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Resumo

O conceito de nanoencapsulacdo, para a projecdo de novos sistemas de libertacdo de
farmacos, tem emergido nos ultimos anos oferecendo novas oportunidades para o

diagndstico e tratamento de vérias situacdes patoldgicas.

Na Industria Farmacéutica e na Medicina Moderna estd bem patente a relacdo entre as
propriedades fisico-quimicas de um produto e a sua entrada no mercado. Por exemplo,
as dificuldades do farmaco atingir concentracBes terapéuticas no local alvo estdo
relacionadas com a fraca solubilidade da molécula ou a sua répida eliminacdo da

corrente sanguinea.

Os flavonoides constituem uma classe de compostos naturais com atividade
farmacoldgica, designadamente, acdo venotrdpica e antioxidante, com particular
interesse para o desenvolvimento de novos sistemas que possam atuar no alivio de

sintomas associados a doenca venosa.

No presente trabalho foi desenvolvida uma nanoemulsdo de rutina mediante a utilizagao
do método de Homogeneizacdo de Alta Pressdo, (“High Pressure Homogenization”,
HPH). Os resultados demonstraram que € possivel obter dispersdes a escala
nanomeétrica, tendo sido produzidas goticulas de diametro médio de, aproximadamente,
100 nm. A nanoemulsdo apresentou estabilidade fisica durante os 15 dias de
armazenamento a temperatura ambiente. Foi obtido um valor de eficacia de

encapsulacdo da rutina de aproximadamente 85%.
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Abstract

The concept of nanoencapsulation for the design of new drug delivery systems emerged
a few years ago, and the rapid advances in nanotechnology have offered a wealth of new

opportunities for diagnosis and treatment of several diseases.

In the pharmaceutical industry and in modern medicine, it is well known the ratio
between many promising drugs that are discovered and the fact that they will never
make it to the market. This is due to their physical and chemical properties and
difficulties in delivery, followed by the lack of solubility or effective clearance from the
blood.

Flavonoids are a class of natural compounds with pharmacological activities,
particularly standing out the vasoactive and antioxidant actions, of particular interest for
the development of new systems that can act to relieve symptoms associated with

venous disease.

A nanoemulsion of rutin was developed using a High Pressure Homogenization (HPH).
Results show that it is possible to obtain dispersions at a nanoscale range, and the size
of the particles obtained round approximately 100 nm. Nanoemulsion showed physical
stability during 15 days of storage at room temperature. The encapsulation efficiency

obtained for rutin was approximately 85%.
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1. INTRODUCAO

No ambito da Nanotecnologia, o presente trabalho visa a apresentagdo de uma revisao
sistematica de nanomateriais biodegradaveis e a sua aplicacdo no desenvolvimento de
formulacGes de libertagdo controlada a escala manométrica. Como prova de conceito,
desenvolveu-se e caracterizou-se fisico-quimicamente uma nanoemulsdo contendo

rutina.

O intuito da realizagdo deste trabalho aborda a importancia e a necessidade atual do
desenvolvimento de novas formulagdes, que possam facilitar o tratamento de diversas
patologias, através da encapsulacdo de farmacos em sistemas de dimensbes

nanomeétricas.

Inicialmente procedeu-se a pesquisa de informacao cientifica possibilitando uma melhor
compreensdo do tema abordado. Com base na relacdo entre as falhas existentes nos
diversos tipos de tratamento (fraca biodisponibilidade do farmaco, rapida eliminacdo do
organismo, falhas no direcionamento para o local alvo) e a necessidade do aparecimento
de novos sistemas terapéuticos, torna-se essencial fortalecer a area da terapéutica

através da adoc¢do de novas estratégias que permitam ultrapassar estas limitacGes.

Assim, foi realizada uma abordagem aos fundamentos tedricos que constituem o tema
desta dissertacdo, remetendo para conceitos como a “Nanotecnologia” e a
“Nanomedicina”, facilitando o entendimento dos seguintes capitulos que se direcionam

para o desenvolvimento de novas formulagdes.

Numa primeira parte, a discussdo centrou-se na definicdo de nanotecnologia e
nanomedicina, bem como os métodos de producdo e matérias-primas utilizadas para o
desenvolvimento de novas formulagGes. Numa segunda vertente, abordou-se a
importancia e a caracterizacdo de nanoemuls@es face a outras formulagdes existentes, e
de que forma as primeiras contribuem para a melhoria dos sistemas classicos.
Seguidamente, aprofundou-se a discussdo sobre as vias de administragdo mais
associadas a utilizacdo destes produtos. Nos capitulos posteriores, foram referidos o
interesse e aplicacOes terapéuticas dos Flavonoides, tanto como os estados patoldgicos
associados a sua utilizacdo. Finalmente, e com uma abordagem laboratorial, s&o

referenciados os estudos associados ao desenvolvimento e caracterizagdo de uma
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nanoemulsdo de rutina, apresentando os resultados obtidos, e concluindo em que sentido
o desenvolvimento destes sistemas influenciam a terapéutica, podendo constituir uma

nova estratégia para os profissionais de saude.
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I. Introducéo ao conceito de Nanotecnologia e Nanomedicina

1. Conceito de Nanotecnologia e Nanomedicina

Segundo Horton e Khan (2006), “a nanotecnologia ¢ uma tecnologia fundamental que

nos permite ver, manipular ¢ fabricar em menor escala”.

Trata-se de um campo multidisciplinar que abrange um vasto e diversificado leque de
dispositivos derivados de ciéncias como a Engenharia, Fisica, Quimica e Biologia
(Sahoo et alii., 2007). O impacto nestas areas é amplo e de longo alcance, ndo sé
proporcionando otimizacdo do custo e melhoria do desempenho de processos e de
produtos atuais, mas, a longo prazo, rendendo novas abordagens face a problemas

sociais e de saude (Horton e Khan, 2006).

Pode ser definida como a ciéncia e engenharia envolvidas no projeto, sintese,
caraterizacdo e aplicacdo de materiais e dispositivos cuja menor organizacdo funcional,
em pelo menos uma dimensdo, é a escala nanométrica (um bilionésimo de metro)
(Sahoo et alii., 2007). O tamanho da particula é a propriedade de definicdo de um
nanomaterial e a gama entre 1-1000 nm é comumente utilizada (Figura 1) (Mihranyan et
alii., 2012).
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Figura 1 - Representacdo logaritmica do tamanho de estruturas
caracteristicas da pele, invasores da pele e transportadores de substancias
(adantado de Cevc e Vierl, 2010).
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As nanoparticulas com dimensdes menores do que 300 nm tém recebido um interesse
crescente para aplicacfes em nanomedicina e nano-farmacéutica (Anton e Vandamme,
2009). O novo campo emergente da nanotecnologia, caracterizado por rapidos avancos
na ciéncia e tecnologia, cria uma infinidade de novas oportunidades para avanco da
ciéncia médica e consequente tratamento de doencas na saude humana. Assim, a
associacdo da nanotecnologia a medicina e a fisiologia implica materiais e dispositivos
concebidos para interagir com o corpo a escala molecular com um elevado grau de
especificidade, com o objetivo de atingir o efeito terapéutico maximo com efeitos
secundarios minimos (Sahoo et alii., 2007).

Fora da comunidade cientifica, o termo “nano” tem sido amplamente utilizado como
ferramenta de marketing para promover produtos miniaturizados, incluindo por
exemplo pequenos eletrodomésticos (iPod Nano ™) ou pequenos carros (Tata Nano ™),
gerando atitudes entre os consumidores, negativas e positivas, face a nanotecnologia.
Atualmente existe uma aplicacdo gratuita disponivel para o iPhone designada por
“findNano” que se baseia na identificacdo de produtos contendo nanocomponentes
(Mihranyan et alii., 2012).

