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Resumo

As ciclodextrinas (CDs) poderao ser encaradas como valiosas ferramentas
multifuncionais que tém vindo a ser extensivamente usadas na industria farmacéutica. A sua
bioadaptabilidade e versatilidade conferem-lhes a capacidade de atenuar propriedades
indesejaveis dos farmacos mediante formagao de complexos de inclusao ou conjugagao.
Inicialmente consideradas como excipientes farmacéuticos, as CDs rapidamente
demonstraram elevado potencial para evoluir sendo utilizadas em areas de investigacao mais
promissoras onde urge a necessidade de técnicas inovadoras. Um exemplo concreto é a
terapia anticancerigena onde a investigagao e a inova¢ao sao dotadas de um papel crucial
para que se obtenha a maxima eficacia e o minimo de efeitos secundarios possiveis.

Atualmente, varias evidéncias demonstram que as CDs nao siao apenas excipientes,
tendo aplicagoes nas mais variadas areas, demonstrando vantagens na sua utilizagao. A sua
estrutura e propriedades muito particulares permitem-lhes ter aplicagdes Unicas que podem
vir a revolucionar diferentes e variadas terapéuticas. Existem varias evidéncias que
comprovam o uso das CDs na terapia anticancerigena, funcionando como profarmacos para
vectorizagao para um alvo terapéutico ou funcionando como promotores da estabilidade,
solubilidade e das caracteristicas fisico-quimicas dos farmacos.

Assim, o principal objetivo deste trabalho é realizar uma abordagem ao uso
promissor das CDs na terapia anticancerigena, esclarecendo se este assunto se trata de um
facto (realidade) ou de apenas um mito. Aqui, as CDs apresentam o papel principal pois a
intengao é verificar se elas préprias sao dotadas de atividade anticancerigena.

Inicialmente, sera feita uma contextualizagao dos aspetos principais relacionados com
as CDs, que se tornam importantes para introduzir varios conceitos relacionados com o
tema e compreender a sua estrutura e aplicagoes terapéuticas. Posteriormente serao
apresentadas algumas aplicagoes terapéuticas das mesmas, sendo alvo de destaque a
atividade anticancerigena, como referido anteriormente. Por fim, serio apresentadas as

perspetivas futuras da utilizagao das CDs e conclusoes do trabalho.

Palavras-chave: ciclodextrinas; aplicagoes terapéuticas; atividade anticancerigena.



Abstract

Cyclodextrins (CDs) can be considered a valuable and multifunctional tool, being
extensively used in the pharmaceutical industry. Their bio-adaptability and versatility are very
important parameters, since these characteristics have influence on its ability to mitigate the
undesirable properties of the drugs, through the formation of inclusion complexes or
conjugation. Initially, regarded as simple pharmaceuticals excipients, CDs fastly demonstrated
high potential to evolve, being used in the most promising areas of research, in which there
is an urgent need for new strategies.

A concrete example is cancer therapy, where research and innovation are
endowed with a crucial role in order to obtain maximum efficiency and minimum side
effects.

Currently, several evidences show that the CDs are not only excipients, but can
also be used for other applications in several areas, which demonstrate the advantages of
these compounds. Thus, the particular structure and properties of CDs allow a unique range
of applications that may well revolutionize different and several therapeutic strategies.

Regarding this, there are several studies demonstrating the use of CDs in cancer
therapy, in which these compounds act as prodrugs that vectorize drugs for a target site or
promote drug solubility and stability by inclusion complexes formation.

Thus, the aim of this work is to approach the promising use of CDs in cancer
therapy, clarifying whether this matter it is a fact (reality) or just a myth. Here, they have the
lead role since the intention of this work is to check if these molecules have anticancer
activity.

Firstly, it will be presented an introduction about the main aspects related to the
CDs once it is important taken into account various concepts, as well as, to understand the
structure and therapeutic applications of these molecules. Secondly, it will be presented
some therapeutic applications of cyclodextrins, highlighting the anticancer activity of CDs, as
it was said before. Finally, it will be presented the future prospects of CDs utilization and

conclusions.

Keywords: cyclodextrins, therapeutic applications, anticancer activity.
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Introducao

O amido ao ser hidrolisado origina, geralmente, a formagao de glucose, maltose e
dextrinas lineares e ramificadas. Contudo, existem alguns microorganismos que tém a
capacidade de produzir enzimas, tais como os ciclodextrina-glucosil-transferases (CGT-ases),
que catalisam a hidrolise de algumas ligagoes glicosidicas do amido, havendo a produgao de
dextrinas e, por fim a ciclizagao destes fragmentos, originado as ciclodextrinas (CDs)'.

As CDs sao oligossacaridos macrociclicos, solUuveis em agua, nao redutoras,
constituidas por unidades de D-glucopiranose ligadas entre si por ligacoes a-1,4, que
apresentam uma cavidade hidrofébica e uma superficie hidrofilica’. A cavidade hidrofébica é
uma caracteristica muito particular e importante, na medida em que permite a inclusao de
varios tipos de farmacos, resultando na formacio de complexos de inclusao nao
covalentemente ligados’.

Na industria farmacéutica, as CDs sao usadas principalmente como excipientes com
capacidade de melhorar as caracteristicas fisico-quimicas e farmacocinéticas dos farmacos'.
Atualmente, assiste-se a uma mudanga de paradigma na medida em que as CDs nao sao
apenas excipientes farmacéuticos, tendo-se revelado bastante eficazes e Uteis noutras areas
de aplicacio, como ¢ o caso da terapia anticancerigena. E possivel verificar que a formagio
de conjugados ou complexos se traduz numa vantagem dado que aumenta a eficacia do
tratamento, minimizando os efeitos secundarios. E certo que, por um lado, estas sio
importantes para que se obtenha bons resultados com outras técnicas, como por exemplo
na terapia fotodindmica*’, mas por outro lado, comeca a surgir o seu potencial de utilizagio
de forma isolada, confirmando o seu real valor®’.

A utilizacio de CDs como agentes anticancerigenos € a mais recente potencial
descoberta associada as suas aplicagoes. A terapia anticancerigena além de constituir uma
vasta area de investigagao cientifica apresenta algumas lacunas de eficacia para alguns tipos de
cancro. Torna-se, por isso, bastante pertinente avaliar a potencial atividade das CDs como
agentes anticancerigenos, de modo a que possam ser encaradas como uma solugao para
muitos doentes resistentes a terapias convencionais. Atualmente, sabe-se que as células
cancerigenas apresentam niveis de colesterol mais elevados comparativamente as células
saudaveis. O colesterol € um componente fundamental para o crescimento e proliferagao
das células tumorais, nas quais se encontra concentrado em microdominios de sinalizagao, as
jangadas lipidicas. Tendo por base este raciocinio pode-se assumir que agentes que

perturbem a homeostase e o metabolismo do colesterol nestas células podem levar a rutura

:



das jangadas lipidicas e a perda da integridade da membrana, fatores que vao induzir a
apoptose®.

Existem varias aplicagoes terapéuticas em que as CDs atuam como auxiliares.
Contudo, por vezes a conjugacao destas com outras substancias € importante para que se
verifique a atividade anticancerigena das CDs, como se exemplifica no estudo do folato
conjugado com a MBCD, que sera apresentado mais a frente neste trabalho.

Avancando neste sentido, o principal foco do presente trabalho é esclarecer se a

atividade anticancerigena das CDs é uma realidade ou um mito.




Parte | - Ciclodextrinas

Ao longo deste capitulo serao apresentadas as nogoes gerais associadas as CDs,
nomeadamente a sua origem e obtengao, as suas propriedades fisico-quimicas e os seus
derivados, com o objetivo de fazer uma contextualizagao do tema, para que sejam mais

facilmente percetiveis as aplicagoes terapéuticas das CDs.

