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Abreviaturas

ALN: alendronato

AN: icidos nucleicos

APP: proteina percursora da beta-amiloide
CDs: ciclodextrinas

CGTase: ciclodextrina-glicosil-transferase
CI: complexo de inclusao

CL: corpos de Lewis

CME-B-CD: 6-O-(carboximetil)-O-etil-beta-ciclodextrina
DA: doenca de Alzheimer

Dex: dexametasona

DP: doenca de Parkinson

HA: hidroxiapatite

HPBCD: hidroxipropil-beta-ciclodextrina
K_.: constante de complexagao

MBCD: metil-beta-ciclodextrina

PG: prostaglandina

sAPP: APP sollvel

B-CD: beta-ciclodextrina

TGI: trato gastrointestinal

a-CD: alfa-ciclodextrina

a-sin: alfa-sinucleina

BA: proteina beta-amiloide

Y-CD: gama-ciclodextrina
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Resumo

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos com especial interesse
enquanto excipientes farmacéuticos. No entanto, estas tém também vindo a destacar-se
como potenciais agentes terapéuticos na vetorizagao de farmacos e enquanto moduladores
lipidicos em doengas neurologicas.

A vetorizagao de farmacos para o colon através da formac¢ao de conjugados com
CDs, nao revelou alteragoes na eficacia terapéutica, mas primou pela reducao dos efeitos
secundarios desencadeados pela administracao dos farmacos na forma ativa. Os conjugados
com CDs apresentaram também resultados promissores no tratamento de patologias da
cavidade oral e na regeneragao 6ssea local.

Na darea das doengas neurolégicas, as CDs destacaram-se por, aparentemente,
conseguirem abrandar a progressao das doencas de Alzheimer e de Parkinson, através da
redugao dos niveis de colesterol nas membranas plasmaticas.

Perspetivas futuras indicam que estes compostos nao deverao ser classificados apenas
como simples excipientes, uma vez que sao dotados de atividade terapéutica em diversas

patologias carateristicas do século XXI.

Palavras-chave: ciclodextrinas, complexos de inclusao, conjugados, libertagao vetorizada,

moduladores lipidicos, doengas neurodegenerativas.
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Abstract

Cyclodextrins (CDs) are cyclic oligosaccharides with special interest as pharmaceutical
excipients. However, these molecules have also come to stand out as potential therapeutic
agents in drug targeting and as lipid modulators in neurological diseases.

Colon targeting through the formation of CD conjugates revealed no changes in the
therapeutic efficacy, however, a reduction in drug side effects caused by the active drug form
administration was observed. CD conjugates also demonstrated promising results in the
treatment of diseases of the oral cavity and local bone regeneration.

In the area of neurological diseases, CDs stood out because apparently they can slow
the progression of Alzheimer's and Parkinson's diseases by lowering the cholesterol levels in
the plasma membranes.

Future perspectives indicate that these compounds should not be classified only as
simple excipients, once they have therapeutic activity in several diseases characteristics of

the 21™ century.

Keywords: Cyclodextrins, inclusion complexes, conjugates, drug targeting, lipid modulators,

neurodegenerative diseases.
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l. Introducao

As CDs sao oligossacarideos ciclicos derivados do amido, que foram descritos pela
primeira vez em 1891, por Villier. -2

A estrutura singular que estas moléculas ostentam ¢é a principal responsavel pela sua
vasta utilizagdo em diversas industrias, nomeadamente na industria farmacéutica.®

A sua capacidade de encapsular diversos farmacos, formando complexos de inclusao,
pode solucionar varios problemas relacionados com as propriedades dos mesmos,
designadamente caracteristicas organoléticas indesejaveis, fraca solubilidade aquosa e
instabilidade.®

As CDs tém sido usadas extensivamente na investigagio e desenvolvimento de
diversas formulagoes farmacéuticas e atualmente varias CDs fazem parte da sua composi¢ao
em todo o mundo.®

A sua versatilidade e as suas caracteristicas multifuncionais permitem que, passados
mais de 100 anos da sua descoberta, continuem a surgir novas tecnologias baseadas em
ciclodextrinas, o que as torna um novo excipiente com inimeras potencialidades.”

As CDs tém sido recentemente indicadas como potenciais agentes terapéuticos em
varias areas, nomeadamente na vetorizagio de farmacos’"'” e enquanto moduladores
lipidicos em doengas neurologicas.!'"'¥

Varios estudos tém-se debrugado na entrega especifica de farmacos no local de agao
através da formacio e administragio de conjugados com CDs."™'? Destaca-se a vetorizagio
para o colon, a qual tenta usufruir da protegao que os conjugados com CDs fornecem ao
farmaco que veiculam, permitindo a chegada intata do mesmo ao alvo terapéutico, ou seja,
ao final do intestino.” ® Também no desenvolvimento de formulagdes para o tratamento de
patologias da cavidade oral'” e na reparagio de danos ésseos, tém sido realizadas tentativas
no sentido de contornar os obstaculos recorrendo a utilizagio destes conjugados.”

Nas doengas neurologicas, a aplicagdo das CDs foi impulsionada pela sua capacidade
de extragio de colesterol!'” das membranas plasmiticas, tendo em consideragio que niveis
elevados deste lipido foram associados, em diversos estudos, a um aumento superior da
neurodegeneracio.'*'?

O principal objetivo desta revisio bibliografica é expor a versatilidade destas
moléculas como potenciais agentes terapéuticos. Assim, apos abordar a estrutura e

propriedades fisico-quimicas das CDs, as suas aplicagoes terapéuticas supracitadas serao

detalhadamente descritas e exemplificadas.
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2. Origem, obtencao e estrutura das ciclodextrinas

