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RESUMO

Introducdo: A barreira hematoencefélica limita a penetracdo de compostos farmacologicamente
ativos para o cérebro devido a presenca de zbnulas de oclusdo no endotélio cerebral e a
expressdo de transportadores de influxo e efluxo que modulam o acesso de farmacos para o
parénquima cerebral. Nanocapsulas de nucleo lipidico (LNC) tem sido estudadas como
carreadores de farmacos para o tecido cerebral devido a capacidade de modulacdo da
farmacocinética desses compostos. Entretanto, ainda pouco se sabe sobre 0s processos
envolvidos nas alteracdes farmacocinéticas e na distribuicdo tecidual promovidas por esses
transportadores. Objetivo: Pretendeu-se investigar as alteracdes na farmacocinética plasmatica e
penetragdo cerebral da quetiapina (QTP) nanoencapsulada em ratos Wistar. Materiais e Métodos:
QLNC (1mg/mL) foram obtidas através da metodologia de nanoprecipitagdo e apresentaram
reduzido tamanho de particula (143 £ 6 nm), baixo indicie de polidispersado (PI < 0.1), alta eficiéncia
de encapsulacéo (96%), potencial zeta negativo (-7.65 + 0.815 mV) e pH éacido. QLNC quando
visualizadas por MET apresentaram tamanho esférico, homogéneo com auséncia de agregados.
Os estudos in vivo desse trabalho foram aprovados pelo CEUA/UFRGS. Andlise do plasma total e
a utilizacdo da microdidlise para determinacao das concentracdes plasmaticas e cerebrais livres
foram realizadas apds administracdo intravenosa da formulacdo de nanocapsulas de QTP (5 mg
/kg ) (QLCN) ou do farmaco em solucéo (FQ) (5 mg /kg e 10 mg /kg) na presenca e na auséncia de
30 mg /kg de probenecida (PB), um inibidor de transportadores de membrana. Métodos validados
foram utilizados para a quantificagdo do farmaco em diferentes matrizes. As concentra¢des
cerebral e hepatica totais foram investigadas através da técnica de homogeneizado de tecido.
Além disso, a fragdo livre no plasma (fu) e a penetracdo nos eritrocitos também foi realizada.
Resultados: QTP apresentou farmacocinética linear na faixa de doses investigadas, € um
substrato para transportadores de efluxo na BHE. Diferengas foram observadas na fu da QTP até 2
h apés administracdo de QLNC indicando que LNC do tipo Il promove uma liberagédo sustentada
do farmaco do carreador. QLNC n&o foi capaz de alterar o coeficiente de particdo nos eritrécitos
determinado in vitro. As concentragbes cerebrais e hepaticas totais foram aumentadas apos
administragdo da formulacdo de nanocapsulas, porém, as concentragfes cerebrais livres néo
foram alteradas em comparagdo com o QTP em solu¢do. Apds administracdo de PB o fator de
penetragdo da QTP livre no cérebro foi reduzido de 1,55 + 0.17 para 0,94 + 0,15. Porém, essa
inibicAo pela probenecida néo teve efeito na penetracéo cerebral de QLNC (0,88 + 0,21 — 0,92 +
0.13) provavelmente devido ao fato da QTP ser carreada pela LNC e nao estar disponivel para
interagir com transportadores. Conclusdo: Considerando todos os resultados sugere-se que as

LNC do tipo Il carreiam a QTP através da circulacdo sistémica até o parénquima cerebral.

Palavras-chave: Nanocapsulas poliméricas, penetracao cerebral, microdidlise, quetiapina



ABSTRACT

PHARMACOKINETIC INVESTIGATION OF NANOCAPSULATED QUETIAPINE: A
MODEL TO STUDY DRUG DELIVERY TO THE BRAIN BY POLYMERIC
NANOCARRIERS
Introduction: Blood-brain barrier (BBB) hinders the delivery of therapeutics to central nervous
system due to the endothelial cells tight junctions, which restrict paracellular transport of
substances, and the expression of influx and efflux transporters, which modulate drugs access
to the brain. Lipid-core nanocapsules (LNC) have been proposed as drug carriers to improve
brain delivery by modulating drug pharmacokinetics (PK). However, little in know about this
modulation process and it is not clear whether the LCN carry the drug through the BBB or
increase free drug penetration due to changes in the barrier permeability. Objective: The work
aimed to investigate the alterations in the model drug quetiapine (QTP) plasma PK and brain
penetration following nanoencapsulation into LNC (QLNC) using microdialysis. Methods:
QLNC (1 mg.mL™) were obtained by nanoprecipitation and presented small particle size (143 +
6 nm), low polidispersion index (Pl < 0.1), high incorporation efficiency (96%), negative zeta
potential (-7.65 + 0.815 mV) and acidic pH. TEM photomicrography showed spherically
shaped particles and absence of aggregation. Animal studies approved by CEUA/UFRGS.
Total plasma and free plasma and brain concentrations, last two determined by microdialysis,
were analyzed after QLNC (5 mg/kg) and free drug (FQ — 5 and 10 mg/gk) i.v. dosing to Wistar
rats alone or following probenecid (PB), an influx transporter inhibitor, i.v. administration (30
mg/kg). Drug was quantified in all matrices by validate LC/UV methods. Total brain and liver
concentration after FQ and QLNC dosing were investigated in tissues homogenate.
Furthermore, QTP free fraction (fu) in plasma and erythrocyte penetration were determined.
Results: QTP presented linear PK in the dose range investigated and is substrate to influx
transporters at the BBB. Differences observed on QTP fu up to 2 h after QLNC dosing indicate
a drug slow release in the blood stream loaded into the LNC type Il nanocarrier for this period
of time. The LNC did not altered QTP erythrocytes partition coefficient. Total brain and liver
concentrations were increased after QLNC dosing but free brain concentrations were not
altered in comparison with FQ dosing. After PB dosing, QTP brain penetration was reduced
from 1.55 £ 0.17 to 0.94 + 0.15 when FQ was administered but the inhibition of influx
transporters had no effect on QLNC brain penetration (0.88 + 0.21 to 0.92 + 0.13) probably
because QTP is loaded into the LNC and not available to interact with transporters.
Conclusions: Taking together these results suggested that LNC type Ill carries QTP in the

blood stream and delivers the drug to the brain.

Key-words: Lipid-core nanocapsules, brain penetration, microdialysis, quetiapine.
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1. INTRODUCAO



Os transtornos mentais e neurologicos sdo altamente prevalentes na
populacdo mundial. A Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que
aproximadamente 12% das mortes no mundo estejam relacionadas com algum
tipo de doenca do Sistema Nervoso Central (SNC) entre elas as doencas
neurodegenerativas (Mal de Parkinson, Alzheimer), o0s transtornos psiquicos
(depresséo, esquizofrenia), a epilepsia, as doencas cerebrovasculares (acidente
vascular cerebral, isquemia) e os tumores cerebrais (WHO, 2009)

Atualmente, as limitac@es fisicas, 0os problemas cognitivos e psicossociais e
os estigmas decorrentes das doencas neurolégicas sdo em grande parte
responsaveis pelo aumento no tempo de hospitalizacdo dos pacientes, afetando
diretamente a produtividade e o orcamento dos sistemas de saude. Dessa forma,
as doencas neuroldgicas tornam-se um grave problema de saude publica que
afeta paises desenvolvidos e em desenvolvimento (LANGE, 2013). Além disso, 0
envelhecimento e o aumento da expectativa de vida da populacdo mundial
contribuem de forma direta para o aumento da prevaléncia de uma série de
distarbios neuropsicologicos. Estimativas apontam que em 2020 a participacao
das doencas do SNC no total de mortes no mundo sera de aproximadamente 15%
(WHO, 2009).

Apesar desse quadro problemético, ha um avan¢co exponencial da
neurociéncia na atualidade, com uma maior compreensdo dos mecanismos
envolvidos nas patologias do SNC, a identificacdo de novos alvos terapéuticos no
cérebro e o desenvolvimento de uma série de novos candidatos a farmacos para o
tratamento dessas doencas (HAMMARLUND-UDENAES et al., 2008). Entretanto,
a maioria dos compostos sob investigacdo para o tratamento de doencas que
afetam o SNC tem falhado em testes pré-clinicos ou clinicos devido a
incapacidade de atingir o sitio de acdo ou de manter concentracdes efetivas no
tecido cerebral (HAMMARLUND-UDENAES et al., 2008; LANGE, 2013,
LINDQVIST et al., 2013). Os principais obstaculos fisioldgicos descritos
atualmente para a disposicdo dos compostos farmacologicamente ativos no

cérebro sao: a barreira hematoencefalica (BHE), a barreira do liquido
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cefalorraquidiano e os mecanismos cerebrais de efluxo (LEMAIRE; DESRAYAUD,
2005; WONG; WU; BENDAYAN, 2012).

A BHE foi descrita pela primeira vez pelo cientista alemao Paul Erlich em
1985 e esta presente em todos os animais vertebrados. E formada por células
endoteliais dos capilares cerebrais que se unem por estreitas juncdes devido a
expressdo de proteinas juncionais bloqueadoras (claudinas e ocludinas) nesses
capilares (CORNFORD, 1999). A BHE é altamente seletiva e possui duas funcdes
principais: manter a homeostase cerebral regulando a entrada de nutrientes
endogenos e a saida de produtos do metabolismo cerebral e proteger o 6rgéo de
xenobidticos. A alta seletividade da BHE frequentemente limita a penetracédo ou a
obtencdo de concentracdes efetivas de farmacos com acéo central (DEGUCHI;
MORIMOTO, 2001). Outros fatores que podem condicionar a passagem de
farmacos pela BHE sé&o: a alta resisténcia elétrica do endotélio cerebral (entre
1500 a 2000 Qxcm?), a presenca de pericitos e astrécitos que atuam como
mecanismos de defesa e a presenca de transportadores de efluxo como, por
exemplo, a glicoproteina-P (Pgp) (FRICKER; MILLER, 2004).

Com o objetivo de desenvolver novos farmacos que tenham uma boa
penetracdo cerebral e que alcancem concentracbes terapéuticas no sistema
nervoso central é fundamental o entendimento dos mecanismos que envolvem o
influxo e o efluxo através da barreira hematoencefédlica (PRAJAPATI, 2012)
permitindo assim a proposicao de estratégias para driblar as barreiras existentes.

A utilizacdo de sistemas nanoparticulados (nanoparticulas poliméricas,
lipossomas, nanoparticulas lipidicas solidas, entre outros) tem demonstrado ser
uma estratégia promissora para melhor a entrega e a disposi¢do de farmacos no
SNC em diferentes patologias.

Estudos relatados na literatura evidenciam a eficiéncia da utilizacdo de
nanoparticulas para aumentar a penetracdo cerebral de farmacos. Gao e Jiang
(2006) demonstraram um aumento nos niveis cerebrais de metotrexato
nanoencapsulado em uma matriz polimérica constituida de poli(butilcianoacrilato)
(PBCA) em modelo animal. Garcion e colaboradores (2006), utilizando

nanocapsulas de acido céaprico e caprilico, obtiveram um aumento da meia-vida
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cerebral do paclitaxel de 21 min para mais de 5 horas, além da diminuicdo da
progressdo do tumor cerebral em ratos. Priano e colaboradores (2011)
demonstraram que a nanoencapsulagcéo de baclofeno em sistema nanoparticulado
de &cido estearico solido manteve por mais tempo a concentracao plasmatica e o
efeito sedativo em ratos quando comparado com o farmaco na forma livre.

Apesar de parecerem promissores, 0S mecanismos envolvidos na interagao
de sistemas nanoparticulados com as barreiras anatdmicas e bioquimicas do SNC
ainda sdo pouco conhecidos (WONG; WU; BENDAYAN, 2012). Questbes como -
“Qual o mecanismo envolvido na entrega de farmaco por esses sistemas?, “A
nanoparticula efetivamente permeia a BHE?”, “Existe uma interacdo entre as
membranas biolégicas e os sistemas nanoparticulados?”, “Qual a relagdo desses
sistemas com os transportadores presentes na barreira hematoencefalica?” -
permanecem, ainda, sem resposta.

Uma técnica efetiva para o estudo da disposicéo cerebral de farmacos € a
microdialise (HAMMARLUND-UDENAES, 2000; ZHANG et al.,, 2012), que
atualmente é uma das formas mais promissoras e importantes para a
determinacdo da distribuicdo tecidual da fracdo livre e da farmacocinética de
moléculas de interesse farmacéutico, sendo amplamente utilizada em testes pré-
clinicos com animais. Essa técnica permite a avaliacdo da concentracdo tecidual
de farmacos em diversas regibes do cérebro e pode ser uma ferramenta
importante para comparar as diferencas na permeacdo tecidual tanto de moléculas
livres quanto nanoencapsuladas (RE; GREGORI; MASSERINI, 2012).

Nesse contexto, esse trabalho pretende ampliar o entendimento do
mecanismo de disposi¢cdo de farmacos no tecido cerebral quando incorporados
em nanoparticulas utilizando a microdialise cerebral, microdialise plasmatica e a
guetiapina como farmaco modelo.

