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RESUMO

Um dos principais objetivos da industria farmacéutica é o desenvolvimento e a
obtengao de sistemas que permitam o controlo da libertagio de farmacos. Sistemas
supramoleculares tém sido investigados durante anos como novos biomateriais.
Polipseudorotaxanos baseados em ciclodextrinas consistem numa familia de estruturas
supramoleculares em que as cadeias de polimero se encaixam nas cavidades das
ciclodextrinas.

Uma vasta gama de polipseudorotaxanos e polirotaxanos baseados em diferentes
ciclodextrinas e polimeros apresenta a capacidade de formar hidrogéis que podem ser
usados como sistemas injetaveis de entrega de firmacos bastante promissores. Possuem
arquiteturas supramoleculares Unicas com aplicagdo no campo da regeneracao de tecidos e
entrega de farmacos e genes. Além disso, aplicagoes adicionais como a vetorizagao para
células e tecidos especificos, € possivel através da incorporagao de unidades reconhecidas
tais como ligandos, peptideos, anticorpos, entre outros. Espera-se que o desenvolvimento
destas estruturas supramoleculares ofereca um novo paradigma no campo dos biomateriais
com aplicagoes em diversas doengas do quotidiano.

Palavras-chave: ciclodextrinas; polimeros; polirotaxanos; polipseudorotaxanos; estruturas
supramoleculares; hidrogel; entrega de farmacos; entrega de genes; engenharia de tecidos.

ABSTRACT

One of the biggest goals of the pharmaceutical industry is the development and
obtainment of systems that allow the controlled drug release. Supramolecular systems have
been investigated for years as novel biomaterials. Cyclodextrin-based polypseudorotaxanes
consist in a family of supramolecular structures with cyclodextrins threading onto the
polymer chains.

A wide range of polypseudorotaxanes and polyrotaxanes based on different
cyclodextrins and polymers are able to form hydrogels that can be used as promising
injectable drug delivery systems. They have unique supramolecular architectures that can be
applied in the field of tissue regeneration, drug and gene delivery. Furthermore, additional
functions such as targeting to specific cells or tissues, is possible through the incorporation
of recognizable units such as ligands, peptides, antibodies, and so on. The development of the
supramolecular approach is expected to provide a new paradigm in the field of biomaterials
with applications in several common diseases.

Keywords: cyclodextrins; polymers; polyrotaxanes; polypseudorotaxanes; supramolecular
structures; hydrogel; drug delivery; gene delivery; tissue engineering.
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I.INTRODUCAO

Nos ultimos anos, os sistemas de libertacao controlada de farmacos tém sido um dos
principais focos da investigagao farmacéutica e varias sao as razoes para que isto acontega,
nomeadamente: possibilidade de voltar a patentear farmacos usando novos sistemas de
entrega; necessidade da criagao de novos sistemas para entrega de proteinas e peptideos na
terapia génica, em deficiéncias enzimaticas ou terapias anticancerigenas, sem que ocorra a
sua inativagao bioldgica nem o aumento de imunogenicidade; necessidade de aumentar a
eficicia terapéutica e a seguranga dos farmacos administrados de forma convencional,

aumentando o tempo que permanecem ho organismo e reduzindo os efeitos adversos.'

Desde que ocorreu a primeira sintese de polirotaxanos (PRX) com mudltiplos anéis de
a-ciclodextrina (0-CD) em volta de polimeros e foi descoberto o seu potencial como
sistemas de libertagao de farmacos, varios estudos sobre estas estruturas supramoleculares

e as suas aplicagdes em biomateriais tém vindo a ser realizados.

Materiais poliméricos, tais como hidrogéis, nanoparticulas e micelas sao geralmente
investigados para aplicagoes biomédicas e farmacéuticas devido as suas propriedades
favoraveis a entrega de firmacos e genes.” No que toca as ciclodextrinas (CDs), estas
apresentam enormes vantagens comparativamente a outras estruturas macrociclicas,
nomeadamente a sua disponibilidade em grande quantidade, o seu elevado grau de pureza, a
sua solubilidade em agua e a sua biocompatibilidade e ainda pela capacidade de formarem

complexos de inclusao (Cl) com uma grande variedade de moléculas em meio aquoso.’

Desta forma, os agregados supramoleculares auto-organizados tém atraido muita
atengao ao longo das ultimas décadas, especialmente no que diz respeito as suas aplicagoes
terapéuticas, tais como sistemas de libertagao de farmacos, terapia génica ou regeneragao de
tecidos. Processos de degradacao rapida, propriedades de resposta a estimulos como pH ou
temperatura ou a capacidade de gelificagao in situ por processos fisicos de cross-linking entre
moléculas ou subunidades diferentes constituem algumas das suas caracteristicas que

parecem ser bastante promissoras na obtengio de hidrogéis.*

Um elevado nuimero de classes terapéuticas pode tirar partido deste controlo da
libertagao de farmacos, nomeadamente: agentes quimioterapicos, antibioticos, anti-
inflamatérios, hormonas, anestésicos e vacinas.” O desafio passa pela criagio de hidrogéis

constituidos por CDs e polimeros, que permitem a administragao de uma concentragao
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eficaz de farmaco numa dose inferior no local e tempo certos, com a consequente redugao
do aparecimento de reagoes adversas sistémicas e custos acrescidos e o aumento da adesao

a terapéutica por parte dos doentes.®

A presente monografia tem como principal objetivo permitir um conhecimento
aprofundado das estruturas supramoleculares constituidas por CDs e polimeros, comeg¢ando
por fazer uma breve alusao a estes componentes em separado e seguidamente demonstrar
quais sao os beneficios que se podem obter da jungao de ambos. Por fim, encontram-se
referidos alguns dos estudos realizados nesta area que ainda estd numa fase inicial de
desenvolvimento, fazendo referéncia a algumas doengas do quotidiano de milhares de
pessoas em que estes sistemas de libertagao de farmacos ja provaram ser muito vantajosos,

nomeadamente diabetes Mellitus, infegoes e doengas osteodegenerativas.

