been developed with the
objective of promoting an increase in solubility, since this is a common limitation of most
drugs. Among these strategies the use of new therapeutic systems as drug carriers stands
out.

In addition to the efficacy to increase the solubility of drugs, these systems have other
highly advantageous characteristics, in particular, they can protect unstable drugs against
many types of degradation, promote the toxicity reduction of unsafe drugs, and delivery the
agents to specific locations allowing their controlled release, leading to a noticeable

optimization of therapies.



|. Introducao

Um dos principais alvos da industria farmacéutica é desenvolver formulagoes eficazes,
com elevada biodisponibilidade, estabilidade e seguranga. Durante o desenvolvimento
farmacéutico, sao estudados todos os pardmetros da formulagao de modo a garantir uma
correta absor¢ao e distribuicao do principio ativo apds a sua administragao. A
biodisponibilidade dos farmacos depende de diversos factores, entre eles a sua solubilidade
(1, 2).

A reduzida solubilidade tem sido uma limitagao real e inerente a grande parte dos
farmacos. Como tal, o aumento da sua solubilidade é uma prioridade atual e constitui uma
das etapas mais exigente do desenvolvimento farmacéutico (I).

Dada a pertinéncia desta questao, foi realizada a presente monografia, tendo como
principal objetivo a exposigao de estratégias que sejam eficientes no aumento da solubilidade
aquosa de farmacos pouco soluveis. De referir que a informagao selecionada e apresentada
se restringe a administragao por via oral, uma vez que é a mais utilizada e a que apresenta
maior adesao terapéutica (2).

A monografia inicia-se com uma breve abordagem acerca da solubilidade, sua
definicdo, relagio com a dissolugio e relevancia para a absorgio dos farmacos.
Posteriormente, é realizada referéncia a um sistema de classificagao de farmacos que tem
por base precisamente a sua solubilidade, e enumera algumas das estratégias usadas pela
indUstria farmacéutica para o aumento da solubilidade dos firmacos, sendo apresentados
diversos estudos cientificos demonstrativos da eficacia da utilizagao dos novos sistemas
terapéuticos como transportadores de farmacos, uma das estratégias referidas. Neste
enquadramento, foram selecionados quatro tipos de sistemas distintos, os lipossomas,
constituidos por uma ou mais bicamadas de fosfolipidos, as micelas poliméricas, que se
definem como aglomerados de copolimeros anfifilicos, as nanoparticulas lipidicas, que
resultam da dispersao de uma fase lipidica numa solugao de tensioativo, e as ciclodextrinas,
que sao oligossacarideos ciclicos. Apesar das diferentes constituigoes, todos apresentam em
comum a capacidade de permitir a incorporagao de farmacos, assegurando o aumento da sua
solubilidade e o seu transporte pelo organismo. Desta forma, serao abordadas as suas
carateristicas, vantagens e eficacia demonstrada para um farmaco modelo em especifico. A
presente monografia termina com uma conclusao e algumas perspetivas futuras

relativamente ao assunto em questao.



2. Solubilidade

2.1  Caraterizacao

A solubilidade de uma substincia corresponde a quantidade que é necessario
dissolver da mesma para que seja atingido um equilibrio entre a quantidade dissolvida e por
dissolver, a uma determinada temperatura. Por outras palavras, é a quantidade maxima de
soluto que é possivel dissolver até se formar uma dispersao molecular homogénea, ou seja,
até a solugao se encontrar saturada. Pode ser determinada pela adigao de um excesso da
substancia a uma solugdo aquosa, sob agitacdo, a uma dada temperatura, retirando-se
aliquotas ao longo do tempo, e medindo-se a concentragio de substancia dissolvida. A
solubilidade define-se como a concentragao da substincia de duas aliquotas seguidas,
retiradas a diferentes tempos, quando esta se mantém constante (I).

No caso dos farmacos, a solubilidade é uma das variaveis mais determinantes na sua
dissolugao e, consequentemente, na sua absor¢ao. Quando sao administrados por via oral,
os farmacos passam primeiramente por um processo de dissolugao nos fluidos
gastrointestinais, o que corresponde, no fundo, a formagao de uma solugao in vivo, em que
apenas a porgao dissolvida fica disponivel para ser absorvida, sendo transportada através da
membrana gastrointestinal (1,2).

A dissolugao (dm/dt) é calculada pela equagao de Noyes-Whitney, que corresponde ao
coeficiente de difusao das particulas de farmaco (D), multiplicada pela sua area de superficie
(A), e pelo gradiente de concentragao (Cs-C), dividindo tudo pela espessura da camada de
liquido que envolve as particulas (L). O gradiente de concentragao define-se como a
diferenca entre a concentragao saturada (Cs) e a concentragao do farmaco no meio (C).
Desta forma, dois dos principais parametros que influenciam a dissolugao sao a solubilidade
e a permeabilidade do farmaco, ao influenciarem a Cs e a C, respetivamente. No caso de
farmacos permeaveis, a solubilidade é o factor limitante da absorg¢ao. Uma solubilidade
inadequada conduz a uma reduzida dissolugao, e, por conseguinte, a uma absorg¢ao pobre,

erratica e variavel (1,2).

Equacao de Noyes-Whitney

dm_DxAxC c
dt L (Cs=0)



A solubilidade é um dos parametros avaliados nas fases mais precoces do
desenvolvimento farmacéutico. Ao ser determinante na absorgao, vai ter um papel fulcral na
eficacia das formas farmacéuticas e o seu conhecimento determina em grande parte o

sucesso das terapéuticas (1,2).

2.2 Sistema de Classificacao Biofarmacéutico

Como foi referido, a solubilidade e a permeabilidade sao considerados os principais
indicadores da absorgao dos farmacos no organismo. Neste sentido, foi criado um sistema
de classificagao de farmacos com base nestes dois parametros, o Sistema de Classificagao
Biofarmacéutico (BCS) (3,4).

O BCS é um sistema de classificagao que pertence as guidelines da Food and Drug
Administration (FDA), baseado no trabalho de Amidon e seus colaboradores. Este sistema
classifica os farmacos em quatro classes: farmacos muito permeaveis e muito soluveis,
pertencem a classe |, pouco sollveis e muito permeaveis, pertencem a classe Il, muito
soluveis e pouco permeaveis, pertencem a classe Ill e pouco soluveis e pouco permeaveis,
pertencem a classe IV. Para uma melhor elucidagao, esta classificagao € apresentada na tabela
I (4,5).

Tabela |: Sistema de Classificacao Biofarmacéutico de farmacos.

