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Lista de abreviaturas

PAMAM Poli(amidoamina)

PAMPA Modelo de permeabilidade em membrana artificial paralela
SCB Sistema de Classificagao Biofarmacéutica
P-gp Glicoproteina P

FITC Isotiocianato de fluoresceina

IFAs Ingredientes farmacéuticos ativos

TGI Trato gastrointestinal

PB Probucol

NAP Naproxeno

SMV Sinvastatina

BBH Cloridrato de berberina

CHR Crisofanol

Pt Platina

RSV Resveratrol

DOX Doxorrubicina

Peff Permeabilidade Efetiva

MDCK Madin-Darby Canine Kidney



Resumo

DE SOUZA, F. G. Dendrimeros de PAMAM: Uma revisao das metodologias
empregadas na classificagcao biofarmacéutica. 2022. no. 1192-21. Trabalho
de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2022.

Palavras-chave: Propriedades Biofarmacéuticas; Dendrimeros; PAMAM,;
Solubilidade; Permeabilidade

A via oral é a via preferencial de administracdo de medicamentos para a
maioria dos farmacos, cujo sucesso do tratamento esta diretamente
relacionado a absorcado intestinal do composto. Esse processo de absorcéo,
por sua vez, € influenciado por diversos fatores que impactam na
biodisponibilidade do farmaco, que é extremamente dependente da maxima
solubilidade e permeabilidade. No entanto, otimizar esses dois ultimos fatores,
sem modificagdo estrutural quimica, € um desafio. Embora os dendrimeros de
polilamidoamina) (PAMAM) sejam uma estratégia inovadora e promissora
como sistemas de liberacdo de farmacos, existem poucos estudos que
determinam a permeabilidade e solubilidade de conjugados de farmacos e
dendrimeros de PAMAM. Considerando este cenario, este trabalho teve como
objetivo realizar uma revisédo de literatura dos ultimos cinco anos sobre
caracterizagdes biofarmacéuticas de carreadores dendriméricos. Metodologias
in vitro, como o modelo de permeabilidade em membrana artificial paralela
(PAMPA) (modelo ndo baseado em células) e células Caco-2, utilizadas para a
avaliacdo da permeabilidade nos estagios iniciais da descoberta de
medicamentos, provaram ser as metodologias mais promissoras. Como
resultado, discutimos, por exemplo, que através do uso do PAMPA foi possivel
avaliar a maior capacidade de entrega transdérmica de DNA do PAMAM
conjugado com TAT quando comparado ao dendrimero PAMAM néo
modificado com um valor de P<0,05. Apresentamos também a importancia da
escolha dos métodos corretos de caracterizagdo biofarmacéutica, que serao
essenciais para garantir a eficacia e seguranga do medicamento candidato.



Abstract

Keywords: Biopharmaceutical Properties; Dendrimers; PAMAM; Solubility;
Permeability.

The oral route is the preferred way of drug administration for most drugs,
whose treatment success is directly related to the compound intestinal
absorption. This absorption process, in turn, is influenced by several factors
impacting the drug bioavailability, which is extremely dependent on the
maximum solubility and permeability. However, optimizing these last two
factors, without chemical structural modification, is challenging. Although
poly(amidoamine) dendrimers (PAMAM) are an innovative and promising
strategy as drug delivery compounds, there are few studies that determine the
permeability and solubility of PAMAM-drugs derivatives. Considering this
scenario, this paper aimed to carry out a literature review of the last five years
concerning biopharmaceutical characterizations of dendrimer delivery systems.
In vitro methodologies, such as the Parallel artificial membrane permeability
assay (PAMPA) (non-cellular based model) and Caco-2 cells (cellular based
model), used for the permeability evaluation in the early stages of drug
discovery proved to be the most promising methodologies. As a result, we
discussed, for instance, that through the usage of PAMPA it was possible to
evaluate the higher capacity for transdermal delivery of DNA of TAT-
conjugated PAMAM when in comparison with unmodified PAMAM dendrimer
with a P<0.05. We also presented the importance of choosing the correct
methods of biopharmaceutical characterization, which will be essential to
guarantee the efficacy and safety of the drug candidate.



Introducgao

A via oral de administragcdo € a forma preferida de administracdo de
medicamentos devido as suas vantagens, como adesdao do paciente,
conveniéncia e praticidade. A maioria dos medicamentos comercializados esta
disponivel na forma farmacéutica para administracao oral, e 0 sucesso do
tratamento requer a absorg¢do intestinal do farmaco, que depende da
capacidade do farmaco ser liberado no trato gastrointestinal em quantidade
suficiente para que se torne biodisponivel e exerca seu efeito farmacologico. A
biodisponibilidade € uma propriedade biolégica que corresponde a medida da
taxa e extensdo com que o farmaco € absorvido de sua forma farmacéutica e
chega a circulagéo sistémica (SHARGEL et al., 2016; VOLPE, 2010). A
biodisponibilidade oral ocorre quando o farmaco apresenta solubilidade maxima
e permeabilidade maxima no local de absorgcdo, portanto, a quantidade
absorvida do farmaco pode ser prevista com base nas caracteristicas de
solubilidade e permeabilidade em ensaios in vitro (DAHAN; MILLER, 2012;
MARTINEZ; AMIDON, 2002).

A solubilidade do farmaco desempenha um papel fundamental no
controle de sua dissolucdo da forma farmacéutica, e a extensdao da
solubilizacdo do farmaco in vivo, particularmente no intestino delgado, é
determinante para produzir boas estimativas de absorgéo in vivo (AMIDON et
al., 1995; SAVJANI et al., 2012). A solubilidade, portanto, € uma propriedade
extremamente importante a ser considerada no processo de desenvolvimento
de moléculas candidatas a farmacos. As estatisticas mostram que mais de 40%
das novas entidades quimicas desenvolvidas pela industria farmacéutica
apresentam problemas importantes nesse sentido, representando uma grande
preocupagao. Assim, existem varias abordagens para enfrentar esse desafio,
que incluem modificagbes moleculares, design de pro-farmacos, processos
fisicos como solubilizagdo com co-solvente, dispersdes solidas, complexagao
com ciclodextrinas, diminuicdo do tamanho de particula e adsorcao em
carreadores dendriméricos (COLTESCU et al., 2020; MELO et al., 2020;
SAVJANI et al., 2012; KIM et al., 2021). Também é importante destacar que a
permeabilidade € uma propriedade essencial e deve ser considerada no
planejamento de novos compostos. (YOUHANNA; LAUSCHKE, 2021).



Em 1995, Amidon e colaboradores desenvolveram o Sistema de
Classificagdo Biofarmacéutica (SCB) com base no principio de que o controle
da extensdo e da taxa de absorgdo de um medicamento administrado por via
oral depende basicamente de dois aspectos: solubilidade aquosa do
medicamento e permeabilidade intestinal (AMIDON et al., 1995; LENNERNAS,
2007; LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2010). Assim, de acordo com o SCB,
os farmacos podem ser classificados em 4 classes: classe | (alta solubilidade e
alta permeabilidade), classe |l (baixa solubilidade e alta permeabilidade), classe
lIl (alta solubilidade e baixa permeabilidade) e classe IV (baixa solubilidade e
baixa permeabilidade). O SCB tem sido uma importante ferramenta nos
processos de descoberta de medicamentos e desenvolvimento de produtos
farmacéuticos, incluindo ensaios pré-clinicos e clinicos (DAHAN et al., 2010;
LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2010). Consequentemente, a avaliagdo e
determinacao das caracteristicas de solubilidade e permeabilidade, de acordo
com os critérios do SCB, tém sido consideradas etapas fundamentais na
predicdo ou estimativa da biodisponibilidade oral de moléculas candidatas a
novos medicamentos, ou em estudos de pré-formulacdo e desenvolvimento
farmacotécnico, ou mesmo para avaliar os efeitos de diversos excipientes,
como co-solventes ou promotores de absor¢cdo na permeabilidade intestinal
(BABADI et al., 2021; BALIMANE et al., 2006; FAGERHOLM et al., 2021;
LENNERNAS; ABRAHAMSSON, 2010).