A escolha da quetiapina como farmaco modelo para esse estudo esta
relacionada as suas caracteristicas fisicas tais como logD- 4 e logP, que indicam
que a molécula é um candidato adequado para formagédo de uma nanocapsulas
polimérica tipo Ill, de acordo com classificacdo proposta por (2012), ou seja, a

maior parte do farmaco encontra-se no nucleo da nanocapsula. Ainda, a
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guetiapina exerce atividade antipsicotica em doses baixas (5 mg/kg em animais), €
passivel de ser quantificada por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) na
regido do ultravioleta (UV), além de evidéncias da literatura que apontam esse
farmaco como substrato da Pgp (BOULTON et al., 2002).
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2. OBJETIVOS



Objetivos Gerais

Avaliar in vivo, através da técnica de microdidlise cerebral e plasmatica, a
capacidade de penetracdo cerebral de nanocapsulas poliméricas de nucleo

lipidico utilizando a quetiapina como farmaco modelo para o estudo.

Objetivos Especificos

e Preparar e caracterizar sistemas nanoparticulados poliméricos contendo

guetiapina;

e Desenvolver e validar métodos analiticos por cromatografia a liquido de
alta eficiéncia (CLAE) para a quantificacdo da quetiapina em amostras de
plasma, microdialisado cerebral e plasméatico e para quantificacdo do

farmaco associado as nanoparticulas;

e Avaliar e comparar a farmacocinética plasmatica, a fracdo livre no plasma
e a penetracao cerebral da quetiapina em roedores ap0s a administracédo
intravenosa do farmaco nanoencapsulado e livre, na presenca e na

auséncia da probenecida (inibidor de transportadores de membrana).
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3. REVISAO DA LITERATURA



3.1. Barreiras do Sistema Nervoso Central

O SNC é anatomicamente constituido, nos mamiferos, pelo encéfalo e pela
medula espinhal (ABBOTT, 2005). O encéfalo € protegido pelo cranio, enquanto
que a medula espinhal é protegida pela coluna vertebral. Tanto o encéfalo quanto
a medula espinhal sdo ainda envolvidos por membranas de tecido conjuntivo
chamadas meninges. No espaco entre as meninges e o encéfalo encontra-se o
liquido cerebrospinal, que tem a fungéo de nutrir o SNC e também amortecer e
proteger o mesmo contra movimentos subitos (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al.,
2014). A unidade funcional do SNC € o neurbnio, e sdo as redes neuronais as
principais responsaveis pelo controle dos organismos vivos através da regulacdo
da maioria das atividades corporais, como por exemplo, a respiragéo.

Devido ao seu elevado grau de complexidade o SNC é extramente
vulneravel a acédo de xenobidticos e patdgenos (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al.,
2014). Dessa maneira, o SNC possui um ambiente interno exclusivo e de
composicdo precisamente controlada, sendo a passagem de substancias
enddgenas ou exdgenas estritamente dependente da permeabilidade altamente
seletiva das barreiras encefélicas: a BHE e a barreira hemato-liquorica (BHL).

A principal funcdo dessas barreiras € a de impedir a troca irrestrita de
moléculas entre o liquido extracelular das células neuronais e o0 sangue presente
na circulacao periférica sistémica, mantendo assim, a homeostase do SNC através
do influxo de compostos essenciais como glicose, eletrdlitos e aminoacidos e do
efluxo e protecdo das células de substancias potencialmente neurotOxicas e
patdogenos que podem estar presentes no sangue circulante (MULDOON et al.,
2013).

Apesar de fundamentais para a homeostase do SNC, a presenca dessas
barreiras, especialmente a BHE, tém sido um dos fatores limitantes para o
surgimento de farmacoterapias efetivas para o tratamento de doengcas como o
Parkinson, Alzheimer, tumores cerebrais, esquizofrenia entre outras (RAMOS-
CABRER; CAMPOQOS, 2013). Isso se deve ao fato de, por muito tempo, 0 processo
de desenvolvimento de novos candidatos a farmacos de agéo central ter focado
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principalmente na selecdo de compostos que apresentassem atividade in vitro em
sitios de acdo especificos do cérebro, sem, entretanto, se preocupar com 0
delivery in vivo da molécula no sitio alvo. Dessa maneira, muitas moléculas
falharam e foram descartadas, muitas vezes ainda durante a fase pré-clinica,
devido a inabilidade de permear a BHE e manter concentracdes efetivas no local
de acdo no SNC.

Nesse contexto, o desenvolvimento e a adogdo de estratégias, sejam elas
substituicdes na molécula que alterem suas propriedades fisico-quimicas ou a
utilizacdo de nanoparticulas, que contribuam para melhoria do delivery cerebral de
farmacos para o SNC é extremamente necessaria na atualidade e o entendimento
dos mecanismos envolvidos nos processos de penetracdo através da BHE sédo

fundamentais para que novos farmacos de acéo central cheguem ao mercado.

3.1.1. Aspectos Anatémicos e Fisiolégicos da BHE

A BHE é a responsavel por separar o compartimento sanguineo periférico
do parénquima cerebral e impedir ou dificultar a passagem de substancias do
sangue para o SNC (KELLER, 2013).

Anatomicamente a BHE é constituida pelo endotélio dos capilares cerebrais
(CE), pericitos e a lamina basal (matriz proteica), a qual fornece suporte mecanico
para a adesao celular. Em associacdo com astrécitos, neurdnios e outras células
da glia compreendem o que é chamado de unidade neurovascular (UNV) e esta
representada na Figura 1 (BONKOWSKI et al., 2011).
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\ 7 Neurénio

Zonula de Oclusdo

Célula endotelial

Pericito

Matriz Extracelular

Figura 1. Seccao transversal de um capilar cerebral evidenciando os componentes da
Unidade neurovascular (UNV). (Adaptado de Sanchez-Covarrubias, 2014).

A UNV representa a interface entre o SNC e o sistema vascular (KELLER,
2013; LINDQVIST et al., 2013; SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014) . A inter-
relagbes presentes entre as células da UNV sdo responsaveis por facilitar o
transporte de nutrientes, regular o balanco eletrolitico cerebral e impedir a
penetragcdo ou o acumulo de substéncias potencialmente toxicas no tecido
nervoso (LI et al., 2012). Alem disso, a interagdo entre os astrocitos, as células do
endotélio cerebral (CE) e os neurdnios localizados proximos as CEs séo de
extrema importancia para a manutencdo da morfologia e da funcionalidade da
BHE (BONKOWSKI et al., 2011). Perturbag¢des de qualquer um dos componentes
da UNV, seja resultante de um estresse farmacolégico ou fisiolégico, podem
causar alteracbes da integridade da BHE e alterar a permeabilidade da
microvasculatura cerebral (MARK; DAVIS, 2002)

Quando comparadas as células dos capilares presentes na circulagao

sistémica as células endoteliais na BHE possuem caracteristicas particulares
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como um aumento da quantidade de mitocondrias, reducao no transporte vesicular
(pinocitose) e auséncia de fenestragbes (JEFFREY; SUMMERFIELD, 2010). Um
aumento na densidade de mitocondrias presentes nesse tecido € explicado devido
a necessidade de um maior aporte energético das CEs na manutencdo dos
diversos tipos de mecanismos de transporte de ions, nutrientes e produtos do
catabolismo celular para dentro e para fora do parénquima cerebral (SANCHEZ-
COVARRUBIAS et al., 2014; VORBRODT; DOBROGOWSKA, 2003).

Uma série desses mecanismos de transporte presentes na BHE tém sido
apontados como os principais responsaveis pelo influxo e efluxo de farmacos para
o SNC. Dentre os principais transportadores de efluxo expressos na BHE podem
ser citados: a glicoproteina-P (P-gp), a proteina de resisténcia ao cancer de mama
(BCRP) e proteinas associada a resisténcia a multidrogas (MRP). Por outro lado,
0s principais transportadores de influxo de farmacos para o SNC incluem:
transportadores de &anions organicos (OATPs), transportadores de cations
organicos (OCTs), transportadores de nucleosideos (NT), transportadores de
monocarboxilatos (MCTs) e sistemas de transporte de peptideos (MIKKAICHI et
al., 2004; RONALDSON et al., 2004; TAMAI; TSUJI, 2000; UCHIDA et al., 2011)
(TAMAI, 2000; BENDAYAN, 2009; SUZUKI et al., 2010). Além disso, h& expressdo
de isoformas do citocromo P450 (CYP) em alguns neurdnios e células da glia
presentes na BHE, permitindo assim a biotransformacdo de certos farmacos
(OHTSUKI; TERASAKI, 2007).

3.1.2 Componentes e Caracteristicas Moleculares da Barreira
Hematoencefalica

3.1.2.1. Zbnulas de oclusao e adesao

Dois tipos de juncdes intercelulares estao presentes na BHE: as zonulas de
oclusdo (ZO) e as zbnulas de adesdo (ZA). Através das ZOs as membranas
plasmaticas das células adjacentes formam um anel continuo ao redor das células

epiteliais enquanto que as Zas permitem a adesdo intercelular, estando
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diretamente envolvida na regulacdo da permeabilidade da ZA (GONZALEZ-
MARISCAL et al, 2003). Essas juncdes sdo particularmente relevantes na
reducdo do transporte paracelular de ions e solutos.

Em relacdo a composicao dessas juncdes a ZO € formadas por trés classes
de proteinas transmembrana: claudinas, ocludinas e as moléculas de adesao
juncional (juction adhesion molecule — JAM) (Figura 2). As claudinas possuem a
capacidade de associarem-se entre si através de dimeros, reduzindo as
fenetracdes do epitélio vascular cerebral. As ocludinas sdo altamente expressas
no endotélio cerebral e tem funcéo regulatéria, podendo alterar a permeabilidade
paracelular. J& a JAM, proteina membro de uma super familia de globulinas, esta
associada principalmente com a regulacdo da migracdo de mondcitos através da
BHE, bem como em processos de adesdo de células adjacentes (RUNKLE; MU,
2013).

As ZAs sdo compostas principalmente por caderinas, glicoproteinas
expressas em diversos tecidos, e que tem seu mecanismo de adesdo dependente
de célcio. As células endoteliais expressam dois tipos principais de caderinas: N-
caderinas e VE-caderinas (vascular endotelial cadherin)(STAMATOVIC; KEEP;
ANDJELKOVIC, 2008).

Zonulas de Oclusdo

Astracito

Capilar Cerebral

Pericito

Astrocito

Endotélio

Figure 2. Distribuicdo das zdnulas de oclusdo no barreira hematoencefalica (Adaptado de
Liu et al. 2014)

25



O impedimento do transporte paracelular de ions imposto pelas ZOs e ZAs
confere um alta resisténcia elétrica in vivo a BHE (entre 1500 a 2000 Qxcm?2),
demonstrando, portanto, a eficacia dessas jun¢des em reduzir as fenestracdes no
endotélio cerebral e limitar a passagens paracelular de ions (STAMATOVIC;
KEEP; ANDJELKOVIC, 2008). Lohmann e colaboradores (2002) demonstraram
que o polietilenoglicol (PEG) possui a capacidade de relaxar de forma temporaria
as juncbes das células epiteliais que formam a BHE, diminuindo a resisténcia
elétrica normal que as mantém unidas, atuando como um facilitador para a

passagem de substancias para o tecido cerebral.

3.1.2.2 Matriz extracelular

O espaco extracelular compreende aproximadamente 20% do volume
cerebral (ROJAS; RITTER; PIZZOL, 2011). Esse espago esta completamente
preenchido pela matriz extracelular (MEC) altamente organizada e composta por
proteoglicanos, proteinas estruturais tais como colageno e elastina e proteinas
especializadas como a laminina e a fibronectina. Além disso, fazem parte da MEC
moléculas de adesao (MAC) e proteinas de sinalizagdo celular.

A MEC tem a funcdo de ancorar o endotélio, principalmente através de
integrinas que permitem uma interacdo célula-matriz e o funcionamento de
diversas vias de sinalizacéo intracelular tanto nas células vasculares, quanto em
neurdnios e células da glia. A MEC patrticipa ainda da manutencao de proteinas da
Z0O e ZA e dessa maneira, alteragcbes nos componentes dessa matriz podem levar
a um aumento da permeabilidade da BHE, por exemplo, durante estados
patolégicos (ROJAS; RITTER; PI1ZZOL, 2011).

3.1.2.3 Astrécitos

Os astrocitos sdo as ceélulas gliais mais abundantes no cérebro.
Apresentam formato estrelado e sua morfologia € influenciada, principalmente, por
sua localizacdo no SNC (RONALDSON; DAVIS, 2012). Os prolongamentos finais
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dos astrocitos estdo intimamente aderidos a superficie externa do endotélio
cerebral permitindo assim uma importante interacdo dos astrocitos com as células
endoteliais, conferindo aos astrocitos, dentre outras, a capacidade de regular e
manter as caracteristicas fisiolégicas de ténus e adesao da BHE.

Além disso, os astrocitos expressam uma série de transportadores de
efluxo incluindo isoformas de P-gp, BCRPs e MRPs (RONALDSON; DAVIS,
2012). A presenca de transportadores de efluxo nesse tipo celular sugere que o0s
astrocitos funcionam como um segundo sistema de barreira, limitando a
penetracdo e distribuicdo de farmacos para o parénquima cerebral (RONALDSON;
DAVIS, 2012).