Classe Solubilidade Permeabilidade
1 Elevada Elevada
] Reduzida Elevada
1] Elevada Reduzida
v Reduzida Reduzida

O objetivo principal do sistema BCS é melhorar, simplificar e acelerar o
desenvolvimento farmacéutico, permitindo prever a performance dos farmacos in vivo, e
determinar quais os farmacos que dispensam estudos de biodisponibilidade e bioequivaléncia
in vivo (é o caso dos farmacos de classe |, com elevada solubilidade e elevada permeabilidade,
que demonstram uma rapida dissolugao in vitro) (4,5).

Os farmacos classe |, como por exemplo o bisoprolol e o verapamil, sao os mais
simples de incorporar em formas farmacéuticas, nao originando nenhum tipo de problema.

No caso dos farmacos das outras classes € necessario recorrer a determinadas estratégias
7



que melhorem as suas carateristicas. Assim sendo, os da classe |l, como o ibuprofeno e a
atorvastatina, requerem um aumento da solubilidade, os de classe lll, como o pantoprazol e
o aciclovir, um aumento da permeabilidade, e os de classe IV, como a furosemida e a
hidroclorotiazida, um pouco de ambos. Estima-se que cerca de 70% das novas entidades
quimicas tenham uma baixa solubilidade, e que 40% das ja existentes sejam praticamente
insoluveis. A grande parte dos farmacos conhecidos é de classe Il ou IV, mas principalmente
de classe Il. A reduzida solubilidade é uma carateristica predominante e deve-se ao facto de a
maioria dos farmacos apresentar uma elevada lipofilia, possuindo muitos grupos funcionais
hidrofobicos e forgas intermoleculares fortes, que repelem e impedem a ligagao as moléculas

de agua, respetivamente (6,7).

2.3 Estratégias para aumentar a solubilidade aquosa dos farmacos

A criagao e melhoria de estratégias para aumentar a solubilidade tem sido um dos
principais desafios da industria farmacéutica. O aumento da dose e da frequéncia de
administragao conduzem nao s6 a um aumento da incidéncia de efeitos secundarios e
consequente redugao da adesio a terapéutica, como também ao aparecimento de
dificuldades a nivel do design das formulagoes e aumento dos custos de produgao, uma vez
que é consumida uma maior quantidade de principio ativo. Existem varias formas de
aumentar a solubilidade dos farmacos, nomeadamente, modificando a sua estrutura,
alterando carateristicas da formulagao, adicionando compostos solubilizadores e recorrendo
a transportadores (1,6,7).

A modificagao da estrutura dos farmacos pode ser fisica ou quimica. Uma das
principais modificagdes consiste na redugao do tamanho da particula, através de
fragmentacao ou micronizagao. Esta redugao permite aumentar a area de superficie, o que
resulta num aumento do fator A da equagao de Noyes-Witney. Sais de acidos ou bases fracas
possuem uma maior solubilidade do que as correspondentes formas livres, e, por isso, esta €
outra modificagao passivel de ser realizada. Ao nivel do polimorfismo, as formas amorfas sao
aquelas que apresentam maior solubilidade, mas também uma menor estabilidade. Ja as
cristalinas apresentam reduzida solubilidade mas maior estabilidade. A solugao, por vezes,
pode passar pelo uso das formas meta-estaveis, uma vez que estas apresentam um maior
equilibrio relativamente aos dois parimetros. E ainda possivel adicionar grupos hidrofilicos
ao farmaco, os quais se libertam apos a sua administragao, permitindo a formagao de pro-

farmacos hidrossoluveis (1,8).



Sendo a maioria dos farmacos acidos ou bases fracas, além da sua transformagao nos
respetivos sais, também é possivel um aumento da sua solubilidade através do controlo do
pH (aumentando o pH no caso dos acidos e diminuindo no caso das bases). A temperatura é
outro grande factor condicionante da solubilidade, ja que um aumento da temperatura
corresponde a uma maior solubilidade (1,8).

Quanto a adicao de componentes solubilizantes, destacam-se os co-solventes,
solventes organicos misciveis com a agua, os polimeros, que contém porgoes hidrofilicas e
hidrofobicas e que, por isso, conseguem interagir com o farmaco e a agua, e os tensioativos
que também contém porgoes hidrofilicas e hidrofobicas e que apresentam a capacidade de
reduzir a tensao interfacial entre a fase aquosa e oleosa, permitindo a sua mistura e a
formagao de micro e nanoemulsoes (1,8).

Relativamente aos transportadores, a sua descoberta € relativamente recente mas
tem sido das mais promissoras no aumento da solubilidade e melhoria do efeito terapéutico
dos farmacos. Estes podem ser definidos como unidades constituidas por lipidos, polimeros
ou oligossacarideos, com tamanho na ordem dos micrometros ou dos nanémetros, no
interior dos quais é possivel veicular um farmaco. Conjugam o reduzido tamanho de
particula, com a capacidade de transportarem o farmaco de forma segura (uma vez que sao
biocompativeis) e eficaz (sao sollveis nos fluidos bioldgicos, logo vao solubilizar o farmaco
incorporado). Além de aumentarem a solubilidade dos farmacos, também os protegem da
possivel modificagao e degradagao antes de serem absorvidos, e evitam ainda a ocorréncia
de efeitos secundarios. Sao, desta forma, determinantes no aumento da biodisponibilidade
dos farmacos, que chegam em maior quantidade e inalterados a corrente sanguinea. Além
disso, estes sistemas permitem uma libertagao controlada e sustentada do farmaco ao longo
do tempo, levando a uma maior eficacia terapéutica durante periodos de tempo mais
prolongados, diminuindo assim o ndmero de administragoes diarias. Tém também a
potencialidade de vetorizagao de farmacos para locais alvo, o que lhes confere uma grande
especificidade, tao determinante em muitas terapéuticas (9).

Os transportadores de farmacos sio denominados por novos sistemas terapéuticos e
tém sido objeto de estudo pelas suas muitas vantagens, elevada versatilidade e eficacia
demonstrada. Destes destacam-se os lipossomas, as micelas poliméricas, as nanoparticulas
lipidicas e as ciclodextrinas. Os quatro sistemas referidos serao estudados detalhadamente
no proximo capitulo, recorrendo-se a estudos cientificos para exemplificar e demonstrar a
sua eficacia no aumento da solubilidade, da permeabilidade e consequente biodisponibilidade

dos farmacos.