As CDs sao compostos de origem natural, obtidos a partir da hidroélise do amido por
agdo enzimatica da ciclodextrina-glicosil-transferase (CGTase)."* " Estes sdo oligossacarideos
ciclicos, compostos por monémeros de D-glucopiranose (glucose) ligados entre si através de
ligacdes a-1,4 glicosidicas.® '® Devido a auséncia de livre rotacio das ligagdes glicosidicas e a
conformagao em cadeira das unidades de glucose, as CDs apresentam uma forma tronco-
coénica.™ ¥
Na sua estrutura, as CDs apresentam grupos hidroxilo localizados externamente, que
lhe conferem caracteristicas hidrofilicas, tornando-as sollveis na agua e insoluveis na maioria
dos solventes organicos.” ® Os hidroxilos secundérios estdo ligados aos 4tomos de carbono
localizados em posigao 2 e 3 (C, e C,) dos mondmeros de glucose, na extremidade mais
larga, e os grupos hidroxilo primarios ligados aos atomos de carbono em posigao 6 (C;) das
unidades de glucose, na extremidade oposta mais estreita. Esta estrutura deve-se a livre
rotagao dos grupos hidroxilo primarios, que reduz o didmetro efetivo da cavidade na
extremidade mais estreita, contrariamente aos hidroxilos secundarios que nao possuem esse
movimento de rotagio.!"” O interior da cavidade é constituido por dois anéis de grupos C-H
(em C,; e C;) e por um anel de atomos de oxigénio glicosidicos, conferindo a esta face

caracteristicas hidrofébicas.

Cavidade hidrofdbica
Grupos hidroxilo secundarios

OH HH /
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Figura | - Estrutura e tamanho da cavidade das CDs naturais. Adaptado de ('”.
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O enzima responsavel pela hidrolise de algumas ligagdes glicosideas do amido, com
consequente formagao de dextrinas, encontra-se presente em inumeras espécies de
microrganismos, tais como o Bacillus macerans e o B. circulans." ® A CGTase tem ainda a
capacidade de promover a ciclizagao dos fragmentos de oligossacarideos resultantes da
hidrélise, dando origem a produtos ciclicos — designados por ciclodextrinas.®

As principais fases do processo de produgao de CDs sao:

e Cultura de microrganismo que produz o enzima CGTase;

e Separagao do enzima do meio, seguindo-se a sua concentragao e purificagao;

e Conversao enzimatica do amido pré-hidrolisado (mistura de dextrinas aciclicas) numa
mistura de dextrinas ciclicas e aciclicas;

e Separagao das CDs da mistura referida no passo anterior, sua purificagio e
cristalizagio."”

Dependendo do microrganismo que produz o enzima e das condigoes exatas da
reagao, sio trés as CDs naturais, isto é, as que se obtém em maior percentagem: a-CD, a [3-
CD e a y-CD, que possuem 6, 7 e 8 unidades de glucose, respetivamente.® > 2"

As CDs com mais de 8 unidades sio de dificil isolamento, apresentam fraca
capacidade de complexagao e, portanto, tém interesse farmacéutico reduzido. Possivelmente,
por razdes estéricas nao existem CDs com menos de 6 unidades de glucose.?”

Em consequéncia do diferente nimero de unidades de glucose, as CDs apresentam

diferentes propriedades de acordo com o indicado na tabela |.*2"
Tipo de CD a B Y
Unidades de glucose (n°) 6 7 8
Massa molecular (Da) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa (g/100ml a 25°C) 14,4 1,85 23,2
Diametro interno da cavidade (A) 4,7-5,3 6,0-6,5 7,5-8,3
Altura da estrutura tronco-conica (A) 79 79 79
Volume aproximado da cavidade (A) 174 262 472

Tabela | - Propriedades fisico-quimicas da a-CD, B-CD e y-CD. Adaptado de (.

Daniela Santos Monteiro
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A B-CD é a que apresenta menor solubilidade, pois a sua estrutura favorece a
formacao de um elevado numero de ligagoes de hidrogénio intra-moleculares entre os
grupos hidroxilos secundarios existentes, dificultando a sua hidratagio por moléculas de
4gua e tornando a sua estrutura rigida. *?

Este fendmeno nao se verifica na a-CD, onde as moléculas de glucose se encontram
em posicao distorcida, permitindo apenas que quatro das seis ligagoes de hidrogénio
possiveis se estabelecam.®

A y-CD ¢ a mais soluvel das trés CDs naturais, por ser uma molécula nao coplanar e
apresentar uma estrutura mais flexivel.”

A B-CD tem sido largamente utilizada em diversas aplicagdes farmacéuticas devido a
sua disponibilidade imediata em quantidades elevadas e a custo reduzido®, mas
principalmente pelo tamanho da sua cavidade ser adequado na complexagao de uma vasta

gama de farmacos.(" *"

Esta CD parece ser a mais util no setor farmacéutico, facto
comprovado pela sua presenga em mais de metade das formulagoes farmacéuticas com CDs
disponiveis no mercado.®

No entanto, esta ciclodextrina também apresenta desvantagens, nhomeadamente,
elevada nefrotoxicidade, devido a sua baixa solubilidade aquosa. Esta realidade limita o seu

uso terapéutico, sobretudo quando se trata de formulagdes para administragao parenteral."

5,21)

3. Formacao de complexos de inclusao

Os farmacos raramente exibem as propriedades fisico-quimicas desejaveis e aquando
o desenvolvimento da formulagao farmacéutica que incluira o agente terapéutico podem
surgir diversas dificuldades. Entre as mais comuns encontram-se a baixa solubilidade aquosa
do farmaco, o seu sabor amargo, o farmaco ser irritante para as mucosas ou tecidos alvo,
ser suscetivel a fatores de destruicio, ser volatil, entre outras.*?

A estrutura peculiar que as CDs apresentam, confere-lhes a capacidade de encapsular
na sua cavidade uma grande variedade de moléculas e, consequentemente, ultrapassar os
problemas supracitados.””? A estrutura das CDs, nomeadamente a presenca da cavidade,
permite a inclusao total ou parcial da maioria dos farmacos hidrofobicos quer em solugao,

quer no estado solido e os complexos formados designam-se por complexos de inclusao

(CI)(2, 3,23)

Daniela Santos Monteiro Ano letivo 2013/2014
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Esta € uma das propriedades das CDs, em grande parte responsavel pela vasta
utilizacio das mesmas nas mais diversas indUstrias.”’