Nos ultimos anos a nanotecnologia tem crescido exponencialmente passando por um
desenvolvimento explosivo aliado ao facto de se tornar cada vez mais evidente que a
producdo de novos farmacos por si s6 nao € suficiente para garantir o progresso de uma
terapia (Sahoo et alii., 2007; Mehnert e Mader, 2001). De facto, a obtencdo de bons
resultados em testes experimentais in vitro & muitas vezes seguida de resultados in vivo
desapontantes. A concentracdo insuficiente de farmaco devido a uma fraca absorcéo,
rapido metabolismo e eliminacdo; a sua distribuicdo para outros tecidos combinada com
a sua toxicidade; a baixa solubilidade do farmaco excluindo a aplicacdo intravenosa de
solugdes aquosas; a elevada flutuacdo dos niveis plasmaticos devido a imprevisivel
biodisponibilidade ap6s administragdo oral, sdo alguns dos fatores cruciais que podem

provocar a falha de um sistema terapéutico (Mehnert e Méader, 2001).

Uma estratégia promissora para superar as limitacbes relacionadas com o farmaco
envolve o desenvolvimento de sistemas de transporte adequados. Deste modo, 0 seu
destino ndo é determinado pelas propriedades do mesmo, mas sim pelo seu sistema de

transporte, que deverd permitir a libertacdo localizada e controlada do farmaco, de
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acordo com as necessidades especificas da terapéutica. O tamanho do transportador
depende da via de administracdo e varia entre alguns nandémetros (transportadores
coloidais), micrémetros (microparticulas) e milimetros (implantes), sendo que os
implantes e as microparticulas ndo podem ser administrados por via intravenosa devido

as suas dimens@es (Mehnert e Méader, 2001).

Segundo Wang e Chen (2011), “ a nanomedicina é a aplicagdo da nanotecnologia ao
tratamento de patologias, diagndstico, monitorizacdo e controlo dos sistemas biolégicos
ao nivel molecular. ” O seu principal objetivo prende-se com 0 desenvolvimento de
novos sistemas de libertacdo e direcionamento a um local alvo de compostos
farmacéuticos, terapéuticos e para fins de diagnéstico. Deste modo, estdo associadas
diversas vantagens a sua utilizagdo, como a protecdo contra a degradacdo e aumento da
estabilidade de farmacos, prolongamento do tempo na circulacao sistémica, reducdo de
efeitos secundarios e aumento da distribuicdo e processos metabolicos nos tecidos,

ultrapassando as limita¢Ges dos sistemas convencionais.

Encontram-se descritos na literatura varios sistemas a escala nanométrica tais como
lipossomas, microparticulas  poliméricas, nanoparticulas de lipido solido,
microemulsdes e nanoemulsdes. As vesiculas fosfolipidicas, mais conhecidas por
lipossomas, marcaram um grande avan¢o para 0 mercado cosmético com o lancamento
de um produto antienvelhecimento, levando ao desenvolvimento de novos produtos
farmacéuticos como um agente tensioativo sintético para instilagdo pulmonar, um
produto topico para utilizacdo terapéutica antimicética e também produtos para
administracdo intravenosa. Contudo, a quantidade existente no mercado é limitada
devido aos elevados custos de producdo e também possiveis problemas tecnoldgicos

associados (Muller et alii., 2000).

Apbs a introducdo dos primeiros produtos baseados em microparticulas polimericas,
houve um aumento ligeiro dos mesmos no mercado. Relativamente as nanoparticulas
poliméricas, ap0s trinta anos de investigacdo, e a excecdo de um agente de diagnostico,
0 uso destes sistemas é ainda muito limitado. Os motivos que suplementam o insucesso
destes dois tipos de sistemas de libertacdo de farmacos sdo a citotoxicidade dos
polimeros e a falta de um método de producdo adequado em grande escala (Mller et
alii., 2000).
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As SLN tém sido introduzidas como novos sistemas de libertacdo de farmacos em
diversas areas de aplicacdo, nomeadamente para aplicacdo cosmética uma vez que sao
descritas como promissores sistemas de transporte face as formulagdes convencionais.
Combinam vantagens das nanoparticulas poliméricas como a capacidade de protecéo de
compostos l&beis contra degradacéo quimica devido a presenca de uma matriz solida e
também a possibilidade de obter sistemas de libertacdo controlada, e das nanoemulsdes
e lipossomas sendo constituidas por lipidos biocompativeis, bem tolerados e aceites. A
sua acdo oclusiva que permite um aumento da hidratacdo da pele ou o seu potencial de
blogueio as radiagdes ultravioleta (UV), funcionando por si s6 como protetor solar
fisico, justificam também a preferéncia face aos sistemas convencionais (Wissing e
Mudiller, 2003; Cirri et alii., 2012).

As microemulsdes diferem das nanoemulsfes uma vez que sdo dispersdes transparentes,
termodinamicamente estaveis, caraterizadas por uma fase interna altamente dispersa,

onde o tamanho das particulas varia entre 5 a 50 nm (Peira et alii., 2008).

As nanoemulsdes O/A definem-se como sistemas de pequenas goticulas lipidicas (<
100nm) dispersas numa fase aquosa continua, particularmente adequados para
encapsular e posteriormente permitir a libertacdo de farmacos lipofilos. A semelhanca
das emulsBes convencionais, as nanoemulsfes também carecem de estabilidade
termodindmica uma vez que as goticulas tendem a redistribuir-se ao longo do tempo.
No entanto, revelam potenciais vantagens, uma vez que aumentam a biodisponibilidade
de substancias lipdfilas, sdo estaveis e podem ser incorporadas em produtos

transparentes ja que possuem pouca dispersdo de luz (Qian et alii., 2011).

O consideravel interesse e potencial para crescimento e desenvolvimento futuro da
utilizacdo da nanotecnologia na area farmacéutica sugerem o aparecimento de uma
seccdo especializada em Nanotecnologia Farmacéutica no International Journal of

Pharmaceutics (Florence, 2004).

Em ciéncias farmacéuticas, a nanotecnologia tem sido utilizada em diversas areas tais

como:

a. Descoberta de farmacos;

b. Andlise (incluindo o uso de sondas miniaturizadas);
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c. Abordagens usadas pelo corpo em fluxo de fluido e direcionamento;

d. Sistemas em escala nanométrica de libertacdo de farmacos (lipossomas,
nanoparticulas, microemulsdes, nanoemulsdes);

e. Dispositivos implantaveis passiveis de detetar os niveis sanguineos e libertar
farmacos automaticamente;

f. Biomaterias a nanoescala incluindo biomiméticos;

g. Macromoléculas biologicas (proteinas, enzimas, DNA e RNA nanoestruturados,
biomoléculas, células, biochips);

h. Sensores moleculares e biossensores, técnicas de diagndstico clinico;

I. Libertacéo e expressdo de genes.

A importancia da utilizagdo da nanotecnologia na &rea da Saude est4d focada na
possibilidade de producédo de sistemas de libertacdo modificada de farmacos (Florence,
2004), onde o crescente interesse depende das varias e Unicas propriedades fisicas e
quimicas associadas aos nanomateriais (Mihranyan et alii., 2012). E importante realcar
que, quando farmacos sdo manipulados a escala nanométrica muitas caracteristicas
(Gticas, elétricas, magnéticas, estruturais e de desempenho) podem sofrer alteracbes

significativas pelo que se torna necessaria a caracterizacdo do sistema (Florence, 2004).

I1. Nanoemulsoes

1. Conceito de Nanoemulsdo

Uma abordagem que pode ser utilizada para aumentar a solubilidade e dispersibilidade
em agua de farmacos pouco sollveis, e consequentemente a sua biodisponibilidade,
passa pela sua incorporacdo em goticulas finas de uma nanoemulsdo (Yuan et alii.,
2008a). Recentemente, tem havido um interesse acrescido na encapsulacdo de
compostos naturais com capacidade antioxidante, como os tocoferdis, carotenoides e 0s
flavonoides, em nanoemulsdes O/A pela biodisponibilidade destes compostos ser
aumentada e posterior aumento da sua atividade bioldgica (Atarés et alii., 2012; Qian et
alii., 2011; Silva et alii., 2011).