A solubilidade de um farmaco pelo SCB é determinada a partir da
dosagem mais alta em um produto de liberacdo imediata. Um farmaco é
considerado altamente soluvel quando a maior dosagem disponivel & soluvel
em volume igual ou inferior a 250 mL de meio aquoso, dentro de uma faixa de
pH de 1,0 a 7,5, caso contrario, o farmaco é considerado pouco soluvel. O
volume de 250 mL foi estimado com base em protocolos tradicionais de
estudos de bioequivaléncia que preconizam a administracdo do medicamento a
voluntarios em jejum com um copo de agua (FDA, 2021; PAPICH; MARTINEZ,
2015).

Junto com a solubilidade, a permeabilidade também é um parametro
fundamental, e ambas determinam a velocidade e a extensao do processo de
absorcao intestinal do farmaco apds sua administracdo oral. O processo de
absor¢gdo do farmaco ocorre principalmente no intestino delgado, mais



particularmente no duodeno e na porgdo proximal do jejuno, por meio de
enterdcitos. Existem varios mecanismos de permeagao envolvidos, tais como:
transporte passivo, que pode ocorrer através de membranas de enterdcitos
(transcelularmente) ou entre enterodcitos (paracelularmente) e transporte ativo,
que ocorre por meio de transportadores. Os transportadores podem estar
presentes na membrana dos enterdcitos, nos lados apicais ou basolateral, e
podem ser transportadores de influxo ou efluxo. Enquanto os transportadores
de influxo s&o responsaveis pela entrada do farmaco na célula, os
transportadores de efluxo mediam o transporte do farmaco na dire¢éo oposta,
ou seja, da membrana basolateral da célula para o seu lado apical, resultando
na secregdo do farmaco. A glicoproteina P (P-gp) € o principal representante
dos transportadores de efluxo de farmacos. A maioria dos farmacos sao
absorvidos por difusdo transcelular passiva (BALIMANE et al., 2006;
O'DRISCOLL; GRIFFIN, 2008; PRETORIUS; BOUIC, 2009).

Atualmente, os métodos mais utilizados para estimar e caracterizar a
permeabilidade de farmacos baseados em modelos animais s&o ex vivo com o
uso de segmentos intestinais isolados; perfuséo intestinal in situ em animais;
perfusao intestinal in vivo em humanos e metodologias in vivo que contemplam
estudos farmacocinéticos em animais ou humanos. Além disso, métodos
alternativos ao uso de animais sao in silico; in vitro ndo celular com uso de
membranas artificiais; culturas celulares in vitro. Um ou uma combinacao
desses modelos tém sido usados rotineiramente para avaliar a permeabilidade
no desenvolvimento de novos farmacos (BALIMANE; CHONG, 2005; BOHETS
et al., 2001; CALDEIRA et al., 2017; FAGERHOLM et al., 2021; FROHLICH;
SALAR-BEHZADI, 2014; GALIPEAU; VERDU, 2016; LI et al., 2018; VOLPE,
2010; YOUHANNA,; LAUSCHKE, 2021).

Com relagdo aos pro-farmacos, eles compreendem moléculas com
pouca ou nenhuma atividade farmacologica, que precisam ser convertidas no
farmaco original por reagdes enzimaticas ou quimicas, ou por uma combinagao
dos dois efeitos para ter atividade bioldgica (GLISZCZYNSKA; SANCHEZ-
LOPEZ, 2021; WALTHER et al., 2017; ZAWILSKA et al., 2013). Desse modo,
essas formas latentes oferecem uma estratégia versatil para otimizar
propriedades farmacéuticas, farmacocinéticas e, indiretamente,

farmacodinamicas, como a eficacia e seguranga de medicamentos candidatos



e aprovados clinicamente (SANCHES; FERREIRA, 2019; WALTHER et al.,
2017) . Dentre as estratégias de sintese, os principais grupos funcionais da
molécula precursora favoraveis a modificagdo sdo os grupos polares e/ou
ionizaveis, como hidroxilas, carboxilas, aminas e grupos fosfato (DI; KERNS,
2016; RAUTIO et al., 2018). O design de proé-farmacos atrai constantemente a
atengdo da industria farmacéutica. Nesse sentido, aproximadamente 10% dos
medicamentos aprovados no mercado sio classificados como pro-farmacos.
Em 2015, por exemplo, a agéncia reguladora Food and Drug Administration
(FDA) aprovou sete pro-farmacos, representando 15% dos compostos
aprovados naquele ano (RAUTIO et al., 2017).

Os dendrimeros, por outro lado, sdo moléculas simétricas de tamanho
nanoscopico, com estrutura bem definida, homogénea e monodispersa,
contendo "bragos" ou “galhos” em forma de arvore (TOMALIA et al., 1985)
(Figura 1). Eles sdo usados para inumeras finalidades, como sensores
quimicos, carreadores de genes e farmacos, incluindo compostos
transdérmicos (ABBASI et al., 2014; KALHAPURE et al., 2015; MITTAL et al.,
2021).

A) B)

. Drug Drug

Figura 1. Representagdo esquematica de: A) farmaco adsorvido no
dendrimero; B) pré-farmaco dendrimérico.

Além disso, a aplicacdo desses nanocompostos para melhorar a
solubilidade de compostos bioativos tem sido amplamente discutida
(FALCONIERI et al., 2017; GUPTA, 2008a; POOJA et al., 2014). Falconieri et



al. (2017) demonstraram, por exemplo, que a solubilidade da curcumina pode
ser bastante melhorada usando o dendrimero de PAMAM - Geragdo G 0.5
(PAMAM GO0.5) como sistema de liberagdo de medicamentos. E importante
mencionar que a curcumina tem sido estudada para inumeras atividades
terapéuticas. No entanto, a solubilidade aquosa representa um grande desafio.
Assim, a complexacdo com PAMAM GO0.5 aumentou a solubilidade em até 150
vezes e houve liberagdo controlada do composto ativo (FALCONIERI et al.,
2017). Além do mais, os dendrimeros tém sido extremamente uteis para
melhorar a permeabilidade de farmacos e/ou compostos bioativos (GHOSH et
al., 2019; KALYANE et al., 2019; SHI et al., 2020).

A sintese de dendrimeros adota principalmente dois métodos: (1)
divergente, onde o dendrimero se desenvolve para fora de um nucleo
multifuncional central, camada por camada, ou (2) convergente, onde o
dendrimero é preparado passo a passo a partir de caracteristicas periféricas
que progridem para dentro (MARIYAM et al., 2017).

