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Resumo

As nanoparticulas lipidicas tornaram-se atrativas nos ultimos anos devido as suas
propriedades promissoras, nomeadamente o uso de matérias-primas que apresentam
caracteristicas nao toxicas, biodegraddveis e biocompativeis, bem como um perfil
retardado de libertacdo ao longo do tempo, diminuindo assim efeitos adversos e

aumentando a adesdo a terapéutica.

A versatilidade no uso de matérias-primas ¢ nos métodos de producdo utilizados,
permite o estudo de diferentes conjugagdes de modo a aumentar a capacidade de
veiculacdo dos fArmacos encapsulados, bem como o perfil das formula¢des, na medida

em que um dos obstaculos ¢ a sua estabilidade ao longo do tempo.

As nanoparticulas lipidicas sdo divididas em trés tipos: as nanoparticulas lipidicas
solidas (SLN), os transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC) e os conjugados

lipido farmaco (LDC).

Com a utilizagdo destes sistemas varios fArmacos sao incorporados e veiculados por via
oral, pulmonar, ocular, parentérica, transdérmica e retal, com o intuito de melhorar a sua
biodisponibilidade, bem como, em alguns dos casos, tornar fArmacos administraveis por
vias que atualmente ndo o permitem, como por exemplo, a administracdo oral de

msulina.

A toxicidade inerente a estes sistemas ¢ praticamente nula, visto que se usam
tensioativos e lipidos aprovados, embora sejam escassos os estudos em humanos. Esta
area ainda estd em desenvolvimento e estdo a decorrer estudos de candidatos a

medicamentos, sobretudo na 4rea da oncologia.

Palavras-chave: Nanoparticulas lipidicas, SLN, NLC, toxicidade.



Abstract

Lipidic nanoparticles have become attractive in recent years because of their promising
properties, such as the use of raw materials that exhibit non-toxic, biodegradable and
biocompatible characteristics, as well as a delayed release profile over time, thereby

reducing adverse effects and increasing therapeutic adhesion.

The versatility in the use of raw materials and in the used production methods makes
possible the study of different conjugations in order to increase the capacity to delivery
encapsulated drugs as well as formulations profile, since one of the obstacles is its

stability over time.

Lipidic nanoparticles are divided in three types: solid lipid nanoparticles (SLN),
nanostructured lipid transporters (NLC) and lipid drug conjugates (LDC).

By using these systems, several drugs are incorporated and transmitted orally,
pulmonary, ocular, parenteral, transdermal and rectal, in order to improve their
bioavailability and in some cases, to make drugs administrable by pathways that

currently do not, like oral administration of insulin.

The inherent toxicity to these systems is practically nil, since approved surfactants and
lipids are used, although there are few studies in humans. This area is still under
development and there are ongoing studies of drug candidates, especially in the area of

oncology.

Keywords: lipidic nanoparticules, SLN, NLC, toxicity.
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O uso de nanoparticulas lipidicas como veiculo de farmacos

1.Introducao

1.1. Nanoparticulas

A necessidade de encontrar terapéuticas eficazes com uma entrega de principios ativos a
uma taxa especifica, num local especifico, ¢ sendo nio tdxicas, ¢ um processo que
envolve muitas limita¢des, o que tem levado a que muitos investigadores se debrucem
sobre alternativas tecnoldgicas, de modo a alcancgar este objetivo (Kayser, Lemke, &
Hernandez-Trejo, 2005; Rawat, Singh, Saraf, & Saraf, 2006). Desta forma a medicina
recorre a nanotecnologia de modo a inovar nos cuidados de satde, com o uso de
material na escala nanométrica tornando vantajosa esta nova tecnologia, dado que
maioria dos mecanismos bioldgicos acontecem nesta escala, dai emerge uma janela de

oportunidade para alcangar novos locais de veiculagao de farmacos.

Atualmente com os avangos tecnologicos € com o desenvolvimento de novas classes de
medicamentos hd a necessidade de inovar nos sistemas de veiculagdo, uma vez que
algumas destas novas moléculas apresentam fraca solubilidade, toxicidade elevada e
tempo de semivida curto. Estes sistemas de veiculagdo tornam-se uma ferramenta
estratégica para aumentar a adesdo do paciente, prolongar o tempo de semi-vida da
molécula, reduzir custos nos cuidados de saude, dado que oferecem um melhor perfil

farmacocinético (Parveen, Misra, & Sahoo, 2012).

A evolugdo dos sistemas de transporte coloidal iniciou-se em 1950 com o
desenvolvimento das nanoemulsdes; apds estas surgiram os lipossomas (1965), as
nanoparticulas poliméricas (1975), as microemulsoes (1980), as nanoparticulas lipidicas
solidas (1992) e os transportadores lipidicos nanoestruturados (1999-2000) (Naseri. N.,
et al, 2015).

Ao longo dos ultimos anos intimeros principios ativos incorporados nestes sistemas
nanoparticulares tém sido aprovados, conforma apresentado na tabela 1. Uma das
caracteristicas mais importantes inerentes a estes sistemas ¢ o facto de apresentarem um
perfil de libertacdo retardado, o que proporciona uma concentracdo de niveis
plasmaticos mais constante, uma redu¢do da frequéncia de administracdo e dos efeitos

adversos, bem como dos custos dos cuidados de saude.



Introdugdo

Tabela 1: Farmacos veiculados em sistemas nanoparticulares comerciais
(Weissig, Pettinger, & Murdock, 2014).

Nome comercial Principio ativo Tipo de sistema Pais (ano) de
nanoparticulares aprovacio
DaunoXome® Daunorrubicina Lipossomas EUA (1996)
DepoDur® Morfina Lipossomas EUA (2004)
Inflexal® V Antigénios do Lipossomas Suiga (1997)
virus influenza
Marqibo® Vincristina Lipossomas EUA (2012)
Emend® Aprepitant Nanocristais EUA (2003)
Rapamune® Sirolimus Nanocristais EUA (2002)
Megace ES® Megestrol Nanocristais EUA (2005)
Opaxio® Pacitaxel Nanoformulag¢des baseadas EUA (2012)
em polimeros
NanoTherm® Aminosilano Nanoformulagdes baseadas EUA (2013)
em metais
Diprivan® Propofol Nanoformulagdes baseadas EUA (1989)
em tensioativos

As nanoparticulas sdo particulas coloidais solidas cujo tamanho varia entre os 10 ¢ os

1000 nm; e/ ou

nestas o0s principios ativos sdo dissolvidos, aprisionados
absorvidos/ligados.

As vantagens das nanoparticulas lipidicas face aos tradicionais transportadores
coloidais, tais como emulsdes e lipossomas prendem-se com o facto de estas serem
biodegradaveis, ndo toxicas e capazes de armazenar/ libertar o farmaco por periodos
mais longos (Soni, Kukereja, Kapur, & Kohli, 2015). Uma das limitacdes das
tecnologias convencionais (comprimidos e cdpsulas) ¢ a sua instabilidade no trato GIL.
Com o uso de nanoparticulas parece que a sua estabilidade no trato gastrointestinal
melhorou, o que leva a que seja um bom indicador de libertacdo prolongada visto que

nao existe degradagao precoce do principio ativo (Reddy & Shariff, 2012).




O uso de nanoparticulas lipidicas como veiculo de farmacos

No universo das nanoparticulas existem as nanoparticulas lipidicas que podem ser
classificadas em 3 tipos: nanoparticulas lipidicas solidas (SLN), transportadores
lipidicos nanoestruturados (NLC) e conjugado farmaco lipido (LDC) (Marcato, 2009).

Estes sistemas sdo comercialmente viadveis para as formulagdes farmacéuticas
destinadas a administra¢do topica, oral, pulmonar, parentérica, transdérmica e retal,
como sera discutido no capitulo 3. Deste modo, a sua seguranga ¢ eficacia tém sido
estudadas e exploradas, tornando-as candidatos atrativos para a formulagdo de

medicamentos, assim como vacinas e nutracéuticos (Soni et al., 2015).

1.2. Tipos de nanoparticulas lipidicas

1.2.1. Nanoparticulas lipidicas solidas

As nanoparticulas lipidicas sélidas (SLN — Solid lipid nanoparticles) sao constituidas
por uma estrutura que tem uma base transportadora coloidal, o lipido, e estabilizadas
por tensioativo(s). Relativamente ao seu tamanho encontram-se classificadas no
tamanho dos nanémetros 50-1000nm, sendo fisiologicamente biocompativeis e solidas a

temperatura ambiente (Reddy & Sharift, 2012)

Estas particulas, como exibem um nucleo so6lido, proporcionam um aumento do
controlo da cinética de libertagdo dos farmacos encapsulados, uma vez que a mobilidade
dos principios ativos € menor, assim sendo ird haver um retardamento da reacdao de

degradacdo (Yadav, Khatak, Vir, & Sara, 2013).

