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Resumo

Héa algumas décadas, a esperanca média de vida era cerca de metade da atual, devido
as condicOes precarias em que as populacdes viviam. Com a evolugéo da ciéncia, esta tem
aumentado de década para década. O facto de as populacdes viverem por mais tempo é
bastante positivo, mas trouxe também o incremento das doencas neurodegenerativas
associadas ao envelhecimento natural. Estas doencas afetam as células nervosas cerebrais
e, apesar de todo o avanco tecnoldgico, o cérebro é ainda uma area por explorar. A Doenca
de Alzheimer é um dos exemplos de doengas neurodegenerativas, sendo a mais prevalente
anivel mundial. Cré-se que o seu mecanismo fisiopatologico tenha por base a acumulacéo
de dois tipos de proteinas: a proteina B-amildide e a proteina tau hiperfosforilada. Ndo
existe atualmente tratamento curativo para esta doenca, sendo que a terapéutica
disponivel tem apenas como finalidade atenuar a sintomatologia inerente a degradacéo
neuronal. Parte da problematica da terapéutica existente prende-se com a via de
administracdo, uma vez que os farmacos administrados por via oral sofrem efeito de
primeira passagem, o que resulta na diminuigdo da sua biodisponibilidade. Além disso,
alcancar os locais alvo, localizados no cérebro, requer atravessar a barreira
hematoencefalica, o0 que sé € possivel com determinadas carateristicas fisico-quimicas,
como o reduzido tamanho e o equilibrio entre a lipofilia e a hidrofobia de determinado
composto.

Surge assim a necessidade de desenvolver novas estratégias de tratamento que
ultrapassem estas limitacdes. Neste contexto, a administracéo direta de farmacos do nariz
para o cérebro emerge como uma solucéo bastante promissora. Esta abordagem pressupde
a administracdo de farmacos por via intranasal, uma vez que € a Gnica via que possibilita
a conducéo direta do farmaco até ao cérebro. Esta conducéo € possibilitada pelos nervos

cranianos, o trigémeo e o olfativo, e pela absorc¢éo facilitada na mucosa nasal.
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Neste contexto, a presente dissertacdo consiste na revisao bibliogréfica de estratégias
relacionadas com a administracdo direta de farmacos da cavidade nasal para o cérebro no
ambito do tratamento da Doenca de Alzheimer. Serdo focadas em particular técnicas de
encapsulacdo em sistemas lipidicos, e a sua posterior administracdo pela via nasal,

mitigando questdes associadas ao efeito sistémico e a barreira hematoencefélica.

Palavras-chave: administracdo intranasal; barreira hematoencefalica; doenca de

alzheimer; nanoparticulas; nariz para o cérebro.
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Abstract

A few decades ago, average life expectancy was around half of what it is today, due
to the precarious conditions in which populations lived. With the evolution of science,
this has increased from decade to decade. The fact that populations live longer is very
positive, but it also brought an increase in neurodegenerative disorders associated with
natural aging. These diseases affect brain nerve cells and, despite all the technological
advances, the brain is still an area to be explored. Alzheimer’s disease is an example of
one of the most prevalent neurodegenerative diseases worldwide. It is believed that its
pathophysiological mechanisms involve the accumulation of two proteins:  amyloid
protein and hyperphosphorylated tau protein. Currently, there is no curative treatment for
this disease, and the available therapy aims only to alleviate the symptoms associated
with neuronal degradation. Part of the challenge with existing therapy is related to the
way medications are administered, since drugs administered orally suffer a first-pass
effect, wich results in a decrease in their bioavailability. Furthermore, reaching the brain,
where therapeutic targets are located, requires crossing the blood brain barrier, which is
only possible for certain compounds with specific characteristics, such as the reduced size
and a balance between hydrophobicity and lipophilicity.

Therefore, there is a need to develop new treatment strategies that overcome these
limitations. In this context, the direct administration of drugs from the nose to the brain
emerges as a promising solution. This technique involves the administration of drugs
through the nasal route, as it is the only route that allows the drug to be directly transported
to the brain. This is made possible by cranial nerves such as the trigeminal and the
olfactory nerves, as well as facilitated absorption in the nasal mucosa.

In this context, this dissertation consists of a bibliographical review of strategies

related to the direct administration of drugs from the nasal cavity to the brain in the
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treatment of Alzheimer’s Disease. Particular focus will be on encapsulation techniques in
lipidic systems and their subsequent administration via the nasal route, mitigating issues

associated with the systemic effect and the blood-brain barrier.

Keywords: Alzheimer’s disease; Blood-Brain Barrier; Nasal Cavity; Nanoparticles; Nose
to Brain Drug Delivery.
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1. Introducéo

As doencas neurodegenerativas (DN) sdo um grupo de doencas cujos sintomas afetam
de forma irreversivel o sistema nervoso central (SNC) causando, de forma lenta e
progressiva, degeneracdo e disfuncdo em determinadas células cerebrais. Além do
impacto na vida dos doentes, estas patologias também afetam negativamente o quotidiano
dos familiares e cuidadores dos mesmos. Este grande grupo de disturbios neurologicos €
uma das maiores causas de mortalidade e morbilidade da populagéo idosa (mais de 65
anos) a nivel mundial.! Existem diversos tipos de DN, mas, as mais comuns s&o a Doenca
de Parkinson e a Doenca de Alzheimer (DA). As causas por detras destas doencas ainda
ndo sdo completamente compreendidas nem conhecidas, pressupfe-se apenas o
mecanismo fisiopatoldgico envolvido em cada uma delas. Sabe-se, no entanto, que o
maior fator de risco para o aparecimento de DN é a idade, visto que a sua incidéncia tem
crescido paralelamente ao aumento da esperanca média de vida. Os sintomas das DN
variam consoante a doenga em causa, sendo 0s mais comuns a perda de memoria, a
diminuicdo da funcdo cognitiva, tremores, a diminuicdo da coordenacdo motora e

dificuldades na fala.?

As DN representam cada vez mais um grande desafio para a medicina e para a sociedade
no geral, devido a lacuna que ainda ha no que toca a existéncia de tratamentos
direcionados especificamente para a cura destas doencas. Atualmente ndo existe cura para
a maioria das doencas do foro neuroldgico; os poucos tratamentos que efetivamente
existem no mercado estdo direcionados apenas para o controlo dos sintomas, na tentativa
de travar a progressao da doenca e melhorar a qualidade de vida dos doentes. Assim, é
com carater urgente que a comunidade cientifica global trabalha para tentar compreender
0s mecanismos por detras das DN, para que seja possivel desenvolver terapias eficazes e

curativas, bem como capacitar a sociedade para melhor lidar com patologias deste tipo.®

A DA é a forma mais comum de deméncia e afeta maioritariamente a populacdo com
idade igual ou superior a 65 anos, sendo que a sua prevaléncia aumenta com a idade. Esta
patologia representa cerca de 60%-80% de todos os casos de deméncia a nivel mundial.
A doenca surge no seguimento da acumulacdo de placas de proteina B-amiloide e,
também, de emaranhados de fibra originados pela hiperfosforilacao da proteina tau. Para
além do papel da hereditariedade, outros fatores de risco para o desenvolvimento de DA

sdo as doencas vasculares, habitos tabagicos e a Diabetes Mellitus. A DA pauta-se por
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uma perda de memoria gradual, comum a todos os doentes, e em casos mais extremos,
também se pode manifestar sob a forma de sintomas motores. Além de ndo existir
atualmente cura para a DA, também néo existe um meio de diagnostico suficientemente
rigoroso. Atualmente, a forma mais comum para a possivel identificacdo desta patologia
¢ a anélise de biomarcadores presentes no cérebro humano, como a acumulagéo de placas

de proteina -amildide e residuos de proteina tau hiperfosforilada.*

Como ja referido, atualmente ndo existe cura para a DA. Isto prende-se ndo sé com o
fato de ndo se conhecer por completo a etiologia da doenca, mas também com a
dificuldade em conseguir fazer com que um farmaco atravesse a barreira

hematoencefalica, para que possa atingir o alvo terapéutico.®

A barreira hematoencefalica (BHE) tem como funcdo proteger toda a estrutura
cerebral, impedindo que farmacos, toxinas ou outras substancias de origem exdgena que
estejam em circulacdo alcancem o cérebro. Assim, a BHE desempenha um papel
fundamental na regulacdo do fluxo de substincias que atinge ou nio o SNC.® Para que
seja possivel reverter ou travar a progressdo da DA € entdo necessario que os farmacos
consigam atravessar a BHE e, para tal, precisam de possuir determinadas carateristicas
fisico-quimicas, como elevada lipofilia. Para tentar ultrapassar esta barreira, comecaram
a desenvolver-se estratégias com o intuito de desenhar novas formulaces que permitam
aos farmacos chegar diretamente ao local-alvo, conseguindo ultrapassar os obstéaculos.’
E neste contexto que surgem abordagens de incorporacio dos farmacos em
nanoparticulas, com o intuito de utilizar estas Gltimas como transportadores do farmaco
até ao seu local de acdo, sem que se verifique retencdo na BHE, nem efeitos adversos

devidos a absorcédo para a corrente sanguinea.
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2. Objetivos

Esta monografia tem como principal objetivo apresentar uma revisdo bibliogréfica
sobre a terapéutica da Doenca de Alzheimer, revendo as informacGes existentes na
literatura relativas a terapéuticas alternativas a via oral. Nomeadamente, sera explorada a
veiculacdo de farmacos através de uma via direta entre o nariz e o cérebro com recurso a
utilizacdo de nanossistemas como sistemas transportadores dos farmacos, realizando uma
discussdo sobre a utilidade das novas tecnologias para o desenvolvimento de novas
abordagens terapéuticas. Os sistemas descritos ao longo da presente dissertacdo sédo
exclusivamente os nanossistemas lipidicos uma vez que sdo 0s mais prevalentes na

literatura.

Margarida Domingos Silvestre 3






3. Métodos

A presente dissertacdo foi elaborada por revisdo bibliografica da literatura referente a
doencas neuroldgicas, a patologia de Alzheimer e a sistemas de veiculagdo de farmacos
compostos por nanoparticulas. De forma restringir a informacao existente, a pesquisa
bibliogréfica incidiu apenas nos nanossistemas lipidicos. Para a sua elaboracdo foram
utilizadas informac6es de variados artigos cientificos publicados em plataformas como
PubMed e Elsevier. A pesquisa bibliogréafica foi feita com base em alguns termos como

o« o«

“alzheimer disease”, “nasal anatomy”, “drug delivery systems” e nanotechnology .

A informacdo recolhida e sistematizada ao longo de toda a monografia encontra-se

devidamente citada e referenciada.
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4. Doenca de Alzheimer

A DA - nome dado em homenagem ao psiquiatra aleméo Alois Alzheimer que, em
1907, a definiu e caraterizou — é a forma mais comum e também a mais associada a
deméncia.” De acordo com a Associagdo Portuguesa de Alzheimer, o estado de deméncia
é o declinio cognitivo do cérebro humano que afeta a sua capacidade de realizar tarefas
diarias simples e que abrange sintomas como a perda de memdria, diminuicdo da
capacidade intelectual e do raciocinio, disturbios nas competéncias sociais e oscila¢des

emocionais.?