Na formagao dos complexos de inclusao, a molécula encapsulada ou “hospede”
encontra-se envolta no ambiente hidrofobo caracteristico da cavidade da CD ou
“hospedeiro”.? Assim, o critério essencial para a formacio destes, é que a molécula incluida,
possua tamanho e forma adequados, para que se possa ajustar a cavidade da CD, ficando
total ou parcialmente encapsulada.* "%

A cavidade da CD tem maior afinidade para alojar compostos apolares e
preferencialmente substratos na sua forma neutra.? O processo de formacio dos Cl é
condicionado por diversos fatores, nomeadamente pela estrutura e propriedades fisico-
quimicas, quer dos farmacos encapsulados, quer das CDs.* %

O tamanho da cavidade é um dos fatores que condiciona a capacidade de
complexacio da CD.? Este deve ser suficiente para incluir a molécula, mas nio em demasia,
sob risco de ser inadequado ao estabelecimento de interagdes hdspede-CD.®) A a-CD pode
ser util na inclusio de moléculas de tamanho reduzido ou cadeias laterais de moléculas
volumosas, em contraste, a Y-CD permite complexar moléculas de tamanho consideravel. A
B-CD, por sua vez, é apropriada para complexar anéis aromaticos.?

As moléculas com estrutura superior a da cavidade das CDs nao tém,
necessariamente, de ser excluidas. E possivel a formacio de Cl com essas moléculas, desde
que contenham cadeias laterais apropriadas para sofrerem inclusao parcial.* >

Salienta-se também que, dependendo do tamanho da molécula héspede e da CD,
uma molécula pode interagir com mais que uma CD, tal como uma CD pode interagir com
mais do que uma molécula héspede.®

O mecanismo de formagao destes complexos abrange varias etapas, entre as quais se
incluem: a aproximagao entre o substrato e a CD, a dessolvatacio do substrato e da
cavidade interna da CD, interagdes recetor-substrato e, por fim, uma reorganizacio do
solvente em redor e no interior da cavidade.!"*)

Como a cavidade das CDs é apolar, as moléculas de agua no seu interior encontram-
se num estado energeticamente desfavoravel, dada a natureza da interagao polar-apolar.'” '®
Assim, essas moléculas de agua podem ser facilmente substituidas por moléculas héspedes
com um grau de polaridade inferior.> ' Considera-se que a principal forca motriz para a
complexagao seja a substituicio das moléculas de agua de alta entalpia por substratos
apropriados, isto é, menos polares, culminando numa diminuicao da energia do sistema e

consequentemente numa maior estabilidade do mesmo.?'”'®

Daniela Santos Monteiro Ano letivo 2013/2014
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Neste processo nao ha estabelecimento de ligagoes covalentes, o que permite que os
complexos sejam facilmente dissociaveis em condigdes fisiologicas. Mas podem participar
interagoes de Van der Waals, ligagoes de hidrogénio, interagoes hidréfobas, e alteragoes da
tensdo superficial do solvente.?)

Apds a formagao do ClI, as propriedades fisico-quimicas do fairmaco e da CD
complexados alteram-se, sendo este o principio base para confirmar a formagao dos
mesmos.®

A estabilidade do complexo, em solugao aquosa, reflete-se no equilibrio dinamico
entre as moléculas de farmaco livres e as moléculas complexadas, e é caraterizada pela
constante de complexagao (K.), também conhecida por constante de associagido ou de
estabilidade.> ¥ Esta constante esti dependente da capacidade de encaixe da molécula
hospede na cavidade da CD e pode ser quantificada pela equagao (1), onde [Farmaco-CD],
[Fairmaco] e [CD] representam a concentragao de firmaco complexado, de farmaco livre e

de CD livre, respetivamente.* > %)

— [Farmaco—CD] Equagéo ( | )

¢ [Farmaco][CD]

A cinética de dissociacio do complexo estd relacionada com a K, sendo o valor
desta tanto maior, quanto mais estavel for o Cl e, portanto, quanto menor o grau de
dissociacio.” ¥ Regra geral, a forca do complexo é proporcional 2 complementaridade
estrutural entre a molécula encapsulada e a cavidade da CD.?

Sendo a complexagao um processo dindmico, os complexos estao constantemente a
ser formados e dissociados, e o seu tempo de semi-vida é apenas de algumas milésimas de
segundo, mesmo quando possuem valores de K_ elevados.” Assim, a cinética de libertagio

do farmaco do complexo de inclusio nio é um fator limitante na absor¢io do mesmo.*?

|
|

e |

|
)
——
CD Farmaco Complexo CD-Farmaco

Figura 2 - Equilibrio dinamico de um complexo de inclusao.

Adaptado
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O efeito de diluigdo surge como o principal responsavel pela dissociagao dos
complexos de inclusao, sendo mais proeminente quando a administragao é feita por via oral
ou parenteral, visto que ambas apresentam um elevado volume de diluigao.*** %)

Quando a estabilidade dos complexos € moderada ou fraca, o efeito de diluigao pode
ser suficiente para libertar o farmaco rapidamente e na sua totalidade. No entanto, ha
situagoes em que deve ser considerada a contribuicao de outros fatores para a libertagao do
farmaco a partir de complexos com CDs, nomeadamente quando se recorre a vias de
administragao com menor volume de diluigao (via oftalmica ou transdérmica), bem como
quando existem ligagdes farmaco-CD de caracter forte.* >

Nestes casos, a dissociagdo do complexo pode ser auxiliada pela ligagdo do farmaco
as proteinas plasmaticas ou a proteinas dos tecidos e pela substituicao competitiva do
farmaco encapsulado por entidades endégenas (sais biliares, colesterol, lipidos da pele).”) O
principio assenta na simples transferéncia do farmaco para matrizes com as quais apresenta
uma maior afinidade.® )

Na presencga de farmacos ou CDs ionizaveis, a dissolugao pode ser conseguida pela
exposicao do complexo a um pH que altere o estado de ionizagao, acompanhada de um
aumento na solubilidade e uma diminuigao da K_.®

A formagao dos complexos de inclusao € um processo exotérmico, como tal o
aumento da temperatura pode culminar numa diminuicao da estabilidade do mesmo,
contribuindo também para aumentar a fragao de farmaco livre.* '®

A contribuicao de cada um dos mecanismos supracitados nao é estanque, varia com a
via de administracao, o volume de distribuicio do farmaco e da CD, o valor de Kc do

complexo, a concentragao do farmaco, CD, proteinas e da presenca de possiveis agentes

competitivos.*

4. Derivados das ciclodextrinas

Apesar das CDs naturais surgirem como ferramentas fundamentais para ultrapassar
diversos problemas associados a investigagdo e desenvolvimento de formulagoes
farmacéuticas, estas apresentam algumas limitagdes enquanto veiculos de farmacos.("?