.1 - Origem e Obtencao

Embora as CDs sejam reportadas por muitos cientistas como um novo grupo de
excipientes farmacéuticos, é de referir que a sua existéncia tem mais de 100 anos®. Assim
sendo, a descoberta quimica das CDs ocorreu por Villiers, que descreveu um oligossacarido
ciclico resultante da degradagao enzimatica do amido. Mais tarde, Schardinger isolou o bacilo
Bacillus macerans produtor de CDs pela agao do ciclodextrina-glicosil-transferase (CGT-ase)
’, originando o registo da primeira patente de CDs em 1953. Surgiu assim, uma nova era,
que teve inicio no passado século 19 com uns bonitos cristais observados por um cientista
francés, permanecendo até i atualidade as inovagdes e descobertas associadas as CDs'’. A

figura seguinte representa a obtengao das dextrinas ciclicas e aciclicas a partir do amido,

devido a acao do CGTase.

Enzima CGT-ase

Dextrinas ciclicas
e aciclicas

Figura | — Formacio das dextrinas a partir do amido, por agio do CGT-ase. Adaptado de *

As CDs sao um grupo estrutural de produtos naturais formadas durante a digestao
bacteriana do amido®, por acio do CGT-ase, sendo este o processo utilizado na producio
industrial das mesmas’. Existem inimeras bactérias produtoras de CGT-ase como o Bacillus
macerans (que produz essencialmente a-CD), Bacillus alcalofilico (que produz essencialmente
B-CD), entre outros, que convertem o amido em oligossacaridos ciclicos e aciclicos, devido

a hidrdlise das ligagoes glicosidicas. Dependendo do tipo de microrganismo que produz o




enzima e das condi¢des de reagio sio obtidas diferentes tipos de CDs’. O CGT-ase, o
ciclomaltodextrina glicosiltransferase e o ciclomaltodextrina gluconotransferase sao
membros da familia dos alfa-amilase glicosil transferases. Como outros membros desta
familia, o CGT-ase apresenta capacidade para catalisar reagoes de hidrélise, clivar ligagoes na
molécula de amido, resultando numa nova reacao de reducdo. Contudo, a ciclizagao ¢é a
reagao mais especifica do CGT-ase em que ha clivagem da ligagdo o-glicosidica do amido e
consequente formagao da ciclodextrina''.

Varios anos apos a sua descoberta, apenas uma pequena quantidade de CDs foi
produzida devido aos custos elevados, o que impediu a sua utilizagao frequente nas
formulagoes farmacéuticas. Os avancos biotecnolégicos dos ultimos 30 anos resultaram em
melhorias dramaticas na produgdo e na redugdo dos custos associados a este processo®. As
CDs tém despertado grande interesse na comunidade cientifica sendo descritas como
“moléculas interessantes que atraem a atengdo dos investigadores tanto no campo de pesquisa
como no campo das tecnologias aplicadas™.

As CDs sao estruturas oligossacarideas supramoleculares com uma cavidade
hidrofébica e uma superficie hidrofilica'®. Embora o exterior polar permita a solvatagio das
CDs em solugao aquosa, a sua cavidade central permite a encapsulagao de moléculas nao
polares ou metades moleculares, uma propriedade que tem vindo a ser explorada por varias
vertentes nomeadamente, pela vertente farmacéutica, quimica, alimentar e analitica'’. A
cavidade apresenta um caracter hidrofébico devido a presenca de dois anéis com grupos C-
H e pelo anel de atomos de oxigénio incluidos nas ligagoes glicosidicas. Assim, as CDs
apresentam um microambiente heterogéneo, uma vez que a sua superficie externa é hidrofila
e a sua cavidade interna é hidrofoba'. Esta estrutura confere as CDs propriedades Unicas,
fundamentais para as suas aplicagdes”. Na figura 2 encontram-se esquematizadas as

estruturas tronco-conicas das CDs naturais.

Figura 2 - Estrutura tronco-cénica da a-CD (A), B-CD (B) e -CD (C). Adaptado de '




As CDs naturais mais comuns sdo a a-CD (ciclamato-hexanose), a B-CD (ciclamato-
heptanose) e a 9-CD (ciclamato-octanose) que apresentam, respetivamente, 6, 7 e 8
unidades de glucopiranose", unidas por ligagdes a-1,4'. Nao existem CDs com menos de 6
unidades, provavelmente devido a razoes estéricas. Relativamente a conformagao em cadeira
da glucopiranose, estes produtos possuem uma forma tronco-cénica e nao de um cilindro
perfeito'.

As fungoes hidroxilo estao orientadas para o cone exterior, apresentando os grupos
hidroxilo primarios dos residuos de aglcar na extremidade mais estreita e os grupos
hidroxilo secundarios na extremidade mais ampla. A cavidade central esta alinhada com um
esqueleto de carbonos e oxigénios etéreos dos residuos de glucose, que origina um
ambiente hidrofobico.

De todas as CDs naturais, a B-CD é a que apresenta solubilidade mais reduzida que
se deve ao elevado numero de ligagoes de hidrogénio intramoleculares entre os grupos
hidroxilo secundérios existentes na ciclodextrina'.

A B-CD é a ciclodextrina natural mais utilizada pela induistria farmacéutica como
agente complexante niao s6 pelo tamanho da sua cavidade como também pela sua
disponibilidade e custo reduzido'. Na figura 3 estd representada a estrutura quimica e a

forma tronco-cénica da B-CD.
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Figura 3 - Estrutura quimica (a) e forma tronco-cénica da B-CD (b). Adaptado de ®

Como resultado da sua forma e estrutura molecular, as CDs exibem uma capacidade
Unica para encapsular moléculas hospedes na sua cavidade e funcionar como um

transportador molecular®,

1.2 — Propriedades Fisico-Quimicas
As CDs naturais, a e B, ao contririo do que se sucede com a 9-CD, nio sio
degradadas pelo amilase salivar humana, nem pelo amilase pancredtica. Contudo, tanto a a-

CD como a B-CD podem sofrer fermentagdo pela microflora intestinal. As CDs sio

-



moléculas grandes e hidrofilicas, apresentando um ndmero significativo de dadores e
aceitadores de oxigénio, pelo que nao podem ser absorvidas pelo trato gastrointestinal (Gl)

na sua forma intacta®. A tabela seguinte resume algumas propriedades das CDs.

Tabela | - Estrutura e algumas propriedades das CDs naturais. Adaptado de '

Massa
Molecular 972 1135 1297
(g/mol)

Diametro

da
47-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
cavidade

interna (A)

pKa (25°C) 12,333 12,202 12,081

A capacidade de formagao de complexos de inclusao esta relacionada com a grande e

variada utilizagio das CDs. O tipo de complexo mais comum é o que ocorre na

estequiometria de |:1, onde uma molécula de farmaco forma complexo com uma molécula




de ciclodextrina'é, devido a aceitacio na cavidade central das CDs de diversos farmacos ou
~ . n. 8 . . .

apenas da sua porgao lipofilica®. Na figura abaixo representada encontra-se esquematizada a

formacao de um complexo de inclusao farmaco-ciclodextrina assim como algumas vantagens

decorrentes da formacao do mesmo.

cD farmaco Complexo farmaco - CD 1:1

“MEstabilidade;  solubilidade;  seguranca;
dissolucao; biodisponibilidade

J Volatilidade e efeitos secundarios

Figura 4 — Formagio de um complexo de inclusio na estequiometria de |:I. Adaptado de *'

