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Resumo

Esta monografia tem por objectivo analisar a contribuicdio da Quimica
Supramolecular no desenvolvimento de aplicagdes farmacoterapéuticas. E
apresentada uma revisdo e ¢ feita uma andlise detalhada das propriedades e
aplicagdes ja existentes das ciclodextrinas e também de novos nano-contentores que

possam ter estas aplicacdes no futuro, com destaque para os cucurbiturilos.

A Quimica Supramolecular ¢ o ramo da Quimica que se foca no estudo das
interacgdes ndo covalentes. Segundo Jean-Marie Lehn, Prémio Nobel da Quimica em
1987, a Quimica Supramolecular ¢ o campo da ciéncia que estuda os conceitos
quimicos, fisicos e biologicos de espécies quimicas de grande complexidade que se

mantém unidas e organizadas através de interac¢des nao covalentes.

Relacionado com a Quimica Supramolecular estd o conceito drug delivery, o
processo de administracdo de firmacos com finalidade terapéutica. Neste processo
podem ser utilizados complexos moleculares que aprisionam um farmaco,
protegendo-o e alterando o seu perfil de libertacdo, absor¢do, distribuicdo e
eliminagdo. Desta forma o firmaco chega ao local de interesse de uma forma mais

eficaz e segura.

As Ciclodextrinas sdo estruturas da familia dos ciclo-oligossacarideos correntemente
usadas nestas aplicagdes terapéuticas. Possuem uma cavidade relativamente apolar
no seu interior, com a capacidade de encapsular componentes hidrofobicos. O
exterior ¢ hidrofilico, sendo pois soliveis em 4gua. Possuem baixa toxicidade,
dependendo da via de administragdo. S3o usadas em aplicacdes farmacéuticas,

nomeadamente como forma de melhorar a biodisponibilidade do fArmaco.

Os Cucurbiturilos s3o uma familia de contentores moleculares que podem encapsular
uma variedade de espécies cationicas e neutras com alta afinidade. Por esta razdo
mostram grande potencial em drug delivery. Foram feitos varios estudos no sentido
de avaliar a toxicidade e estabilidade destas moléculas transportadoras. Até agora
todos os resultados apontam para um futuro promissor dos cucurbiturilos em

aplicag¢des farmacoterapéuticas.

Palavras Chave: ciclodextrinas, complexos de inclusdo, cucurbiturilos, quimica

supramolecular, vectores medicamentosos
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Abstract

This monograph intends to show the importance of Supramolecular Chemistry in
pharmacological applications, based on the analysis of cyclodextrins proprieties and
the study of new compounds that can be used for these applications in a near future,

highlighting the cucurbit[n]uril family.

Supramolecular Chemistry is a branch of Chemistry that focuses on the study of the
interactions between molecules, other than covalent binding. According to Jean Marie
Lehn, Nobel Prize in Chemistry, 1987, Supramolecular Chemistry focus on the
physical and biological aspects of compounds organized in complex structures that

are maintained by non-covalent interactions.

The concept of drug delivery is related with Supramolecular Chemistry principles. By
complexing drugs using cucurbit[n]uril molecules, one can control the release rate,
absorption, distribution and elimination profiles. Therefore, the drug can reach the

cell in a safer and more efficient way.

Cyclodextrins comprise a family of cyclic oligosaccharides that are used in
therapeutical applications. They have an non-polar cavity, which can encapsulate
hydrophobic drugs. Cyclodextrins are water soluble because of their hydrophilic
external surface. They also expected to show low toxicity, depending however of the
administration way. Their application in drug delivery is widely used and improves in

general the drug bioavailability.

Cucurbit[n]urils are a family of molecular containers that can encapsulate a variety of
cationic and neutral species with high affinity. For this reason they constitute potential
drug delivery systems. Many studies have been carried out in order to understand
their toxicity as well as their stability. All the results obtained so far point to a

promising future for cucrbit[n]uril family in pharmaceutical applications.

Key Words: cyclodextrins, cucurbit[n]uril, drug carriers, inclusion complexes,

supramolecular chemistry
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1. Introducéao

A nanotecnologia aplica diversos principios de engenharia, fisica e ciéncia de
matérias para a sintese de moléculas. S3o intmeros os materiais a escala do
nanometro que podem ser utilizados, como dispositivos, sistemas, estruturas
supramoleculares, complexos ou compositos. Espera-se que a nanotecnologia seja
responsdvel por inimeros avancos em aplica¢des biomédicas, como a terapia genética

.. ~ . 1
¢ a administracdo de farmacos. !

O desenvolvimento de sistemas que permitam um transporte de fArmacos seguro e
eficaz tem sido um dos desafios mais importantes em tecnologia farmacéutica. Novos
vectores tém sido desenvolvidos, e muitas supramoléculas tém vindo a ser testadas
como possiveis transportadores de farmacos. O objectivo ¢ sempre o de melhorar a
solubilidade e biodisponibilidade do principio activo, sem alterar as suas propriedades
farmacoldgicas. Apesar de ainda existirem muitos caminhos a serem descobertos no
campo do drug delivery e do diagnostico, a nanotecnologia oferece vantagens que

permitem uma melhor administracdo e libertagdo do farmaco. 1

A Quimica Supramolecular estabelece principios interessantes que podem ser
aplicados no processo de drug delivery. A utilizacio de macromoléculas com
capacidade de formarem complexos de inclusdo com um firmaco, estabilizados
através de ligagdes ndo-covalentes entre molécula hospede e molécula hospedeira,
tem sido um dos mecanismos mais estudados para o transporte de fAirmacos, e novas

possibilidades tém surgido nesta area.
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2. Quimica Supramolecular
2.1. Perspectivas segundo Jean Marie Lehn

Em 1987, Jean Marie Lehn, Donald J. Cram e Charles J. Pedersen receberam o
prémio Nobel da Quimica, pelos “desenvolvimentos e utilizagdo de moléculas com
interacgdes altamente selectivas com estruturas especificas”. Uma area que tem sido
alvo de inimeros avangos nos ultimos anos. No artigo de Jean Marie Lehn, intitulado
Supramolecular Chemistry — scope and prespectives molecules — supramolecules —

molecular devices, sdo definidos os principios basicos da Quimica Supramolecular.

A Quimica Molecular, a quimica da ligagdo covalente, esta relacionada com a
descoberta ¢ o dominio das regras que governam as estruturas, propriedades e

~ o 2
transformagdes das espécies moleculares. %

Por outro lado, a Quimica Supramolecular pode ser definida como a “quimica para
além da molécula”, focando-se em entidades organizadas de alta complexidade, que
resultam da associagdo de duas ou mais espécies quimicas através de forgas
intermoleculares. O seu desenvolvimento requer todos os recursos disponiveis em

, . . . . - . o o 2
quimica molecular, juntando a isso a manipulagdo de interac¢des nio-covalentes. %

Apesar de Jean Marie Lehn ser um dos “pais” da Quimica Supramolecular, o conceito
ndo era novo. Nos anos 30, as “supramoleculas” eram ja descritas como sendo
entidades altamente organizadas, resultantes da associagdo coordenada de espécies
saturadas. Estas espécies eram compostas pela molécula receptora e pelo substrato,
este ultimo usualmente o mais pequeno. As interac¢des moleculares sdo a base da alta
especificidade de reconhecimento, reac¢do, transporte, regulacdo etc., de processos
que ocorrem na biologia, como reac¢des enzimaticas, associacao antigénio-anticorpo,
traducdo e transcrigdo do codigo genético, entre outros. O modelo de um receptor
molecular artificial e abiodtico, capaz de garantir processos de alta eficiéncia e
selectividade, requer a correcta manipulagdo das caracteristicas energéticas e
estereoquimicas das ligagdes ndo covalentes. Compete ao quimico inspirar-se nas
caracteristicas ja conhecidas dos processos biologicos. No entanto, este ¢ sempre livre

A ‘L 21,13
de idealizar novas espécies e processos. 2]

Uma espécie supramolecular tem como fungdes basicas o reconhecimento,

transformagdo e translocagdo. Outras fungdes mais complexas poderdo surgir como
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resultado da interaccdo de diversas subunidades de ligagdo. Uma supramolécula
funcional pode ser utilizada para o desenvolvimento de um dispositivo molecular. Os
criptanos, cuja sintese foi estudada por Jean Marie Lehn, serviram de base para o

L, . . . 2
estudo das caracteristicas destes dispositivos moleculares. %!

2.2. Reconhecimento Molecular:

O processo de reconhecimento molecular foi definido, segundo Jean Marie Lehn em
1987, como o processo que engloba ligacdo e seleccdo de substratos para um dado
receptor molecular, formando-se assim um complexo com uma determinada fungdo.
Nos dias de hoje pode-se afirmar que se trata de uma interacc¢ao especifica entre duas

. . ISPV 2
moléculas através de uma ligagio ndo-covalente.

Existem alguns principios bésicos para a idealizacdo de um receptor molecular. Para
que haja um reconhecimento do substrato, a molécula receptora deve contactar com o
substrato numa area grande. O receptor deve ser capaz de envolver a molécula
hoéspede de modo a que se estabelecam intimeras ligagdes ndo-covalentes, havendo
assim um reconhecimento do tamanho, da forma e arquitectura dessa mesma

molécula. !

As moléculas macropoliciclicas tém os requisitos necessarios para o desenvolvimento
de um receptor artificial — sdo moléculas grandes e podem conter fendas e cavidades
com a forma e o tamanho apropriados. Além disso, estabelecem inimeras pontes e
ligagdes, que conferem uma arquitectura de caracteristicas dindmicas, um vantajoso

arranjo de grupos estruturais, locais de ligagdo e funcdes reactivas. 2

O balango entre rigidez e flexibilidade ¢ de particular importancia para as
propriedades dindmicas da molécula hospedeira e da molécula hospede. Apesar do
reconhecimento ser conseguido devido a rigidez dos receptores organizados,
processos como a troca, regulacdo, cooperacdo e controlo alostérico requerem uma
estrutura flexivel que se possa adaptar as diferentes alteracdes. A flexibilidade ¢ uma

] . . , . 2
caracteristica extremamente importante em processos bioldgicos. [2]

Em suma, o papel da arquitectura de uma macromolécula ¢ essencial para a

optimizag¢io de macromoléculas em diversas aplicagdes como o drug delivery. ¥
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3. Vectores Medicamentosos

Uma formulagao farmacéutica deve ter, como uma das suas principais caracteristicas,
a capacidade de transportar o farmaco e permitir a sua libertacdo no local desejado
(6rgao, tecido ou célula). Esta deve, assim, conseguir proteger o farmaco de possiveis
degradagdes ao longo do seu transporte no corpo humano, desempenhando a sua
actividade farmacoldgica com o minimo de efeitos adversos. Tendo em conta este
cenario, a tendéncia terapéutica actual e do futuro sera a obtencdo de complexos de
inclusdo que atinjam um alvo bem definido, sem haver dispersdo farmacologica
noutros locais do organismo. Este tipo de medicacdo serd, obviamente, menos toxica
que as formulagdes convencionais, e serd necessaria uma menor posologia de farmaco

para que ocorra o efeito desejado. I°!

A vectorizagdo medicamentosa ¢ algo complexa, isto porque ¢ necessario ultrapassar
inimeras barreiras anatomofisiologicas sem que o vector fique retido, passar por
meios quimicamente hostis para que, na situagdo mais desejada, se atinja a célula de
interesse ou mesmo algum dos seus componentes. Sao muitas as adversidades que
estas moléculas devem conseguir ultrapassar, tais como a fagocitose, os mediadores

do processo inflamatorio (histamina, serotonina, prostaglandinas, etc.) e os anticorpos.
[5]

Como se compreende, a dimensdo destes vectores ¢ de extrema importancia quando
se pretende definir o alvo terapéutico. Assim sendo, particulas com diametro superior
a um micrometro (> 1 um) destinam-se preferencialmente aos 6rgdos, enquanto que
as particulas de didmetro inferior a um micrometro (< 1pum) poderdo atingir tecidos e

células. P!

Podem dividir-se os vectores em dois grandes grupos: vectores soluveis e vectores
coloidais. Enquanto que os vectores soliveis penetram nos capilares que apresentam
um endotélio continuo, os vectores coloidais, ndo tendo esta capacidade, atravessam
os capilares fenestrados existentes no figado e bago, o que possibilita o
desenvolvimento das ac¢des desejadas nesses 0rgdos, bem como nos tumores solidos

. . . . 5
muito vascularizados, e nos tecidos inflamados. 51

E importante ainda referir que as preparagdes podem actuar de forma passiva, baseada

unicamente nos proprios fendémenos fisiologicos para libertacdo de farmaco, ou de
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forma activa, quando a distribui¢do e libertagdo ¢ controlada por meios externos ao
vector, tais como o magnetismo, iontoforese, hipertermia localizada, ajustamentos de

pH, etc. 5]

Em seguida sdo apresentados alguns dos vectores mais comuns usados como veiculos

para o transporte de farmacos no organismo.

3.1. Vectores soluveis

De entre os vectores soluveis destacam-se as glicoproteinas, os polimeros soluveis e
anticorpos monoclonais. Estes vectores ligam-se a alvos especificos, que podem ser
receptores celulares ou antigénios de superficie. Os anticorpos monoclonais, por
exemplo, sdo bons vectores para farmacos, especialmente os que apresentam maior
toxicidade. Algumas toxinas podem ligar-se a estes anticorpos, constituindo
imunotoxinas. No entanto a sua purifica¢do ¢ extremamente delicada, e por essa razao
a sua utilizacdo ¢ bastante limitada. Para colmatar essa situacdo tém sido
desenvolvidos polimeros soltveis, obtidos por sintese ou por semi-sintese. Sao
compostos variados, preparados a partir da albumina plasmatica ou da apolipoproteina
beta, em que se inserem moléculas especificas de actcares, dextranos, copolimeros,

etc. 5]

3.2. Vectores coloidais

Os sistemas coloidais podem ser organizados em particulas ou vesiculas. Alguns
exemplos mais importantes sdo aqui apresentados, como as nanoparticulas, os
dendrimeros, microesferas de albumina, lipossomas (vesiculares) e micelas. Estes sdo
essenciais para o transporte efectivo de fdrmacos para o local de interesse. Sao
vectores que sequestram, transportam e mantém o principio activo na rota pretendida.
Um dos objectivos destes sistemas sera também a reducdo da toxicidade inerente ao

farmaco. ©

O vector coloidal ideal devera conseguir atravessar as barreiras biologicas, manter a

especificidade e selectividade das células alvo, manter uma ligacdo ao farmaco
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estavel em diversos biofluidos, deve ser ndo toxico e ndo imunogénico, degradando-se

r . ’ 6
apos reconhecimento e entrega do farmaco. [

Com os vectores coloidais, os efeitos adversos do farmaco siao reduzidos, nao
existindo a necessidade de serem administradas doses elevadas, pois existe um maior
direcionamento da terapéutica. Se estes sistemas forem concebidos criteriosamente, a

sua contribuigio em drug delivery sera de grande importancia.