Por outro lado, o poder de hidratacdo de uma nanoemulsdo é muito superior a
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hidratacdo conferida por outras formulagdes, como cremes corporais (Figura 2). As
reduzidas dimensdes das suas goticulas conferem-lhe propriedades caracteristicas que
sdo facilmente avaliadas em produtos cosmeéticos. Sendo transparentes sdo facilmente
associadas a frescura, pureza, simplicidade e a 4gua, sendo facilmente absorvidas pela
pele. Podem ser utilizadas por uma grande variedade de produtos desde fluidos aquosos
a geéis (Sonneville-Aubrun et alii., 2004). Devido a sua eficacia para solubilizar
compostos, oferecem uma alternativa para a administracdo de farmacos pouco soliveis

em agua levando a uma diminuicdo de efeitos secundarios (Hoeller et alii., 2009).

40% - aT lh
359/ T24h

30% A
25% 1
20% 1
15% A
10% A
5% 1
0% 1
-5% T — "
Nanoemulséo Creme Agua Corporal
Corporal

Grau de Hidratagéo

Figura 2 - Aumento da hidratacdo do estrato corneo 1 e 24 horas ap6s o tratamento com
diferentes produtos, notando que a nanoemulsdo confere maior hidratacdo comparativamente
aos outros sistemas. (adaptado de Sonneville-Aubrun et alii., 2004).

Assim, as nanoemulsdes tém recebido uma atencdo redobrada no sentido de
funcionarem como transportadores coloidais de moléculas hidréfobas para aplicagédo
topica. De facto, a encapsulacdo deste tipo de moléculas nestes sistemas pode aumentar
a sua taxa de permeacdo na pele e potenciar a aplicagdo tdpica devido ao tempo de
residéncia prolongado do farmaco nas camadas superiores da pele, consequéncia da
ampla area de superficie e reduzida tenséo superficial das goticulas lipidicas (Fasolo et
alii., 2007).
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Cerca de 40% das moléculas consideradas como candidatas ao desenvolvimento de
novos farmacos sdo de natureza hidréfoba. A solubilidade € uma medida da quantidade
maxima de soluto capaz de formar uma solucdo homogénea com um solvente especifico
em condicGes de equilibrio. A solubilidade aquosa de um farmaco influencia fortemente
a sua atividade bioldgica. Assim, a exploracdo do potencial terapéutico dessas
moléculas depende da sua solubilizacdo em formulacdes ndo toxicas, biocompativeis
e/ou biodegradaveis, que lhes conferem protecdo durante o transporte e é suscetivel de
as libertar no tecido alvo. Nas ultimas décadas tem-se produzido um ndmero
surpreendente de sistemas compreendendo particulas com dimensdes entre 1 e 100 nm,
as nanoparticulas (Huynh et alii., 2012), sendo caraterizados como sistemas coloidais
constituidos por pequenas particulas dispersas no interior de um transportador liquido,

onde o farmaco se encontra encapsulado (McClements, 2012).

A industria farmacéutica tem produzido sistemas coloidais de elevada variedade para as
diferentes vias de administracdo, incluindo as microemulsbes, lipossomas,
nanoemulsdes, emulsdes, nanoparticulas de natureza lipidica (SLN), suspensfes de

nanocristais e particulas poliméricas (McClements, 2012).

A compatibilidade entre o farmaco e os sistemas de libertacdo, as propriedades de
superficie e o tamanho da particula constituem parametros fisico-quimicos importantes
relacionados com o desempenho deste tipo de sistemas. Tal fundamenta que, para uma
dada aplicacdo, raramente é 6bvio qual o sistema de transporte e libertacdo do farmaco
mais apropriado, além de que para cada sistema deve haver uma otimizacdo de modo a
alcancar as propriedades desejadas. Otimizando a compatibilidade entre o farmaco e o
meio de solubilizagdo pode aumentar-se significativamente a quantidade de farmaco
introduzida, a retencdo do farmaco e posteriormente a estabilidade quimica da
formulacdo. Além disso, as propriedades de superficie do sistema de libertacdo
influenciam a sua estabilidade durante o armazenamento e ap6s a administra¢do in vivo
(Huynh et alii., 2012).
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2. Nanoemulsdes versus Microemulsdes

As nanoemulsbes e as microemulsdes sdo dois sistemas coloidais adequados para
encapsular compostos lipéfilos e permitir a sua libertacdo. Utilizando os mesmos
constituintes (fase oleosa, fase aquosa e agente tensioativo), mas alterando as suas

quantidades torna-se possivel produzir ambos os sistemas (Rao e McClements, 2012).

As nanoemulsbes sdo sistemas coloidais de transporte de farmacos extremamente
promissores para diversas aplicacdes terapéuticas (Yilmaz e Borchert, 2006), sendo
definidas como pequenas goticulas lipidicas dispersas hum meio aquoso, em que cada
goticula esta interligada por uma barreira fina de moléculas de agente emulsivo
(McClements, 2012). Ao contrdrio das microemulsdes, as nanoemulsdes s&o
termodinamicamente instaveis, isto é, a energia livre das fases oleosa e aquosa
separadas € menor do que a da emulsdo por si s6. Consequentemente, estas tendem a
redistribuir-se ao longo do tempo através de processos como a floculacdo, coalescéncia,
separagdo gravitacional, inversdo de fases e suscetibilidade ao efeito de Ostwald. A
velocidade a que estes processos ocorrem depende das propriedades fisico-quimicas de
ambas as fases (polaridade, densidade e viscosidade), da natureza da barreira interfacial
(espessura, carga, natureza quimica) e das carateristicas da particula (tamanho da
particula, concentracao e estado fisico) (McClements, 2012).

Ao longo do tempo, a investigacédo relacionada com a degradacdo de nanoemulsdes tem
centrado a sua atencdo aos fendmenos de coalescéncia e floculagdo das goticulas e
contribuicdo da fase oleosa e da composicao do agente emulsivo para 0s mesmos, ndo
dando importancia a suscetibilidade de uma nanoemulsdo ao efeito de Ostwald. O
processo adjacente a degradacdo de uma nanoemulsédo pelo efeito de Ostwald consiste
no crescimento de uma goticula de emulsdo a custa de uma goticula menor, como
resultado da diferenca de potencial quimico do material no interior da goticula. Esta
diferenca é devida ao diferente raio de curvatura das goticulas. Pode também definir-se
como o processo de reducgéo da energia livre do sistema por meio da destruicdo da area
interfacial da nanoemuls&o. Por outras palavras, o efeito final traduz-se no aumento do
raio médio das goticulas da emulsdo ao longo do tempo, provocado pela dissolugéo e

adesdo das goticulas mais pequenas as goticulas de maior dimenséo (Taylor, 1998).
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As nanoemulsdes podem ser transparentes ou opacas dependendo da dimensdo das
goticulas  relativamente ao comprimento de onda (McClements, 2012).
Comparativamente as microemulsdes, as nanoemulsdes necessitam de menor
quantidade de agente tensioativo (Hoeller et alii., 2009). S8o sistemas frageis por
natureza, como séo transparentes e normalmente muito fluidos, o mais pequeno sinal de
destabilizacdo torna-se facilmente percetivel, tornando-as opacas e cremosas. As duas
maiores fontes de instabilidade destes sistemas sdo a natureza da fase oleosa e a adicao
de polimeros. Podem ser esterilizadas por filtracdo e a sua textura pode ser alterada
através do aumento da sua consisténcia, conseguido através do aumento do conteudo
lipidico ou por adicdo de agentes espessantes e gelificantes (Sonneville-Aubrun et alii.,
2004).

A possibilidade de libertacdo controlada de um farmaco, direcionamento a célula alvo, e
a possibilidade de incorporacdo de uma grande variedade de farmacos, constituem
algumas das vantagens apresentadas pelas nanoemulsdes. Devido ao reduzido tamanho
das goticulas, estas sdo capazes de penetrar facilmente através das camadas da pele e

promover a penetracdo das substancias ativas incorporadas (Hoeller et alii., 2009).

O desenvolvimento de formulacdes de nanoemuls@es para libertacdo intravenosa, oral e
ocular demonstrou ter sucesso no sentido em que apresenta redugdes nos efeitos laterais
de vérios farmacos de grande poténcia e um efeito farmacolégico prolongado (Yilmaz e
Borchert, 2006).

No caso de nanoemulsfes do tipo O/A, as principais desvantagens prendem-se com a
instabilidade fisica que pode ser provocada pela incorporacdo do farmaco no sistema ou
pelo simples facto de alguns lipidos demonstrarem solubilidade insuficiente para

farmacos de possivel interesse para incorporacdo em emulsdes (Mdller et alii., 2000).