Com o objetivo de melhorar as propriedades fisico-quimicas, a capacidade de

o232

inclusi ) e de minimizar a toxicidade parenteral! associada as CDs naturais, surgiram as

CDs quimicamente modificadas.*?

Daniela Santos Monteiro Ano letivo 2013/2014
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A principal causa da baixa solubilidade das CDs naturais é a formagao de ligagoes de
hidrogénio entre os grupos hidroxilo da sua estrutura.'® A introdugio de diferentes
substituintes, mesmo que com caracteristicas hidréfobas®, nos grupos hidroxilos primérios
e/ou secundarios, resulta num impedimento do estabelecimento de tais ligagoes, permitindo
o aumento consideravel da solubilidade da CD."® Estas modificacdes na estrutura quimica

) ou amorHfas,

@

podem também resultar em moléculas com uma menor organizagio cristalina®
sendo outro dos fatores que contribui para o aumento da solubilidade das mesmas.

Os derivados podem ser obtidos mediante substituicdo dos grupos hidroxilo por
grupos metilo, etilo, carboximetilo, hidroxietilo, hidroxipropilo, sacarideos ou através da

)

polimerizacio das CDs.” Podendo os substituintes estar ou nio ligados ao mesmo

monémero de glucose.®

Em fungao dos substituintes introduzidos, os derivados quimicos das CDs foram
classificados em trés grandes grupos: hidrofilos, hidrofébicos e ionizaveis.® *®

Os derivados podem apresentar uma melhoria das suas propriedades relativamente
as CDs naturais, no que diz respeito a sua solubilidade, toxicidade, capacidade de
complexagio e estabilidade.®

Estes destacam-se ainda pelo seu comportamento como sistemas de entrega de
farmacos, sendo consequentemente capazes de melhorar a biodisponibilidade da molécula
encapsulada, bem como de controlar a atividade da mesma.®

Os derivados hidrofilos, onde se incluem as CDs metiladas, hidroxialquiladas®® e
ramificadas (grupos hidroxilos substituidos por mono e dissacarideos), apresentam uma
solubilidade aquosa superior a da molécula original.” Contrariamente, as CDs hidrofébicas,
como os derivados acilados e etilados, exibem uma solubilidade inferior.""

Os derivados hidroéfilos melhoram a solubilidade aquosa e a velocidade de dissolugao
de farmacos pouco solUveis em agua, sendo Uteis para melhorar a absorgao através das
barreiras biolégicas®”, enquanto os derivados hidrofobicos retardam a velocidade de
dissolugio de farmacos sollveis em agua.®"

Devido as suas carateristicas, as CDs hidrofilicas podem ser utilizadas como
transportadores de libertagao imediata, ao invés dos derivados hidrofébicos, que se revelam
Uteis quando se pretende obter formulagdes de libertagio prolongada.®"

Os derivados ionizaveis, por sua vez, sao passiveis de ser usados para obter

formulagées de libertagio retardada, sendo um deles a 6-O-(carboximetil)-O-etil-3-CD

(CME-B-CD).2"
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A CME-B-CD apresenta solubilidade dependente do pH, isto significa que a
solubilidade do complexo ¢ limitada nas condigdes acidicas do estomago, aumentando com o
aumento do pH ao longo do trato gastrointestinal (TGI).?" Perante esta caracteristica é
possivel uma dissolugio seletiva do complexo CD-firmaco, sendo a CME-B-CD dtil no
desenvolvimento de formulacées entéricas.?"*?

Em suma, tanto as CDs naturais como os seus derivados quimicos sao Uteis no
desenvolvimento de formulagoes, devido a sua capacidade de melhorar a solubilidade, a
velocidade de dissolugio, a estabilidade quimica e a absorcio dos farmacos.'”

Apesar da vasta gama de derivados de CDs existente, a maioria destas moléculas nao

possuem aplicagao pratica devido ao complexo e dispendioso processo de sintese que lhes é

inerente.?

5. Potenciais aplicacdes terapéuticas das ciclodextrinas

Na tecnologia farmacéutica, as CDs podem ser Uteis na modificagao das propriedades
fisico-quimicas dos compostos, da estabilidade, da reatividade quimica e ainda na modificagao
de propriedades biofarmacéuticas.”’

Estas moléculas desempenham um papel importante no desenvolvimento de
formulagoes contendo farmacos com fraca solubilidade aquosa, permitindo melhorar a sua
solubilidade aparente e dissolugao. Tal aspeto é conseguido através da formagao de Cls ou
de dispersoes solidas, onde as CDs atuam como transportadores hidrofilicos para
compostos com carateristicas inadequadas para a complexagao. Tal facto, também permite
melhorar a permeabilidade devido ao aumento da quantidade de firmaco junto da membrana
biologica disponivel para sofrer absor¢ao, o que se traduz num aumento da sua
biodisponibilidade.?"

O aumento da solubilidade permite ainda minimizar a toxicidade e o aparecimento de
efeitos secundarios, na medida em que torna o farmaco efetivo quando administrado em
doses inferiores.*"

Além das suas aplicagdes convencionais como excipiente farmacéutico, as CDs tém

revelado aplicabilidade como potenciais agentes terapéuticos. De seguida, serao abordadas e

exemplificadas detalhadamente algumas destas aplicagoes.
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5.1 Vetores para alvos terapéuticos mediante formacao de conjugados

No setor farmacéutico, a formulacao ideal deve ser capaz de direcionar o farmaco

29)

especificamente para o local de acio®), na quantidade e periodo de tempo necessarios,

minimizando os seus efeitos secundérios e otimizando os seus efeitos terapéuticos.®"

Nos dltimos anos, as CDs tém sido encaradas como mais do que simples excipientes,
dando especial relevo a sua aplicagio enquanto transportadores multifuncionais.®”

Para algumas aplicagdes, nomeadamente a vetorizagao de firmacos, o equilibrio
dindmico de associagio-dissociagio dos Cl nio é desejavel®®, sobretudo quando o complexo
se dissocia antes de atingir o local alvo onde o farmaco deve ser entregue.®*”

Esta limitacao pode ser ultrapassada através do estabelecimento de ligagoes
covalentes entre o firmaco e a CD, originando os designados conjugados.®>?* %

As CDs quando administradas por via oral, s3o escassamente metabolizadas ao longo
do TGl, pelo facto da sua forma ciclica deixar indisponiveis os grupos terminais susceptiveis
a hidrélise enzimatica salivar e pancreatica.?® Este facto, em simultineo, com o elevado
tamanho destas moléculas® sio os responsaveis pela reduzida absor¢io das mesmas, quer
ao nivel do estdmago, quer do intestino delgado.®>*?