A cavidade das CDs tem afinidade preferencial para a forma neutra de um substrato,
apresentando a capacidade de complexar e solubilizar compostos apolares. A formagao de
complexos de inclusio esta dependente e limitada pela estrutura e propriedades fisico-
quimicas, quer dos fairmacos quer das CDs'. Por exemplo, um fator muito importante a ter
em conta é o tamanho da molécula que vai ser encapsulada, que tem que ser compativel
com o tamanho da cavidade da ciclodextrina”. Durante a formagdo do complexo de
inclusao, nao ha formagao nem quebra de ligagoes covalentes e as moléculas de farmaco no
complexo encontram-se num equilibrio dindmico rapido com as moléculas de farmaco livres
em solugio®. O facto de nio se formarem ligagdes covalentes permite que os complexos
sejam facilmente dissociaveis em condigdes fisioldgicas'. As moléculas de farmaco, uma vez
dentro da cavidade da ciclodextrina, sofrem ajustamentos conformacionais de forma a obter
o maximo partido das ligagoes nao covalentes que se formam, como € o caso das interagoes
de Van der Walls. A constante de estabilidade € uma propriedade fundamental que descreve a
forca de interagao entre o farmaco e a ciclodextrina. A eficiéncia de complexagao é outro
fator bastante relevante que deve ser tido em conta na escolha da formulagao mais
adequada. Por razoes variadas, deve ser usada a menor quantidade de CDs possivel e, para
isso, € importante ter em consideragao a eficiéncia de complexagao. Numa formulagao, ao
escolher qual a ciclodextrina mais adequada para aquele farmaco deve-se optar por aquela
que apresenta maior eficiéncia de complexagio'®.

A complexacao com CDs apresenta inUmeras vantagens, tais como o aumento da
estabilidade fisico-quimica, o aumento da solubilidade de farmacos problematicos, o aumento

da biodisponibilidade, protegio contra degradagio, entre outros'.
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Geralmente, quanto menor a solubilidade aquosa do farmaco, maior é o aumento
relativo da sua solubilidade alcangado com a complexagao com a respetiva ciclodextrina. As
CDs carregadas conseguem ser efetivos solubilizadores embora este efeito esteja
dependente da relativa proximidade da carga com a cavidade da ciclodextrina, uma vez que a
capacidade de complexagao aumenta assim que a carga se afasta da cavidade da
ciclodextrina'®. A tabela seguinte apresenta um resumo das observagdes gerais dos efeitos da
estrutura molecular e das propriedades fisico-quimicas na formagao de complexos

farmaco:ciclodextrina.

Tabela 2 - Influéncia de propriedades moleculares e fisico-quimicas na formagao de complexos. Adaptado de

13

Propriedade Consequéncia

Influencia a formagdo do complexo; A a-CD pode ser utilizada para moléculas
Tamanho da pequenas ou para cadeias laterais de moléculas grandes. A B-CD ¢ til para complexar
cavidade moléculas com grupos fenodis. A 9-CD ¢é util para acomodar moléculas grandes, como
os antibidticos macrolidos.

Substituicdo molar As CDs quimicamente modificadas com substituicoes molares inferiores sao

ou grau de frequentemente melhores agentes de complexacdo do que os derivados com
substituicao substituicoes molares superiores.
Solubilidade
. Quanto menor a solubilidade intrinseca do farmaco, maior é o aumento relativo da
intrinseca do » ~
solubilidade alcangado com a complexagao com CDs.
farmaco
Farmacos

hidrofilicos com Farmacos polares com solubilidade aquosa limitada geralmente apresentam baixas
baixa solubilidade capacidades de complexagao.

aquosa intrinseca

Emparelhamento O aumento da complexagio é observado quando o farmaco e a ciclodextrina tém

de ides cargas opostas.

Uma outra propriedade importante das CDs é a sua capacidade de auto-agregacao.
Em varios estudos utilizando solugoes aquosas de CDs, mesmo quando utilizados derivados
muito hidrossoluveis, verificou-se que o seu comportamento nao seguia equagoes tedricas,
apresentando alguns desvios a estas, devido a formagio de agregados'’. Estudos recentes
indicam que a presenga de agregados de CDs unidos por ligagdes de hidrogénio em meio
aquoso e a sua interagao com moléculas de d4gua sao as responsaveis por este
comportamento das CDs. Varios estudos demonstram que a agregagao do tipo micelar das

CDs dissolvidas e os seus complexos afetam a solubilizagao dos farmacos lipofilicos pelas



CDs em solugao aquosa e como estes agregados impedem a permeagao do farmaco através

das membranas semipermeaveis. A figura seguinte representa a formagao de agregados de

CDs em solugao aquosa.
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Figura 5 — Formagio de agregados de CDs. Adaptado de '

De seguida, sao apresentados os resultados que demonstram a existéncia de uma
relagio entre o tamanho dos agregados e a concentragao de CDs, sendo que a tendéncia

geral é que o tamanho dos agregados aumente com o aumento da concentragao das CDs.
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Figura 6 — Relacio entre o tamanho dos agregados de CDs e a sua concentragio. Adaptado de '

Neste sentido, torna-se importante referir que as CDs formam agregados em
solugao aquosa e voltam a desagregar, num equilibrio dinamico. Por sua vez cada molécula
de ciclodextrina tem o seu proprio comportamento dinamico devido a rotagao livre das
unidades de glicopiranose e da rotagao molecular global. A estabilizacao destes agregados é
controlada por interagoes especificas — forcas de Van der Walls — e nao especificas —
ligagdes de hidrogénio — que se encontram sempre em competicao'”.

A tabela seguinte apresenta uma relagiao entre as variaveis associadas a formacao e

estabilidade dos agregados de CDs e as propriedades associadas.




Tabela 3 - Formagio e Estabilidade dos agregados de CDs em solugio aquosa. Adaptado de '?

Variavel

Propriedades

CDs naturais

Formacio de CI

As CDs naturais autoagregam-se em solugoes aquosas puras de CDs. No entanto, a
agregacao é muito baixa, menos de 1% de CDs dissolvidas presentes na forma de
agregados.

Formagdo de complexos de inclusio (Cl) favorece a agregacio.

Diametro do Depende das propriedades do farmaco e da ciclodextrina e da concentragao do Cl,
agregado aumentando com o aumento da disponibilidade dos complexos.

Grau de Depende da disponibilidade do complexo fairmaco/ciclodextrina em solugao aquosa,
agregacao aumentando com o aumento da disponibilidade destes complexos.

Efeito de A adicio de solventes organicos conhecidos, conduz a uma diminui¢io da
solventes complexagao, reduzindo a agregagdo. O aquecimento destas solugdes também conduz
organicos a diminuicao da agregacao.

Equilibrio Em solugSes aquosas, os agregados dos complexos farmaco:ciclodextrina estdo em
dinamico equilibrio dinamico com os complexos desagregados.

Solubilidade Complexos de CDs naturais apresentam solubilidade limitada em &agua e tém

limitada tendéncia para precipitar em solugées aquosas na forma de agregados solidos.

1.3 = Derivados das Ciclodextrinas

As CDs naturais apresentam algumas limitagoes quer devido a sua baixa solubilidade
aquosa e em solventes organicos, quer a toxicidade que apresentam quando utilizadas em
preparagdes parenterais, devido ao risco de ocorrer a formagao de precipitados'’.

Com o objetivo de aumentar as propriedades fisico-quimicas e as capacidades de
complexagdo das CDs naturais tém sido desenvolvidos vérios derivados quimicos destas’. A
introdugao de grupos funcionais nos grupos hidroxilo que formam as ligagoes de hidrogénio
intramoleculares pode alterar a sua capacidade de complexagao assim como aumentar
consideravelmente a sua solubilidade’. As CDs sio modificadas nos grupos hidroxilo
primarios e/ou secundarios, onde ocorre a ligagio de diversos grupos funcionais'.