3.2.1. Micro e Nanoparticulas

Entre as microparticulas destacam-se as microcdpsulas, particulas que apresentam
uma cavidade central que permite a encapsulacdo do firmaco, sendo revestidas por
um involucro polimérico, e as microesferas, particulas de formato esférico em que o
farmaco se encontra dissolvido ou suspenso no seio de uma matriz, cujas dimensdes

rondam os 10 pm. As nanoparticulas apresentam dimensdes inferiores a 1pm. 1!

Sdo diversos os materiais utilizados para a obten¢do de micro e nanoparticulas. Um
dos sistemas preparados inicialmente foram microesferas de albumina ou agtcar, nas
quais se englobavam os fairmacos, sendo posteriormente revestidas por gelatina, PVP,

PVA, dextrinas, ciclodextrinas, etc. 151

Hoje em dia ¢ dada preferéncia a polimeros biodegradaveis, ja preformados ou que se
obtém a partir de monomeros. Alguns desses polimeros sdo de natureza proteica,
como a albumina, outros sdo polissacarideos sintéticos ou semissintéticos, € outros
comportam-se como lipossoluveis. Dos mais utilizados destacam-se os poliésteres,
como o poli(acido lactico), poli(acido glicdlico), policaprolactona, poli-

hidroxibutirato, e respectivos copolimeros. ! *!

Sdo vérias as vias de administragdo onde as micro e nanoparticulas podem ser
empregues. Vacinas, antiviricos, citostaticos, antibioterapia intracelular, tratamento de
parasitoses e transporte de imunosupressores sdo exemplos de aplicacdes destes
vectores. Os farmacos podem ser integrados na matriz ou podem ligar-se a superficie

das micro e nanoparticulas, [ (6]
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3.2.2. Dendrimeros (coloidal)

Os dendrimeros sdo macromoléculas artificiais com uma estrutura semelhante a copa
de uma arvore. Estes possuem cavidades internas e conformacdes abertas, o que torna
possivel a encapsulagdo de diversos farmacos. Além disso, possuem uma superficie
com uma maior densidade de grupos funcionais em comparagdo com outras
macromoléculas. Estes grupos funcionais permitem melhorar a solubilidade de muitos
farmacos, e a elevada reactividade dos dendrimeros ¢ fruto da presenca destes grupos
nestas condi¢des. Os farmacos podem assim ligar-se aos grupos funcionais da
superficie da molécula, ou serem encapsulados na cavidade hidrofébica. Com estas
caracteristicas os dendrimeros sdo pois compostos interessantes € com potencial para

sistemas de drug delivery. ']

Os dendrimeros tém uma forma esférica ou elipsoide, e sdo constituidos por trés
componentes distintos: um nucleo central, uma zona ramificada e grupos funcionais
da superficie. O nucleo central ¢ constituido por uma molécula com pelo menos dois
grupos funcionais. Cada camada concéntrica da zona ramificada ¢ designada por
“geracdo”. Quando tém aminas primarias como grupos terminais, sdo designados por
dendrimeros de “geragdo completa”, enquanto que quando tém grupos carboxilo ou
¢éster sdo designados por dendrimeros de “meia-geracdao”. A Figura 1 representa um
dendrimero de geragdo 4 (G4). Sdo os grupos funcionais da superficie da
macromolécula que definem as propriedades fisicas no estado s6lido e em solucdo

aquosa. [*-17]

Os dendrimeros sdo distintos dos polimeros tradicionais, sendo sintetizados com
elevada precisdo, o que faz com que a sua polidispersdo seja muito baixa. As
dimensdes dos dendrimeros sdo da ordem dos nandémetros. A forma do dendrimero
varia com a quantidade de ramificagdes. Se esta for baixa, este apresenta uma forma
de elipse, enquanto que se o nimero de ramificagdes for elevado este tem uma forma
esférica muito bem definida. A solubilidade, com j4 foi referido, ¢ determinada pelos
grupos funcionais da superficie, nimero de ramificacdes, e at¢ mesmo pelo nucleo.
Alguns estudos revelaram que os dendrimeros apresentam solubilidade quase perfeita
numa grande variedade de solventes. Em solventes organicos a sua boa solubilidade
leva a uma rapida dissolu¢do da macromolécula. Além disso, a boa solubilidade em

dgua permite que estes sejam utilizados como veiculos de moléculas hidrofébicas. A
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conformacdo dos dendrimeros depende ndo s6 das ramificagdes como também do

meio em que a macromolécula se encontra. A sua estrutura ¢ desta forma dindmica,

.. o ~ 4], [7
admitindo-se no entanto que estes mantenham a sua forma esférica em solucao. [4.171,
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Figura 1: Estrutura de um dendrimero G4. A biodisponibilidade do dendrimero pode

. . , . T4
ser melhorada quando se conjugam grupos terminais compativeis. ¥

A interac¢do entre dendrimeros e farmacos tem vindo a ser explorada ao longo dos
anos. Sao diferentes os tipos de interac¢des que podem ocorrer, tais como
encapsulacdo simples, interac¢des electroestdticas e ligagdes covalentes. A

arquitectura da molécula, que contem cavidades hidrofobicas no seu interior, permite
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uma encapsulagdo simples de firmacos. A juntar a isto, existem atomos de azoto e
oxigénio nesta regido que podem interagir com o firmaco através de pontes de
hidrogénio. Devido a elevada densidade de grupos funcionais (como grupos amina e
grupos carboxilo) na superficie do dendrimero, espera-se que se consiga melhorar a
solubilidade de certos farmacos por interacgdes electroestaticas ). Ha ja algumas
aplicagdes, como por exemplo alguns anti-inflamatérios ndo esteroides como o

. . . . 81, [9
Ibuprofeno e o Naproxeno e alguns agentes anticancerigenos e antibacterianos ™*-

10, [11 S . , ,
0L T - 0Os grupos funcionais da superficie do dendrimero podem também formar
ligagdes covalentes com os farmacos, sendo estes libertados apenas por ac¢do quimica

ou enzimatica. !

* Vias de administracao

A via intravenosa ¢ a via mais rapida e simples para colocar o fArmaco na circulagdo
sistémica . No entanto, a fraca solubilidade em meio aquoso de alguns farmacos,
como os fiarmacos anticancerigenos, limita a utilizacdo desta via em algumas
terapéuticas, devido aos efeitos adversos que dai podem surgir '*. A complexagio
destes farmacos com dendrimeros tem sido uma boa hipotese para contornar esta

situacdo. 74 1131 11611171

Em alguns estudos in vivo realizados em ratos foi testada a biodisponibilidade e a
toxicidade dos dendrimeros. Os dendrimeros ndo apresentam toxicidade quando
administrados por esta via. Quanto a biodisponibilidade, nem todos os dendrimeros
sdo indicados para serem administrados desta forma. No entanto, quando associados a

18]

cadeias de polietilenoglicol (PEG) !"® estes mantém-se mais tempo em circulagio,

chegando as 24h ap6s administracdo, ndo sendo eliminados tdo rapidamente como os

outros derivados. ]

A via oral ¢ a via mais comum para administracdo de farmacos. Neste caso os
dendrimeros permitem a manuten¢do da concentracdo ideal de farmaco para o efeito
terapé€utico no local de interesse, podendo assim simplificar os esquemas terapéuticos.
Estes podem ainda contribuir para um aumento da solubilidade e da estabilidade dos
farmacos administrados. Estas macromoléculas possuem propriedades adesivas,

ligando-se fortemente a mucosa, prolongando o tempo de contacto do firmaco com o
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epitélio do intestino. Os dendrimeros sdo bem absorvidos no tracto gastrointestinal, e
desta forma melhoram a absorcao de firmacos com fraca capacidade de penetragdo na

membrana do intestino. [”!

Outras vias de administracdo para os dendrimeros tém vindo a ser estudadas,
existindo a possibilidade de estas macromoléculas serem utilizadas em formulagdes

.. ~ : e - 11,17
para administragio por via transdérmica, ocular, rectal, vaginal e nasal. ' 1"]

Em suma, os dendrimeros parecem ser bons veiculos para firmacos, possuindo a
habilidade de se ligarem por varios mecanismos, como encapsulagdo, interacc¢oes
electroestaticas e ligacdes covalentes. Por encapsulacdo, o complexo pode ser
administrado por diferentes vias. E também importante referir que modificando a

estrutura dos dendrimeros é possivel corrigir alguns problemas de toxicidade. !

3.2.3. Albumina

A albumina ¢ a proteina mais abundante no plasma (35-50 g/L soro humano), e tem
um tempo de meia vida de 19 dias. Esta proteina pode aumentar a solubilidade de
cadeias longas de acidos gordos, pode ligar-se a bilirrubina e a uma grande variedade
de moléculas com acgdo terapfutica, como penicilinas, sulfonamidas,
benzodiazepinas, etc. Pode ainda ligar-se a alguns ides metalicos, funcionando como
veiculo para estes compostos na corrente sanguinea. A Figura 2 representa a estrutura
ao raio X da albumina, destacando os dois pontos de possivel ligagdo com outras
moléculas. A albumina ¢ uma proteina acidica, muito solivel e extremamente robusta.
E estivel num intervalo de pH 4-9, soliivel em 40% de etanol e pode ser aquecida a
60 °C durante 10h sem sofrer deterioramento. Estas propriedades, bem como a
absorcdo por células tumorais e tecido inflamado, e ainda a sua boa
biodisponibilidade e baixa toxicidade, fazem com que esta proteina seja um forte

candidato a veiculo para drug delivery. !

10
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Figura 2: Estrutura de raio X da albumina do soro humano

A American Bioscience, Inc. desenvolveu recentemente nanoparticulas baseadas em
albumina, uma tecnologia que d4 pelo nome de nab-technology ', Estes sistemas sdo
ideais para encapsular fArmacos lipofilicos. A tecnologia parece simples: o fAirmaco ¢
misturado com a albumina do soro humano num solvente aquoso e a mistura
submetida a um jacto de alta pressdo, com consequente formagao de nanoparticulas de
albumina, com tamanhos de 100-200 nm, comparaveis ao tamanho dos lipossomas.
Uma associac¢do que tem vindo a ser estudada ¢ a da nanoparticula com paclitaxel, um
farmaco inibidor da mitose usado no tratamento contra o cancro da mama. Esta
associacdo foi aprovada em 2005, e mostrou eficdcia anti-tumoral superior a do

paclitaxel isolado. (19, 120}, [21], 22]

3.2.4. Lipossomas

Atribui-se a Weissman, em 1965 (23]

, 0 termo lipossoma (do grego lipos = gordura +
soma = corpo), embora uns meses antes Bangham **! ja os tivesse produzido
experimentalmente. Os lipossomas (Figura 3) sdo pequenas vesiculas esféricas com
diametros que variam de alguns nanémetros a poucos micrometros (sempre maior que

25 nm), constituidos principalmente por fosfolipidos e colesterol. Devido ao seu

11
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tamanho, caracteristicas anfifilicas e biocompatibilidade, os lipossomas sdo moléculas

com boas potencialidades em drug delivery. "M !

As matérias primas utilizadas para a preparacdo de lipossomas sdo basicamente
fosfolipidos, que podem ser naturais ou sintéticos, um esterol e, eventualmente, um
produto i6nico que permite a obtencdo de vesiculas carregadas positiva ou
negativamente. Os fosfolipidos sdo moléculas que possuem simultaneidade de carga
positiva e negativa com a mesma intensidade, e em que também coexistem uma
porc¢do hidrofilica (4cido fosfoérico e base organica) e uma fracgdo lipofilica (cadeias
carbonadas gordas). Na preparacdo dos lipossomas recorre-se também a utilizagdo de

um esterol, normalmente o colesterol. Este destina-se a reduzir a difusdo dos farmacos

hidrossoluiveis para o exterior das vesiculas, aumentando ainda a sua estabilidade no
5], [25]

plasma, e conservando os fosfolipidos de forma ordenada. |

Fosfolipido

Figura 3: Estrutura de um lipossoma *°!

Durante o processo de sintese dos lipossomas, a inclusdo de fairmacos pode ser feita
em diferentes momentos, dependendo da sua solubilidade. Assim, os compostos
lipofilicos sdo adicionados juntamente com os fosfolipidos, colesterol e antioxidantes,
enquanto que os farmacos hidrofilicos sdo adicionados juntamente com a fase aquosa.
Este processo serd influenciado por alguns parametros tais como a temperatura,

composicgdo da fase gorda, pH, forga idnica, e relagdo entre farmaco e lipidos. I

12
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Em relagdo a estabilidade dos complexos, devem ser tidas em consideragdo as
seguintes componentes: estabilidade fisica e quimica, estabilidade dos farmacos
encapsulados e estabilidade quanto a saida antecipada dos farmacos incluidos no
lipossoma. E importante referir que a parede lipidica dos lipossomas ¢ fortemente
afectada pela ac¢do do ar (oxigénio), que induz oxidacdo, e pela d4gua que hidrolisa a
vesicula principalmente ao nivel das ligacdes éster. Nesta situacdo ¢ necessario
estabilizar a vesicula recorrendo a antioxidantes e sequestrantes de metais com acc¢ao
antioxidante e ajustar o pH para um valor que impega a hidrdlise. O comportamento
das bicamadas influencia a ligacdo farmaco-lipossoma, que se pretende estavel até ao
momento da libertagio do farmaco. E importante referir que a permeabilidade das
bicamadas ao farmaco diminui com o aumento do comprimento e da saturagdo das
cadeias carbonadas dos fosfolipidos. O colesterol pode também influenciar essa

permeabilidade. ™

* Vias de administracao

Tém sido usados lipossomas para aplicacdo dérmica, em produtos cosméticos € um
pouco também em dermatologia, com o principal objectivo de se conseguir uma
melhor penetracdo de alguns compostos na pele, tais como vitaminas, colagénio e
péptidos activos. Por esta via os lipossomas percorrem um curto percurso até ao local
de interesse, as for¢as mecanicas sdo reduzidas e o pH ¢ favoravel a estabilidade da

formulagdo. 1!

Por via nasal tém sido usados lipossomas em associagdo com antibioticos, insulina,
algumas hormonas, vitamina B12, calcitonina e anticoncepcionais. A via nasal tem
interesse pois trata-se de uma via fortemente irrigada, na qual farmacos de pequena
massa molecular podem atingir 100% de biodisponibilidade, e pelo facto dos

. , . . . . . . 5
principios activos absorvidos escaparem ao efeito de primeira passagem. ™

A utilizacdo de formulagdes com lipossomas para administracdo oral acarreta alguns
problemas, como a presenca como as grandes variacdes de pH ao longo do tracto
gastrointestinal e a presenca de variados enzimas. Em todo o caso, os lipossomas

conseguem proteger o farmaco da agressividade do estbmago e podem ainda melhorar

13
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a sua absorcdo. Os farmacos de natureza proteica, como a insulina e o factor VIII, sdo

aqueles cuja encapsulagio em lipossomas pode ser mais vantajosa. - 27]

A via endovenosa acaba por ser a via de eleicdo para a administra¢do de lipossomas.
Esta ndo se trata de uma via de administragdo desprovida de condicionantes que
podem afectar os lipossomas. Existem em circulagdo compostos, nomeadamente as
lipoproteinas de alta densidade (HDL), que removem os fosfolipidos das vesiculas,
diminuindo a sua estabilidade. Concomitantemente a este ataque das HDL as paredes
dos lipossomas alguns farmacos lipofilicos podem ficar em circulag@o no estado livre,
o que nao ¢ desejavel. Por outro lado, as opsoninas juntamente com as proteinas do
complemento, revestem os lipossomas facilitando o processo de fagocitose, que
facilita a sua entrada na célula alvo. No entanto, este processo de fagocitose deve ser

N . . 5
controlado e nio ocorrer de forma imediata.