3.1.2.3. Pericitos

Pericitos sdo células cerebrais contrateis que regulam o fluxo sanguineo
capilar e sdo capazes de expressar moléculas como o fator de crescimento
endotelial vascular (VEFG) e metaloproteinases de matriz (MMPs), que séo
fundamentais para manutencdo da integridade da BHE (ROJAS; RITTER,;
PIZZOL, 2011).

Associado a essa capacidade vascular, os pericitos contribuem para a
manutencdo das juncdes celulares através da secrecdo de sinalizadores que
induzem a proliferacéo de proteinas (ocludinas) nas ZOs da BHE (SA-PEREIRA;
BRITES; BRITO, 2012). Estudos realizados por Winkler e colaboradores (2012)
demonstraram que a redugcao na quantidade de pericitos no tecido vascular do
SNC aumenta a permeabilidade desses tecidos a compostos presentes no sangue

periférico.

3.1.3. Barreira Hemato-Liqudrica

A BHL localiza-se nos plexos coribides, estruturas enoveladas compostas
por dobras da pia-mater e grande numero de vasos sanguineos. Os plexos

coribides apresentam epitélio ependimario modificado devido a presenca de
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zbnulas de oclusdo que mantém as células proximas a superficie ventricular,
limitam a difuséo paracelular e reduzem os processos de pinocitose e exocitose
(ENGELHARDT; SOROKIN, 2009).

Além de servir de barreira para a distribuicdo de substancias para o SNC o
plexo coribide presente na BHL € o responsavel pela producdo do liquido
cefalorraquidiano (LCR) que é secretado no terceiro e quarto ventriculos bem
como no ventriculo lateral. Esse liquido € responsavel pelo suprimento de
nutrientes e remocao de residuos metabdlicos do SNC (STRAZIELLE; GHERSI-
EGEA, 2015).

A secrecdo de LCR é ocorre atraves de bombas de Na+-K+ ATPases e por
anidrases carbonicas e é regulada pela troca i6nica atravées do epitélio dos plexos
coridides. O LCR é continuamente secretado e reabsorvido sendo seu volume
total substituido cerca de 3 a 4 vezes por dia. Dessa maneira, atinge-se uma
condicdo sink que impede que haja uma saturacdo das concentracdes de
substancias que chegam ao LCR e ao parénquima cerebral via BHL (SPEAKE et
al., 2001).

As funcdes de protecdo e secrecdo dos plexos coridides sdo determinadas
através de uma série de transportadores expressos por toda a BHL que permite
uma regulagdo extremamente precisa das concentragdes de ions e de nutrientes
do LCR, bem como a eliminacdo de produtos do metabolismo cerebral e a
limitacdo da entrada de substancias potencialmente neurotdxicas para o
parénquima cerebral (DAMKIER; BROWN; PRAETORIUS, 2010; SPEAKE et al.,
2001) .

3.2. Mecanismos de Transporte através da BHE

A passagem de substancias através da BHE pode ser dividida, de maneira

geral, em duas grandes vias:
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(a) Via paracelular: Através dessa via ions e moléculas atingem o parénquima

cerebral difundindo-se através das jun¢des celulares presentes no endotélio, de
acordo com um gradiente de concentracdo (WONG; WU; BENDAYAN, 2012).

(b) Via transcelular: E uma via que envolve mecanismos de difusio passiva ou

facilitada de compostos, endocitose mediada por receptores, processos de
transocitose e processos mediados por transportadores. As moléculas alcangam o
parénquima cerebral cruzando através das células do endotélio (SANCHEZ-
COVARRUBIAS et al., 2014).

O balanco entre essas duas grandes vias de entrada de compostos no SNC
€ extremamente importante, afim de que haja um controle preciso de toda
permeabilidade transendotelial. Os principais mecanismos envolvendo essas duas

vias de transporte de substancias estdo esquematizados na Figura 3.
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Figura 3. Principais mecanismos de transpo}te de substancias através da barreira
hematoencefalica (Adaptado de Sanchez-Covarrubis, 2014).

Pequenas moléculas lipofilicas como o oxigénio, o gas carbdnico e o etanol
conseguem alcancar o SNC atraveés de difusdo pelas membranas que compde as
barreiras enquanto que moléculas hidrofilicas (ex: peptideos e proteinas)

necessitam de transportadores especificos para atingirem o parénquima cerebral.
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Sendo assim, um elaborado sistema de transporte de substancias como o
transportadores de glicose (GLUTS), os transportadores da familia ABC, e os
carreadores de solutos organicos (CSO) sao expresso nas membranas luminal e
abluminal das células endoteliais que comp6e a BHE (GABATHULER, 2010).

3.2.1. Difusao Passiva

O processo de difusdo passiva € um dos mecanismos mais simples de
transporte através da BHE e envolve a passagem de solutos através das
membranas das células a favor de gradiente de concentracdo, sem o
envolvimento de proteinas carreadoras ou gasto energético para as células. Os
esteroides sintéticos, os opidides como a morfina e a heroina e a difenilhidramina
sdo alguns exemplos de farmacos que possuem a capacidade de se difundir
passivamente através da BHE (PARDRIDGE, 2012; TUNBLAD; JONSSON;
HAMMARLUND-UDENAES, 2003).

Uma série de fatores influencia a habilidade de uma substancia difundir-se
passivamente através das barreiras do sistema nervoso central: area superficial
para difusdo, concentracdo no sangue, lipofilicidade, polaridade e tamanho da
molécula (NAU; SORGEL; EIFFERT, 2010). A lipofilicidade de uma substancia
correlaciona-se direta e proporcionalmente com a capacidade de permear
membranas celulares. Quanto mais lipossolivel uma substancia, maior a sua
capacidade de alcancar o tecido nervoso central (LIU; TESTA; FAHR, 2011).
Entretanto, o tamanho de uma molécula também pode interferir na difusédo através
de membranas biolégicas. Sendo assim, comparando-se duas moléculas com
mesma lipofilicidade porém com tamanhos diferentes, a menor delas se difundira
com maior velocidade através das células que compde a UNV e alcancara o tecido
cerebral em menor tempo (PARDRIDGE, 2012).

Outro importante fator que deve ser considerado ao se estudar o processo
de difuséo passiva através da BHE é a capacidade de formacao de ligacdes de

hidrogénio de um composto. Compostos que possuem grande quantidade de
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ligacbes de hidrogénio entre suas moléculas possuirdo maior dificuldade de
difusdo passiva através das células (MUEHLBACHER et al., 2011).

Geralmente substancias polares e hidrofilicas ndo possuem a capacidade
de se difundir passivamente através das membranas biolégicas presentes no
organismo. Todavia, ions e pequenas moléculas polares (ex: a molécula de agua)
chegam ao cérebro através de canais de agua (ex: aguaporinas) que atravessam
a bicamada lipidica das membranas bioldgicas e estédo distribuidos ao longo da
microvasculatura que recobre o parénquima cerebral (FRANCESCA; REZZANI,
2010).

3.2.2. Mecanismos de Difusdo Facilitada

O transporte de compostos através de difuséo facilitada envolve a interacao
do substrato com uma proteina carreadora presente, por exemplo, na membrana
plasmatica das células que compdes a UNV, permitindo assim que a substancia
permeie a BHE a favor de um gradiente de concentracdo. Esse tipo de mecanismo
de transporte regula o fornecimento de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia
dos neurbnios, como, por exemplo, a glicose, bem como permite a eliminacdo de
compostos produzidos pelo metabolismo cerebral.

O exemplo classico carreador de membrana é o transportador de glicose - 1
(GLUT-1) que esta localizado tanto na membrana luminal quanto na membrana
ablumial da BHE e sua velocidade de difusdo faciltada é dependente da
concentracéo de glicose circulante na corrente sanguinea (DEVRAJ et al., 2011)

Além disso, normalmente a difusdo facilitada ocorre atraves de um
mecanismo de co-transporte, onde uma substancia (ex: ions monovalentes) é
transportada no sentido inverso ao do substrato primario carreado pelo
transportador (ABBRUSCATO et al., 2004; SUN; LYTLE; O'DONNELL, 1997).

Um exemplo de farmaco que utiliza o mecanismo de difuséo facilitada é a
levodopa. O transporte da L-Dopa é mediado pelo transportador de aminoacidos
neutros tipo 1 (LAT-1) (STENEHJEM et al., 2009).
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3.2.3. Endocitose

A endocitose permite o transporte de substancias do meio extracelular para
o intracelular utilizando-se de vesiculas endociticas, que sdo formadas por
invaginacdes da membrana plasmatica, seguida de fusdo e separacdo de um
segmento da mesma.

Durante o processo de endocitose, macromoléculas ou até mesmo
particulas constituidas por agregados moleculares podem ser transportadas
através da BHE via endocitose mediada por receptores, mecanismos de adsorcao
ou endocitose de fase fluida.

A endocitose mediada por receptores envolve a interacdo de um substrato
com receptores que sao expressos na superficie externa da membrana celular. A
interacdo entre o0 receptor e seu substrato desencadeia a invaginacdo da
membrana luminal da célula e a internalizacdo do complexo receptor-substrato
para o meio intracelular, onde ocorre entdo a dissociacdo do substrato de seu
receptor. A vesicula endocitica formada pode ainda atravessar o citoplasma
celular e fundir-se com a membrana abluminal permitindo assim, a liberacdo do
substrato diretamente no parénquima cerebral (PARDRIDGE, 2012). O transporte
de ions ferro, carreados pela transferrina, e de insulina para o SNC ocorre através
de endocitose medidada por receptores (FISHMAN et al., 1987)

Na endocitose adsortiva, proteinas catibnicas adsorvem-se a membrana
luminal dos capilares da BHE através de interacfes eletrostaticas com sitios
aniénicos, formados principalmente pela expresséo de glicoproteinas acidas (ex:
glicocalix), presentes na membrana plasmatica e sdo entdo internalizadas
(SCHERRMANN, 2002; TAMAI; TSUJI, 2000; TSUJI, 2005).

Por outro lado, a endocitose de fase fluida ndo requer a presenca de
receptores de membrana e envolve a captacdo de compostos que estejam
soluveis no fluido extracelular. Envolve a cooperacao entre clatrinas, caveolinas e
o citoesqueleto celular para a deformagdo da membrana da célula, formacéo das
vesiculas e internalizagdo do meio extracelular. Da mesma forma que na

endocitose mediada por receptores as vesiculas podem liberar o contetdo
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internalizado no citoplasma, ou ainda, no liquido intersticial do tecido nervoso,
apos fusdo com a membrana abluminal da célula (ABBOTT, 2005; SIMIONESCU;
GAFENCU; ANTOHE, 2002).

3.2.4. Transporte Ativo

O transporte ativo de substancias através da BHE permite o0 movimento de
moléculas contra seu gradiente de concentragdo e envolve o gasto de energia na
forma de ATP. Diversos transportadores dependentes de energia S0 expressos
nas membranas luminal e abluminal do endotélio dos capilares cerebrais e sdo os
principais responsaveis pelo transporte de ions, nutrientes e componentes
enddgenos para o parénquima cerebral (HAWKINS et al., 2006; ABBOTT et al.,
2010).

E esse tipo de transporte o responsavel por restringir e regular a entrada de
substancias exégenas no SNC. Uma série de compostos farmacologicamente
ativos, incluindo analgésicos opioides, glicosideos cardiotbnicos, farmacos
antineoplasicos, antibioticos e bloqueadores de canais de calcio utilizam o
transporte ativo para alcancarem concentracdes efetivas no tecido cerebral
(HENTHORN et al., 1999; SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014).

3.3. Expresséao de Transportadores de Influxo e Efluxo nas Barreiras do
Sistema Nervoso Central

A grande maioria dos compostos farmacologicamente ativos de acao
central sdo internalizados ou exocitados do cérebro por meio de proteinas
transportadores expressas nas barreiras do SNC (TSUJI, 2005).

Nos ultimos anos, uma série de transportadores de efluxo e de influxo
foram identificados incluindo os transportadores da familia ABC (ATP-binding
cassette), a proteina de resisténcia ao céncer de mama (BCRPSs), proteinas

associada a resisténcia a multidrogas (MRPs), transportadores organicos de
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cations e anions, transportadores de peptideos e nucleotideos entre outros (Figura
4).

Plasma

Figura 4. Principais transportadores de efluxo e influxo expressos nos componentes da
unidade vascular cerebral (Adaptado de Sanchez-Covarrubias, 2014)
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3.3.1. Principais transportadores de efluxo expressos na BHE

3.3.1.1 Glicoproteina- P (P-gp)

A P-gp é uma proteina transportadora com aproximadamente 170kDa
responsavel pelo efluxo de substancias do meio intracelular para o meio
extracelular e codificada pelo gene MDR. Atualmente, duas isoformas desse gene
foram identificadas no tecido de seres humanos: o gene MDR-1 e o0 gene MDR-2.
No tecido de roedores a expressdo de P-gp é regulada por trés isoformas do gene
mdr denominadas: mdr-1a, mdr-1b e mdr-2.

A superexpressdo dos genes MDR-1/mdr-la/mdr-1b € a principal
responsavel pelo surgimento do fenétipo MDR tanto em humanos quanto em
roedores. JA os genes MDR-2/mdr-2 sdo expressos principalmente no tecido
hepético e estéo relacionados com o transporte hepatobiliar de fosfatidilcolina.