Os dendrimeros de poli(amidoamina) (PAMAM) sdo um exemplo da
abordagem sintética divergente, possuem numerosos grupos amina livres na
superficie e um nucleo contendo diamina. Esses compostos variam em muitas
aplicagdes biomédicas devido as suas propriedades fisico-quimicas ajustaveis
(DE ARAUJO et al., 2018; DIAS et al., 2020; FOX et al., 2018; LI, J. et al.,
2018; MARIYAM et al., 2017). Dentre as aplicagbes bioldgicas, destaca-se o
uso como sistema de liberacdo de farmacos (CHAUHAN, 2018; DA SILVA
SANTOS et al., 2016; DIAS et al., 2020).

E importante mencionar que a endocitose e a difusdo passiva parecem
ser 0s principais mecanismos de internalizagdo dos dendrimeros, pois sao uteis
para melhorar o direcionamento de farmacos e a captacgéo celular (RUSSIER et
al.,, 2015). Além disso, ha evidéncias de passagem através de membranas
celulares, como mucosa, epitélio e endotélio, atingindo alvos especificos in
vivo. No entanto, algumas propriedades da molécula precisam ser
consideradas para o processo de absor¢cdo como, por exemplo, tamanho,
geracdo, forma e quimica da superficie (HILLAIRE; COUVREUR, 2009). Ha
relatos na literatura descrevendo a internalizacdo de dendrimeros catidnicos de
PAMAM, que pode ocorrer via endocitose dependente de clatrina e

micropinocitose, ou via mecanismo independente de acordo com o ambiente



biolégico (KITCHENS et al., 2007, 2008; PERUMAL et al., 2008; ZENG et al.,
2012).

Um artigo interessante publicado por Lu et al. (2018) (LU et al., 2018)
relataram o uso do dendrimero de PAMAM para aumentar a captacao
pulmonar de compostos pouco absorvidos, por exemplo, dextranos marcados
com isotiocianato de fluoresceina (FDs) com diferentes pesos moleculares. Os
autores utilizaram o PAMAM das geragdes 0-3, com concentragdes variando de
0,1-1,0%. Como principais achados, verificou-se que as absor¢cbes foram
dependentes da concentragao e geragdo de PAMAM, sendo o melhor resultado
com a geracgdo 3, incluindo toxicidade em células Calu-3. Para estes ultimos
compostos, foram estudados os mecanismos de absor¢do, que se mostraram
dependentes da secrecgéo de transportadores de cations organicos.

E importante mencionar que os dendrimeros de PAMAM foram
escolhidos para ser a esséncia deste artigo de revisdo, uma vez que esses
transportadores de farmacos estdo sendo muito uteis para melhorar as
propriedades fisico-quimicas de farmacos e compostos bioativos, que estéo
estritamente relacionados aos processos de absor¢cdo e permeabilidade. A
analise foi feita considerando artigos que continham testes de permeabilidade,
além daqueles que mostravam experimentos de permeabilidade
concomitantemente com solubilidade. Assim, aqueles que descrevem apenas a
solubilidade ndo foram investigados.

Com base na informagao apresentada e considerando a utilizagao de
dendrimeros para resolver questdes quanto as necessidades de melhoria de
fatores determinantes na biodisponibilidade oral de farmacos e/ou compostos
bioativos, nomeadamente a solubilidade e a permeabilidade, a classificacdo de
tais propriedades € essencial para o sucesso na obtencdo de formulacdes

viaveis em diferentes estagios de desenvolvimento de farmacos.
Objetivos
O objetivo do presente projeto € realizar uma revisdo bibliografica e

analisar com uma visao critica os estudos das propriedades biofarmacéuticas

(solubilidade e permeabilidade) quando aplicados no desenvolvimento de
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dendrimeros de PAMAM e, quando possivel, propor estratégias para a

conducgao dessas pesquisas.

Métodos

Bases de dados

As buscas foram realizadas em quatro bases de dados bibliograficas —
PubMed, Web of Science, Science Direct e Elsevier, com as palavras-chaves:
“‘Dendrimer”, “PAMAM”, “Permeability”, “Solubility” and “pH Influence”.

Critérios de inclusao e excluséao

Foram selecionados trabalhos publicados entre 2015 e 2021 (incluindo
aqueles disponiveis online em 2021, que poderiam ser publicados em 2022).
Foram incluidos, ainda, todos os artigos indexados no periodo determinado, os
quais apresentavam, em seu delineamento experimental, estudos de
propriedades  biofarmacéuticas @ de  compostos  dendriméricos  de
polilamidoamina) (PAMAM). Excluiram-se os que nao possuiam estudos

referentes a permeabilidade.

Dendrimeros de PAMAM e Propriedades Biofarmacéuticas

Um dos principais objetivos da nanotecnologia e da nanomedicina €&
desenvolver uma formulagdo farmacéutica eficaz, ou seja, produzir uma
formulacédo farmacéutica segura, com qualidade e perfil metabdlico estavel e,
ao mesmo tempo, otimizar a biodisponibilidade de ingredientes farmacéuticos
ativos (IFAs) (HOSHYAR et al., 2016; SANTOS et al., 2020).

Diversos fatores podem impactar na biodisponibilidade dos
medicamentos, principalmente no caso de medicamentos administrados por via
oral. Dentre elas, destacam-se aquelas relacionadas as propriedades
fisiologicas do trato gastrointestinal, caracteristicas farmacéuticas da forma
farmacéutica e, além destas, as propriedades fisico-quimicas dos
medicamentos. Os processos de dissolugédo de farmacos em fluidos bioldgicos,

a partir de uma determinada forma farmacéutica, e sua absor¢cado através de
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membranas biolégicas s&o determinantes da biodisponibilidade. Assim, a
avaliacdo de parédmetros como dissolugdo do farmaco, solubilidade e
permeabilidade € de fundamental importancia para a predicdo da
biodisponibilidade oral dos farmacos (MARTINEZ; AMIDON, 2002;
RAVINDRAN et al., 2018, 2019).

Fatores fisiologicos do trato gastrointestinal humano (TGIl) devem ser
considerados. O pH do TGl é um fator importante que pode afetar
consideravelmente a absorgdo e a biodisponibilidade oral do farmaco, pois
pode ter uma influéncia significativa nas propriedades mencionadas
anteriormente, bem como na liberagao e estabilidade do farmaco. As diferentes
regides do TGl possuem diferentes propriedades de absorgdo do farmaco e
diferentes faixas de pH, com valores entre 1 e 7,5 (ABUHELWA et al., 2017;
GREENWOOD-VAN MEERVELD et al., 2017; ZHU et al., 2017).

A Tabela 1 apresenta um resumo dos dados de estudos relevantes para
esta pesquisa (o numero total de artigos selecionados foi de 22), que abordam
analises de permeabilidade, solubilidade e influéncia do pH nos experimentos
para classificacao biofarmacéutica de dendrimeros de PAMAM. Dentre eles,
apenas 5 artigos (23%) apresentaram algum estudo de solubilidade
concomitantemente a avaliagao da permeabilidade em seus experimentos e, do
total, apenas 7 (32%) descreveram a influéncia do pH do meio reacional no

experimento.