As CDs naturais apresentam 18 (a-CD), 21 (B-CD) ou 24 (0-CD) grupos hidroxilo
passiveis de sofrer derivatizagio®. A derivatizagdo quimica pode resultar na transformacio
das CDs cristalinas em estruturas amorfas de diferentes derivados isoméricos, como é o
caso da 2-hidroxipropil-B-ciclodextrina (2HPBCD), resultando num aumento da solubilidade
aquosa'”’. Por exemplo, a introdugdo de diferentes substituintes, mesmo com caracteristicas
hidrofobas, como os grupos metilo, num dos grupos hidroxilo que forma ligagdes de
hidrogénio intramoleculares, culmina num aumento significativo da solubilidade da B-CD'.
Devido a diversidade de derivados existentes e aos diferentes posicionamentos que os

substituintes podem apresentar, procedeu-se a classificacio dos derivados das CDs’, que sio

F



na maioria resultantes da B-CD natural”. E possivel identificar trés principais grupos de
derivados de CDs: derivados hidréfilos, derivados hidrofobos e derivados ionizaveis'.

Os derivados hidrofilos apresentam capacidade para modificar a taxa de libertagao de
farmacos pouco soluveis em 3agua, melhorando a sua absorgao através das membranas
biolégicas, resultando na formagio de sistemas de libertagao imediata de fairmacos’. Nestes
derivados, é possivel distinguir trés grupos principais. Os derivados metilados em que a
hidrossolubilidade é muito superior a da ciclodextrina natural mas que diminui com o
aumento da temperatura; estes derivados sao muito soluveis em solventes organicos, sao
menos higroscopicos e possuem menor tensao superficial; resultando da metilagao seletiva
de todos os hidroxilos C, secundarios e dos C, primarios, ao passo que os hidroxilos dos C,
permanecem inalterados”, o que se deve ao facto desta substituicio favorecer a cavidade
hidréfoba e nido provocar qualquer impedimento estereoquimico’. Os derivados
hidroxialquilados em que a sua formagao ocorre de forma nao seletiva por condensagao
com os agentes hidroxialquilantes em meio alcalino. Por fim, os derivados ramificados em
que os grupos hidroxilo primarios ou secundarios sao substituidos por mono e dissacarideos
através de ligagdes a-1,6, que apresentam elevada hidrossolubilidade™.

As CDs amorfas, como a HPBCD, sio utilizadas para inibir o polimorfismo e a taxa
de cristalizagcao de farmacos pouco hidrossollveis durante o seu armazenamento, mantendo
as suas caracteristicas de dissolucio e biodisponibilidade oral’.

Os derivados hidrofobos, como as CDs etiladas e aciladas, apresentam a capacidade
de controlar a taxa e o perfil de libertacio de farmacos hidrossoliveis’, atuando nas
formulagdes farmacéuticas como transportadores de libertagio prolongada de farmacos®.

Por outro lado, as CDs ionizaveis podem funcionar como promotores de absor¢ao
através de membranas bioldgicas, na medida em que tém a capacidade de modificar o perfil
de libertagao de um farmaco e de se ligarem a superficie das membranas celulares. Este
grupo apresenta uma hidrossolubilidade e capacidade de complexagio dependentes do pH",
comportamento que se deve a ionizagio dos grupos substituintes® sendo bastante requeridas
para formulagoes de libertagao retardada com o objetivo de promover a libertagao do

farmaco ao nivel do intestino’.
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Parte Il - Algumas aplicacoes terapéuticas das ciclodextrinas
De seguida, serao apresentadas algumas aplicagoes terapéuticas das CDs. Como esta
€ uma area muito abrangente, apenas serao apresentadas aplicagoes na area do cancro, de

modo a ir ao encontro do tema do presente trabalho.

2.1 — Nanotransportadores de agentes antitumorais contendo ciclodextrinas

Os avangos na quimioterapia e na terapia génica do cancro muito se devem ao
progresso na nanotecnologia e biologia molecular. O desenvolvimento de novos sistemas de
entrega e de novos esquemas de administragao proporciona tratamentos mais efetivos e
com menos efeitos secundarios. As nanoparticulas com um tamanho 100-10000 vezes mais
pequeno do que o tamanho de uma célula permitem uma interagdo Unica com as
biomoléculas, apresentando a capacidade de superar os mecanismos de resisténcia e assim
aumentar a seletividade dos farmacos, diminuindo a toxicidade nos tecidos normais,
constituindo uma das principais vantagens da nanotecnologia a entrega vetorizada e seletiva
para o alvo terapéutico'®.

A anormal estrutura vascular desempenha um papel importante para o efeito de
permeabilidade e retencao (EPR) no tumor que consiste no mecanismo pelo qual um
farmaco/profarmaco constituido por moléculas de elevado peso molecular nao direcionadas,
€ acumulado nos tecidos onde a permeabilidade vascular esta aumentada, como se verifica
em locais inflamados e em tecidos cancerigenos'®.

Os nanotransportadores baseados em CDs sao preparados utilizando uma
combinacao de duas abordagens num unico sistema: a nanotecnologia e as CDs. Assim é
importante referir dois aspetos: o farmaco anticancerigeno é complexado com uma
ciclodextrina adequada havendo formagao de um complexo de inclusio. Este é
posteriormente encapsulado no nanotransportador. Assim sendo, na vectorizagao de
farmacos a encapsulagio do complexo farmaco:ciclodextrina num nanotransportador
potencia as vantagens de ambos, nomeadamente aumenta a capacidade de carga, reduz a
toxicidade, permite uma libertagio sustentada, controlada e direcionada do farmaco.
Resumindo, o complexo farmaco-ciclodextrina otimizado inclui menor agregacao, melhor
Absorcao, Distribuicao, Metabolizagao e Eliminacao (ADME), menor toxicidade e maior
aceitagao pelo doente.

Por outro lado, a administracao oral de agentes antitumorais diminui a necessidade
de hospitalizagao, assisténcia médica e de equipamentos de infusao. As CDs sao usadas para

encapsulacao de farmacos lipofilicos e, demonstraram também a capacidade para inibir a
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glicoproteina-P (bomba de efluxo) e o citocromo P450, localizados na superficie dos
enterdcitos'®.

Com o objetivo de estudar e explorar estas propriedades, o paclitaxel foi
complexado com CDs tendo sido depois encapsulado em nanoparticulas. O paclitaxel € um
farmaco usado no tratamento do cancro do pescogo, pulmao e ovario avangado. Contudo,
este farmaco apresenta uma grande desvantagem que € a sua hidrofobicidade que resulta em
baixa biodisponibilidade. Foi desenvolvido um sistema transportador nanoparticulado com o
objetivo de vetorizar o paclitaxel contra as células alvo, combinando o nanotransportador, a
ciclodextrina e o paclitaxel. Curiosamente, a biodisponibilidade do complexo foi de 80%,
sendo bastante notavel para formulagoes orais. Este exemplo permite demonstrar o uso

promissor das CDs em formulagdes orais para vectorizagio de agentes antitumorais'’.

2.2 - Conjugado 5-fluoruracilo acido acético:[3-ciclodextrina (5-FUAC/BCD) para
vectorizacdao no célon

A B-CD é dificilmente hidrolisada, ligeiramente absorvida no estomago e no intestino
delgado e é degradada em pequenos sacarideos pela microflora do célon, sendo que estas
propriedades biodegradativas a tornam um bom transportador para entrega vetorizada de
farmacos no coélon. Assim sendo, os conjugados contendo B-CD, nos quais o farmaco se
encontra covalentemente ligado a ciclodextrina, podem funcionar como uma fonte de
entrega vetorizada no colon. Recentemente, Uekama et al, sintetizaram o conjugado
S5FUAC/BCD visando expandir a aplicagdo deste farmaco anticancerigeno, constatando-se
que o 5-FUAC foi quase completamente libertado do conjugado ao fim de 9 horas".