2. CICLODEXTRINAS

2.1. Formacao e Estrutura

As CDs sao um grupo de oligossacarideos compostos por seis, sete ou oito unidades
de glucopiranose unidas por ligagdes a-D-I,4-glicosidicas, originando a a-, B- e y-CDs,
respetivamente (Tabela |; Fig. |).” Sio obtidas por degradacio enzimatica do amido, através
da acdo da enzima ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase), que é produzida por
diferentes microrganismos.8 Devido a fatores estéricos e a tensdoes no anel, nao existem
CDs com menos de seis unidades de glucose e CDs com nove ou mais unidades de glucose

tém conformagio helicoidal e sio rapidamente reduzidas a formas mais pequenas.’

Tabela | — Propriedades fisico-quimicas das a-, B- e y-CDs. Adaptado de 8

a-CD B-CD y-CD
Unidades de glucose 6 7 8
Massa molecular (g/mol) 972 135 1297
Solubilidade aquosa (g/100 a 25°C) 14,5 1,85 23,2
Diametro da cavidade interna (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da estrutura tronco-coénica (A) 79 £ 0,1 79+ 0,1 79 £ 0,1
Volume aproximado da cavidade (A’) 174 262 427
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Fig. | — Estrutura quimica da a-, B- e y-CDs, respectivamente. Adaptado de °

As CDs sao bastante estaveis em meio alcalino, mas sofrem hidrolise em meio
fortemente acido.® Alguns aspetos merecem especial atengiao, nomeadamente o facto da O-
CD em elevadas concentragoes induzir hemolise, pelo que parimetros como hemorragia,
lise ou coagulagio devem ser sempre avaliados; e também o facto da [(B-CD causar
problemas renais quando administrada por via intravenosa por se acumular no rim devido a

sua baixa solubilidade aquosa.® '°

O carater anfifilico das CDs deve-se ao facto da cavidade central ser hidrofdbica,
enquanto que a parte externa € hidrofilica devido a presenga de grupos hidroxilo. Os
hidroxilos primarios e secundarios conferem propriedades interessantes as CDs (por
exemplo, solubilidade, eficiente complexagao, libertagao controlada de farmacos, agregacgao,
etc...) por serem locais susceptiveis a modificagao quimica, podendo originar derivados
hidrofilos (metilados, hidroxialquilados, ramificados), hidrofobos (etilados, acilados) e
ionizaveis.®> '' Particularmente, a B-CD apresenta baixa solubilidade aquosa devido as pontes
de hidrogénio intramoleculares que se estabelecem entre os seus hidroxilos secundarios,
originando uma estrutura muito rigida. Esta limitacdo é contornada pelo uso de derivados
através da modificagdo quimica dos seus grupos hidroxilo, o que também melhora a sua

toxicidade, principalmente quando administrada por via parenteral.’

2.2. Complexos de Inclusdo

As CDs sao conhecidas como moléculas hospedeiras gragas a sua estrutura peculiar
que permite a inclusao de uma enorme variedade de moléculas organicas na sua cavidade
hidrofébica.® Em meio aquoso, as moléculas de 4gua que estio alojadas na cavidade das CDs

encontram-se nhum ambiente energicamente desfavoravel, dada a natureza da interagao
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polar-apolar. Posto isto, as moléculas de agua sao facilmente deslocadas do interior das CDs

e substituidas por moléculas apolares, levando a formagio de CI (Fig. 2).%°

Os principais requisitos para a formagao dos Cl sao a geometria (tamanho e forma) e
a polaridade compativeis entre a molécula héspede e hospedeira, pois € necessario um

ajuste total ou parcial entre os dois compostos.®
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Fig. 2 — Representacao da formagao de Cl em meio aquoso, em que a molécula hospedeira
é o p-xileno e as moléculas de agua estao representadas por circulos. Adaptado de 8

2.3. Vantagens e Aplicacoes

No ultimo século assistiu-se a um enorme aumento na utilizagao das CDs, pois sao
produtos semi-naturais obtidos a partir de fontes naturais renovaveis; sao produzidas
milhares de toneladas por ano a baixo custo, através de processos nhao agressivos para o
ambiente; causam poucos ou nenhuns efeitos secundarios no organismo humano e podem

ser consumidas pelo Homem em medicamentos, alimentos ou cosméticos.®?

Devido a sua estrutura macrociclica, as CDs tém sido extensamente utilizadas em
sistemas de entrega de farmacos, devido a sua capacidade de funcionarem como moléculas

hospedeiras, quer seja de proteinas, ides ou oligonucleétidos.” > 2

A formagao dos Cl com os farmacos, devido a forma tronco-cénica das CDs, permite
melhorar a solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade (através da modificagao da

permeabilidade das membranas bioldgicas) e taxa de libertagio dos mesmos.'> "

As CDs tornam-se extremamente atrativas devido a sua baixa imunogenicidade e
baixa toxicidade e ainda pelo facto de serem usadas como veiculos para entrega de firmacos
a nivel oral, nasal, ocular, retal, dérmico, entre outros. Atualmente, no mercado
farmacéutico existem mais de 40 produtos baseados na formagao de Cl com CDs e a

tendéncia é que este nimero venha a aumentar.'" "
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Algumas das aplicagoes descritas das CDs sao as seguintes: diminuir a irritagao ocular
e gastrointestinal, disfarcar cheiros e sabores indesejaveis, evitar interagoes entre diferentes
farmacos e excipientes, diminuir a volatilidade de compostos muito volateis, aumentar a
estabilidade e solubilidade de farmacos, aumentar a absor¢ao de farmacos, controlar perfis
de libertagao de farmacos, diminuir a toxicidade local e sistémica, aumentar a permeabilidade

de fArmacos através de barreiras bioldgicas.'”

Como ja foi referido, na industria farmacéutica, as CDs sao principalmente utilizadas
para solubilizar farmacos hidrofobicos, estabilizar moléculas labeis e possibilitar o controlo
da libertagao de farmacos hidrofilicos e hidrofobicos. Esta Gltima propriedade é também
partilhada por sistemas poliméricos e a associagao de ambos tem sido explorada por varios
investigadores que tém como objetivo perceber quais as vantagens que se podem obter do

efeito sinérgico das CDs aliadas aos polimeros.''