Tabela 1. Dados de estudos elegiveis

Autor, PAMAM Apresentacao Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicagao
(Ql et al., G5-NH2 Adsorvido (G5-NH2, G5-PEG, G7-NH: Nao descrito Células Caco-2 Probucol
2015a) G7-NHz ou G7-PEG) com uma (PB)
G5-PEG concentragdo de 174 nM
G7-PEG PAMAM ou 696 nM (4 x 174 nM)
foram misturados com um
excesso de PB e diluidos
com &agua pura até um
volume de 10 mL.
(NAJLAH et G3-PAMAM Adsorvido A solubilidade dos A quantidade de 50 mg Células Caco-2 Naproxeno
al., 2017) conjugados  dendrimeros de conjugado por mL foi (NAP)
GO0 e G3 a pH 1,2 (tampéo usada para avaliar o
de &cido cloridrico 0,06 M) aumento da solubilidade
foi determinada a 37°C. 50 do NAP apos a
mg de conjugado foram conjugacdo em pH 1,2,
adicionados ao tampéo pois neste pH o]
(pH 1,2, 1 mL) e agitados naproxeno (pKa 4,2) nao
durante 72 horas para € ionizado.
obter saturacgéo.
(Ql et al., G5-NH2 Pro-farmaco No experimento, 3 mg de Nao descrito Células Caco-2 Sinvastatina
2015b) PAMAM SMV foi adicionado a 2 mL (SMV)

de PBS a pH 6,8 e agitado
em um agitador de
incubacdo a 100 rpm e
37°C.
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Autor, PAMAM Apresentacao Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicacao
(HUBBARD et G3.5-COOH Pro-farmaco N&o descrito N&o descrito 1. Células Caco-2 Isotiocianato de
al., 2015) G4-NH2 2. Tecido fluoresceina
PAMAM intestinal de rato (FITC)
isolado
(MA et al., G5 PAMAM Pro-farmaco Aproximadamente 5 mg de N&o descrito Células Caco-2 Probucol
2015) PB foram adicionados a 2 (PB)

mL de &agua para garantir
uma condigdo saturada.
Dendrimeros G5 foram
adicionados a suspenséo
de PB com concentragao
molar igual a 174 nM de
dendrimero. Cada
suspensdo foi agitada
mecanicamente a 37°C por
48h e centrifugada a
10.000 rpm.
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Autor, PAMAM Apresentagéo Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicacao
(LAl et al., G3-PAMAM Adsorvido Nao descrito Para resolver o problema Células do tecido Cloridrato de
2019) de precipitagdo que afeta transcorneal berberina (BBH)
a capacidade de Crisofanol
carreamento do farmaco, (CHR)
lipossomas CHR foram
preparados por dispersao
em filme fino e ajuste do
pH para carga ativa com
entrada de BBH, levando
a uma concentragdo
encapsulada aceitavel.
(VIDAL et al., G4-PAMAM Adsorvido Nao descrito Nao descrito Cultura celular de Folato e
2018) neurdnios do polietilenoglicol
hipocampo de
embrides de
camundongo
C57BL / J6
(XU et al., G5-PAMAM Adsorvido N&o descrito N&o descrito Cultura de células Doxorrubicina
2016) endoteliais
microvasculares
do cérebro
humano
(WEN et al., G1 Adsorvido Nao descrito Nao descrito E. coli bactérias Quitosana
2015) G2- gram-

PAMAM




Autor,
Ano de
Publicagao

PAMAM
(Geragao)

Apresentacéo

Estudo de solubilidade

Estudo do efeito do pH

Permeabilidade
(modelo/ensaio)

Composto

(LI et al.,
2016)

PEG-b-PAEMA-
PAMAM/Pt

Pro-farmaco

Né&o descrito

Em pH neutro, PAEMA é
hidrofébico e direciona a
montagem de PEG-b-
PAEMA-PAMAM/Pt  em
SCNs/Pt para circulagéo
sanguinea prolongada
No pH &acido do tumor, o
PAEMA é protonado em
ritmo acelerado e se torna
hidrofilico, resultando na
desintegracéo
instantanea de SCNs/Pt

em pequenas
nanoparticulas que
penetram efetivamente

nos tumores.

Xenoenxerto de
tumor BxPC-3 em
camundongos

Platina
(PY)

(PENTEK et
al., 2017)

G4-PAMAM

Pro-farmaco

Excesso de RSV, cerca de
2 mg foi adicionado a
frascos que continham 500
ML de metanol e
complexados com
dendrimeros. Em seguida,
0s frascos foram
liofilizados durante a noite,
retirando-se agua e
metanol para
reconstituicdo com 1000
ML de &gua Millipore. Em
seguida, as formulagdes
foram agitadas por 2h.

O estudo do efeito do pH
na formulagdo de RSV e
dendrimero foi estudado
em pH 25 e pH 7,0,
avaliando o estado de
ionizacdo de ambos o0s
compostos e quando em
complexacao.

Células de difusado
de Franz (FDC) e
amostras de pele

de rato.

Resveratrol
(RSV)
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Autor, PAMAM Apresentacao Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicacao
(QIU et al., G5-PAMAM Adsorvido N&o descrito O didmetro médio de PEG- Tecido da bexiga Doxorrubicina
2017) PAMAM-DOX foi in vivo (DOX)

investigado em solugéo
salina tamponada com
fosfato (PBS) pH = 7,4 e
em urina artificial,
respectivamente, a 0, 1, 2,
4,8, 12 e 24 h para avaliar
sua estabilidade.

(WANG et al., G5-PAMAM Adsorvido Nao descrito Nao descrito Coérneas extraidas Brimonidina
2017) de olhos de
coelho e

montadas em
células de difusdo

de Franz
(YELLEPEDDI G4-PAMAM Adsorvido N&o descrito N&o descrito Células Caco-2 N- acetil-L-

et al., 2018) cisteina
(NAC)
(HAN et al., G5-PAMAM Adsorvido Nao descrito Nao descrito Células Borneol

2018) endoteliais

microvasculares
do cérebro

humano (HBMEC)
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Autor, PAMAM Apresentacao Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicacao
(CAOQ et al., G4-PAMAM Adsorvido N&o descrito N&o descrito MCF -7 linhagem Doxorrubicina
2018) de células de
cancer de mama
humano
(YAN et al., G2-PAMAM Adsorvido Nao descrito Nao descrito Membranas Insulina
2019) pulmonares
obtidas de umara
com garras fémea
da Africa do Sul
(Xenopus laevis)
(PRADHAN et G2-PAMAM Adsorvido N&o descrito N&o descrito bEnd.3 células Citicolina
al., 2019) endoteliais
microvasculares
derivadas do
cérebro de
camundongo
(OMAR et al., G3-PAMAM Adsorvido N&o descrito O gel contendo o Sprague Dawley Lidocaina
2019) dendrimero PAMAM G3 Female Rat Skins

como intensificador de
permeacdo apresentou o
pH muito mais préoximo do
pH da pele humana
enquanto o gel preparado

com Dimetilsulfoxido
(DMSO) como
potenciador de

permeacéo tinha pH 5,3.
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Autor, PAMAM Apresentacao Estudo de solubilidade Estudo do efeito do pH Permeabilidade Composto
Ano de (Geragao) (modelo/ensaio)
Publicacao
(GAO et al., G4-PAMAM Pro-farmaco Nao descrito De acordo com o estudo, Membrana Azitromicina
2020) foi avaliado que as externa de P. (AZM)
nanoparticulas de AZM- aeruginosa
DA se dissociariam em 2,3-dimetil
pH 6,0. anidrido
maleico (DA)
(BAHADORAN nanoparticulas de Adsorvido N&o descrita N&o descrita Skin-PAMPA Plasmideo de
et al., 2016) pDNA/dendrimero DNA
(DNA-
TAT/PAMAM)
(YAVUZ et al., G3, G3.5, G3—-0OH, Adsorvido Nao descrito Nao descrito 1. ARPE-19 Dexametasona
2015) G4, G4.5e G4- Células
OH 2. Estudos de
PAMAM-DEX transporte ex vivo

através da cornea
de coelho
3. Avaliacao
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Estudos de solubilidade e Efeito do pH em Conjugados de Dendrimero-