O interesse nos sistemas de veiculacdo baseados em lipidos surgiu devido a diversas
razoes, tais como: versatilidade nos excipientes lipidicos usados, formulagdes e escolha
de diferentes sistemas de veiculacdo, biodisponibilidade oral melhorada e reduzida
variabilidade de concentracdo no plasma, e os lipidos sdo menos caros do que os

transportadores poliméricos / tensioativos (Soni et al., 2015).
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Tabela 2: Vantagens e desvantagens das nanoparticulas lipidicas
solidas (Reddy & Shariff, 2012; Soni et al., 2015).

Vantagens
Libertacdo controlada
Particulas com tamanho entre 120-200nm
nao sdo recapturadas pelo sistema fagocitario

Protegem as moléculas dos farmacos
suscetiveis a degradagdo

Podem ser submetidas ao processo de
congelagdo, formando uma forma
farmacéutica em po
Boa estabilidade

Excelente reprodutibilidade

Viabilidade de incorporacdo de moléculas
hidrofilas e hidrofobas

Desvantagens

Pouca capacidade de veicular farmacos
diferentes

Desencapsulagdo do farmaco apos a transigdo
polimérica durante o armazenamento

Teor de agua relativamente elevado das
dispersdes (70-99,9%)

Crescimento das particulas durante o
armazenamento

1.2.2. Transportadores lipidicos nanoestruturados

Os transportadores lipidicos nanoestruturados (NLC — Nanostructured lipid carriers),

foram concebidos com o objetivo de melhorar a estabilidade de transporte até ao local

de acdo, evitando assim a expulsdo precoce da molécula (N. Raul.,, 2011). Estas

estruturas sdo modificacdes das SLN, visto que neste caso a matriz ¢ constituida por

uma fase lipidica solida e liquida, sendo que a fase aquosa contém um tensioativo ou

uma mistura destes. As propor¢des usadas de lipidos solidos e lipidos liquidos sdao de

70:30 no minimo, até uma propor¢ao maxima de 99,9:0; o tensioativo ira variar de 1,5%

a 5%.

Como consequéncia das propriedades promissoras destes sistemas de veiculagdo,

presentemente estdo a ser alvo de inimeros estudos em diversas aplicagdes, tais como

topicas, orais e parentéricas (Beloqui, Solinis, Rodriguez-Gascon, Almeida, & Préat,

2016), conforme discutido no capitulo 3.
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Estes dois sistemas de transporte sdo muito semelhantes, contudo diferem na sua
constituicdo ao nivel da matriz lipidica. Sendo que as NLC conseguem aprisionar maior
quantidade de principio ativo devido a sua estrutura desorganizada como podemos ver

na figura 1.

SLN NLC

“Brick wall” structure Unstructured matrix

*—
Low drug loa ___High drug load

Drug expulsion Long term drug
during storage stability

Figura 1: Comparagio entre a estrutura das SLN e NLC (Muchow, Maincent, & Muller, 2008).

1.2.3. Conjugado lipido farmaco

O conjugado lipido-farmaco (LDC — Lipid drug conjugate) foi desenvolvido de modo a
tentar resolver algumas limitagdes ligadas as SLN, nomeadamente a sua baixa

capacidade de veicular farmacos hidroéfilos.

Por meio da LDC o fAirmaco ¢ convertido num conjugado lipido-fairmaco insoliivel em
agua, a partir da sua conjugacdo com componentes lipidicos, através de ligacdes
covalentes ou simplesmente por formacdo de um sal (Muchow et al., 2008; Neupane,

Sabir, Ahmad, Ali, & Kohli, 2013).

Alguns estudos estdo a ser desenvolvidos com o uso de LDC, nomeadamente para
veicular farmacos ao cérebro para tratar doengas parasitarias (Olbrich, Gessner, Kayser,

& Miiller, 2002; Olbrich, Gessner, Schroder, Kayser, & Miiller, 2004).

12
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1.3. Lipidos e tensioativos utilizados

O nucleo solido e liquido lipidico das nanoparticulas lipidicas estabiliza-se com
tensioativos. Os excipientes usados para fins farmacéuticos devem ser reconhecidos
como materiais seguros através da aprovacdo GRAS (Generally Recognized As Safe) ¢

FDA (Food and Drug Administration).

De modo a manter a particula lipidica solida ap6s administra¢do, o ponto de fusdo do
lipido das nanoparticulas deve exceder a temperatura corporal, ou seja 37°C. Dos lipidos
estudados os que apresentam essas caracteristicas estdo especificados nas tabelas 2 e 3.
Nestas estdo também representados os tensioativos usados na produgdo (Pizzol et al.,

2014).

Como podemos verificar, os lipidos usados para a producdo de SLN sdo muito
semelhantes aos lipidos usados para a produgdo de NLC. Quanto aos excipientes

também existem algumas semelhangas, como podemos ver nas tabelas 2 e 3.

O processo de selecao do lipido a usar na matriz lipidica requer a andlise de diversos
parametros, nomeadamente: a capacidade de carga, o uso pretendido, o estado
polimorfico na medida em que estruturas perfeitas expulsam mais facilmente as
moléculas e estruturas imperfeitas fornecem espago para aprisionar maior quantidade de
moléculas. Outros parametros importantes sao a miscibilidade, solubilidade do farmaco,

estrutura fisica e quimica da matriz lipidica, pureza dos lipidos e o ponto de fusdo.

Contudo, a escolha do tensioativo nao ¢ de desvalorizar, tendo em conta que tém de
obedecer a alguns critérios, nomeadamente a isengdo de toxicidade, compatibilidade
com o organismo, capacidade de produzir o efeito desejado com a quantidade minima
possivel, estabilidade e o destino in vivo, como por exemplo a utilizagao do poloxamer,
permite um longo tempo de circulagdo devido a sua capacidade de impedir que seja
captado pelo sistema fagocitdrio. A natureza da matriz lipidica também tem de ser

tomada em consideragdo (K Manjunath, Reddy, & Venkateswarlu, 2005).

Deste modo estudos demonstram que o uso de diferentes lipidos na matriz, e de
diferentes concentragdes de tensioativos pode alterar a nanoparticula, nomeadamente no
seu didmetro, morfologia e na sua capacidade de encapsulacdo (Han, Li, Yin, Liu, &

Xu, 2008; Pizzol et al., 2014).
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O uso de nanoparticulas lipidicas como veiculo de farmacos

Tabela 3: Lipidos e tensioativos usados na preparacdo de SLN (Nair.R. et al.,2011).

Lipidos
Triglicéridos:

Triestearina
Tripalmitina
Trilaurina
Tricaprina

Trimestirina
Acilglicéridos:

Monoesterato de glicerol

Palmitoestearato de glicerol

Acidos gordos:

Acido estearico
Acido palmitico

Acido decandico

Ceras:

Cetil palmitato
Complexos ciclicos:
Ciclodextrinas
Gorduras sélidas:

Witepsol W 35
Witepsol H 35

Tensioativos
Fosfolipidos:

Lecitina de soja
Lecitina de ovo

Fosfatidilcolina

Copolimeros de oxido de etileno/ 6xido de propileno:

Poloxamer 188
Poloxamer 182
Poloxamer 407

Poloxamina 908

Copolimeros de sorbitano de 6xido de etileno/ 6xido de
propileno:

Polissorbato 20
Polissorbato 60
Polissorbato 80

Polimeros de alcool poliéster:
Tiloxapol
Sais biliares:
Acido glicélico
Alcoois:

Etanol

Butanol
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Tabela 4: Lipidos e tensioativos usados na formula¢do de NLC (Beloqui et al., 2016).

Lipido sélido Lipido liquido Tensioativo
Palmitoestearato de glicerol Caprilico/Caprico Polissorbatos
Glicerol dibehenato Triglicéridos Poloxamers (188, 407)
(Compritol® ATO 888) Vitamina E e derivados Macrogol-15-hidroxi-estearato

Cetil palmitato Lauroil polioxiglicéridos Estearato de polioxietileno
Acido estearico Monoacilglicéridos Acidos gordos

Tripalmitina Lecitina de soja

Aqualeno
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2. Métodos de producio

O processo de preparacdo das SLN e NLC ¢ realizada a partir de lipidos, emulsificantes
e agua/solventes. Contudo existem inimeros métodos de produgdo, que serdo de

seguida descritos neste capitulo.

2.1. Método da homogeneizacao a alta pressao:

A homogeneizag¢do a alta pressao (HPN — High pressure homogenization) pode ser
realizada a frio ou quente, figura 2, e recorre a homogeneizadores que impulsionam o
liquido a pressao elevada (100-2000 bar) através de tubos estreito; o liquido por sua vez
¢ submetido a uma velocidade elevada num curto espaco. A elevada tensdao de corte e
turbuléncia quebram as particulas, levando a formacdo destas na escala dos submicrons.
No entanto, durante este processo podera existir um aumento da temperatura (cerca de
10°C por cada 500bar), devido ao alto poder de aceleracdo e ao seu poder de corte das

particulas.

Sendo assim na fase preparatdria, o principio ativo ¢ introduzido por dissolucdo ou
dispersao no conteudo lipidico liquido (Lason & Ogonowski, 2011; Wissing, Kayser, &
Miiller, 2004).

2.2. Método da homogeneizagdo a quente

Esta técnica ¢ levada a cabo acima do ponto de fusdo do liquido, sendo semelhante a

homogeneizagdo de uma emulsio.