A maioria dos estudos incide na utilizagdo da 3-CD em estruturas supramoleculares
pelo facto desta estabelecer interagoes com um elevado numero de farmacos. Porém,
publicagoes mais recentes focam-se em estruturas formadas por y-CD e a-CD, uma vez que
a Y-CD apresenta uma cavidade com um tamanho mais apropriado para alojar moléculas de
maiores dimensoes, e a 0-CD possui maior solubilidade, permitindo a obtengao de géis

injetaveis."?

3. POLIMEROS

3.1. Formacao, Estrutura e Aplicacdes

O desenvolvimento de sistemas de libertagcio controlada esta intimamente
relacionado com o agente apropriado capaz de controlar essa mesma libertagao, sustentar a
acao terapéutica do farmaco ao longo do tempo e liberta-lo num determinado tecido ou
orgao alvo. Preenchendo estes requisitos, os polimeros sao agentes versateis para exercer
tal fungio."* A grande vantagem do uso destas macromoléculas consiste na manutengio da
janela terapéutica durante um periodo de tempo superior, sem causar efeitos laterais,

através da libertagcao prolongada dos farmacos.

Polimeros sao macromoléculas constituidas por unidades repetidas de pequenas

moléculas chamadas mondémeros. O processo que lhes da origem é denominado de
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polimerizacao e podem organizar-se de forma linear, ramificada ou entre-cruzada (cross-
linking). O peso molecular do polimero resulta do produto do seu grau de polimerizagao e

peso molecular da unidade que se repete.'

Entre os varios mecanismos existentes para o controlo da libertagao dos farmacos, a
inibicao da difusao do farmaco constitui aquele que é aplicado no caso dos hidrogéis
formados por polimeros. As cadeias poliméricas usadas no cross-linking dos hidrogéis formam
uma barreira a difusao e esta diminui, a medida que o hidrogel intumesce, criando espagos

livres (“poros”) para a libertagao do farmaco (Fig. 3).°

O %

Fig. 3 — Mecanismo da libertacao dos farmacos nos hidrogéis: difusao controlada. Inicialmente as
moléculas de farmaco nao se conseguem libertar da matriz polimérica (1).
Com o decorrer do tempo, formam-se “poros” na matriz, pelo que as moléculas se vao difundido
através deles (2). Adaptado de !

Depois de ocorrer a libertagao do farmaco, o desejavel é que o polimero seja
excretado do organismo por processos naturais, podendo ser eliminado pelo rim ou
biodegradado em moléculas mais pequenas que sao posteriormente excretadas. Sistemas
biodegradaveis sao preferidos (usando polimeros como polihidroxibutirato ou
policaprolactona), pois nao é necessario a sua recuperagao ou manipulagao cirurgica depois
da sua introdugao no organismo, caso que acontece com os polimeros nao-biodegradaveis.
A biodegradagao ocorre principalmente gragas a hidrdlises e a clivagens enzimaticas que
levam a excisao das cadeias poliméricas. Para alguns polimeros, a clivagem das cadeias

laterais resulta num produto hidrossollvel que sera posteriormente excretado.” ®

3.2. Pluronics e Tetronics

Do ponto de vista quimico, € necessario entender que diferentes mecanismos para

controlo da libertagio de farmacos exigem naturalmente polimeros com diferentes
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caracteristicas. No que toca a formulagao de estruturas supramoleculares os mais utilizados

sao os copolimeros Pluronics e Tetronics.

A designagao de copolimero diz respeito a uma cadeia de polimero que contém dois
ou mais mondmeros diferentes. Dependendo do arranjo dos mondmeros (A e B) no
copolimero, assim podemos obter os seguintes tipos: -A-B-B-A-A-B-A-A-A-B- (copolimero
aleatorio); -A-B-A-B-A-B-A-B- (copolimero alternado); -A-A-A-B-B-B- (copolimero em
bloco); -/?\-A-llﬁ\-A-A-A-/lﬁ\- (copolimero ramificado).'

B B B
B B

Os poloxameros, sintetizados sob o nome de Pluronics (Fig. 4), sao copolimeros
anfifilicos em tribloco, constituidos por blocos anfifilicos de poli(6xido de etileno)-poli(oxido
de propileno)-poli(éxido de etileno) (PEO-PPO-PEO).* Sao sensiveis & temperatura, sendo
que na natureza existem no estado liquido a baixas temperaturas e na forma de um gel semi-
solido a temperaturas mais elevadas. Este comportamento de transicao reversivel in situ

torna-os favoraveis a libertagao de varios agentes bioativos.'> '

Oxido de Etileno Oxido de Etileno

Oxido de Propileno

Hidrofilico Hidrofdébico Hidrofilico

Fig. 4 — Representagao molecular dos Pluronics, em que x e y representam o numero
de vezes que as unidades de PEO e PPO se repetem, respectivamente. Adaptado de 7

O segmento hidrofilico de PEO contribui em 70% para a formagao do copolimero,
tem a capacidade de impedir a adsorgao e agregagao de proteinas que sejam incorporadas
(evita processos de endocitose, fagocitose, clearance, entre outros) e € o responsavel pela
solubilidade aquosa, por estabelecer ligagoes de hidrogénio com a agua. Por outro lado, o
segmento hidrofébico de PPO cria as condi¢oes ideais para a incorporagao de farmacos

lipofilicos através do estabelecimento de forgas de van der Waadls e interagdes hidrofébicas.”

6, 16

Particularmente, o Pluronic FI27 (PF-127) tem sido largamente investigado para

aplicacao na area biomédica, pois solugdes aquosas cuja concentragao em PF-127 se situa

10
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entre os 20% e 30% sao liquidas a baixas temperaturas (4-5°C) e tornam-se semi-solidas a
temperatura corporal.® Contudo, a sua rapida dissolugio nos fluidos fisioldgicos, o curto
tempo de residéncia e a rapida clearance sao caracteristicas que lhe sao desfavoraveis, pelo
que a sua associagao a outros compostos (por exemplo, CDs) é vantajosa para contornar

estas desvantagens.'®

As poloxaminas ou Tetronics (Fig. 5) sao copolimeros com a forma de X compostos
por quatro diblocos de PEO-PPO ligados centralmente por um grupo etilenodiamina. Este
grupo central confere propriedades interessantes, especialmente correlacionadas com a sua
sensibilidade a variagoes de pH, ou seja, enquanto transportadores de farmacos, a libertagao

dos mesmos pode ser feita em fungio do pH."
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Fig. 5 — Estrutura do Tetronic 908. Adaptado de '°

Devido ao seu caracter anfifilico, estes copolimeros apresentam propriedades
tensioativas, incluindo a capacidade de estabelecer interagoes com superficies hidrofdbicas e
membranas biologicas e em solugao aquosa, quando atingem concentragoes superiores a

concentragio micelar critica (CMC) organizam-se originando micelas."”