3. Novos Sistemas Terapéeuticos

3.1 Lipossomas

Os lipossomas sao vesiculas esféricas compostas por uma ou mais bicamadas de
fosfolipidos concéntricas. A incorporagao de farmacos nestes sistemas faz com que sejam
transportados e absorvidos ao longo de todo o organismo, protegidos de possiveis
instabilidades causadas pelo proprio organismo, como o pH acido do conteldo gastrico. Sao
altamente versateis, podendo ser manipulados de forma a conseguir-se uma libertagao
progressiva e controlada dos farmacos e também a sua vetorizagao para locais especificos.
Sao muito faceis de obter e totalmente seguros, ao serem biodegradaveis, biocompativeis e
nao imunogénicos (9).

Relativamente ao aumento da solubilidade de farmacos pouco soluveis, os lipossomas
sao uma mais-valia inegavel e apresentam uma grande aplicabilidade, ja que, devido a sua
estrutura em bicamadas concéntricas, permitem a incorporagio tanto de farmacos
hidrofilicos (nos compartimentos aquosos) como de farmacos hidrofobicos (nas bicamadas
lipidicas), como € possivel observar na figura |. Uma vez carregados com o farmaco, formam
como que pequenos transportadores, com elevada solubilidade nos fluidos biologicos e
apresentam semelhanga com as membranas celulares, reunindo as carateristicas ideais para
transportarem o firmaco e garantirem a sua absor¢ao no local necessario e nas
concentragoes desejadas. Desta forma, farmacos pouco sollveis tém o seu problema de
solubilidade resolvido, a sua biodisponibilidade aumentada, o seu efeito potenciado e a sua
toxicidade reduzida (9).

Para comprovar a eficacia dos lipossomas no aumento da solubilidade e,
consequentemente, da biodisponibilidade, bem como a sua inocuidade, foi selecionado um
estudo que avaliou a toxicidade e a atividade anti-convulsivante da nimodipina em convulsoes

induzidas pela pilocarpina em ratos (10).

Figura | — Representagao molecular de um lipossoma. Adaptado de (11).
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A nimodipina (NMP) é uma dihidropiridina do tipo-L, pertencente ao grupo dos
bloqueadores dos canais de calcio. Além de apresentar uma fungao anti-hipertensora, tem
demonstrado efeito na diminuicao de convulsoes e do dano cerebral associado as mesmas,
em roedores. Por ser antagonista dos canais de calcio, conduz a uma redugao do calcio
intracelular nas células cerebrais, o que impede descargas neuronais excessivas, que, por sua
vez, estao na base da epilepsia (10).

A epilepsia € uma doenga cronica que, nao sendo controlada, pode provocar
deterioragao de uma ou mais fungoes cognitivas com ou sem perda motora ou psicomotora.
Atualmente, ha cerca de um tergo de doentes que desenvolve resisténcia aos farmacos anti-
epiléticos (AED) usados, nao tendo as suas crises controladas. Outro motivo de
preocupagao é o facto de estes medicamentos possuirem varios efeitos secundarios,
toxicidade e teratogenecidade (10).

Surge entio a necessidade da procura de novos agentes terapéuticos eficazes no
controlo desta patologia. A NMP é um firmaco seguro e que tem mostrado eficacia, uma
vez que passa facilmente a barreira hemato-encefalica e apresenta uma elevada afinidade e
especificidade para os canais de calcio do cérebro. No entanto, a sua aplicabilidade é muito
limitada precisamente porque apresenta uma reduzida solubilidade e sofre um elevado efeito
de primeira passagem a nivel hepatico, o que reduz imenso a sua biodisponibilidade quando
administrado por via oral. Neste contexto, surgem os lipossomas como sistemas
transportadores de nimodipina (NMD-Lipo), numa tentativa de reduzir os problemas de
solubilidade associados e obter o maior partido possivel deste farmaco em termos
terapéuticos. A NMD é um farmaco muito lipofilico e, por isso, facilmente incorporado nas
bicamadas dos lipossomas com uma elevada eficiéncia de encapsulagao (10).

Como ja referido, este estudo pretendeu avaliar duas vertentes, a toxicidade e a
atividade anti-convulsivante da NMD, e, para tal, os testes e observagoes foram realizados
separadamente.

Numa primeira fase foi avaliada a toxicidade dos NMD-Lipo, nomeadamente a
toxicidade sobre o sistema nervoso central (SNC) e a toxicidade sistémica. A primeira foi
avaliada através de screening hipocratico, ou seja, pela observagio de parametros
comportamentais e fisiologicos dos animais testados, e a segunda foi avaliada recorrendo a
parametros bioquimicos e hematolégicos e a observagao de possiveis sinais de toxicidade
(como por exemplo a perda de peso). E de referir que os testes de toxicidade foram apenas

realizados para os NMD-Lipo porque a toxicidade da NMD isoladamente é ja bem conhecida

(10).
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Para realizar este estudo dividiram-se os ratos em quatro grupos de dezasseis animais
cada. O primeiro grupo serviu como controlo negativo, ao qual foi administrada uma solugao
salina a 0,9% (m/V). Os restantes foram grupos de teste, aos quais se administraram
concentragoes crescentes de NMD-Lipo (0,1; | e 10 mg/kg, respetivamente). Metade dos
animais de cada grupo foram observados ao final de 30 minutos, |, 2, 4, 8, 12 e 24 horas,
quantificando-se parametros como o estado de consciéncia, a coordenagao motora, o tonus
muscular, os reflexos, e as atividades do SNC e do sistema nervoso autonomo (SNA). Ao
fim das 24 horas, os animais foram anestesiados com pentobarbital e o seu sangue foi
recolhido e analisado. A outra metade esteve sob observagao durante 30 dias para detegao
de eventuais sinais de toxicidade. Mediu-se o consumo de agua e comida todos os dias, o
peso de dois em dois dias e se apresentavam ou nao sinais clinicos de toxicidade (10).

A atividade anti-convulsivante foi avaliada recorrendo ao modelo da pilocarpina. Este
modelo é um dos mais usados atualmente para o estudo de AED, uma vez que apresenta
uma grande similaridade com a epilepsia do I6bulo temporal humana (TLE), a nivel neuro-
quimico, fisiologico e até de danos provocados, tanto estruturais como cognitivos, e de
memoria. Farmacos que sao efetivos contra a TLE sao também efetivos contra a epilepsia
induzida pela pilocarpina, sendo, assim, um modelo de estudo fidedigno (12).

Além de testar a atividade dos NMD-Lipo, este estudo comparou-a diretamente com
a da NMD isoladamente e com a do diazepam (DZP), uma benzodiazepina usada como AED,
tendo todas as administragoes os controlos correspondentes. Os animais foram divididos
em 22 grupos com |2 animais cada e as administragoes foram feitas como descrito na tabela
2 (em anexo).