A manifestacdo mais comum de deterioragdo das nanoemulsbes é a formacdo de um
anel esbranquicado ou um filme de dleo brilhante em torno da superficie do recipiente.
Estas manifestacOes sdo resultado de uma variedade de mecanismos fisico-quimicos que
ocorrem no interior da emulsdo. Torna-se entdo necessario compreender os fatores de
maior impacto na formagdo de nanoemulses, e determinar a influéncia da composigéo

do sistema na sua estabilidade (Rao e McClements, 2012).

11
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As microemulsbes também tém emergido como potenciais veiculos para libertacdo de
farmacos (Yuan et alii., 2008b). S&o sistemas contendo microestruturas aquosas e/ou
oleosas que coexistem em equilibrio termodinamico devido a presenca de um filme de
agente tensioativo na interface 6leo/dgua (Narang et alii., 2007; Yuan et alii., 2008b).
Dependendo do agente tensioativo e das condigdes da formulacdo, podem ser formados
diversos tipos de microemulsdes incluindo microemulsées O/A (Winsor tipo 1),
microemulsdes A/O (Winsor tipo 11) e microemulsées bicontinuas (Winsor tipo 111 ou
IV). Comparando com os hidrogeles e emulsdes, as microemulsées permitem uma
maior solubilidade de farmacos devido a coexisténcia de locais hidrofilos e lipofilos, e
uma maior interface O/A (Yuan et alii., 2008Db).

N&o demonstram instabilidade fisica em termos de aglomeracdo ou separacdo de fases.
Estes sistemas revelam um tamanho de fase dispersa inferior (<200 nm) ao das
nanoemulsdes, conferindo transparéncia ao sistema. Diferem das micelas pela presenca
de fase oleosa e das emulsdes pela quantidade de fase dispersa. Além disso, requerem a
incorporacgdo de um cosolvente e/ou cotensioativo para facilitar a sua formacao (Narang
et alii., 2007).

Os agentes tensioativos sdo moléculas com propriedades hidrofilas e lipofilas
caracterizados pelo seu valor de Equilibrio Hidréfilo-Lipofilo (EHL) o que determina as
interacOes estabilizantes do final hidrofilo do agente tensioativo com a fase aquosa. Sdo
utilizados para a preparacdo quer de nano ou microemulsdes, podendo ser idnicos ou
ndo-iénicos. Enquanto um agente tensioativo ndo-idnico é estabilizado por ligacBes
dipolo-dipolo e pontes de hidrogénio com a hidratacdo da camada de agua na sua
superficie hidrofila, um agente tensioativo ionico é estabilizado por dupla camada
elétrica. Para fins farmacoldgicos, os agentes tensioativos ionicos sdo evitados devido a

sua toxicidade (Narang et alii., 2007).

A natureza fisica destes sistemas, 0s mecanismos de aprisionamento do farmaco e as
interacOes fisico-quimicas dos seus constituintes sdo aspetos fisicos e biofarmacéuticos
que determinam a sua capacidade de solubilizacdo de farmacos e a estabilidade fisica

durante o armazenamento e apoés diluicdo (Narang et alii., 2007).

A sua composicdo inclui frequentemente a adicdo de um agente cotensioativo, sendo

este uma molécula anfifilica, uma amina ou um alcool de cadeia curta (Kaur et alii.,
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2007), capaz de se acumular substancialmente com o tensioativo na camada interfacial.
Agentes tensioativos ndo-ionicos ou alcoois podem funcionar como cotensioativos num
determinado sistema, onde a quantidade utilizada é normalmente menor do que a

quantidade de tensioativo e serve para modificar o valor de EHL do sistema (Narang et

alii., 2007).

A adicdo de cosolventes aumenta a solubilidade do farmaco e estabiliza a fase dispersa.
Estes tém a capacidade de diminuir a constante dielétrica da &gua tornando o ambiente
mais hidrofobo e, por conseguinte, aumentam a quantidade de agente tensioativo
disperso na fase aquosa, que fica assim disponivel para auxiliar na solubilizacdo do

farmaco por criagdo de goticulas hidr6fobas no interior da fase aquosa (Figura 3)

(Narang et alii., 2007).

Nome comercial do excipiente

Surfactantes/Co-surfactantes

Lipidos

Polissorbato 20 (Tween 20)

Mono, di e triglicerideos de 6leo de
milho

Polissorbato 80 (Tween 80)

a-tocoferol

Monooleato de sorbitanto (SPAN 80)

Triglicerideos do 6leo de coco

Cremophor EL

Triglicerideos do 6leo de sementes de
palma

Cremophor RH 40

Mono e di-glicerideos dos acidos
caprilico e caprico

Labrafil M 2125Cs

Mono e di-glicerideos de cadeia média

Labrafil M 1944 Cs

Oleo de milho

TPGS

Azeite

Acido oleico

Co-solventes

Oleo de sésamo

Etanol

Oleo de soja hidrogenado

Glicerina

Oleos vegetais hidrogenados

Propilenoglicol

Oleo de soja

Polietilenoglicol

Oleo de amendoim

Cera de abelhas

Figura 3 - Exemplos de surfactantes, cosurfactantes e cosolventes utilizados em formulacGes

comerciais lipidicas. (adaptado de Narang et alii., 2007).
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Além da sua estabilidade termodindmica, existem outras vantagens associadas ao
desenvolvimento de microemulsfes, tais como a facilidade de producdo, reduzida
viscosidade, elevada capacidade de carga, transparéncia e reduzido tamanho das
particulas, levando ao aumento da penetracdo transdérmica (Vicentini et alii., 2008; El
Maghraby, 2010).

O consideravel interesse deste tipo de sistema como potenciais veiculos de libertagdo de
farmacos prende-se com a simplicidade da sua preparacdo (Warisnoicharoen et alii.,
2000). Como consequéncia da sua estabilidade termodindmica, as microemulsdes
podem ser preparadas por um método menos dispendioso: autoemulsificacdo (Peira et
alii., 2008). Este baseia-se na simples mistura de todos os componentes, ndo requerendo
condicBes e métodos de elevada energia como acontece com as nanoemulsdes (Kaur et
alii., 2007). Depois de agitacdo em vortex, formam-se microemuls@es espontaneamente
(Vicentini et alii., 2008).

No entanto a limitacdo que se opde a sua utilizacdo farmacéutica associa-se a
necessidade de componentes farmacologicamente aceitaveis, e com a utilizacdo de um
cotensioativo podendo conduzir & destabilizacdo da microemulsdo, provocada pelo
efeito de diluicdo, ocasionando o deslocamento do cotensioativo para fora da regido

interfacial da fase continua (Warisnoicharoen et alii., 2000).

Como ja referido, as microemulsdes sdo termodinamicamente estaveis, contudo tal s6
acontece com determinadas composicdes e condi¢Bes (diluicdo, adicdo de um
componente ou alteracdo da temperatura), e uma vez alteradas estas condicdes a
microemulsdo passa a ser instavel (Rao e McClements, 2012).

Uma outra desvantagem associada aos sistemas microemulsionados reside no facto de
que estes sistemas quando sujeitos a diluicdo com fase aquosa ou evaporacdo de
qualquer componente volatil, sofrerem uma transicao de fases (El Maghraby, 2010). Em
sistemas de microemulsfes sem alcool uma ligeira alteracdo no teor de agua pode
influenciar o comportamento das fases, podendo provocar uma alteracdo na viscosidade
do mesmo. No caso da aplicacdo tdpica na pele, a transicdo de fases pode ocorrer apos
aplicacdo como resultado da evaporacdo de agua ou de constituintes volateis, ou
mediante a combinacdo com secre¢des da pele apds aplicacdo oclusiva (EI Maghraby,

2010). Uma outra desvantagem inerente a este tipo de sistemas reside no facto destes
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necessitarem de uma elevada quantidade de agente tensioativo, podendo provocar

irritacdo no caso de aplicacdo cutanea (Vicentini et alii., 2008).