Composto

O desenvolvimento de nanoestruturas dendriméricas pode ser uma
importante ferramenta para permitir uma biodisponibilidade adequada para
farmacos que possuem baixa solubilidade e/ou baixa permeabilidade,
principalmente aqueles pertencentes a classe SCB Il (baixa solubilidade, alta
permeabilidade), classe SCB Ill (alta solubilidade, baixa permeabilidade) e SCB
classe IV (baixa solubilidade, baixa permeabilidade), especialmente quando a via
oral é selecionada como via de administracdo. Além disso, um dos mecanismos
pelos quais os dendrimeros liberam farmacos € em fungdo da alteracdo do pH do
meio (SATHE; BHARATAM, 2022). Assim, nesse sentido, & fundamental avaliar as
caracteristicas biofarmacéuticas (solubilidade aquosa e permeabilidade) de
farmacos quando em estruturas dendriméricas.

Para a avaliagdo da solubilidade em equilibrio, de acordo com o SCB e
conforme recomendado pela maioria das agéncias reguladoras de medicamentos,
o método de agitagcdo orbital, também chamado de Shake-Flask, introduzido ha
mais de 50 anos, é utilizado e ainda considerado o método mais confiavel para
caracterizar a solubilidade. Sua técnica constitui as etapas de arranjo da amostra,
equilibrio, separagdo de fases, solugdo saturada, analise de solidos residuais e
interpretacdo dos dados gerados (VESELI et al., 2019).

Para simular as condigdes fisiologicas do local de liberagcdo e absor¢do do
farmaco, determina-se a solubilidade de equilibrio de um farmaco a 37 + 1°C, em
meio aquoso tamponado, sob diferentes condi¢gdes de pH na faixa de 1 a 6,8. Por
exemplo, para um medicamento administrado por via oral, sdo utilizados pelo
menos trés meios, que permitem a simulagao de fluido gastrico (pH 1,2) e fluido
intestinal (pH 4,5 e 6,8) (OMS, 2018). O numero de anadlises de pH para um
estudo de solubilidade pode ser baseado nas caracteristicas de ionizacdo da
substancia teste, que servem de base para determinar os valores de pH = pKa, pH
=pKa +1,pH=pKa-1,pH=1epH =6,8. Ressalta-se que o procedimento para

avaliar a solubilidade em equilibrio pode envolver um tempo prolongado (até 72
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horas), portanto, é essencial que a estabilidade do farmaco em estudo seja
monitorada ao longo do ensaio e sob diferentes condigbes de pH (FDA, 2017,
2021).

A anadlise de publicagdes que apresentaram estudos de solubilidade
simultaneamente com permeabilidade no desenvolvimento de estruturas
dendriméricas de PAMAM, demonstra que o método convencional para
determinacdo de solubilidade da abordagem SCB, o Shake-Flask, foi adotado
apenas por Najlah, Mohammad et al. (2017) (Tabela 1), apesar de ser uma area
de estudo em constante desenvolvimento e inovacdo em nanomedicina (FAN et
al., 2017; FDA, 2021; KU, 2008; LIKO et al., 2016). No entanto, nao totalmente de
acordo com os protocolos recomendados pela SCB, uma vez que foi utilizado
apenas o meio com pH 1,2. Os outros 4 trabalhos descreveram métodos
completamente sem relagcdo aos modelos padronizados do SCB, utilizando
condigbes diferentes das fisiologicas, incluindo, por exemplo, o metanol como
meio de dissolucgéao.
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Figura 2. llustragdo da sintese do conjugado G3-PAMAM-NAP.

O grupo de Najlah, Mohammad et al. (2017) (NAJLAH et al., 2017) também
demonstrou que as geracdes GO e G3 de dendrimeros PAMAM (Figura 2)
aumentaram significativamente a solubilidade do naproxeno (SCB classe Il). No
entanto, os resultados mostraram um produto dendrimérico G3 insoluvel em
solugdo aquosa quando associado a mais de cinco moléculas de naproxeno e 12
cadeias de lauril cloreto (NAJLAH et al., 2017). A conjugac&o com lauril cloreto é
uma estratégia eficaz para reduzir a citotoxicidade de conjugados dendriméricos
que aumenta tanto com a concentragdo quanto com a geragdo, com maior
citotoxicidade dos dendrimeros catiénicos (G2, G3, G4) quando comparados aos
dendrimeros anidnicos (G2.5, G3.5) (JEVPRASESPHANT et al., 2003; NAJLAH et
al., 2017).

E importante mencionar que a influéncia dos tamanhos dos dendrimeros

em suas respectivas propriedades foi intensamente discutida por Mignani et al.
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(2019), por exemplo, em relagdo a biodistribuicdo e perfil farmacocinético, os
dendrimeros catibnicos com geragcdao > 8 tém preferéncia pelos tecidos do
pancreas, figado e bagco e os de geragcdo < 4 pelo rim. Além disso, apos
administragdo parenteral, compostos neutros de baixa geragdo (<3,5 nm) tém
depuracao rapida e facil eliminagdo na urina, enquanto os derivados maiores e
sem carga evitam a filtracdo renal e permanecem no sangue por mais tempo.
Ademais, em relacdo a administracdo parenteral, o tamanho do dendrimero pode
influenciar na dose aplicada, ou seja, dendrimeros maiores necessitam de uma
dose maior. Para a via oral, os dendrimeros de PAMAM podem aumentar a
permeabilidade das células Caco-2 na seguinte relag&o: catiénico > anidnico > n&o
carregado ou PEGuilado. A toxicidade é um parédmetro muito importante no
desenvolvimento de novos farmacos e, para os dendrimeros, os catidnicos de
geracdo > 5 sdo considerados toxicos e aqueles menores ou iguais a 5, sao
avaliados como menos ou nao téxicos, assim como os derivados anibnicos e
neutros.

O estudo da solubilidade em diferentes faixas de pH é especialmente
importante para dendrimeros PAMAM com terminagdo amina, pois para este tipo
de dendrimero, com interiores contendo aminas terciarias, a regidao de baixo pH
(pH < 4) resulta em repulsdo entre as aminas carregadas positivamente na
superficie do dendrimero e as aminas terciarias no interior. Além disso, em pH
neutro, ocorre o fenbmeno de back-folding, que pode ser consequéncia da
interacdo de hidrogénio entre aminas de superficie que s&o carregadas
positivamente em interacdo com aminas terciarias que possuem carga neutra
dentro do dendrimero. Em uma regido de pH mais alto (pH = 10), o dendrimero se
contrai a medida que a carga da molécula se torna neutra. Nesse ponto, as forgas
repulsivas entre os ramos do dendrimero e os grupos terminais atingem um
minimo (GUPTA, 2008b; SANTOS et al., 2020).
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Estudos de Permeabilidade de Dendrimeros de PAMAM

As vantagens e limitagbes de cada método de permeabilidade discutido
neste estudo sdo apresentadas na Tabela 2. O modelo in silico emprega
programas computacionais que consideram as caracteristicas fisico-quimicas das
moléculas, como peso e tamanho molecular, area de superficie polar, capacidade
de ligagdo de hidrogénio, pKa, lipofilicidade e cargal/ionizagdo. Embora essas
caracteristicas estejam relacionadas ao comportamento in vivo do farmaco, elas
ainda sao limitadas e possuem baixo valor preditivo devido a incapacidade de
prever as interagdes entre o farmaco e a membrana biolégica, carreadores de
influxo e/ou efluxo e a influéncia de diversos fatores fisioldgicos (BALIMANE et al.,
2000; BERGSTROM, 2005; FAGERHOLM et al., 2021; LEE et al., 2020;
SAEIDNIA et al., 2013).