A DA é definida como uma neurodegeneracdo gradual de diversas areas do cérebro,
principalmente a nivel da regido do cértex e do hipocampo. Cré-se que esta degeneracdo
cerebral se deve a acumulacdo da anormal producdo de proteina B-amildide, que é
proveniente de um inadequado processo proteolitico da proteina precursora amildide
(APP) que é uma proteina transmembranar expressa principalmente nos tecidos do SNC,
e de proteina tau hiperfosforilada. O excesso de proteina B-amil6ide conduz a formacao
de uma estrutura denominada de placas senis, enquanto que a hiperfosforilacdo da
proteina tau resulta em emaranhados de fibras. Como resultado da acumulacéo de ambas
as estruturas, observa-se em geral uma diminui¢do do tamanho do cérebro, como ilustrado

na figura 4.1.°

Cortex Cerebral

Neurdnio Saudavel

Cérebro Saudavel Hipocampo

Aumento dos
Ventriculos

Diminuigdo do Cértex
Cerebral

Emaranhados de Proteina tau

) Diminui¢do do ,/‘ !
Cérebro com Doenga Hipocampo

de Alzheimer

Placas de Proteina AB

Figura 4.1 - Distingdo entre o cérebro sauddvel (a) e o cérebro com doenga de Alzheimer (b). Adaptado de (7).
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O diagnostico da DA é ainda bastante complexo e, até a data, ndo existem testes
laboratoriais ou de imagem que permitam estabelecer um diagnostico indiscutivel.
Contudo, é possivel reconhecer caracteristicas associadas a esta patologia através de
ressonancias magneéticas, testes neurologicos ou analises laboratoriais com doseamento
da vitamina B12. Esta vitamina é importante, uma vez que o seu défice faz elevar os
niveis de homocisteina, que € um aminoacido que poderd causar stress oxidativo nas
células cerebrais. Além de exames, também podera ser realizado um possivel diagnostico
com base nos seguintes sintomas: afasia, apraxia e agnosia, tudo termos que remetem

para a perda de capacidades em determinados campos.’

A DA pode ser divida em fases distintas: a fase pré-clinica, a fase caracterizada por
um ligeiro comprometimento cognitivo e, por fim, no ultimo nivel da doenca, a fase
tardia. A primeira fase, também denominada de pré-sintomatica, pode durar varios anos
e é caracterizada por ligeiras falhas de memoria. A identificacdo de biomarcadores como
a baixa quantidade de proteina amil6ide e 0 aumento dos niveis de proteina tau no liquido
cefalorraquidiano indicam a possibilidade da existéncia da DA, apesar de ndo serem
especificos apenas dessa patologia. A segunda fase é onde surge um variado conjunto de
sintomas como a falta de autonomia no dia-a-dia e um comprometimento tanto a nivel da
memoria como do dominio da linguagem. Por fim, no ultimo nivel da doenca, o cértex
cerebral é totalmente abrangido pelas placas senis e pelos emaranhados de fibras
desencadeando perdas funcionais e cognitivas em que os doentes deixam totalmente de

conseguir fazer as necessidades basicas como engolir ou urinar e acabam por falecer.”°
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4.1 - Epidemiologia

A epidemiologia é uma ciéncia imprescindivel no ramo da Salude Publica uma vez
que permite compreender a distribuicdo de uma doenca em determinadas populagdes e,
ao mesmo tempo, fornece dados importantes que podem ser Gteis na prevencdo dessas
mesmas doencas. Esta ciéncia recorre, principalmente, a dois conceitos fundamentais: a
incidéncia, que permite aferir a taxa de ocorréncia de novos casos de uma doenca, e a

prevaléncia, que indica a quantidade de individuos com determinada doenca.

Como descrito no capitulo anterior, a DA é a forma mais comum de deméncia a nivel
mundial na populagdo idosa, representando cerca de 75% dos casos de deméncia
relatados. E uma doenca em expansdo uma vez que se estima que no ano de 2030 a
populacdo com idade igual ou superior a 65 anos, seja cerca de 1 bilido. O Centro Europeu
de Controlo e Prevencdo de Doenca prevé gque a cada ano sejam registados entre 5-7
milhdes de novos casos de DA, associados a populacdo idosa. Na realidade, com o
aumento da esperanca média de vida, espera-se que também a prevaléncia da DA

aumente. !

Estudos realizados em Espanha indicam que a prevaléncia da DA, para uma populacéo
com 65 anos ou mais, varia entre 5,5%-5,8% enquanto que, para uma populagdo com
idade igual ou superior a 70 anos, o intervalo de casos relatados sera entre 8,5%-9,4%.
No continente Americano foi realizado um estudo em 6 paises pertencentes a América
Latina, entre os anos de 1997-2007. Os resultados do estudo revelaram uma prevaléncia
da DA de cerca de 7,1% na populagio com idade igual ou superior a 65 anos.'?

Devido a estreita relacdo entre 0 aumento da populacdo idosa e a DA, cré-se que esta
patologia se torne, cada vez mais, um problema néo so individual, mas também de salde
publica. Projecdes demogréficas realizadas nos Estados Unidos preveem que até ao ano

de 2050 existam mais de 13,8 milhdes de individuos diagnosticados com DA

No que toca a incidéncia, e de acordo com um estudo de meta analise a dados
previamente recolhidos, constatou-se que a incidéncia desta patologia no sul do
continente Europeu, nomeadamente na Grécia, Italia e Espanha, foi de 8,97 casos por
cada 1000 pessoas no espaco de um ano, enquanto que, a norte da Europa, em paises
como a Franca, a Suécia e a Dinamarca, a incidéncia revelou ser maior, catapultando-se

para um valor de 15,94 casos por cada 1000 pessoas, também no espaco de um ano. Tanto
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no norte como no sul da Europa, foram verificados mais casos de DA no sexo feminino

do que no sexo masculino.t*

Dados epidemioldgicos a nivel mundial revelam que a deméncia (todos os tipos) € a
quinta principal causa de morte, sendo que no ano de 2016 cerca de 4,4% das mortes
globais podem ser atribuidas & deméncia. Com recurso a indices de célculo especificos,
verificou-se que no ano de 2013, na Europa, dos dbitos registados associados a deméncia,
cerca de 45,2%, por cada 100000 habitantes, foram causados pela DA. Por outro lado,
nos Estados Unidos da América, no ano de 2017, o valor sobe para 46,4% por cada
100000 habitantes.*®

Apesar de Portugal carecer de estudos epidemioldgicos relativos a deméncia e a
prépria DA, é possivel retirar algumas conclusées especificas para o pais com base nos
dados da Alzheimer Europe 2019, que compara 0 nimero de pessoas com deméncia em

2018 e faz uma previsdo desse nimero para os anos de 2025 e de 2050.%®

Por observacao direta do grafico da figura 4.2, é possivel aferir que no ano de 2018
existiam 193 516 pessoas com deméncia, das quais 59 989 eram do sexo masculino e
133 527 pertenciam ao sexo feminino. De salientar que o numero de casos aumenta
exponencialmente com o aumento da idade. Com base nas projecdes realizadas estima-se
que no ano de 2050, o nimero de casos de deméncia aumente mais do dobro, alcancando
0s 346 905 casos; como demonstrado no grafico a abaixo onde é estabelecida uma relagédo

entre o nimero de casos de deméncia e o nimero de habitantes em Portugal.

350 000

/46 905
315 000 /
280 ooO /
245 000
A

210 000 /

193 516

1 L L L 1 J

175 000
2018 2025 2050

Figura 4.2 - Comparagdo entre o numero de pessoas com deméncia em Portugal desde 2018 até 2050. Adaptado de
(16).
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Numa revisdo sistematica, de estudos de prevaléncia da deméncia e da DA a nivel
europeu, autores portugueses tentaram adaptar a populagdo portuguesa os valores obtidos
nos paises europeus vizinhos. Assim, os resultados, datados de 1994, revelaram que dos
cerca de 9 milhdes de habitantes em Portugal no ano de 1991, 92 470 sofriam de
deméncia, dos quais 48 706 tinham DA.' Por fim, de acordo com escassos dados
fornecidos pelo Instituto Nacional de Estatistica, no ano de 2012, registaram-se cerca de

1740 6bitos associados a DA, representando 16,6 mortes por cada 100000 habitantes.’
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4.2 — Fisiopatologia da Doenca de Alzheimer

O estudo da fisiopatologia de uma doenca é bastante importante uma vez que permite
perceber que tipo de mecanismos patologicos e inflamatorios ocorrem, para

posteriormente se poderem estabelecer estratégias de cura ou prevencéo.

Como j& descrito anteriormente, a DA é uma doenca cronica que afeta a parte
cognitiva e comportamental do doente. O mecanismo inflamatorio desta doenca ainda
ndo esta completamente claro, mas atribui-se o seu desenvolvimento a um conjunto de
mudancas fisioldgicas e ndo a um dnico fator. Assim, os mecanismos fisiopatoldgicos
associados a DA compreendem a acumulacdo de proteina p-amildide, a formacgédo de
emaranhados de fibras e o stress oxidativo celular.'8

O mecanismo patoldgico essencial ao desenvolvimento da DA é a acumulagdo de
placas de proteina B-amilGide; esta proteina surge ap6s mecanismos de clivagem que
podem ser feitos através da via ndo amiloidogénica ou da via amiloidogénica. A via ndo
amiloidogénica inicia-se através da metabolizacdo da APP pela enzima o-secretase,
originando o fragmento C-terminal o (CTFa) e 0 fragmento solavel a da APP (sAPPa),
ao invés de proteina B-amildide. Ambos os fragmentos possuem func¢Ges neuroprotetoras
e de regulacéo da plasticidade sinaptica, ndo sendo toxicos a nivel cerebral.® Por outro
lado, a via amiloidogénica vai dar origem a proteina p-amil6ide e, consequentemente, a
DA. Nesta via a APP ¢é clivada sequencialmente pelas enzimas B-secretase, também
denominada de BACE-1, e y-secretase. Apds a primeira clivagem € libertado o fragmento
solavel B da APP (sAPPp) que ir4, de seguida, ser metabolizado pela y-secretase. Esta
ultima enzima resulta do conjunto de varias proteinas, onde se destacam a presenilina 1
(PSEN 1) e a presenilina 2 (PSEN 2). A y-secretase &€ menos precisa do que as enzimas
descritas anteriormente e, da sua clivagem, resulta um grupo heterogéneo de péptidos a
nivel da cadeia terminal, onde surgem as isoformas da proteina p-amildide com 40
aminoéacidos, em maior abundancia, e com 42 aminoacidos, em menor quantidade. Ora,
a forma com 42 aminoacidos ao ser superior, em termos de tamanho, ird ser mais
hidrofobica e terd maior facilidade em acumular-se no cérebro sob a forma de placas

senis.2°

Assim, a teoria da cascata amildide surge como processo mais provavel ao

desenvolvimento da DA. As placas senis resultam do agregado de proteina amildide, e
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vao acumular-se em diversas regides do cérebro impossibilitando a comunicacéo entre
neurdnios, o que resulta na diminuigdo de fungdes cognitivas, e no desencadeamento de

processos inflamatdrios, que podero estar na origem da neurodegeneracio.?

Como anteriormente referido, outro dos processos inflamatérios que origina a DA, é
a formacdo de emaranhados de fibras provenientes da hiperfosforilagdo da proteina tau.
Esta proteina tem como principais funcdes a formacéo e a estabilizacdo dos microtubulos,
que sdo estruturas que constituem o citoesqueleto das células eucarioticas. Estas pequenas
estruturas sdo de extrema importancia nos neurénios uma vez que Sao responsaveis pela
transmissdo de sinais para outras células; se as funcdes da proteina tau estiverem
comprometidas, também a conducdo da informacdo nas células nervosas estara. A
proteina tau é geralmente hidrofilica, e soltvel, e é codificada pelo gene da proteina tau
associada a microtabulos (MAPT), que se encontra no cromossoma 17 do genoma

humano.??