Os primeiros estudos que evidenciaram a presenca da glicoproteina-P
foram realizados por Ling e colaboradores (1978) apds identificarem que células
tumorais de ovario de hamster chineses eram resistentes a colchicina. Desde
entdo, a presenca de P-gp ja foi evidenciada em diversos tecidos incluindo rins,
figado, testiculos, placenta e trato gastrintestinal.

No tecido cerebral a P-gp é expressa principalmente na membrana luminal
e abluminal do endotélio da BHE e na membrana apical das células epiteliais do
plexo corioide. Aléem disso, a P-gp também pode ser encontrada em outros
componentes da UVN como astrocitos, microglia e alguns neurbnios
(VORBRODT; DOBROGOWSKA, 2003). A expresséao da P-gp no SNC tem como
funcdo principal proteger os neurbnios de xenobibticos potencialmente
neurotdxicos e manter a homeostase para o funcionamento dos neurdnios.

O papel relevante da P-gp para o SNC tem se tornado cada vez mais
evidente na literatura, principalmente na dltima década. Geyer e colaboradores
(2012) estudaram uma mutacdo no gene MDR-1, em cées da racga Collie, que

provoca uma diminuicdo da expressdo de P-gp, especialmente em animais
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homozigotos, causando neurotoxicidade a ivermectina e a doramectina, sendo
necessario um ajuste de dose durante o tratamento para evitar a morte do animal.

Elmshauser e colaboradores (2015), utlizando camundongos,
demonstraram um aumento significativo da penetracdo cerebral de emodepside,
um composto semi-sintético derivado de uma substancia produzida pelo fungo
Mycelia sterilia nos animais knockout para o gene mdr-1 com comprometimento
neurolégico, concluindo que a P-gp restringe a penetracdo do emodepside
protegendo o SNC dos camundongos da concentracfes neurotoxicas desse
farmaco.

A P-gp possui uma vasta gama de substratos, sendo portanto, um grande
obstaculo para o desenvolvimento de farmacos para tratamento de doencas do
SNC. Esse numero de substratos tende a crescer cada vez mais, a medida que
novos estudos sdo realizados com esse transportador (VORBRODT;
DOBROGOWSKA, 2003). E possivel agrupar as principais caracteristicas que
uma molécula deve apresentar para que seja substrato da P-gp, entretanto, essa
nao € uma regra. Normalmente, os substratos desse transportador sdo compostos
apolares, anfipaticos e que possuem peso molecular variado como por exemplo a
daunorubicina (564 Da) e a actinomicina D (1255 Da) (PALMEIRA et al., 2012).

As categorias de substratos da P-gp em roedores incluem: bloqueadores
dos canais de célcio, antibidticos, glicosideos cardiacos, quimioterapicos,
imunossupressores, anti-epiléptico, antipsicoticos, inibidores de proteases e
antidepressivos, entre outros (Quardro 1). Os principais substratos endégenos da
P-gp incluem citocinas, lipideos, hormonios e esteroides (PALMEIRA et al., 2012)

Além disso, existem uma série de inibidores competitivos da P-gp, como
por exemplo, o verapamil, a clorpromazina, a ciclosporina A, e o valspodar, entre
outros. Os inibidores da hidroximetil glutaril CoA (HMG-CoA) redutase possuem a
capacidade de bloquear a funcdo de transporte da P-gp e esforcos tém sido
empregados na tentativa de utilizar esse farmaco para diminuir a funcdo e/ou
reduzir a expressdo dessa proteina permitindo, assim, desenvolver-se novas

tecnoldgicas para delivery cerebral de compostos (VARMA et al., 2011).
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Quadro 1. Exemplos de substratos e inibidores competitivos da glicoproteina-P

Classe Farmacologica Farmacos
Antitumorais Paclitaxel, doxorrubicina, vimblastina,
Antimicrobianos Eritromicina, levofloxacino, ofloxacino
Anticonvulsivantes Carbamazepina, fenitoina, fenobarbital
Inibidores da HMG-CoA redutase Atorvastatina, lovastatina
Antieméticos Ondasetron

Antihistaminicos-H; Fexofenadina, terfenadina
Bloqueadores dos canais de calcio Diltiazem, verapamil

Diversos Probenecida, amitriptilina, colchicina

Adaptado de Cascorbi e Haenisch, 2010.

3.3.1.2. Proteina de resisténcia ao cancer de mama (BCRP) e proteina
associada a multirresisténcia aos farmacos (MRPs)

Até 0 momento, as BCRPs (em humanos) e bcrps (em roedores) sdo a
mais recente familia de transportadores ABC identificados (SANCHEZ-
COVARRUBIAS et al.,, 2014). Foram descritas pela primeira vez por Doyle e
colaboradores (1998) a partir de uma linhagem celular de cancer de mama
resistente a doxorubicina (MCF-7 /AdrVp) e, de acordo com sua estrutura e
homologia de sequéncia pertencem a subfamilia de transportadores ABCG, sendo
denominadas pelo comité de nomenclatura do genoma humano: ABCG2 (STAUD;
PAVEK, 2005).

As BCRPs/bcrps sdo proteinas expressas em diversos tecidos tanto em
humanos quanto em roedores incluindo o trato gastrintestinal, figado, placenta e
testiculos. No SNC, sdo encontradas na membrana luminal do endotélio vascular
cerebral e também nos astrocitos e na microglia. Estudos realizados por Fujiyoshi
(2007) identificaram, no plexo coridide de roedores, niveis de RNA mensageiro
(mRNA) que indicam que ha expressao de proteinas da familia ABCG2 também

nesse local.
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BCRP/bcrp possui uma alta capacidade de efluxo de moléculas com
diferentes caracteristicas fisico-quimicas, afetando diretamente parametros
farmacocinéticos como a absorcdo e biodisponibilidade e clearance renal e
hepatico, principalmente de antitumorais como a mitoxantrona, metotrexato e da
cimetidina, um farmaco antiemético. Entretanto, a funcionalidade dessa proteina
na BHE ainda é questionada (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014).

Um estudo realizado com o farmaco imantinib, um substrato para bcrp em
roedores, demonstrou uma reducédo no clearance do composto em cerca de 1,6
vezes nos camundongos bcrp knockout quando comparado aos camundongos
controle e uma penetracdo cerebral significativamente aumentada, cerca de 2,5
vezes, duas horas apdés a administracdo do composto. A administracao
concomitante com elacridar, um inibidor de bcrps, aumentou a penetracao cerebral
do imantinib nos animais do grupo controle, evidenciando assim que o efluxo
cerebral desse antineoplasico é mediado por bcrps expressas no endotélio
cerebral (BREEDVELD et al., 2005)

A identificacdo e caracterizacdo da bomba de efluxo representada pela
proteina de multirresisténcias a farmacos (MRP/mrp) pertencente a subfamilia de
transportadores ABCC foi realizada por Cole e colaboradores ap6s clonagem do
gene MRP1 (ABCC1) de humanos (COLE, 2014).

O papel principal da MRP (em humanos), mrp em roedores, € o efluxo de
xenobidticos do meio intracelular para o meio extracelular, normalmente, a
corrente sanguinea. Sua expressao é a responsavel, juntamente com a P-gp, pelo
fendtipo de multirresisténcia (COLEY et al., 2002; SCHUURHUIS et al., 1995).
Atualmente foram identificadas 12 isoformas de MRPs sendo 9 homélogos dessa
proteina (MRP1-MRP9), os principais representantes da subfamilia ABCC de
transportadores.

A principal diferenca entre a MRP/mrp e a glicoproteina-P esta no tipo de
substrato transportado, sendo a MRP tanto em humanos quanto em roedores mais
seletiva do que a P-gp, atuando como bomba de efluxo principalmente para anions
organicos e metabdlitos sulfatados ou conjugados com a glutationa celular
(ENGIDAWORK et al., 2001)
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Atualmente, sabe-se que a expressdo de multiplas isoformas de MRPs na
membrana luminal do endotélio dos capilares cerebrais é fundamental para o
efluxo de farmacos do parénquima cerebral para o sangue sistémico, sendo as
isoformas Mrpl e Mrp3 e Mrp5 as mais expressas em roedores (SANCHEZ-
COVARRUBIAS et al., 2014)

3.3.2. Principais Transportadores de Influxo Expressos na BHE

3.3.2.1 Superfamilia dos carreadores de solutos organicos (SLC)

A superfamilia de SLC compreende as principais proteinas transportadores
de pequenas moléculas anibnicas e catibnicas, bem como peptideos e
nucleotideos, através das membranas biolégicas dos mamiferos (HAGENBUCH,;
MEIER, 2004; HEDIGER et al., 2004).

Existem atualmente 43 subfamilias distintas dessas proteinas descritas e
caracterizadas na literatura (SLC1-SLC43) sendo que as proteinas das familias
SLC15A1, SLC21A, SLC22, SLC28 e SLC29 séo as principais expressas na BHE
e na BHL. Os principais representantes das familias SLC21 e SLC22 incluem o0s
transportadores de anions (OATs/Oats) e cations (OCTs/Octs) organicos e 0s
polipeptideos  transportadores de  anions  organicos (OATPs/Oatps)
(HAGENBUCH; MEIER, 2004) Enquanto que os transportadores de nucleosideos
e peptideos pertencem as subfamilias SLC28, SLC29 e subfamilia SLC15A1,
respectivamente. Os transportadores SLCs apresentam transporte bidirecional de
substancias através da membranas biolégicas, entretanto, normalmente atuam
favorecendo a captacdo de compostos para o meio intracelular (transporte de
influxo)  (BOSTROM; SIMONSSON; HAMMARLUND-UDENAES, 2006;
SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014)

Diferente dos transportadores da superfamilia ABC, que tem uma demanda
energeética para realizar o transporte de substancias através das mamebranas, 0s
SLCs utilizam-se de gradientes eletroquimicos (ex: gradiente de Na* ou H") ou

gradiente de concentracdo estabelecidos pelos solutos que estdo sendo
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transportados. Sendo assim, o0 mecanismo de transporte realizado por essas
substancias é denominado transporte ativo secundéario (HEDIGER et al., 2004)
A Tabela 1 resume os principais substratos e inibidores das proteinas que

fazem parte da superfamilia dos carreadores de solutos organicos.

Tabela 1. Exemplos de substratos e inibidores da superfamilia de solutos

organicos.

Substratos Km (um) Inibidores ICs0 (uM)
Atorvastatina 12.4 Carbamazepina 188
Levofloxacino 136 Cetoconazol 19.2
Fluvastatina 7.0 Probenecida 1.3
Rosuvastatina 9.8 Rifamicina 2.0
Telmisartam 0.8 Quinidina 9.0
Glibenclamida 6.3 Cefazolina 1740.0
Metrotrexato 457 Verapamil 2.6
Valsartan 1.39 Ciclosporina 2.2

Adaptado de (HAGENBUCH; MEIER, 2004; KALLIOKOSKI; NIEMI, 2009; ROTH; OBAIDAT;
HAGENBUCH, 2012)

Dentre os principais compostos identificados como inibidores das proteinas
da superfamilia de solutos organicos é necessario destacar o papel da
probenecida na investigacdo do papel dessa superfamilia no transporte atraves da
BHE. A probenecida € um agente uricosurico inibidor da secrecédo tubular da
maioria das penicilinas e cefalosporinas, potencializando o efeito desses -
lactamicos, que tem sido empregada como um inibidor de transportadores da
superfamilia de solutos organicos e também de MRPs em uma série de estudos
publicados na literatura (CHEN et al., 2014; GARLAND et al., 2008; MARCHAND
et al., 2006; TUNBLAD; JONSSON; HAMMARLUND-UDENAES, 2003).
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3.3.2.2. Polipeptideos transportadores de anions organicos (OATPs/Oatps)

Os polipeptideos transportadores de anions organicos OATPs (humanos)
oatps (roedores) representam a maior subfamilia de SLCs atualmente
identificados (HAGENBUCH; MEIER, 2004). Esse grupo de transportadores esta
envolvido no transporte transcelular de diversas substancias modulando
principalmente a absorcéo, distribuicdo e excrecdo de xenobidticos.

O mecanismo de transporte através das membranas biolégicas é
independente de co-transporte de sodio ou gasto de energia na forma de ATP,
sendo, portanto, necessario que se estabeleca um gradiente eletroquimico
utilizando, por exemplo, o co-transporte de conjugados de glutationa ou
bicarbonato intracelular como forca motriz para que o substrato sofra influxo para
0 meio intracelular. Entretanto, até o presente momento, nenhum estudo
conclusivo foi publicado demonstrando qual é a exata forca motriz para o
funcionamento desse sistema de transportadores (HEDIGER et al., 2004).

A funcdo desses transportadores € extremamente dependente do pH
extracelular, sendo esse um fator determinante para o sucesso no influxo de
substancias. Um estudo realizado in vitro por Varma e colaboradores (2011)
avaliou o papel do OATP2B1 na absorgéo intestinal e distribuigdo tecidual de uma
série de estatinas, em diferentes pHSs, utilizando células Caco-2 e concluiu que
esse transportador exerce um papel importante na captacdo da rosuvastatina e da
fluvastatina, porém, a pravastatina é substrato apenas em pHs acidos. Esses
resultados tém uma importante relevancia clinica ja que o OATP2B1 é expresso
no intestino delgado e a variacdo do pH nessa regido pode influenciar a
biodisponibilidade de substratos desse transportador.