3. Constituintes das Nanoemulsdes

A nanotecnologia oferece o potencial para melhorar significativamente a solubilidade e
biodisponibilidade de muitos compostos funcionais, incluindo carotendides, acidos

gordos polinsaturados e fitoesterois (Yuan et alii., 2008a).

A producdo de nanoemulsbes baseia-se na utilizacdo de lipidos fisiologicos e/ou
biodegradaveis, de modo que estes sistemas de transporte exibam uma excelente

tolerabilidade e posteriormente um elevado grau de seguranga (Pardeike et alii., 2009).

Para que uma formulacdo seja introduzida no mercado, é necessario que 0S Seus
excipientes revelem um estatuto legal aceite: o estatuto “Generally Recognized As
Safe”, GRAS (Miiller et alii., 2002). O estatuto GRAS é um sistema que se direciona
para a revisdo e aprovacao de substancias, avaliando a sua seguranca e a conformidade
regulamentar. Consiste num processo de julgamento por parte de especialistas
qualificados pela sua formacéo cientifica e experiéncia. O futuro do estatuto GRAS €
garantido pelo seu bom desempenho acreditando produtos seguros para o consumidor
(Burdock e Carabin, 2004). Assim, as substancias com este estatuto sdo consideradas
seguras e podem ser utilizadas no desenvolvimento de novas formulagfes, numa
concentracdo proxima a utilizada nos produtos j& comercializados, ndo havendo
necessidade de a ultrapassar evitando assim a necessidade de realizagdo de novos

ensaios de tolerabilidade (Muller et alii., 2002).

Uma vez otimizadas as condi¢Ges de homogeneizacdo, as nanoemulsdes podem ser
produzidas usando triacilglicerois, ésteres, alcanos, silicones, 6leos essenciais e 6leos
aromatizantes como fase oleosa (Sonneville-Aubrun et alii., 2004; McClements, 2012),
e proteinas, polissacarideos, fosfolipidos e tensioativos como agentes emulsivos
(McClements, 2012).

A selecdo do lipido para inclusdo na fase oleosa € restringida ao seu peso molecular,

uma vez que lipidos com menor peso molecular originam nanoemulsdes instaveis
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contrariamente aos lipidos de elevado peso molecular. Quanto menor o peso molecular
e maior a polaridade do lipido, maior a sua suscetibilidade ao efeito de Ostwald (Figura
4) (Sonneville-Aubrun et alii., 2004).
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Figura 4 - Efeito de Ostwald a 25°C em fun¢do da natureza do lipido (adaptado de
Sonneville-Aubrun et alii., 2004).
Normalmente, a fase oleosa de produtos cosméticos € composta por uma mistura de
lipidos de modo a obter um bom compromisso entre a estabilidade e as propriedades
cosméticas do sistema, otimizando assim as suas propriedades para aplicacdo na pele.
Os lipidos de baixo peso molecular sdo leves e pouco oleosos, enquanto os de elevado

peso molecular sdo pesados e gordurosos (Sonneville-Aubrun et alii., 2004).

Podem ser utilizadas diferentes tipos de nanogoticulas em sistemas de libertacdo de
farmacos, formulados a partir de diversos materiais com arquiteturas unicas, de modo a
servir de veiculo de libertacdo, com o objetivo de tratar uma patologia em particular.
Para garantir a estabilidade das nanogoticulas sdo adicionados normalmente agentes
tensioativos, que formam uma membrana interfacial, gerando uma forca repulsiva eficaz
entre as nanogoticulas, prevenindo assim o fendmeno de floculagdo (Parveen et alii.,
2012). Uma vez utilizado o método de Homogeneizacdo de Alta Pressdao (“High
Pressure Homogenization”, HPH) pode ser usada uma enorme variedade de agentes
tensioativos, contrariamente ao que acontece com o método de Emulsificacdo por

Inversdo de Fases atraveés da Temperatura ou Inversdo de Fases por alteracdo da
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composicdo. Alguns exemplos de agentes tensioativos aptos para producdo de
nanoemulsdes estaveis sdo: alquil-ésteres de sacarose, alquil-esteres de sorbitano
(etoxilados ou ndo etoxilados), aquil-ésteres do acido citrico, alquil-ésteres do acido

fosfdrico, copolimeros (Sonneville-Aubrun et alii., 2004).

Os agentes tensioativos desempenham um papel fundamental no desenvolvimento de
nanoemulsdes. Estes diminuem a tensdo interfacial entre a fase oleosa e aquosa,
reduzindo a quantidade de energia necessaria para quebrar as particulas levando,
consequentemente, ao desenvolvimento de particulas de menor dimensdo. Além disso,
formam uma camada protetora a volta das mesmas prevenindo o fenémeno de
coalescéncia. O Tween 20 é um agente tensioativo ndo ionico que adsorve rapidamente
a interface 6leo/agua e tem demonstrado bons resultados no que remete para a formagao
de particulas de pequenas dimensbes para varias aplicagbes, incluindo para

nanoemulsdes (Silva et alii., 2011).

Os agentes tensioativos mais utilizados nas formulacGes de nanoemulsdes sdo 0s
fosfolipidos. S&o constituintes maioritarios das membranas bioldgicas humanas, animais
e de plantas, sdo uma fonte de acidos gordos essenciais e funcionam como promotores
de penetragdo membranar em sistemas de transporte dérmicos e transdérmicos, devido a
elevada similaridade estrutural com os lipidos da pele. A sua utilizacdo como agentes
tensioativos é bastante comum em sistemas de dispersdo para fins alimentares,
cosméticos e farmacéuticos, devido a sua baixa toxicidade, elevada eficacia e
biodegradabilidade, e elevada afinidade para os tecidos (Liu e Hu, 2007; Amsalem et
alii., 2009). Muitas vezes, a sua incorporacdo em sistemas de libertacdo de farmacos
tende mesmo a reduzir efeitos laterais. Além disso, funcionam como hidratante para a
pele uma vez que tém uma elevada capacidade de ligacdo a moléculas de agua, e
possuem propriedades antioxidantes (Amsalem et alii., 2009). Nao sdo imunogeénicos

nem irritantes, sendo inofensivos para a pele (Liu e Hu, 2007).

Os fosfolipidos sdo substancias que ndo possuem toxicidade mesmo em elevadas
concentragfes, e sendo constituintes das membranas celulares biologicas tém uma
elevada afinidade para as mesmas, possibilitando o aumento da absorcdo do farmaco
(Paolino et alii., 2002). O facto de serem moléculas anfifilicas, permite-lhes atuar como

transportadores para farmacos hidrofilos e lipofilos ou até farmacos com dificuldade de
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dissolugcdo (Liu e Hu, 2007). Quando submetidos a fatores ambientes como a
temperatura, estes sofrem alteracbes dindmicas na sua composicdo e metabolismo
(Tocher et alii., 2008). A lecitina é um agente tensioativo de origem natural constituida
por ésteres glicerofosforicos da colina e &cidos gordos diversos (oleico, palmitico,
estearico) (Prista et alii., 2008), funcionando como agente tensioativo em nanoemulsdes
e outros tipos de sistemas coloidais devido as suas propriedades fisico-quimicas,
destacando a sua elevada lipofilia e tendéncia para formar estruturas cristalinas liquidas
(Dreher et alii., 1997; Paolino et alii., 2002). Como agente tensioativo, diminui a tensdo
superficial levando a formagdo de pequenas goticulas durante a homogeneizacdo e
aumenta a viscosidade da fase aquosa, melhorando a estabilidade de uma emulsédo, o
que também podera estar relacionado com o facto de ndo afetar o valor de potencial zeta
e conferir alguma resisténcia ao calor (MsSweeney et alii., 2008). EmulsGes com
lecitina sdo de particular interesse devido & sua habilidade para solubilizar fa&rmacos
com diferentes propriedades fisico-quimicas, baixo potencial para provocar irritacdo
aguda e cumulativa na pele (no caso de aplicacdo cutanea) e devido a sua composicdo
quimica, a lecitina funciona como um promotor da permeacédo na pele (Dreher et alii.,
1997). No entanto, a sua utilizacdo ndo € generalizada uma vez que sofre alteracbes com
muita facilidade e apresentam, por vezes, gosto e cheiro desagradaveis. As lecitinas sdo
agentes tensioativos do tipo O/A, mas o seu poder emulsivo depende dos acidos gordos

que figuram a sua constituicdo e da posicéo da colina (Prista et alii., 2008).