Durante o processo de codificacdo sdo expressas seis formas diferentes da proteina tau,
devido ao processo de combinacdo, do inglés splicing, do gene MAPT de forma a que
exista uma maior diversidade proteica. Quando este processo causa a delecdo do décimo
exdo do mRNA do gene MAPT, vai originar a forma 3R da proteina tau; por outro lado,
se 0 processo ndo excluir esse décimo exado, obtém-se a forma 4R da proteina tau, que
tem mais afinidade pelos microtibulos do que a forma 3R. Para existir um equilibrio
funcional é importante que a expresséo das formas 3R e 4R exiba um racio de 1:1, se este
equilibrio for quebrado surgem, entdo, patologias associadas a proteina tau, como é o

caso da DA.2

Um dos processos pos-traducionais que a proteina tau sofre é o processo de fosforilagéo,
realizado por quinases e fosfatases especificas para esta proteina. A tau quinase adiciona
um grupo fosfato a proteina tau, enquanto que a fosfatase tau retira um grupo fosfato. A
fosforilagdo € importante uma vez que permite que a proteina tau se solte dos
microttbulos. Assim, um desequilibrio nos mecanismos de fosforilagdo culmina numa
hiperfosforilagdo da proteina tau, que d& origem a um maior namero de fibrilhas que se
vao agregar, perdendo a sua solubilidade, e formar emaranhados de fibras, do inglés
Neurofibrillary Tangles (NFT’s).?*

Apesar de ainda néo estar devidamente comprovado, acredita-se que tanto o stress celular

como a prépria proteina amiléide possam induzir os processos de hiperfosforilagdo na
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proteina tau. A proteina tau possui cerca de 441 aminoacidos e, em processos equilibrados
num cérebro saudavel, vao ser fosforilados apenas 3 desses aminoacidos; em contraste
com o cérebro da DA, e num desequilibrio entre os processos de fosforilagcdo, 0 nimero

de aminoécidos fosforilados sobe para 9.2°

Por fim, também o stress oxidativo podera estar na origem do desenvolvimento da
DA. O termo “stress oxidativo” surgiu na década de 1950, por Denham Harman, e aplica-
se ao desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e a capacidade
que o corpo humano tem de as neutralizar com recurso a processos e moléculas
antioxidantes. Este tipo de molécula pode ter origem enddgena ou exdgena e atua pela
inibicdo, ou atraso, da oxidacdo de um determinado substrato. Os EROs surgem como
subprodutos dos normais processos metabdlicos a nivel celular, como € o caso dos

processos oxidativos e da producéo de energia pelas mitocondrias.?®

As mitocondrias sdo a principal fonte de EROs uma vez que sdo o0s organelos
responsaveis pela producéo de energia a nivel celular, processo a partir do qual surgem a
maioria dos radicais livres. O stress oxidativo a nivel destes organelos podera conduzir a
um desequilibrio nas rea¢des quimicas de oxidacdo e de reducao (reacdes redox), com
uma maior producdo de radicais livres que irdo danificar o acido desoxirribonucleico
(ADN) das mitocondrias, culimando numa maior producdo de EROs. Esta e outras
interacOes, vao contribuir para o desenvolvimento de inimeras patologias como é o caso
da DAY

A producdo de energia, € um dos processos celulares vitais caracteristicos de todos os
seres vivos que é mediado por reacfes redox com o objetivo de obter adenosina trifosfato
(ATP), que é a principal fonte de energia dos seres vivos. As referidas reagcdes descrevem-

se abaixo:

1. Oz+4¢e + 4H" — 2H:0

$+¢ 42HT 3

2. 0,-50;" H;0;

OH +0H"™

Na primeira reacgdo redox (1), o O vai receber 4 eletrdes e 4 protdes para dar origem
a 2 moléculas de agua. Por outro lado, na reacdo (2) ocorre uma reducdo parcial do
oxigénio, dando origem ao anido Oz, a perdxido de hidrogenio (H202) e a um radical

livre OH". Todas estas moléculas parcialmente reduzidas pertencem ao grupo dos EROs.?

Margarida Domingos Silvestre 14



Por outro lado, a oxidacdo molecular associa-se @ DA na medida em que ird
comprometer a integridade da membrana dos neurénios. Este comprometimento surge
apos a oxidacdo de lipidos, como o colesterol que esta presente nas membranas, e de
outros componentes como proteinas e acidos nucleicos. A degradacdo das proteinas
presentes no cérebro pode ocorrer nas proteinas citoplasmaticas e/ou nas proteinas
membranares. Uma das proteinas mais afetadas € a proteina recetora de lipoproteinas de
baixa densidade (LRP1), que se localiza na membrana celular, e que desempenha um
papel importante em varias fungdes bioldgicas. Uma das suas funcbes é precisamente a
remocdo de proteina B-amildide através de mecanismos de efluxo através da BHE. Ora,
se a LRP1 se encontrar comprometida, devido aos processos de oxidagéo, vai existir um
défice na remocdo de proteina p-amildide e a sua consequente acumulacdo.?® A
peroxidacdo lipidica, processo atraves do qual os EROs oxidam os &cidos gordos
presentes nas membranas celulares, também contribui para o desenvolvimento da DA. Da
peroxidacao lipidica resultam varios produtos, nomeadamente o 4-hidroxi-2-nonenal (4-
HNE), que vai causar alteracdes na conformacdo da proteina tau, aumentando a

probabilidade desta se agregar e formar emaranhados de fibras.

Apo6s observagdo e avaliacdo de inumeras proteinas em cérebros de doentes de DA
verificou-se que as que estavam envolvidas nos processos de metabolismo da glicose,
também eram afetadas pelo stress oxidativo, resultando em anomalias no transporte e
catabolismo da glicose. Assim, é importante salientar que devido ao stress oxidativo nos
doentes de DA, é possivel estabelecer uma relacdo de causa efeito entre este tipo de
deméncia e a Diabetes Mellitus. Além disso, a hipdtese do stress oxidativo ganhou ainda
mais énfase quando se percebeu que existiam iGes metalicos (como o ferro, o zinco, o
cobre e o célcio) acoplados a placas senis. O cobre e o ferro tém propriedades que Ihes
permitem complexar com a proteina B-amiléide e formar complexos que vdo aumentar a

producédo de EROs, estabelecendo assim a relagéo direta entre o stress oxidativo e DA. 3!
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4.3- Causas e Fatores de Risco

A DA, ou o Alzheimer como é comumente designada, € uma doenca transversal a
populacdo mundial e, como tal, € importante identificar e conhecer os fatores que possam
aumentar o risco de desenvolvimento da patologia, de forma a tentar instituir estratégias

ou terapéuticas focadas na prevencao da doenca.

Até ao momento, apesar de ainda ndo se conhecerem totalmente as causas desta
patologia, a hipdtese mais credivel € a da teoria da cascata amiloide, que foi explicada
anteriormente. Além dos mecanismos patoldgicos da doenga, acredita-se que existam
outros fatores que possam aumentar a suscetibilidade a doenca, como o estilo de vida
adotado por cada individuo. A medida que o cérebro de um individuo envelhece verifica-
se a diminuicdo do seu volume, o aumento dos seus ventriculos e a perda da capacidade
sinaptica entre neurénios. A questdo genética também mostrou ser preponderante, uma
vez que a DA pode ser causada por disfuncdes em varios genes, as quais poderdo ser
hereditarias.*

A DA pode manifestar-se de forma precoce, antes dos 65 anos, ou de forma tardia,
apos 0s 65 anos de idade. De acordo com estudos de Ballard et al (2011), cerca de 70%
do risco de desenvolver DA ¢ atribuido a genética. A forma precoce desta patologia surge
devido a mutag6es nos genes da APP e nos genes da PSEN1 e da PSEN2. A forma tardia
da doenca manifesta-se devido a um polimorfismo no gene da apoliproteina E (apoE).%
As mutacBes no gene da APP levam ao aumento do racio de equilibrio entre as formas
com 40 e com 42 amino&cidos, produzindo em maior quantidade a forma com 42
fragmentos que se acumula e origina as placas senis. Além disso, verificou-se que como
0 gene da APP se localiza no cromossoma 21 do genoma humano os individuos com
trissomia 21, a comumente conhecida Sindrome de Down, tém uma maior probabilidade
de desenvolver a DA. Por outro lado, mas com 0 mesmo resultado, as muta¢Ges nos genes
da PSEN1 e da PSEN2 védo também induzir a maior producdo da isoforma com 42
aminoacidos, uma vez que ambas as proteinas compdem o complexo enzimatico da y-
secretase, responsavel pela clivagem da APP.3* A apoE desempenha um papel
fundamental no metabolismo lipidico e no transporte de lipoproteinas no organismo
humano. E codificada no cromossoma 19 do genoma humano e possui trés variantes:
apoE*2, apoE*3 e apoE*4. A forma apoE*2 demonstrou exercer um papel protetor a

nivel cerebral, apesar de ndo evitar a neurodegeneracdo. A apoE*3 € a variante neutra
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desta proteina para doencas neurodegenerativas. Por fim, a forma apoE*4 aumenta o risco
de desenvolvimento de doencgas neuroldgicas, nomeadamente da DA, uma vez que tem a

capacidade de se ligar as proteinas f-amildide, promovendo a sua acumulagio.*®

Alguns estudos e ensaios clinicos demonstraram a existéncia de uma correlagéo direta
entre hemorragias cerebrais e manifestacoes da deméncia. As conclusdes obtidas sugerem
que as hemorragias possam diminuir o fluxo sanguineo cerebral e causar uma disfuncéo
na BHE. Como consequéncia destas disfungdes, surge ndo s6 a acumulacao de toxinas,
pois estas ultrapassam facilmente a BHE, como também o aumento da expressdo de APP,
culimando no consequente aumento de proteina f-amildide e sua acumulacédo sob a forma
de placas senis no cérebro. Por conseguinte, a acumulacdo de proteina B-amildide
desencadeia ndo s6 uma hipoperfusdo sanguinea (menor aporte de sangue) como também
o processo de hiperfosforilagdo da proteina tau e subsequente formagédo dos emaranhados
de fibras.®

Em oposicdo a fatores de risco genéticos, que foram adquiridos hereditariamente,
existem fatores de risco que surgem associados a determinados comportamentos e estilos
de vida. Neste grupo encaixam-se todas as comorbilidades como a diabetes, a hipertenséo
arterial, a obesidade, doencas cerebrovasculares e dislipidemias. A hipertensao arterial
cria uma pressao sanguinea superior ao normal nos vasos sanguineos, incluindo os vasos
sanguineos cerebrais, o que culmina na diminuicdo da integridade da BHE. Os diabetes
surgem também como um fator de risco uma vez que a resisténcia a insulina pode

contribuir para a acumulago de proteina B-amildide a nivel cerebral.®
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5. Terapéutica da Doenca de Alzheimer

Apesar dos largos anos de investigacdo e estudo da DA, a doenca ainda ndo tem cura,
existindo apenas tratamentos sintomaticos e que permitem retardar o desenvolvimento da

doenca.’
Estabelecer um tratamento curativo requer ultrapassar alguns obstaculos, como:

1. A necessidade de realizar um diagndstico o mais precocemente possivel, o que
é bastante complicado dada a natureza subtil dos sintomas iniciais que podem
simplesmente ser confundidos com o normal envelhecimento do individuo;’

2. A répida progressdo da doenga, aliada a um diagnoéstico tardio impossibilita
grande parte dos tratamentos e faz com que a Unica estratégia seja apenas o alivio
dos sintomas;’

3. A falta de eficacia dos farmacos atualmente utilizados para o tratamento desta
patologia uma vez que ndo parecem ter a mesma eficacia em todos os doentes e

os seus efeitos parecem ser momentaneos.’

Por ultimo, o maior obstaculo que surge associado a esta patologia é a barreira
hematoencefalica e a dificuldade que existe na passagem dos farmacos através desta
barreira fisioldgica, impedindo que seja alcangado o principal alvo terapéutico, o

cérebro.®
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5.1- Terapéutica Convencional da Doenca de Alzheimer

As caracteristicas fisiopatologicas inerentes a DA, como a formac&o de placas senis e
de emaranhados de fibras, conduzem a perda de sinapses entre neurénios. Esta disfuncéo
cerebral esta associada a falhas no sistema colinérgico, que é um dos sistemas de
neurotransmissdo do SNC, que conduzem ao declinio cognitivo e a perda de memdria.
Neste momento existem apenas duas classes de farmacos disponiveis para individuos com
DA, os inibidores da colinesterase e os antagonistas do recetor N-metil-D-Aspartato
(NMDA). %

Os inibidores da colinesterase incluem o donepezilo, a rivastigmina e a galantamina
que se aplicam a doentes em qualquer fase da doenca. Relativamente aos antagonistas do
recetor NMDA, o Unico farmaco utilizado € a memantina que, além de inibir o recetor
NMDA também funciona como agonista da dopamina e € utilizada em fases moderadas-
severas da DA. A atual terapéutica contra a DA ainda ndo é curativa, permitindo apenas
aliviar os sintomas experienciados pelo doente e retardar a progressdao da doenca. A
ineficicia da terapéutica deve-se as caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas
inerentes aos farmacos e as vias de administracdo utilizadas. O equilibrio entre a lipofilia
e a hidrofobia do composto e a dificuldade na permeacdo da BHE ap6s administracao
oral, sdo alguns dos fatores limitantes ao tratamento desta patologia.*
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5.1.1- Inibidores da Colinesterase

Os inibidores da colinesterase sdo uma classe farmacoterapéutica amplamente
utilizada no &mbito de doencas do foro neuroldgico e 0 seu mecanismo de agao passa pela
inibicdo da acdo da enzima colinesterase, que estd presente no nNosso organismo e vai
atuar a nivel cerebral na degradacdo da acetilcolina. Por sua vez, a acetilcolina é um
neurotransmissor de extrema importancia a nivel das fungdes cognitivas, principalmente
da memoria. A acetilcolina é sintetizada pelos neurénios e posteriormente libertada na

fenda sinaptica sempre que ha a transmissdo de um sinal nervoso entre células.*

Apos a sua libertacdo na fenda sinéptica, a acetilcolina liga-se a recetores especificos do
neuronio seguinte e desencadeia a transmissé&o do sinal nervoso. No entanto, a acetilcolina
que permanece livre na fenda sinaptica tem de ser degradada, pela enzima colinesterase,

de forma a evitar a ativagéo continua dos recetores dos neurénios.*!