A figura 6 representa a taxa de hidrolise em fungao do pH, em solugdes aquosas.
Estes resultados demonstraram que o conjugado nao ¢ significativamente sensivel a hidrolise
quimica até atingir o colon, na medida em que apos a administragao oral em humanos
demora cerca de |-5 horas para que o farmaco passe o estomago e 4-5 horas para que passe

o intestino delgado.

Figura 7 — Constantes de velocidade de hidrolise para diferentes

pHs do 5-FUAC/BCD, a 37°C. Adaptado de "’
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Este estudo permitiu demonstrar que é possivel uma entrega vetorizada para o célon
através da obtengao de um conjugado que consiga passar pelo estomago e intestino delgado
sem haver degradagao, sendo que a maior parte do fairmaco é libertada no célon devido a

acao de enzimas e bactérias ai existentes.

2.3 - O complexo Abendazol:2HP3CD - aumento da citotoxicidade nas células
cancerigenas do ovario

O abendazol é um derivado do benzimidazol com largo espectro contra helmintas
humanos e animais. No entanto, também sao conhecidas propriedades antitumorais que
foram observadas tanto em estudos em animais como em ensaios clinicos piloto. O
abendazol é um inibidor do fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e da
angiogénese e também um potente indutor da apoptose em células resistentes ao paclitaxel-
epotilona®. Contudo, apresenta uma solubilidade extremamente baixa e, quando
administrado oralmente apresenta uma absorgao variavel e limitada, devido ao efeito de |*
passagem. Com o objetivo de ultrapassar estas limitacoes foi promovida a complexagao do
farmaco com a 2HPBCD, constituindo uma estratégia biocompativel que permite aumentar a
solubilidade do farmaco e apresenta baixa toxicidade em humanos, elevada solubilidade e
elevada capacidade para formar complexos®.

O estudo foi realizado recorrendo a uma solugao saturada de abendazol,
observando-se um aumento linear da solubilidade do fairmaco em funcao do aumento da
concentragao da ciclodextrina. Com a adigao de acido citrico (50 mM), esta solubilidade foi
ainda superior resultando num complexo de inclusao multicomponente altamente soluvel.

Analisando os resultados, os autores verificaram que o complexo conduziu a um
maior grau de inibicao celular, quando comparado com a preparagao etanodlica. A diferenga
na resposta celular a varias formulagoes foi mais evidente nas células SKOV-3, observando-
se um profundo grau de inibicdo na presenca de HPBCD + 4cido citrico, quando comparado
com a HPBCD isolada ou etanol. Nos estudos de formagio de coldnias, a exposi¢io das
células a HPBCD + &cido citrico levou a uma redugio significativa do nimero de coldnias
formadas, indicando que a exposicao das células aos complexos de inclusaio com CDs

resultou num efeito inibitério mais prolongado®.
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2.4 - Sistema de entrega de farmacos baseados em nanotecnologia utilizados na
terapia fotodinamica

A terapia fotodinamica (TFD) é uma alternativa bastante promissora para o
tratamento de varios tipos de cancro. O seu mecanismo consiste no facto de um agente
fotossensibilizador (FS) ter capacidade para transferir energia da luz para outras moléculas
sendo administrado em doentes® e depois ativado pela luz com um comprimento de onda
especifico, resultando numa sequéncia de processos fotoquimicos que gera, por fim, espécies
citotoxicas. No meio delas, singletos de oxigénio levam a uma destruicao marcavel das
estruturas celulares e um irreversivel dano causado pela luz nos tecidos tumorais através de
diferentes mecanismos moleculares*. Na TFD atuam trés componentes essenciais: um agente
FS, a luz e o oxigénio, sendo que os dois primeiros devem ser inofensivos para a célula
alvo?'.

Os tipos de cancro tratados com a TFD incluem cancros do trato digestivo e
esofago, lesoes da cabeca e do pescogo, pulmoes, mesotelioma pleural maligno, bexiga,
cancro de pele, entre outros. Contudo, os resultados clinicos apresentam muitas variagoes
que podem estar relacionadas com a fraca entrega pela luz ao tecido alvo, resisténcias aos
farmacos ou diferente metabolismo do FS em diferentes doentes® e, para além disso,
apresentam um perfil fisico-quimico desvantajoso uma vez que a sua elevada lipofilia e
propensao para rapida agregacdo em meios aquosos fortemente diminui a sua atividade
fotobioldgica®. O sucesso da TFD ¢ limitado devido a dificuldade em administrar o FS com
baixa solubilidade aquosa, comprometendo o uso clinico de varias moléculas. A
incorporagao do FS em sistemas de vectorizagao nanoestruturados, como as CDs, é uma
potencial estratégia que apresenta vantagens para O processo tais como a vectorizagao
apenas para os tecidos tumorais, aumento da permeabilidade e tempo de retengao nos
tecidos malignos, o que aumenta o intervalo entre farmaco-luz. Para além disso, também ¢é
importante referir que estes sistemas vetorizados para o tumor diminuem a acumulagao do
FS nos tecidos saudaveis diminuindo assim os efeitos adversos da fotossensibilidade®'.

Também é de salientar que a conjugagao do FS com estas moléculas nao tdxicas pode
aumentar a sua anfifilicidade, biocompatibilidade e disponibilidade na superficie das
membranas das células cancerigenas®. A figura seguinte esquematiza sumariamente os pontos

principais associados a TFD.
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Figura 8 — Mecanismo do FS conjugado com CDs no tratamento do cancro. Adaptado de *

As ftalocianinas tém vindo a ser estudadas devido ao seu potencial como FS na TFD,
contudo o seu uso na clinica tem sido limitado devido a sua fraca solubilidade aquosa e
tendéncia para formar agregados. O uso de CDs neste campo tem interesse crescente
devido a sua capacidade de atuar como molécula hospedeira para varias moléculas
hidrofobicas, estabelecendo ligagcoes hidrofébicas, forgas de Van der Walls, ligagoes de
hidrogénio, levando a formagao de complexos nao covalentes, com propriedades biologicas
distintas. No geral, as CDs anfifilicas apresentam elevada flexibilidade para a complexacao
com o FS e elevado potencial para vectorizagio para os locais-alvo*.

Num estudo realizado, foi proposta a formagao de nanoparticulas contendo CDs
incorporando o FS altamente hidrofobico, Zn-ftalocianina, através do método de evaporagao
do solvente-emulsao e tendo sido caracterizadas em termos de tamanho, carga de superficie,
morfologia e propriedades de libertacago. Demonstrou-se que a nanomontagem
fotossensibilizante contendo B-CD e Zn-ftalocianina permitiu a entrega do FS altamente
lipofilico as células cancerigenas. Devido as suas caracteristicas anfifilicas, a B-CD evidencia
capacidade para reunir vesiculas biodegradaveis, permitindo uma forte interagao com a Zn-
ftalocianina que é incorporada na B-CD. Quando submetida a radiagdo, a nanomontagem
demonstrou um efeito fotodindmico nas células cancerigenas Hela, comparativamente ao
uso do farmaco livre em dimetilsulfoxido (DMSO) apontando assim para o seu potencial uso

in vivo*.




Parte Ill — A atividade anticancerigena das ciclodextrinas
Anteriormente foram referidos exemplos de aplicagoes terapéuticas das CDs como

transportadores que auxiliam a acao de outros firmacos através de complexagao,
conjugagao e na TFD, melhorando a sua solubilidade, estabilidade, biodisponibilidade e as
suas caracteristicas farmacocinéticas. De seguida, sera feita referéncia a atividade
anticancerigena das CDs na sua forma isolada, com o objetivo de esclarecer se esta atividade

€ um mito ou uma realidade.