Na fase de pré-emulsificacdo temos o lipido liquido e a fase aquosa, que de seguida sdo
dispersas, e colocados num dispositivo de elevado poder de corte, formando uma
emulsdo O/A que por arrefecimento leva a cristalizacdo do lipido e formacdo das

nanoparticulas lipidicas, como podemos ver na figura 2.

E pertinente salientar que a qualidade da pré-emulsio ira afetar a qualidade do produto

final.
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Meétodos de produgdo

No entanto este processo tem de ser controlado, dado que se as temperaturas forem
muito elevadas ird haver degradacdo do firmaco e do transportador. Normalmente
efetua-se 3 a 5 ciclos a 500-1000bar. Se aumentarmos muito o nimero de ciclos o
tamanho das particulas aumenta devido a energia cinética das mesmas (Lason &

Ogonowski, 2011; Nair, Kumar, Priya, & Sevukarajan, 2011).

2.3. Método da homogeneizacao a frio

Esta técnica ¢ semelhante a homogeneizacao a alta pressao a quente, no entanto difere
em alguns passos. Assim sendo o fArmaco numa primeira etapa ¢ fundido 5-10°C acima
do seu ponto de fusdo, de seguida ¢ disperso ou dissolvido no lipido fundido. Numa
etapa seguinte a massa fundida de lipido-principio ativo ¢ arrefecida, através de azoto
liquido ou gelo seco. O produto resultante ira ser colocado num moinho de esferas ou

num almofariz mecanico.

Na fase final do processo as microparticulas sdo suspensas numa solu¢cdo aquosa fria de
tensioativo, sendo de seguida homogeneizadas numa sala com condigdes de temperatura

abaixo da temperatura de formac¢ao das nanoparticulas (Das & Chaudhury, 2011).

Este processo foi desenvolvido com o intuito de solucionar algumas das limitagdes da
homogeneizagdo a quente, tais como: a degradacao do principio ativo pelo calor, a
distribui¢ao do principio ativo para a fase aquosa durante o processo, e a complexidade
da fase de cristalizagdo dando origem a multiplas modifica¢des (Lason & Ogonowski,

2011). Assim sendo esta técnica ¢ mais adequadas para principios ativos hidrofilos ou

termolabeis.

Contudo ndo ¢ possivel existir uma anulagao por completo da sua exposi¢do a altas
temperaturas ja que o principio ativo necessita de ser incorporado no lipido fundido
(Das & Chaudhury, 2011).
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Figura 2: Processo de homogeneizagio a quente e frio (Svilenov & Tzachev, 2009).

2.4. Método de homogeneizagao por ultra-sons

O método de homogeneizagao por ultra-sons ¢ uma técnica amplamente usada na
producdo de nanoparticulas lipidicas (figura 3) uma vez que a primeira parte ¢

semelhante a homogeneizagao a alta pressao como poderemos observar.

Este método de produgdo evidencia algumas limitagdes tais como: uma elevada
distribui¢ao do tamanho das particulas, potencial de contaminagdo por metais devido a
utilizagao de ultrassom, e instabilidade fisica (possivel crescimento dos cristais durante
o processo de armazenamento) (Nair et al., 2011). A instabilidade fisica pode ser
melhorada com o recurso ao aumento das concentracdes de tensioativo, contudo pode
levar a alguns problemas de toxicidade, nomeadamente a nivel de administragdes
parentéricas. A distribui¢cdo do tamanho das particulas também poderd ser melhorada,
mediante a reducdo da concentragdo do lipido, e o aumento da concentragdo do

tensioativo (Wissing et al., 2004).

18



Métodos de produgdo

dispersa
homogeneamente por
uma maquina de

clenzdlo o *emulsdo O/A ¢ colocada

no ultra-som obtendo-se
nanoparticulas lipidicas

temperatura 5-10°C acima do
ponto de fusdo

* adiciona-se uma solugio
quente de agente dei‘xa-se solidificar

farmaco dissolvido / tensioativo a massa a temperatura

disperso no lipido(s) farmaco - lipido fundido ambiente

fundido(s) —_—

Figura 3: Método de homogeneizagdo por ultra-sons para formagdo de nanoparticulas lipidicas.
Adaptado de Wissing et al. (2004)

Uma grande vantagem da homogeneiza¢ao por ultra-sons prende-se com o facto de o
equipamento estar disponivel em qualquer laboratorio, o que faz com que seja um

método facilmente reprodutivel e de baixo custo.

2.5. Método de evaporagao do solvente/emulsificacao

O material lipofilico ¢ dissolvido num solvente organico imiscivel em dgua (ex: tolueno,
cloroformio, ciclohexano), posteriormente sera emulsificado numa fase aquosa, antes de
ser evaporado o solvente sob pressao reduzida, como podemos visualizar na figura 4.
Ap0s a evaporagdo as nanoparticulas sdo formadas por precipitagdo do lipido no meio

aquoso, obtendo-se particulas com tamanho médio de 25 nm (Nair et al., 2011).

Esta técnica apresenta uma vantagem muito importante, uma vez que o calor ¢ evitado,
torna-se num bom método para a incorporagdo de principios ativos termolabeis. No
entanto, podera surgir problemas relativamente ao solvente usado, dado que podera
existir solvente na mistura final, o que coloca em causa a seguranga da mesma (Wissing

et al., 2004).
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Aqueous
solution of
surfactant SLN/NLC

Evaporation of

Sonication organic solvent

Drug solution
in organic
solvent

A -drug
=@ -surfactant

Figura 4: Técnica da evaporagdo do solvente/emulsificacdo (Svilenov & Tzachev, 2009).

2.6. Método da microemulsao

As microemulsdes sdo constituidas por dois sistemas de fases, uma interna e outra
externa. De modo a obter microemulsdes com lipidos no estado sélido, este processo

tem de ser efetuado acima da temperatura de fusao do lipido selecionado.

Mixing Microemulsion with Solid Lipid Nanoparticle
liquid core
Lipid/bioactive material Liquid lipid core with Solid lipid core with
mixture bioactive material bioactive material

o Dispersion in water
Stirmng

. or ice
60-70"C — ;
Microcmulsion Manoemulsion
creation coagulation
Surfactants mixture Surfactant layer

Surfactant layer

Figura 5: Técnica de microemulsdo usada na formulagdo de SLN (Lason & Ogonowski, 2011).
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Neste processo temos um lipido com baixo ponto de fusdo (ex. acido estearico) fundido,
€ uma mistura x constituida por agua, tensioativos e co-tensioativos aquecidos a mesma
temperatura que os lipidos fundidos, De seguida mistura-se o lipido fundido com a
mistura x, sob condigdes suaves e, se 0 processo for bem efetuado, o complexo formado

¢ termodindmicamente estavel e transparente.

Por fim, a microemulsdo quente ¢ dispersa em agua gelada (2-3°C) por agitacdo
mecanica suave, o que ird garantir um tamanho das particulas pequeno por
solidificacdo/precipitagdo como podemos ver na figura 5 (Gasco, Priano, & Zara, 2009;

Lason & Ogonowski, 2011).

Os lipidos utilizados podem ser triglicéridos ou acidos gordos. Os tensioativos mais
usados sdo o polissorbato 20, polissorbato 60 e a lecitina de soja. Os co-tensioativos

mais usados sdo os alcoois como por exemplo o butanol (Lason & Ogonowski, 2011).

Relativamente a formulagdo propriamente dita, a concentragdo de tensioativo € co-
tensioativos sao necessarios em concentracdes mais elevadas, a fim de obter uma
formulagao mais estavel o que, no entanto, podera gerar problemas a nivel regulamentar

(Wissing et al., 2004).

2.7. Método de secagem por pulverizagao

Processo alternativo a liofilizacao, que visa transformar uma dispersao aquosa de SLN
num medicamento (Freitas & Miiller, 1998). Este método tem algumas limitacdes,
nomeadamente a agregacdo das particulas, como consequéncia das elevadas
temperaturas, for¢a de corte e fusdo parcial das particulas (Nair et al., 2011). Deste
modo Freitas e Muller (Freitas & Miiller, 1998) recomendam o uso de lipidos com

ponto de fusdo superior a 70°C.
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2.8. Método do fluido supercritico

O método que utiliza fluidos supercriticos ¢ vantajosa para os principios ativos
insoluveis em agua (Nair et al., 2011). A preparacao das SLN/NLC ¢ baseada numa
solugdo de gas saturado, em que normalmente ¢ utilizado o didxido de carbono, de

modo a separar os componentes.

Algumas vantagens inerentes a este método residem na possibilidade de evitar a
utilizagdo de solventes, as particulas obtidas em pd seco em vez de suspensdo, e as
condicdes de pressdo e temperatura serem controlados. Uma desvantagem relevante

deste método ¢ o facto de ser dispendioso (Yadav et al., 2013).

2.9. Método da dupla emulsificagao

O método da dupla emulsificacdo ¢ baseado no método da emulsificacdo-evaporacao do
solvente. Numa primeira fase o principio ativo ¢ dissolvido numa solu¢do aquosa, sendo
futuramente emulsificado no lipido fundido, juntamente com um estabilizador (ex.:
gelatina). Posteriormente este estabilizado primdario, ¢ disperso numa fase aquosa

contendo um estabilizador hidrofilo (Nair et al., 2011).