Apos o tratamento, os animais foram observados durante 24 horas (tempo em que a
pilocarpina pode causar danos) tendo sido contabilizado e monitorizado o aparecimento de
sinais colinérgicos periféricos, movimentos esteredtipo, tremores, convulsoes, status
epilepticus (SE) e mortalidade. O SE carateriza-se por uma convulsao que dura mais de trinta
minutos ou por mais do que uma convulsao antes da recuperagao total. Esta altamente
associado com morbilidade e até mesmo com mortalidade (13).

Quanto aos resultados, nos testes de toxicidade os Lipo-NMD demonstraram ser
completamente seguros, nao provocando qualquer mudanga comportamental nos ratos, nem
alteracao do seu peso, ou dos parametros hematologicos e bioquimicos. Os resultados
relativos a atividade dos Lipo-NMD foram tratados por analise estatistica recorrendo a um
teste nao paramétrico e apresentados sob a forma de percentagem, como pode ser

observado na tabela 3.
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Tabela 3 — Resultados do pré-tratamento com DZP, NMD e Lipo-NMD na redugao
dos sinais colinérgicos periféricos, movimentos estereotipo, tremores, convulsoes, status
epilepticus e mortalidade em ratos, causados pela administragao posterior de 400 mg/Kg de

Pilocarpina. Os resultados sao apresentados na forma de percentagem.

Sinais

Grupos Colinérgicos Movume,:n.tos Tremores  Convulsées .?tatu.s Mortalidade
—- Estereétipo Epilepticus
Periféricos
P400 100 100 100 100 75 75
DZP 5 +
P400 100 100 100 50 50 50
Lipo 0.1
+P400 100 100 100 100 75 75
Lipo |
+P400 100 100 100 100 75 75
Lipo 10
+P400 100 100 100 100 75 75
NMD
Livre 0.1 100 100 100 100 50 75
+P400
NMD
Livre | 100 100 100 100 50 75
+P400
NMD
Livre 100 75 100 100 50 75
10+P400
Lipo-
NMD 0.1 100 65 100 0 0 0
+P400
Lipo-
NMD | 100 40 60 0 0 0
+P400
Lipo-
NMD 10 100 30 20 0 0 0
+P400

P400, 400mg/Kg de cloridrato de pilocarpina; DZP, Diazepam; Lipo, Lipossomas vazios; NMP,

Nimodipina; NMD-Lipo, Lipossomas como transportadores da nimodipina.

Os Lipo-NMD apresentaram capacidade de prevenir as convulsoes, o SE e a morte
dos ratos em 100% e diminuiram em muito os movimentos esteredtipo e o tremor.
Comparando os resultados obtidos com os resultantes da administragao da NMD
isoladamente foi notdria uma clara diferenga, uma vez que esta apenas diminuiu o SE (e os
movimentos estereotipo na concentragao de 10 mg/Kg) e numa percentagem bastante
inferior. Os Lipo-NMD apresentaram inclusive vantagem sobre o DZP, que apenas reduziu
as convulsoes e o SE em 50% e o indice de mortalidade em 33,3%. Os autores observaram

ainda que a agdo da NMD ¢é dose dependente, apresentando uma maior taxa de sucesso a
13



medida que a concentragao aumenta. Foi também constatado que os lipossomas em si nao
tém qualquer efeito anti-epilético, apenas funcionam como transportadores da NMD,
potenciando o seu efeito terapéutico. Tal aspeto foi observado devido a um aumento da sua
solubilidade, protegao contra o efeito de primeira passagem e por promoverem a sua
libertagao controlada, melhorando imenso a biodisponibilidade e, consequentemente, a sua

atividade farmacoldgica (10).

3.2  Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas sao constituidas por copolimeros anfifilicos de elevado peso
molecular que, atingindo uma determinada concentragdo em meio aquoso, se organizam
espontaneamente formando uma variedade de agregados. A essa concentragao minima de
copolimero necessaria para a formagao de micelas chama-se concentragao micelar critica
(CMQ) (6,14).

Os copolimeros sao essencialmente compostos por unidades de poli(dxido de
etileno) (PEO) e de poli(dxido de propileno) (PPO), porg¢oes hidrofilicas e hidrofébicas,
respetivamente. Desta forma, ao atingir a CMC, a sua organizagio espontinea em meio
aquoso leva a formagao de estruturas com um exterior hidrofilico e um ntcleo hidrofébico,
como ilustrado na figura 2, o que as torna sistemas ideais para o transporte de farmacos

lipofilicos (6).

Figura 2 — Representagao esquematica de uma micela polimérica. Adaptado de (15).

Apresentam-se como sistemas simples, biocompativeis e estaveis. Protegem o
farmaco do conteldo gastrointestinal, aumentam a sua solubilidade e tempo de permanéncia
no organismo. Permitem uma libertacao controlada do farmaco e tém a capacidade de
localizar e interagir com células-alvo, possibilitando um uptake direto do farmaco para as
mesmas. Tudo isto conduz, naturalmente, a um aumento da biodisponibilidade e do efeito

terapéutico dos farmacos (6,15).
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Para demonstrar as vantagens terapéuticas das micelas poliméricas foi selecionado o
exemplo da quercetina (Qu), um bioflavondide que tem demonstrado propriedades anti-
tumorais quando administrado em diversos tipos de cancros.

O cancro, além de ser uma das principais causas de morte em todo o mundo,
configura um quadro patologico complexo, que causa imenso sofrimento fisico e psicoldgico.
As terapéuticas convencionais revelam-se insuficientes e extremamente agressivas ja que os
farmacos usados nao apresentam especificidade para as células do tumor, o que provoca
uma elevada toxicidade sistémica e o aparecimento de um grande numero de efeitos
adversos. Desta forma, a investigagao na area da terapéutica do cancro é uma urgéncia, em
termos de novos farmacos e em termos de sistemas que apresentem especificidade, eficacia
e seguranca. Os novos sistemas terapéuticos tém sido, por isso, determinantes para
responder a esta caréncia (16).

A descoberta da Qu como anti-tumoral, anti-proliferativo e anti-oxidante surgiu da
procura de novas opcdes terapéuticas para o cancro, com efeitos secundarios reduzidos. E
um farmaco que tem demonstrado eficacia em varios tipos de cancro e que inclusivamente
diminui a resisténcia a outros anti-tumorais, potenciando o seu efeito. O problema reside na
sua elevada lipofilicidade, instabilidade e no facto de ser extensamente metabolizada. O
recurso a micelas poliméricas permitiu resolver estas limitagoes de administragao da Qu,
como comprovam os estudos selecionados (14,15).