Apesar de percorrerem o TGI praticamente intatas, € ao atingir o intestino grosso,
que se deparam com o local onde ocorre a sua degradagio.?” As CDs sofrem fermentagio
pela flora bacteriana do célon” originando pequenos sacarideos, sendo estes posteriormente
absorvidos sob a forma de maltose e glucose.”” Estes sacarideos podem também ser
metabolizadas e, por fim, excretados.!'”

O metabolismo singular das CDs elucida assim, o facto de o célon ser o local do TGl
que maior interesse suscita na vetorizagio de fAirmacos com recurso a estas moléculas. " ?*
) Esta vetorizagdo é especialmente atrativa quando se objetiva a entrega de firmacos para o
tratamento de patologias locais, como o cancro do célon e/ou a doenga inflamatoria
intestinal.® "3

A libertagido e absorcio de péptidos e proteinas®?, e de outros firmacos que sofram

p @931, 32)

degradacao no TGl superio , bem como a libertagao de vacinas, sao outras das

potenciais aplicagdes que este local alvo disponibiliza.®?
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Esta versatilidade do célon é possibilitada pelas propriedades fisiologicas e quimicas
que reune, nomeadamente pH préximo da neutralidade, longo tempo de transito e atividade
enzimética relativamente baixa.*”

Varios estudos tém recorrido a sintese de pro-fairmacos utilizando CDs na tentativa
de conseguir uma libertacio vetorizada tendo o célon como alvo terapéutico.?”*"

Resumidamente, a vetorizagdo para o colon através de pro-farmacos implica a
formacao de conjugados entre o farmaco e a ciclodextrina, que resistam a passagem através
do TGl superior, mas que sejam degradados por enzimas da microflora do colon, resultando
na libertacio do firmaco ativo e na sua consequente absorc¢io."” *?

A doenga inflamatéria intestinal € uma patologia inflamatéria cronica de cariz
idiopatico, que afeta a mucosa e a submucosa do célon.®?

A terapéutica corrente desta doenca ainda nao alcancou a cura, primando pelo uso
de farmacos que minimizam a inflamagao.®® Entre eles encontram-se a sulfasalazina, o acido
4-aminossalicilico e a classe dos corticosteroides, onde se inclui a prednisolona.®**

A prednisolona, quando administrada por via oral, sofre absorgao parcial no TGl
superior, culminando numa diminuicao da quantidade de firmaco que atinge o célon e
consequentemente da sua eficicia terapéutica, ao mesmo tempo que desencadeia o
aparecimento de efeitos secundarios sistémicos.?>*?

Na tentativa de ultrapassar este obstaculo, foi realizado um estudo no qual se avaliou
e comparou alteragoes no efeito anti-inflamatorio e nos efeitos secundarios da prednisolona,
utilizando duas formulagées farmacéuticas distintas: prednisolona e o conjugado da a-CD
com a prednisolona, o qual foi obtido através da formagio de uma ligacio éster.®

Os autores concluiram que o efeito anti-inflamatério era comparavel em ambas as
formulagoes, no entanto os efeitos secundarios resultantes da administragao do conjugado
a-CD-prednisolona foram muito inferiores. Estes resultados foram suportados pela redugao
da degradagio do complexo no estdomago e no intestino delgado, minimizando a sua
absorcio sistémica e consequentemente o aparecimento de efeitos indesejaveis.®

O conjugado a-CD-prednisolona revelou-se vantajoso, por permitir uma redugao

dos efeitos secundarios do farmaco, sem prejuizo da atividade anti-inflamatéria do mesmo.®

22)
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Figura 3 - Mecanismo proposto para o efeito anti-inflamatério e para o decréscimo dos efeitos

secundarios apés a administracao oral de PD (A) e do conjugado a-CD-PD (B). Adaptado de ©.

Recentemente foi desenvolvido um estudo com o acido 4-aminosalicilico, um farmaco
que apresenta atividade promissora no tratamento da doenca inflamatoria intestinal, mas
que, quando administrado por via oral, nio atinge concentra¢oes efetivas no colon e
desencadeia efeitos secundarios, como irritacio do TGL."

Nesta investigagao foi preparado um conjugado acido 4-aminosalicilico-B-CD, que foi
posteriormente administrado, por via oral, a ratos nos quais foi induzida colite. O objetivo
deste estudo foi avaliar o efeito terapéutico do conjugado, bem como o aparecimento de
efeitos secundarios. Os resultados foram confrontados com outros grupos de animais, nos
quais se administraram farmacos distintos para tratamento da doenca: |) sulfasalazina, 2)
acido 5-aminosalicilico e 3) acido 4-aminosalicilico.

Os resultados obtidos demonstraram que a administragao do conjugado nao revelou

melhoria do efeito terapéutico, no entanto este destacou-se pelo seu perfil de seguranca.
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A redugao significativa no risco de indugio de Ulcera, minimizando
consequentemente a toxicidade no TGl superior, permitiu ao conjugado acido 4-
aminosalicilico-B-CD preservar o seu potencial como agente terapéutico no tratamento da

doenga inflamatéria intestinal quando comparado com os restantes farmacos testados.”)

Outros estudos realizados tém vindo a divulgar novas aplicagoes dos conjugados de
CDs, nomeadamente no tratamento de patologias da cavidade oral"? e na regeneragio dssea
local.”

O desenvolvimento de formulagdes para o tratamento de patologias da cavidade oral
apresenta algumas dificuldades, entre as quais a retencao do firmaco na lesao, nas
quantidades adequadas e durante o periodo de tempo necessario para atingir eficacia
terapéutica e minimizar o aparecimento de efeitos secundarios.”