A quimioterapia é utilizada no tratamento do cancro sendo expectavel que destrua as
células tumorais ao mesmo tempo que os efeitos noutros o6rgiaos sejam minimizados.
Contudo, os agentes anticancerigenos convencionais, frequentemente, apresentam algumas
limitagdes inesperadas, tais como a fraca distribuicao, danos tecidulares e/ou falta de
especificidade para o alvo terapéutico”. Com o objetivo de ultrapassar estas limitagdes, os
avangos nas tecnologias moleculares de vectorizagao tém revolucionado a terapia do cancro,
uma vez que os farmacos vetorizados para um alvo molecular apresentam efeitos
anticancerigenos superiores aos agentes anticancerigenos convencionais e por isso também
apresentam menos efeitos secundarios. Contudo, a resisténcia a quimioterapia continua,
ainda, a ameagar e a comprometer o tratamento de doentes oncoldgicos. Desta forma, é
urgente a existéncia de alternativas terapéuticas que aumentem a morte de células
cancerigenas, sem causar dano nas células saudaveis, de modo a alcangar um maior sucesso

na terapéutica®.

3.1 — A importancia do colesterol e das jangadas lipidicas

Na atualidade sabe-se que as membranas lipidicas estao muitas vezes associadas a
morte celular. O colesterol € um componente abundante nas membranas plasmaticas das
células cancerigenas, apresentando um papel essencial na regulacio da fluidez, da
permeabilidade, funcao de recetor e de canal i6nico da membrana. A distribuicao lateral do
colesterol na membrana nio é uniforme, estando concentrado nas jangadas lipidicas®, que
fornecem plataformas de sinalizagio capazes de ativar varias vias de sinalizagdo celular®, de
uma forma mais rapida do que se estivessem dispersas na membrana®. Reporta-se que estes
microdominios atuam como plataformas moleculares que espacialmente organizam as
moléculas recetoras da membrana, como por exemplo o recetor do fator de crescimento
epidermal (EGF). Esta reorganizagao tem uma importancia crucial no inicio e na regulagao

dos processos inflamatérios e da apoptose®.
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Um outro papel importante das jangadas lipidicas estd relacionado com o
desenvolvimento, turnover e capacidade para formar metdstases das células cancerigenas.
Como mediadores, ou inibidores, da sinalizacao entre células e a matriz extracelular, as
jangadas lipidicas facilitam a homeostase da célula. Para além disso, varios estudos
demonstraram que a sinalizagao apoptotica das células tumorais, induzida por farmacos ou
por stress, € largamente mediada por estas. O comprometimento da integridade da
membrana celular, através da rutura das jangadas lipidicas, pode quebrar a ativacao destes
sinais de pré-sobrevivéncia®.

O metabolismo do colesterol é estritamente regulado de modo a manter o contetido
apropriado de colesterol nas células saudaveis. Evidéncias clinicas e experimentais sugerem
que perturbagdes no metabolismo do colesterol podem ter um papel importante na
carcinogénese e desenvolvimento de tumores”. Por exemplo, as linhas celulares
cancerigenas da mama e da prostata contém elevados niveis de colesterol e sio mais
sensiveis 2 morte por deplecio do colesterol do que as células normais da mama e da
prostata. Quando células cancerigenas da mama sao tratadas com mevalonato, um precursor
do colesterol, verifica-se um aumento do crescimento das células tumorais in vivo e um
aumento da proliferagao devido a aceleracao da progressao do ciclo celular. Por outro lado,
linhas celulares resistentes de leucemia mieloide exibem elevados niveis de hidroxi-metil-
glutaril coenzima A redutase (HMG CoA), sugerindo que elevados niveis de colesterol
celular também podem aumentar a sobrevivéncia das células leucémicas e proporcionar
relativa resisténcia a quimioterapia®. Assim, o conteldo de colesterol esti geralmente
aumentado devido a sobre-regulagao da HMG CoA, o que leva a coalescéncia das jangadas
lipidicas, causando a estimulagio das vias cancerigenas”. Com base neste raciocinio e,
sabendo que o colesterol desempenha um papel importante na proliferagao celular de varias
células cancerigenas, pode-se assumir que agentes que modulam a homeostase do colesterol

podem ter um efeito anticancerigeno.

3.2 - Hidroxipropil-Beta-ciclodextrina (HP3CD)
Um novo campo de aplicagao das CDs foi descoberto pelo grupo do Prof. Arima e

Prof. Motoyama, uma vez que a HPBCD demonstrou ser efetiva na inibi¢io da proliferagio
de células leucémicas em varias linhas celulares deste tipo. A HPBCD ¢é usada clinicamente
como excipiente farmacéutico para farmacos com fraca solubilidade aquosa. Esta encontra-se
registada em produtos orais, bucais, retais, intravenosos e oftalmicos®. Para além disso, é um
farmaco orfao aprovado tanto pela Food and Drug Administration (FDA) como pela Agéncia

Europeia de Medicamentos (EMA) para o tratamento da doenga de Niemann Pick tipo C, que

.



esta relacionada com um disturbio fatal do metabolismo do colesterol. Embora o mecanismo
ainda nao seja bem conhecido, o reduzido nivel de colesterol no cérebro de criangas
portadoras desta doenga rara demonstra que a HPBCD tem influéncia na acumulagio e no
metabolismo do colesterol. Neste sentido, estudar este efeito da HPBCD parece ser
bastante importante’.

As CDs interagem com componentes da membrana celular, como o colesterol e os
fosfolipidos, resultando na indugio da hemolise em concentragdes mais elevadas®. A HPBCD
pode ter um efeito anticancerigeno dado que é bem conhecida a sua capacidade de ligacao
ao colesterol. Foi este argumento que levou ao desenvolvimento da hipotese de trabalho de
grupos japoneses que iniciaram o estudo com a leucemia’ e que serio apresentados de
seguida.

Inicialmente foi avaliado o efeito da HPBCD na viabilidade das células leucémicas
tendo sido utilizadas 14 linhas celulares nas experiéncias in vitro. A viabilidade destas linhas
celulares foi inibida de uma forma tempo e concentragio dependentes pela HPBCD. Os
valores de IC;, desta ciclodextrina para estas linhas celulares variaram entre 3.9 e 10.] mM,
ao passo que, em hepatocitos normais este valor foi de 18.7 mM, o que indica uma maior
suscetibilidade destas células cancerigenas para a HPBCD comparativamente com células
normais’, levando-nos a concluir que esta ciclodextrina pode inibir o crescimento de vérias
linhas celulares leucémicas.

Varios mecanismos que comprovam a inibigado do crescimento celular através da
inducdo da apoptose e do bloqueio do ciclo celular G2/M pela HPBCD tém sido postulados
e evidenciados experimentalmente. A coloragao com Anexina V foi utilizada para determinar
a apoptose celular, demonstrando que a HPBCD induz a apoptose nas células de uma forma
dependente do tempo e da dose’. A aceleragio dos processos e sinais apoptdticos nas
células cancerigenas é uma das estratégias da terapia anticancerigena’. Foi também
observado que a HPBCD impede o crescimento celular através da inibicio do
desenvolvimento celular normal, o que foi comprovado pela sub-expressio de alguns
reguladores do ciclo celular G2/M nas células tratadas com HPBCD’.

Por outro lado, é conhecida a existéncia de doentes que s3o resistentes ao
tratamento com os convencionais inibidores do tirosina cinase, como o imatinib, nilotinib e
dasatinib, devido a presenga da mutagao T315]. No entanto, as leucémicas Ba/F3 que
expressam esta mutagdo foram tratadas com sucesso com HPBCD com um IC;, similar ao
inibidor do tirosina cinase de terceira geragao, o ponatinib, o Unico inibidor do tirosina

cinase eficaz nas células portadoras desta mutagao®’.
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De forma a estudar o efeito em células leucémicas nao diferenciadas, as células K562
e KCL22/HA foram tratadas com HPBCD. Foram obtidos valores de IC,, semelhantes aos
obtidos com as células parenterais, o que demonstra que a HPBCD ¢ efetiva nio s na
proliferagio de células leucémicas mas também de células leucémicas indiferenciadas
inativas®.