No primeiro estudo, a Qu foi incorporada em micelas de soluplus (copolimero
composto por uma cadeia principal de polietilenoglicol (PEG) e cadeias laterais de
caprolactam e acetato de vinilo) e poloxamero (cadeia linear de blocos de PEO e PPO). O
poloxamero solubiliza e estabiliza as micelas, permitindo uma maior solubilidade e uma
libertagao controlada (17). O principal objetivo deste estudo foi determinar qual o resultado
da incorporagao da Qu em micelas na melhoria da biodisponibilidade oral. Para isso, avaliou-
se a libertagao in vitro e in vivo e a farmacocinética in vivo das micelas de quercetina (Qu-M),
bem como o estado fisico das micelas, as interagoes moleculares e a sua estabilidade. Em
todas as analises foi feita a comparagao dos resultados das Qu-M com os da Qu livre. A
avaliagao da libertagao in vitro foi efetuada recorrendo a um método de didlise seguido de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC). Os resultados in vivo decorreram da andlise
sanguinea apos administragao oral da Qu e das Qu-M a caes da raga Baegle (14).

Relativamente ao segundo estudo, a Qu foi incorporada em micelas de monometoxi
poli(etilenoglicol)-poli(¢-caprolactona) (MPEG-PCL) e o principal objetivo foi testar a

melhoria do seu efeito anti-tumoral contra o cancro do célon. Analisaram-se, a semelhanca
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do primeiro estudo e recorrendo aos mesmos métodos, a libertagao e farmacocinética da
Qu. Para além disso, analisou-se o efeito da incorporagao da Qu em micelas na viabilidade,
apoptose, proliferacao celular e angiogénese, recorrendo ao modelo de células CT26
(células da linhagem de cancro de colon de rato usadas para determinagao da atividade de
farmacos in vivo) (15).

Quanto aos resultados obtidos, as Qu-M revelaram uma dispersao completa em meio
aquoso, o que comprova que as micelas resolvem o problema da baixa solubilidade aquosa
da Qu. Devido ao seu pequeno tamanho e estabilidade superficial sao facilmente absorvidas
no intestino, permanecendo por muito tempo na corrente sanguinea, € escapam ao sistema
reticuloendotelial. Comprovou-se ainda que as micelas promovem uma libertagao controlada
e sustentada do farmaco ao longo do tempo (no primeiro estudo observou-se que, ao fim de
24h, a libertagao da Qu livre foi de 96,23%, enquanto que a libertagao da Qu das micelas foi
apenas de 26,22%) (14), o que promove um aumento significativo do seu tempo de semivida
e de permanéncia na corrente sanguinea, prolongando o seu efeito terapéutico. O facto de
serem muito permeaveis e apresentarem elevada capacidade de retengao, torna-as ideais
para a vetorizagio de farmacos, nomeadamente na terapéutica anti-tumoral, porque
penetram e permanecem no tumor especificamente, libertando firmaco de uma forma
continua (14,15).

As Qu-M demonstraram ainda uma inibicao do crescimento tumoral dose-
dependente e mais efetiva do que a observada para a Qu livre, ja que se verificou que uma
menor dose de Qu-M produz o mesmo efeito que uma dose maior de Qu livre. Nao so
inibiram o crescimento do tumor, como diminuiram o seu tamanho, de uma forma segura,
sem efeito significativo no peso dos ratos. A indugao da apoptose e o efeito anti-proliferativo
foram também mais eficazes para as Qu-M, assim como a inibicao da angiogénese, tao
determinante para o crescimento dos tumores (15).

Os estudos comprovam que o recurso a micelas poliméricas promove um aumento
da reduzida solubilidade da Qu, permitindo, consequentemente, um aumento da sua
absorgao e permanéncia na corrente sanguinea. Desta forma, as Qu-M demonstram

resultados muito promissores para futura utilizagao na terapéutica anti-tumoral (14,15).

3.3 Nanoparticulas Lipidicas
As nanoparticulas lipidicas sao transportadores coloidais que resultam da dispersao

de uma fase lipidica numa solugao de tensioativo. A sua morfologia e carateristicas estao
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dependentes da escolha dos lipidos e tensioativos, da natureza do farmaco a encapsular e do
método de producao utilizado. Sao sistemas que tém demonstrado uma eficacia muito
grande no transporte de firmacos e aumento da sua biodisponibilidade. Apresentam uma
grande estabilidade fisico-quimica, um baixo custo de produgiao e uma total auséncia de
toxicidade, uma vez que os lipidos usados sao biocompativeis e biodegradaveis (lipidos GRAS
— Generally Regarded as Safe). Estes sistemas também permitem a vetorizagao de farmacos
para locais especificos e sao eficazes na protecao quimica dos farmacos e sua libertagao
controlada, pelo facto de possuirem uma matriz soélida a temperatura corporal e ambiente.
Quando administrados por via oral, aumentam bastante a absorgao dos farmacos devido ao
seu tamanho reduzido e consequente elevada area de superficie, as suas propriedades
adesivas e ao efeito promotor de absorgao carateristico dos lipidos. Parte das nanoparticulas
aderem a mucosa intestinal, sendo absorvido o lipido e o farmaco, outra parte é degradada e
envolvida com os sais biliares, sendo absorvida sob a forma de micelas (mecanismo de
absorgao dos lipidos) (9).

As primeiras nanoparticulas lipidicas produzidas foram as nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN), constituindo a primeira geragao de nanoparticulas. Sio compostas por lipidos
solidos que, ao serem dispersos numa solugao aquosa de tensioativo, formam uma matriz
lipidica solida a temperatura corporal e ambiente (ponto de fusao = 40°C). Podem
classificar-se em trés tipos em fungao das carateristicas do farmaco a encapsular e do
método de produgao. Assim sendo, podem apresentar o farmaco dissolvido
homogeneamente na matriz (SLN tipo I), ou incorporado externamente a matriz (SLN tipo
Il) ou dissolvido internamente a matriz (SLN tipo lll). Estes trés tipos de SLN, ilustrados na
figura 3, permitem a obtengao de perfis de libertagao diferentes, adequados a diversas

finalidades (9).