O estudo que se segue explorou um novo mecanismo de retengao, cujo principio
base residiu no desenvolvimento de um sistema de entrega de farmaco que se ligasse ao
esmalte dentario, para facilitar a distribuicao local do medicamento aos tecidos moles
envolventes. As doengas que podem ser tratadas por este mecanismo estao, portanto,
confinadas as areas adjacentes ao esmalte, como a periodontite. ('*

Os bifosfonatos sao uma classe de farmacos, na qual se inclui o alendronato (ALN), e
que tém demonstrado possuir forte tropismo para o tecido ésseo.'® * Devido a esta
caracteristica e a disponibilidade de um grupo NH, para conjugagao, os autores
desenvolveram um conjugado entre o alendronato e a B-CD.!” A CD, por sua vez, foi
selecionada devido a sua capacidade de formar Cls com moléculas de formaco.!'**?

O conjugado manteve as caracteristicas osteotropicas, bem como a capacidade de
encapsular compostos.'” Esta ultima foi avaliada através da formagio de complexos com
dexametasona (Dex), um firmaco usado no tratamento de patologias da cavidade oral.'”

Quando o conjugado se liga a hidroxiapatite (HA), principal componente do esmalte
dentario e dos ossos, a libertagio de formaco torna-se proporcional a quantidade de saliva
secretada, devido ao efeito de diluigio.!'”

Os autores do estudo conseguiram desenvolver um novo sistema de entrega de
fairmacos derivado da B-CD (ALN-B-CD), que apresenta uma forte ligagdio a HA,
permitindo-lhe vetorizar o farmaco, e que pode formar complexos com diferentes agentes
terapéuticos, como a Dex.!'?

Potencialmente, este sistema pode ter interesse no desenvolvimento de formulagoes

tépicas e no tratamento clinico de uma grande variedade de patologias da cavidade oral.!'”
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O osteotropismo do conjugado ALN-B-CD suportou também a sua aplicagio em
estudos de regeneragio o6ssea local.”)

Atualmente a reparagdo de danos Osseos apresenta-se invasiva e dispendiosa, de
modo que a investigagao corrente tem procurado encontrar novas solugoes.

As prostaglandinas (PGs) devem a sua notoriedade sobretudo ao papel que
desempenham no processo inflamatério, no entanto sao relevantes noutros contextos,
nomeadamente enquanto agentes anabdlicos da estrutura o6ssea.’® Apesar disso, estas
moléculas quando administradas diretamente provocam efeitos secundarios nos tecidos
moles, o que motivou o desenvolvimento de um complexo entre o conjugado ALN-3-CD e
aPGE®

Os resultados demonstraram que o complexo ALN-B3-CD/PG E induziu uma reagao
anabolica muito forte na regiao ossea onde foi administrado. No entanto, a administragao
apenas do conjugado ALN-B-CD originou uma formagao éssea superior.”

Os autores deste estudo descobriram acidentalmente que o conjugado ALN-3-CD
possuia efeito anabdlico, sem os efeitos secundarios associados as PGs.” *) Embora o
mecanismo nao esteja completamente esclarecido, julga-se resultar da integragao das
caracteristicas do ALN e da 3-CD. Enquanto a cavidade da CD permite a complexagao de
compostos anabdlicos endogenos (PG E, lipidos, esteroides, colesterol, vitamina D, etc), o
ALN medeia a fixagio a superficie 6ssea.”

O conjugado revelou-se um potencial agente terapéutico na reparagao de defeitos
Osseos, porém sao necessarios mais estudos para validar esta sua nova aplicagao
terapéutica.”

A atribuicao da designagao agente terapéutico as CDs é controversa, nomeadamente
por funcionarem maioritariamente como transportadores na vetorizagao de farmacos, nao
exercendo efeito terapéutico diretamente. Apesar disso, esta nao deve ser excluida, pois
sem o auxilio destas moléculas o alvo terapéutico nao seria atingido, ou seria alcangado em
condigoes menos favoraveis, estando portanto bem demarcado o relevo das CDs nesta area

da tecnologia farmacéutica.
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5.2 Potenciais moduladores lipidicos em doencas neurolégicas

As doengas neurologicas sao um ramo relevante da investigagao cientifica, onde se
incluem a Doenga de Alzheimer (DA) e a Doenga de Parkinson (DP). Apesar de serem duas
entidades clinicopatologicas distintas, estas duas desordens neurodegenerativas sao as
principais causas de deméncia na populagio idosa e caracterizam-se por uma perda
anatémica ou fisioldgica, progressiva e seletiva, relacionada com os sistemas neuronais.®” *”
A falta de farmacos que modifiquem o percurso destas doengas é o principal facto

que impulsionou a investigagdo de novas terapéuticas para o tratamento, ou

preferencialmente, para a prevengio das mesmas.“’

Doenca de Alzheimer

16)

A etiologia da DA ainda nio estd completamente esclarecida'®, mas sabe-se que,

apenas um pequeno nimero de casos se devem a mutagdes genéticas.“"

A fisiopatologia da mesma é complexa e envolve multiplas vias interligadas.“? No
entanto, a formagao de placas amiloides no cérebro é considerada a principal responsavel
pela morte neuronal nesta patologia.“>*)

Estas placas consistem em agregados insoluveis de diferentes isoformas (3942
aminodcidos) da proteina B-amiloide (BA).%” ** *) A deposigio desta proteina tem sido
atribuida a diversos fatores, nomeadamente a um aumento da concentragio da proteina BA,
interacoes especificas desta com proteinas/lipidos promotores da agregacio e/ou
incapacidade de eliminar BA do parénquima cerebral.®”

O péptido neurotdxico BA é um produto resultante da clivagem enzimatica, por
secretases'®, da proteina percursora amiloide (APP), um componente normal da membrana
celular dos neurénios saudaveis*’, localizando-se ambas as proteinas nas jangadas lipidicas.“
A sua produgao é condicionada pela disponibilidade de colesterol na membrana das células
nervosas?, que pode modular a atividade da secretase.*”