Além disso, OATP2B1 é expresso no tecido que compdes as barreiras
cerebrais e pode alterar a penetracdo de substancias no SNC em resposta a
variacbes de pH no sangue circulante, devido, principalmente a alteracbes da
homeostase do organismo em quadros de acidose ou alcalose metabdlica, por
exemplo (SAl et al., 2006).
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Das 36 principais isoformas de OATP/Oatps identificadas as principais
expressas nas barreiras que compde o SNC sao: Oatplal, Oatpla4d, Oatpla5,
Oatplcl and Oatp2al em roedores e OATP1A2, OATP1C1 AND OATP2B1 em
seres humanos, sendo seus principais substratos moléculas organicas anfifilicas
gue possuem em sua estrutura quimica polaridades distintas, sendo capazes de
promover interagdo com meios de polaridades diferentes (ROTH; OBAIDAT;
HAGENBUCH, 2012)

A expressdo e a caracterizacdo desses transportadores na BHE de
roedores estd bem estabelecida e descrita em diversos trabalhos publicados
enquanto que em humanos a identificagcdo desses transportadores permanece
controversa. Sendo assim, optou-se, nessa revisdo bibliogréfica, pela descricdo
dos principais transportadores presentes na BHE de roedores (Oatplal, Oatpla4d
e Oatpla5) (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014)

O transportador Oatplal é uma proteina de 670 aminoacidos expressa em
diversos tecidos incluindo o cérebro de ratos e camundongos. Foi identificado
inicialmente no figado de ratos e posteriormente na BHE. Através de técnicas de
avaliacdo de mRNA sua expressao foi evidenciada também em células do plexo
coridide na BHL. Os principais substratos desse transportador sao sais biliares,
cations e anions organicos enddégenos e farmacos como a pravastatina e
fexofenadina. (HAGENBUCH; MEIER, 2004, p. 1)

O transportador Oatplad € uma proteina formada por 661 aminoacidos
expressa na membrana luminal e abluminal do endotélio vascular do cérebro e do
plexo coridide de roedores. Os principais substratos desse transportador incluem
farmacos opibdides analgésicos, inibidores da enzima HMG-CoA redutase, sais
biliares e horménios. Juntamente com o0s transportadores Oatplal e Oatpla5
essa proteina e a responsavel pela captacdo e influxo do hormoénio tireoideano
para o SNC (VARMA et al., 2011)

Outro importante transportador expresso na BHE e também na BHL de
roedores é a proteina denominada Oatpla5 formada por 670 aminoacidos e seus
principais substratos incluem sais biliares, hormdnios tireoideanos e esteroides

conjugados. Além disso, esse transportador, assim como o transportador Oatpla4,
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pode ser expresso no sentido oposto da membrana e contribuir para o efluxo de
substancias do tecido cerebral (YARIM et al., 2005)

3.3.2.2. Transportadores de anions organicos (OATs/Oats)

Os transportadores de anions organicos, OAT (humanos) e Oats
(roedores), sdo os representantes da familia 22 da superfamilia SLC (SLC22A).
Os principais representantes dessa familia sdo os OATs/Oats 1-6 e o0s
transportadores renais especificos (RST) (ROTH; OBAIDAT; HAGENBUCH,
2012).

O influxo de substancias mediado por OATs/Oats pode ser, ou nhao,
dependente de ions sodio e em alguns casos envolve gasto energético. Os
substratos para essa familia de transportadores normalmente sdo moléculas de
baixo peso molecular carregadas negativamente no pH fisiolégico do sangue (em
torno de 7.4) (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014)

Estudos tém demonstrado que o transportador Oat-3 possui um importante
papel no transporte de metabdlitos anibnicos de neurotransmissores como a
epinefrina, a norepinefrina, a dopamina e a serotonina (ERDMAN et al., 2006).
Esse transportador é expresso ainda na membrana basolateral e apical das
células do endotélio vascular cerebral de roedores permitindo assim o transporte
bidirecional de substancias (sangue-cérebro e cérebro-sangue). O Oat-3 tem sido
o transportador organico mais estudado como potencial alvo para aumentar o
delivery de compostos farmacologicamente ativos para o0 SNC (SANCHEZ-
COVARRUBIAS et al., 2014)

3.3.2.3. Transportadores de cations organicos (OCTs/Octs)

As substancias que no pH fisiolégico possuem cargas elétricas nao
possuem a habilidade de atravessar a grande maioria das membranas biologicas
através de mecanismos de difusdo e, por isso, necessitam de mecanismos

especificos de transporte transcelular.
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Os transportadores de cations organicos sado uns grupos de proteinas
pertencentes a superfamilia SLC22A que séo classificados de acordo com o tipo
de substrato que transportam. Os OCTs oligoespecificos sdo um conjunto de
proteinas capazes de facilitar o transporte de um substrato especifico e seus
analogos atuando principalmente na transferéncia de neurotransmissores,
vitamina B1 e no transporte vesicular e citoplasmatico da colina, que € utilizada no
SNC como precursor do neurotransmissor acetilcolina. Os OCTs poliespecificos
sdo capazes de transportar cations com diferentes configuracdes estruturais e
quimicas (ROTH; OBAIDAT; HAGENBUCH, 2012; SANCHEZ-COVARRUBIAS et
al., 2014)

Esse sistema de transportadores pode ainda ser dependente do gradiente
de prétons (H") presente nas células e sdo denominados OCTN1-2 (em humanos)
Octn1-3 (em roedores). Os transportadores independentes de H* (OCT/Oct1-3)
tém se mostrado responsaveis pelo influxo de substratos para o meio intracelular,
enquanto que aqueles dependentes de um gradiente eletroquimico (OCTN1-
2/0ctnl1-3) regulam o efluxo de véarias substancias catibnicas para o meio
extracelular (JONG et al., 2011)

No SNC o OCT/Octl-3 tem sua expressdo majoritaria nha membrana
basolateral das células do endotélio vascular cerebral e do plexo coridide e atuam
regulando a penetracdo e distribuicdo de farmacos como a lamotrigina no tecido
cerebral. Além disso, estudos realizados in vitro utilizando células do endotélio
vascular cerebral de ratos (linhagem celular TR-BBB13) evidenciou o papel de um
transportador organico de cations na captacéo cerebral de oxicodona (OKURA et
al., 2008).

Somente duas isoformas de OCTN foram identificadas em humanos,
OCTN1 e OCTNZ2, enquanto que em roedores foram identificadas a expresséo de
3 isoformas distintas, sendo Octnl o principal transportador expresso na medula
espinhal, no plexo coridide, no hipocampo, no cértex e no cerebelo de roedores.
Seus principais substratos exdgenos identificados sdo quinidina, nicotina,
cimetidina e clonidina (TAMAI et al., 1997, 1998)
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3.4. Delivery de Compostos Farmacologicamente Ativos para o SNC

As doencgas neuroldgicas tém, cada vez mais, se configurado como um
problema de saude publica, uma vez que representam ndo apenas um problema
meédico mas, também um problema social e econémico.

Estima-se que aproximadamente 1,5 bilhdes de pessoas em todo mundo
sofrem com algum tipo de doenca que afeta o SNC, entre elas destacam-se o Mal
de Parkinson, a doenca de Alzheimer, doencas neurovasculares, epilepsia, e
tumores cerebrais, entre outras (PALMER, 2010).

Apesar do exponencial avango da neurociéncia na atualidade, com a
compreensao dos mecanismos patologicos das doencas que acometem o SNC, a
identificacdo de diversos alvos terapéuticos no tecido cerebral e a descoberta de
potenciais compostos farmacologicamente ativos através de ferramentas de
quimica combinatoria e screening computacional, o desempenho farmacocinético
e farmacodinamico de moléculas leads tém sido insatisfatorio devido as limitacdes
impostas pelas barreiras presentes no SNC (LEMAIRE; DESRAYAUD,
2005)(LEMAIRE; DESRAYAUD, 2005).

Dessa forma, uma série de estratégias tém sido estudadas, sendo algumas
utilizadas na clinica, na tentativa de melhorar a penetracdo de compostos no
tecido cerebral e obter resultados satisfatérios no tratamento de doencas do SNC
(LEMAIRE; DESRAYAUD, 2005). A revisdo dessas estratégias ndo faz parte do
escopo desse trabalho, entretanto, as principais delas serdo destacadas a seguir.

As técnicas invasivas foram as primeiras estratégias desenvolvidas para o
delivery cerebral de compostos no SNC. As substancias administradas néo
precisam atravessar as barreiras bioldgicas impostas pelo SNC e podem exercer
seu efeito diretamente no local de acgdo, permitindo uma administragéo
direcionada (STENEHJEM et al., 2009).

Tamargo e colaboradores (2002), utilizando um modelo de epilepsia
induzida por cobalto em ratos, demonstraram que a utilizagdo de um implante
polimérico para liberacdo controlada de fenitoina no cérebro dos animais resultou

em uma significativa reducéo das crises convulsivas, sem o surgimento de efeitos
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toxicos ou alteragcbes comportamentais evidentes. Nesse trabalho os autores
apresentam como vantagens da utilizacdo desses tipos de implantes poliméricos,
o delivery cerebral de substancias que possuem eficacia antiepiléptica
comprovada in vitro porém baixa penetragdo através da BHE ou alta toxicidade
sistémica. Porém, nenhuma estratégia foi mencionado para eliminacdo ou
reposicdo do dispositivo polimérico apds a liberagdo completa do farmaco no
tecido cerebral, o que pode se tornar um grande problema em tratamentos
cronicos de crises convulsivas.

Apesar de parecerem promissores o delivery cerebral direto ou a infusao
continua de substancias no SNC pode causar uma série de efeitos indesejaveis.
Além disso, como necessitam de um procedimento cirdrgico para sua implantacéo,
sao estratégias de alto custo e podem causar alteracdes fisioldgicas na BHE, na
expressdo de transportadores no endotélio da vasculatura cerebral, bem como,
aumentar a suscetibilidade do SNC a infec¢cdes (BARCIA; GALLEGO, 2009; LU et
al., 2014; PATHAN et al., 2009).

Uma vez que o cérebro necessita de uma série de substancias essenciais
para a manutencdo da homeostase como a glicose, lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), insulina e horménios produzidos fora do SNC é possivel realizar
o chamado “delivery mediado por transportadores” através do desenvolvimento de
farmacos capazes de mimetizar uma substancia endoégena que é reconhecido por
proteinas transportadoras expressas na BHE, sendo entdo internalizado.

Esse tipo de estratégia ja tem sido utilizada na clinica com beneficios
consideraveis, por exemplo, para o tratamento do Mal de Parkinson com o
precursor da dopamina, L-Dopa, mediado pelo transportador de aminoacidos
neutros expresso na BHE (DEL AMO; URTTI; YLIPERTTULA, 2008; NGWULUKA
et al., 2010)

Outra maneira de aumentar o delivery cerebral de farmacos € diminuir o
efeito das bombas de efluxo, especialmente a P-gp, nas barreiras do SNC e uma
série de inibidores farmacoldgicos dessas proteinas tem sido estudados com o
objetivo de melhorar a penetracdo de compostos farmacologicamente ativos no
parénquima cerebral (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014).
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A primeira geracdo de compostos capazes de modular os efeitos da P-gp
foram identificados no final da década de 80 (THOMAS; COLEY, 2003), sendo os
principais representantes dessa classe o verapamil, a ciclosporina A e a quinidina
(SANCHEZ-COVARRUBIAS et al.,, 2014; THOMAS; COLEY, 2003). Apesar de
apresentarem bons resultados clinicos, contribuindo com aumentando da
penetracdo de substratos de P-gp no SNC, a dose desses compostos necessaria
para obter efeito € muito alta, resultando em efeitos téxicos e interacdes
farmacocinéticas ndo desejadas no organismo (ENDRES et al., 2006).

Os moduladores de segunda geracdo, como o PSC833 (valspodar), o
dexverapamil e o brircodar (VX-710), s&o inibidores mais potentes dessa bomba
de efluxo, necessitam de menores doses e, portanto sdo menos toxicos para o
organismo (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al.,, 2014). Porém, esses compostos
apresentaram importantes efeitos citotoxicos e interacdes farmacocinéticas
(PALMEIRA et al., 2012).

Coley e colaboradores (COLEY et al., 2000) demonstraram que O
tratamento com 1 nM de valspodar, em tecidos de sarcomas retirado de pacientes,
resultou em um efeito moderado (aproximadamente 20%) no acumulo de
antraciclina, nas amostras positivas para a expressdo de P-gp. Em outro estudo
realizado pelo mesmo grupo de pesquisadores, 0s resultados obtidos com
linhagem celular de epitélio de cancer ovariano que expressam P-gp, 0S
resultados da inibicdo com o valspodar foram semelhantes e em conjunto esses
estudos colaboram para o entendimento do fracasso clinico desse composto
(COLEY et al., 2002).