Este método tem sido selecionado para veicular farmacos hidrofilos. Um dos
parametros a ser vigiado reside no farmaco encapsulado, sendo que este tera que ser
conjugado com um tensioativo adequado, de modo a impedir que este se distribua na
fase aquosa externa da dupla emulsao w/o/w, durante o processo de evaporagdao do

solvente (Das & Chaudhury, 2011).

2.10. Método da emulsificacao-difusao do solvente

A técnica da emulsificacdo-difusdo tem como base a utilizagdo de solventes
parcialmente miscivel em dgua, podendo ser efetuada tanto na fase aquosa como na fase

oleosa.
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lipido saturado

agua e solvente a temperatura

sio saturados de
solubilizagdo

lipido e
principio ativo
sdo dissolvidos

na agua e
solvente
saturados (fase
interna
organica)

posteriormente

emulsificados

numa solucdo
aquosa de

solvente
saturado com
tensioativo
(fase dispersa)

Sob agitacdo mecanica

Figura 6: Processo da técnica emulsificagdo/difusdo do solvente.
Adaptado de (Nair et al., 2011)

Apbs a formagdo da emulsdao 6leo em dgua (etapa 3 da figura 6) tera que ser adicionada
uma solucdo aquosa com tensioativo saturada de solvente, de maneira a permitir a
difusdo do solvente na fase continua, e posterior agregacao do lipido em nanoparticulas.
Assim sendo, a agitacdo mecanica ¢ um passo muito importante no sucesso da técnica.
O solvente terd que ser eliminado por liofilizacdo ou ultrafiltracdo, devido aos
problemas inerentes a utilizacao de solventes organicos (Das & Chaudhury, 2011; Nair

et al., 2011).

Tabela 5: Vantagens e desvantagens do método emulsificacdo/difusdo do
solvente (Nair et al., 2011).

Vantagens Desvantagens

Elevada reprodutibilidade e distribui¢ao do
tamanho das particulas estreita

Facil difusdo do principio ativo na fase
aquosa, o que leva a um baixo poder de
encapsulagdo

Facil implementagdo, amplificacdao do Necessidade da dispersao de nanoparticulas
processo lipidicas estar concentrada e organizada

Produto eficiente e versatil
Pouco stress fisico

Evita o calor
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2.11. Método da injecdo do solvente

A injeg@o do solvente processa-se através de uma solucdo aquosa que detém um lipido
precipitado, como demonstrado na figura 7, em que posteriormente ¢ injetado um
solvente miscivel em agua, e as nanoparticulas sdo formadas através da precipitaciao por
saturagdo (Horiguchi & Takeshita, 2003). O uso de tensioativo ird auxiliar na produgao
das goticulas de lipido, bem como na estabilizacdo das nanoparticulas lipidicas (Nair et

al., 2011).

Aquando da sua execug¢do alguns parametros terdo que ser controlados, nomeadamente:
o tamanho das particulas, devido a possibilidade de ser influenciado pelo solvente
injetado, concentracdo do lipido, quantidade injetada e viscosidade. Contudo o passo

mais relevante deste processo ¢ a difusdao do solvente (Horiguchi & Takeshita, 2003).

Este método possui inimeras vantagens, como a producdo e manuseamento facil (Nair
et al., 2011) Contudo apresenta desvantagens, nomeadamente o uso de solventes
organicos que podera limitar algumas vias de administragao (Das & Chaudhury, 2011;

Horiguchi & Takeshita, 2003).

injection

needle
local variation of
interfacial tension
3 [ b g
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S ey lipid
28 solvent — . :iiiain
HIImIniiay solvent SE s Greia
agueous ; Parichairetni:
AL R s et e N (R S ITion 87125 1301 S | TSP AR

@

dﬁ::plsis with increased drl:;piais with decreased
lipid concentration particle size

precipitation by local
supersaturation

LNP formation

Figura 7: Técnica da injecdo do solvente (Horiguchi & Takeshita, 2003).
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2.12. Método contador de membrana

O método de contador de membrana baseia-se numa fase lipidica que ¢ pressionada
acima do ponto de fusdo do lipido através dos poros da membrana, de seguida a fase
aquosa ¢ impulsionada tangencialmente no interior da membrana, e consequentemente
as nanoparticulas lipidicas sdo obtidas através da circulacdo da fase aquosa, a saida dos

poros, como podemos observar na figura 8.

r 4

A fase aquosa ¢ agitada através de um impulsor, e a fase lipidica ¢ colocada num
recipiente pressurizado equipado com um mandmetro ligado a uma garrafa de azoto e a
membrana do lado do lado do filtrado (Charcosset, El-Harati, & Fessi, 2005; Parhi &
Suresh, 2012).

h-¢-- -i

Tangential flow of A
. SLN
the aqueous phase :> :>
Menmbrane F BN, BN B H
Lipid phase

permeation under applied pressure
(Temperature > lipid melting point temperature)

Figura 8: Esquema de preparaco de nanoparticulas lipidicas pelo processo de contador de
membrana (Charcosset et al., 2005).

O sucesso deste método depende de vérios parametros, nomeadamente da velocidade de
fluxo da fase aquosa, da pressdo da fase lipidica, da temperatura da fase aquosa e

lipidica, e do tamanho dos poros.

As vantagens deste processo residem na facilidade de utilizagdo, controlo do tamanho

das nanoparticulas e versatilidade (Charcosset et al., 2005).
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3. Caracteriza¢do das nanoparticulas lipidicas

As propriedades fisico-quimicas, tais como tamanho, polidispersdo e a forma das
particulas, sdo importantes determinar para compreender como se irdo comportar as

formulacdes de SLN e NLC.

E importante caracterizar as particulas, dado que dependendo das suas caracteristicas a
sua biodistribui¢ao serd diferente (Basu, Garala, Bhalodia, Joshi, & Mehta, 2010). Estes
critérios também sdao importantes e ¢ de denotar que afetam a taxa de libertacdo do
farmaco, a mucoadesao, adsorcao celular de 4gua e a troca de tampao entre o interior € o

exterior da nanoparticulas (Azhar, Bahari, & Hamishehkar, 2016).

3.1. Tamanho da particula

Este parametro ¢ analisado sobretudo através de trés técnicas, a difragdo a laser, a
dinamica de espalhamento de luz, e a espetrofotometria de correlagcao de fotdes (Das &

Chaudhury, 2011; Kathe, Henriksen, & Chauhan, 2014).

A difragdo a laser mede a dispersdo da luz laser através da particula, e a dinamica de
espalhamento de luz mede a variagdo do espalhamento da intensidade, quando as
particulas estdo em movimento Browniano, e correlaciona com o tamanho da particula.
Estas técnicas ndao medem o tamanho diretamente, estimam através de correlacdes

obtidas na amostra estudada (Kathe et al., 2014; Vasquez, 2008).

Estas técnicas podem gerar algumas falhas, nomeadamente se existirem agregados de
particulas, o que ira conduzir a erros. Consequentemente, de modo a prever estes erros
um parametro importante nestas medi¢des € o desvio padrao, que tem como fungdo

estimar o erro envolvido ao longo das medigdes (Kathe et al., 2014).
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3.2. Potencial zeta

O potencial zeta ¢ a carga produzida a superficie da particula que estas adquirem no seu
estado disperso. Esta carga pode ser positiva ou negativa, o que se ira traduzir na sua
capacidade de atracdo ou repulsdo numa suspensdo aquosa. Para a caracteriza¢do das
SLN sdo utilizados os métodos de espalhamento de luz espetrofotométrica e a
determinagdo eletroacustica, sendo a primeira a mais utilizada (Kathe et al., 2014; Xu,

2008).

A andlise deste valor ¢ essencial visto que estd relacionado com a estabilidade, com a

adsorcao da superficie (Xu, 2008) e a interacdo com os eletrolitos (Vasquez, 2008).

3.3. Indice de polidispersio

E importante conhecer a magnitude da dispersdo do tamanho das particulas e para isso a
medida usada ¢ o indice de polidispersdao (PI - Polydispersity index). Quanto menor o
valor, mais monodispersa estd a dispersao de nanoparticulas. A maioria dos
investigadores aceita valores de PI < 0,3. Este indice pode ser medido através da

espetrofotometria de correlagao de fotoes (Das & Chaudhury, 2011).

3.4. Morfologia

As técnicas utilizadas para determinar a morfologia das nanoparticulas lipidicas sdo:
microscopia eletronica de varrimento (SEM - Scanning electron microscopy),
microscopia eletronica de transmissdo (TEM - Transmission electron microscopy),

microscopia de forca atomica (AFM - Atomic force microscopy).

A microscopia eletronica de varrimento utiliza a transmissdo de eletrdes através da
superficie da amostra, enquanto que a microscopia eletronica de transmissdo utiliza

eletrolitos.
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3.5. Eficiéncia de encapsulagdo e capacidade de encapsulacao

A eficiéncia de encapsulacdo de um farmaco em SLN ou NLC, ird depender da sua

capacidade de dissolver/dispersar o lipido.