Quer sejam
constituidos por polimeros naturais, sintéticos ou semi-sintéticos, Pluronics e Tetronics tém
apresentado grande aplicabilidade como veiculos de farmacos, aditivos alimentares, produtos

para agricultura e sistemas injetaveis para engenharia de tecidos.®

4. ESTRUTURAS SUPRAMOLECULARES

4.1. Polirotaxanos e Polipseudorotaxanos

Estas estruturas supramoleculares foram inicialmente descritas por Harada et al. na
década de 90, fazendo referéncia ao facto da a-CD apresentar a capacidade de envolver as

cadeias poliméricas de poli(etileno glicol) (PEG), estabelecendo com estas Cl.>’

Caracteristicas importantes destes sistemas resultam do estabelecimento de

interacoes niao covalentes entre os componentes, os quais tém locais de reconhecimento
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complementares, pelo que o encaixe do polimero na estrutura macrociclica da CD ¢

fundamental, inclusive para a obtencio de elevados rendimentos.?

O resultado desta complexagao origina estruturas supramoleculares designadas por
PPRX (Fig. 6A), uma vez que as CDs podem ser separadas das cadeias do polimero quando
dissolvidos em agua, ja que a sua uniao é feita por ligagdes nao covalentes. Neste caso, a
auséncia de moléculas bloqueadoras, permite que as CDs possam movimentar-se ao longo
do “esqueleto” dos polimeros ou das suas cadeias laterais. Por outro lado, quando as cadeias
de polimeros estao covalentemente rodeadas por moléculas bloqueadoras, as CDs nao se
conseguem libertar do complexo, o que origina os PRX (Fig. 6B). Estes novos sistemas de
libertagao de farmacos tém sido desenvolvidos com conjugados de CD-farmaco e grupos-
alvo, que podem ser libertados apds a biodegradagao das extremidades volumosas dos

PRX 271215
A

Fig, 6 — Representaciao esquematica de um pseudorotaxano (A) e de um rotaxano (B). Adaptado de 3

Varios requisitos devem ser cumpridos para que ocorra a sintese de PRX com base
em CDs: (1) O polimero tem que formar um Cl estavel com a CD; (2) O polimero deve ser
suficientemente longo para permitir a insercao dos grupos bloqueadores nas extremidades;
(3) O CI tem que ser soluvel; (4) O solvente nao deve provocar a sua dissociagao; uma vez
que a inclusao é impulsionada principalmente por interagoes hidrofébicas, apenas a agua e,
até certo ponto, outros solventes altamente polares, tais como o dimetilsulfoxido e a
dimetilformamida, podem ser utilizados; (5) Tanto os grupos bloqueadores como o rotaxano
devem ser sollveis no solvente; (6) Os grupos bloqueadores devem ser suficientemente
grandes para impedir o desencaixe. Ainda deve ser tido em conta que grupos bloqueadores
hidrofobicos podem causar problemas de solubilidade e temperaturas de reagao elevadas
podem conduzir a dissocia¢ao dos Cl, ambos constituem aspetos desfavoraveis a formagao

dos rotaxanos.’?

PPRX e PRX consistem, entao, em CDs ligadas a (co)polimeros como PEO, PPO,
entre outros.” Contudo, hi que ter em conta que os complexos formados estio
dependentes do tamanho, pois devido a sua cavidade mais pequena, a a-CD apenas forma CI

com polimeros de PEG, enquanto que a cavidade mais larga da B-CD lhe permite a
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complexagio com PPO.” " Ja no que se refere a y-CD, também formam Cl com PPO e em

cada cavidade é possivel alojar duas cadeias de PEO."

No que toca a formagao de Cl entre a a-CD e copolimeros em tribloco PPO-PEO-
PPO, cada bloco de PEO esta rodeado por um largo bloco de PPO. Estes sistemas sao
denominados de poloxameros reversos (Pluronics R) e também eles sao copolimeros
lineares, mas a configuragao dos blocos encontra-se alterada: os grupos exteriores sao
blocos hidrofébicos de PPO, com um bloco central hidrofilico constituido por unidades de
oxido de etileno. Embora a cadeia PPO seja muito grande para penetrar na cavidade da a-
CD, verificou-se que esta tem a capacidade de contornar os volumosos blocos de PPO,
formando estaveis e seletivos Cl com o PEO central. Apesar deste facto, a complexagao ¢

um processo muito rapido e, em muitos casos, pode ser observada em poucos minutos.”*

Além disso, também ¢é possivel sintetizar estruturas supramoleculares com o
copolimero PEO-PPO-PEQO utilizando os anéis das a- e y-CDs, em que a y-CD envolve o
bloco central de PPO e os anéis das a-CDs rodeiam os blocos de PEO, funcionando como
grupos bloqueadores e impedindo o desencaixe do anel da y-CD. Desta forma, varios
polimeros com comprimentos de bloco diferentes podem ser combinados com CDs para

produzir diferentes tipos de sistemas.”