A adicdo de polimeros induz a varia¢do na textura de uma nanoemulsao. Os carbémeros
sdo polimeros de &cido poliacrilico, e sdo os agentes gelificantes mais utilizados em
produtos para aplicacdo na pele. Ap6s a sua introducdo, a nanoemulsdo torna-se de
imediato mais clara, independentemente da concentracdo de polimero utilizado e do
tamanho da particula. No entanto, sdo obtidos melhores resultados através da associacao
de polimeros, originando nanoemulsdes transparentes e espessas que proporcionam uma
sensacdo agradavel no momento de contacto com a pele, e que apresentam melhores
caracteristicas de fluxo comparativamente as nanoemulsdes ricas em lipido (Figura 5)
(Sonneville-Aubrun et alii., 2004).
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Figura 5 - Comparacéo das curvas de fluxo de uma nanoemulséo rica em lipido e associagéo

de uma nanoemulsdo com polimero (adaptado de Sonneville-Aubrun et alii., 2004).

A adicdo de agentes tensioativos ndo idnicos e/ou um ou mais polimeros as

nanoemulsdes confere uma estabilizacéo estérica (Hoeller et alii., 2009).

E sabido que mais de 50% das formulacdes produzidas pela Industria Farmacéutica
revelam baixa solubilidade em meio aquoso, estando muitas vezes associada uma baixa
e variavel biodisponibilidade. Deste modo, tem-se tentado ultrapassar estas barreiras
através de diferentes abordagens farmacologicas (Mauludin et alii., 2009).

Os agentes tensioativos desempenham um papel de maior importancia na emulsificagéo,
uma vez que ndo so facilitam a obtencdo da fase dispersa, como também concorrem
para a sua estabilizagdo. Misturas de tensioativos sdo muitas vezes empregadas de modo
a obter uma emulséo de maior estabilidade, originando um equilibrio hidrofilo-lipofilo
mais perfeito; estabelecer uma pelicula interfacial mais estavel e dar a emulsdo uma

consisténcia mais conveniente (Prista et alii., 2008).

O Tween 80, ou Monoleato de polioxietilenossorbitano, representa um agente
tensioativo sintético ndo iénico derivado do sorbitano que pode ser utilizado para uso
interno. Sdo compostos sollveis em agua e dispersaveis nos 6leos, originando emulsbes
do tipo O/A (Prista et alii., 2008).

19



Nanomateriais biodegradaveis para formulacdes de libertagdo controlada
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulséo de rutina

Uma grande variedade de lipidos, solidos ou liquidos, naturais, semissintéticos ou
sintéticos, com estruturas diversas (triglicerideos, glicerideos, acidos gordos, esterdides)
estdo disponiveis para producdo de nanoemulsdes. Contudo, este deve ser
cuidadosamente selecionado, uma vez que iréd influenciar o desempenho do sistema de
transporte (Pardeike et alii., 2011). A fase oleosa de uma emulsdo pode ser constituida
por Oleos, esséncias, resinas, gomo-resinas, ceras e gorduras e outras substancias

lipossoluveis (vitaminas, antioxidantes, antissépticos) (Prista et alii., 2008).

A selecdo adequada do lipido influencia diretamente propriedades como a toxicidade e
biocompatibilidade através da escolha de lipidos biodegradaveis e fisiologicamente
toleraveis; a quantidade e eficicia de aprisionamento do farmaco escolhendo lipidos que
possuam baixa cristalinidade e onde o farmaco demonstre elevada solubilidade;
aumento da estabilidade do farmaco no caso de substancias fotossensiveis, sensiveis a

hidrolise e oxidacgdo (Pardeike et alii., 2011).

O Myqgliol 812 é um lipido liquido de cadeia média, constituido por triglicerideos dos
acidos caprico e caprilico (Paolino et alii., 2002; Castelli et alii., 2005). De origem
vegetal e constituido por uma mistura de triglicerideos saturados, apresenta-se como um
6leo quase incolor, de fraca viscosidade e com baixa acidez. A auséncia de acidos

insaturados impede a sua oxidacdo (Prista et alii., 2008).
4. Métodos de producao de Microemulsées e Nanoemulsdes

As nanoemulsdes podem ser fabricadas através de varios métodos de producdo,
convenientemente classificados em métodos de elevada ou baixa energia (Anton e
Vandamme, 2009; Lee e McClements, 2010). Os métodos de elevada energia utilizam
dispositivos mecanicos capazes de gerar forcas disruptivas de elevada intensidade que
provocam a rutura das fases aquosa e oleosa, levando a formacéo de pequenas goticulas
oleosas dispersas no interior da fase aquosa. Os homogeneizadores vulgarmente
utilizados na Industria incluem Misturadores de Tensao de Corte, Homogeneizadores de
Alta Pressdo, Moinhos Coloidais, Microfluidizadores e Ultrassons (Figura 6) (Lee e
McClements, 2010; McClements, 2012). A utilizacdo de um dispositivo de corte
elevado permite um melhor controlo do tamanho das goticulas e uma grande variedade

de composicdes (Sonneville-Aubrun et alii., 2004)
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Figura 6 - Dispositivos mecénicos de alta energia para producdo de nanoemulsdes: 1) Misturador de alta
velocidade; 2) Ultrassons; 3) Microfluidizadores; 4) Ultrassons; 5) Moinho Coloidal; 6) Homogeneizador

de Membrana; 7) Homogeneizador de Alta Pressdo (adaptado de McClements, 2012)

A escolha de um tipo particular de homogeneizador e das respetivas condigdes
operacionais depende das caracteristicas das matérias-primas submetidas a
homogeneizacdo, como a viscosidade, tensdo interfacial, sensibilidade a tenséo de corte,
mas também das propriedades pretendidas para a emulsdo final, como o tamanho da
particula, concentracédo, viscosidade. Por exemplo, se o lipido utilizado for suscetivel a
degradacdo quimica, torna-se necessario um controlo cuidadoso das condi¢cbes de
homogeneizacdo de modo a evitar a exposicdo a fatores que aumentem a taxa de
degradacdo, como temperaturas elevadas, oxigénio, luz ou metais de transicdo, podem
ainda ser adicionados compostos quimicos protetores como antioxidantes, agentes

quelantes ou solucBes tampao (McClements, 2012).
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Os métodos de elevada energia constituem um dos meios mais versateis de producgdo
industrial de emulsdes, uma vez que podem ser utilizados com uma larga variedade de
lipidos e agentes tensioativos, e sdo suscetiveis de producdo em grande escala. Ainda
assim, o tamanho das goticulas produzidas depende fortemente das carateristicas do
lipido e do agente tensioativo utilizado. Torna-se mais facil produzir particulas de
menor tamanho quando a fase oleosa tem menor viscosidade e/ou tensdo interfacial,
como no caso da utilizacdo de o6leos aromatizantes, Oleos essenciais ou alcanos
(McClements, 2012).

A desvantagem inerente a utilizacdo exclusiva dos ultrassons ou agitacdo mecanica € a
obtengdo de dispersdes heterogeneas com elevados indices de polidispersdo (PI), uma
vez que a emulsdo ndo é sujeita @ mesma intensidade de energia nas diferentes zonas.
Além disso, existe o risco de contaminacdo por titanio e degradacdo do farmaco pela
elevada forca de cavitacdo aplicada. O método de HPH nao apresenta qualquer tipo de
dificuldade de transposicdo em escala, permitindo ainda trabalhar em condicOes
assépticas. Através deste método, € aplicada igual tensdo de corte a toda a amostra,
obtendo uma dispersdo homogénea de tamanhos (< 25-30 um), devido as dimensdes
reduzidas do orificio de saida do homogeneizador. A HPH pode ser realizada a uma
temperatura superior ou inferior ao ponto de fuséo do lipido, denominando-se HPH a
quente ou HPH a frio, respetivamente. O método a quente realiza-se a uma temperatura
compreendida entre 70 a 90°C, enquanto no método a frio se promove o arrefecimento
rapido, com gelo seco ou azoto liquido, do lipido fundido com o farmaco. Na maior
parte dos casos, sdo suficientes 2 a 5 ciclos de homogeneizacdo a uma pressdo
compreendida entre 500 e 1500 bar (Souto et alii., 2011).