O elevado conteudo de colesterol nas jangadas lipidicas, regidces da membrana
plasmatica onde se encontram as secretases, facilita a ligagdo da [3- e da y-secretase aos seus

substratos numa configuracao adequada a promogao de uma clivagem patogénica indesejavel

da APP.'® Assim sendo, niveis celulares elevados de colesterol conduzem ao aumento do
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processo de formagao das placas, por contribuirem para a producao de isoformas
amiloidogenicas - BA-40 e BA-42.12 %)
Contrariamente, niveis baixos levam ao aumento do metabolismo fisiologico da APP

pela a-secretase originando um precursor nio amiloidogenico ou APP soldvel (sAPP).“>#)

Fungoes

SAPP | —»

fisiologicas

AB40
APP > A§42 ==> Oligomeros =3
(ligado a membrana)

Figura 4 - Formagio de placas amiloides na DA. Adaptado de™®

Considerando a informagao anteriormente referida, a deplecao do colesterol das
células neuronais surge como uma abordagem terapéutica vidvel no tratamento da DA.“?
Consequentemente, a estrutura peculiar das CDs, que permite a inclusaio de compostos
hidrofobicos na cavidade lipofilica, impulsionou o seu uso em diversos estudos desta
natureza.™”

A B-CD, bem como os seus derivados, metil-3-CD (MBCD) e hidroxipropil-B-CD
(HPBCD), sio capazes de extrair de modo seletivo o colesterol das membranas
plasmaticas.

Partindo do principio que varias proteinas podem ser internalizadas via endocitose,
foi desenvolvido um estudo cujo objetivo foi investigar o papel do colesterol na captacao da
BA-42 em células humanas. A MBCD foi a ciclodextrina selecionada para atuar como agente
de deplecio do colesterol.”

Os resultados demonstraram que os grupos de células tratadas com MBCD
apresentavam menores niveis de colesterol e internalizavam menor quantidade da proteina
amiloidogenica. Assim, os dados indicaram que a deplecao de colesterol afeta a endocitose
da BA-42 e consequente, a viabilidade celular.?

Estudos in vitro também demonstraram que uma redugao nos niveis de colesterol por
CDs conduzia a uma menor atividade da y-secretase, levando a redugio da produgio da BA,

o que impulsionou a realizagio de mais ensaios.""
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Um estudo realizado em camundongos, que possuiam uma mutagao genética que
conduzia a expressao anormalmente elevada de APP, e ao consequente desenvolvimento de
DA, avaliou a atividade moduladora lipidica da HP-B-CD. Os resultados indicaram uma
reducdo significativa no colesterol da membrana celular e na produgao de BA, permitindo
minimizar a area cerebral ocupada por placas. Foi ainda observada a ativagao de genes
envolvidos no transporte e clearance da BA, que pode vir a ter consequéncias importantes
no desenvolvimento destas moléculas na terapéutica da DA.'"

Os resultados apresentados nos estudos supracitados sugerem que as CDs podem
surgir como potenciais agentes terapéuticos na redugio da progressio!” elou no

tratamento da DA.(""

Doenca de Parkinson

A Doenga de Parkinson (DP) é uma doenga neurodegenerativa com perda
progressiva dos neurdnios do sistema dopaminérgico, que conduz ao desenvolvimento de
alteragdes motoras™” e danos cognitivos.*®

Esta doenca estd associada a acumulagao de proteinas nos neurdnios, levando a
formacao de inclusoes intraneuronais denominadas por corpos de Lewis (CL), que estao
diretamente relacionados com a neurodegeneragio.*” A principal proteina constituinte
destas inclusdes € a d-sinucleina (a-sin), uma proteina solivel e com forma nativa
desdobrada (unfolded)"” . Em condigdes fisiolégicas normais, esta permanece localizada nas
sinapses, sobretudo nas jangadas lipidicas, onde pode desempenhar um papel na regulagao da
neurotransmissao.“®

A 0-sin n2o possui uma estrutura secundaria tipica, € uma molécula muito dinamica,
estando a alteracao da sua estrutura muito dependente do ambiente ao seu redor. Em
condigoes patologicas, esta pode sofrer alteragoes conformacionais, depositar-se e agregar-
se.')

Estudos realizados demonstraram que ambientes lipidicos promovem a transi¢cao da
conformagio da d-sin, acelerando também a sua agregacio.* * Este facto sugere que a
associacio da O-sin a lipidos pode ser relevante nas doencas neurodegenerativas."'¥

Na DP, formas téxicas da a-sin (dobragem incorreta) sao frequentemente
encontradas associadas a membrana. Além de que, é possivel que o balango lipidico na
membrana esteja alterado, resultando numa acumulagao excessiva da a-sin e na formagao de

oligomeros téxicos na membrana.*
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Como a a-sin pode interagir com o colesterol nas jangadas lipidicas foi estudada a
hipotese de agentes redutores dos niveis de colesterol melhorarem a acumulagao patolégica
da mesma na DP.%

Um estudo realizado avaliou o efeito da MBCD na acumulagdo de a-sin em células
neuronais e em camundongos transgénicos. Em ambos verificou-se que a extracio do
colesterol era acompanhada por uma redugiao dos niveis de a-sin na membrana e jangadas
lipidicas.

Nos camundongos transgénicos, a MBCD além da redugido da acumulagio neuronal
de a-sin, proporcionou melhorias das alteragoes degenerativas, sugerindo uma possivel
terapéutica para a DP.

O mecanismo pelo qual ocorre este decréscimo nao esta completamente esclarecido.
No entanto, julga-se que esta diretamente relacionado com a capacidade de extragiao de
colesterol da MBCD mediante complexagdo, que por sua vez, conduz a redistribuigdo da Q-
sin dos agregados da membrana para a fragao soluvel.

Perante os resultados obtidos pode afirmar-se que o uso de compostos que reduzem
o teor de colesterol nas jangadas lipidicas podera vir a ser encarado como uma potencial

ferramenta no tratamento de sinucleinopatias.”
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6. Conclusao

As CDs sao moléculas surpreendentes, cuja estrutura peculiar lhes confere
propriedades Unicas que impulsionaram a sua aplicagdo nas mais diversas industrias,
nomeadamente na industria farmacéutica.

A sua capacidade de formar complexos de inclusao permitiu ultrapassar muitos dos
obstaculos encontrados no desenvolvimento de formulagdes farmacéuticas, sendo o seu
relevo enquanto excipiente farmacéutico conhecido e indubitavel.