No cérebro de um individuo dito saudavel, é Util que exista este mecanismo de
controlo da quantidade de acetilcolina livre. Contudo, num doente com DA, devido aos
danos nos neuronios e nas vias colinérgicas causados pela acumulacdo de placas senis e
de emaranhados de fibras, ja existe uma diminuicdo de acetilcolina na fenda sinéptica,
ndo sendo favordvel a acdo da colinesterase. Assim, os farmacos inibidores da
colinesterase potenciam a existéncia de uma maior concentracdo de acetilcolina livre, que
ird favorecer a ativacdo continua dos recetores dos neurénios, contrariando os sintomas

associados a DA, como a deterioragdo cognitiva.*?
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5.1.2- Antagonistas do Recetor N-metil-D-Aspartato

O recetor NMDA é um dos recetores do glutamato presentes na superficie dos
neurdnios do organismo humano. O glutamato, além de estar associado a funcGes de
aprendizagem e de memdria, é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC e
encontra-se armazenado nas vesiculas sinapticas dos neurdénios. Durante o processo de
passagem do impulso nervoso, 0s neurénios vao libertar o glutamato na fenda sinaptica
de forma a desencadear a excitagcdo neuronal. Assim que a ligagdo glutamato-NMDA
ocorre verifica-se 0 aumento da atividade neuronal. Contudo, a semelhanca da
acetilcolina, o excesso de glutamato leva a ocorréncia de um processo de toxicidade,
devido & hiperestimulagdo dos neurdnios, e a entrada excessiva do ido célcio (Ca®*) nas

células pds sinapticas.*®

De forma a regular o excesso de glutamato em circulacéo, é realizado um processo de
remocao deste neurotransmissor com o principal objetivo de diminuir a toxicidade e o
desenvolvimento de processos neurodegenerativos, inerentes a elevadas concentragoes.

Contudo, esta regulacdo ocorre em cérebros saudaveis, mas ndo em cérebros com DA.*

Os recetores NMDA s&o um conjunto de substancias que, todas juntas, formam um
complexo de ligagdo ao glutamato. Este recetor € controlado por dois neurotransmissores:
o glutamato e o i%0 magnésio (Mg?*). O ido Mg?* vai impedir a entrada de célcio (Ca %*)
nas células neuronais quando estas se encontram em repouso; contudo, quando ha a
despolarizacdo da membrana, o célcio consegue entrar. O facto do ido Ca?* entrar através
dos recetores NMDA é de extrema importancia, uma vez que essa molécula confere uma
maior plasticidade sindptica aos neurdnios. No entanto, e no contexto da DA, 0 excesso
de estimulacdo dos recetores NMDA pelo glutamato e a consequente entrada de uma
maior quantidade de calcio pode causar danos neuronais. Assim, surge a necessidade de

criar farmacos antagonistas destes recetores de forma a modular a sua atividade.*®
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6. Cavidade nasal como via de administracéo de farmacos e

seus mecanismos de transporte

A cavidade nasal integra o sistema olfativo e desempenha fungdes de extrema
importancia a nivel fisiolégico como a filtracdo, a humidificacdo, o aquecimento e o
transporte do ar inspirado. As principais estruturas que compdem a cavidade nasal s&o 0s
cornetos nasais, 0 septo nasal e o epitélio nasal. Além disso, existem duas vias estreitas e
simétricas denominadas fossas nasais, separadas pelo septo nasal, que véo desde a entrada
do nariz, ou seja, das narinas, até a parte mais interior da garganta. A cavidade nasal esta

separada da cavidade oral pelo 0sso palatino e é revestida por uma camada de mucosa.*®

As fossas nasais encontram-se divididas em trés regides: o vestibulo, a zona

respiratoria e a zona olfatoria, como representado na figura 6.1.

Seio frontal __ Bulbo olfatério
_

Corneto nasal Regido olfatéria

superior

Corneto —Seio

Osso palatino
. Palato mole
Cavidade oral

Figura 6.1 - Representagdo da anatomia da cavidade nasal.

O vestibulo, ou regido vestibular, é a zona mais anterior e externa das fossas nasais e
localiza-se imediatamente apds a abertura das narinas. E uma zona de extrema
importancia uma vez que é revestida por cilios nasais que tém funcgéo de protegdo através
da filtracdo do ar inspirado e de particulas indesejadas, como poeiras. A sua mucosa é
composta por uma camada de células epiteliais escamosas, também com funcGes de

protecdo e, devido a pequena area de superficie, a absorcéo de farmacos é limitada.*’

A regido respiratdria abrange as paredes laterais das cavidades nasais e estende-se até aos
cornetos nasais. Na parede lateral das cavidades nasais localizam-se as conchas nasais
(inferior, média e superior), que sdo estruturas compostas maioritariamente por

cartilagem com uma maior area de superficie. Tal caracteristica, aliada ao facto de ser
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uma zona bastante vascularizada, faz com que esta regido seja ideal para a absorcao
sistémica de fA&rmacos e ndo para o sistema nervoso central. Contudo, € também na regido
respiratoria que se localiza uma das terminacdes do nervo trigémeo, que realiza uma ponte
de ligacdo entre a cavidade nasal e 0 SNC. Por fim, a terceira e Gltima regido, a olfatdria,
localiza-se na parte superior da cavidade nasal e possui estruturas importantes, como o
epitélio olfativo que desempenha um papel crucial na transmissdo ao cérebro de
informacdes relacionadas com a percecao de odores. O epitélio olfativo representa uma
porta de entrada no SNC, através da cavidade nasal, uma vez que € nele que se localiza o

nervo olfativo que tem conexao direta com o cérebro, através do bulbo olfatério.*®

De acordo com as caracteristicas mencionadas acima, a via de administracéo
intranasal surge em oposic¢do a via de administracdo oral, uma vez que permite contornar
0 efeito de primeira passagem e a baixa permeabilizagdo da BHE. Ambas as limitagdes
fazem com que sejam necessarias administracdes frequentes para garantir que a
quantidade minima de farmaco com efeito terapéutico atinge a zona desejada; a
administracdo de uma maior quantidade de farmaco culmina num aumento dos efeitos
indesejaveis. Normalmente, a administracdo intranasal pressupde um tratamento local,
embora a obtencdo de um efeito sistémico também seja possivel devido a elevada
vascularizacdo da cavidade. Contudo, a anatomia da cavidade nasal possibilita também
um transporte de farmaco até ao cérebro, ap6s absorcdo no epitélio olfativo ou
respiratério. Apdés administracdo intranasal de uma formulacdo farmacéutica, ocorre
absorcdo da mesma pela mucosa da cavidade nasal. Como se mostra na figura 6.2, se a
absorcdo for direta, o farmaco pode seguir o trajeto do nervo olfativo ou do nervo
trigémeo para alcancar o SNC. Por oposicdo, se a absorcdo for indireta o farmaco sera

transportado através da circulagdo sistémica.*®
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Pulmdes |
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Figura 6.2 - Representagdo esquemadtica das vias de transporte de farmaco para o cérebro apds administragdo
intranasal. Adaptado de (49).

De forma que o farmaco alcance o SNC de forma direta, apds a administracao
intranasal da formulagdo farmacéutica, é necessario que este seja absorvido pela camada
epitelial da cavidade nasal, no caso o epitélio olfativo, com posterior transporte do epitélio
para 0 SNC. A via do nervo olfativo é de absorcdo direta uma vez que permite que 0s
farmacos sejam transportados desde a cavidade nasal até ao cérebro, sem a limitacdo da
BHE. Conforme representado na figura 6.3, para alcancar o SNC, o fA&rmaco pode seguir
uma via direta, onde € internalizado e transportado através do neurénio (1), um processo
mais lento, ou uma via exterior ao neuronio onde atravessa o epitélio olfativo (2 e 3) que
é mais rapida e pressupde transporte paracelular ou transcelular pelo proprio epitélio.*
As caracteristicas do farmaco e o tipo de formulacdo vao ditar a via de transporte. Por
exemplo, a via do nervo olfativo é mais adequada a moléculas de maiores dimensdes e
com caracteristicas mais hidrofébicas, enquanto que para as vias paracelular e
transcelular, as moléculas com menores dimensdes e caracteristicas mais hidrofilicas séo

preferenciais.*

’ e

) f‘ ;’ | &

Bulbo Olfatério

Cribrosa

D

Epitélio Olfativo

'.\‘ " .f’,o -,
vl od Ye
A adeb o'’
9 29 ”.
’

|
Uisuina { .
!
|

* =
Mucosa Nasal °

1- Viado Nervo 3- Via
Olfatério Paracelular Transcelular

Figura 6.3 - Vias de transporte direto do epitélio olfativo para o cérebro. Adaptado de (49).
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Ainda dentro da absorc¢éo direta, o farmaco também pode seguir a via do nervo trigémeo.
Este nervo apresenta trés ramificacGes, como se mostra na figura 6.4, o nervo oftalmico
(V1), o nervo maxilar (V2) e o nervo mandibular (V3). Estas ramificacGes inervam tanto
a regido respiratdria como a olfatéria. Assim, existe uma outra porta de entrada para o
SNC através das ramificages do nervo maxilar e do nervo oftalmico, que se estendem
até as células epiteliais da regido olfatdria e respiratoria; o outro extremo do nervo

trigémeo localiza-se no tronco cerebral, como mostra a figura 6.4.5

Zona Sensorial

Zona de Conducao do

Nervo Oftalmico (V1
Impulso Nervoso : v

. Nervo Maxilar (V2)

D Nervo Mandibular (V3)

Figura 6.4 - Representagdo grdfica da inervagdo do nervo trigémeo na face. Adaptado de (50).

A semelhanca da via do nervo olfativo, também aqui o farmaco pode percorrer dois
caminhos diferentes até chegar ao SNC. Apo0s atravessar a membrana epitelial da zona
respiratoria, o farmaco pode ser transportado de forma intracelular, onde € internalizado
pelas células do proprio nervo trigemeo, ou de forma extracelular onde atravessa a
membrana da mucosa nasal. Esta via tem sido menos abordada em detrimento da via do

nervo oftalmico.>?

Por fim, o tipo de absorcdo indireta pressupde o transporte via circulagdo sistémica.
Devido a elevada vascularizacdo da mucosa nasal, o farmaco é absorvido e incorporado
na corrente sanguinea e transportado ao longo de todo o sistema circulatério, até chegar
ao cerebro, conforme representado na figura 6.5. Contudo, antes de integrar a corrente
sanguinea, o farmaco tem de superar os processos de eliminacdo inerentes a cavidade
nasal, como 0s movimentos mucociliares. Assim, a quantidade de farmaco que chega ao
local desejado pode ndo ser a necessaria para exercer efeito terapéutico, uma vez que
sofre metabolizacdo hepatica e encontra limitagdes, como a BHE que é de dificil

permeabilizacdo, principalmente a farmacos com elevada hidrofilia ou elevado peso
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molecular. A esta via estd também associado um maior nimero de efeitos adversos,

devido ao aumento da exposicao sistémica ao farmaco administrado.>

Veiculagdo Indireta de

Farmaco para o Cérebro -

Circulagdo Sistémica

Epitélio Respiratério b ™~ ’ "/
° ° . oy

Figura 6.5 - Representacdo grdfica da veiculagdo indireta de farmaco para o cérebro. Adaptado de (50).