A formacéo de nanoemulsdes utilizando métodos de producdo de baixa energia baseia-
se na formacdo espontanea de pequenas goticulas oleosas no interior de emulsdes
Oleo/agua, resultante da alteracdo da composi¢do ou do ambiente envolvente (Lee e
McClements, 2010; McClements, 2012). Conduzem a formacdo goticulas de menor
dimensdo, de escala nanometrica, atraveés da alteracdo das propriedades intrinsecas dos
tensioativos, cotensioativos e outros excipientes presentes na formulagdo (Anton e
Vandamme, 2009). Deste tipo de métodos de producdo destacam-se como principais o
método de microemulsdo, de emulsificacdo espontanea, método de inversdo de fase

através de alteracdo da temperatura e método do ponto de inversdo da emulsao (Figura
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7) (Sonneville-Aubrun et alii., 2004; Lee e McClements, 2010). Por vezes, torna-se
mais efetiva a utilizacdo destes métodos em detrimento dos de elevada energia no que
diz respeito a producdo de goticulas de menor dimensdo, no entanto existe maior
limitacdo na escolha do lipido e do agente tensioativo que podem ser utilizados
(McClements, 2012). O particular interesse destes métodos estd relacionado com o
potencial para prevenir a degradacdo de moléeculas frageis encapsuladas, uma vez que
ndo é aplicada agitacdo mecanica, e devido a possibilidade de producdo industrial em

grande escala (Anton e Vandamme, 2009).
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Figura 7 - Exemplos de métodos de producdo de baixa energia utilizados para produzir
nanoemulsdes: 1) Emulsificacdo Espontanea; 2) Método de inversdo de fase; 3) Método de inverséo

do ponto da emulsdo (adaptado de McClements, 2012).

Comparativamente, as Microemulsdes também podem ser produzidas através de
métodos de baixa energia, como pelo método de inversdo de fases através da alteracéo
da temperatura, onde a fase aquosa, fase oleosa e agentes tensioativos nao ionicos séo
adicionados a temperatura ambiente com ligeira agitacdo e seguidamente se procede ao
seu aquecimento. Como resultado, a solubilidade do agente tensioativo ¢é

progressivamente alterada da fase aquosa para a fase oleosa, em que acima da
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temperatura de inversdo de fase, o tensioativo estd totalmente solubilizado na fase
oleosa, passando a mistura de uma emulsdo O/A para uma emulsdo A/O. Por outro lado,
e como a afinidade de moléculas anfifilicas para cada fase € semelhante e a curvatura
interfacial é muito reduzida, formam-se as designadas Microemulsbes (Anton e
Vandamme, 2009). Como consequéncia da sua estabilidade termodinamica, as
Microemulsdes podem ser preparadas por um processo pouco dispendioso através de

autoemulsificacdo (Peira et alii., 2008).

Os métodos de emulsificacdo espontanea sdo mais restritivos do que os métodos de
elevada energia, sendo que estes Gltimos permitem um melhor controlo do tamanho da
goticula e uma maior escolha da composicdo da emulsdo (Sonneville-Aubrun et alii.,
2004).

5. Caraterizacdo de uma nanoemulsao

. Tamanho da particula e Potencial Zeta

A estabilidade de um sistema depende de varios fatores como o tamanho da particula, o

potencial zeta, pH e componentes adicionados (Hyam et alii., 2008).

O tamanho minimo da goticula que pode ser produzido depende do tipo de
homogeneizador (perfis de fluxo e forca), das condicdes operacionais de
homogeneizacdo (intensidade da energia utilizada, duracdo e temperatura), das
condi¢gbes ambientais (temperatura e pressdo), da composicdo da amostra (tipo de
lipido, tipo de agente emulsivo e respetivas concentracfes utilizadas) e das carateristicas
fisico-quimicas dos componentes das fases (tensdo interfacial e viscosidade) (Lee e
McClements, 2010; McClements, 2012).

Na preparacdo de uma nanoemulsdo por HPH a quente, as elevadas temperaturas
conduzem a uma diminuicdo do tamanho das particulas, uma vez que promovem a
diminuicdo da viscosidade da fase interna, originando também uma redistribuicéo
homogénea de tamanhos. Por outro lado, e para garantir a redugdo do tamanho da
particula, pode também aumentar-se a tensdo aplicada ou o numero de ciclos de

homogeneizacdo, no entanto um excesso neste aumento pode originar particulas de
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maiores dimensfes devido ao fendmeno de coalescéncia das goticulas lipidicas,

decorrente do aumento da energia cinética (Souto et alii., 2011).

Por outro lado, o aumento da concentracdo de lipido aumenta a viscosidade da pré-
emulsdo, tornando mais dificil a sua emulsificacdo na fase aquosa, e por conseguinte
aumentando as dimensdes das particulas. Como as emulsdes contém cerca de 5 a 10%
(m/m) de lipido, a sua viscosidade € suficientemente reduzida para serem
homogeneizadas por HPH, obtendo goticulas de tamanhos mais reduzidos e uma

distribuicdo homogénea de tamanhos (Souto et alii., 2011).

O tamanho da particula pode ser ainda reduzido através da utilizacdo de métodos de
evaporacdo ou substituicdo de solvente. No método de substituicdo de solvente, a
emulsdo O/A convencional é formada inicialmente por homogeneizacdo da fase
organica, constituida pelo lipido e o solvente organico, com a fase aquosa, constituida
por agua e agente emulsivo hidréfilo. A selecdo do solvente organico € baseada na sua
miscibilidade em agua, ponto de fusdo, seguranca e estatuto GRAS. Utilizam-se
solventes orgéanicos polares proéticos (metanol, étanol) e apréticos (acetona) (Lee e
McClements, 2010).

De um modo geral, o tamanho da goticula em emulsdes produzidas através de métodos
de alta energia € traduzido pelo balanco entre dois processos opostos que ocorrem no
interior do homogeneizador: disrupcdo e coalescéncia das particulas. Sabe-se que este
tende a diminuir quando a intensidade energética ou duracdo da homogeneizagdo
aumentam; a tensdo interfacial diminui; a taxa de adsor¢do do agente tensioativo
aumenta e a razao dispersdo de fase continua/viscosidade cai dentro de um determinado
intervalo (McClements, 2012).

O potencial zeta, originado pela diferenca de energia entre a particula e o eletrdlito, é
definido como o potencial na superficie de corte, isto &, entre a interface goticulas e
meio de disperséo liquido (Hyam et alii., 2008), e constitui uma propriedade de extrema
importancia pois remete para uma diversidade de fenomenos associados as
nanogoticulas, mais concretamente a estabilidade destes sistemas (Kaasalainen et alii.,
2012). Caracteriza a carga de superficie das particulas e assim da informacgdes sobre
forcas repulsivas entre as particulas e as goticulas, forcas estas que sdo a propriedade

chave de uma emulsdo resistente ao fendmeno de aglomeracdo. Valores superiores a
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30mV, em valor absoluto, geralmente indicam a boa estabilidade do sistema (Hoeller et
alii., 2009; Kaasalainen et alii., 2012). Existe uma relacdo diretamente proporcional
entre o tamanho da particula e o valor de potencial zeta, sendo que particulas com
dimensdes superiores revelam valores de potencial zeta igualmente superiores. Isto €
vantajoso, no sentido que emulsbes com valores de potencial zeta elevados tém

demonstrado maior estabilidade (Hyam et alii., 2008).

A distribuicdo de tamanho das particulas é representada através de valores de indice de
polidispersao (Hoeller et alii., 2009). O indice de polidispersdo (Pl) é a medida que
indica 0 comportamento das particulas relativamente a forma como estas se dispersam
no sistema, variando entre 0 e 1. Um indice de polidispersao igual ou préximo de 0
indica que as goticulas de um sistema revelam tamanho homogéneo, ou seja, uma
emulsdo monodispersa, por outro lado um indice de polidispersdo de valor igual ou
proximo de 1 indica que as goticulas do sistema revelam tamanhos heterogéneos
(Muller et alii., 2004). Valores de Pl inferiores a 0,25 indicam uma estreita distribuicdo
de tamanhos proporcionando uma boa estabilidade as nanoemulsdes devido a reduzida
maturacdo de Ostwald (Hoeller et alii., 2009).