Utilizando o Pluronic como exemplo, verificou-se que no caso da formagao do PPRX
com a a-CD, além das associagoes de moléculas PEO complexadas entre os blocos de PRX,
ha também uma interagao hidrofébica entre os blocos de PPO (Fig. 7a). Por outro lado, no
caso de misturas de Pluronic/B-CD, n3o ha interagdes hidrofdbicas, pois os blocos de PPO
estdo complexados com a 3-CD e as estruturas de PRX sio responsaveis pelo processo de
agregacao (Fig. 7b) que pode conduzir a formagao de um precipitado branco com uma
determinada estrutura cristalina, embora inicialmente tenha um aspeto coloidal. De notar
que estes complexos tém de ser preparados usando grandes quantidades de agua devido a
baixa solubilidade da B-CD comparativamente com a a-CD. Por outro lado, a elevada
solubilidade em agua da a-CD permite preparar misturas com quantidades mais elevadas

tanto de polimero como de CD.*
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Fig. 7 — Estrutura de um PPRX constituido por Pluronic e a-CD (a) e 3-CD (b). De notar a
inexisténcia de interagdes hidrofdbicas em (b) devido a complexagio dos blocos de PPO com a [3-
CD. Adaptado de 12

O facto das CDs envolverem as cadeias poliméricas hidrofilicas leva a desidratagao
das mesmas, formando-se nanocilindros como um canal cristalino. A ligagao que se
estabelece entre as CDs ao longo das cadeias de polimeros deve-se principalmente a
interacoes hidrofébicas e de van der Waals, bem como a ligagoes de hidrogénio head-to-head
e tail-to-tail entre as unidades de CDs vizinhas. E esta associacio das CDs de PPRX
adjacentes que origina uma rede 3D (Fig. 8) que depende principalmente do polimero e da
sua concentragio, da temperatura e do contetudo de ides no meio."> O rendimento dos ClI
formados aumenta com o aumento do peso molecular do polimero, principalmente se o

grau de polimerizagao for maior do que 10.?

LS

Fig. 8 — Representacao de uma estrutura supramolecular constituida pelos CI
formados entre CDs e polimeros. Adaptado de 2

Devido a sua baixa citotoxicidade, tamanho controlavel e uma arquitetura unica, os
PRX e os PPRX baseados em CDs tém sido alvo de investigagio como novos biomateriais.”
Uma grande variedade de estruturas supramoleculares podem ser obtidas através da
modificagao da relagao de residuos polares/apolares do polimero, da composi¢ao quimica do
mesmo, do seu peso molecular ou estrutura polimérica (linear ou ramificada). No que toca
as CDs, o papel da sua estrutura reflete-se na escolha do derivado apropriado. Os diferentes
substituintes funcionais que podem ser incorporados nos hidroxilos das CDs podem ser
envolvidos na produgao destes sistemas ou na montagem molecular com diferentes

moléculas orginicas, tais como polimeros, proteinas ou material genético.’
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Adicionalmente, estes sistemas supramoleculares baseados em CDs podem funcionar
como proé-farmacos, pois inUmeros agentes terapéuticos podem ser conjugados com os
polimeros. Além disso, podem ser utilizados na libertacao direcionada para células ou
tecidos especificos através da inclusao de ligandos, tais como hidratos de carbono,
peptideos, proteinas, acidos nucleicos ou anticorpos e seus derivados (Fig. 9). A flexibilidade
das CDs devido a sua mobilidade em torno da cadeia polimérica permite aumentar as
interagoes entre o ligando e o recetor. Até a atualidade, ja se tornou possivel a preparagao

de formulagoes sensiveis a variagoes de temperatura, pH, reagoes quimicas ou redox para

12,13, 18

entrega de farmacos.
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Fig. 9 — llustragao de uma possivel estrutura supramolecular para a
incorporagao de farmacos. Adaptado de 3

4.2. Hidrogéis Injetaveis

Com base nos conceitos anteriormente mencionados, aliou-se as vantagens dos
polimeros (elevado peso molecular e capacidade de vetorizagao) a capacidade das CDs em
formar CI. Das interagoes intramoleculares entre estes componentes resultou a formagao
de estruturas supramoleculares que conduzem a modificacdo das propriedades reoldgicas
dos sistemas formados.'? Quando solucdes de CD e copolimero sao misturadas, o resultado
€ um sistema que se vai tornando progressivamente numa dispersao turva ou em géis, sendo
que os PPRX que se formam tém tendéncia para se auto-agregar, minimizando o contacto
com o meio aquoso e a separagio de fases.'® '’ As grandes vantagens que decorrem da sua
producao é que se formam em solugao aquosa, a temperatura ambiente e sem recurso a

agentes quimicos."

Estes hidrogéis resultam de uma rede formada pelo cross-linking que se estabelece,
sendo que a associagao dos nanocilindros em microcristais atua como tie-junctions na
formacao dos géis (Fig. 10). Estes apresentam a capacidade de absorver grandes quantidades

de 4gua, uma boa biocompatibilidade e uma cinética de libertagio controlada.'” "> '” A rede
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que se estabelece contém as propriedades coesivas dos solidos e as caracteristicas difusivas

dos liquidos.®

Fig. 10 — Representagao da estrutura dos hidrogéis supramoleculares formados
pelo encaixe dos polimeros de PEO na cavidade da a-CD. Adaptado de 2

Como as interagoes inter-PPRX sao reversiveis, os géis formados apresentam um
comportamento tixotropico, pelo que quando sujeitos a uma forga de cisalhamento, a sua
viscosidade diminui. Assim sendo, basta uma pequena pressao externa (como é o caso da
exercida pelo émbolo de uma seringa) para que a formulagao se torne injetavel e depois
recupere a sua viscosidade no local de injecio, formando um depésito.'> As caracteristicas
de bioadesividade dos hidrogéis permitem que estes permane¢am no local onde sao

injetados durante longos periodos de tempo.’

Todas estas propriedades peculiares tornam a sua aplicagao versatil em diversas areas
do campo farmacéutico e biomédico, nomeadamente na entrega de farmacos, entrega
genética e engenharia de tecidos. A sua producao e utilizagao tem sido alvo de investigagao
como possiveis materiais para encapsulagao e formacao de injetaveis de farmacos, proteinas,

vacinas e DNA plasmidico (pDNA)."> "’

5. APLICACOES TERAPEUTICAS

5.1. Entrega de Farmacos

A formagao de PPRX na presenca de farmacos implica o estabelecimento de
interagoes muito complexas entre todos os componentes, tendo consequéncias importantes
sobre a capacidade de carga do fairmaco e a sua entrega, devido principalmente ao
deslocamento competitivo das moléculas de farmaco das cavidades das CDs provocado pela

formacao dos PPRX. Pode ocorrer uma competicao entre o fairmaco e o polimero para a
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cavidade da CD dependendo das interagoes que se estabelecem entre farmaco-CD,
farmaco-polimero, polimero-CD e farmaco-PPRX.?