Como descrito ao longo deste capitulo, a via intranasal possibilita, ndo so a utilizacdo
de estratégias ndo invasivas de contorno da BHE como também uma veiculacédo direta do
farmaco para o cérebro. Esta via de administracdo permite acelerar o inicio de a¢éo do
farmaco, evitar a metabolizagdo do mesmo e diminuir os efeitos adversos associados a
exposicao sistémica, caracteristica da via de administracdo oral. Contudo, existem alguns
obstaculos, inerentes a cavidade nasal, que podem ser fatores limitantes a absorcdo de
farmacos.>® A tabela 6.1 resume, e compara, as vantagens e desvantagens do uso da via

de administracdo intranasal.

Tabela 6.1 - Vantagens e desvantagens da via de administragdo intranasal. Adaptado de (50).

Vantagens Desvantagens
N&o invasiva, segura Apenas farmacos com larga margem
e indolor terapéutica
Veiculacdo direta do farmaco para o cérebro Pequenos volumes de administragéo
Evita metabolismo hepético e BHE Sistema mucociliar e degradacéo enzimatica
Menor risco de efeitos adversos Alterac6es do equilibrio do ambiente nasal
Aumenta adesdo do doente a terapéutica Dificuldade da técnica de administracdo

BHE - Barreira Hematoencefdlica

Assim, é necessario perceber as limitagdes impostas por esta via de forma a que seja

possivel desenvolver estratégias para as ultrapassar. Uma das restri¢des da via reside nos
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mecanismos de eliminagéo e protecdo da cavidade nasal, como o sistema mucociliar e a
degradacdo enzimatica. Ambos os processos limitam a absorcdo e a estabilidade do
farmaco, uma vez que limitam o tempo de residéncia do mesmo, diminuindo a sua
absorc&o.> Contudo, a principal dificuldade prende-se com o tamanho da cavidade nasal
e consequentemente a sua area diminuta, fazendo com que exista uma limitagdo acentuada
no volume e na quantidade de farmaco passiveis de administragdo. Esta limitacéo torna-
se mais relevante quando o objetivo € a administracdo de moléculas com pouca
solubilidade.>® E neste contexto que tém surgido estratégias que envolvem a utilizac3o de
sistemas de veiculacdo de farmacos que permitem ultrapassar as limitacbes da via
intranasal e, assim, otimizar o tratamento da DA e de outras patologias do SNC. Uma
estratégia que tem acolhido bastante popularidade é a utilizacdo de nanomedicamentos,

sob varias formas, a qual vai ser detalhada nos capitulos seguintes.
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7. Utilizacao de nanossistemas no tratamento da Doenca de

Alzheimer

O conceito de nanotecnologia surgiu pela primeira vez em 1959 pelo prémio nobel da
fisica, Richard Feynman, e € uma das tecnologias mais promissoras do século XXI, com
aplicacdo em vérias areas. Esta ciéncia tem a capacidade de converter moléculas e

estruturas a escala nanométrica, aumentando a sua capacidade de interagio.*

E importante fazer a distingéo entre os conceitos de nanociéncia e de nanotecnologia.
A nanociéncia ocupa-se do estudo das moléculas a escala nanométrica enquanto que, a
nanotecnologia, transpde e aplica esse mesmo estudo para aplicacfes mais praticas, de
ambito tecnoldgico. E nesse contexto que surgem os sistemas de veiculagio de farmacos
a escala nanométrica.>® Estabelecendo uma comparagdo, um nanémetro (nm) é o
equivalente a 10 metros. O recurso as nanotecnologias tem vindo a aumentar, uma vez
que permitem abrir novas portas no que toca a métodos de diagndstico, de prevencéo e
de tratamento de inUmeras patologias, revolucionando éareas como a medicina e

permitindo o uso de sistemas de veiculagio de farmacos.>*

Apesar de tentativas anteriores de veiculacdo de farmaco até ao SNC, como por exemplo
utilizando a via subaracnoideia, € com recurso a nanotecnologia que surgem as aplicagdes
mais promissoras de administracdo de farmacos que beneficiam de uma via direta entre o
nariz e o cérebro. Como discutido anteriormente, esta via direta, permite contornar
obstaculos como a BHE e a baixa biodisponibilidade de alguns farmacos.>’ A
possibilidade de ultrapassar essas limitagdes é atribuida as propriedades oferecidas pelos
nanossistemas no que se refere ao seu reduzido tamanho e também a outras caracteristicas

fisicas e quimicas necessarias para alcancar o alvo, o SNC.%

Os nanossistemas sao produzidos e manipulados através de técnicas que associam a
nanotecnologia a tecnologia farmacéutica. As nanoparticulas sdo manipuladas na escala
atémica e, por definicdo, possuem didmetros compreendidos entre 1-100 nm; contudo, é
frequente encontrar na literatura trabalhos que reportam particulas de diametro superior
(até ao limite de 1 um) e onde os sistemas séo igualmente considerados nanoparticulas.
As abordagens de producéo dos nanossistemas que estao descritas incluem que, de forma
a ser transportado até ao local de ac¢do, o farmaco pode ser encapsulado ou ligado & matriz

da nanoparticula.>®

Margarida Domingos Silvestre 29



Existem vérios tipos de materiais utilizados na producdo de nanossistemas, sendo 0s
mais frequentemente empregues atualmente os lipidos e os polimeros, originando
sistemas lipidicos ou poliméricos, sendo que na presente dissertacdo apenas serdo
descritos os sistemas lipidicos. Os primeiros tém ganho bastante popularidade, utilizando
lipidos tanto de origem enddgena como sintética.®® Alguns lipidos sdo de particular
interesse, nomeadamente os de natureza biodegradavel, uma vez que apresentam baixa
toxicidade, e sdo relativamente faceis de manipular para a producdo de nanossistemas.
Além disso, a possibilidade de incorporar farmacos em nanossistemas permite ndo so6 a
permeacao da BHE como a protecdo do farmaco contra a degradacdo enzimatica, sofrida

na cavidade nasal.5!

Os nanossistemas englobam diferentes estruturas, que dependem do método de
producdo utilizado. Na presente dissertacdo serdo abordados os seguintes tipos de

nanossistemas lipidicos: nanoemulsdes, lipossomas e nanoparticulas lipidicas.®!

Os estudos que se apresentam de seguida foram escolhidos por terem chegado a
ensaios in vivo, pela data de publicagdo recente e por utilizarem o donepezilo ou a

memantina como farmaco.
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7.1- Nanoemulsdes

As nanoemulsdes sdo formulagdes coloidais, termodinamicamente estaveis, de dois
liquidos imisciveis entre si. Existem dois tipos de emuls@es: as de 6leo-em-agua (O/A) e
as de agua-em-6leo (A/O). As goticulas lipidicas dispersas numa fase aquosa (O/A) sdo
de extrema importancia uma vez que grande parte dos farmacos sdo de natureza lipofilica

e, assim, terdo uma melhor solubilidade e maior biodisponibilidade.®?

Os principais constituintes destas formulacdes sdo 0leos, tensioativos e componentes
aquosos. Numa emulsdo uma das fases € entdo dispersa na outra sob a forma de pequenas
goticulas, e é aqui que surge a importancia de incorporar tensioativos. Os tensioativos,
também conhecidos como surfactantes, possuem propriedades que lhes permitem
diminuir a tensdo superficial que existe entre dois liquidos imisciveis entre si, uma vez
que possuem uma parte com afinidade pela fase aquosa e uma parte mais lipofilica com
afinidade oleosa; os tensioativos desempenham funcdes emulsificantes ao facilitarem a
estabilizacdo de determinada formulag&o.5®

A producdo de nanoemulsbes pode ser feita através de dois processos distintos,
envolvendo alta energia ou baixa energia. Os processos de alta energia envolvem ciclos
sucessivos de homogeneizacdo em alta pressdo, em oposicdo aos métodos que envolvem
menor aporte energético, em que a nanoemulsdo surge apds uma inversdao de fases,

também denominado de auto-nanoemulsificag&o.5®

Os farmacos utilizados atualmente na DA, como a memantina ou o donepezilo, apesar
do potencial farmacoldgico na doenca, apresentam dificuldades de permeacdo da BHE.
As nanoemuls@es tém sido utilizadas para veicular diretamente os farmacos até ao local

desejado, o cérebro, através de uma administracéo intranasal.®®

O donepezilo é, atualmente, o tratamento de primeira linha na DA uma vez que aumenta
a concentracdo de acetilcolina. Por ser um farmaco hidrofilico ndo consegue permear de
forma eficiente a BHE apds alcangar a circulagcdo sistémica, chegando em pouca
concentragdo ao local de acdo apds administragdo oral.®” Um estudo propds uma
nanoemulsdo de donepezilo para administracdo intranasal. A solubilidade do donepezilo
foi testada em varios éleos, surfactantes e co-surfactantes, pretendendo-se a maior
solubilidade possivel e auséncia de precipitacdo. Os excipientes selecionados foram um

derivado do d4leo de ricinio, constituido por cadeias polietilenoglicol (PEG) de
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polioxietileno e polioxipropileno, com propriedades emulsificantes; utilizou-se também
o cloreto de cetilpiridinio que atuou como surfactante, e o glicerol que apesar de ser
classificado como um alcool, complementa as funcdes do surfactante ja que tem a
capacidade de promover a retencdo de agua. A nanoemulsdo foi produzida por

homogeneizacio de alta presso.®®

Numa formulacéo coloidal, um potencial zeta de 30 mV de valor absoluto, ou mais,
considera-se atribuir estabilidade por repulsio eletrostatica.®® A nanoemulsdo revelou um
tamanho de 65 nm, com um Pdl de 0,084 e um potencial zeta de -10,7 mv. Ensaios de
libertacdo do farmaco realizados in vitro em solugdo salina tamponada com fosfato, fluido
cerebrospinal artificial e fluido nasal artificial, indicaram libertacdo bastante rapida do
farmaco, acima dos 96% apds 2 h.%8 Nos ensaios in vivo, foi administrada nanoemuls&o
de diferentes formas para 0s quatro grupos de ratos estabelecidos, em quantidade
equivalente a 0,09 mg de farmaco (tabela 7.1).°8

Tabela 7.1 - Descrigéo dos grupos de ratos utilizados. Adaptado de (68).

Grupo 1 Administracdo intranasal da nanoemulsdo
Grupo 2 Administracdo intranasal de solugdo aquosa de farmaco
Grupo 3 Administracdo oral de nanoemulsao

Grupo 4 Administracdo intravenosa de nanoemulsdo

Os resultados obtidos demonstraram que apenas 0S animais que receberam a
nanoemulsdo por via nasal tiveram farmaco distribuido para a zona cerebral, tendo

permanecido 24 h no local-alvo.

A memantina, como descrito anteriormente, € um farmaco antagonista dos recetores
NMDA e, como tal, ajuda a proteger as células nervosas cerebrais, atrasando a progressao
da DA. Pode ser prescrita tanto em monoterapia como em concomitancia com outros
farmacos, como o donepezilo; é frequentemente utilizada em pacientes que se encontrem
em fases moderadas a avangadas da DA. Um outro estudo descreveu uma nanoemulséo
para administragdo de memantina por via intranasal, em ratos, também para aferir a sua
eficacia no tratamento da DA na estratégia nariz para o cérebro. A nanoemulsao foi
preparada através de métodos de homogeneizagdo e ultrasonicagdo. ApoOs a sua

preparagdo foram realizados estudos in vitro e in vivo. Ao avaliar as caracteristicas da
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nanoemulsao, verificou-se um tamanho de 11 nm, um Pdl de 0,08 e um potencial zeta de
—-19,6 mv.%

Os estudos de libertacdo in vitro foram realizados em bolsas de didlise com trés
soluc@es diferentes, tampéo fosfato-salino, fluido cérebroespinal artificial e fluido nasal
artificial. Os resultados encontram-se representados na figura 7.1. Por observacao direta,
é possivel aferir que as condi¢bes que mimetizam o ambiente da cavidade nasal foram as

que obtiveram maior indice de libertagdo de memantina.®*
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Figura 7.1 - Representagdo grdfica do percentual de libertagdo de farmaco nos testes in vitro. Adaptado de (94).