Embora seja um importante método de previsdo da permeabilidade, o
modelo in silico ndo foi adotado por nenhum grupo de acordo com nossa
pesquisa. Isso pode ser um indicativo da complexidade dos estudos
computacionais e da falta de softwares dedicados aos dendrimeros de PAMAM e

suas propriedades biofarmacéuticas (MARTINHO et al., 2014).
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Tabela 2. Resumo das principais vantagens e limitagdes dos modelos de
permeabilidade para avaliagdo do método mais eficiente.

Método de

Permeabilidade

Vantagens

Limitagoes

Predigdes In Silico

Modelo rapido que facilta a
descoberta e o desenvolvimento de
medicamentos.

Modelos complexos podem consumir
muitos recursos e tempo para
executar e construir, a maioria dos
modelos de permeabilidade prevé
apenas  processos transcelulares
passivos. Para melhorar a qualidade
dos conjuntos de dados, podem ser
necessarios valores de solubilidade e
permeabilidade gerados
experimentalmente.

Membranas
Artificiais In Vitro

Triagem de farmacos de alto
rendimento, recomendada para
descoberta de farmacos nos
estagios iniciais, boa correlagédo
com a permeabilidade do intestino

Incapacidade de prever o transporte
paracelular e ativo, retencdo na
membrana de compostos lipofilicos,
falta de proteinas transportadoras,
enzimas ou tight junctions.

Monocamada
Celular In Vitro

humano, sem uso de animais,
reprodutivel, econébmica e permite
automacao.

Estudos mecanisticos,

recomendada para descoberta de
farmacos nos estagios iniciais,
adequado para o estudo da
regulacdo de transportadores e
enzimas em linhagens celulares
humanas ou animais.

Fraca associagdo para compostos
mediados por carreadores, bem como
para compostos transportados
paracelularmente, alta variabilidade de
resultados, fatores fisiolégicos nao
estdo presentes (muco; sais biliares,
etc), maior custo, maior mao de obra e
mais demorado em comparagao com
o método de membranas artificiais.

Camaras de
Ussing/Sacos
Intestinais Ex Vivo

Diferenciagdo  entre  transporte
transcelular, paracelular e idnico,
rettm a arquitetura intestinal,
presenga de camada de muco,
expressdo de  proteinas de
transporte e metabolismo de

farmacos.

Viabilidade tecidual limitada,
inadequada para avaliagdo de pro-
farmacos com  grupos  ésteres
(principalmente em camaras de
difusdo), remocgao parcial de camadas
musculares, uso animal (embora
menor quando comparado aos
métodos in situ).

Perfusdo de
Passagem
Unica/Métodos
Recirculantes In
Situ

Mais proximo da anatomia in vivo,
ferramenta confiavel para prever a
permeabilidade segmentar humana
no jejuno e colon, suprimento
sanguineo e inervagdo intactos.
Método apropriado para interagdes
medicamentosas, farmacocinética,
funcionalidade da glicoproteina-P-
CYP e estudos de transporte de
influxo/efluxo.

Uso animal, invasivo, viabilidade
limitada do tecido, ndo ¢é uma
ferramenta de triagem, baixo
rendimento, método com uso intensivo

de recursos.
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Cenario da vida real, interagbes Consumo de tempo e recursos,
hospedeiro-microbio podem ser complexo, uso de anestesia,
consideradas, menos farmacos introdugdo de cateter, protocolos
Perfusdo Intestinal modelos sao recomendados para arriscados de dificil padronizagao,

In Vivo determinar a classe de diferengas individuais gerais podem
permeabilidade @ da  substdncia ser responsaveis por influenciar os
medicamentosa. resultados de permeabilidade.

Dentre os estudos analisados, 10 (45%) dos experimentos de
permeabilidade foram realizados em modelos animais (Tabela 1), como sapos,
camundongos, ratos e coelhos. Apesar de serem metodologias mais proximas da
anatomia humana, sdo mais onerosas, com baixa capacidade de rastreamento e
invasivas para os animais envolvidos no estudo (Tabela 2). Isso evidencia a
necessidade de reducao, refinamento e substituicido de métodos de caracterizacao
de permeabilidade baseados principalmente no uso de animais, em favor de
ensaios in vitro no desenvolvimento e estudo de dendrimeros de PAMAM e suas
propriedades.

Metodologias ex vivo envolvem ensaios de permeabilidade utilizando
tecidos intestinais de animais que apresentam semelhanga estrutural com o
intestino humano, principalmente em relagédo a expressdo de transportadores de
influxo e efluxo encontrados in vivo. Esses modelos permitem avaliar e
caracterizar os mecanismos envolvidos na permeabilidade do farmaco, incluindo
transporte passivo, transporte ativo e presenca de glicoproteina-P. Os tecidos
podem ser obtidos de diversos animais como porcos, ratos, coelhos, caes e sapos
(BALIMANE et al., 2000; YAO; CHIOU, 2006). Segmentos intestinais de ratos tém
sido frequentemente utilizados para avaliar a permeabilidade de diversos farmacos
e os resultados tém sido altamente correlacionados com os dados de
permeabilidade intestinal em humanos (DEZANI et al., 2013; PRETORIUS;
BOUIC, 2009; TRAPANI et al., 2004; TUKKER, 2000; ZAKELJ et al., 2006).
Dependendo do tecido e segmento a ser utilizado, um animal permite uma série
de testes e resultados, o que é eticamente mais adequado e contempla o principio
dos 3Rs (Redugdo, Refinamento, Reposigdo), visando reduzir o numero de
animais em pesquisa. Diferentemente dos métodos in silico e in vitro, o estudo ex

vivo apresenta como grande vantagem a expressdo da maioria dos carreadores
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de influxo e efluxo encontrados no cenario in vivo, o que permite obter altos
valores de correlacdo entre este modelo e os ensaios in vivo em ratos e humanos.
No entanto, a falta de habilidade e a manipulacdo extensa do segmento intestinal,
além de fatores relacionados a técnica, estdo relacionados aos resultados
divergentes encontrados em alguns trabalhos descritos na literatura (PRETORIUS;
BOUIC, 2009; TUKKER, 2000; ZAKELJ et ai., 2006).

Avaliando a formulagdo do complexo DEX-PAMAM por metodologias de
permeabilidade in vivo e ex vivo Yavuz et al. (2015) indicaram que todas as
formulagdes de complexos dendriméricos foram capazes de permear mais do que
a solugao do farmaco, e dendrimeros de geragdo mais alta (PAMAM G4.5, G4—-0OH
e G4) apresentaram maior dexametasona (classe SCB I/lll) quando comparado
com dendrimeros de geragdes mais baixas (PAMAM G3.5, G3—OH e G3). O grupo
também mostrou que os complexos dendriméricos aniénicos (G3.5, G4.5, G3-OH
e G4-OH) resultaram em um nivel de transporte de DEX mais alto do que a
solucao de farmaco e os dendrimeros catidnicos.