Os lipossomas sdo utilizados como veiculos de varias moléculas, tais como agentes
citostaticos, quelantes (em intoxicacdes metdlicas), antiviricos, antiparasitarios,

. . . . . . o 5
hormonas diversas, antifingicos, enzimas, vacinas, ou mesmo material genético. 5]

Alguns farmacos tém sido usados em associagdo com lipossomas. A anfotericina B e
nistatina (antifingicos), derivados de antimdnio pentavalente (antiparasitarios usados,
por exemplo, para tratamento da leishmaniose), doxorrubicina e daunorrubicina
(citostaticos cardiotoxicos), vidarabina (antivirico com actividade contra hepatite B),
tém sido utilizados em lipossomas, juntamente com alguns antibidticos como a

gentamicina e a ampicilina, ' %!

3.2.5. Micelas

As micelas (Figura 4) sdo definidas como sendo um agregado de moléculas anfifilicas
numa vesicula esférica. O centro da micela ¢ hidrofobico e assim pode sequestrar
farmacos hidrofobicos que serdo posteriormente libertados na célula de interesse. As
micelas convencionais sdo formadas por moléculas de cabeca hidrofilica e cauda
hidrofébica, normalmente composta de por¢des de hidrocarbonetos e acidos gordos.

O tamanho destas moléculas determinara o tamanho da micela. *®

14
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Polimeros com segmentos hidrofilicos e hidrofébicos podem também agregar-se em
meio aquoso e originar micelas poliméricas. Estes polimeros tém blocos hidrofilicos
compostos por poli(6xido de etileno) (PEO), e blocos hidrofébicos de poli(6xido de
propileno) (PPO), poli (4cido lactico) (PLA), ou outros poliéteres ou poliésteres
compativeis. Estas micelas poliméricas apresentam algumas vantagens em relacdo a
outras nanoparticulas: sdo estruturalmente estaveis em altas concentragdes de
copolimero, sendo o seu tempo de dissolucdo maior devido ao elevado peso

molecular; podem manter-se na circulacao sanguinea durante mais tempo quando tém

PEO na sua constituigdo e podem incorporar facilmente o farmaco quando se
[28]

encontram em mistura.

Figura 4: A) Micela ndo polimerizada, constituida por moléculas anfifilicas; B)

Micela polimérica constituida por blocos de copolimeros anfifilicos. **!

3.3. Vectores medicamentosos baseados em supramoléculas

As moléculas macrociclicas representam uma classe importante de veiculos para
farmacos, uma vez que, ao contrario de outras classes de veiculos como as
nanoparticulas, estes sdo capazes de sequestrar firmacos dentro da sua estrutura,
providenciando uma barreira a degradagdo e desactivagcdo do firmaco. Enquanto que
os lipossomas e as micelas podem encapsular os fairmacos dentro do seu nucleo, o
tamanho das moléculas macrociclicas pode ser regulado para se controlar a forga de

ligacdo e a capacidade de libertagdo do farmaco.
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Em destaque nesta monografia encontram-se dois tipos de macromoléculas: as
ciclodextrinas, ja bastante usadas em formulagdes farmacéuticas, e os cucurbiturilos,
moléculas que apresentam excelentes caracteristicas e elevado potencial de aplicagdo

em futuros sistemas para drug delivery.

¢ (Ciclodextrinas

As ciclodextrinas sdo um grupo de oligossacarideos capazes de formarem complexos
de inclusdo com diversos farmacos. Através desta complexacdo, a solubilidade de
alguns farmacos hidrofébicos pode ser melhorada sem que a estrutura da molécula
seja alterada. No capitulo 4 serdo apresentadas em maior detalhe as caracteristicas das

. . . ~ . ) 1
ciclodextrinas e as suas associa¢des com diferentes farmacos. [

¢ Cucurbiturilos

Os cucurbiturilos sdo macromoléculas sintéticas, formadas a partir da condensacdo de
grupos glicoluril com formaldeido. Sdo moléculas relativamente recentes e que
apresentam boas caracteristicas para serem usadas como veiculos de firmacos. No

capitulo 5 serdo apresentados em detalhe.
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4. Ciclodextrinas

A primeira referéncia a uma substincia que mais tarde foi designada de ciclodextrina
data de 1891 ). Em meados de 1953, Freudenberg et al *° recebeu a primeira
patente para uso de ciclodextrina em formula¢des farmacéuticas. No entanto, até 1970,
as ciclodextrinas apenas eram produzidas com baixo grau de pureza e em quantidades
muito reduzidas, sendo que os elevados custos de produgdo deitavam por terra a sua
utilizacdo a nivel industrial. No entanto, devido a recentes avangos biotecnolédgicos, a
producdo em larga escala tem sido uma constante e, consequentemente, a utilizagcdo

das ciclodextrinas tem-se expandido. ' 3%

Na industria farmacéutica, as ciclodextrinas tém sido particularmente utilizadas em
virtude das suas propriedades complexantes para aumentar a solubilidade e dissolu¢ao
de farmacos insoluveis, aumentar a sua biodisponibilidade e estabilidade, diminuir a
irritacdo gastrica e ocular causada por determinados farmacos, diminuir ou eliminar
odores ou sabores desagradaveis, prevenir interac¢des entre diferentes farmacos ou
entre farmacos e excipientes e ainda converter farmacos liquidos em pos amorfos

microcristalinos, [ 31} 321 331

4.1. Caracteristicas das ciclodextrinas
4.1.1. Estrutura:

As ciclodextrinas (CDs) sao oligossacarideos ciclicos, compostas por unidades D-
glucopiranosidicas (glucose) ligadas entre si por meio de ligacdes a-1,4 glicosidicas.
Estas sdo desenvolvidas a partir do amido (polimero linear constituido por unidades
de glucose): a degradacdo do amido pelo enzima glucosiltransferase origina, por
quebra de cadeia e rearranjo molecular, produtos primarios que sdo oligdmeros
ciclicos, ou ciclodextrinas. A classificacdo das ciclodextrinas depende do niimero de
residuos de glucose na sua estrutura. As ciclodextrinas mais comuns, ou seja, aquelas
que sdo obtidas com maior rendimento, sdo denominadas a-, B- e y-CD, e contém seis,
sete e oito unidades de glucose respectivamente. Por razdes estequimétricas nao
existem ciclodextrinas com numero inferior a 6 unidades de glucose. Por outro lado,
j& foram identificadas ciclodextrinas compostas por mais de 8 unidades de glucose,

contudo estas sdo produzidas com rendimento muito baixo. !'» 321 134]
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No que toca a aparéncia, as ciclodextrinas sdo semelhantes a um cone cortado. Devido
a conformacdo em cadeira das unidades de glucose e a auséncia de rotagdo livre das
ligacdes glicosidicas, as ciclodextrinas adquirem esta forma tronco-conica. Nesta
estrutura, os grupos hidroxilo secundarios encontram-se localizados nos carbonos C2
e C3 das unidades de glucose na extremidade mais larga, enquanto os grupos
hidroxilo primarios ligados ao carbono C6 das unidades de glucose localizam-se na
extremidade oposta mais estreita, como representado na Figura 5. Esta disposicao
molecular surge da livre rotagdo dos grupos hidroxilo primarios, que faz com que
exista uma reducao do diametro efectivo da extremidade mais estreita da ciclodextrina,
contrariamente aos grupos hidroxilo secundarios que ndo possuem esse movimento de

rotagdo. 11 321 331, [34], 351, [36]

/CD

\\

Figura 5: Representacdo esquematica da B-CD: As setas indicam os grupos
hidroxilo primério e secundario. Os grupos hidroxilo secundarios encontram-se

ligados no aro mais largo da ciclodextrina. %

Os grupos -CH ligados aos protdes H1, H2 e H4, encontram-se no exterior da
molécula, e os grupos hidroxilo (-OH), orientam-se parar o exterior do cone, tornando
a superficie externa da ciclodextrina hidrofilica. Por outro lado, o revestimento da
cavidade interna da molécula ¢ delineado pelos grupos —CH, ligados aos protdes H3 e
HS, e por pontes éster de oxigénio glicosidicas. Os pares de electrdes livres dos
atomos de oxigénio envolvidos nas ligagdes éster encontram-se orientados para o
interior da cavidade, produzindo localmente um ambiente de elevada densidade
electronica, que confere a superficie interna da ciclodextrina um caracter

extremamente hidrofobico. P B7) [38]
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As diferentes estruturas das trés ciclodextrinas naturais obtidas com maior rendimento,
a-, B- e y-CD, influenciam a solubilidade aquosa das mesmas. A solubilidade de B-CD,
por exemplo, ¢ muito baixa devido as ligacdes de hidrogénio intramoleculares
estabelecidas entre os grupos C,-OH de uma unidade de glucose e os grupos C3;-OH
de uma unidade de glucose adjacente, originando uma estrutura rigida. Ja no caso da
a-CD, so quatro das seis possiveis ligagcdes de hidrogénio podem ser estabelecidas,
em virtude de uma das unidades de glucose se encontrar numa posi¢do distorcida. A
v-CD, das trés, ¢ aquela com melhor solubilidade em meio aquoso, por se tratar de
uma molécula ndo-coplanar de estrutura mais flexivel. No entanto, apesar da sua
limitada solubilidade, B-CD acaba por ser a ciclodextrina natural com maior aplicacdo
no campo farmacéutico, por ser obtida industrialmente com alto rendimento, elevada
qualidade e com poucos custos. Além disso possui uma cavidade interna cujas
dimensdes sdo excelentes para incorporar compostos aromaticos hidrofobos. No
Quadro 1 encontram-se sumariadas algumas das caracteristicas mais importantes das

Al . . [31],[32
trés ciclodextrinas naturais. ') %]

Quadro 1: Estrutura e propriedades fisico-quimicas de a-, p- e y-CD. P!

a -CD B -CD vy -CD
Unidades de glucose (n°) 6 7 8
Massa molecular (g/mol) 972 1135 1297
Solubilidade aquosa (g/100 ml a 25°C) 14.5 1.85 23.2
Diametro interno da cavidade (A) 47-53 6.0-6.5 7.5-8.3
Altura da estrutura tronco-cénica (A) 7.9+0.1 7.9+0.1 7.9+0.1
Volume aproximado da cavidade (A%) 174 262 427
Forma dos cristais Laminas Paralelogramas Prismas

hexagonais monoclinico quadraticos

pKa (a 25°C) 12.333 12.202 12.081
Constante de difusio a 40°C (m?/s) 3.443 3.223 3.000
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4.1.2. Ciclodextrinas modificadas:

Embora as ciclodextrinas naturais, a-, f- e y-CD, sejam muito utilizadas na
investigacdo e desenvolvimento de formulacdes farmacéuticas, elas apresentam
algumas propriedades menos adequadas para um bom sistema de drug delivery. Como
ja foi referido, B-CD apresenta uma solubilidade aquosa relativamente reduzida
(1,85% m/v, a 25°C), devido a sua estrutura rigida. Esta limitacdo est4d na origem do
desenvolvimento de ciclodextrinas quimicamente modificadas, que apresentem
melhorias ao nivel da solubilidade e toxicidade, possibilitando a sua administragcdo
por via parentérica. Estas modificacdes pretendem também alargar o leque de

moléculas passiveis de serem encapsuladas pela p-CD. ']

As ciclodextrinas sdo modificadas nos grupos hidroxilos primdrios e/ou secundarios,
onde podem ser ligados diversos grupos funcionais. Pode haver substituicdo com
grupos metilo, carboximetilo, hidroxietilo, hidroxipropilo, sulfobutilo, ou pode
também haver polimerizacio da macromolécula. Tém sido sintetizados e
caracterizados ao longo das tultimas décadas centenas de derivados, mas apenas
alguns tém constituido opgdes validas para utilizacdo como excipientes farmacéuticos.
Entre estes, os derivados contendo substituintes metilo, hidroxipropilo e, mais
recentemente, substituintes  éter-sulfobutilo, destacam-se pela sua maior
representatividade em aplicacdes farmacéuticas, sendo utilizados em larga escala na

qualidade de excipientes farmacéuticos. *"!

Os derivados hidrofilicos tém como objectivo melhorar a solubilidade de alguns
farmacos. Sao varios os derivados hidrofilicos de ciclodextrinas, destacando-se os

seguintes:

N Derivados metilados — As hidrossolubilidades dos derivados metilados de
B-CD sdo muito superiores a da ciclodextrina natural, mas diminuem com o aumento
da temperatura. Esta situacdo pode limitar o seu uso em preparagdes injectaveis que
necessitem de ser esterilizadas pelo calor. A metilagdo das ciclodextrinas origina
também derivados muito soliveis em solventes organicos. Estes derivados sdo menos
higroscopicos e possuem menor tensdo superficial, em comparacdo com as
ciclodextrinas naturais. A sua natureza higroscopica acaba por ser uma vantagem

. s . 31
quando se pretende encapsular fArmacos sensiveis & humidade. "
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. Derivados hidroxialquilados — Estes derivados podem ser obtidos a partir
das trés ciclodextrinas naturais. No entanto a derivacdo a partir de -CD ¢ a Uinica que
traz vantagens. A preparacdo destes derivados ocorre de forma nao selectiva. Desta
forma, o produto de reac¢do de condensagdo das ciclodextrinas com os agentes
hidroxialquilantes ¢ sempre uma mistura dos respectivos derivados com véarios graus
de substitui¢do. Os derivados hidroxialquilados sdo altamente soluveis em agua, e sao
menos higroscopicos que a respectiva ciclodextrina. No entanto, em presenca de
humidade relativa acima dos 90%, estes dissolvem-se na dgua de adsor¢do devido a

sua elevada solubilidade. "

. Derivados ramificados — Nestes derivados os grupos hidroxilo primarios e
secundarios sdo substituidos por mono e dissacarideos através de ligacdes a-(1,6).
Estes tém vindo a ser alvo de grande interesse devido a sua elevada hidrossolubilidade.
A sua preparagdo ¢ feita, na maioria dos casos, por via enzimatica. Contrariamente as
ciclodextrinas hidroxialquiladas, as ciclodextrinas ramificadas sdo obtidas com
elevado grau de pureza. Tém solubilidade em agua e nalguns solventes organicos

. . . . . . 131
muito superior a das ciclodextrinas naturais. '

Por outro lado, os derivados hidrofébicos t€ém como principal fun¢do controlar a

velocidade de libertacdo de alguns farmacos soliveis em dgua.

. Derivados etilados — Pode fazer-se a substituicdo dos grupos hidroxilo da
ciclodextrina por grupos alquilo de tamanho superior ao metilo. Esta substitui¢do leva

a uma redugdo da solubilidade aquosa da molécula. 1*"!