Relativamente aos estudos in vivo, os ratos foram divididos em 4 grupos:

I.  Administracdo de nanoemulsdo de memantina por via intranasal;
I1.  Administracdo de solucdo aquosa de memantina por via intranasal;
I11.  Administracdo de nanoemulsdo de memantina por via oral;

IV.  Administracdo de nanoemulsio de memantina por via intravenosa.

O grupo | alcangou um valor de concentracdo cerebral de memantina superior ao dos

outros grupos; a tabela 7.2 mostra os resultados obtidos para cada grupo.®*

Tabela 7.2 - Resultados dos estudos in vivo para os diferentes grupos. Adaptado de (94).

Concentragdo méaxima cerebral (%/g) Tmax (h)
Grupo | 3.6 1.5
Grupo Il 2.32 15
Grupo 111 1.14 3
Grupo IV 212 3
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Assim, é possivel afirmar que mais uma vez se verificou a eficcia das nanoformulagdes
associadas a via de administracdo direta entre o nariz e o cérebro. O tamanho de 11 nm e
o Pdl indicam a natureza monodispersa da formulagcdo. Os estudos farmacocinéticos
demonstraram a maior concentracdo de memantina na regido cerebral para o0 grupo onde

se administrou o farmaco através da via intranasal e veiculado por nanoemuls&o.**

Um estudo posterior também fez uso da encapsulacdo de memantina numa
nanoemulsao, recorrendo a uma técnica de nanoprecipitacdo seguida de homogeneizacao
e ultrasonicacdo. Além do potencial zeta, do tamanho e Pdl, existem outros parametros
importantes de caraterizar, como a eficiéncia de encapsulacdo (EE). A EE € uma medida,
calculada sob a forma de percentagem, que permite comparar a quantidade de farmaco

encapsulado e a quantidade total de farmaco utilizada no processo de formulagéo. "

Os resultados obtidos indicam a obtencdo de uma nanoemulsdo com 58 nm, potencial
zeta de — 23 mV, PdI de 0,204 e EE de 89%.%

Os estudos de libertacdo in vitro foram realizados durante 24 h em fluido cerebrospinal
artificial, em fluido nasal artificial e em solucéo de tampéo fosfato-salino. Os resultados
obtidos, conforme representado na figura 7.2, demonstram que nos primeiros 30 min, a
libertacdo de farmaco no fluido nasal foi inferior quando comparada com a libertacdo nos
outros dois meios. Cerca de 5 h depois verificou-se a libertacdo méxima de farmaco, de
98-100% nos meios que mimetizavam o fluido nasal e o fluido cerebrospinal. Os
resultados de libertacdo verificados para estes meios permitem afirmar que a
nanoemulsdo poderia, efetivamente, servir de meio de veiculagdo da memantina da

cavidade nasal para o cérebro.®®
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Figura 7.2 - Representagdo grdfica dos resultados dos testes de libertagdo in vitro. Adaptado de (95).

Os estudos farmacocinéticos in vivo foram realizados em ratos, em que se estabeleceram

0s seguintes grupos:

l. Nanoemulsdo de memantina por via intranasal;
Il. Solucédo aquosa de memantina por via intranasal;
II. Nanoemulsdo de memantina por via oral;

IV.  Nanoemulsdo de memantina por via intravenosa.

A nanoemulsdo de memantina foi radiomarcada de forma a perceber o trajeto da
formulacdo. Apds cada administragdo, foram selecionados tempos especificos de
avaliagdo. Os resultados demonstraram com clareza que os ratos do grupo | tiveram uma

maior concentracio de memantina no local alvo, o cérebro.%
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7.2- Lipossomas

Os lipossomas sdo estruturas vesiculares esféricas que se formam através do auto-
arranjo de componentes lipidicos como os fosfolipidos.” Os lipossomas podem ser
constituidos por uma bicamada lipidica (unilamelar) ou véarias bicamadas lipidicas
(multilamelar), que envolvem um ntcleo aquoso interno.”* As bicamadas lipidicas séo
frequentemente chamadas lamelas. A bicamada lipidica é formada por duas camadas
paralelas de fosfolipidos onde as cabegas polares dos mesmos se encontram orientadas
para a parte exterior e para o nucleo aquoso interno e, as caudas polares, para o interior
da bicamada, conforme representado na figura 7.3. Esta organizacdo estrutural é de
extrema importancia uma vez que possibilita a estes sistemas a encapsulacéo e o

transporte de moléculas hidrofilicas, hidrofobicas e também anfipaticas.”®"

Bicamada
fosfolipidica

001010101 EE
ggb‘gggg Cauda Hidrofébica
Moléculas hidrofilicas

B Moléculas hidrofébicas

@ Moléculas anfipaticas

Figura 7.3 - Representagdo grdfica da estrutura de um lipossoma. Adaptado de (71).

Os lipossomas séo sistemas de veiculacdo de farmacos bastante promissores devido
ao facto de, dependendo dos fosfolipidos selecionados para a sua composi¢do, poderem
apresentar biocompatibilidade e biodegradabilidade. Além disso, conferem protecdo ao
farmaco contra eventos da cavidade nasal, como a degradacdo enzimatica, melhorando a

biodisponibilidade do mesmo."

Os lipossomas podem ser classificados de acordo com o numero de bicamadas
lipidicas: unilamelares (ULV’s), oligolamelares (OLV’s) e multilamelares (MLV’s); ou
de acordo com o numero de vesiculas dentro de uma Unica bicamada lipidica:
multivesiculares (MVL’s).”® Na figura 7.4 ¢é feita a comparacio entre os tipos de
lipossomas. Verificou-se que os ULV’s tinham maior capacidade de encapsulagdo de
compostos hidrofilicos, uma vez que possuem apenas uma bicamada fosfolipidica. Por

outro lado, os MLV’s, gracas as suas multiplas lamelas, sdo mais favordveis a
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encapsulacdo de farmacos lipofilicos. Quanto aos MVL’s, o facto de possuirem vérias

vesiculas permite-lhes a encapsulacdo de um maior volume de moléculas hidrofilicas.”

Lamelaridade/vesiculas

100 nm 1 pm Tamanho

Figura 7.4 - Comparagdo dos lipossomas de acordo com a lamelaridade e nimero de vesiculas. Adaptado de (70).

A maioria das técnicas de producdo de lipossomas envolvem a dissolucdo de
fosfolipidos num solvente orgénico com posterior remoc¢do desse mesmo solvente, com
formacéo de um filme lipidico seco.” A adicdo de uma solugéo aquosa (do farmaco, por
exemplo), origina a formac3o instantanea de estruturas vesiculares, os lipossomas.’® As
técnicas mais utilizadas sd@o a hidratagdo de filme lipidico fino e a evaporacdo em fase
reversa.” Posteriormente, a encapsulacdo do farmaco pode ser feita através de métodos
ativos ou passivos.”” O método de carga ativo consiste em estabelecer um gradiente de
pH ou de cargas ionicas, através da membrana do lipossoma, que impulsiona o farmaco
através da bicamada lipidica.” Por outro lado, 0 método de carga passiva pressupde a
encapsulacdo do farmaco durante a producdo do lipossoma, utilizando apenas as
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco.”” O método de hidratacéo de filme lipidico
aproveita as proprias caracteristicas dos farmacos, ou seja, se o farmaco tiver maior
afinidade pela fase oleosa vai ser incorporado com os lipidos num solvente organico, onde
ha a posterior evaporacdo desse mesmo solvente, resultando na formacao de um filme
fino. Se o farmaco for mais solGvel em &gua, é entdo incorporado na fase aquosa. Por
outro lado, o método de fase reversa é preferencial quando o objetivo é encapsular
farmacos com propriedades hidrofilicas; esta técnica pressupde a mistura da fase oleosa
com a aquosa, de forma a criar uma emulsdo, com posterior evaporagdo do solvente
organico que conduz a formacéo de estruturas vesiculares, os lipossomas. A inversao de
fases permite a incorporagédo da fase aquosa no interior do lipossoma, tornando-o ideal

para acomodar substancias hidrofilicas. "
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No entanto, a utilizagdo de lipossomas como sistemas de veiculagdo de farmacos, tem
algumas limitagdes como a baixa EE, a dificil producdo em larga escala e o défice de
homogeneidade entre os tamanhos obtidos. "5 O maior problema deste sistema vesicular
é, contudo, o baixo tempo de circulacdo inerente a particulas tdo pequenas. De forma a
evitar mecanismos de depuracéo da cavidade nasal e aumentar o potencial terapéutico do
lipossoma, desenvolveram-se estratégias como a adi¢cdo de polimeros sintéticos, mais
especificamente o PEG."® A adi¢io de PEG origina uma camada de protecdo na superficie
dos lipossomas e impede que estes sejam fagocitados por células nasais, aumenta a
estabilizacdo da formulacdo e melhora a sua biodisponibilidade, uma vez que permite
uma maior absor¢do pelas mucosas devido ao aumento do tempo de permanéncia na

cavidade nasal.8°

Um estudo que reporta uma formulagéo lipossomal de donepezilo para administracéo
intranasal, utilizou diestearoilfosfatidilcolina e 0 método de hidratacdo de filme fino. Foi
ainda incluido PEG e moléculas de colesterol. As moléculas de colesterol séo
frequentemente adicionadas a formulagdes lipossomais devido aos beneficios que lhes
conferem. O colesterol permite uma maior estabilizacdo da membrana uma vez que se
intercala com os fosfolipidos, aumentando a sua rigidez, permitindo assim um maior
controlo da libertagio do farmaco.® Foram obtidos lipossomas com 102 nm, Pdl de 0,28,
potencial zeta de -28 mV e EE de 84,9%.

Os valores obtidos encontram-se dentro do ideal para a formulagdo em causa. O
donepezilo é um farmaco hidrofilico, o que pode explicar o alto valor de EE. Ensaios de
libertacdo in vitro realizados em fluido nasal artificial, indicaram rapida libertacdo do
farmaco durante as primeiras 2 h que podera estar relacionada com as moléculas de

farmaco que aderiram a superficie dos lipossomas, seguido de uma estabilizacdo da
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libertacdo de farmaco até ao final do periodo de 8 h do ensaio. A figura 7.5 mostra 0s

resultados de libertagdo do farmaco.

== Doneperilo encapsulado
=#— Donepezilo livre

% de farmaco libertada

i} 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550

Tempo [min)
Figura 7.5 - Libertagdo in vitro do donepezilo. Adaptado de (82).

Um ensaio in vivo em ratos comparou a administracdo intranasal com a oral, com o intuito
de comparar a biodisponibilidade no plasma e no cérebro para trés tipos de administracao:
solucdo oral, solucdo intranasal e intranasal através de lipossomas. Nas tabelas 7.3 e 7.4
encontram-se resumidos os parametros farmacocinéticos relativos as trés administracGes,

para o plasma e para o cérebro, respetivamente.

Tabela 7.3- Par@metros farmacocinéticos do donepezilo no plasma. Adaptado de (82).

Administracéo Administracéo Lipossomas
oral intranasal
Tempo de semi-vida 4,3 4,18 5,79
(horas)
Concentracdo 55,27 88,78 139,25

maxima (ng/mL)

Tabela 7.4- Par@metros farmacocinéticos do donepezilo no cérebro. Adaptado de (82).