Outro estudo realizado permitiu demonstrar que a formagao de coldnias de células
mononucleares em doentes com leucemia mieloide crénica (LMC) foi inibida de uma forma
concentragio dependente na presenga de HPBCD. Concluindo-se que esta ciclodextrina
inibe a proliferacao de células leucémicas adaptadas a hipoxia, bem como a formagao de
colénias de células humanas leucémicas primarias®.

Recentemente foi demonstrado que a metil-B-ciclodextrina (MBCD) induz a apoptose
em algumas linhas celulares de cancros solidos, possivelmente devido a deplegio do
colesterol a partir das membranas lipidicas. Com o objetivo de esclarecer se a apoptose
induzida pela HPBCD esta também associada a deplegio do colesterol, avaliou-se o efeito
das CDs no efluxo do colesterol em células leucémicas. O tratamento com MBCD ou com
HPBCD resultou num aumento da libertagio do colesterol de uma forma dependente do
tempo e da dose. Concentragoes mais elevadas de colesterol foram libertadas a partir das
células tratadas com MBCD relativamente as células tratadas com HPBCD. Assim, a
concentragio intracelular de colesterol nas células incubadas com MBCD foi menor do que
nas células tratadas com HPBCD. Curiosamente, o conteldo de colesterol nos hepatdcitos
nao foi afetado com o tratamento com a mesma concentracio de HPBCD, ao contrario do
que se passou com o tratamento com MBCD, que também diminuiu o conteudo de
colesterol nestas células®.

Assim sendo, o mecanismo de afinidade para o colesterol, necessario para a
proliferagao de células leucémicas, parece ser o fator mais importante, assumindo-se que o
efeito seletivo da HPBCD podera ter um papel importante na terapéutica’.

A expressao e o estado de fosforilagao das proteinas de sinalizagao Akt, Erk, Stat5 e
Lyn foram estudados com o objetivo de verificar se as vias de transdugao do sinal estavam
envolvidas no mecanismo. Nas linhas celulares leucémicas BV 173, a fosforilagao da Akt, Stath
e Lyn foi inibida ao passo que nas linhas celulares ERK1/2 esta foi aumentada. Na linha
celular leucémica K562, o nivel de p-Lyn foi reduzido, em primeiro lugar devido ao
tratamento com HPBCD e, mais tarde, devido a recuperagio. Os niveis de ERKI/2
aumentaram. Com estes resultados, pode-se concluir que dependendo do tipo de célula,

diferentes vias de transdugio sio alteradas pela HPBCD.




Todos estes resultados sugerem que a HPBCD ¢é um potencial agente
anticancerigeno, induzindo o efluxo do colesterol seletivamente nas linhas celulares
leucémicas, a apoptose celular, a repressao do ciclo celular e afetando algumas proteinas de
sinalizagdo. Por outro lado, a HPBCD nio apresentou toxicidade associada quando foi
administrada em ratos nas concentragcoes mais elevadas.

O aumento da sintese endogena do colesterol parece ser uma propriedade comum
do cancro uma vez que para as células proliferarem rapidamente necessitam de mais
colesterol para a sintese de novas membranas®, e por isso, a HPBCD pode ser efetiva nao
apenas na leucemia mas também noutros tipos de cancro’.

Resumindo, este estudo evidenciou que o efluxo do colesterol mediado pela HPBCD
inibe a proliferagdo das células leucémicas. Demonstrou-se que tanto a MBCD como a
HPBCD sio usadas como agentes depletores do colesterol. Também foi evidenciado que a
MBCD tem uma maior capacidade de extragdo do colesterol do que a HPBCD,
provavelmente devido ao aumento do espago da cavidade hidrofobica da ciclodextrina e,
também por este motivo, a MBCD apresenta maior toxicidade. Os resultados deste estudo
indicam que a administragio de HPBCD inibe efetivamente nio apenas o crescimento de
varias células cancerigenas leucémicas mas também inibe o crescimento de células
cancerigenas de LMC resistentes ao imatinib incluindo as que possuem a mutagao T315] e
as células LMC nio diferenciadas, indicando que a HPBCD apresenta um potencial anti
leucémico independente do tipo de leucemia e de diferentes caracteristicas®.

In vivo, verificou-se que a administragao sistémica de HPBCD em modelos de murino
com leucemia demonstrou que esta ciclodextrina inibe a progressao da doenca, resultando
num aumento da sobrevivéncia®.

Por outro lado, a HPBCD induz a apoptose e o bloqueio do ciclo celular G2/M in
vitro, prolongando a sobrevivéncia em modelos de murino com leucemia.

A toxicidade desta ciclodextrina foi também alvo de estudo concluindo-se que esta é
bem tolerada em muitas espécies, demonstrando toxicidade limitada dependendo da dose e

da via de administracao®.

3.3 — Metil-Beta-ciclodextrina (MBCD)

A MBCD ¢ utilizada como agente disruptivo das jangadas lipidicas, devido a sua
capacidade de extragio do colesterol e dos esfingolipidos destes microdominios®, causando a
deplecio das suas reservas na membrana celular'?. Um elevado niimero de estudos também

demonstrou que a rutura das jangadas lipidicas pode provocar dano nas células cancerigenas
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e causar a morte celular. Embora o mecanismo fundamental para a indugao da apoptose pela
MBCD ainda nio seja bem conhecido, acredita-se que tanto a concentragio intracelular de
calcio como as vias de sinalizagio da mitocondria desempenham um papel importante®.

O recetor do folato é uma proteina de ligacdo de alta afinidade que se encontra
ligada 2 membrana plasmatica. Este recetor encontra-se sobreexpresso em muitas células
tumorais apresentando uma baixa expressao em células normais. Recentemente numa
tentativa de conferir atividade citotoxica seletiva para as células tumorais a MBCD,
sintetizou-se o conjugado MBCD:folato”. Quando comparado com anticorpos ligados a
farmacos, o folato conjugado com esta ciclodextrina apresenta numerosas vantagens, tais
como: elevada estabilidade fisico-quimica; a farmacocinética depois de administragao
intravenosa € raramente afetada pelas proteinas do soro devido ao seu baixo peso
molecular; nao ocorre diferengas na bioatividade de lotes uma vez que o produto é
quimicamente sintetizado'®. De modo a esclarecer a atividade anticancerigena do conjugado,
avaliou-se o seu efeito nas células KB (com recetor do folato positivo) e nas células A549
(com recetor do folato negativo). Analisando os resultados do estudo verificou-se que o
conjugado exibiu atividade anticancerigena potente, comparando com a MBCD, nas células
KB mas nao nas células A549. Adicionalmente, nas células do colon 26 (com recetor de
folato positivo), o conjugado demonstrou ter atividade anticancerigena potente,
comparativamente a MBCD. Assim, estes resultados permitiram sugerir que o conjugado
tem atividade anticancerigena seletiva para as células que expressam o recetor do folato®.

Num outro estudo, investigou-se se o conjugado folato:MBCD apresentava um efeito
anticancerigeno seletivo para as células do melanoma que expressam o recetor do folato
alfa®®. Através dos resultados obtidos constatou-se que o conjugado induzia efeitos
citotoxicos nas células lhara, linha celular de melanoma humano, expressando o recetor do
folato, e promoveu a formagao do autofagossoma in vitro, indicando o envolvimento da
autofagia no efeito citotoxico. Além disso, o conjugado suprimiu o crescimento do tumor
em ratos inoculados com células lhara. Estes resultados permitiram concluir que o FAMBCD
pode ser utilizado como agente anticancerigeno, através da regulagio da autofagia, na
quimioterapia do melanoma®.