. Derivados acilados — Pode também fazer-se a substituicado de todos os
grupos hidroxilo da B-CD por diferentes cadeias alquiladas. A solubilidade aquosa,
ponto de fusdo e velocidade de hidrélise da ciclodextrina acilada diminuem com o

aumento da cadeia alquilica. "

. Derivados ionizaveis — Pode finalmente fazer-se uma substituicdo dos

grupos hidroxilo das ciclodextrinas por grupos ionizdveis, o que confere a estes

derivados uma capacidade de complexagdo dependente do pH do meio. Por exemplo,
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as ciclodextrinas com grupos carboximetilo t€ém solubilidade baixa a pH 4cido mas a
pH neutro ou alcalino a solubilidade aumenta bastante *°> %!, Este comportamento
deve-se a ionizacdo dos grupos carboxilo que apresentam um pKa cerca de 3.5.
Destes derivados, destaca-se o derivado sulfobutilo-éter, SBEB-CD, que apresenta
elevada solubilidade aquosa (>500 mg/ml), e ¢ capaz de formar complexos de

inclusdo com inimeros farmacos. As suas aplicagdes serdo abordadas mais a frente.
[31], [39], [40]

4.2. Aplicagdes Farmacolégicas das ciclodextrinas
4.2.1. A base das ciclodextrinas como excipientes farmacéuticos

As ciclodextrinas tém desempenhado um papel muito importante no aumento da
solubilidade de alguns farmacos pouco soluveis em 4dgua, através da formacdo de
complexos de inclusdo. Funcionam assim como transportadores hidrofilicos para
farmacos com caracteristicas moleculares pouco adequadas a uma boa absorcao e boa

biodisponibilidade. **

Devido as suas caracteristicas peculiares, as ciclodextrinas podem ser consideradas
capsulas cilindricas vazias de tamanho molecular, abertas em ambas as extremidades,
que lhes permite a inclusdo de uma enorme variedade de moléculas organicas,
nomeadamente farmacos apolares, na sua cavidade central. A formag¢do de um
complexo de inclusdo ¢ possivel com a molécula de fArmaco inteira ou apenas uma
porcdo hidrofobica de uma molécula de farmaco de maiores dimensdes. As
ciclodextrinas sdo vulgarmente chamadas de moléculas hospedeiras, sendo desta
forma responsaveis pela encapsulacdo das moléculas hdospede, formando-se assim
complexos hoéspede-hospedeiro, também designados por complexos de inclusdo. Os
complexos de inclusdo sdo portanto associagdes entre duas ou mais moléculas, nas
quais uma das moléculas, a hospedeira, inclui total ou parcialmente, sem
estabelecimento de ligagcGes covalentes, uma molécula hédspede. O farmaco
complexado entra rapidamente em equilibrio com as moléculas livres em solugdo. As
forcas que prevalecem na formacdo do complexo incluem ligacdes por pontes de
hidrogénio, interacgdes por forcas de Van der Waals e interacgdes por transferéncias

de carga. [311, [321, [33]
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Como cada ciclodextrina possui um tamanho de cavidade diferente, as moléculas
complexadas serdo, consequentemente, diferentes. Assim sendo, a-CD complexa bem
moléculas mais pequenas ou cadeias laterais de moléculas de maiores dimensoes,
enquanto que y-CD consegue complexar moléculas de tamanho consideravel, como
antibidticos. Por exemplo, a-CD pode formar complexos com cadeias alifaticas e
moléculas como polietilenoglicol (PEG), enquanto que B-CD ¢é apropriada para
encapsular anéis aromaticos. No entanto, regra geral, as ciclodextrinas tém tendéncia
a ligarem-se a compostos neutros e anionicos. A inclusdo na cavidade da ciclodextrina
¢ condicionada por factores estequiométricos relacionados com a forma e tamanho

das moléculas hospedes e também pela polaridade das moléculas. P! 3211361

A estequiometria dos complexos ¢ outro factor limitante na complexacdo de farmacos.
Os complexos farmaco-CD formam-se habitualmente nas proporg¢des 1:1 ou 1:2 mas,
quando a molécula hospede ¢ suficientemente longa, a inclusdo podera dar-se por
mais do que um lado, formando complexos 1:3, 2:2, 2:3, etc. A Figura 6 compara as

duas estequiometrias mais comuns e as diferengas de tamanho das trés ciclodextrinas

[32]
A
—
+ P
CD Drug 1:1 drug-CD compilex
B
CD

naturais.

0 -

Drug 1:2 drug-CD complex

Figura 6: A) Complexo farmaco-CD 1:1, B) Complexo farmaco-CD 1:2 C) Modelos
propostos para a inclusdo de PGE, com (a) a-CD, (b) B-CD e (c) y-CD [32]
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Em média, o peso molecular dos firmacos a complexar varia entre 100 e 400, sendo o
peso molecular das ciclodextrinas muito superior, com valores de 972, 1135 ¢ 1297
para o-, B- e y-CD, respectivamente. Esta diferenga de pesos moleculares e
estequiometria limitam a quantidade de farmaco a ser encapsulado no processo de
complexacgdo. Estas limitagdes fazem com que, por exemplo, 100 mg de complexo
contenham apenas 5 a 25 mg de substancia activa. Quando a dose terapéutica ndo ¢
superior a 25 mg e o teor de substancia activa ¢ de 5%, esta podera ser incorporada
em comprimidos de aproximadamente 500 mg. No entanto, o peso do comprimido
pode ser restritivo, e neste caso novas formas farmacéuticas devem ser equacionadas.
E importante referir que todos os farmacos cujas doses terapéuticas sejam inferiores a
5 mg sdo os ideais para complexacdo com ciclodextrinas, como por exemplo a

digoxina, a prostaglandina E ou a nitroglicerina. 1**!

As ciclodextrinas sdo bastante estaveis em meio alcalino, mas hidrolisam-se em meio
fortemente acido. Um dos factores que permite a utilizacdo de ciclodextrinas em
aplicagdes farmacéuticas ¢ a sua capacidade de resisténcia a degradagdo de alguns
enzimas. a-CD e B-CD ndo sdo hidrolisadas pela B-amilase, no entanto sao
susceptiveis de serem atacadas pela a-amilase. As trés sdo alvo de fermentacdo na
microflora intestinal quando administradas por via oral. Quando administradas por via
intravenosa sdo excretadas na urina praticamente intactas. Alguns enzimas de

bactérias e fungos sdo capazes de degradar ciclodextrinas. ' 321133

As ciclodextrinas ndo conseguem atravessar a membrana celular devido a sua
estrutura quimica, peso molecular e baixo coeficiente de particdo octanol/agua.
Apenas o farmaco na forma livre consegue atravessar a membrana lipofilica. E
importante referir que as ciclodextrinas ndo melhoram a capacidade dos fdrmacos
hidrofilicos em atravessar a membrana lipofilica. Serdo as caracteristicas do farmaco
e as caracteristicas da propria membrana que irdo definir se as ciclodextrinas
melhoram ou dificultam a passagem do farmaco. As ciclodextrinas podem facilitar a
passagem do farmaco através de barreiras hidrofilicas de difusdo controlada, mas
podem dificultar a sua passagem através de uma membrana lipofilica de difusdo

controlada. !
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4.2.2. Toxicidade:
A toxicidade das ciclodextrinas depende da via pela qual sdo administradas.

. Toxicidade Oral — As ciclodextrinas sdo consideradas ndo toxicas em doses
baixas e moderadas, quando administradas por via oral. Dos estudos realizados ao
longo dos anos, pode-se concluir que a DLsg aguda da 3-CD ¢ superior a 12.5 g/kg em
ratinhos e 5.0 g/kg nos caes. Esta ndo apresenta toxicidade se a dose diaria ingerida

411, [42], [43 Ancs ici ; i
FI2L 810 A auséncia de toxicidade também se verificou

for inferior a 600 mg/kg '
para a a-CD e y-CD. No homem, a dose didria ingerida ndo ultrapassa em média os 50
mg/kg, muito distante dos valores toxicos. Assim, pode-se afirmar que as
ciclodextrinas administradas por via oral sdo praticamente atdxicas, consequéncia da

nula ou muito limitada absor¢ao gastrointestinal ou através das membranas biologicas

lipofilicas da forma intacta da molécula, devido ao seu elevado tamanho. B 32 141}
[42], [43]
. Toxicidade Parentérica — A B-CD e a o-CD naturais, bem como alguns

derivados alquilados e a dimetil-B-CD (DMB-CD), apresentam toxicidade quando
administrados por via parentérica. A f-CD e a DMB-CD, por exemplo, tém afinidade
para o colesterol. Estas tém assim capacidade de extrair o colesterol, bem como outros
componentes lipidicos da membrana celular. Em elevadas concentragdes, estas podem
mesmo provocar hemolise e alteragdo na forma dos eritrocitos. A B-CD, quando
administrada por via intramuscular, pode provocar ulceragdo no local de

administragao. °'- B2

Estas ciclodextrinas também apresentam nefrotoxicidade. Devido a fraca solubilidade
de B-CD, esta tem tendéncia a precipitar e a formar cristais no rim. E usual ocorrer
uma complexacdo com o colesterol e posterior deposi¢do no rim, formando-se
calculos renais que podem danificar as vias urinarias. Quando se administra uma dose
unica de 1 g/kg de a-CD ou 0,67 g/kg de B-CD, sdo observadas alteragdes das células
epiteliais ao nivel do tibulo proximal renal **. Quando p-CD ¢ administrada por via
intraperitoneal ou intravenosa, a toxicidade manifesta-se pelo aumento de azoto
uréico no sangue e diminuicdo da actividade de varios enzimas relacionados com a

funcdo renal. P52
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Devido aos efeitos tdxicos acima mencionados para as ciclodextrinas, quando
administradas por via parentérica, ¢ compreensivel que as formulagdes injectaveis
sejam pouco utilizadas. No entanto, a y-CD, devido provavelmente a sua elevada
solubilidade aquosa, ndo apresenta nefrotoxicidade e ¢ menos hemolitica que as
restantes ciclodextrinas naturais, podendo assim ser utilizada com relativa seguranca
em formulagdes injectiveis como agente complexante de farmacos. E importante
também referir que a toxicidade do derivado hidroxipropil-f-CD (HPB-CD) é muito

baixa, apresentando uma toxicidade muito semelhante a da glicose. ' 3]

4.2.3. Aplicacdes em formulacdes farmacéuticas

A investigacdo farmacéutica tem estado bastante activa nos ultimos anos. Tém vindo
a ser desenvolvidos novos farmacos com novas propriedades, numa necessidade de
obtencdo de formulacdes com um biodisponibilidade oral mais elevada e de
preparacdes parentéricas solubilizadas. Com todo este desenvolvimento, e com todos
os estudos feitos a moléculas com possibilidade de serem usadas como farmacos,
surgiu a necessidade de obtencdo de novas formulacdes para aplicagdo em drug
delivery, de modo a que se consigam ter mais opgdes terapéuticas para fazer face a

todos os desafios que tém vindo a ser langados. ') 1**!

Para que um farmaco esteja biodisponivel oralmente, este deve conseguir dissolver-se
e ser absorvido pelo tracto intestinal, de maneira que se atinjam os niveis de farmaco
adequados para a obten¢do de um efeito terapéutico no local de interesse. Tem sido
grande o interesse na obten¢do de formulacdes farmacéuticas para administragdo oral
onde a taxa de farmaco libertado e tempo de libertacdo sejam controlados de acordo
com as necessidades da terapéutica. Os perfis para a libertagdo de farmaco podem ser

divididos assim em duas categorias, libertacdo controlada e libertacdo retardada. 1331

Existem trés tipos de libertagdo controlada. Na libertacdo imediata, pretende-se
complexar um farmaco que seja pouco soluvel em solu¢do aquosa com uma
ciclodextrina hidrofilica que permita melhorar esta propriedade. A libertagdo imediata

J4

de farmacos como analgésicos, antipiréticos ou vasodilatadores coronarios ¢ muito

[

importante em situagdes de emergéncia ****®!. Uma libertagio prolongada é obtida

utilizando-se ciclodextrinas hidrofobicas, que permitem uma libertagdo mais lenta e
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controlada do farmaco. Este tipo de formulacdes fazem com que se mantenha uma
concentragdo constante de fArmaco durante a terapéutica, prolongando a sua eficacia e
reduzindo alguns efeitos toxicos. Por ultimo, na libertagdo modificada, o farmaco ¢
libertado num estado fisico diferente. Por exemplo, a nifedipina, um antagonista dos
canais de célcio, tem de ser administrada duas a trés vezes por dia devido ao efeito de
primeira passagem que sofre e ao seu curto tempo de meia vida. Além disso, ainda
tem fraca solubilidade em solugdo aquosa e tem tendéncia a formar cristais 1", Uma
libertacdo modificada com o auxilio de ciclodextrinas permite corrigir estes

problemas. ©**!

A libertacdo retardada ¢ obtida usando derivados de ciclodextrinas sensiveis ao pH,

resistindo ao pH do estdmago e libertando o fArmaco em regides mais avangadas do

tubo digestivo, onde o pH é mais alcalino. ©*°!

Estudos anteriores mostram que mais de 40% das falhas dos farmacos em

desenvolvimento estdo relacionadas com as fracas propriedades biofarmacéuticas,

(48]

nomeadamente fraca dissolucdo e permeabilidade Tendo em conta estas

caracteristicas como a solubilidade e permeabilidade, a agéncia americana FDA (Food

and Drug Administration) desenvolveu um sistema de classificagio de farmacos "

501, (511 qesqs . . L
1501511 " dividindo os farmacos em 4 grupos consoante estas caracteristicas, de acordo

com o Quadro 2. %

Quadro 2: Sistema de classificacdo biofarmacéutica que caracteriza os fArmacos de
acordo com a sua solubilidade e permeabilidade. A solubilidade do farmaco ¢ definida
pela razdo dose/solubilidade, considerando o farmaco soluvel aquele que dissolve
numa dose mais elevada em 250 ml de 4gua. Um farmaco diz-se permeavel se tiver

biodisponibilidade > 90% ou absor¢io > 90%. %

Tipo III Tipo I

A Solubilidade, W Permeabilidade | AN Solubilidade, A\ Permeabilidade
Tipo IV Tipo II

W Solubilidade, W Permeabilidade | W Solubilidade, A\ Permeabilidade

A capacidade das ciclodextrinas formarem complexos de inclusdo, tanto em solugdo

como no estado sélido, onde a molécula hospede estd rodeada pelo ambiente
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hidrofobico da cavidade da ciclodextrina, promove modificagdes nas propriedades da

molécula que sdo particularmente tteis no campo farmacéutico.

[31]

As razoes para a inclusdo de ciclodextrinas numa formulagdo farmacéutica podem ser

muito distintas, e normalmente especificas para cada situacdo, dependendo da via de

administragdo e dos problemas fisioldgicos e quimicos a enfrentar. O Quadro 3

sintetiza algumas das especialidades farmacéuticas contendo complexos de inclusdo

com ciclodextrinas. !

Quadro 3: Algumas formula¢des com ciclodextrinas comercializadas

Complexo farmaco- . Forma .
Nome comercial A e Pais

CD Farmaceéutica

PGE1/0-CD Provastatina® Solugdo I.V. Japao

PGE2/B-CD Prostamon E® Comprlmldo Japao
sublingual
Comprimido,

Piroxicam/B-CD Brexin®, Flogene®  solug¢do, granulado, Italia, etc.
supositorio.