Existem duas formas de calcular a quantidade de farmaco que se consegue encapsular
nestes sistemas de veiculacdo. A primeira ¢ a eficiéncia de encapsulagcdo que € expressa
em percentagem, e resulta de um quociente entre a quantidade de farmaco incorporado
nas particulas lipidicas e a quantidade total de farmaco existente na formulagao

(equagdo 1) (M. K. Shah, Madan, & Lin, 2014).

Quantidade de farmaco adicionado - Quantidade de farmaco ndo encapsulada

%100 Equacdo 1

Quantidade de farmaco adicionado a formulagdo

A segunda, ¢ a capacidade de encapsulacdo do farmaco, que ¢ influenciada por duas
variaveis, o lipido e o farmaco a incorporar. Assim sendo, se a molécula for lipofilica
tende a distribuir-se preferencialmente nas particulas lipidicas, e consequentemente
maior sera a eficacia de aprisionamento. Contudo se as moléculas forem hidroéfilias, tém

tendéncia a distribuir-se na fase aquosa.

Tendo em conta o que acima foi mencionado surgiu uma formula expressa em
percentagem, que resulta no quociente entre a quantidade de fArmaco incorporada nas

particulas lipidicas e a quantidade total de ingredientes envolvidos na formulacdo

(equacdo2) (N. V. Shah et al., 2016).

Quantidade de farmaco incorporado nas moleculas lipidicas
Quantidade de firmaco+ excipientes adicionados a formulagio X 100 Equag:do 2

3.6. Incorporagdo de farmacos em nanoparticulas lipidicas s6lidas

Com o intuito de aumentar a capacidade de encapsulacdo das nanoparticulas lipidicas,

surgiu o processo de modificacdo das SLN através da incorporagdo de um lipido liquido
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na matriz solida da nanoparticula, formando os transportadores lipidicos

nanoestruturados, NLC que podem ser de trés tipos.

Tipo I - Matriz altamente imperfeita

Neste processo utiliza-se uma concentragao de lipido liquido inferior a concentracao de
lipido solido, posteriormente misturados para formar uma nanoemulsio O/A que,
quando arrefecida, forma particulas solidas cristalizadas a temperatura ambiente, com
uma matriz lipidica altamente desorganizada e imperfeita, resultante dos diferentes
tamanhos da cadeia de acidos gordos, e das misturas dos diversos triglicéridos. Este
processo proporciona ao farmaco maior espaco de encapsulacdo, o que ¢ uma grande

vantagem (Shidhaye, Vaidya, Sutar, Patwardhan, & Kadam, 2008).

Tipo Il - Multiplos tipos

No tipo II existe uma concentragdo elevada de lipido liquido; aquando do processo de
cristalizacao existe separacdo de fases, contudo num intervalo de temperaturas estreito

em que exista miscibilidade dos lipidos, formando nanocompartimentos lipidicos.

Uma das utilidades deste processo surge quando os lipidos ndo tém solubilidade nos
principios ativos usados. Desta forma, adiciona-se lipidos liquidos em quantidade

elevada com o intuito de prevenir a fuga do fArmaco da matriz sélida.
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Tipo Il - Estado amorfo

No tipo III existe uma mistura controlada de lipidos, com a finalidade de formar novas

particulas lipidicas no interior do lipido so6lido ( figura 9). Contudo, deve ser

preservado o estado amorfo (Purohit, Nandgude, & Poddar, 2016).

Amorphous lipid

Incorporated crug

L "
gy ¢
)

Solid lipid (fat)

Qil nanc-

compartments

Figura 9: Tipos de transportador lipidicos nanoestruturados(Purohit et al., 2016).
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4. Farmacos incorporados em nanoparticulas lipidicas

4.1. Via oral

A necessidade de desenvolver novos sistemas terapéuticos reside no facto de alguns
principios ativos levantarem alguns problemas na sua forma convencional.
Nomeadamente na via oral, tém surgido entraves em algumas terapéuticas sobretudo
devido a baixa solubilidade, e a reduzida biodisponibilidade de varios principios ativos,

levando a resultados comprometedores e a tratamentos ineficazes.

A via oral ¢ a forma mais comoda de administragdo de uma terap€utica a um doente, €
aquela a qual tem mais adesdo, desta forma € a via de administragcdo por exceléncia, €
consequentemente a mais trabalhada. De modo a permitir que todos os principios ativos
e tratamentos possam ser por ai levados a cabo, o que ¢ uma tarefa dificil devido as
propriedades intrinsecas de cada molécula e as barreiras que o nosso proprio organismo

coloca.

A nanomedicina tem um papel importante a desenvolver, no aparecimento de novas
estruturas que melhorem o sistema de veiculacdo dos principios ativos e aniquilar
algumas barreiras que o0 nosso organismo coloca as formas farmacéuticas
convencionais. As nanoparticulas lipidicas foram colocadas como uma forma

promissora de incorporar principios ativos e tentar resolver as barreiras existentes.

Embora intimeros estudos tenham ja sido desenvolvidos, algumas limitagdes persistem.
Estes novos sistemas de veiculagdo de farmacos tém relatado alguns problemas
nomeadamente a eficacia da encapsulacao ao longo do tempo, o tamanho das particulas,
a capacidade de superar a barreira intestinal ¢ pancreatica. Bem como a escolha do
tensioativo faz variar o comportamento do farmaco incorporado nas nanoparticulas

lipidicas (Taylor, Tanna, & Sahota, 2010).
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4.1.1. Exemplos de moléculas veiculadas

Tabela 6: Farmacos incorporados em sistemas de veiculacdo lipidicos para administragdo oral

Molécula Biodisponibilidade = Meétodo de Preparacio Sistema de Resultados Referéncia
do farmaco livre das nanoparticulas veiculacao
Carvedilol 25% Homogeneizagdo a alta SLN Aumento da (M. K. Shah et al., 2014)
pressdo a quente biodisponibilidade
Insulina Baixa Método difusdo do SLN Efeito hipoglicemiante (Zhang, Zhang, Zhou, & Lv,
solvente comprovado 2012)
Miconazol Baixa Método de ultra-sons SLN Aumento da (Aljaeid & Hosny, 2016)

biodisponibilidade (2,5%)

Sildenafil 40% Meétodo de SLN Aumento da
Homogeneizagdo a quente biodisponibilidade (1,87%)

Método de ultra-sons

(Hosny & Aljaeid, 2014)

Raloxifeno 2% Método difusdo do NLC Aumento da (N. V. Shah et al., 2016)
solvente biodisponibilidade (3,75%)
Rosuvastatina 20% Método de ultra-sons NLC Aumento da (Rizwanullah, Amin, & Ahmad,

biodisponibilidade (5,4%)

2016)

Sirolimus 17% Homogeneizagdo a alta NLC Aumento
pressao biodisponibilidade (1,82%)

(Yu et al., 2016)
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A necessidade de recorrer a sistemas de veiculacdo para a administragdo oral de
moléculas reside na baixa solubilidade em agua demonstrada pelas mesmas (ex.:
miconazol, rosuvastatina e sirolimus), um efeito de primeira passagem extenso que
resulta numa baixa biodisponibilidade (ex.: carvedilol, raloxifeno e sildenafil) e

degradagdo enzimatica no estomago (ex.: insulina).

O tempo de semivida curto ¢ a necessidade de assegurar concentragdes plasmaticas
dentro da janela terapéutica, leva a que haja administragdes sucessivas e

consequentemente a numerosos efeitos adversos (ex: sildenafil).

Como demonstrado na tabela 6, o recurso a estes novos sistemas de veiculagao resulta
num aumento significativo da biodisponibilidade face aos sistemas convencionais. E de
salientar o raloxifeno e a rosuvastatina dado que demonstraram uma melhoria
significativa na biodisponibilidade. De acordo com o que foi exposto a escolha do
sistema de veiculacdo e o método de preparacdo, bem como as matérias-primas usadas

serdo a chave para o sucesso deste sistema promissor.
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4.2. Via ocular

Os colirios sdo as formas farmacéuticas mais utilizadas para o tratamento oftalmico. No
entanto, estas estdo associadas a algumas limitagdes farmacocinéticas e farmacologicas,
nomeadamente com a frequéncia de administragdo, efeitos sistémicos nocivos, 0 nao
cumprimento da terapéutica por parte do paciente, baixa biodisponibilidade,
nomeadamente devido ao lacrimejar que diminui o tempo de contacto. Assim sendo, a
veiculacdo ocular de farmacos torna-se um desafio, visto que as formas convencionais
tém dificuldade em atravessar as barreiras fisiologicas entre a superficie do olho e as

estruturas oculares internas.

4.2.1. Exemplos de farmacos veiculados

A necessidade de desenvolver sistemas de veiculagdo para moléculas utilizadas no
tratamento ocular, deve-se sobretudo a limita¢des de formulagdo. Uma das moléculas
utilizadas nestas patologias ¢ o voriconazol, este apresenta uma solubilidade aquosa
dependente do pH, dai ser um 6timo candidato a estes sistemas. Existem outras
moléculas como € o caso da pilocarpina que apresenta curta duragdo de agdo, e se existir
sobredosagem pode causar miopia e miose. E de salientar também a indometacina que a

sua fraca solubilidade e estabilidade em meio aquoso pode afetar a terapéutica.