Dentro desta area, varios tém sido os estudos realizados com o intuito de tirar
partido das propriedades de libertagao controlada de firmacos que os hidrogéis constituidos
por PRX e PPRX oferecem. Deste modo, serao apresentados alguns dos estudos ja

realizados e que permitiram obter resultados interessantes neste campo de investigacao.

5.1.1. y-CD e Insulina Peguilada

Muitos sao os beneficios que decorrem da peguilagao de moléculas para aumentar a
sua eficacia terapéutica, entre eles destaca-se o aumento do tempo de semi-vida, o
melhoramento da resisténcia a proteodlise, a reduzida imunogenicidade e o aumento da
biodisponibilidade na circulagao sistémica, tudo isto como consequéncia do aumento do

peso molecular.”

Num estudo realizado observou-se que a insulina peguilada formava PPRX com a a- e
a Y-CDs, através da insergao de uma e duas unidades de PEG, respetivamente, nas cavidades
das mesmas. As solu¢oes contendo Q- e y-CDs originaram precipitados brancos, o que
correspondeu a formagiao dos PPRX, ja na solugio contendo B-CD nio foi observada a

formagao de precipitados.” *

Os perfis de libertagao da insulina peguilada dos PPRX contendo a- e y-CDs foram
avaliados, tendo-se verificado (Fig. I 1) a seguinte ordem de libertagao: insulina peguilada >
PPRX com y-CD > PPRX com a-CD . Assim sendo, os autores concluiram que os PPRX
podem funcionar como sistemas de libertagao sustentada de insulina, sendo que a taxa de
libertagao dependera tanto do volume do meio de dissolugao como da concentragao de CD

no mesmo.” ?
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Fig. 11 — Perfil de libertagao in vitro da insulina peguilada (A), dos PPRX com y-CD (o) e dos PPRX
com 0-CD (®), avaliado em tampao fosfato, a pH 7.4 e a 37°C. Adaptado de 7
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A administragao subcutanea de insulina € um dos pontos mais criticos da terapéutica
da diabetes. Na tentativa de avaliar este parametro foi comparada a administragao
subcutanea de insulina, de insulina peguilada e de insulina libertada pelos PPRX com y-CD
(os PPRX com a-CD nao foram incluidos no estudo, visto que a y-CD apresenta melhor
perfil de seguranga, uma atividade hemolitica inferior e uma biodegrabilidade superior
quando comparada com a a-CD). Como seria de esperar, os niveis de insulina diminuiram
para o nivel basal mais tardiamente quando foram utilizados os PPRX com y-CD (passado
6h) comparativamente a insulina (2h) e a insulina peguilada (4h). Verificou-se ainda que os
niveis de glucose atingiram o minimo 2h depois da injegdo com a insulina e a insulina
peguilada, sendo que recuperaram para o nivel basal apos 6h. Ja no que toca aos PPRX com
Y-CD, o efeito hipoglicémico foi mais marcado, sendo que apenas voltou ao nivel basal 12h

apos a injegio.”

De acordo com estes resultados, PPRX constituidos por y-CD representam um
sistema de entrega sustentada de insulina, levando a diminuicao dos niveis de glucose no
sangue durante mais tempo (devido a manutengao dos niveis de insulina) e a diminuigao do
numero de inje¢coes de insulina administradas necessarias para manter esses mesmos niveis

dentro de valores aceitaveis.” *

5.1.2. a-CD, Pluronic F127 e Vancomicina

Com o intuito de diminuir o risco de infecao associado a técnicas invasivas, sistemas
injetaveis capazes de formar matrizes poliméricas in situ (depodsitos no local de injegao)

representam uma técnica para a libertagio controlada de firmacos."

A formagao de estruturas supramoleculares surge mais uma vez como uma
alternativa, através do estabelecimento de uma rede supramolecular que se traduz na
formacao de Cl entre a a-CD e os blocos de PEO do Pluronic FI27, conduzindo a um
aumento da viscosidade do sistema e tornando-o promissor para regular a difusio de
macromoléculas como é o caso da vancomicina. Este antibidtico é uma escolha no
tratamento de infecoes como a osteomielite causada por bactérias Gram-positivo. A
vancomicina forma Cl com a a-CD, ficando aprisionada no gel, sem interferir na formagao
do mesmo, sendo adicionada antes da mistura das solu¢oes de PF-127 e a-CD. Desta forma,

géis formados por a-CD e PF-127 oferecem uma alternativa ao tratamento sistémico para
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esta infegao, mantendo os niveis de vancomicina acima da concentragio minima inibitoria

(CMI) durante tempo suficiente para erradicar a infegio."

Quanto maior for a concentragao de a-CD, maior é a taxa de gelificagao, contudo a
concentragao do copolimero apenas afeta a formacao do gel até 5% de a-CD. As
formulagoes foram facilmente injetadas, apresentando um comportamento tixotropico. A
pressao exercida aquando a injegao foi suficiente para promover o desarranjo de algumas
estruturas e as propriedades de auto-agregacao dos blocos de PPO permitiram a rapida
recuperagao da estrutura supramolecular a temperatura corporal, contrariamente ao que
sucede em formulagoes contendo apenas a-CD e PEG, nas quais se verificou uma perda
acentuada da viscosidade durante a injegao, sendo necessarias varias horas para que ocorra a
restauragao da mesma, o que resulta numa clearance precoce do sistema do local de
injecio."”?!