Administracéo Administracéo Lipossomas
oral intranasal
Tempo de semi-vida 5,66 5,55 6,9
(horas)
Concentracdo 111,23 146,91 214,92

maxima (ng/mL)

Os resultados permitem afirmar que a formulacdo lipossomal administrada de forma
intranasal é estavel e aumentou significativamente a biodisponibilidade cerebral do
farmaco em detrimento, por exemplo, da administracdo da solugdo intranasal. Os

lipossomas conferem protecdo contra 0s mecanismos de excrecdo, possibilitando um
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transporte mais direcionado do farmaco e diminuindo a quantidade de efeitos tdxicos

devido a reduzida exposicéo sistémica.®

Uma formulacdo lipossomal de donepezilo foi proposta, com os lipossomas
produzidos pelo método de injecdo de solvente organico, onde a solucdo lipidica é
injetada numa solucdo aquosa, criando um gradiente de concentragdo e consequente
formacgdo dos lipossomas. De forma a obter MLV’s agitou-se a solugdo lipossomal
durante cerca de 1 h a uma temperatura de cerca de 65 °C. De forma a facilitar a
administracdo da formulacgdo, os lipossomas foram incorporados num gel in situ, isto é,
numa formulagdo que passa por uma transi¢do fisica ou quimica (alteragdo de pH ou
mudancas de temperatura) no local de aplicacédo e transforma-se em gel, que neste caso,
ird proporcionar uma libertacdo mais controlada e prolongada da substancia ativa,
melhorando a absor¢do da mesma. Um hidrogel é um veiculo que possui uma enorme
capacidade de retencdo agua e é bastante semelhante aos tecidos biol6gicos. O tamanho
de particula obtido foi de 103 nm, com um Pdl de 0,108, potencial zeta de — 30 mV e E.E
de 93%.%

Os testes in vitro foram efetuados em tecido nasal de ovelha de forma a aferir a
capacidade de permeacdo do gel in situ e as vantagens que traria a formulacdo de
lipossomas. Colocaram-se duas amostras de mucosa nasal de ovelha, numa foi
administrada uma solucdo de donepezilo e noutra administrou-se o donepezilo
encapsulado em lipossomas e veiculado através do gel. Apds observacdo direta dos dados
obtidos, pode aferir-se que tanto a encapsulacao lipossomal como o gel trazem vantagens

a absorcdo da formulacdo, conforme representado na figura 7.6.
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Figura 7.6 - Permeagdo da solugdo de donepezilo e da formulagéo lipossomal. Adaptado de (92).

Os estudos farmacocinéticos foram realizados in vivo em ratos divididos em dois
grupos diferentes, de acordo com o tipo de administracdo realizada. Os ratos do grupo 1
receberam uma formulacéo lipossomal de donepezilo num gel in situ através da via nasal,
enquanto os ratos do grupo 2, receberam uma formulagdo de donepezilo em solucéo,
através da via oral. Aferiu-se e comparou-se os perfis de concentragdo versus tempo no
cérebro e no plasma para ambos os grupos de ratos; os resultados demonstraram que a
administracdo intranasal foi substancialmente mais direcionada para o cérebro do que a

solucéo administrada por via oral, conforme representado na figura 7.7.%

1600+ " plasma 16004 p]asma

14004 == cérebro 14004 cérebro
E 2004 . a 12004
5 E
o0 | =
5 00 g‘) 10004 -
o Donepezilo encapsulado 5 Donepezilo em
;‘ ’ em lipossomas por via 'S, s solucdo por via oral
g nasal g
g w § 104
g =
O w 8 o

/ | 1
2001 201 / \
T ' v ' T T T

T
0 2 s 6 s 10 0 2 l

Tempo (h) Tempo (h)

Figura 7.7 - Concentragdo no plasma e no cérebro para as diferentes formulagées. Adaptado de (92).

Mais uma vez verificou-se ndo s6 eficacia das formulacdes administradas por via

intranasal, como também as vantagens que o gel in situ pode aportar a estas formulaces.
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Um estudo semelhante reportou a utilizagdo de lipossomas carregados com
donepezilo e por sua vez colocados num hidrogel de quitosano. A finalidade do gel é
conferir uma libertacdo de farmaco mais controlada. Relativamente a caracterizagdo dos
lipossomas, obteve-se um tamanho de particula de 438 nm e uma E.E de 62,5%, ndo

havendo referéncia a potencial zeta nem a PdI.%

Os estudos in vivo foram realizados em 7 coelhos brancos da Nova Zelandia, divididos
Zelandia, divididos em dois grupos: grupo 1 com 4 coelhos que receberam por via
intranasal a formulagdo lipossomal de donepezilo dispersa no hidrogel; o grupo 2,
composto por 3 coelhos, que receberam uma administracdo por via oral de um
comprimido de donepezilo. Apds ambas administrac6es, foram recolhidas amostras de
sangue de ambos o0s grupos em intervalos de tempo pré-definidos. Os perfis de

concentragéo plasmatica foram tragados e encontram-se representados na figura 7.8.%
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Figura 7.8 - Perfis de concentragdo plasmdtica de ambas as administragdes de donepezilo. Adaptado de (93)

A concentracdo plasmatica maxima de donepezilo provém da formulacdo administrada
por via nasal e ocorreu apenas 1 h ap6s a administracdo, alcancando um valor de 12
ng/mL, indicando a eficdcia da formulacdo lipossomal. Avaliaram-se também alguns
pardmetros farmacocinéticos para ambas as administragcdes e para cada um dos coelhos
de cada grupo, conforme descrito na tabela 7.5. A média das concentragdes do grupo que
recebeu a administracdo intranasal foi de 37.5 ng/mL, enquanto que 0 grupo que recebeu

administracdo oral, obteve apenas um valor de 18,1 ng/mL.%
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Tabela 7.5 - Par@metros farmacocinéticos relativos a amostragem. Adaptado de (93)

Administragdo Administracdo
intranasal oral
Coelhos 1 2 3 4 1 2 3
Tempo de semi-vida 8.4 1.1 7.4 6.2 8.4 9.5 53
(horas)
Concentragdo maxima  29.1 52.8 34.4 335 4.7 16.6 33.1

cerebral (ng/mL)
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7.3- Nanoparticulas Lipidicas: SLN e NLC

As nanoparticulas lipidicas surgem da necessidade de melhorar os problemas
associados aos sistemas de veiculacao de fArmacos descritos anteriormente, como a baixa
capacidade de carga associada aos lipossomas.® Dentro deste grande grupo de particulas
lipidicas, existem as nanoparticulas lipidicas sélidas, do inglés solid lipid nanoparticles
(SLN) e os transportadores lipidicos nanoestruturados, do inglés nanostructured lipid
carriers (NLC).% Relativamente aos métodos de producéo de nanoparticulas lipidicas, as
técnicas mais comuns englobam processos de homogeneizacgéo a alta velocidade, tanto a

frio como a quente, e métodos de injecéo de solvente.®

As SLN surgiram na década de 1990 e representam uma nova geracgdo de sistemas de
administracdo de farmacos, que tém encontrado bastantes aplicacdes para via nasal. A
fase oleosa que constitui as formulacdes descritas anteriormente € substituida por um
lipido com caracteristicas sélidas a temperatura ambiente e corporal.8” O lipido a utilizar
é selecionado de acordo com a solubilidade do farmaco em causa e sdo também
adicionados surfactantes para melhorar a estabilidade das SLN.8* A figura 7.9 representa

a estrutura de uma SLN.

Tensioativo
Matriz lipidica sélida
Farmaco

Figura 7.9 - Representagdo grdfica da estrutura de uma nanoparticula lipidica sélida. Adaptado de (86).

Existem trés tipos de SLN’s, representados na figura 7.10, que dependem do processo
de producio.®® A SLN de matriz homogénea, como o préprio nome indica, possui uma
matriz uniforme e é mais adequada para farmacos com propriedades lipofilicas. A SLN
com uma elevada concentracdo de farmaco na sua camada mais externa pressupde uma

baixa concentragdo de farmaco no nucleo. Por fim, o ultimo tipo de SLN, possui um
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nacleo rico em farmaco. Contudo, apresentam algumas limitacGes como a possibilidade

de agregacio entre SLN’s, 8788

Parede externa
Nicleo
Farmaco

\ \

Parede externa rica em farmaco Nucleo rico em farmaco Matriz homogénea

Figura 7.10-Comparagdo entre os tipos de nanoparticulas lipidicas sdlidas. Adaptado de (88).

As NLC surgem da necessidade de melhorar as desvantagens associadas as SLN,
nomeadamente a sua baixa capacidade de carga. Estas particulas sdo compostas por uma
mistura de lipidos no estado sélido e no estado liquido, o que lhes confere maior
flexibilidade relativamente as SLN.% Este tipo de nanoparticulas também se divide em
trés categorias: as de matriz sélida e imperfeita, as de matriz sélida amorfa e sem estrutura
e, por fim, as de transporte multiplo.2® Estas categorias ndo serdo aprofundadas nesta

dissertacéo.

Um estudo teve como principal objetivo o desenvolvimento de NLC carregadas com
donepezilo e com astaxantina, um carotendide com funcBes anti-inflamatérias. A
formulacdo foi administrada a ratos por via intranasal, diariamente por um periodo de 30
dias. De forma a avaliar a eficicia desta técnica de veiculagdo de farmaco na reducéo de
fatores inflamatdrios na DA, foi administrado oralmente cloreto de aluminio hidratado
aos ratos, de forma a mimetizar a disfuncdo colinérgica caracteristica da DA.2® A
composicao dos grupos da amostragem encontra-se resumida na tabela 7.6.

Margarida Domingos Silvestre 45



Tabela 7.6 - Caracteristicas da amostragem utilizada. Adaptado de (89).

Grupo A Saudavel

Grupo B Doente ndo tratado

Grupo C Donepezilo em solucdo intranasal
Grupo D Donepezilo e astaxantina em solu¢do intranasal
Grupo E NLC vazias

Grupo F NLC s6 com donepezilo

Grupo G NLC com donepezilo e astaxantina

Os parametros de caracterizacdo da formulacéo revelaram valores de potencial zeta
de +33.7 mv, um PI de 0.224, uma EE de 81% para o donepezilo e de 93% para a
astaxantina, e um tamanho de particula de 149.9 nm. Ao fim dos 30 dias de tratamento
foram avaliados os marcadores fisiopatologicos da DA, como o racio entre as isoformas

40 e 42 da proteina B-amildide e a quantidade de acetilcolina cerebral .

Como referido no capitulo 4, a inadequada clivagem da APP resulta no aumento da
quantidade da isoforma 42 da proteina f-amildide, que tem maior propenséao a agregar e
formar as placas senis. O tratamento através de NLC’s carregadas com donepezilo ¢
astaxantina demonstrou uma reducéo significativa na producdo e acumulacéo de proteina
B-amildide.?® As tabelas 7.7 e 7.8 relacionam as concentragdes de enzima B-secretase e

de proteina B-amiloide.
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Tabela 7.7 - Concentragdo (ng/mg) de enzima B-secretase no cortex e no hipocampo cerebral. Adaptado de (89).

Enzima B-secretase no cortex cerebral | Enzima fB-secretase no hipocampo
Grupo A 1 1
Grupo B 2,98 7,95
Grupo C 2,81 7,58
Grupo D 1,96 5,32
Grupo F 2,35 5,94
Grupo G 1,14 2,60

Tabela 7.8 - Concentracdo (ng/mg) de proteina 8-amildide no cértex e no hipocampo cerebral. Adaptado de (89).

Proteina B-amildide no cortex cerebral Proteina p-amil6ide no hipocampo
Grupo A 2,48 2,63
Grupo B 12,54 13,57
Grupo C 11,35 12,79
Grupo D 6,15 8,16
Grupo F 7,19 9,14
Grupo G 2,62 3,90

Assim, é facil verificar as consequéncias positivas do uso de NLC’s carregadas com
donepezilo comparativamente a solucdo de donepezilo. O grupo A apresenta os valores
considerados normais tanto para a enzima -secretase como para a proteina -amiloide.
O grupo B ja apresenta valores alterados para ambos os parametros. O grupo F apresentou
uma menor expressdo de proteina B-amildide, face ao grupo C, tratado apenas com
solugédo oral. O grupo D, solucdo oral de donepezilo com astaxantina, demonstrou
melhores resultados do que o grupo F, NLC’s apenas com donepezilo, contudo, foi ao
encapsular o donepezilo e a astaxantina em NLC’s que os valores de ambos 0s parametros
se aproximaram mais dos de referéncia, demonstrando mais uma vez a importancia da

relacdo entre a via direta entre o nariz e o cérebro e a nanotecnologia.

O outro marcador biolégico observado foi a quantidade de acetilcolina e de
acetilcolinesterase cerebral. Os resultados obtidos para cada grupo estdo resumidos nas

tabelas 7.9 e 7.10, para cada marcador, respetivamente.
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Tabela 7.9 - Concentragdo de acetilcolina em pg/mg no cértex e no hipocampo cerebral. Adaptado de (89).