Os moduladores de P-gp de terceira geracdo sdo moléculas que possuem
uma alta seletividade e poténcia na inibicdo dessa proteina e foram desenvolvidas
utilizando-se principalmente de ferramentas de quimica combinatéria e de relacao
estrutura-atividade (THOMAS; COLEY, 2003). Os principais moduladores de
terceira geracéo, utilizando em ensaios clinicos, incluem o tariquidar (XR576), o
zosuquidar (LY335979) e o laniquidar (R101933), sendo 0 mais promissor deles o
tariquidar que se liga fortemente a P-gp impedindo o funcionamento dessa bomba
de efluxo (PALMEIRA et al., 2012; THOMAS; COLEY, 2003).
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Ao longo dos ultimos anos, a grande maioria das estratégias envolvendo o
desenvolvimento de farmacos para o sistema nervoso central tém se concentrado
em identificar mecanismos que impedem 0S compostos de entrarem no sistema
nervoso central e encontrar alternativas para transp6-los (RONALDSON; DAVIS,
2013). Por exemplo, o desenvolvimento de inibidores de bombas de efluxo ou a
modulacao de vias de sinalizac&o celular que reduzam ou evitem a expressao de
proteinas da familia ABC na BHE (SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014)

Entretanto, recentemente os esforcos estdo sendo direcionados para
identificacdo de substancias que sejam substratos de proteinas de transporte
facilitadoras do influxo através da BHE como os Oatps, Oats e Octs
(RONALDSON; DAVIS, 2013).

O mecanismo de transporte cerebral de uma série de compostos, como
peptideos analgésicos opiodides, substancias para o tratamento de hipdxia
cerebral, opidides analgésicos ndo peptidicos, tém disso explicado através da
utilizacao desses carreadores (HAGENBUCH; MEIER, 2004). Sendo assim, essas
rotas podem ser exploradas, por exemplo, para o desenvolvimento de analogos
capazes de serem reconhecidos pelos transportadores de influxo, melhorando
assim, a farmacoterapia para doencas do SNC, evitando, por exemplo a
necessidade da utilizacdo de inibidores de efluxo, que podem ser toxicos ou
provocar interacdes farmacologicas importantes nos organismos (RONALDSON;
DAVIS, 2013; SANCHEZ-COVARRUBIAS et al., 2014).

3.5. Carreadores Coloidais de Farmacos para Delivery Cerebral

Coloides ou sistemas coloidais sdo misturas que contém particulas em
suspensao com diametro entre 1 e 1000 nanémetros (KREUTER, 2001; LU et al.,
2014). Os principais exemplos de dispersdes coloidais que tém sido estudados
como carreadores de farmacos sdo os lipossomas, nanoparticulas lipidicas
sélidas, os dendrimeros e as nanoparticulas poliméricas (WONG; WU,
BENDAYAN, 2012).
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Devido as propriedades fisico-quimicas, tamanho reduzido e estabilidade
na circulacao sistémica essas formulacfes tém demonstrado, in vitro e in vivo, boa
capacidade de distribuicdo e permeacdo de membranas bioldgicas, incluindo a
BHE, através de mecanismos de endocitose e transocitose (LU et al., 2014).

Estudos pré-clinicos em modelos de tumores cerebrais, encefalopatia
causada pelo virus HIV e Alzheimer demonstraram bons resultados
farmacolégicos quando da utilizacdo de formulagbes do farmaco em sistemas
coloidais como nanoparticulas e lipossomas (BHASKAR et al., 2010; WONG; WU;
BENDAYAN, 2012).

Além disso, o delivery de farmacos para o cérebro pode ser aumentado e
direcionado utilizando-se, por exemplo, a conjugacao dos sistemas coloidais com
substratos de receptores presentes na superficie das células que formam a BHE.
Essa estratégia torna o coldide alvo-especifico, aumentando a concentracdo do
farmaco no sitio de acdo e reduzindo possiveis efeitos téxicos causados pela
distribuicao sistémica do mesmo (GAO; PANG; JIANG, 2013; LU et al., 2014).

Entre as dispersfes coloidais os sistemas lipossomais sao constituidos por
vesiculas lipidicas contendo uma ou mais bicamadas de lipideos. Normalmente
eles possuem um nucleo aquoso, permitindo a encapsulacdo de moléculas
hidrofilicas, enquanto que compostos anfifilicos e farmacos lipofilicos podem estar
solubilizados na parede lipidica (RAMOS-CABRER; CAMPOS, 2013).

Normalmente os lipossomas ndo possuem a habilidade de se manter na
circulacao sistémica por muito tempo, sendo rapidamente eliminados pelo sistema
reticuloendotelial (SRE). No entanto, a utilizacdo de vesiculas menores que 100
nm e o revestimento da superficie com polietilenoglicol (PEG) permitem tornar
essas particulas furtivas ao SER e prolongar seu tempo de circulacdo no
organismo (LINDQVIST et al., 2013).

Uma série de modifica¢cdes na superficie dos lipossomas tem sido estudada
buscando aumentar a distribuicdo cerebral de farmacos encapsulados nesses
sistemas (PARDRIDGE, 1999; SONI et al., 2008; (RAMOS-CABRER; CAMPOS,
2013); (LINDQVIST et al., 2013).

49



Hatakeyama e colaboradores (2004) revestiram a superficie de lipossomas
com transferrina e polietilenoglicol e demonstraram que essas particulas, quando
apresentam tamanho menor que 80 nm, sdo direcionadas para 0 cérebro e
internalizadas via endocitose mediada por receptores de transferrina presentes na
BHE.

Utilizando-se da fisiologia cerebral, que necessita captar glicose da
circulacdo sistémica, Xie e colaboradores (2012) também demonstraram que
lipossomas modificados com glicose foram capazes de ser internalizados pelo
cérebro via receptores do tipo GLUT.

Lindqvist e colaboradores (2013) decoraram a superficie de lipossomas
peguilados com glutationa (GSH), um peptideo capaz de ser reconhecido e
internalizado na BHE através de um transportador especifico, e demonstraram um
aumento significativo na penetracdo do peptideo opidide DAMNGO no cérebro de
ratos.

As nanoparticulas lipidicas soélidas (NLS) sdo outro tipo de particula,
desenvolvidas a partir da década de 90, que podem ser utilizadas como
alternativas para o delivery cerebral de farmacos (LU et al., 2014). Normalmente
as NLS possuem tamanho entre 10 e 1000 nm, sdo esféricas e formadas por uma
matriz polimérica estabilizada com surfactantes.

Uma série de estudos tem demonstrado a eficiéncia dessas particulas no
delivery cerebral de compostos como a doxorubicina (JAIN et al., 2010) , o
docetaxel (VENISHETTY et al., 2013), a quercetina (DHAWAN; KAPIL; SINGH,
2011), o atazanavir (CHATTOPADHYAY et al., 2008) e a quinina (GUPTA; JAIN;
JAIN, 2007). Por serem biodegradaveis e biocompativeis as NLSs apresentam
baixa toxicidade e sdo passiveis de serem produzidas em larga escala, sendo,
portanto, um promissor sistema carreador de farmacos para o SNC (HUANG et al.,
2008).
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3.5.1 Nanoparticulas Poliméricas e Sua Potencial Aplicacdo no Delivery
Cerebral de Farmacos

Nanoparticulas poliméricas (NP) séo dispersdes coloidais aquosas que tem
sido exaustivamente estudados como carreadores de farmacos para diversos
sistemas do organismo (BHASKAR et al., 2010). Sdo constituidos de um polimero
biodegradavel e biocompativel, normalmente poli(etileno) (PE), poli(alcool vinilico)
(PVA), poli(acrilamidas), poli(s-caprolactona) (PCL), poli(L-acido lactico-co-acido
glicdlico) (PLGA), entre outros (VENTURINI et al., 2011). Dependendo do
processo de preparacdo e matérias-primas utilizadas as NP sao divididas em dois
tipos principais (Figura 7):

a) Nanoesferas: S&o sistemas monoliticos matriciais onde o farmaco
encontra-se homogeneamente solubilizado (ou disperso) no interior de uma matriz
polimérica, ndo possuindo um nucleo diferenciado (VENTURINI et al., 2011;
WONG; WU; BENDAYAN, 2012).

b) Nanocapsulas: Sao sistemas do tipo reservatério, com a presenca de um
ndcleo, que pode ser liquido ou sélido, delimitado por uma parede polimérica que
o isola do meio externo (VENTURINI et al., 2011; WONG; WU; BENDAYAN,
2012).

Os farmacos carreados por NPs podem ser incorporados na forma de
solucéo ou dispersos no nucleo lipidico da particula ou ainda, estar adsorvido ou
guimicamente ligado a parede polimérica (KUMARI; YADAV; YADAYV, 2010).

Véarios métodos sdo descritos na literatura para o0 preparo de
nanoparticulas, entre os quais se destaca o método de deposicao interfacial do
polimero pré-formado proposto inicialmente por Fessi e colaboradores (1989).
Utilizando um solvente orgéanico, normalmente acetona, o polimero biodegradavel,
um tensoativo lipofilico (ex: monoestearato de sorbitana), o componente oleoso
como triglicerideos de cadeia média (quando for de interesse o preparo de
nanocapsulas), e o farmaco sdo solubilizados. Essa fase orgéanica é injetada, sob

agitacdo, em uma fase aquosa que contém um tensoativo hidrofilico, geralmente
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polissorbato 80 (Tween-80), ocorrendo entdo a difusdo da fase organica na fase

aguosa obtendo-se, de forma espontanea, as NPs.

Farmaco

@ disperso no
nucleo lipidico

el T
Nanocapsulas

Farmaco adsorvido
Farmaco Diferentes Métodos na superficie
+ — de Preparode polimérica
Polimero Nanoparticulas

\ / Farmaco disperso
,sl’

no nucleo

\\
Nanoesferas

Farmaco adsorvido
na superficie

Figura 7. Tipos de nanoparticulas poliméricas. De acordo com a organizacéo estrutural as
NPs sao classificadas em nanocépsulas e nanoesferas e possuem semelhangcas na
distribuicdo do farmaco (Adaptado de Kumari et al. 2010)

Esse método de obtencdo de NPs apresenta uma série de vantagens como
simplicidade, eficiéncia e reprodutibilidade, obtendo-se particulas com tamanho
médio entre 100 e 500 nm que apresentam elevada capacidade de encapsulacao
de farmacos (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007; JAGER et al., 2007,
SCHAFFAZICK et al., 2003; VENTURINI et al., 2011). A eficiéncia na obtencao de
NPs com populagdo homogénea e de tamanho nanométrico € dependente de uma
série de fatores como concentracdo do polimero, do tenso ativo e do 6leo, bem
como a velocidade da difuséo da fase orgéanica na fase aquosa (VENTURINI et al.,
2011).
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A estabilidade fisica dos sistemas nanoparticulados é determinada,
principalmente, por propriedades fisico-quimicas como o tamanho da particula e a
distribuicdo das diferentes populagées na formulacdo. Além disso, o potencial
zeta, reflexo do potencial de superficie dessas particulas, € outro parametro
importante para avaliar a estabilidade fisica das suspensbes e também a
efetividade do revestimento da superficie das NPs. Valores de potencial zeta
elevados, em modulo, indicam formulagbes mais estaveis, pois havera repulséo
entre as particulas prevenindo agregacdo e precipitacdo (GUTERRES; ALVES;
POHLMANN, 2007; SCHAFFAZICK et al., 2003). O pH das formulacées também
deve ser avaliado, visto que alteragcbes em seus valores podem ser indicativos de
degradacdo do polimero ou de outros componentes da formulacdo ou ainda
indicar contaminacgéao microbiolégica (GUTERRES; ALVES; POHLMANN, 2007).

A utilizacdo de polissorbato-80 na formulacdo confere as NPs um
revestimento hidrofilico, que permite as mesmas permanecer por mais tempo na
circulacdo sistémica, pois ndo sdo reconhecidas pelo sistema fagocitario
mononuclear (SFM) tornando-se, portanto, particulas furtivas. Além disso, a
utilizacado do Tween-80 tem sido descrita como facilitadora da penetracéo cerebral
das nanoparticulas através da BHE, por inibir transportadores de efluxo presentes
no endotélio vascular do cérebro ou promover o afrouxamento tempordrio das
zbnulas de oclusdo (PATEL et al., 2012).

O mecanismo pelo qual as NPs promovem o delivery cerebral de
substancias ainda ndo esta completamente esclarecido. Entretanto, de acordo
com as propriedades fisico-quimicas do carreador e a natureza das células alvo,
sdo propostas duas principais vias de internalizacdo: a via fagocitica e a
endocitose mediada por proteinas presentes na membrana celular como
caveolinas e clatrinas (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).

Uma das principais dificuldades na identificagdo dos mecanismos pelos
quais as NPs aumentam a penetracdo cerebral de substancias estd na
complexidade dos sistemas biologicos e na auséncia de modelos in vitro capazes
de reproduzirem as condi¢fes fisiologicas necesséarias para a internalizagdo de
NPs (HILLAIREAU; COUVREUR, 2009).
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3.6. Microdialise como Ferramenta para Avaliacdo do Delivery Cerebral e
Sistemas Coloidais

Uma técnica que tem se tornado cada vez mais importante no estudo de
liberacdo e transporte de nanoparticulas para o tecido cerebral € a microdialise
(MD). A MD cerebral consiste na avaliacdo da concentracéao livre tecidual de
farmacos no parénquima cerebral (LINDQVIST et al., 2013). Através da
implantacdo de uma sonda em uma regido especifica do cérebro e a constante
perfusdo dessa sonda com um fluido que simula o liquido cerebral ha a criagdo de
um gradiente de concentracdo que permite a difusdo e a coleta, no dialisado, do
farmaco livre que atingiu o tecido cerebral (HAMMARLUND-UDENAES, 2000); De
(LANGE, 2013).