Elevadas concentragoes de PF-127 nao trazem grandes vantagens, nem mesmo ao
nivel da libertagao da vancomicina, pois apenas o aumento da concentragao de a-CD leva a
uma diminuicdo do coeficiente de difusao (Fig. 12). Géis sem a-CD na sua formulagao
libertam cerca de 80% de vancomicina em 24h, ja os que contém a-CD este valor diminui
para menos de 45%. Este facto deve-se ao elevado peso molecular da vancomicina e a baixa

mobilidade da a-CD, o que dificulta o movimento do formaco.'”*
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Figura 12 — Relagao do coeficiente de difusao da vancomicina em fun¢iao da concentragao de a-CD:
coeficiente de difusao diminui com o aumento da concentragao de a-CD. Adaptado de '°

Os autores concluiram que os hidrogéis contendo 13% de PF-127 e 5% de a-CD
eram os que apresentavam taxas de gelificacio mais elevadas, maior estabilidade, mais facil
injetabilidade, maior comportamento viscoelastico e permitiam uma libertagao controlada da

vancomicina durante varios dias."
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5.2. Entrega Genética

Embora a libertagao de farmacos seja a area mais desenvolvida, também o papel dos
PRX na entrega genética tem vindo a ser explorado ao longo dos tempos. Sabe-se que os
PRX podem funcionar como sistemas de entrega nao-viral de acidos nucleicos, pois as CDs
permitem a incorporagao de residuos cationicos. PRX catidnicos consistem em multiplos
grupos de oligoetileniminas ligadas as CDs, tém forte capacidade de ligagao ao

4cido desoxirribonucleico (DNA), de entrega de genes e apresentam baixa toxicidade.'®*

Os polimeros cationicos nao virais como a polietilenimina (PEl), em comparagao com
vetores virais, apresentam caracteristicas superiores, nomeadamente por serem
economicos, estaveis e de facil modificagao. Contudo, a sua aplicagao era limitada, pois a PEI
apresenta elevada citotoxicidade e nao é biodegradavel. A introducao das CDs conduziu a

uma diminuigio da citotoxicidade e a um aumento da eficacia da transfec¢io genética.'® »

Um requisito fundamental a ter em conta é que as moléculas bloqueadoras devem
ser clivadas intracelularmente e para isso & necessaria a incorporagao de grupos citoclivaveis
nas extremidades dos PRX. Ja no interior da célula, uma das maiores preocupagoes € a fuga
aos endossomas que englobam as estruturas e as entregam aos lisossomas para posterior
degradagao. As membranas endossomais ao serem expostas as CDs, vao sofrer uma quebra
na sua constituicao, devido a inclusao de lipidos e colesterol nas cavidades das CDs. Ao
mesmo tempo, a perda de interagoes no poliplexo enfraquece as associagoes
intermoleculares entre o DNA e as CDs catidnicas, libertando-se, assim, o DNA que fica

disponivel para transfeccao (Fig. 13).'*?
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Fig. |3 — Estratégia de entrega intracelular de genes usando PRX catidnicos. Adaptado de '8
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5.3. Engenharia de Tecidos

PRX e PPRX tém sido vistos com interesse na area da engenharia de tecidos no que
toca ao desenvolvimento de biomateriais biocompativeis e hidrogéis biodegradaveis, pois
conseguem reter grandes volumes de 4dgua e possuem um efeito 6sseo anabodlico. A a-CD
envolvendo cadeias de PEG delimitadas por L-fenilalanina ou benziloxicarbonil (Z)-I-
fenilalanina possui grande potencial na engenharia de tecidos, pois as ligagoes éster que se
estabelecem com o PEG vao ser hidrolisadas in vivo. A tabela seguinte reune as aplicagoes
atuais dos hidrogéis na engenharia de tecidos, quer ao nivel dos fibroblastos, condrécitos ou

osteoblastos, bem como as potenciais aplicacées dos mesmos.>*

Tabela 2 — Algumas aplicagoes dos hidrogéis na engenharia de tecidos. Adaptado de 2

Estrutura Aplicacado Tipo de célula Resultado
encapsulada
Hidrogel de PRX- Cultura de Fibroblastos Aumento da adesao celular
PEG fibroblastos e proliferagcao
Boa adesao celular nos
Hidrogel de PRX- . - poros e matriz extracelular
Cartilagem Condrécitos .
PEG poroso cartilaginosa com
glucosaminoglicanos (GAG)
Hidrogel de PRX- Aumento da proliferacao
PEG poroso com Cartilagem Condrécitos celular e degradagao
Aplicacio colesterol controlada do gel
Atual Hidrogel catidnico de . - Aume{nFo da ligacao entre
Cartilagem Condrocitos condrocitos e produgao de
PRX-PEG poroso
GAG
Hidrogel de PRX-
PEG poroso Osso Osteoblastos | Boa adesao dos osteoblastos
contendo particulas
de hidroxiapatite

Hidrogéis de PRX-PEG sao candidatos a libertagcao controlada de moléculas bioativas

Potencial o .
para a engenharia ossea e de cartilagem

Aplicacdo

PRX s3o candidatos a transportadores de farmacos/genes para engenharia de tecidos

5.3.1. a-CD, Tetronic T908 e Células Estaminais Mesenquimais

Doengas osteodegenerativas e fraturas acidentais sao uma realidade que tem vindo a
aumentar devido a pratica desportiva e ao envelhecimento da populagao. Proteinas osseas
morfogénicas (BMPs) estimulam as células estaminais mesenquimais (MSCs) para que se
diferenciem em percursores Osseos e sao uma opgao cada vez mais estudada através do
desenvolvimento de métodos minimamente invasivos que envolvam a sua estabilizagao e a

baixa clearance do local de aplicagio.'* "

21




Estruturas Supramoleculares contendo Ciclodextrinas e Polimeros

Curiosamente, um dos grupos de farmacos mais conhecidos na terapéutica anti-
lipidémica (estatinas, principalmente a sinvastatina) parece induzir a osteogénese em ratos e
linhas celulares humanas, a expressao de BMPs, a atividade da fosfatase alcalina e a
proliferacao de osteoblastos. Contudo, sao necessarias doses mais elevadas do que as usadas
no tratamento da hipercolesterolémia e a administragao oral é limitada devido a baixa
solubilidade da sinvastatina. Para além das inUmeras aplicagoes ja mencionadas, Tetronics (e
mais recentemente, o Pluronic F68) tém a capacidade de induzir a proliferacao in vitro de
MSCs durante a primeira semana e a diferenciacao osteoblastica nas duas semanas seguintes.
Assim sendo, a regeneragao ossea ganha uma nova esperanca através da preparagao de
sistemas facilmente administrados por uma seringa e que formam estruturas viscoelasticas
que induzem a osteogénese. Também neste caso, a jungao com a-CD tornou-se vantajosa na
medida em que permitiu diminuir a concentragao de copolimero e prolongar o tempo de

permanéncia no local da injegio."