No caso do flurbiprofeno sendo um anti-inflamatoério ndo esteroide, normalmente usado
para a prevencao da infe¢do ocular, relacionado com a cirurgia ocular as cataratas, bem
como na prevenc¢do da miose induzida no decurso desta. As vantagens do seu uso face a
dos anti-inflamatorios esteroides reside na diminuicdo da resposta imunoldgica, na
formacao de cataratas induzida por estes, devido ao aumento da pressao intraocular € na

inibi¢ao da re-epitelizagao.

Posto isto e como podemos observar, na tabela abaixo, o uso destes novos sistemas de
veiculacdo ajuda a ultrapassar as limitagdes apresentadas e dessa forma aumenta
consideravelmente a biodisponibilidade, tendo sempre em conta reportar o minimo de

efeitos adversos.
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Tabela 7: Farmacos veiculados em nanoparticulas lipidicas para administragdo ocular

Molécula Sistema de Técnica de preparaciao Resultados Referéncia
veicula¢ao
Voriconazol SLN Microemulsdo Aumento da biodisponibilidade  (Khare, Singh, Pawar, &
Grover, 2016)

Pilocarpina SLN Evaporagao do solvente Aumento da biodisponibilidade  (Liitfi & Miizeyyen, 2013)

Indometacina SLN Homogeneizagado Aumento da biodisponibilidade (Hippalgaonkar, Adelli,
3,0 vezes, em comparagdo com  Hippalgaonkar, Repka, &

os sistemas coloidais Majumdar, 2013)
Flurbiprofeno NLC Ultra-sons Aumento da biodisponibilidade (Gonzalez-Mira, Egea,

Garcia, & Souto, 2010)

Tabela 8: Matérias-primas utilizadas na formulacéo de algumas moléculas

Molécula Eficiéncia de encapsulacao Matérias-primas Referencia

Pilocarpina 85% ERS 100 (Liitfi & Miizeyyen, 2013)

Tween 80
Cloreto de benzalconio
Indometacina 72% Compritol 888 (Hippalgaonkar et al., 2013)
Tween 80
Polaxamer 88
Voriconazol 84,25% Acido estedrico (Khare et al., 2016)

Carbopol 934
Tween 80

36



Farmacos incorporados em nanoparticulas lipidicas

A escolha das matérias-primas ¢ um passo muito importante, ¢ que pode tornar
limitativo o sucesso da veiculagdo. Tendo em conta que existe numerosas ofertas, ¢
importante real¢ar algumas particularidades interessantes na formulagdo de pilocarpina,
nomeadamente o uso de carbopol 934, a sua funcdo de tensioativo deve-se ao seu papel
de agente de libertagdo controlada, aumentando o tempo de resisténcia pré-corneal,
evitando efeitos adversos. Estas propriedades irdo conferir a formulagdo um aumento do
seu tempo de agdo, o que ird diminuir a frequéncia de administracdo (Khare et al.,

2016).

Na tabela 8 podemos observar o uso de Tween 80 em todas as formulagdes
selecionadas, esta escolha deve-se ao seu perfil ndo-irritante, desta forma ter sido
utilizado como tensioativo em todas elas. E importante frisar que cada molécula tem
solubilidades diferentes, e apeténcias diferentes para as diferentes matérias-primas,

deste modo o seu indice de encapsulagdo também ird variar.

O perfil de veiculagdao dos farmacos também ¢ importante. No voriconazol o sistema de
veiculacao adquiriu um comportamento bifasico, ou seja no inicio a molécula sofre uma
desencapsulagdo brusca, ¢ de seguida torna-se sustentada, neste caso até as 12 h
seguintes. Este perfil torna-se vantajoso tendo em conta que o utente ndo necessita de

aplicar tantas vezes, o que ird melhorar a adesao a terapéutica.

Uma das problematicas inerentes a estes sistemas ¢ a sua estabilidade. A pilocarpina em
condicdes de temperatura ¢ humidade controladas apresentou uma desencapsulagdo de

cerca de 10%.

Uma alternativa de conservacao a ser estudada seria a liofilizagdo, com posterior
reconstituicao aquando da sua utilizagdo (Khare et al., 2016). No entanto esta alternativa
pode ajudar a estabilizar a formulacdo mas também pode afetar a qualidade do produto
final. Na figura 10 estdo representadas quatro formulacdes, em que em todas elas apos
liofilizagdo, se verificou um aumento significativo do tamanho da particula, o que

resultar num compromisso da sua agdo terapéutica.
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Figura 10: O uso de liofilizagdo em diferentes amostras e o seu efeito no tamanho da
particula (Seyfoddin & Al-Kassas, 2013).

4

A escolha da nanoparticula lipidica a utilizar ¢ um parametro igualmente muito
importante e limitante no sucesso da formulagdo. A molécula aciclovir foi submetida a
dois sistemas de veiculagdo as SLN e NLC. A NLC obteve um melhor perfil de
penetracdo na coérnea bem como uma quantidade mais elevada de encapsulagdao da

molécula (Seyfoddin & Al-Kassas, 2013).

4.3. Via transdérmica

O tratamento de patologias dermatoldgicas tdOpicas apresenta vantagens face a
terapéutica oral e parentérica, sendo que niveis elevados de principio ativo podem ser
aplicados no local da doenga e os efeitos adversos serdo menores face as duas vias

mencionadas.

Os principios ativos e os veiculos utilizados sdo os responsaveis pela sua distribuicdo ao
longo das camadas, sendo que ainda se trata de um desafio determinar e controlar a

quantidade exata de substincias que chega as diversas camadas da pele.

As nanoparticulas lipidicas para além de estarem a ser estudadas com fins terapéuticos,

também estdo a ser estudadas com carater preventivo. Com intuito terapéutico, temos
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patologias como a psoriase, acne e inflamagdes; como cardter preventivo estd a ser
investigada para diminuir os efeitos secundarios associados a algumas terapéuticas,

nomeadamente anti-inflamatdrios nao esteroides no tratamento toépico do reumatismo.

Os grupos terapéuticos explorados com aplicagdes dermatologicas sdo os
glucocorticoides, retinoides, antimicdticos e inibidores da COX -2 (Jana Pardeike,

Hommoss, & Miiller, 2009).

O processo de libertagdao topica do principio ativo inicia-se com a difusdo. De seguida
ha degradacdo das particulas lipidicas no organismo, sendo que a sua libertacdo do
principio ativo € inversamente proporcional ao quociente de particdo do mesmo.
Contudo a area de superficie influéncia a libertagdo das particulas lipidicas, visto que, se
o tamanho das particulas sdo pequenas, a superficie de contacto ¢ maior, logo a

quantidade de farmaco libertada ¢ maior.

A libertacdo lenta do farmaco pode ser conseguida, se este se apresentar disperso na

matriz lipidica de forma proporcional.

Os fatores que afetam a libertagdo do principio ativo sdo: o tamanho da particula, a
matriz lipidica, o tensioativo, o tipo e a forma como o farmaco ¢ encapsulado (Purohit et

al., 2016).

4.3.1. Tretinoina

A tretinoina ¢ um metabolito da vitamina A frequentemente utilizada no tratamento
topico de inumeras doengas proliferativas e inflamatorias. Apesar do seu perfil
interessante a sua aplicacdo ¢ muito limitada, dado que detém algumas desvantagens
tais como: provoca irritacdo na pele, baixa solubilidade em agua, instabilidade na

presencga de ar, luz e calor.

Um dos efeitos adversos da terapéutica reportada com o uso de tretinoina ¢ o
aparecimento de irritagdes cutaneas, assim sendo um grupo de investigadores trataram
uma amostra de coelhos com tretinoina comercial e tretinoina veiculada em SLN,

posteriormente utilizaram o teste de Draize, para determinar o grau de eritema existente.
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Tabela 9: Critérios do estudo apresentado (K. A. Shah, Date, Joshi, & Patravale, 2007)

Teste de Draize Grupos de coelhos
Auséncia de eritema (0) Controlo (grupo 1)
Ligeiro eritema (1) Uso de creme comercializado com

Eritema ligeiramente moderado (2) tretinoina (grupo 2)

Eritema moderado (3) SLN sem tretinoina (grupo 3)

. 0
Eritema grave (4) SLN com tretinoina 0,05% (grupo 4)

Os coelhos foram analisados as 24h, 48h e 72h, sendo que as imagens da figura 11
mostram a analise apds 24 horas. A imagem A mostra o grupo controlo, imagem B
representa o coelho em que utilizaram tretinoina comercial, apds 24 horas apresentava
irritagdes nivel 3, e passado 48h irritacdes nivel 4. A imagem C representa o coelho
tratado com SLN sem tretinoina, deste modo observaram irritacdo nivel 0. A imagem D
apresenta o uso de SLN com tretinoina e observaram irritagdo nivel 1 apds 48 horas,

antes desse tempo nao havia qualquer irritagao.