Acetilcolina no cortex cerebral Acetilcolina no hipocampo
Grupo A 23,86 35,38
Grupo B 7,58 8,38
Grupo C 10,98 11,77
Grupo D 15,32 18,73
Grupo F 14,84 17,25
Grupo G 22,17 32,90

Tabela 7.10 - Concentragéo de acetilcolinesterase em ng/mg no cortex e no hipocampo cerebral. Adaptado de (89).

Acetilcolinesterase no cortex Acetilcolinesterase no hipocampo
cerebral
Grupo A 7,48 8,56
Grupo B 21,86 25,62
Grupo C 18,46 22,37
Grupo D 13,70 14,29
Grupo F 14,20 15,45
Grupo G 8,13 8,76

Os resultados obtidos corroboraram os resultados esperados, uma vez que a inducao
da disfuncdo colinérgica, atraveés da administracdo de cloreto de aluminio hidratado,
diminuiu as concentrac6es de acetilcolina e aumentou as de acetilcolinesterase no grupo
B, quando comparado com o grupo A. Relativamente ao uso de NLC como meio de
transporte de donepezilo, verificou-se que o grupo F obteve valores mais baixos de
acetilcolinesterase e valores mais altos de acetilcolina, quando comparado com os valores
do grupo B. Assim, os grupos onde se utilizaram NLC como meio de veiculagdo, foram
aqueles onde os niveis de acetilcolina e de acetilcolinesterase se aproximaram mais dos
valores normais, exibidos pelo grupo A. Ao comparar 0s grupos onde foram utilizadas
NLC, grupos F e G, verificam-se as consequéncias positivas de acoplar astaxantina ao
donepezilo, uma vez que as suas propriedades anti-inflamatérias culminaram em

concentragdes mais altas de acetilcolina e mais baixas de acetilcolinesterase.
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Um outro estudo com NLC’s carregadas com donepezilo apresentou a particularidade
de exibir um revestimento de quitosano, de forma a proporcionar uma veiculagdo mais
eficaz até ao cérebro, através da via nasal. A preparacdo das particulas envolveu
homogeneizacdo e sonificacdo. Os excipientes utilizados foram uma mistura de acidos
gordos, que originou a fase oleosa e um polioxido de etileno e propileno, como agente
surfactante. Da dissolucéo do polioxietileno-propileno surge, assim, a fase aquosa a qual

se adicionou a fase oleosa obtida anteriormente.

De forma a avaliar a eficicia ndo s6 dos transportadores como também do revestimento
de quitosano, realizaram-se testes in vitro e in vivo, sendo que estes ultimos foram em
ratos albinos. As NLC tinham um tamanho de 192,5 nm, um Pdl de 0,298, um potencial
zeta de + 38,9 mv e uma E.E. de 89,85%. O ensaio de libertacdo in vitro foi realizado
por didlise numa solucdo de tampdo fosfato-salino, tendo-se observado (figura 7.11) que
durante a primeira hora, as NLC carregadas com donepezilo e revestidas com quitosano,
exibiram uma libertacdo mais rapida, seguida de uma estabilizacdo, atingindo um pico
méaximo de libertacdo as 24 h, de 84,82%. Quanto a solucéo de donepezilo, a dissolucao

de 97% de farmaco ocorreu decorridas 3 h, dada a elevada solubilidade do donepezilo.*
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Figura 7.11 - Representacdo grdfica dos resultados do estudo in vitro. Adaptado de (90).

Foi realizado um estudo in vivo em ratos, em que estes foram divididos em 3 grupos,

com formulagbes e formas de administragdo distintas (tabela 7.11).%
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Tabela 7.11 - Caracteristicas da amostragem. Adaptado de (90)

Grupo A Donepezilo em solucéo por via intranasal

Grupo B Donepezilo em NLC com revestimento de quitosano
por via intranasal

Grupo C Donepezilo em NLC com revestimento de quitosano
por via intravenosa

O estudo in vivo permitiu aferir a concentragdo cerebral de donepezilo apoés
administracdo intranasal e intravenosa das formulagdes, conforme referido inicialmente
na tabela 7.10. Este ensaio revelou resultados que suportam a eficiéncia da veiculagdo de
farmacos através de nanossistemas desde o nariz até ao cérebro uma vez que, conforme
representado na figura 7.12, a maior concentracdo de farmaco, 218,93 ng/mL, a nivel
cerebral foi possibilitada pela nanoformulagéo de donepezilo administrada por via nasal
e revestida por quitosano, demonstrando também a eficiéncia e a importancia deste
mesmo revestimento, derivado da quitina, com propriedades mucoadesivas que
aumentam a permeabilidade da mucosa nasal a formulacdo. A biodisponibilidade do
donepezilo encapsulado em NLC’s revestidas por quitosano foi 2 vezes superior a
biodisponibilidade do donepezilo em solucdo e 2,4 vezes maior que a biodisponibilidade
do donepezilo encapsulado em NLC’s revestido por quitosano, mas administrado por via
intravenosa.®® Mais uma vez é demonstrada a viabilidade desta via direta entre a cavidade
nasal e o cérebro e a importdncia de explorar ndo s6 formulacBes e técnicas de

administracdo, como também excipientes que possam potenciar a veiculacdo do farmaco.
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Figura 7.12 - Representagdo grdfica dos resultados do estudo in vivo em ratos. Adaptado de (90).
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Um outro estudo avaliou a eficacia da veiculacdo de donepezilo, igualmente na
abordagem nariz-cérebro, através de SLN.% Os transportadores foram preparados através
da técnica de evaporacdo do solvente, que pressupfe a dissolugcdo de um lipido num
solvente organico que, posteriormente, emulsifica com uma fase aquosa, onde se
encontram os surfactantes. Finalmente, faz-se a remogédo do solvente, que resulta na
formacdo de nanoparticulas solidas, as SLN. Além do donepezilo, utilizou-se também um
derivado do glicerol na fase lipidica e o polissorbato 80 como surfactante. O estudo foi
realizado in vitro e in vivo, em ratos. Relativamente a parametros de analise da formulacéo
de SLN carregada com donepezilo, obtiveram-se valores de tamanho de particula de 121
nm, um PI de 0,194 e um potencial zeta de — 24,1 mV. A E.E foi de 67,95% e capacidade
de carga do farmaco foi de 12,15%. O percentual maximo de libertacdo in vitro ocorreu
decorridas 24 h, numa bolsa de dialise contendo tampao fosfato-salino, tendo atingido um
valor de 89,35%. Para efeitos de andlise de biodistribuicdo e farmacocinética os ratos

foram divididos em 3 grupos, conforme descrito na tabela 7.12.%*

Tabela 7.12 - Formulagées de administragdo de cada grupo de animais. Adaptado de (91).

Grupo A Donepezilo em solucéo por via intravenosa
Grupo B Donepezilo em solucdo por via intranasal
Grupo C Donepezilo em SLN por via intranasal

A figura 7.13 mostra o perfil de libertacdo do donepezilo a partir das SLN, bem como o
perfil de dissolucdo do farmaco. Os resultados obtidos revelaram uma libertagdo inicial
rapida do farmaco encapsulado seguida de uma estabilizacdo gradual da libertacdo.
Conforme descrito anteriormente, a libertagdo inicial mais rdpida pode dever-se a
residuos de farmaco existentes na superficie das SLN. Por observacéo direta do grafico,
pode verificar-se que as SLN apresentaram uma libertacdo maxima de farmaco de 89,35%

em 24 h enquanto a dissolugéo (97,49%) ocorreu em 5 h.
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Figura 7.13 - Comparagdo do perfil de dissolugdo do farmaco. Adaptado de (91).

Os estudos in vivo, realizados em ratos, proporcionaram uma caraterizagdo
farmacocinética. Verificou-se uma concentragdo maxima cerebral de 133 ng/mL para o
donepezilo encapsulado nas SLN, comparativamente a um valor de concentracdo maxima
de 24,15 ng/mL para a solucdo de donepezilo administrada também pela via nasal. A
administragdo por via intravenosa de donepezilo foi a que obteve um valor mais baixo de

concentracéo cerebral, apenas de 17,19 ng/mL.%

Em ultima analise, a veiculacdo de nanoparticulas através da via intranasal apresenta
varias vantagens, em comparacao com outras formulagdes e outras vias de administragéo.
Nos estudos apresentados anteriormente, verificou-se ndo s6 o0 aumento da
neurotransmissdo colinérgica e a diminuigao significativa da quantidade de proteina -
amildide, o principal mecanismo de inducdo da DA, como também se verificou uma

concentracdo significativa de farmaco no local alvo.
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8. Conclusao

Nesta revisdo bibliogréafica, cujo principal objetivo foi perceber e aferir a eficacia da
veiculagéo de farmaco de forma direta entre o nariz e o cérebro, aplicado a DA, verificou-
se que as abordagens nanotecnoldgicas acima referidas apresentavam um enorme

potencial terapéutico.

Ainda hd um longo caminho a percorrer no que respeita ao tratamento e,
principalmente, & cura das doengas neuroldgicas. Contudo, destacam-se 0s avangos
tecnologicos na area das nanoformulacdes descritas nesta dissertacdo. Os farmacos
atualmente utilizados na doenca de Alzheimer mostram algum efeito terapéutico, embora
seja apenas na atenuacao dos sintomas. No entanto, todos eles sdo administrados por via
oral, e uma das dificuldades nestes tratamentos prende-se com a questdo da dosagem
terapéutica. Quando administrada a dose recomendada, verifica-se que apenas uma
pequena parte do farmaco consegue efetivamente exercer o seu efeito terapéutico, devido
a sua metabolizacdo e a dificuldade de atravessar a BHE. Ao aumentar a dose
administrada com o intuito de aumentar a quantidade de farmaco que alcanca o local alvo
para exercer o efeito pretendido, também se aumentam os efeitos adversos, podendo
ocorrer toxicidade. Aqui surge a maior relevancia dos sistemas nanotecnolégicos, uma
vez que permitem a encapsulacdo de quantidades terapéuticas minimas de farmaco,
ultrapassando a barreira hematoencefalica, sem necessidade de aumento de doses,

eliminando a problematica da toxicidade inerente.

Atualmente ainda existem algumas limitacdes a estas técnicas de formulacéo,
nomeadamente a dificuldade de producdo em larga escala, a complexidade das préprias
formulacGes e a reduzida capacidade de carga das nanoparticulas. O préprio local de
administracdo apresenta alguns obstaculos; apesar da via intranasal mostrar ser bastante
promissora e permitir a absor¢do e conducdo direta de farmacos até ao cérebro, os
movimentos mucociliares, cuja funcdo é a eliminacdo de substancias exogenas, € a
degradacio enzimatica, sdo limitagdes que necessitam de ser contornadas. E de salientar
a importancia da utilizacdo de excipientes, focada na diminuicdo das barreiras

encontradas na cavidade nasal, como descrito anteriormente.

Em Gltima instancia, o doente é o maior beneficiario desta tecnologia, uma vez que

poderd ser possivel a administracdo de formulacbes terapéuticas através de vias
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alternativas a oral (neste caso, atraves da via nasal). Além disso, € uma via de
administracdo muito pouco invasiva e €, particularmente no paciente com doenca de
Alzheimer, importante a existéncia de uma alternativa a via oral, visto que em estadios

mais avancgados da doenca, o proprio ato de degluticdo pode encontrar-se comprometido.

Assim, conclui-se que a alternativa terapéutica da administracdo de farmacos atraves
da cavidade nasal, utilizando abordagens nanotecnologicas descritas nesta dissertacao,
apresenta-se bastante promissora no futuro. No entanto, é imperativa a realizacdo de mais
estudos e ensaios clinicos, nomeadamente a nivel dos mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos na doenga de Alzheimer e, assim, arranjar novas terapéuticas ou melhorar as
ja existentes. Também os obstaculos inerentes as técnicas de formulacéo e administracéo,
bem como da propria cavidade nasal, devem ser melhor compreendidos, de forma a que

seja possivel contorna-los e, assim, melhorar a eficicia da administracéo e terapia.
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