Recentemente, varios estudos tém indicado as CDs como potenciais agentes
terapéuticos, nomeadamente na vetorizagdo de farmacos e tratamento de doengas
neurolodgicas.

A investigacao atual tem debrugado parte da sua atengao na entrega especifica de
farmacos no colon, com recurso a conjugados de CDs, pelo facto destas conseguirem
transportar o farmaco intato até ao final do intestino.

A administragao dos farmacos na forma de conjugados com CDs nao alcangou efeitos
terapéuticos superiores, no entanto, minimizou os efeitos secundarios associados ao
farmaco livre. Assim, as CDs revelaram potencial para serem utilizadas no tratamento de
patologias locais do célon.

Os conjugados de CDs apresentaram também resultados promissores no tratamento
de doengas da cavidade oral e na regeneragao 6ssea local.

Os estudos realizados permitiram desenvolver um sistema de entrega especifica de
farmacos, contornando os obstaculos encontrados no tratamento das patologias da cavidade
oral, bem como descobriram, acidentalmente, a potencial capacidade anabdlica das CDs na
regeneragao ossea.

Na area das doencas neurologicas, varios estudos associaram niveis de colesterol
elevados a um nivel superior de neurodegeneracgao. As CDs foram alvo de estudo devido a
sua conhecida capacidade de extragao de colesterol das membranas plasmaticas.

Os resultados obtidos foram promissores, exibindo uma menor formagao de placas
amiloides e uma menor acumulagao de a-sin, na DA e na DP, respetivamente.

Mais estudos sao necessarios, no entanto, as CDs incitam expetativas no sentido de
virem a surgir como uma nova abordagem na redugio e/ou tratamento deste tipo de
patologias. = Conhecido o seu potencial enquanto excipiente farmacéutico, era ja

expectavel que resolvessem muitos problemas associados a entrega de farmacos, no entanto,

Daniela Santos Monteiro Ano letivo 2013/2014



€ As Ciclodextrinas como Potenciais Agentes Terapéuticos |28

espera-se agora, que num futuro préximo, as CDs surjam como agentes terapéuticos e

colmatem muitas das lacunas existentes até a atualidade.

1. Perspetivas Futuras

Desde a sua descoberta, novas tecnologias baseadas em CDs tém continuamente
sido desenvolvidas, revelando o enorme potencial destas moléculas.”

As propriedades multifuncionais e a bioadaptabilidade das CDs continuam a despertar
o interesse como vetores especificos na entrega de farmacos, com o objetivo comum de
solucionar questdes até entdo sem resposta, ou com resposta insatisfatéria.®”

As CDs encontraram aplicagao no desenvolvimento de novos sistemas de entrega de
farmacos por via oral, nomeadamente nos lipossomas®?, microesferas e nanoparticulas, onde
procuram resolver as limitagdes apresentadas por cada um destes sistemas de transporte.?
Entre essas limitagoes encontram-se problemas de solubilidade e estabilidade, que quando
solucionados, permitem aos sistemas incluir maiores concentragdes de farmaco.***"

Por outro lado, os avancgos da biotecnologia tém permitido aumentar a produgao de
farmacos baseados em proteinas ou péptidos, no entanto estes apresentam algumas
carateristicas que dificultam a sua utilizacao direta, nomeadamente instabilidade quimica e

@39 A interacio

enzimatica, bem como fraca absorcao através das membranas bioldgicas.
com CDs pode culminar em alteragcoes das propriedades quimicas e biologicas destes
farmacos, surgindo como uma alternativa viavel para ultrapassar algumas das barreiras
encontradas.®” Além disso, as CDs podem promover a absorcio das proteinas e péptidos,
através da solubilizagao de lipidos das membranas biolégicas, com consequente aumento da
sua permeabilidade.®

As CDs tém ainda sido indicadas como potenciais vetores para sitios alvo, como o
cérebro, célon ou células cancerigenas® e também como potenciais vetores para terapia
génica.®"

O desenvolvimento de sistemas para entrega de firmacos em células cancerigenas
tem-se baseado na formagao de conjugados de CDs com moléculas especificas, as quais
possuem afinidade para determinados receptores ou antigénios presentes no tumor,
ocorrendo a libertagao do farmaco, previamente incluido na cavidade da CD, apenas a

superficie das células alvo.*?*”
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Assim, devido a encapsulagao do farmaco e ao aumento da especificidade do local de
libertagao, as CDs podem contribuir para o aumento da eficiéncia do tratamento e para a
diminuigdo dos efeitos secundérios associados a quimioterapia.®”

As CDs sao também alvo de estudo no desenvolvimento de vetores nao virais para
entrega de genes, na expectativa de poderem vir a operar como transportadores de acidos
nucleicos (AN). Espera-se que estas moléculas melhorem a permeabilidade e estabilidade,
optimizando os niveis terapéuticos atingidos e minimizando os efeitos secundarios inerentes
a administracio de AN.®)

A capacidade de extrair colesterol das membranas plasmaticas que as CDs detém, é
também uma das caracteristicas responsaveis pela sua aplicacio terapéutica.!®

Apesar do seu relevo nas doencgas neurologicas ja ter sido abordado, as CDs surgem
ainda como potenciais agentes terapéuticos noutras patologias dessa area, nomeadamente na
doenga de Niemann-Pick tipo C.

Sumariamente, esta é uma doenga neurodegenerativa, caraterizada por uma
acumulagao anormal de colesterol nos neurdnios. Os estudos realizados demonstraram que
a administragao de CDs, nomeadamente da HPBCD, retardou o aparecimento de sintomas
clinicos e reduziu a acumulagao de colesterol nas células devido a sua capacidade de
complexacio e extragio do mesmo das membranas plasmaticas.“”

Esta capacidade das CDs coloca-as também como potenciais agentes terapéuticos em
patologias como a aterosclerose e confere-lhes capacidades singulares na prevengao de
infeces virais e bacterianas.("®

As CDs revelam ser moléculas excecionais, que continuam a apresentar novas

aplicagoes terapéuticas e a abrir caminhos aliciantes, tornando percetivel que sao detentoras

de muito potencial, na area farmacéutica, ainda por explorar.
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