Farmaco posicionado Nucleo enriquecido com
Dispersao homogénea

externamente farmaco

do farmaco

Matriz Lipidica Nucleo Lipidico Camada lipidica exterior
I 2 3
Figura 3 — Representacao esquematica dos trés tipos de SLN. | - SLN tipo I; 2 -

SLN tipo II; 3 - SLN tipo IIl. Adaptado de (18).
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O estudo selecionado para comprovar a eficacia destes sistemas teve como objetivo
avaliar as carateristicas e mecanismos de aumento da biodisponibilidade de SLN contendo
como farmaco modelo a sinvastatina (SV) (19).

A SV é um farmaco pertencente ao grupo das estatinas, inibidor de uma das enzimas
que participa na sintese de colesterol, a 3-hidroxi-3-metil-glutaril coenzima A redutase
(HMG-CoA redutase), sendo, por isso, utilizado no tratamento da hipercolesterolémia. A
dislipidémia € uma das patologias que afeta mais pessoas em todo o mundo e um dos
principais fatores de risco cardiovascular. O seu tratamento adequado é fundamental,
reduzindo exponencialmente a morbilidade e mortalidade. Infelizmente, muitos dos farmacos
usados na hipercolesterolémia apresentam carateristicas fisico-quimicas que resultam numa
baixa biodisponibilidade e, por isso, &€ imperativo arranjar alternativas ou melhorar a eficacia
dos tratamentos ja existentes. A SV é um deles, sendo um farmaco classe Il, que sofre um
extenso efeito de primeira passagem quando administrado oralmente (19,20).

No referido estudo, os investigadores avaliaram a eficicia do uso das SLN no
aumento da biodisponibilidade da SV, bem como o seu mecanismo de absorgao intestinal.
Para tal, foi realizada a comparagao direta com uma suspensao de SV livre, e, além disso,
compararam ainda o comportamento de dois tipos de SLN, um contendo solutol HS-15 (SV-
SLN 1), composto utilizado para aumentar a biodisponibilidade de substancias hidrofobicas, e
sobre o complexo enzimatico CYP 3A4, complexo este responsavel pelo metabolismo da SV.
Entre outras determinagdes, foram obtidos os parametros farmacocinéticos apoés
administragao oral de 20 mg/Kg de SV livre, SV-SLN | e SV-SLN 2 a trés grupos de ratos.
Foram realizadas recolhas de sangue em intervalos de tempo especificos e as concentragoes
de SV foram determinadas por cromatografia liquida seguida por espetrofotometria de
massa (LC-MS-MS) (19).

Como ¢ possivel observar na tabela 4, a SV foi absorvida numa extensao muito
superior quando incorporada em qualquer um dos tipos de SLN, o que se comprova pelos
valores de concentragao maxima superiores, e se traduz num grande aumento da sua
biodisponibilidade. As diferengas de valores obtidos para os dois tipos de SLN devem-se
precisamente as  propriedades dos  respetivos  componentes  incorporados.
Independentemente disso, os resultados sao claramente vantajosos, atribuindo uma grande

eficacia as SLN no aumento da solubilidade e absorgao da SV(19).
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Tabela 4 — Parametros farmacocinéticos relativos a administragao oral de 20 mg/Kg
de suspensao de SV livre, de SV-SLN | e de SV-SLN 2.

Cax (ng/mL) 5,681+2,43 16,1 1£2,76 20,07£1,32
T (h) 0,78+0,19 1,06+£0,42 0,56+0,20
AUC,,, (ngh/mL) 7,14%1,03 24,05+ 1,63 18,23+0,68
AUC .., (ng.h/mL) 8,11xl1,19 24,85+2,19 18,5710,81
T1n (h) 1,09+0,42 1,22+0,68 0,39+0,07
TRM (h) 1,96+0,73 1,80+0,66 0,88+0,13
F (%) - 336,8 255,3
C,.o Concentragio maxima; T, tempo que demorou a atingir a C,,; AUC ., Area sob a curva

calculada entre o tempo zero e um tempo t; AUC, ., Area sob a curva calculada entre o tempo zero e o
tempo infinito; T,,, Tempo de semivida; TRM, Tempo de residéncia médio; F, biodisponibilidade relativa
(obtida atraves da comparagao da AUC, , das SLN com a da SV livre).

Apesar de bastante eficazes, as SLN apresentam algumas limitagoes, e o principal
objetivo da investigagao tem sido colmatar as mesmas, obtendo ainda melhores resultados.
As SLN apresentam uma reduzida capacidade de incorporagao de farmaco na matriz lipidica
solida e um elevado risco de ocorréncia de transicoes polimorficas durante o
armazenamento, o que conduz a problemas de estabilidade das formulagoes e possibilidade
de expulsao do farmaco. Com vista a minimizar os potenciais problemas das SLN, surgiu a 2°
geracao de nanoparticulas, os Transportadores Lipidicos Nanoestruturados (NLC). Os NLC
sao compostos por uma mistura de lipidos solidos e lipidos liquidos, dispersos numa solugao
de tensioativo. A incorporagao de lipidos liquidos gera uma estrutura imperfeita, uma matriz
desorganizada com mais espago para a incorporagao de farmaco, e destabiliza a rede
cristalina, o que impede a formagao de formas polimorficas. Tal como para as SLN, existem
trés tipos de NLC em fungao dos lipidos e métodos de produgao usados, o modelo cristal
imperfeito (NLC tipo l), o modelo amorfo (NLC tipo Il) e o modelo multiplo (NLC tipo lll),
apresentando diferentes quantidades de lipido liquido, capacidades de encapsulagao e
estabilidades de conservagao (9). Os trés modelos referidos estiao representados na figura 4.

Com vista a verificar a maior eficacia dos NLC relativamente as SLN, foi selecionado
um estudo que comparou estes dois tipos de nanoparticulas, caraterizando-os, e avaliando a

farmacocinética e a absorgao tecidular do farmaco incorporado, novamente a SV (20).
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Nanocompartimentos
Lipido na forma P

Farmaco oleosos

amorfa Lipido sdlido
| 2 3
Figura 4 — Representagao esquematica dos trés modelos de NLC. | - Modelo cristal

imperfeito; 2 - Modelo amorfo; 3 - Modelo multiplo. Adaptado de (18).

Neste estudo, foi realizada a medigao dos parametros farmacocinéticos obtidos apos
a administragao oral de uma quantidade correspondente a 5mg/Kg de SV a murganhos, tanto
na forma livre em suspensao, como incorporada em SLN (SV-SLN) e em NLC (SV-NLC).
Observando a tabela 5, é notorio a eficacia das SV-SLN, mas o destaque vai para os
resultados obtidos apds a administragao dos SV-NLC. Os SV-NLC apresentaram uma maior
eficiéncia de carga, uma reducao do tamanho de particula, uma diminuicao do efeito de
primeira passagem, um aumento do tempo de semivida e de retengao e uma melhoria da
biodisponibilidade. Demonstraram ainda uma libertagao controlada do farmaco ao longo do

trato gastrointestinal (20).