Dexametasona/p-CD Glymesason® Pomada Japao

. — . Comprimido <

Nitroglicerina/pB-CD Nitropen® sublingual Japao

Cefalosporina/p-CD Meiact® Comprimido Japao

Hidrocortisona/HPB-CD  Dexocort® Solugdo Islandia

Itraconazol/ HPB-CD Sporanox® Solugdo Bélgica

Omeprazol/B-CD Omebeta® Comprimido Alemanha

Indometacina/ HPB-CD  Indocollyre® Solug¢do oftdlmica Franga
Supositorio,

Nimesulide/B-CD Aulin® granulado, Italia, etc.
comprimido

Alprostadil/a-CD Rigidur® Solugdo I.V. Dinamarca

Nicotina/B-CD Nicorette® Comprlmldo Suécia
sublingual

Dextrometorfano/p-CD Rynathisol® Xarope Italia

Cetirizina/B-CD Cetirizin® Comprimido Alemanha

Mitomicina/ HPB-CD MitoExtra® Solugdo I.V. Suica

Cloranfenicol/ RMB-CD  Clorocil® Solug¢do oftdlmica Portugal

. Voltaren ~ o ;

Diclofenac/ HPy-CD Ophatalmic® Solugao oftalmica Suica

Cisapride/ HPB-CD Prepulsid® Supositorio Bélgica

Voriconazole/ SBEB-CD  VFend® Solugdo I.V. EUA
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* Aplicagdes inicias das a-CD e B-CD - prostaglandinas e AINEs

As ciclodextrinas chegaram pela primeira vez ao mercado como moléculas de
aplicacdo em drug delivery que permitiam o a administracdo de varias prostaglandinas
(461 52153 Um dos primeiros compostos usados como substrato, a PGE,, consiste
numa substincia com propriedades semelhantes a oxitocina, uma hormona que
promove contracgdes uterinas e producdo de leite, sendo por isso usada durante o

(531 341 Tal como outras prostaglandinas do tipo E, estes compostos sdo

parto
extremamente instaveis, e esta situagdo complica a sua formulagdo e desenvolvimento.
A utilizagdo de complexos B-CD com PGE; resulta assim num aumento significativo
da estabilidade do composto no estado sdlido. Este complexo foi aprovado para o
mercado Japonés em 1976. O complexo que da pelo nome de Prostarmon E ¢
altamente efectivo e representa um enorme avanco médico, ndo so pela inducdo dos
efeitos semelhantes a oxitocina, mas também pela sua tendéncia em diminuir o

sangramento durante o parto. [32]

A segunda prostaglandina a ser comercializada como complexo com ciclodextrinas
foi a PGE,. Esta prostaglandina ¢ responsavel pelo relaxamento do musculo liso e
aumento do fluxo sanguineo, tendo sido desenvolvida inicialmente para tratamento de
problemas relacionados com a circulagdo periférica. Devido a sua fraca estabilidade
metabolica, a PGE, necessitava de ser administrada por via intra-arterial para que se
obtivessem os resultados clinicos desejados. A utilizacdo do complexo o-CD com
PGE, permitiu uma administracdo por via parentérica, evitando assim a administragao
intra-arterial, que obviamente acarreta mais riscos. Em 1979 este complexo,
denominado alprostadil alfadex, foi aprovado para tratamento de complicacdes de

53],

circulagdo periférica, incluindo a doenca de Buerger [531. 1541 (uma inflamagdo e

trombose de pequenas e médias artérias e veias dos pés e maos, associada ao tabaco).

, .. ~ : 32
O complexo mostrou também actividade contra oclusio arterial e aterosclerose. %

Este complexo alprostadil alfadex ¢ também usado para tratamento da disfuncao
eréctil no homem. Nesta situacdo, o complexo ¢ administrado através de injeccao
intra-cavernosa. Este mostrou ser eficaz em individuos que ndo reagem positivamente
ao sildenafil (Viagra®), um inibidor oral da 5-fosofodiesterase. A complexidade da
forma de administra¢do deste complexo fez com que se desenvolvessem formas mais

acessiveis, incluindo doses para administracdo intravenosa. Estes desenvolvimentos
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levaram a formula¢do do Prostandin, que foi aprovado no Japdo em 1982, e

posteriormente noutros paises como a Alemanha. #2153 154]

Um terceiro exemplo de uma prostaglandina comercializada em complexo com
ciclodextrinas ¢ o limaprost alphfadex, complexo esse usado no tratamento de
doengas vasculares. Este andlogo da prostaglandina mostra ter uma melhor actividade
antiagregante e vasodilatadora em comparagdo com a PGE;. O composto encontra-se
disponivel em formulagdo oral e mostra uma relacdo accao/reac¢des adversas positiva.
Este complexo limoprost-a-CD apresenta actividade no tratamento da doenca de

Buerger, tendo sido aprovado para comercializagdo em 1988. %

Os Anti-Inflamatdrios ndo Esteroides (AINEs) sdo muito usados no tratamento da dor.
As irritagdes gastrointestinais sdo uma das principais contraindicagdes associadas a
estes farmacos. Um complexo de Piroxicam associado a uma ciclodextrina pode
resolver esta situacdo. Este farmaco ¢ vulgarmente utilizado para de artrite reumatoide,
bem como para a gota e dismenorreia (dor pélvica que ocorre antes ou durante o
periodo menstrual). O Piroxicam tem um tempo de meia vida relativamente longo,
podendo ser tomado apenas uma vez por dia. No entanto ¢ pouco soluvel em dgua e
tem fraca biodisponibilidade oral. Assim sendo, associou-se uma ciclodextrina a este
farmaco no sentido de melhorar as suas propriedades, incluindo a seguranca e a
capacidade de dissolucdo. Estes melhoramentos fazem com que o fairmaco provoque
menos irritagdo gastrointestinal e consiga ser absorvido mais rapidamente, havendo
consequentemente um aumento da sua eficacia. Nao existe uma alteracdo do tempo de

531 361 37 1381~ Agsim sendo, o complexo

meia vida quando o complexo ¢ formado !
Piroxicam-f-CD mostra ter uma ac¢do mais rapida no local da inflamacdo. Alguns
estudos sobre complexacdo indicaram a formacdo do complexo com estequiometria

de 2.5 para 1. 32133

* Aplicag¢des de derivados B-CD metilados:

Como ja& foi anteriormente referido, os derivados metilados de B-CD (RMp-CD)
produzem complexos eficientes e com boa biocompatibilidade. Tém vindo a ser
usados em muitas formulagdes que hoje em dia sdo comercializadas. Um exemplo

desse tipo de formulagdes ¢ o Clorocil, um colirio contendo o antibidtico
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Cloranfenicol, comercializado em Portugal. As possiveis vantagens das ciclodextrinas
para administragdes por via ocular sdo o aumento da estabilidade e a reducdo de
alguns efeitos de irritagdo e desconforto causados por alguns farmacos. E importante
reduzir a irritagdo ocular de uma formula¢do de modo a evitar o lacrimejar reflexo e

uma consequente perda de farmaco. ' 132} 3]

Existem outras formas farmacéuticas com RMp-CD. O produto de administragao
nasal Aerodil consiste na associagdo da ciclodextrina referida com B-estradiol. Este
complexo mantém as propriedades do estradiol, sendo eficaz na reducao dos sintomas

da menopausa. [32], [59], [60], [61], [62], [63]

Os produtos com RMB-CD administrados por via nasal apresentam algumas
vantagens relativamente a outras vias de administracdo. As ciclodextrinas usadas
nestas formulacdes t€ém como principal objectivo aumentar a solubilidade aquosa dos
farmacos lipofilicos. Por esta via de administracdo a absorcao sistémica ¢ directa, e o
efeito de primeira passagem ¢ reduzido. Os derivados metilados das ciclodextrinas
aumentam assim a biodisponibilidade de alguns fAirmacos. As concentragdes maximas
no plasma sdo atingidas ao fim de 10-30 minutos, regressando aos valores basais ao
fim de 2 horas ") Esta via de administragdo produz uma razio fisiolégica entre
estrone/estradiol. Vérios estudos revelaram que esta forma farmacéutica de
administracdo nasal ¢ eficaz nos sintomas da menopausa em quatro semanas apos o

.. . . , 59
inicio do tratamento, continuando a melhorar os sintomas ap6s as doze semanas ..

[32], [33]

E importante referir que a toxicidade local das ciclodextrinas nas fossas nasais ¢
muito baixa. No entanto ¢ importante avaliar as formulacdes preparadas e confirmar

que estas protegem a mucosa nasal quando administradas.

e Aplica¢des de derivados B-CD hidroxipropilados:

As HPB-CD estdo disponiveis e registadas para administrag¢do oral, intravenosa, rectal
e oftdlmica. Os produtos mais comuns sdo as associacdes com Itraconazol

(Sporanox®). HPy-CD esta disponivel em colirios com Diclofenac [64],
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O Itraconazol ¢ um farmaco do tipo triazol, que actua inibindo o citocromo P450 do
fungo e inibindo a sintese de ergosterol, um componente essencial da membrana do
fungo. Foi o primeiro composto a ser aprovado com forma farmacéutica para
administragdo por via oral e actividade contra Candida spp. e A spergillus spp, os dois
fungos mais comuns de causar patogenicidade no homem. Foi desenvolvida uma
formulagdo de Itraconazol liquida para administragdo oral com o objectivo de
combater algumas limitagdes das formas farmacéuticas anteriores. HPB-CD foi o
excipiente escolhido para esta formulacdo, tendo como objectivo o de melhorar a
biodisponibilidade do fdrmaco. A forma oral, bem como a forma intravenosa,
mostraram boa seguranca e eficicia nos testes realizados. A formulacdo para
administracdo por via oral estd indicada em pacientes com estados febris e com
suspeitas de infec¢do por fungos. A solucdo aquosa contem 10 mg por mL de
Itraconazole, o que representa um melhoramento na solubilidade do fdrmaco. A
formulagdo para administracdo intravenosa estd também indicada para tratamento

empirico e para blastomicose e histomicose. ?2 [61- 1661 [67]

* Aplicagdes de derivados sulfobutilo-éter p-CD

As SBEB-CD foram os derivados de ciclodextrinas mais recentes a serem aprovados
para formulacdes farmacéuticas. A estrutura peculiar destes derivados, na qual os
grupos substituintes sulfobutilo-éter exercem repulsdes electroestaticas mutuas, estd
na origem do posicionamento favordvel a entrada da cavidade da ciclodextrina,
aumentando o seu caracter hidrofobico e a sua capacidade de complexacdo. As
cadeias alquilicas de SBEB-CD podem proporcionar regides hidrofobicas adicionais
para a estabilizacdo do complexo, contrabalancando os potenciais efeitos negativos da
interferéncia esterioquimica. Estas cadeias alquilicas podem também facultar uma
extensdo da cavidade da ciclodextrina, com a qual as moléculas de f&rmaco podem
interagir. E importante referir que os derivados y-CD também estdo disponiveis neste

tipo de formulago. ©*'> 1%

Em 2002 foram introduzidas no mercado formula¢des com Voriconazol (antifiingico)
e uma formulag@o para administra¢do intramuscular de Ziprasidone (antipsicotico). O
Voriconazol ¢ efectivo contra Candida spp. e Aspergillus spp., sendo também activo

contra Scedospotium e Fusarium spp. (31). 1321
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* Ciclodextrinas em associagdo com outros transportadores

As ciclodextrinas tém aplicagdes na concepcao de outros sistemas de transporte de
farmacos mais complexos. E possivel associarem-se as ciclodextrinas a outros
transportadores e sistemas, como lipossomas, microesferas, bombas osmoticas,
péptidos, proteinas e nanoparticulas. Por exemplo, nas ciclodextrinas associadas a
lipossomas, o objectivo serd conjugar as vantagens das ciclodextrinas, como o
aumento da solubilidade do fiarmaco, com as vantagens dos lipossomas,
nomeadamente o drug targeting. Formando-se os complexos soliveis em agua, as
ciclodextrinas permitem que os fdrmacos insoliveis se liguem a fase aquosa das
vesiculas, permitindo que mais farmacos se liguem aos lipossomas, melhorando o
drug targeting e reduzindo a toxicidade. Com esta associagdo obtém-se por exemplo
formulagdes mais estaveis de Metronidazol e Verapamil. Além disso, o lipossoma
consegue aprisionar melhor certos firmacos, como a Prednisolona, quando associados
a derivados de ciclodextrinas como a HPB-CD. A associagdo de ciclodextrinas com
bombas osmdticas permite corrigir alguns defeitos destes sistemas, contribuindo para
melhorar sua solubilidade. J4 em associacdo com nanoparticulas, as ciclodextrinas
ndo s6 melhoram a solubilidade dos farmacos a encapsular, como melhoram a
estabilidade fotolitica e hidrolitica, € aumentam a capacidade de encapsulamento da

nanoparticula. 1**!

4.3. Aplicag¢des futuras das ciclodextrinas

Existe um grande nimero de possibilidades muito interessantes para futuras
aplicagdes de ciclodextrinas, incluindo novas utilizagdes para os derivados ja

desenvolvidos, bem como o desenvolvimento de novos derivados.

Até agora as ciclodextrinas tém sido utilizadas com mais frequéncia em moléculas
com baixa massa molecular. No entanto cré-se que as ciclodextrinas possam ser uteis
para melhorar as propriedades de formulacdes com proteinas, péptidos e
oligonucleo6tidos. A HPB-CD e outros derivados previnem a agregacdo de proteinas
em solugdo, tais como a hormona do crescimento e IL-2. Solugdes com insulina
podem também ser estabilizadas contra degradagdo quimica e fisica através do uso de

ciclodextrinas. Estas melhorias podem ser fruto da capacidade que as ciclodextrinas
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tém em estabilizar as conformacdes proteicas através de interaccdes com residuos de

., . . 32
aminoécidos acessiveis na molécula. P2

No seguimento dos estudos realizados sobre ciclodextrinas e o seu emergente papel
no processo de drug delivery, é possivel também afirmar que as ciclodextrinas podem
ser usadas na extraccdo de compostos. As ciclodextrinas podem também alterar a
distribuig¢do de lipidos in vivo. Neste contexto, um estudo revelou que a HPB-CD tem
a capacidade de extrair colesterol das membranas de um virus, ou mesmo remover o
colesterol de células infectadas pelo virus do HIV. Esta extrac¢do baixa
dramaticamente a libertagdo de HIV e material viral. Estes resultados sugerem que a
aplicacdo vaginal de HPB-CD pode ser usada para a redugdo da transmissdao de HIV
[68]. Além disso, as ciclodextrinas podem reverter o bloqueio neuromusculares in
vivo do rocurdnio, formando complexos de adicdo com este relaxante do musculo

esquelético. 1*?!