Nesse sentido, o grupo de Omar et al. (2019) conduziu um estudo de
permeabilidade ex vivo de gel contendo lidocaina (SCB classe IlI) com dendrimero
de PAMAM G3 como um potenciador de permeacao. Os resultados indicaram que
o sistema dendrimérico foi capaz de melhorar a penetragao da lidocaina no tecido
cutaneo, de aproximadamente 19,81% para 52,15%. Além disso, atuou como
potencializador da retengdo do farmaco no tecido estudado, com percentual de
23,31% em relagédo ao gel contendo lidocaina sem associagdo com o dendrimero
de PAMAM G3 que apresentou percentual de retengcdo do farmaco na pele de
apenas 5,45%.

Modelos in situ permitem estimar a permeabilidade intestinal efetiva de um
determinado farmaco (Peff) determinando seu desaparecimento de uma solugao
de perfusdo que passa por um segmento intestinal isolado. A perfuséo in situ em
segmentos intestinais de ratos é o método melhor caracterizado e validado para
investigacbes da permeabilidade intestinal tanto no intestino delgado quanto no
grosso e tem sido usado para avaliar a permeabilidade e a cinética de absorgao

de um farmaco. Uma alta correlagéo tem sido observada entre o intestino delgado
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de humanos e ratos em relagdo a permeabilidade intestinal de farmacos cujo
transporte é mediado por mecanismos que envolvem tanto transportadores quanto
difusdo passiva. Uma grande vantagem da perfuséo in situ em comparagdo com
as técnicas ex vivo é a existéncia de nervos e suprimento sanguineo no segmento
intestinal perfundido. No entanto, esta técnica emprega um numero maior de
animais. Ambas as técnicas permitem a avaliacdo da permeabilidade em
diferentes segmentos do intestino (duodeno, jejuno, ileo e célon) (ALEJANDRO et
al., 2017; BALIMANE et al., 2000; COOK; SHENOY, 2003; DAHAN et al., 2010;
DEZANI et al., 2013, 2017; GUERREIRO-TANOMARU et al., 2015).

Métodos in vivo permitem estimar a absor¢cdo a partir de dados
farmacocinéticos e s&do desenvolvidos por meio de experimentos envolvendo
humanos e/ou animais. Eles incluem um numero consideravel de ensaios e
tamanho amostral, pois estdo sujeitos a muitas fontes de variagdo, como
variabilidade individual (intra-individuais e interindividuais), e além de terem um
alto custo, questdes éticas devem ser observadas, pois sdo desenvolvidos em
humanos e/ou animais (CONNELL et al., 2014; HELLRIEGEL et al., 1996; LEIBEL
et al., 1995; LI et al., 2018). Tais caracteristicas nado justificam a utilizagdo desses
testes nas fases iniciais do desenvolvimento de novos medicamentos.

Com essa abordagem, dois estudos apresentaram ensaios de
permeabilidade in vivo. No experimento, Yavuz et al. (2015) mostraram que os
conjugados DEX-PAMAM foram capazes de aumentar a permeabilidade ocular e
os niveis de dexametasona (SCB classe I/lll) no tecido ocular. Além disso, o grupo
relatou que as estruturas dendriméricas prolongaram a preseng¢a do farmaco na
retina ao prolongar a duragdo da liberagdo de DEX, mas alguns conjugados foram
depurados em 24h antes de liberar a dexametasona em sua estrutura.
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Figura 3. Representacdo da sintese de PEG-PAMAM-DOX e liberagdo de
doxorrubicina mediada pela alteragcao do pH do meio na célula cancerosa.

Ademais, Qiu et al. (2017) descobriram que o dendrimero PEG-PAMAM foi
capaz de facilitar uma penetragdo mais profunda da doxorrubicina (SCB classe Ill)
na mucosa da bexiga, no entanto, o mecanismo real de aumento da
permeabilidade ndo foi elucidado e ainda ndo esta totalmente compreendido.
Apesar disso, o grupo sugeriu que o tamanho de particula do complexo PEG-
PAMAM G5-DOX (cerca de 13 nm) poderia ter uma influéncia importante na
penetracéo efetiva do urotélio. E relatado na literatura que nanoparticulas menores
que 50 nm podem penetrar mais facilmente em tecidos mais profundos (KIM et al.,
2014). Além disso, o grupo mostra um mecanismo de liberagdo de PEG-PAMAM-
DOX com base no efeito da variagao do pH na célula cancerosa (Figura 3).

Por outro lado, 12 (55%) dos experimentos de permeabilidade foram
realizados usando técnicas in vitro, como membranas artificiais, cultura de células

e 0 uso de organismos menores, como bactérias, demonstrados na Tabela 1.
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Métodos in vitro para avaliar a permeabilidade geralmente sdo menos
trabalhosos e de menor custo quando comparados aos modelos in vivo, in situ e
ex vivo, por essa razao destinam-se a avaliagdes iniciais de permeabilidade de
farmacos. No entanto, ndo mimetizam completamente as condi¢des fisiologicas
presentes in vivo, como circulagdo sistémica, inervacao, fluxo de fluidos, entre
outras caracteristicas. O sucesso do uso de um modelo in vitro para prever a
absorcdo in vivo dependera de qudo bem o método pode mimetizar as
caracteristicas do epitélio intestinal (ANTUNES et al., 2013; NEUMANN et al.,
2021).

Em relacdo aos modelos in vitro, destacam-se aqueles que utilizam
monocamadas de células com o intuito de reproduzir o epitélio intestinal.
Atualmente, diferentes linhagens estdo disponiveis para tais ensaios, sendo as
mais difundidas as células Caco-2 (derivadas do adenocarcinoma humano) e as
células Madin-Darby Canine Kidney (MDCK), derivadas do rim canino. As células
Caco-2, quando cultivadas e mantidas adequadamente, diferenciam-se e formam
uma monocamada polarizada de enterdcitos, com microvilosidades e expresséo
de transportadores, incluindo proteinas de influxo chamadas PEPT1 e
transportadores de efluxo como P-gp. O tempo necessario para crescer essas
células é de 21 dias. No entanto, as células Caco-2 apresentam variagdes na
expressao de carreadores, alto risco de contaminagédo por microrganismos, longo
periodo de crescimento, variagdo na idade celular, jung¢des intercelulares mais
justapostas e formagdo de uma camada de agua ndo agitada mais espessa do
gque no quadro in vivo. Tais limitagbes resultam em uma alta variabilidade de
resultados de permeabilidade e a restricio deste modelo em estimar a
permeabilidade de farmacos que permeiam pela via paracelular, uma vez que este
modelo n&o desenvolve adequadamente esta via (BALIMANE et al., 2000;
BUCKLEY et al., 2012; DAHAN et al., 2010; DEZANI et al., 2013; MARTINS et al.,
2011). As células MDCK s&o obtidas do rim canino e se diferenciam em células
epiteliais colunares quando cultivadas adequadamente em suportes permeaveis.
Essas células tém a formagao de espacos intercelulares de diferentes maneiras, o

qgue pode representar diferencas nos valores de permeabilidade. Embora o tempo
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de cultivo dessas células seja menor em relagdo as células Caco-2 (3 a 5 dias),
esse modelo ndo € recomendado para avaliar a permeabilidade de farmacos que
sao transportados ativamente devido a variagbes na expressao de carreadores e
enzimas (BALIMANE et al., 2000; DEFERME et al., 2007; NEWBY et al., 2015).
Modelos que incluem linhagens celulares produtoras de muco como HT29 em
ensaios celulares com Caco-2 tém sido usados especialmente para avaliar a
permeabilidade de farmacos lipofilicos (YAMAZOE et al., 2021).