Figura 11: Observacao de diferentes grupos de coelhos apos terapéutica com tretinoina (K. A. Shah et
al., 2007).
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Concluindo o que acima foi referido o uso de nanoparticulas lipidicas sélidas
demonstrou uma notavel melhoria nos episddios eritematosos, comparado com o creme

comercializado.

4.3.2. Doxorrubicina

A doxorrubicina ¢ um farmaco antineoplasico muito utilizado para o tratamento de
tumores so6lidos tais como cancro da mama, pulmdo e pele. Contudo muitos efeitos
adversos advém desta terapéutica, nomeadamente alopecia, mielossupressao, ulceragdes

orais e toxicidade cardiaca.

O uso das nanoparticulas foi considerado tendo em conta que apresenta um bom perfil
de penetracdo no estrato corneo, sendo responsavel por prevenir a penetracdo de

produtos quimicos na pele.

m- (b)-
M- ‘-
Figura 12: Crescimento tumoral dos ratos em que a) indugéo tumoral, b) SLN sem DOX, ¢) DOX sem

SLN, d) DOX-SLN
(Tupal, Sabzichi, Ramezani, Kouhsoltani, & Hamishehkar, 2016).
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Foram utilizados ratos com cancro de pele, como demonstrado na figura 12; o grupo
tratado com SLN contendo doxorrubicina demonstrou uma visivel melhoria, face aos

restantes grupos, bem como uma boa penetragdo no estrato corneo (Tupal et al., 2016).

4.4. Via inalatdria

A administracao pulmonar ¢ dos campos de elevado interesse tendo em conta que, nao
s6 podemos tratar doencas das vias areas como veicular farmacos a circulagdo
sistémica, sobretudo aqueles que apresentam baixa solubilidade em agua. Uma das
vantagens do pulmao ser um bom local de aplicacdo € a sua extensa area de superficie,

2 ST . .
cerca de 100m”~. A membrana do epitélio € permedvel e extensamente vascularizada e,

sendo assim, existe ndo s6 uma rapida absor¢do de principios ativos soluveis e

permeaveis, como também dos que ndo o sdo.

As nanoparticulas lipidicas de uso pulmonar tém de obedecer a algumas exigéncias,
nomeadamente: biocompatibilidade, esterilidade, isotonia de cerca de 300 mOsmol/kg e

pH no intervalo de 3-8,5 (Weber, Zimmer, & Pardeike, 2013).

A curcumina € um composto polifendlico que advém da curcuma longa uma planta que
cresce na India, China e Sudoeste Asiatico. Ultimamente tém existido inimeros estudos
que mostram a sua potencial atividade terapéutica em doengas cronicas respiratorias
como a asma. Consequentemente suscitou interesse em ser veiculada em SLN devido a

sua rapida metabolizagdo e fraca biodisponibilidade.

O facto de alguns microrganismos serem parasitas intracelulares, como o M.
tuberculosis, leva a uma especial ateng¢do, porque estes residem e multiplicam-se dentro
das células dos fagdcitos mononucleares, e como as nanoparticulas lipidicas sdo
absorvidas pelo sistema fagocitico mononuclear (MPS) e se acumulam nos macréfagos,

sdo transportadores ideais.

Os principios ativos inalados com o intuito de tratar patologias pulmonares tém
vantagem sob a via oral e parentérica, tendo em conta que estes sdo depositados no local
de acdo, o que leva a um efeito mais rdpido mas o tamanho das particulas ird determinar

a area atingida. O montelucaste, tabela 10, foi um dos farmacos veiculado em NLC e
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observou-se um aumento da sua biodisponibilidade e uma libertacdo sustentada durante
12 h.

O celecoxib, principio ativo usado em patologias pulmonares, apresenta uma baixa
solubilidade em &agua, bem como instabilidade em aerossoles o que levou a sua
incorporagdo em NLC, tendo em conta que estas proporcionam maior retencao e
libertagdo, obteve-se um aumento de biodisponibilidade, libertagdo sustentada durante

6h e uma boa deposicao alveolar em ratos.

O itraconazol tem um espetro de acdo contra bolores, leveduras e dermatofitos,
causadores de infegdes oportunistas, € como o pulmdo ¢ uma porta de entrada, a

veiculacdo de itraconazol em nanoparticulas para uso inalatorio tornou-se interessante.

A eficiéncia de encapsulagdo (EE) dos principios ativos mencionados apresentam
valores elevados o que indica que serdo bons candidatos a veicular através deste

sistema.
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Tabela 10: Farmacos veiculados para administragdo por via inalatdria.

Molécula EE (%) Veiculo Método de producao Resultados Referéncia
Curcumina 75% SLN Injecdo do solvente Aumento do efeito (Wang et al., 2012)
anti-inflamatorio
Aumento da biodisponibilidade
Rifabutina 89.9% SLN Homogeneizagdo a alta Facilmente sinalizadas pelos (Gaspar et al., 2016)
pressdo a quente monocitos humanos
Montelucaste 95% NLC Ultrassom Aumento da biodisponibilidade (Patil-Gadhe, Kyadarkunte,
Patole, & Pokharkar, 2014)
Celecoxib 90% NLC Homogeneizacdo a quente Aumento da biodisponibilidade (Patlolla et al., 2011)
Itraconazol 98,75% NLC Homogeneizagdo de alta Particulas estaveis durante a (J. Pardeike et al., 2011)

pressdo a quente

nebulizagio
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4.5. Via Parentérica

A administracdo oral por vezes ndo ¢ possivel devido a rapida degradagdo enzimatica no
trato gastro intestinal o que, no entanto, pela via intravenosa também pode ocorrer.
Outro problema ¢ a frequéncia de administragdo e, assim sendo, uma das alternativas
serdo os sistemas de veiculagdo lipidicos, que poderdo oferecer algumas vantagens
devido a sua libertagdo controlada e ao seu tamanho, que possibilita serem injetados por

via intravenosa, intramuscular e subcutanea (Marcato, 2009; Uner & Yener, 2007).

Tabela 11: Comparagdo de tempo de semivida e tempo de permanéncia no sangue de farmacos em
suspensdo (SUSP) e encapsulados em nanoparticulas lipidicas (SLN) (Kopparam Manjunath &
Venkateswarlu, 2005, 2006)

CLZ - SLN CLZ - SUSP NDP - SLN NDP - SUSP
Tempo semivida 8,67+ 1,08 4,82 +1,05 7,39 +£1,03 4,32 £0,59
Tempo de
permanéncia no 8h 4h 8h 6h
sangue

Aquando da preparagdo das formulagdes uma das preocupagdes € a sua distribuicdo no
organismo. A clozapina (CLZ) e a nitrendipina (NDP) veiculadas em nanoparticulas
lipidicas demonstraram um perfil de distribui¢ao muito satisfatorio no coragao, figado,
baco, cérebro e rim face a suspensao tradicional. Outro aspeto observado foi o seu

potencial em atravessar a BHE (Kopparam Manjunath & Venkateswarlu, 2005, 2006).

O efeito da cadeia lipidica também foi analisada ¢ quanto maior a cadeia lipidica, maior
a captacdo, maior a sua concentra¢ao no sangue ¢ maior o tempo de permanéncia, como

demonstrado na tabela 11.

Relativamente a eliminacdo das particulas da circulacdo sanguinea esta ¢ realizada pela
opsonizagdo, 0 que torna as particulas mais suscetiveis de serem reconhecidas pelas
células fagociticas; contudo a opsonizagdo pode ser evitada ou minimizada através do
revestimento das nanoparticulas com polietilenoglicol (PEG) e poloxameros (Li, Eun, &

Lee, 2011).
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Os sistemas de veiculacdo lipidicos também estdo a ser investigados para utilizagdo
intravenosa de fiarmacos anti-tumorais, como ¢ o caso do metotrexato na artrite
reumatoide e como veiculo de agentes de contraste na ressondncia magnética

(Albuquerque, Moura, Sarmento, & Reis, 2015).

4.6. Via retal

Quando ha dificuldade em deglutir, em reduzir efeitos adversos provocados por
determinadas moléculas, evitar o sabor desagradavel de algumas formulagdes, bem
como evitar o efeito de primeira passagem hepatica, uma das vias alternativas ¢ a via

retal.

Alguns principios ativos quando injetados provocam dor e inflamacdo no local, contudo
numa situagdo de emergéncia a via retal podera ser uma alternativa, visto que o inicio

de a¢do no sistema nervoso central ¢ mais rapido.

Sendo a metoclopramida um farmaco anti emético, a sua veiculagdo em SLN mostrou-
se promissora na medida em que o firmaco comercializado mantém uma libertacao
durante 4h, e a encapsulacdo com estes novos sistemas de veiculagdo mostrou uma
libertacdo prolongada ao longo de 24 horas, trazendo vantagens na reducao da

frequéncia de administracao e prevencao de efeitos adversos.