As ciclodextrinas tém vindo a ser combinadas com polimeros e fiarmacos de
moléculas pequenas. Polimeros biodegradaveis contendo ciclodextrinas e antibioticos
tém vindo a ser preparados, e mostram bons resultados no fabrico de fibras e filmes

resistentes a bactérias % 7%,

Além de todas estas novas combinacoes, novos derivados de ciclodextrinas tém sido
descobertos "), Recentemente, ciclodextrinas contendo grupos amina queratinizados
tém sido estudadas como agentes multifuncionais para aplicagdes oftalmicas %!, Estes
derivados com estas caracteristicas podem solubilizar o firmaco de forma mais

. . . 32
efectiva e actuar como agentes antibacterianos. [32]

* Ciclodextrinas contendo polimeros:

Estes sistemas sdo conhecidos hé ja algumas décadas. A sua utilizagdo em aplicagdes

farmacéuticas é estudada desde os anos 80. 73741 [75]

Os primeiros polimeros a serem preparados foram os que possuiam uma estrutura
. 76 . . ’ ~ , : 7

crosslinked "%, A maioria destes polimeros sdo soliveis em agua. Por exemplo, o

complexo contendo o polimero epiclorohidrina e a -CD acaba por ser mais soluvel

em agua que a propria B-CD. Estes foram os primeiros sistemas de ciclodextrinas
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contendo polimeros a serem estudados para aplicacdes em drug delivery. Além deste
polimero outros foram desenvolvidos e testados em complexos com ciclodextrinas
para aplicacdes farmacéuticas, nomeadamente os diepdxidos e os diisocianatos. O
complexo entre B-CD e diisocianato apresenta constantes de inclusdo na ordem dos
10° M, enquanto que os valores comuns para outros complexos rondam os 10° M.

[77] Estes valores reflectem a grande capacidade de ligagio das ciclodextrinas quando

organizadas em entidades supramoleculares. %

Alguns farmacos com poder antisséptico foram incorporados em polimeros de
ciclodextrinas para o tratamento de feridas e queimaduras. Este polimero permite que
o farmaco seja libertado de forma controlada no local da lesdo, sem que ocorra uma
inflamacdo do tecido circundante. Neste contexto t€ém sido desenvolvidos geles
constituidos por dextranos de cadeia alquil modificada e epiclorohidrina reticulada,
associados a uma ciclodextrina com polimeros e carregada com tamoxifeno. Esta
cadeia quando em contacto com os polimeros formam complexos de inclusdo com as
ciclodextrinas. Com estes polimeros obteve-se um perfil de libertacdo de ordem zero

para o tamoxifeno. 1**!

Existem outras classes de ciclodextrinas com polimeros, nomeadamente aqueles que
contém ciclodextrinas como anexo da cadeia base do polimero (Figura 7). Uma
subclasse deste tipo de complexos sdo as ciclodextrinas anexadas a dendrimeros. Uma
ou mais ciclodextrinas podem ligar-se a dendrimeros de varios tipos. Além disso, os

dendrimeros podem ser sintetizados a partir da superficie da propria ciclodextrina. 1**!

CHz——CH—% ——{}CHQ——?H
CHp 7 CHp %
|

NH NHo
'8
Figura 7: Polialilamina com ciclodextrina pendente

Tendo em conta caracteristicas como a variabilidade, flexibilidade, tamanho e
propriedades quimicas do complexo, estes polimeros com ciclodextrinas pendentes
sdo fortes candidatos a vectores em drug delivery. Por serem polimeros com

propriedades ajustdveis, como a solubilidade, carga, polaridade, etc., podem
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facilmente ser usados para transporte de fdrmacos. Estes polimeros ligam-se aos
farmacos formando complexos de inclusdo, sendo que mecanismo de libertagao do

. . g . 32
farmaco dependeré da caracteristica do polimero. 1**!

Em suma, pode-se afirmar que as ciclodextrinas sdo utilizadas para: melhorar
solubilidade, melhorar biodisponibilidade, melhorar estabilidade, converter liquidos e
6leos a pos amorfos, reduzir a evaporagdao e estabilizar sabores, reduzir odores e

gostos, reduzir hemolise e prevenir incompatibilidades em misturas.

Apesar de a existéncia de ciclodextrinas e a sua utilizacdo na industria farmacéutica
ser comum ha j4 algumas décadas, apenas recentemente se comecaram a explorar as
suas aplicagdes para além da solubilizacdo e estabilizacdo de pequenas moléculas. Diz
a historia que a comercializacdo de ciclodextrinas funcionais tem vindo a crescer
gradualmente, o que pode indicar que estas novas formas de ciclodextrinas possam ser
bem sucedidas no futuro. As ciclodextrinas associadas a polimeros parecem estar a ter
enorme interesse na industria farmacéutica e a sua aplicagdo no transporte de

, A . e 32], 33
farmacos para terapéutica farmacologica parece ser ja uma certeza. 2+ 3]
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5. Cucurbiturilos

H4 mais de um século atrds, quando Robert Behrend e os seus colaboradores
estudavam reac¢des de condensacgdo entre grupos glicoluril e formaldeido, em HCI
concentrado, obtiveram uma misteriosa matéria esbranquicada ™. Apesar de ndo
saber que material tinha sintetizado, Behrend observou que este se dissolvia em agua
na presenca de tanto protdes como ides alquilo, e formava facilmente complexos com
metais e corantes organicos. Sem saber, Behrend tinha sintetizado um parente dos
cucurbiturilos. Esta descoberta casual foi ganhando interesse e hoje em dia ¢ um dos

. . . - 791 [80] [81
mais reconhecidos sistemas em Quimica Supramolecular, 7?15 [#1]

Apo6s 75 anos de dorméncia, as investigagdes levadas a cabo por Mock e pelos seus
colaboradores *%, durante os anos 80, puderam mostrar que a matéria branca solida
consistia num hexdmero macrociclicos, o cucurbit[6]uril (CB[6]), cuja forma era
semelhante a de uma abdbora. A este hexamero chamou-se cucurbiturilo por tratar-se
do nome botanico para abobora. Nos anos que se seguiram, as propriedades do CB[6]
— alta afinidade, alta selectividade e capacidade de formacdo de complexos — foram
delineadas pelos trabalhos pioneiros de equipas de pesquisa como os grupos de Mock

[83] Kim [84], [85] [86

, ¢ Buschmann Y. As suas pesquisas levaram a estudos sobre

possiveis aplicagdes para CB[6], como modificadores de solubilidade, enzimas

artificiais e interruptores moleculares. (791, [80]

A familia dos cucurbit[n]urilos (CB[n]) tem vindo a crescer, e outros analogos tém
surgido (CBJ[5] - CBJ[10], excepto CB[9]), cujo tamanho, capacidade de inclusdo e
variedade de compostos reconhecidos ultrapassa as das ja conhecidas ciclodextrinas.
A sua forma, solubilidade e funcdo desta molécula sintética podem ser um importante

, . . A . 80
passo nas areas da nanotecnologia e tecnologia farmacéutica. [*”!

Hoje em dia estdo a ser descortinadas possiveis aplicagdes para os cucurbiturilos,
algumas delas de importancia assinalavel, que podem levar a que os cucurbiturilos se

. ~ Avng 79
tornem moléculas comuns em futuras formulacdes farmacéuticas. |’
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5.1. Caracteristicas gerais dos cucurbit[n]urilos
5.1.1. CB[6] — o primeiro homdlogo sintetizado

Como foi referido anteriormente, s6 em 1981 se conseguiu uma caracterizagao
completa do CB[6] por Mock et al. (821 CB[6] ¢ uma molécula formada por seis
unidades de glicolurilo, com um didmetro de cavidade de aproximadamente 5.5 A
acessivel do exterior por dois portais com grupos carbonilo de didmetro 4.0 A
aproximadamente. Apesar do tamanho da cavidade ser algo semelhante ao da a-CD, a
estrutura simétrica do CB[6] com dois portais idénticos ¢ uma das caracteristicas
estruturais que o distingue das ciclodextrinas. O interior hidrofébico de CB[6] permite
a formacao de complexos de inclusdo com hidrocarbonetos. No entanto, ao contrario
das ciclodextrinas, este consegue formar complexos com grupos alquilo protonados e
arilaminas. Uma das vantagens do CB[6] ¢ a formag¢do de complexos estaveis com um
vasto leque de pequenas moléculas, especialmente com poliaminas, ligando-se a estas

com elevada afinidade (K > 10° M), [87)- [88). [89]

O CBJ6] apresenta no entanto algumas desvantagens. Em primeiro lugar, a sua
solubilidade em solventes comuns, excepto em solu¢des aquosas fortemente acidas, ¢
extremamente baixa. A maioria dos complexos com cucurbiturilos tém sido estudados
numa mistura de 1:1 de &cido férmico e 4gua. Assim sendo, a sua fraca solubilidade
em solventes comuns cria sérias limitagdes as suas aplicacdes. Em segundo lugar, ndo
se conhecem métodos que permitam introduzir grupos funcionais na molécula. Por
exemplo, derivados glicolurilo com substituintes ndo conseguem obter produtos
ciclicos na condensacdo com formaldeido. Excepcao feita ao dimetilglicoluril, que

consegue formar na reaccao de condensacao decametil-CB[5]. [87]

Até meados de 1990 nao se conheciam mais homologos para além de CB[6]. Esta era
outra das desvantagens desta molécula sintética, porque outras moléculas como as
ciclodextrinas ou calixarenos tinham varios derivados com diferentes capacidades de
inclusdo. No entanto, os estudos pioneiros de Kim et al permitiram descortinar novos
homologos de CB[6]. Estas novas moléculas sintetizadas, com cavidades menores e
maiores que CB[6], permitiram criar uma nova onda de interesse em torno dos

cucurbiturilos. 7!

38



Complexos de inclusdo de farmacos com Ciclodextrinas e Cucurbiturilos. Aplicagdes Farmacoterapéuticas.

5.1.2. Aspectos gerais da sintese:

1781

Na condensagdo de glicolurilo e formaldeido, nem Behrend et a nem Mock et al.

(821 detectaram compostos macrociclicos (homélogos) compostos por um nimero
diferente de anéis glicoluril. Apenas passados 20 anos ¢ que os grupos de Kim e Day
obtiveram homologos de CB[6], numa reac¢do com temperatura e cinética

controladas. 80 [90) P11 921

O protocolo utilizado para sintetizar os homologos CB[n] ¢ muito semelhante ao
utilizado para sintetizar CB[6]. Muito resumidamente, a reaccdo de condensa¢do do
glicolurilo com o formaldeido, numa propor¢do de 1:2, em 9 M de 4cido sulfurico, a
uma temperatura de aproximadamente 75 — 90 °C durante 24h, permite a obtengao de
uma mistura de homoélogos da familia CB[n]. A chave para a obtengdo da mistura ¢ a
utilizacdo de uma temperatura mais baixa do que a aplicada na sintese convencional
de CB[6] (>110 °C). Através de RMN e espectrometria de massa conseguiu-se
concluir que se obteve uma mistura de CB[n], nas propor¢des ~10 — 15% de CB[5],
~50 — 60% de CBJ[6], ~20 — 25% de CBJ[7], e ~10 — 15% de CB[8]. Os homologos
CB[n] sdo posteriormente separados na sua forma pura através de cristalizagdo

fraccionada e dissolucdo. 7]

5.1.3. Caracteristicas estruturais

Os homologos CB tém sido caracterizados através de varios métodos de
espectrometria e cristalografia de raio-X. A Figura 8 mostra as estruturas ao raio-X
das diferentes moléculas da familia CB[n]. Para estas estruturas, diferentes
parametros importantes, como o volume da cavidade, didmetro do portal, da cavidade
e altura foram calculados e resumidos no Quadro 4. Todos os pardmetros aumentam
de forma sistematica com o aumento de n, o nimero de unidades glicolurilicas, com
excepgdo da altura, que ¢ semelhante em todas as moléculas da familia (9.1 A). O
didmetro da cavidade aumenta progressivamente de ~4.4 a ~8.8 A, da mesma forma
que o didmetro do portal, que varia de ~2.4 a ~6.9 A. Os volumes das cavidades
também aumentam progressivamente, variando entre 82-870 A’. E possivel afirmar
que os tamanhos da cavidade de CB[6], CB[7] e CB[8] sdo anéalogos aos de a-, B- € y-

CD, respectivamente. A cavidade de CB[6] no estado s6lido contem 3 moléculas de
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H,O ligadas por pontes de hidrogénio, que podem ser libertadas quando hé ligagao a
outra molécula. As caracteristicas que definem os analogos CB[5] - CB[10] sdo os
dois portais alinhados por grupos carbonil, que permitem a entrada na cavidade
hidrofébica. O didmetro dos portais ¢ cerca de 2 A menor que a cavidade em si, o que

. o s o ; 36], [801, [87
pode levar a que surjam barreiras & associagdo e dissociagdo de moléculas. 126} 50 [87)

[93]

s
2
|

Figura 8: Estruturas dos cucurbit[n]urilos, CB[n] (n =75, 6, 7, 8, 10, da esquerda

para a direita)

Uma das limitacdes da familia CB[n] esta relacionada com a sua fraca solubilidade
em agua. No entanto, esta varia com o valor de n, registando-se um facto curioso. Os
homoélogos CB[n] com n impar (n = 5, 7), dissolvem-se relativamente bem em agua
enquanto que os homologos CB[n] com n par (n = 6, 8, 10), tém fraca solubilidade em

agua (em média <10” M). 93]

Por exemplo, o CB[7] tem uma solubilidade em 4gua moderadamente boa (2 — 3 x 10
> M), que pode ser comparéavel & solubilidade de B-CD (1.6 x 10 M). E importante
referir que, no geral, a solubilidade da familia CB[n] ¢ menor que a das ciclodextrinas.
No entanto, os CB[n] mostram ter boa solubilidade em solu¢do aquosa em meio acido,
bem como em solugdes aquosas com ides metdlicos, € muitos complexos farmaco-

CB[n] apresentam boa solubilidade em agua. (**- *7]
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Quadro 4: estrutura, solubilidade, estabilidade, pKa em cucurbit[n]urilos e

ciclodextrinas 1*”!
Mr D. aro D. Espessur Volume Solubilidad Estabilidad pKa
(A) cavidade a (A) (A%) e (mM) e (°C)
(A)
CB[5] 830 24 4.4 9.1 82 20-30 >420
CB[6] 996 3.9 5.8 9.1 164 0.018 425 3.02
CB[7] 1163 54 7.3 9.1 279 20-30 370
CB[8] 1329 6.9 8.8 9.1 479 <0.01 >420
CB[10] 1661 9.0-11.0 10.7-12.6 9.1 - - - -
a-CD 972 4.7 53 7.9 174 149 297 12.332
B-CD 1135 6.0 6.5 7.9 262 16 314 12.202
y-CD 1297 7.5 8.3 7.9 472 178 293 12.081

5.1.4. Potencial electroestatico

Os efeitos electroestaticos desempenham um papel crucial no reconhecimento

molecular, tanto em solu¢do aquosa como em solventes organicos.