Tabela 5 — Parametros farmacocinéticos relativos a administragao oral de uma
quantidade correspondente a 5 mg/Kg de SV, sob a forma de suspensao, incorporada em
SLN e em NLC.

Parametros Suspensao de SV SV-SLN SV-NLC
C.ax (BA/G) 0,09+0,02 1,24+0,076 0,16+0,04
T.ax (D) 2 4 4
AUC,.., (%AIG/h) 0,804+0,65 1,43%1,43 3,92+1,1
T, (h) 5,20£1,2 6,72+2,69 10,86%1,74
F (%) 100 186 488

max’

C, a0 Concentragao maxima; T,,,,, tempo que demorou a atingir a C,,,; AUC...,, Area sob a curva
calculada entre o tempo zero e o tempo infinito; T,;,, Tempo de semivida; F, biodisponibilidade relativa (obtida
atraves da comparagao da AUC, ., das SLN e dos NLC com a da SV livre)
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Por ultimo, é referida a existéncia de um terceiro tipo de nanoparticulas, os
Conjugados Farmaco-Lipido (LDC). Estes conjugados surgiram para responder a uma
limitagdo das duas geragoes anteriores, a baixa capacidade de incorporagao de farmacos
hidrofilicos. Os LDC permitem a incorporagao deste tipo de farmacos por ligagao covalente
ou formagao de um sal com um acido gordo. Desta forma, pode afirmar-se que as
nanoparticulas sao sistemas altamente eficazes e versateis, permitindo a incorporagao tanto

de farmacos lipofilicos como hidrofilicos (9).

3.4 Ciclodextrinas

As ciclodextrinas (CD) sao oligossacarideos ciclicos resultantes da hidrélise do amido,
por agao da enzima ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase). Sao constituidas por varias
unidades de glicose com conformagao em cadeira, o que lhes confere uma forma tronco-
conica rigida, com uma cavidade hidrofébica no interior. Existem trés grandes tipos de CD
naturais, a 0-, a B- e a y-CD, ilustradas na figura 5, cujas propriedades variam consoante o
numero de unidades de glicose, didmetro da cavidade interna, solubilidade aquosa, entre
outros factores. Estas CD naturais apresentam limitagoes, tais como a reduzida solubilidade
aquosa e consequente toxicidade associada. Desta forma, surgiram os derivados das CD no
sentido de colmatar estas limitagoes. A ligagao de diversos grupos funcionais aos hidroxilos
primarios e secundarios das CD resulta numa melhoria significativa do potencial de utilizagao
e seguranca destes sistemas. Dependendo dos grupos adicionados e do local da modificagao,
os derivados podem ser hidrofilos, hidrofobos e ionizaveis, o que confere as CD a
capacidade de incorporagao de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos e de permitir a
libertagao controlada dos mesmos. A incorporagao do firmaco conduz a formagao de
complexos de inclusao termodinamicamente estaveis, caraterizados por uma determinada
constante de complexagao (Kc). Estabelece-se um equilibrio dindmico entre o farmaco
complexado e livre, o que se traduz numa constante formagao e dissociagao dos complexos
de inclusao. Este dinamismo é fundamental na altura da absorcao do farmaco através das
mucosas do organismo (9,21).

As CD sao muito versateis, sendo utilizadas por inumeras industrias, como a
alimentar, a quimica e a cosmética. Na industria farmacéutica, as CD sao usadas como
transportadoras de farmacos pelo facto de aumentarem a sua solubilidade, velocidade de
dissolugao, molhabilidade e estabilidade quimica, protegendo-os contra eventuais hidrdlises,

oxidagoes ou outras reagoes, reduzindo efeitos secundarios indesejaveis e evitando
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interagoes. Permitem ainda a administragao de compostos volateis, ao aumentarem os
pontos de evaporagao e sublimagao dos mesmos e a transformagio de substancias liquidas

em solidas (9,21).

OH
OH
HO O 0, Q%/F HO
oHQ
HoO OH
o
o 0
o " - -CD
° a-CD o - £CD OO
HO

Figura 5 — Representagdo esquematica dos trés tipos de CD naturais, a 0-, a B- e a

y-CD. Adaptado de (22).

Para comprovar a eficacia destes transportadores foram selecionados dois estudos
que abordam a caraterizagao, avaliagao do perfil de dissolugao, solubilidade e atividade in vivo
de complexos de inclusaio de CD com albendazol (ALB). Diversos tipos de CD foram
analisados, tanto naturais como derivados, contendo diferentes grupos funcionais. As que
apresentaram os melhores resultados foram as B-CD metiladas de forma aleatéria (RM-[3-
CD), uma vez que a ligagao do grupo metilo impede a formagao de ligagoes de hidrogénios
intramoleculares, deixando os grupos hidroxilos disponiveis para interagir com a agua, o que
aumenta muito a sua solubilidade. Também foram estes derivados os que demonstraram
uma menor toxicidade (23,24).

O ALB é um derivado do benzimidazol, com atividade anti-helmintica de largo
espetro, nomeadamente contra nematodes e protozoarios. Apresenta uma boa tolerancia e
baixo custo mas, tal como outros derivados do benzimidazol, € um farmaco classe I,
caraterizando-se por apresentar uma reduzida solubilidade aquosa. As doengas parasitarias
podem ser muito perigosas e o tratamento nao € o mais facil. Neste sentido, torna-se
pertinente o aperfeicoamento dos tratamentos existentes, para que o efeito terapéutico dos
farmacos seja potenciado e o tratamento o mais efetivo possivel. Tém sido utilizadas diversas
estratégias para aumentar a solubilidade do ALB, entre elas o uso de tensioativos, mas estes
nem sempre podem ser empregues, uma vez que Sao irritantes para as mMucosas € Os
resultados nao sao tao promissores (23,24).