Dentre os métodos in vitro que ndo sdo baseados em modelos celulares, os
ensaios de permeabilidade utilizando o modelo de Permeabilidade em Membrana
Artificial Paralela (PAMPA) (Figura 4), introduzido por Kansy et al. (1998), oferece
alto rendimento para avaliagdo da permeabilidade e determinagdo do potencial de
absorgcdo de um farmaco, destacando-se pelo menor custo e eficiéncia de tempo.
Considerando que a maioria dos farmacos € absorvida principalmente ou
parcialmente por transporte passivo, a taxa de permeacdo através de uma
membrana artificial simples, que mimetiza o transporte transcelular passivo, pode
fornecer uma boa indicacdo do potencial de absor¢do de um farmaco. O modelo
PAMPA foi desenvolvido como um método rapido, no qual a avaliagdo da
permeabilidade transcelular passiva é realizada in vitro em uma placa de 96
pocos. A falta de transportadores de farmacos e tight junctions paracelulares no
modelo PAMPA o torna inadequado para avaliar a permeabilidade desses
farmacos que séo absorvidos via transportadores de membrana ou via paracelular.
No entanto, estudos com PAMPA sio considerados mais faceis, rapidos e muito
mais baratos do que aqueles envolvendo células Caco-2 (M. REIS et al., 2012;
TEKSIN et al., 2010). Apesar de limitados ao transporte passivo de compostos,
eles servem como ferramentas extremamente importantes, principalmente no
desenvolvimento de novas moléculas e candidatos a farmacos, pois permitem um
alto volume de compostos caracterizados. Além disso, vale ressaltar que a adogao
de metodologias alternativas que substituem in vivo corrobora para reduzir o uso
de animais em pesquisas, tornando realidade a filosofia do programa 3Rs,
desenvolvido por William Russell e Rex Burch, sendo Redugao, Refinamento e
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Reposigédo (BERBEN et al., 2018; CAZARIN et al., 2004; DOKE; DHAWALE, 2015;
RUSSELL; BURCH, 1959).

Acceptor well

Buffer

Filter with
Lipid

> - 2
>
: Concentration
Compound measurements
solution

? Donor well

Figura 4. Desenho esquematico de um principio de funcionamento do modelo
PAMPA. Uma placa doadora de 96 pogos revestida com uma membrana artificial e
uma placa receptora conjugada a ela sdo usualmente empregadas; A solugéo
contendo os compostos é adicionada aos pogos da placa receptora (doador de
permeacdo) e uma solugédo tampao € adicionada aos pogos da placa filtro (aceptor
de permeacao); as placas séo fixadas e incubadas para duragdo, temperatura e
agitacado apropriadas. Finalmente, as placas s&o separadas e as concentragdes
das solug¢des doadoras e receptoras sao medidas.

Apesar das limitagdes, como a auséncia da camada de muco e a fraca
associagdo para compostos com transporte ativo (Tabela 2), ensaios de
permeabilidade in vitro (por exemplo PAMPA e Caco-2) podem oferecer dados
valiosos em estudos mecanicistas e de permeacdo dos transportadores
dendriméricos em diferentes regides do TGl quando combinados com métodos
mais sofisticados, como mostrado por Hubbard et al. (2015) (Tabela 1). Em seu
estudo, o grupo utilizou células Caco-2 em conjunto com a técnica ex vivo de
camaras de difusdo horizontal, neste caso, a cdmara de Ussing. Em concluséao, o
grupo mostrou que os coeficientes de permeabilidade aparente das células Caco-2
possuem valores consideravelmente equivalentes quando comparados a
permeabilidade na porgédo jejunal do epitélio intestinal de ratos. Além disso,

também demonstraram que em altas concentragdes (210mM) dos dendrimeros
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PAMAM G3.5 e G4 ha um impacto negativo na morfologia da mucosa jejunal e do
coélon, indicando doses excessivas na administrag&o oral in vivo.

Quanto a analise comparativa e critica das limitagbes e vantagens das
técnicas disponiveis para a determinagdo da permeabilidade (Tabela 2), espera-se
que metodologias ndo baseadas no uso de animais sejam cada vez mais
utilizadas na sintese de dendrimeros PAMAM como tecnologias de carreadores de
farmacos. O modelo in vitro PAMPA se destaca por ser uma técnica simples,
rapida, de baixo custo e capaz de fornecer resultados conclusivos.
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Figura 5. Desenvolvimento do conjugado de dendrimero PAMAM G5-TAT.

Nesse sentido, percebe-se que apenas o grupo de Bahadoran et al. (2016)
utilizou um modelo de permeacéao livre de células, neste caso o Skin-PAMPA. A
técnica utilizada no experimento tem alta capacidade de rastreamento, facil
reprodutibilidade e baixo custo (Tabela 2). Os resultados obtidos pelo grupo
revelaram que o dendrimero PAMAM modificado com peptideo TAT (Figura 5) &
mais eficaz na progressédo do plasmideo de DNA através da membrana artificial,
isso pode ser um indicativo de uma captacao celular mais facilitada dos poliplexos
de pDNA apés a insergao do peptideo TAT no vetor polimérico e deve ser capaz
de servir como um meétodo n&o invasivo para penetrar o plasmideo de DNA
através da pele. Isso demonstra que o PAMPA se apresenta como uma importante
ferramenta na avaliagdo da permeabilidade para a descoberta de novas
tecnologias de sistemas de liberacdo de farmacos, como os dendrimeros de
PAMAM.
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Conclusao

Nosso estudo mostra que, embora a solubilidade, a permeabilidade e a
influéncia do pH na formulagdo sejam fundamentais para a compreensdo do
comportamento de transporte do farmaco-dendrimero no organismo, ha poucos
estudos que avaliam essas propriedades simultaneamente. Portanto, identifica-se
a necessidade de reforgar junto a comunidade cientifica a importancia da
realizacdo de estudos de propriedades biofarmacéuticas ao sintetizar novas
formulacbes de dendrimeros de PAMAM. Isto também deve estar associado a
uma maior compreensdao das limitagbes e vantagens de cada metodologia
disponivel, escolhendo a mais adequada a cada situagao.

Embora os resultados desta revisao critica sejam dignos de consideragéo,
as diversas limitagbes metodoldgicas dos estudos elegiveis ndo podem ser
negligenciadas. As limitacbes observadas nesses estudos incluiram a falha em
avaliar as propriedades biofarmacéuticas seguindo as metodologias preconizadas
pela maioria das agéncias regulatérias e o Sistema de Classificagdo
Biofarmacéutica ja bem estabelecido, descrigdes insatisfatérias do efeito do pH
nas formulacbes e o uso de meios né&o fisiologicos inadequados para
caracterizacao da solubilidade. O desenvolvimento de protocolos padronizados e
melhores estudos descritivos sdo necessarios para avaliar adequadamente a
associagdo entre o desenvolvimento de conjugados dendrimero-farmaco e o

aprimoramento das propriedades biofarmacéuticas.
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