Como foi mostrado anteriormente, o volume de cavidade dos CB[n] varia de forma
semelhante ao volume das ciclodextrinas. No entanto existem algumas diferencas
significativas entre as duas moléculas. Os grupos funcionais presentes nos portais das
cavidades das duas moléculas sdo diferentes, conferindo a cada molécula um perfil de
ligagao diferente. Os grupos OH na entrada da cavidade das ciclodextrinas permitem
uma ligagdo a molécula héspede através de ligagcdes hidrogénio. Por outro lado, os
grupos carbonil nos portais das cavidades dos CB[n] permitem interac¢des ido-dipolo
e ligacdes de hidrogénio, e sdo capazes de coordenar com ides metalicos. Estas
diferengas podem ser observadas através de perfis de potencial electrostatico. Em
2003 foram reportados os mapas de potencial electrostatico de superficie para CB[7],
que mostram as zonas de potencial negativo (vermelho) perto dos portais ureidil C=0.
O potencial electroestatico do CB[7] nas cavidades e no portal ¢ claramente mais
negativo que o potencial de B-CD, como se pode ver na Figura 9. Esta diferenga no
potencial electrostatico tem consequéncias no reconhecimento molecular: CB[n]
interage preferencialmente com espécies cationicas, enquanto que B-CD interage

4o o 801, [87], [93
melhor com espécies anionicas e neutras. 5% 87} 3]
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Figura 9: Mapas de potencial electroestatico para a) B-CD e b) CB[7]. Da cor azul

para vermelho os valores estendem-se de 80 a 40 kcal.mol™ *”!

5.1.5. Mudancas de pKa e estabilidade da molécula héspede

Uma propriedade dos cucurbiturilos que tem gerado algum interesse nestes Ultimos
anos ¢ a mudancga de pKa e estabilidade da molécula hdspede por inclusdo, devido as
possiveis aplicacdes que esta pode ter. Alterando o pKa de um farmaco, consegue-se

7 . , . 94
obter uma molécula mais estavel e com melhores propriedades. ¥

Dois farmacos muito comuns no mercado, o Lanzoprazol e o Omeprazol, inibidores
da bomba de protdes, foram complexados com CBJ[7]. Estes inibidores da bomba de
protdes sdo benzimidazodis de relevante aplicacdo em medicina. Uma das principais
limitacdes destes fArmacos € a sua lenta conversdo na forma ciclica sulfenamida, que
acaba por ser a forma activa do formaco que reage com os residuos de cisteina da (H"
- K") — ATPase, diminuindo a produgio de acido gastrico. Esta forma activa dimeriza-
se e decompde-se rapidamente em meio acido, sendo esta outra das limitagdes do
farmaco. A complexacdo com CB[7] proporciona um aumento significativo da
activacdo e estabilizacdo do farmaco. Em primeiro lugar, o CB[7] catalisa a formacao
da forma activa do fA&rmaco. Em segundo lugar, CB[7] estabiliza a sulfenamida ciclica,
havendo muito menos decomposicdo da molécula. Através de espectroscopia UV
pode-se observar a cinética do farmaco em solucdo aquosa. Na auséncia de CB[7], a
forma activa degrada-se rapidamente a pH 2.9, com tempo de meia-vida de
aproximadamente 60 minutos. Por outro lado, na presenga de CB[7] (5mM), a
sulfenamida torna-se bastante estavel, sendo degradada com um tempo de meia vida

de 3 semanas. E importante referir que o grau de estabilizacio da forma activa
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depende da concentragdo de CB[7]. Assumindo que a decomposi¢do depende
linearmente da concentracdo da forma livre, estimou-se uma constante de ligacdo para

o complexo de 10° M. P4

Em alguns estudos conseguiu-se mostrar que o homodlogo CB[7] interage
preferencialmente com ides amoénio, levando a que ocorram mudangas de pKa. [95]
Estas mudancas de pKa mostram que as constantes de equilibrio e a cinética de
associagdo e dissociagcdo do complexo com CBJ[7] sdo altamente dependentes do pH
do meio. Esta dependéncia da familia CB[n] em relagdo ao pH pode ser util na

produgdo de dispositivos moleculares sensiveis a pH. 1!

5.1.6. Capacidade de complexaciao dos cucurbit[n]urilos

Os homologos da familia CB[n] partilham as mesmas caracteristicas que CB[6],
cavidade hidrofébica e grupos carbonil polares em volta dos portais. No entanto, e
devido ao tamanho dos portais e das cavidades, cada homologo tem diferentes

capacidades de complexacao.

A relativa rigidez do CB[6] e a justaposicdo das regides que favorecem a ligacdo de
grupos com carga € a regido que favorece os residuos hidrofobicos confere a molécula
uma elevada selectividade de ligagdo. CB[6] forma complexos muito estaveis com
diaminoalcanos protonados, e complexos relativamente estdveis com aminas
aromaticas protonadas. Pode também encapsular moléculas neutras, como o

tetrahidrofurano ou o benzeno, em solugio aquosa. (**[#7]

CBJ[5], com uma cavidade de tamanho 82 A®, ¢ demasiado pequeno para se ligar a
10es alquilamonio. CB[5] € apenas capaz de se ligar a moléculas mais pequenas, como
alguns gases raros como Xe e Ar, ou outros gases como CO, e CHy, e alguns
solventes (como por exemplo CH3CN e CH30H), na sua cavidade, e a alguns ides
amoénio nos seus portais. Dois ides NH;  podem selar completamente as duas

aberturas de CB[5]. 50} (87 193]

As propriedades de reconhecimento de CB[7] (Volume de cavidade = 279 Al e
CBJ[8] (Volume de cavidade = 479 A’), que tém volumes equivalentes a - ¢ y-CD,

. - . 926
respectivamente, sio bem mais interessantes %, CB[7] consegue encapsular uma
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grande variedade de compostos aromaticos carregados positivamente. CB[7], por
exemplo, forma um complexo 1:1 com um derivado do naftaleno, 2,6-bis(4,5-dihidro-
1H-imidazol-2-il)naftaleno (BDIN) e também com N,N’-dimetil-4,4’bipiridinio
(MV,"), um forte aceitador de electrdes. Este também se consegue ligar a muitas
moléculas de interesse a nivel bioldgico, como alguns corantes, agentes
anticancerigenos e metalocenos. A cavidade do CB[8] ¢ semelhante em termos de
volume a cavidade da y-CD mas com uma conformacdo menos flexivel. CB[8]
comporta-se como uma versdo maior de CB[5] — CB[7] em muitas situacdes,
preferindo por exemplo ligar-se a catides por interaccdes ido-dipolo, mas também
apresenta um esquema de reconhecimento mais complexo. Além de conseguir
reconhecer praticamente todas as moléculas que os seus homologos CB[n] mais
pequenos reconhecem, CB[8] consegue ainda complexar duas moléculas aromaticas
ao mesmo tempo. A cavidade de CB[8] ¢ suficientemente grande para poder incluir
duas moléculas de BDIN, formando um complexo 1:2, ou mesmo duas moléculas
diferentes a0 mesmo tempo, como MV," e HN, formando um complexo 1:1:1, como
apresentado na figura 10. Existe uma forte transferéncia de carga no interior da
cavidade entre MV, e HN, sendo esta possivel devido a proximidade das duas
moléculas quando complexadas. Este fenomeno pode ser utilizado para deteccdo de

. A 1 1. . ce: . [80],[87]. [93
compostos de importancia biologica com cadeias aromaticas *% [#71- %3]

Mv2+ HN CBI[8]
I + . _—™

+ /= =\ + OH
=N, /—\ N
HO
Figura 10: Formagio do complexo ternario MV, HN@CB[8]. ©*"

5.2. Os cucurbiturilos como excipientes farmacéuticos

Os cucurbiturilos tém sido apontados como possiveis moléculas de uso farmacéutico.
Dada a sua excelente capacidade de encapsulacdo e maior afinidade e selectividade, ¢
muito provavel que possam ser desenvolvidos complexos que melhorem a
biodisponibilidade de certos farmacos. A familia CB[n] liga-se fortemente aos seus
alvos (no geral com valores de Ka>10* M") através da combinacdo do efeito
hidrofébico e de interac¢des ido-dipolo com os grupos ureidil C=O dos portais de

CB[n]. E, mais importante ainda, a libertacio da molécula encapsulada pode ser
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influenciada por diversos estimulos, como a variagdo do pH do meio. Alguns estudos
tém sido feitos com o objectivo de comprovar as vantagens dos cucurbiturilos nesta

aplicagdo. "4 17!

Uma das razdes para que muitos farmacos ndo sejam aprovados para terapia provém
da sua fraca biodisponibilidade. A biodisponibilidade ¢ definida como sendo a fraccao
inalterada do fAirmaco que alcanca a circulag@o sistémica apos a sua administragdo.
Existem muitos factores que influenciam a biodisponibilidade de um farmaco, como a
sua solubilidade, estabilidade, capacidade de atravessar a membrana celular,
toxicidade, distribuicdo, etc. Sabendo que muitos farmacos novos estdo a falhar estes
testes, torna-se pouco vantajoso investir-se no desenvolvimento de novos farmacos.
Desta forma, o interesse da industria tem sido o de melhorar a biodisponibilidade de

candidatos a farmacos através da utilizagdo de veiculos de drug delivery. ™ %

A fase pré-clinica do desenvolvimento de um fAirmaco ¢ um processo necessario para
se testar as funcionalidades dos CB[n] como importante molécula em drug delivery.
Esta ¢ uma fase onde se testam algumas caracteristicas importantes como a
capacidade do farmaco em atravessar a membrana celular, estabilidade metabolica e

uma série de estudos toxicoldgicos in vitro e in vivo para garantir a seguranca em
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Figura 11: Exemplos de farmacos que formam complexos de inclusdo com

cucurbiturilos. 8"
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5.2.1. Toxicidade dos cucurbit|n]urilos

Testou-se a toxicidade da familia CB[n] nalgumas células como as células do rim
(HEK293), hepatocitos (HepG2) e macrofagos (RAW264.7). Para estes testes
escolheram-se dois compostos, o CB[5] e o CB[7], devido a sua boa solubilidade em

agua. 7]

Foram utilizados dois testes para se quantificar a toxicidade, o teste MTS [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolio] que mede
o metabolismo celular, e o teste AK (4 ctivated Killer) que mede a morte celular pela
libertagdo do enzima adenilatocinase no sobrenadante. Ambos os ensaios foram
usados em trés tipos de linhas celulares. As células HEK293, para se estudar o efeito
do farmaco no sistema renal e HepG2, células do figado onde o farmaco ¢
metabolizado. Estas células sdo normalmente usadas em testes toxicologicos com
farmacos. Também se testou a toxicidade nas células RAW264.7, abordadas mais a

frente. 7]

Assim sendo, foram testados nestas linhas celulares a toxicidade da camptotecina,
eritromicina, estolato de eritromicina, CB[5] e CB[7]. A eritromicina ¢ um farmaco
vulgarmente usado no tratamento de infecg¢des bacterianas. O estolato de eritromicina
¢ um derivado com maior toxicidade. Estes dois firmacos servem de ponto de
comparag¢ao para os niveis de citotoxicidade dos contentores CB[n]. A camptotecina &
utilizada como controlo positivo, pois ¢ um farmaco usado no combate ao cancro, e
que provoca morte celular pela inibicdo da topoisomerase I. No entanto apenas foram
usadas nos estudos com RAW264.7 e HEK293, células que tém um tempo de

L 3 : . 97
replicagio favoravel para que se induza a morte celular por este mecanismo. 7}

Os testes foram feitos durante dois dias, com concentragdes maximas de farmacos e
CB[n] de 1 mM. A camptotecina reduz a viabilidade celular para 59%, a eritromicina
reduz a 84% e o estolato de eritromicina reduz a viabilidade a 4%, para concentragdes
a ImM. Quanto aos compostos da familia CB[n], a viabilidade foi reduzida a 94% e
96% para CB[5] e CB[7] respectivamente. Estes resultados sugerem que os
compostos da familia CB[n] tém boa biocompatibilidade. Quanto ao teste AK, que
mede a morte celular, nas células nao tratadas houve 18% de morte celular, enquanto

que para CB[5] e CB[7] registaram valores de 9 e 11% de morte celular
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respectivamente. O estolato de eritromicina apresentou um grau de morte celular

. . . 97
ainda maior que o controlo com camptotecina. 7]

Para as células do figado, HepG2, os valores dos teste MTS e AK sao semelhantes aos
valores obtidos para as células HEK293. Para o CB[5] e o CB[7] obtiveram-se valores
de viabilidade celular de 96 e 97% respectivamente. No teste AK obtiveram-se

valores para morte celular de 22 e 24% para CB[5] e CB[7] respectivamente. 7]

Para testar a toxicidade nas células RAW264.7 escolheu-se o CB[7], o mais soluvel
dos contentores em estudo, em ensaios MTS e AK. O CB[7] foi muito bem tolerado
pelos macrofagos, apresentando uma viabilidade celular de 101%, a uma
concentragdo de ImM. No ensaio AK, as células ndo tratadas apresentaram um valor

de 38% de morte celular, enquanto que com CB[7] obteve-se 30% de morte celular.
[97]

Em suma, ¢ possivel afirmar que as células eucariotas toleram bem tanto CB[5] como
CBJ7], pelo menos nos testes in vitro realizados. A familia CB[n] chega a apresentar
valores de toxicidade mais favoraveis que outros nanocontentores, como o0s
lipossomas, os dendrimeros e até mesmo as ciclodextrinas. Apesar de as
ciclodextrinas serem estudadas desde os anos 70, e de apresentarem baixa toxicidade,
estas tém capacidade de extrair o colesterol das membranas celulares, criando buracos
que levam a citotoxicidade directa, em estudos in vitro com eritrocitos. Assim, este
estudo revela que as moléculas CB[n] poderdao desempenhar um papel importante em
aplicagdes em drug delivery. No entanto ¢ necessario fazerem-se testes in vivo para

: ~ : 31], [32], [97
que S€ consigam chegar a conclusOes mais concretas. (311, [321.97)

5.2.2. Permeabilidade na membrana celular

Além da baixa toxicidade, os CB[n] tém outras caracteristicas que os tornam
moléculas interessantes no transporte de farmacos. Segundo um estudo realizado por
Garcia et al., conseguiu-se concluir, por fluorescéncia, que CB[7] e CB[8] conseguem
atravessar a membrana celular das células embrionarias de um rato. Usaram-se neste
estudo dois corantes, o laranja da acridina (AO) e o pironina Y (PYY), pois sdo dois
compostos que conseguem através a membrana, sendo absorvidos no citosol e

causando posteriormente dano fotoquimico. Estes dois corantes podem atingir o
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estado excitado quando irradiados com radiagdo UV, formando-se espécies reactivas
de oxigénio. CB[8] consegue encapsular duas moléculas de corante na sua cavidade.
Desta forma, a fluorescéncia apresentada por este complexo de inclusdo ¢ diferente da
fluorescéncia do corante livre. Quando o complexo atravessa a membrana, ndo ha
variagdo na intensidade de fluorescéncia, indicando que os corantes atravessam a
membrana encapsulados. Conclui-se assim que o complexo corante - CB[8] atravessa

99
a membrana celular. )

5.2.3. Alguns farmacos alvos de estudo:

* Oxaliplatina

Um dos estudos realizados por Kim et al. %

consistiu na encapsulacdo de
oxaliplatina em CB[7], de modo a serem estudados os efeitos da formacdo deste
complexo na estabilidade e actividade do fairmaco. A cisplatina e a oxaliplatina sdo
dois fArmacos de grande interesse no tratamento de cancro colorectal avangado. Neste
teste a oxaliplatina foi encapsulada em CB[7] e foi testada a sua estabilidade e efeito.