Os estudos de solubilidade foram realizados através de diagramas de solubilidade de
fases, recorrendo a um método desenvolvido por Higuchi e Connors, que constitui a melhor

aproximagao para a caraterizagao de complexos de inclusao em solugao. Resumidamente, o
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método consiste na adicado de um excesso de ALB em agua contendo concentragoes
crescentes das CD estudadas. As solugoes sao mantidas a 37°C e sob agitacao durante 72
horas, sendo posteriormente filtradas através de uma membrana, para eliminar o excesso de
farmaco nao dissolvido. As concentragoes de ALB sao determinadas por espetrofotometria,
obtendo-se diagramas de solubilidade de fases que relacionam a concentragao de ALB
solubilizado com a concentragao das CD, permitindo determinar as constantes de formagao
dos respetivos complexos de inclusao. Os resultados obtidos comprovam que a solubilidade
do ALB aumenta com a concentragdo de CD e que o complexo formado com a RM-3-CD é
o mais estavel e mais sollivel (23,24). Segundo os resultados do estudo realizado, a
solubilidade do ALB aumentou de 0,2 pg/mL para 1,52 mg/mL quando incorporado nas RM-
B-CD, o que corresponde a um factor de aumento de 7600 vezes (24).

A dissolugao in vitro foi avaliada pelo método das pas agitadoras, adicionando o ALB e
o complexo de inclusao ALB-CD a uma solugao de acido cloridrico (HCL), mantidos sob
agitagago a 37°C. Foram recolhidas amostras em intervalos de tempo previamente
determinados e a concentragao de ALB foi determinada por espetrofotometria. Ao ser
incorporado na RM-B-CD mediante complexagio, o ALB apresentou uma dissolugio de
100% aos dez minutos, enquanto que, na forma livre, a dissolugao foi apenas de 15%. A
atividade anti-parasitaria também demonstrou ser superior quando o complexo foi
administrado a murganhos infetados com Trichinella Spiralis (23).

Desta forma, comprovou-se que as CD, nomeadamente a RM-B-CD, permitiram
aumentar a solubilidade, dissolugao e biodisponibilidade do ALB, conduzindo a uma

consequente melhoria do seu efeito terapéutico (23,24).
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Conclusoes e Perspetivas Futuras

O aumento da solubilidade de farmacos pouco soluveis € uma preocupagao corrente
no desenvolvimento de formas farmacéuticas. Existem diversas estratégias que podem
conduzir a este aumento, nomeadamente a redugao do tamanho das particulas do farmaco, a
sua transformagao no respetivo sal, o uso da forma amorfa ou eventualmente da meta-
estavel, o recurso a pro-farmacos hidrossoluveis, o controlo do pH, a adicao de co-solventes
e tensioativos, a formagao de micro e nanoemulsGes e o uso de novos sistemas terapéuticos
como transportadores de firmacos. Os novos sistemas terapéuticos constituem uma
estratégia extremamente eficaz e com grandes potencialidades.

Os estudos anteriormente supracitados demonstram que os lipossomas
desempenharam um papel crucial e totalmente seguro no aumento da solubilidade da NMD,
no seu transporte pelo organismo e consequente controlo da epilepsia, que se verificou pelo
desaparecimento das convulsdes. A utilizagdo da Qu na terapéutica anti-tumoral foi
potenciada gragas ao recurso a micelas poliméricas, ja que estas aumentaram a sua
biodisponibilidade e permitiram uma libertagao controlada do farmaco. A utilizagao das
nanoparticulas lipidicas, nomeadamente dos NLC, resultou numa farmacocinética melhorada,
numa redugao do efeito de primeira passagem e num aumento da biodisponibilidade da SV.
Por fim, as ciclodextrinas aumentaram a solubilidade e dissolugao do ALB, bem como a sua
acao anti-parasitaria.

Apesar da eficaicia comprovada, a quantidade de novos sistemas comercializados €
substancialmente reduzida. Este facto deve-se essencialmente a algumas limitagoes a nivel da
estabilidade durante o processo de fabrico e de armazenamento, bem como a nivel do scale-
up. A descoberta dos mesmos € relativamente recente, o que faz com que haja bastantes
aspetos para melhorar e aperfeigoar (25,26).

A investigacao tem vindo a desenvolver-se no sentido de melhorar as suas
carateristicas, procurando novos métodos de produgao e novos componentes a adicionar
(como polimeros e tensioativos) que permitam o controlo e otimizagao das suas
propriedades. Tem sido também estudada a conjugagao de dois ou mais sistemas e ainda a
incorporagao de mais do que um farmaco no mesmo transportador (25).

A capacidade de vetorizagao constitui um importante alvo de investigagao,
particularmente na terapéutica anti-tumoral, permitindo uma entrega do farmaco no local
pretendido, local este onde o farmaco permanece e onde ira exercer a sua agao de uma

forma especifica, reduzindo os efeitos adversos sistémicos. Outra perspetiva futura consiste
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na utilizagdo de novos sistemas como transportadores de material genético em terapia
génica. Esta aplicagao tem vindo a ser investigada, inclusivamente, para utilizagao na
terapéutica anti-retroviral, em infe¢oes provocadas pelo virus da imunodeficiéncia humana
(HIV), e na hepatite C. Outro objetivo de estudo € a sua utilizagao na produgao de vacinas
mais seguras e que garantam uma imunizagao mais efetiva, e ainda em sistemas que permitam
uma libertagao controlada de farmacos administrados por via oral, como é o caso da insulina
(26,27).

O percurso tem sido realizado no sentido de aprofundar a investigacao e de
ultrapassar as limitagoes, promovendo cada vez mais a comercializagao e utilizagao destes
sistemas, com a melhor relagao custo-eficacia, de modo a garantir uma maior efetividade no

tratamento de um sem numero de patologias (25,26).
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Anexos

Tabela 2 — Administragoes realizadas aos 22 grupos de ratos para avaliar a atividade

anti-convulsivante do DZP, da NMD e dos Lipo-NMD.

Grupo Administracao

I Solugao salina a 0.9% (m/V)

2 P400
3e4 5mg/kg de DZP e associagao de DZP com P400
56e7 Lipo em concentragoes de 0.1, | e 10 mg/kg
8,9el0 Lipo em concentragoes de 0.1, | e 10 mg/kg e P400, 30min depois
I1,12e 13 NMP em concentragoes de 0.1, | e 10 mg/kg

14, 15e 16 NMP em concentragoes de 0.1, |, 10 mg/kg e P400, 30min depois

17,18 e 19 NMD-Lipo em concentragoes de 0.1, | e 10 mg/kg

20,21 e 22 NMD-Lipo em concentragoes de 0.1, | e 10 mg/kg e P400, 30min depois

P400, 400mg/Kg de cloridrato de pilocarpina; DZP, Diazepam; Lipo, Lipossomas vazios; NMP,

Nimodipina; NMD-Lipo, Lipossomas como transportadores da nimodipina.
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