Num estudo utilizando a videomicroscopia numa linhagem tumoral de mama
verificou-se que as células cujas jangadas lipidicas foram desorganizadas pela MBCD migraram
80% menos do que as células controlo. Utilizando a mesma técnica numa linhagem tumoral
do pulmio observou-se uma diferenca de 40% entra as células tratadas com MBCD e as

células do grupo controlo®.
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Estudos realizados permitiram observar que a ativagao induzida pelas citocinas do
sinal extracelular que regula a sinalizagao do cinase/esfingosina cinase | (ERK/SPKI) ¢
bloqueada na presen¢a de um pré-tratamento com MBCD. Estes resultados indicam que a
via de sinalizagio ERK/SPKI| tem um papel importante na mediagdo dos efeitos da MBCD.
Os niveis de ERK e SPKI| foram monitorizados para elucidar os mecanismos que estao
subjacentes aos efeitos que ocorrem quando células com LMC sio tratadas com MBCD.
Verificou-se que a expressao destas duas moléculas, assim como a atividade da SPK1, estava
sub-regulada depois do tratamento com MBCD, indicando que a sinalizagio do ERK/SPKI
esta envolvida na morte celular induzida por esta ciclodextrina®.

Na LMC, o tirosina cinase Bcr-Abl esta constitutivamente ativada. O imatinib ocupa o
sitio de ligagdo de ATP no Bcr-Abl mantendo-o na conformagao inativa e, por isso, é
largamente utilizado no tratamento desta doenga. Contudo, a resisténcia ao imatinib pode
ocorrer, particularmente durante a fase de crise blastica, representando um obstaculo no
tratamento de alguns doentes. Para ultrapassar esta resisténcia varias abordagens tém sido
estudadas incluindo a conjugagao do imatinib com um inibidor das jangadas lipidicas, a
MBCD, cujo resultado se traduziu num efeito marcante e sinergistico nas células humanas de
LMC, quando comparado com a administragio do agente isolado®. Assim, o tratamento com
imatinib em combinagdo com a MBCD culminou numa maior sensibilidade das células ao
imatinib e aumento da morte celular das células com LMC, comparativamente ao tratamento
individual.

Estudos recentes indicam que a aquisicdo de resisténcias ao imatinib se deve a
mutagées no dominio do cinase Bcr-Abl. Neste estudo, a MBCD reduziu a expressio do
Bcr-Abl, em doses elevadas. A combinacdo destes dois inibidores causou uma maior
deplecao dos niveis de Bcr-Abl e dos niveis de Bcr-Abl T3151, mais do que um agente
isolado. Assim, com base nestes resultados pode-se concluir que a resisténcia ao imatinib
pode ser ultrapassada pela atividade sinergistica de farmacos combinados®.

Assim sendo, a MBCD apresenta capacidade para inibir a proliferacio e a
sobrevivéncia celular aumentando a apoptose das células cancerigenas por causar a deplecao
das suas reservas de colesterol e pelo bloqueio de vias de sinalizacao.

Num outro estudo realizado, verificou-se que a MBCD potencialmente provoca a
apoptose nas células M213 (linha celular do colangiocarcinoma), células KB (linha celular do
cancro oral escamoso), células lhara (linha celular de melanoma humano muito pigmentado),
devido a deplegao do colesterol nas jangadas lipidicas. Para além disso, € muito provavel que

os efeitos solubilizadores da MBCD resultem na indugdo da apoptose porque esta apresenta




uma elevada atividade hemolitica através do efeito solubilizador do colesterol. Além disso, a
atividade citotéxica da MBCD ¢é potencialmente inibida quando ha adigdo de colesterol ao
meio de cultura e, neste sentido, os resultados sugerem que a deplegao de colesterol nas
jangadas lipidicas tem um papel crucial na indugio da apoptose pela MBCD*.

Por fim, foi demonstrado que a MBCD apresenta atividade anti tumoral in vivo depois
de uma injegao intratumoral nas células 26 do célon de rato. No mesmo estudo, constatou-
se também que a atividade anti proliferativa da MBCD é superior a da doxorrubicina apos
injegao intraperitoneal em ratinhos nus xenoenxertados com células tumorais MCF7 e
A2789. Contudo, a administragdo intravenosa da MBCD nio demonstrou atividade anti
tumoral significativa, provavelmente devido a falta de especificidade para as células tumorais
e rapida eliminagio corporal™.

Embora o efeito anticancerigeno da MBCD tenha vindo a ser conhecido, a toxicidade
das CDs metiladas tem impedido o seu desenvolvimento enquanto firmacos’. O seu uso
sistémico esta limitado devido a potencial toxicidade, nomeadamente o efeito hemolitico nos
eritrocitos, nefrotoxicidade, devido a sua elevada atividade superficial e capacidade de

inclusao®.




Parte IV = Conclusdes e Perspetivas Futuras

O presente trabalho permitiu constatar que as CDs passaram de simples excipientes
farmacéuticos, a moléculas de grande interesse. As caracteristicas multifuncionais das CDs
naturais e dos seus derivados quimicos estio cada vez mais a ser aproveitadas como
ferramentas valiosas na concegao de novas aplicagoes terapéuticas, muito em particular na
area anticancerigena, na qual se verifica a existéncia de varios estudos de investigagao
utilizando CDs.

Evidéncias cientificas demonstram que as CDs poderao apresentar os requisitos mais
importantes de um transportador de farmacos, devido a sua capacidade de libertar o
farmaco apenas no seu alvo terapéutico. Diversos estudos realizados comprovam que, para
tal, é necessaria a formagao de conjugados nos quais o firmaco se encontra covalentemente
ligado a ciclodextrina, evitando a possibilidade de dissociagao antes de atingir o alvo. Um
exemplo concreto € a utilizagao das CDs como sistemas de libertagao especifica no célon
que permitem que os farmacos sejam libertados apenas no coélon, como resultado da sua
degradagao enzimatica. Também se demonstrou a importancia da complexagao de farmacos
com as CDs para melhorar as suas propriedades farmacocinéticas, nomeadamente a
estabilidade, a solubilidade e a biodisponibilidade.

Por outro lado ficou também demonstrado que o colesterol desempenha um papel
fundamental para a proliferagio de células cancerigenas e, tendo este aspeto em
consideragao, conclui-se que agentes que modulam a homeostase do colesterol tém uma
potencial atividade anticancerigena, como é o caso dos derivados hidrofilicos da B-CD,
especificamente a HPBCD e a MBCD, provando-se assim a atividade anticancerigena das
CDs na sua forma isolada.

Também se demonstrou que a HPBCD perturba a homeostase do colesterol e inibe
a proliferacao das células leucémicas, através da indugao da apoptose e bloqueio do ciclo
celular, sugerindo que apresenta um amplo efeito anticancerigeno independente das
caracteristicas celulares. A descoberta do efeito anticancerigeno da HPBCD na leucemia
constitui provavelmente uma das mais importantes descobertas sobre CDs realizadas em
2015. Entretanto, estao a ser planeados ensaios clinicos em humanos para verificar a eficacia
e a seguranga da HPBCD no tratamento da leucemia.

Finalmente, conclui-se que sao necessarios mais estudos noutros tipos de cancros
para que se possa aprofundar mais este assunto, nomeadamente a toxicidade associada e se
verifique a aplicabilidade das CDs noutros cancros. Tendo em conta as evidéncias

demonstradas pode-se concluir que a atividade anticancerigena das CDs é uma realidade.
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