Tendo em conta todos estes fatores, a combinagao da sinvastatina com o Tetronic
T908 e a a-CD resultou na formagao de uma estrutura supramolecular capaz de promover a
diferenciagaio das MSCs em osteoblastos, em que o copolimero exerce trés fungoes:
atividade osteoindutiva, solubilizagao e estabilizagao da sinvastatina e suporte fisico para a
preparagao das formulagoes injetaveis. A forma hidroxi acida da sinvastatina € a responsavel
pela sua atividade osteogénica e surge a pH superior ou inferior a 5, pelo que a pH
fisiologico se encontra na forma pretendida para exercer o efeito terapéutico desejado.
Outro facto constatado foi que quanto maior for a concentragao de Tetronic T908, mais
lenta é a libertagao da sinvastatina sem que haja interferéncia desta no processo de

gelificagio, uma vez que interage com o copolimero em locais diferentes da a-CD.'* "

Tendo em conta varios parametros como a citocompatibilidade e a taxa de libertagao
de sinvastatina, sistemas constituidos por 5% de a-CD e 4-8% de Tetronic T908
demonstraram ser os mais promissores para as formulagoes injetaveis, no entanto a
concentragao de sinvastatina a utilizar ainda gera alguma controvérsia. Alguns estudos
indicam que |pM de sinvastatina garante uma melhor viabilidade celular, enquanto outros
sugerem que causa efeitos citotoxicos. Outra das grandes vantagens destas estruturas reside
no facto de suportarem a autoclavagem sem alteragao das suas propriedades, o que é um

aspeto importante no que toca a esterilidade dos injetaveis.'’
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Considerando todos estes fatores, os PPRX constituidos por a-CD-Tetronic T908-
sinvastatina representam uma forte aposta na diferenciagao osteoblastica devido a agao

sinérgica entre os componentes que constituem estes sistemas supramoleculares.'

6. CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Desde ha muitos anos que as CDs e os seus derivados sao usados como excipientes
em formulagoes farmacéuticas, principalmente com o objetivo de melhorar caracteristicas
indesejaveis de alguns farmacos e, consequentemente, torna-los mais biodisponiveis.
Contudo, € a sua aplicagdo em estruturas supramoleculares que recentemente comegou a
atrair mais atengao: os avangos feitos com base na sua propriedade de auto-agregagao
tornaram possivel a construgao de hidrogéis, nanoparticulas, micelas, vesiculas, nanogéis,
nanopoliplexos, entre outros, tirando partido da sua capacidade de formar Cl e das

interagdes hospedeiro-héspede."

As propriedades e funcionalidades das estruturas supramoleculares constituidas por
CDs e polimeros “inteligentes” (ou seja, que respondem a determinados estimulos,
alterando o seu estado em fungao da temperatura, pressao, pH, etc...) dependem do tipo de
polimero, do derivado de CD e dos substituintes funcionais selecionados para a sua
preparagao. A producao de hidrogéis supramoleculares utilizando copolimeros tribloco
anfifilicos biodegradaveis e CDs podera tornar-se uma excelente estratégia para a entrega de
farmacos minimamente invasiva bem como para o controlo da sua libertagao, devido as suas
propriedades tixotropicas e reversiveis e pelo facto de constituirem um veiculo

hidrossolivel com elevada viscosidade.

Apesar de todas as vantagens que oferecem, é necessaria uma continua investigacao
sobre a eficicia e seguranca da aplicagao destes sistemas em seres humanos. Pariametros
como a estabilidade das estruturas supramoleculares, a performance das mesmas
relativamente a entrega de farmacos, clearance, biocompatibilidade sistémica e toxicidade
tém que ser avaliados de forma aprofundada de modo a proceder-se a otimizagao destes
sistemas. Embora seja um conceito que ja ha alguns anos esta a ser desenvolvido, so

recentemente surgiram as primeiras aplicagoes praticas das estruturas supramoleculares.

Estudos indicam que os avangos mais relevantes serao obtidos nos proximos anos,

como resultado da concegao personalizada de novos polimeros, derivados de CDs e grupos
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funcionais, que permitem produzir estruturas menos toxicas, mais seguras e mais eficazes e
que permitem o seu emprego em terapéuticas individualizadas.’ Paralelamente, é
fundamental aferir quais as quantidades de CD e polimero necessarias para a formagao do
“hidrogel ideal”, qual a quantidade deste que deve ser injetada no doente, bem como quais
as cinéticas de libertagao de farmacos, condi¢oes de esterilidade e durante quanto tempo

estes devem/podem ser libertados.

A passagem para a realidade clinica e a transposi¢ao de escala para um nivel industrial,
atingindo elevada pureza e rendimento constituem um desafio a ser consumado. Porém,
muitas vezes a grande barreira para que isto acontega, centra-se nos elevados custos destes
novos sistemas de entrega de farmacos, que so se justificam se demonstrarem uma eficacia
muito superior aos tradicionais ja existentes, e ainda no facto de a lista de matérias

biocompativeis ser ainda muito limitada.

Apesar de tudo, o futuro destas novas estruturas supramoleculares na entrega de
farmacos e na terapia génica parece ser promissor. Para além disso, € ja bem visivel a sua
aplicagao em inumeras doengas, muitas delas cronicas, como é o caso da diabetes Mellitus,
doengas osteodegenerativas ou ainda em infegoes. Com o vasto campo de aplicagoes destes
sistemas e tratando-se de doengas em que é necessaria uma administracao continua de
farmacos, os hidrogéis oferecem uma alternativa vantajosa ao permitirem uma libertagao
controlada dos farmacos que veiculam. Assim sendo, o numero de tomas necessarias €
reduzido e, consequentemente, verifica-se um aumento da adesdo a terapéutica por parte

dos doentes.
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