Sendo assim, a avaliacdo e comparacdo, utilizando a técnica de
microdialise, da concentracdo cerebral de farmacos livres e nanoencapsulados
tem se mostrado uma ferramenta importante para o0 entendimento dos
mecanismos de distribuicdo de NPs no cérebro e oferece vantagens, por exemplo,
em relacdo a técnica de homogeneizado de tecido, uma vez que permite a
determinacdo das concentracdes livres teciduais no sitio de acdo do farmaco,
permitindo o planejamento de novas estratégias de delivery cerebral de compostos
utiizando esses carreadores coloidais (HAMMARLUND-UDENAES, 2000;
LINDQVIST et al., 2013).

Utilizando a técnica de microdialise cerebral Freddo e colaboradores (2009)
investigaram a farmacocinética cerebral do acido valpréico incorporado em
nanocapsulas revestidas com quitosana e obtiveram um aumento de 5 vezes no
fator de penetracdo cerebral em relacdo ao farmaco livre. Lindgvist e
colaboradores (2013) demonstraram aumento e prolongamento do efeito
antinociceptivo do peptideo DAMGO presente em lipossomas peguilados e
conjugados com glutationa, além de um incremento significativo na penetragéo
cerebral desse composto determinado através de microdidlise cerebral.

Bommana e coladoradores (2012) investigaram a captagdo cerebral de
FITC- dextran (FD4) encapsulado em nanoparticulas poliméricas recobertas com

anticorpos (CD-71 /OX-26) methoxy-poly(etilenoglicol)-poli(acido latico) (Met-PEG-
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PLA) e maleimina-poli(etilenoglicol)-poli(acido latico) (Mal-PEG-PLA) através de
microdialise cerebral em ratos da linhagem Sprague Dawle. Os resultados
demonstraram que a utilizagdo das nanoparticulas imunopeguiladas foi capaz de
aumentar e manter a captacdo do composto FD4, por pelo menos 3 dias, em
relacdo aos animais que receberam FD4 nao encapsulado.

A microdialise cerebral também pode ser utilizada também para investigar o
efeito da modulacdo de proteinas transportadoras (influxo e efluxo) expressas na
BHE. Objetivando avaliar o papel da glicoproteina-P no efluxo de farmacos
anticonvulsivantes, Postchka e colaboradores (2002) utilizaram MD cerebral em
camundongos e avaliaram os niveis cerebrais de fenobarbital, lamotrigina e
felbamato, administrados em um regime de monoterapia, na auséncia e na
presenca do verapamil, um inibidor ndo seletivo da P-gp. Os resultados obtidos
evidenciaram que houve um aumento da concentracao livre dos trés farmacos no
SNC quando associados com verapamil indicando o papel de efluxo da P-gp para
os trés compostos investigados.

3.7. Quetiapina

A gquetiapina (QTP) € um farmaco antipsicético atipico de segunda geracéo,
pertencente a classe dos derivados da dibenzotiazepina (ANDERSON;
SARSFIELD; HADDAD, 2009; BELAL et al., 2008), utilizado para o tratamento da
esquizofrenia (sintomas positivos e negativos), episddios agudos de mania e
também episodios depressivos associados com o transtorno bipolar (BAKKEN et
al., 2009). Além disso, a QTP tem sido indicada, ainda que off-label, para o
tratamento de transtorno obsessivo-compulsivo, autismo, sindrome das pernas
inquietas, stress pés traumatico e alguns transtornos do sono (CHA et al., 2013).

A QTP é um composto antagonista de receptores de serotonina, dopamina,
histamina e receptores adrenérgicos e, apesar de seu exato mecanismo de acao
ainda ndo estar completamente elucidado, sabe-se que a ocupacdo e rapida

dissociacdo desse farmaco nos receptores dopaminérgicos pos-sinapticos é
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suficiente para exercer o efeito antipsicético, sem causar efeitos extrapiramidais
ou hiperprolactinemia (VAN OS; KAPUR, 2009).

A investigacdo da farmacocinética clinica da quetiapina foi realizada por
DeVane e Nemeroff (DEVANE; NEMEROFF, 2001) em individuos sadios e em
pacientes esquizofrénicos. Apos administracdo oral o farmaco € rapidamente
absorvido alcangcando um pico de concentragdo plasmatica (Cnax) entre 1 e 2 h.
Apresenta ligagdo a proteinas plasméticas de aproximadamente 83% e estudos
realizados em doses Unicas e multiplas evidenciaram que a QTP apresenta
farmacocinética linear na faixa terapéutica de 25 a 375 mg duas vezes ao dia,
apresentando meia-vida de eliminagdo variando entre 5 e 7 h. O principal
mecanismo de eliminacdo da QTP é via metabolismo hepatico, principalmente
através da acdo enzimatica do CYP3A4, sendo que menos de 1% do farmaco é
excretado de forma inalterada na urina.

Existe na literatura uma série de estudos de investigacdo farmacodinamica
da QTP em modelos animais (CHA et al., 2013; GUAN; DAI; ZHU, 2000; XU et al.,
2006) utilizando diferentes doses (2.5 — 100 mg.kg™) e vias de administracéo
(intravenosa, oral e intraperitoneal). Entretanto, durante o desenvolvimento e
escrita dessa dissertagdo, ndo foram encontrados trabalhos que avaliaram a
farmacocinética da quetiapina em roedores.

Para a escolha do farmaco modelo para o presente trabalho foi realizado
um levantamento das principais propriedades fisico-quimicas e farmacocinéticas
de uma série de compostos de a¢do no SNC.

A partir de um trabalho publicado por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA
et al., 2012), que descreveu o mecanismo de distribuicdo de farmacos na pseudo-
fases das nanocapsulas poliméricas de nucleo lipidico (LNC) através de um
algoritmo, era desejavel que o farmaco modelo apresenta-se um coeficiente de
particdo (log D;4) superior a 1.5, o que possibilitaria a obtencdo de uma
formulagdo de LNC com o farmaco disperso principalmente no nucleo oleoso do
carreador polimérico.

Segundo o algoritmo proposto nesse trabalho, quanto mais lipofilico fosse o

farmaco maior seria sua eficiéncia de encapsulacdo e distribuicdo no ndcleo da
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particula. Entretanto, a utilizacdo da técnica de microdidlise para compostos
altamente lipofilicos apresenta problemas de baixa recuperacgéo relativa ou ligacao
inespecifica do farmaco a tubulacdo da sonda (ARAUJO et al., 2008; WHITAKER,;
LUNTE, 2010). Além disso, existe uma capacidade maxima de encapsulacédo do
farmaco na nanoparticula, ndo sendo possivel obter formulacbes com alta
concentracdo do fdrmaco. Dessa maneira, era necessario que o composto modelo
desse estudo fosse passivel de ser administrado através da via endovenosa em
uma dose relativamente baixa, respeitando dessa forma o volume maximo
permitido para administracdo através da veia caudal em ratos. Outro ponto
importante era o de que o farmaco deveria ser passivel de ser quantificado atravées
de cromatografia liquida de alta eficiéncia na regido do ultravioleta ou através da
utilizacdo de um detector de fluorescéncia. Assim, o farmaco que melhor atendeu
a todos os critérios estabelecidos foi a QTP, sendo entdo selecionada como
farmaco modelo para essa investigagao.

Nesse contexto, a proposta geral dessa dissertacao foi investigar de que
maneira a nanoencapsulacdo modula a farmacocinética plasmética e a
distribuicdo cerebral do farmaco modelo QTP na auséncia e na presenca de um
inibidor de transportador através da BHE, ampliando assim, o entendimento do

papel das nanoparticulas no delivery cerebral de farmacos.
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4. DISCUSSAO GERAL



O tratamento sistémico de doencas que acometem o sistema nervoso central tais
como o Alzheimer, Parkinson, esquizofrenia, tumores cerebrais e epilepsia, entre
outras, ainda hoje é um desafio para a industria farmacéutica, mesmo com o
avanco da neurociéncia na atualidade.

A BHE e a BHL restringem a passagem de farmacos administrados
sistemicamente principalmente devido a presenca de zénulas de oclusédo e a alta
condutividade elétrica do endotélio, que restringem o transporte paracelular e a
expressdo de mecanismos de transporte de influxo e de efluxo que regulam o
transporte transcellular de substancias enddgenas e exdgenas.

A utilizacdo de nanoparticulas poliméricas como sistemas carreadores de
farmacos para o SNC vem sendo intensamente investigada nas ultimas décadas e
tém se demonstrado efetivas no direcionamento de farmacos para o cérebro. Além
disso, esse tipo de particula apresenta como vantagens a utilizacdo de polimeros
biocompativeis e biodegradaveis que contribuem ainda mais para uma aplicacao
clinica desses nanocarreadores.

Apesar de promissores, as alteracdes farmacocinéticas relacionadas a
nanoencapsulagcdo e as interagbes desses nanocarreadores com as barreiras
fisiologicas do SNC ainda sdo pouco conhecidas. Nesse contexto, este trabalho
pretendeu investigar, através da utilizacdo de um nanocarreador polimérico de
nacleo lipidico (LNC), as alteracbes da farmacocinética plasmatica e da
distribuicdo cerebral de um farmaco modelo com ag&o no sistema nervoso central,
a QTP, permitindo assim um maior entendimento do papel desses transportadores

no delivery cerebral de farmacos.
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A escolha da QTP como farmaco modelo para esse trabalho levou em
consideracao caracteristicas fisico-quimicas da molécula, como o LogD, buscando
aumentar a eficiéncia de encapsulagéo e a distribuicdo do composto no nucleo da
particula. Outra caracteristica importante para a escolha do farmaco foi a
possibilidade de ser quantificado através de cromatografia liquida na regido do
UV/Vis. Além disso, parametros farmacocinéticos e farmacodindmicos da molécula
foram considerados como moderada ligacéo as proteinas plasmaticas, eficacia em
animais em baixas doses e tempo de meia-vida curto, permitindo assim a
utilizac@o da técnica de microdialise cerebral nos experimentos.

Escolhe-se a utilizagdo da microdialise cerebral como ferramenta para este
trabalho, pois essa técnica permite a determinacdo de concentracdes livres de
compostos em diferentes regides do organismo, possibilitando um melhor
entendimento das diferencas de permeacao tecidual do farmaco administrado em
solucdo quando comparado com o farmaco administrado nanoencapsulado.

Buscando atingir o objetivo geral deste trabalho, inicialmente foram
preparadas nanocdpsulas de poli(e-caprolactona) com um nucleo lipidico

composto por triglicerideos de cadeia média (caprico e caprilico) e monoestearato
de sorbitano contendo QTP na concentracdo de 1 mg/mL (QLNC), através do
método de deposicéo interfacial do polimero pré-formado (Capitulos 1 e 4).

A caracterizagdo fisico-quimica das nanocapsulas foi realizada através da
determinacdo do tamanho das particulas e do indice de polidisperséo utilizando as
técnicas de difracdo de laser, espalhamento dindmico de luz e da andlise do

monitoramento das nanoparticulas (NTA). Em todas as técnicas utilizadas a
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formulagcédo de nanocdpsulas apresentou tamanho nanomeétrico médio de 190 nm.
O baixo indicie de polidisperséo obtido (Pl < 0.2) indica que a distribuicdo do
tamanho das particulas foi homogénea, com auséncia de particulas de tamanho
microscoépico (Capitulo 1).

O potencial zeta da formulagéo, medido através da mobilidade eletroforética

das particulas, apresentou valores negativos em torno de -8 mV, principalmente
devido a presenca do polimero poli(e-caprolactona) que compde a parede da

nanocapsula. Esse valor é considerado adequado e contribui, através do
fendmeno de repulséo eletrostética, com a manutencgéo da estabilidade do sistema
coloidal evitando fendmenos de coalescéncia ou cremagem das nanoestruturas. O
valor de pH das formulacfes situou-se em torno de 6,8 avaliado logo ap6s o
preparo e era esperado considerando as matérias primas utilizadas e o método de
preparacao empregado. Nao houve mudancas consideraveis no pH da formulacao
medido 10 dias depois do preparo. A andlise morfolégica através de microscopia
eletrbnica de transmissdo evidenciou a presenca de nanocdpsulas esféricas e
homogéneas e a auséncia de aglomerados nas formulacbes em todos os
aumentos investigados (Capitulo4).

Para quantificacdo da QTP nas LNC foi desenvolvido um método por
LC/UV, que foi validado de acordo com as normas da ANVISA e do ICH e
demonstrou-se especifico, linear, preciso e exato, permitindo a sua aplicacdo na
quantificacdo da QTP associada as nanocépsulas (Capitulo 1).

A aplicacado de um algoritmo proposto por Oliveira e colaboradores (2012)

demonstrou que a distribuicdo da QTP na LNC é do tipo lll, sendo que uma
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grande parte do farmaco encontra-se disperso no nucleo e na parede polimérica
da particula e o restante (cerca de 2% no caso da QTP) encontra-se em solugéo
(Capitulo 1).