Tabela 12: Farmacos incorporados em nanoparticulas lipidicas de uso retal

Molécula EE Veiculo Método de Resultados Referencia
producio
Metoclopramida  82,6% SLN Homogeneizagdo a  Libertacao (Mohamed,
quente prolongada Abass, Attia, &

Heikal, 2013)

Diazepam 88% SLN Homogeneizacao a Efeito de (Abdelbary &
alta pressao libertagdo Fahmy, 2009)
prolongada

Método de ultra-
sons
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4.7. Farmacos presentemente em ensaios clinicos

Atualmente encontram-se em estudo alguns farmacos veiculados em nanoparticulas,

como exposto na tabela 13.

Tabela 13: Farmacos presentemente em ensaios clinicos http://www.clinicaltrials.gov.

Condicao Fiarmaco Fase de estudo
Cancros colorretal, pancreatico, gastrico, TKM-080301 Fase 1
ovarico ou mamarios com metastases
hepaticas
Fibrose hepatica moderada a grave Injegdo ND-L02-s0201 Fase 1
Candidiase, cronica mucocutinea Anfotericina B Fase 2
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5. O uso de nanoparticulas lipidicas na cosmética

Apesar de ndo estar compreendido no tema da monografia, a titulo de curiosidade
inclui-se o seu uso na cosmética de modo a demonstrar o seu potencial, ndo so

farmacéutico mas também noutras areas relacionadas.

O uso de veiculos coloidais como as nanoparticulas tem inimeras vantagens na
aplicagdo dérmica, nomeadamente o seu tamanho pequeno leva a que o contacto com o
estrato corneo seja mais efetivo e a quantidade de fArmaco a penetrar na pele pode ser

maior; as suas propriedades oclusivas levam a um efeito de hidratacdo.

Na pele saudavel o estrato corneo contem cerca de 20% de 4gua o que proporciona a
pele uma barreira contra a penetragdo de substancias exdgenas, a oclusao da pele pode
aumentar a hidratacdo do estrato corneo e portanto ird influenciar a absorgao

percutanea.

Contudo, para a cosmética ¢ importante que o principio ativo nao seja absorvido
sistemicamente, mas uma certa penetragdo na pele € necessaria para se obter o efeito

desejado.

Na tabela 14 estdo expostos alguns cosméticos comerciais que usufruem das

propriedades das nanoparticulas.

O Cutanova Nano Repair foi o primeiro cosmético langado em 2005 com esta
tecnologia, que na sua composi¢ao contém o coenzima Q10, que ¢ um cofator na cadeia
respiratoria mitocondrial, onde transfere os eletrdes livres do complexo I e II para o
complexo III durante a fosforilagdo oxidativa e a sintese de ATP. Além disso, a forma
reduzida da coenzima Q10 ¢ uma grande cadeia de quebra antioxidante, diminuindo o
dano oxidativo causado pela peroxidagao lipidica e diminuindo assim, o dano oxidativo

dos lipidos, proteinas e ADN.

Cutanova nanorepair Q10 ¢ um creme que tem na sua formulagdo NLC. Numa amostra
de 31 pessoas provou-se o efeito oclusivo bem como a penetracdo aumentada da
coenzima Q10 no estrato corneo. A hidratagdo observada no creme contendo NLC ¢
superior ao convencional figura 13, o que nos leva a concluir que estes sistemas de

veiculacao também sdo muito Uteis na cosmética.
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Tabela 14: Cosméticos comerciais com recurso a nanoparticulas lipidicas ((Jana Pardeike et al., 2009)

Nome do produto Produtor / Ano de
distribuidor introducao
Cutanova creme Nano Repair Q10 Dr. Rimples 2005
Sérum intensivo Nano Repair Q10 2006
Creme cutanova nanovital Q10
CLR NanoLipid Q10 Dr. Kurt Richter 2006
SURMER creme ligeiro nano protecéo Isabelle Lancray 2006

SURMER creme rico nano reestruturante
SURMER creme mascara nano hidratante
SURMER elixir de beleza nano revitalizante

IOPE supervital Amore pacific 2006
Creme, Sérum e Creme de olhos
NLC Deep effect Sérum Beate Johnen 2006
Creme reparador, de reconstrucdo e sérum de
reconstrugdo
Creme regenerador intensivo Scholl 2007
Swiss cellular white esséncia de iluminacgdo de olhos La Prairie 2007
Swiss cellular white ampolas intensivas
SURMER creme de contorno de olhos nano Isabelle Lancray 2008
remodelante

30 4

B I il

Increase In skin hydration [%]

: »

Cutanova :NLCnegativei Culanova NLCnegalive, Cutanova |NLC negative Culanova
Nanorepair | controlcrem | Nanorepair ; control crem | Nanorepair | controlcrem | Nanorepair
Q10 cream Qi0cream | Qi0cream Q10 cream

NLC negative|
control crem

Day 7 | Day 28 Day 42 Day 49

Figura 13: Percentagem de hidratag@o da pele utilizando uma formulagdo com e outra sem NLC, durante
48 dias, numa amostra de 31 pessoas (Jana Pardeike, Schwabe, & Muller, 2010).
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6. Toxicidade

A nanotoxicologia estuda em particular a toxicidade das nanoparticulas. Quanto menor
for a nanoparticula maior ¢ a superficie de contacto e maior a sua reatividade bioldgica,
devido a sua forte exposi¢do a fluidos e tecidos pode afetar os mecanismos de regulagio

de enzimas e outras proteinas por exemplo.

Sera necessario mais estudos in vivo em humanos para provar o potencial toxicologico
das nanoparticulas lipidicas, visto que ¢ importante compreender qual a sua distribuicao
no organismo. E necessario perceber se as moléculas ao atravessarem a BHE causam
danos cerebrais, bem como a nivel pulmonar se poderdo causar alguma inflamagao

pulmonar.

O uso de materiais biodegradaveis, que ja sao usados em muitos produtos farmacéuticos
e cosméticos e o facto de estes deterem estatuto GRAS, leva a que haja uma seguranga

acrescida, embora ainda haja uma escassez de estudos e resultados contraditorios.

As nanoparticulas lipidicas tém vantagens sob os lipossomas e as nanoparticulas
poliméricas, uma vez que a sua preparacao ¢ viavel a escala industrial e também por
evitarem substancias organicas. A apesar de se esperar uma toxicidade baixa, ou mesmo

nenhuma, os dados que existem ate a data sdo in vivo € ex vivo em animais.

Sabe-se que o acido estearico a uma concentragao de 0,1-0,2 mg/ml ndo apresenta
toxicidade e que testes de compatibilidade com células sanguineas demonstraram

resultados encorajadores (Doktorovova, Souto, & Silva, 2014).

Um material biocompativel e biodegradavel, o que significa que ¢ degradado em
produtos ndo-toxicos, devera ser seguro. Portanto, a citotoxicidade das nanoparticulas
lipidicas pode ser regulada por escolha dos componentes. Esta toxidade depois ird variar

com as concentracdes usadas (Weber et al., 2013)
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7. Conclusio e perspetivas futuras

O aparecimento das nanoparticulas lipidicas vem contribuir para a veiculacdo de
principios ativos, tendo em conta que ¢ um sistema que possui inumeras vantagens,
nomeadamente a prote¢cdo de moléculas suscetiveis a degradacdo e versatilidade nos

principios ativos a incorporar.

No processo de desenvolvimento, o mais relevante € a escolha das matérias-primas a
utilizar, porque principios ativos diferentes reagem de modo diferente as mesmas
matérias-primas. Desta forma, a escolha tem de incidir em matérias-primas ja

aprovadas, € que sejam compativeis com a via de administracdo pretendida.

Alguns farmacos j& foram analisadas e os resultados levam a que haja mais
investigacao, sobretudo porque esta area carece de investigagdo em humanos, para que

se possa determinar melhor o seu potencial.

Uma das tematicas de interesse das nanoparticulas lipidicas para além da veiculacdo de
principios ativos, ¢ o seu uso no diagndstico nomeadamente para veicular substancias

para posterior detecdo em ressonancia magnética e ainda no campo das vacinas.

As vias de administracdo expostas nesta monografia apresentam limitagdes
nomeadamente de biodisponibilidade, e os fAirmacos apresentados mostram que estes
sistemas de veiculagdo aumentam ndo s6 a sua biodisponibilidade como também
melhoram o perfil de libertacdo. Em algumas patologias ¢ vantajoso face a comodidade
na administragdo, bem como o seu perfil de distribui¢ao prolongada que minimiza

efeitos adversos indesejaveis.

Um assunto muito abordado quando se fala de nanoparticulas ¢ a sua seguranga,
toxicidade e estabilidade das formulagdes. As matérias-primas sdo biodegradaveis e
biocompativeis e, assim sendo, a seguranca destas torna-se maior. Quanto a estabilidade

um dos problemas levantados reside na agregacdo e aumento do tamanho das particulas.

Um dos objetivos ¢ manter o tamanho das particulas o mais uniforme possivel, porque
um dos problemas que podera surgir ¢ a sua captacdo pelo sistema fagocitirio ao
reconhecé-las como corpo estranho; dai uma das alternativas estudadas tem sido a

incorporacdo de cadeias PEG, de modo a minimizar esta problematica.
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Atualmente alguns estudo estdo a ser efetuados com o intuito de introduzir no mercado

medicamentos com esta tecnologia.
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