Foi escolhido CB[7] devido a sua boa solubilidade em éagua. [88]

Preparou-se uma solu¢do aquosa com oxaliplatina e CB[7] na propor¢do 1:1,
resultando na formacdo de um complexo de inclusdo. A formacao deste complexo foi

. . 1 . 88
também comprovada através de analise RMN e por espectrometria de massa. (**)

1

A constante de associagio medida a pH=7.2 foi de 2.3x10° M"', um valor muito

semelhante ao de outras moléculas que também se ligam a CB[7]. [*

Para estudar a estabilidade cinética do complexo em 4gua, foi levado a cabo um
estudo 2D EXSY, um tipo de estudo RMN bidimensional a 273K. Foi obtido um
valor de & de 130 s, um resultado que indica que, apesar da forte ligagio entre CB[7]

e a oxaliplatina, o firmaco pode ser libertado do CB[7] de forma lenta. (**!

O complexo oxaliplatina@CB[7]. torna-se um complexo muito estavel devido ao
efeito sinérgico entre as ligacdes por pontes de hidrogénio e as interacg¢des
hidrofébicas na cavidade de CB[7]. Alias, ¢ possivel afirmar que a estabilidade da
oxaliplatina melhora quando incorporada em CB[7]. Uma vez dissolvida em agua, a

oxaliplatina ¢ estavel durante 6h a temperatura ambiente, e durante 24h em meio
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refrigerado. Por outro lado, o complexo de inclusdo formado ¢ estdvel mesmo a

~ 88
temperaturas e pressoes elevadas. [**)

Foi também testada a reactividade do complexo de inclusdo com a cadeia de DNA,
nomeadamente a ligagdo da oxaliplatina & guanosina. A reaccao foi feita durante 6h a
310K e o sistema estudado por RMN. Apos as 6h, 50% da guanosina ndo reagiu com
a oxaliplatina livre. Por outro lado, 72% da guanosina ndo reagiu com o complexo de
inclusdo. Estes resultado indicam que a reactividade da oxaliplatina ¢ afectada quando
esta se encontra complexada com o CB[7]. Pode assim afirmar-se que a citotoxicidade

do farmaco decresce quando este se encontra encapsulado em CB[7]. (**]

Duma comparacdo feita entre a cisplatina, a oxaliplatina e o complexo de inclusdo,
conclui-se que o complexo de inclusdo com CB[7] é muito menos citotoxico para as

[100

linhas celulares em estudo do que os farmacos livres . Existe também uma redugio

da actividade antitumoral do farmaco quando este se encontra complexado com CB[7].
[88]

Em suma, CB[7] pode formar complexos de inclusdo estaveis com a oxaliplatina em
solucdo aquosa. A encapsulagdio do farmaco com CB[7] resulta numa maior
estabilidade do mesmo, um ligeiro decréscimo na reactividade com a guanosina, mas
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também existe um decréscimo dos efeitos adversos causados pelo farmaco. *7)

e Etambutol

Outros farmacos foram também alvo de teste quanto a sua biodisponibilidade quando
inseridos num complexo de inclusdo com CB[n]. Testou-se a bioactividade do
farmaco etambutol (EMB) isolado e carregado no CB[7]. Usou-se M. Smegmatis,
uma micobactéria ndo virulenta, como modelo para infeccdo dos macréfagos. As
cé¢lulas RAW264.7 foram entdo infectadas por M. smegmatis e tratadas durante 3 dias
com EMB e EMB@CBJ7], e foi determinada a quantidade de bactéria viavel.
Conclui-se que ndo existe muita diferenca entre a quantidade de bactéria vidvel no
tratamento com EMB e EMB@CBJ[7], o que pode indicar que CB[7] ndo afecta a

capacidade antibacteriana do EMB. 7]
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e Albendazol

O albendazol (ABZ) ¢ um fdrmaco conhecido pelo seu largo espectro antiparasitario.
Recentemente conheceram-se novas aplicagdes para o ABZ, nomeadamente a sua
capacidade antitumoral por ligar-se a B-tubulina, um alvo comum de muitos fAirmacos
com estas propriedades, inibindo a polimerizagio dos microtiibulos [0 (1021 11031 [104]
Tém-lhe sido atribuidas outras aplicacdes, como tratamento de cancro do célon e

L. . . 105
ovarios, leucemia e hepatocarcinoma. (103]

Apesar de contar com todas estas aplicagdes, a solubilidade de ABZ ¢ muito reduzida
(0.983 uM). Foram entdo testados complexos de inclusdo com CB[6], CB[7] e CBJ[8]
contendo ABZ, a pH 3.0. Conseguiu-se observar um aumento de solubilidade do
farmaco, chegando a atingir valores maximos apdés 24h de 6.0 mM, quando
complexado com CB[7], a pH 3.0 ou pH 6.6. No entanto este valor s6 ¢ obtido
quando o complexo ¢ inicialmente preparado a pH 3.0. E interessante referir que,
devido a diferenca de volume das cavidades dos varios homologos CB[n] usados, a
orientacio de ABZ na molécula hospedeira varia. Tal como aconteceu com a
oxaliplatina, a actividade de ABZ encapsulado em CB[7] ¢ menor do que a actividade
de ABZ livre. No entanto, a encapsulacdo permite proteger o ABZ de agentes
degradantes. A encapsulacdo de ABZ em homdlogos CB[n] permite assim a obtenc¢ao
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de uma formulagio para possiveis aplicagdes clinicas. !'**

A formulagdo de complexos farmaco@CB[n] pode significar uma melhoria da
estabilidade de muitos farmacos. A encapsulacdo de vérios farmacos como o
paracetamol, memantina, atenolol, entre outros, resulta num aumento consideravel do

ponto de fusdo da formulagdo farmacéutica. !’

5.2.4. Formas farmacéuticas contendo cucurbit|n]urilos

Os cucurbiturilos, comparativamente a outras moléculas como as ciclodextrinas ou os
calixarenos, t€ém uma solubilidade em agua relativamente baixa. No entanto, a sua
solubilidade nalguns fluidos biologicos ¢ mais alta do que o esperado. Existem cinco

fluidos presentes no corpo humano onde os complexos farmaco@CB|[n] conseguem
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dissolver-se e serem transportados para o local de interesse: plasma sanguineo, saliva,
sucos gastrico e intestinal, e fluidos nasais. A concentracdo de sais e acidos presentes
nestes fluidos permite uma boa solubilizagdo dos complexos farmaco@CB[n] '°”. No
entanto ¢ importante referir que os catides presentes nestes fluidos podem ligar-se aos
portais dos cucurbiturilos e actuarem como “tampas”, dificultando a libertacdo do
farmaco no local desejado "7, Serdo necessarios mais estudos nesta area para que se

possa averiguar o real efeito destas ligagdes na libertagdo do farmaco. [*!!

Além da solubilidade inerente aos cucurbiturilos, um fairmaco pode ter a capacidade
de aumentar a solubilidade de CB[n] quando se forma o complexo, ou CB[n] pode
contribuir para o aumento de solubilidade do formaco. Alguns complexos de platina,
usados no combate ao cancro, melhoram significativamente a solubilidade de CB[8]
quando se forma o complexo de inclusdo, enquanto que o CB[6], CB[7] e CB[8]
melhoram significativamente a solubilidade do albendazol, de 3 uM para 2-7 mM,
dependendo do cucurbiturilo usado. Da mesma forma, a solubilidade do benzimidazol
¢ também melhorada quando complexado com cucurbiturilos. Tendo em conta estas
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caracteristicas, algumas, vias de administragio foram exploradas. ')

A via oral ¢ a via de administragdo mais comum e com maior grau de aceitacdo por
parte dos pacientes. E a via mais segura e simples para a administragio de farmacos
que consigam superar o ambiente do tracto gastrointestinal. Foi entdo testada a
utilizagdo de CB[6] microcristalino como excipiente num comprimido. 50% dos
excipientes da formulagdo era CB[6], sendo os restantes excipientes a lactose
(diluente), Avicel (compactagdo), talco (lubrificante), estearato de magnésio
(lubrificante) e Ac-Di-Sol (desintegrante). Esta formulagdo origina um comprimido
com rigidez, com bom tempo de desintegracdo, superficie lisa e com melhores

resultados nos testes de friabilidade. "

Registaram-se interac¢des entre o CB[6] com o estearato de magnésio e a lactose,
nomeadamente alteragdes no ponto de fusdo e na entalpia destes compostos. Analises
por RMN das solu¢des contendo estes trés excipientes mostram que ndo existe
encapsulacdo nem de estearato de magnésio nem de lactose por parte de CB[6].
Assim sendo, existe a possibilidade de estas interac¢cdes no estado solido serem

resultado de ligacdes de hidrogénio entre os grupos hidroxilo da lactose e os portais
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de CBJ[6], e do efeito hidrofobico entre as cadeias de estearato de magnésio e as

regides metileno de CBJ[6]. [81]

A boa solubilidade de CB[6] no fluido nasal faz com que os cucurbiturilos sejam bons
candidatos a excipientes em formula¢des para administracdo nasal. Até agora foi
possivel produzirem-se formulacdes baseadas em polimeros, uma com
hidroxipropilmetilcelulose ~(HPMC) e outra com carboximetilcelulose de sodio
(NaCMC). A dissolucdo de CB[6] na matriz hidratada de NaCMC ¢ facilmente
atingida devido a complexacdo do cucurbiturilo com os catides de sédio. Por outro

lado, HPMC nao dissolve CB[6], no entanto esta pode ser possivel quando adicionado

NaCl. #!

* Associacio com nanoparticulas

Como ja foi referido anteriormente, um dos grandes problemas que afecta o
tratamento do cancro com farmacos hidrofobicos prende-se com a fraca solubilidade
em meio aquoso dos mesmos, bem como a sua falta de especificidade. J& foi
comprovado que a associagdo com CB[n] permite melhorar algumas propriedades
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destes farmacos, mas novas associa¢des tém vindo a ser testadas. !

Recentemente tém sido desenvolvidas novas formulagdes que conjugam CB[n] e
alguns vectores utilizados em drug delivery. Tém sido sintetizadas formulagdes
baseadas na associacdo de um derivado de CB[6] e polimeros de nanoparticulas (NPs),
e as suas aplicacdes tém vindo a ser exploradas !'®. Estas associagdes CB[6]NPs
podem servir de excelentes veiculos para o transporte de farmacos hidrofobicos. Em
CB[6]NPs, os farmacos hidrofobicos podem ser carregados nas NPs, veiculos com
excelente capacidade e eficiéncia. A superficie do farmaco pode ser facilmente
modificada de uma forma nao-covalente, através das interac¢Oes estabelecidas entre
CB[6] e os derivados de poliaminas. Além disso, um farmaco complexado com
CB[6]NPs pode chegar mais facilmente a célula cancerigena, havendo posteriormente
endocitose mediada por um receptor e libertagdo no citoplasma, o que melhora os

efeitos do farmaco. !

Conseguiu-se demonstrar o potencial de CB[6]NPs em drug delivery para tratamento

de células Hel.a do carcinoma do ovario através de um estudo in vitro usando um
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corante, Nile Red, como modelo para o firmaco hidrofébico [199) Para isso utilizaram-
se marcadores fluorescentes ligados a CB[6]NPs de modo a se poder observar o seu
percurso na célula. A molécula hospedeira foi “decorada” com conjugados folato-
espermidina, pois apenas assim esta consegue entrar na célula por endocitose, o que
sugere que o mecanismo de entrada de CB[6]NPs seja mediado por receptores
sensiveis ao folato. Apds 1h de incubagdo conseguiu-se observar o corante espalhado
por toda a célula, enquanto que CB[6]NPs se acumula nos endossomas. Nao se
conhece o mecanismo de libertacdo do farmaco hidrofébico, no entanto, tendo em
conta que este se liberta facilmente da molécula hospedeira, ¢ muito provavel que este

seja um método com fortes possibilidades de ser aplicado em drug delivery no futuro.
[89]

Desde que, em 2004, quando comecaram os testes de cucurbiturilos em drug delivery,
que as suas aplicacdes neste campo ndo param de aumentar. Os cucurbiturilos
mostram grande potencial como excipientes de formulacdes farmacéuticas por
diversas razdes. Apesar de ja se conhecer com algum detalhe o mecanismo de
formagdo dos complexos fairmaco@CB[n], muito ainda estd por descobrir sobre os
orgdos alvo destas moléculas e o seu metabolismo no corpo. Além disso, ndo se
conhecem os efeitos toxicos de uma utilizacdo cronica dos cucurbiturilos. A estas
questdes junta-se a necessidade de se conseguirem obter formulagdes cristalinas de
todos os homologos sintetizados, algo que ainda ndo ¢ possivel. Sdo necessarios mais
estudos no que toca a estabilidade a longo prazo dos complexos com cucurbiturilos.
Por fim, apenas agora comecou o desenvolvimento das doses ideais para humanos.
Muitas formulagdes farmacéuticas necessitam de ser exploradas para que se tire o

méximo partido dos cucurbiturilos. *"!
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6. Conclusao Geral

Muitas sdo as tecnologias disponiveis para melhorar o transporte de farmacos.
Diferentes vectores tém diferentes formas de encapsulacdo da molécula, mas todos
eles contribuem para melhorar a solubilidade e a biodisponibilidade do principio
activo em questdo. Tendo em conta a via de administracdo ¢ escolhido o vector mais

adequado.

Os principios da Quimica Supramolecular constituem os pontos chave no
desenvolvimento de macromoléculas capazes de formarem complexos de inclusdo
com farmacos. As ciclodextrinas, j4 comuns em formulacdes farmacéuticas
comercializadas, apresentam boas solugdes para muitos dos desafios apresentados em
terapéutica farmacologica. Concluiu-se que estas melhoram algumas propriedades de
farmacos com fraca solubilidade, sendo capazes de encapsular diversas moléculas de
diferentes tamanhos. O desenvolvimento de derivados de ciclodextrinas tem
permitido a obten¢do de macromoléculas com propriedades especializadas para cada

tipo de administragdo e para cada tipo de célula alvo.

Os cucurbiturilos sao uma linha relativamente recente de macromoléculas sintéticas, ¢
as suas possiveis aplicagdes farmacéuticas tém vindo a ser estudadas nos ultimos anos.
Sdo muitas as caracteristicas que os tornam fortes candidatos a vectores
medicamentosos. O facto de conseguirem encapsular uma grande variedade de
moléculas, a capacidade de melhorar a solubilidade e biodisponibilidade de certos
farmacos, a sua aparente ndo toxicidade e capacidade de atravessarem a membrana
celular sdo algumas das caracteristicas essenciais para aplicagdes em drug delivery. A
sua capacidade de inclusdo de derivados platinados pode ser um sinal para uma

e . . 110
utilizacdo em tratamentos anti-tumorais (110,

A relativa dificuldade que o
cucurbiturilo tem para libertar certos fAirmaco constitui ainda uma limitacdo ao seu
uso, mas sabe-se no entanto que uma variacdo de pH pode contribuir para a libertagdo
da molécula encapsulada 1A utilizagdo de cucurbiturilos em futuras formulagdes

farmacéuticas ¢ cada vez mais uma certeza.
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