O teor da formulacdo QLNC foi de aproximadamente 98%, sendo muito
proximo das concentragdes teoricas. Além disso, a alta eficiéncia de encapsulagao
encontrada (~95%) indica elevada capacidade de encapsulacdo da QTP e
corroboram os dados obtidos na aplicagédo do algoritmo (Capitulo 1).

Diante dos resultados da caracterizacdo da formulagédo de QLNC a mesma
foi considerada adequada para os estudos em animais.

Um método bioanalitico foi desenvolvido em LC/UV e validado, de acordo
com as normas do FDA, para quantificacdo da QTP em amostras de plasma e
tecido hepatico e cerebral de ratos. A QTP foi extraida das amostras bioldgicas
utilizando-se acetato de etila e o padrao interno utilizado foi a clozapina devido a
similaridade fisico-quimica e estrutural com a QTP. Os resultados da validacéo
indicaram que o método foi linear, preciso, exato, com boa taxa de recuperacao do
farmaco e sensibilidade adequada para os estudos proposto (Capitulo 2).

Também foi desenvolvido e validado por LC/UV um método bioanalitico
para a quantificacdo da QTP em amostras de microdialisado cerebral e plasmatico
que apresentou desempenho de acordo com o preconizado pelo guia do FDA.
(Capitulo 3).

Apés validagdo o método foi utilizado para a calibracdo in vitro (através das
técnicas de dialise e retrodialise) e in vivo(através da técnica de retrodidlise)das
sondas de microdialise cerebral (CMA-12) e microdialise plasmatica (CMA-20)

utilizadas nesse trabalho. Apesar de a QTP apresentar um grau de lipofilia
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moderado, 0 que muitas vezes pode ser um fator limitante para estudos de
microdialise devido a ligacdo do farmaco a tubulacdo do sistema, esse problema
ndo ocorreu para QTP. Os dois métodos de recuperacao utilizados na calibracéo
das sondas ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas em todas
as condic¢des investigadas. Além disso, ndo houve dependéncia da concentracdo
de QTP na recuperacao relativa tanto para a sonda cerebral (CMA-12) quanto
para a sonda plasmatica (CMA-20). O fluxo de trabalho escolhido foi de 1.5 pL/min
para a microdidlise cerebral e 2.0 uL/min para a microdidlise plasmatica, por
apresentarem uma boa taxa de recuperacao e permitirem coletas de amostras em
intervalos de 30 min com volumes suficientes para a quantificagéo por LC/UV.

A calibracdo das sondas foi realizada também in vivo pela técnica de
retrodialise e o valor obtido foi utilizado para calcular o valor real das
concentracoes livres atingidas no tecido cerebral e no plasma, multiplicando-se os
valores de concentracdo tecidual pela taxa de recuperacdo média in vivo, apos
administracdo do farmaco em solugdo ou suspensdo de nanocapsulas. A
recuperacao relativa para a sonda cerebral foi de 22.9 £+ 4.9 % e para a sonda
utilizada para amostragem de concentracdo livre plasmatica foi de 37.5 £ 4.3%
(Capitulos 3 e 4, respectivamente).

Também foi determinado in vitro o coeficiente de particdo da QTP nos
eritrocitos para o farmaco em solucdo (FQ) e para o farmaco nanoencapsulado
(QLNC). Os valores obtidos foram semelhantes (FQ: 1.29 + 0.19 e QLNC:1.43 +
0.39) e maiores do que 1 indicando que a QTP possui boa capacidade de
penetracdo nos eritrocitos e que a encapsulacdo em LNC né&o altera essa

penetracdo (Capitulo 4).
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A ligacdo as proteinas plasmaticas também foi investigada in vitro e foi
concentracdo-independente com valor médio de 72% (Capitulo 3).

De posse dos métodos analiticos e apoOs calibragdo das sondas de
microdialise foi possivel avaliar e comparar a farmacocinética plasmatica, a fracao
livre no plasma e a distribuicdo cerebral da QTP em roedores apds administracao
intravenosa (i.v. bolus) do farmaco livre (FQ) ou nanoencapsulado (QLNC) na
presenca e na auséncia de probenecida, um conhecido inibidor de transportadores
na BHE (Capitulo 4).

A avaliacdo da farmacocinética plasmatica e da distribuicdo cerebral da
QTP foram realizadas no mesmo animal 48 h apds procedimento cirargico para
implantacdo de um cateter na veia jugular direita e de uma guia de sonda no
hipocampo. O periodo de 48 horas ap6s a implantacdo da sonda tem sido descrito
na literatura como um periodo adequado para recuperacdo da integridade do
tecido cerebral e restabelecimento da BHE, que pode ter sido danificada durante a
implantacdo da sonda (BOSTROM et al., 2006; LANGE, 2013). Os parametros
farmacocinéticos plasméticos e teciduais foram calculados através de anélise néo-
compartimental dos dados.

QTP em solugéo foi administrada i.v. bolus na dose de 5 mg/kg para o
grupo FQ-5 e na dose de 10 mg/kg para os grupo FQ-10, PBFQ-10 e FFQ-10
através da veia caudal lateral. Enquanto que o farmaco nanoencapsulado foi
administrado na dose de 5 mg/kg para os grupos QLNC-5; PBQLNC-5 e FQLNC-5
utilizando o mesmo sitio de administragcdo. Os grupos de animais PBFQ-10 e

PBQLNC-5 receberam, 30 min antes da administracdo da respectiva formulacao
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de QTP, uma dose de 30 mg/kg de probenecida administrada pela veia lateral
caudal distinta da que seria utilizada para a administracéo da QTP.

N&o foram encontradas diferencas nos parametros farmacocinéticos: tempo
de meia-vida, razdo AUC,../Dose e clearance para os grupos de animais que
receberam QTP em solucdo nas doses de 5 mg/kg e 10 mg/kg indicando que o
farmaco apresenta farmacocinética linear na faixa de dose investigada nesse
trabalho.

Andlise ndo-compartimental dos dados de plasma mostrou que houve
diminuicao significativa do clearance total apés a administracdo de QLNC-5 e essa
diminuicao se refletiu em um significativo aumento da exposi¢cdo do organismo ao
farmaco, evidenciado pelo aumento da area sob a curva (ASC) no grupo QLNC-5
comparado com o grupo FQ-5. Alteragdes significativas no volume de distribuicdo
(Vdss) ndo foram evidenciadas. Quando a QTP em solugéo foi co-administrada
com a probenecida (Grupo PBFQ-10) houve uma significativa reducdo do
clearance total do farmaco, aumentando a exposi¢cao plasmatica em comparacao
com o grupo FQ-5. Entretanto, no grupo de animais que recebeu QLNC a
probenecida ndo foi capaz de promover nenhuma alteracdo significativa nos
parametros farmacocinéticos plasmaticos analisadas.

Um aumento da exposicdo hepatica a QTP foi observado, em
homogeneizado de tecido ap0s a administracdo da QLNC-5 (Capitulo 2),
provavelmente devido a uma redugcdo no metabolismo do farmaco que encontra-
se impedido de interagir com enzimas do complexo citocromo P-450 , principal via

de eliminacdo da QTP, devido a nanoencapsulacao.
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Maior penetracdo cerebral de QTP quando encapsulada na LNC também
foi observada quando homogeneizados de cérebro foram analisados. Houve um
aumento da exposicéo cerebral a QTP, provavelmente devido ao aumento na area
sob a curva plasmatica no grupo de animais que receberam QLNC, indicando a
capacidade de vetorizagcdo do farmaco nanoencapsulado para o cérebro.

A andlise ndo-compartimental dos perfis livres cerebrais de QTP obtidos por
microdialise ndo mostrou diferencas significativas na meia-vida e na érea sob a
curva de concenetracado-tempo cerebral quando FQ-5 e QLNC-5 foram
comparados.

O fator de penetracdo tecidual, calculado através da razdo de
ASCiivre,cérebro/ ASCiivre,plasma, 0btido para QTP administrada em solucéo (FQ-5) foi
de aproximadamente 1.6 indicando que existem transportadores de influxo
envolvidos na penetracdo cerebral da QTP através da BHE. Porém, quando o
farmaco foi administrado nas LNC ele n&o estava disponivel para interagir com
esses transportadores, determinando-se um fator de penetracao cerebral de 0.88
+0.21.

A administracdo concomitante de probenecida reduziu a exposicdo do
cérebro a QTP livre, levando a reducédo do fator de penetracdo cerebral para valor
proximo a 1 (0.94 £ 0.15), comprovando que quando os transportadores de influxo,
sensiveis a probenecida, na BHE estdo inibidos o principal mecanismo de
penetracdo cerebral do farmaco € a difuséo.

Novamente a administracdo de probenecida concomitante com farmaco
nanoencapsulado (QLNC-5) nado evidenciou alteracbes significativas nos

parametros farmacocinéticos cerebrais, nem no fator de penetracéo, reforcando a
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hip6tese de que a nanoencapsulacdo em LNC tipo Il protege o farmaco no
plasma e transporta 0 mesmo para o parénquima cerebral.

Além disso, a avaliacdo da fracdo livre plasmatica in vivo apos
administracéo das LNCs (grupo FQLNC) foi menor, logo apés a administracdo das
nanocapsulas, quando comparado com o farmaco em solucdo (grupo FFQ) e
aumentou gradativamente com o passar do tempo até 3 h, quando atingiu valor
semelhante do grupo FFQ. Esse resultado evidencia que as LNCs tipo Il circular
na corrente sanguinea carregando a QTP nanoencapsulada, que fica indisponivel
para interagir com as proteinas plasméticas, liberando o farmaco de modo
sustentando por até 3 h apds administragcao intravenosa.

Assim, o conjunto de resultados aqui apresentados evidencia que as LNC
tipo 11l sdo promissoras para o delivery de farmacos para o cérebro uma vez que
tem a capacidade de modular a farmacocinética plasmatica e carrear o farmaco
através da BHE, além de proteger o farmaco do metabolismo e da acédo de
transportadores, o que pode ser de grande valia para farmacos que possuem

elevado efeito de efluxo mediado, por exemplo, pela P-gp.
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5. CONCLUSOES



Os métodos bioanaliticos desenvolvidos em LC/UV e validados para
determinacao da QTP em amostras biologicas de plasma, tecido cerebral e
hepatico, microdialisado cerebral, microdialisado plasmatico e também o
método analitico desenvolvido para quantificacdo do farmaco na formulacao
de nanocapsulas demonstraram performance de acordo com o preconizado
pelos guias de validacéo nacional e internacionais e foram adequados para

as investigacoes propostas nesse trabalho;

A formulacdo QLNC apresentou tamanho de particula reduzido, distribuicéo
homogénea, baixo indicie de polidispersdo, potencial zeta negativo e pH
levemente &cido. A andlise morfolégica através de MET evidenciou
particulas esféricas e auséncia de agregados. O teor da formulacdo foi
muito préximo do valor nominal com elevada eficiéncia de encapsulacao e
distribuicdo principalmente no nucleo e paredes da nanocapsulas (LNC tipo

[ll) indicando serem adequadas para os objetivos do trabalho;

Os perfis de concentragdo plasmética versus tempo obtidos apos
administracao intravenosa de QTP em solucéo (dose 5 mg/kg ou 10 mg/kg)
ou nanoencapsulada (QLNC - 5 mg/kg) demonstraram que o carreador
utilizado foi capaz de proteger o farmaco na circulagdo sistémica, com

reducdo do clearance plasmatico total;

194



A utilizacdo da probenecida como inibidor de transportadores de membrana
na dose de 30 mg/kg i.v. bolus foi capaz de alterar a farmacocinética
plasmatica da QTP levando a reducdo do clearance e aumento da
exposicao sistémica. Entretanto, ndo foram evidenciadas diferencas
significativas quando a probenecida foi administrada concomitantemente

com o farmaco nanoencapsulado;

A fracdo de QTP ligada as proteinas plasmaticas é de 72 + 2% sendo a
ligacdo concentracdo independente na faixa investigada (0.025 — 3.0

ug/mL);

O coeficiente de particdo nos eritrocitos avaliado in vitro foi similar e maior
que 1 para ambas as formulacdes investigadas (QLNC e FQ), indicando
que a QTP possui boa penetragdo nos eritrécitos e que a

nanoencapsulacao néo foi capaz de alterar esse coeficiente;

A distribuicdo hepatica e cerebral da QTP, investigada através da técnica
de homogeneizado de tecido, aumentou significativamente quando o
farmaco foi administrado nanoencapsulado (QLNC) em comparagédo com a

administracéo do farmaco livre;
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A penetracdo da QTP através da BHE envolve transportadores de influxo
além do processo de difusdo passiva. Nao foi possivel observar o

envolvimento de transportadores de efluxo nos estudos realizados;

As LNC tipo Ill (QLNC) carrearam a QTP no plasma, promovendo uma
liberacdo do farmaco por até 2 horas apés a administracdo intravenosa da

formulacao;

As LNC tipo Il (QLNC) carrearam a QTP atraves da BHE, protegendo o

farmaco da acédo dos transportadores de influxo.

As LCN tipo Il (QLNC) possuem a capacidade de vetorizacdo do farmaco

para o cérebro e de carrea-lo através da BHE para o parénquima cerebral
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