Ao longo do tempo, os valores de pH e potencial zeta vao sofrendo alteracdes,
nomeadamente reducdes (Figura 8). O valor de pH tem tendéncia a diminuir e o valor
absoluto de potencial zeta também. Pensa-se que estas alteracdes sdo devidas a hidrolise
dos triglicerideos em &cidos gordos livres de carga negativa (Cui et alii., 2006).

. pH
——Zeta-P

Potencial Zeta (mV)

0 1 3 5 7 9 11

Tempo (dias)

Figura 8 - Avaliacdo da diminuicdo do valor de pH e potencial zeta ao longo do tempo. (adaptado de
Cui et alii., 2006).
26



Nanomateriais biodegradaveis para formulacdes de libertagdo controlada
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulséo de rutina

ii. Encapsulagéo

A encapsulacdo constitui uma boa abordagem para preservar as propriedades das
substancias ativas ao longo do tempo, representando igualmente uma forma de
promover a eficacia terapéutica de compostos (durante o armazenamento do produto,
controlo da libertacdo dos farmacos e prevencéo de efeitos secundarios). O processo de
encapsulacdo deve garantir particulas de pequeno tamanho, com elevada taxa de
encapsulacdo, bom indice de polidispersdo (PI) e atividade durante o armazenamento
(Gonnet et alii., 2010). Confere a protecdo dos mesmos face a processos de degradacao,
promovendo a sua a¢do sem reduzir a sua biodisponibilidade ou funcionalidade (Laos et
alii., 2007). Demonstra ser uma tecnologia Gtil no sentido em que permite a protecéo de
farmacos contra processos de oxidagdo (minimizando o contacto com oxigénio e luz),
pH e sensibilidade a luz (Aghbashlo et alii., 2012).

Tém sido estudados, uma grande variedade de farmacos, essencialmente lipdfilos, para
encapsulacdo em sistemas nanotecnoldgicos, como as nanoemulsdes. A encapsulacédo de
um farmaco pode resultar em grandes alteracBes nas carateristicas do sistema
(distribuicdo do tamanho da particula, potencial zeta, modificacdo da estrutura do
lipido). Deste modo, a determinacdo do tamanho da particula da formulacdo placebo
ndo é suficiente para caracterizar a formulacdo final com o farmaco encapsulado; as
possiveis alteracdes estruturais do lipido e do farmaco devem ser caracterizadas por
métodos apropriados (DSC, NMR, etc); a selecdo de um controlo deve ter especial
atencdo de modo a provar que o resultado observado é derivado do sistema de transporte

e ndo de outra estrutura coloidal presente na amostra (Mehnert e Mader, 2001).

O principal método para encapsulagdo e posterior localizacdo do farmaco na regido
interfacial de uma emulséo consiste na dissolugdo do agente tensioativo e do farmaco
num solvente orgéanico, removendo o solvente por evaporagédo e utilizando a restante
pré-emulsdo para desenvolvimento da nanoemulsdo final. Este processo ndo confere
uma producao estéril e portanto é simultaneamente dispendioso. No entanto, para alguns
farmacos, os resultados obtidos apds a sua encapsulacdo em nanoemulsdes mostraram

uma diminuicgéo de efeitos secundarios (Mller et alii., 2004).

Entende-se por Eficacia de Encapsulacéo (E.E) a quantidade de farmaco incorporada no

sistema e capaz de exercer a sua acao terapéutica (Figura 9) (Nii e Ishii, 2005).
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Quantidade de farmaco encapsulado (mg)
E.E (%) = . — ; — : p X 100
Quantidade total tebrica de farmaco adicionado a formulagio (mg)

Figura 9 - Formula da Eficacia de Encapsulacdo (E.E) (adaptado de Laos et alii., 2007).

A capacidade de encapsulacdo de uma emulsdo O/A ndo ¢ ilimitada, e em determinado
momento a camada interfacial fica saturada com farmaco, provocando a nao dissolugao
de pequenos cristais de farmaco que ficam presentes na dispersdo. A concentracdo de
farmaco deve ser escolhida de modo a que esta permaneca inferior ao nivel de saturacédo

da camada interfacial (Muller et alii., 2004).

Alguns estudos demonstraram que, num elevado nimero de casos, existe uma elevada
percentagem de farmaco lipéfilo ndo aprisionado nas goticulas lipidicas mas sim em
zonas polares, originando processos de distribuicdo do farmaco extremamente rapidos.
Justifica-se assim a importancia da caracteriza¢do do arranjo molecular do lipido e do

préprio farmaco (Mehnert e Méder, 2001).
iii. Ensaio de libertacdo

Idealmente, um sistema de libertacdo deve conter alguns atributos funcionais e
caracteristicas técnicas de modo que o tornem adequado a uma determinada finalidade.
Deve ser desenhado com o objetivo de transportar um farmaco para um determinado
local alvo e ser passivel de o libertar. A libertacdo deve ser realizada a uma taxa
controlada ou em resposta a um fator ambiental em particular (pH, forca ionica,

atividade enzimatica ou temperatura) (McClements e Li, 2010).

Geralmente, observam-se dois tipos de mecanismos de libertacdo controlada durante a
libertacdo da substancia ativa: o mecanismo de libertacdo retardada e o mecanismo de
libertacdo sustentada (Figura 10). No mecanismo de libertacao retardada, a libertacdo da
substancia ativa € lenta por um periodo de tempo limitado até a um certo ponto onde a
sua libertagdo é pretendida. J& 0 mecanismo de libertacdo sustentada, foi desenhado para

manter concentragfes constantes de farmaco no local alvo de acdo (Fathi et alii., 2012).
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Libertag&o sustentada

Libertacdo retardada

Mecanismos de
Libertacdo

Tempo

Figura 10 - Perfis de libertacdo de um farmaco a partir de nanoemulsoes (adaptado
de Fathi et alii., 2012).

A selecdo apropriada do método e da temperatura de homogeneizacdo permitem a
modificacdo do perfil de libertacdo do farmaco aprisionado. A cinética de libertacdo de
um farmaco depende de condices como, por exemplo, do meio de libertacdo
selecionado. Devido ao tamanho coloidal destes sistemas, o0s estudos de libertacdo nédo
constituem experiéncias triviais. A possibilidade de libertacdo controlada de farmacos
encapsulados em nanoemuls@es é limitada devido a pequena dimensédo das particulas e
ao estado liquido do transportador, ocorrendo normalmente uma libertacdo rapida

derivada da elevada mobilidade do farmaco no lipido liquido (Mehnert e Méder, 2001).

A libertacdo de um farmaco depende da combinacdo entre as suas propriedades fisico-
quimicas e a influéncia do veiculo para alterar o seu perfil de libertacdo (Hoeller et alii.,
2009). Segundo Baspinar e Borchert (2012), quanto menor € o tamanho da particula,
maior é a sua superficie e pressdo exercida sobre ela e, consequentemente, maior € a sua
taxa de libertacdo do sistema. A taxa de libertacdo de um farmaco depende
essencialmente do cotensioativo podendo este causar um valor de potencial zeta (PZ)
positivo ou negativo. Valores de PZ positivos ddo origem a reduzidas taxas de
libertacdo do farmaco, enquanto valores de PZ negativos originam elevadas taxas de
libertagdo (Wang et alii., 2006). Sumarizando, pode concluir-se que a libertacdo de um
farmaco do seu veiculo de transporte é controlada pelo tamanho da particula e pelo

cotensioativo (Baspinar e Borchert, 2012).

Geralmente, a libertacdo € governada por um ou uma combinacdo de mecanismos
existentes: difusdo e erosdo (Fathi et alii., 2012). As carateristicas de libertagdo

convencionais das emulsbes podem ser controladas variando as dimensbes das
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goticulas, aumentando a taxa de libertacdo através da diminuicdo do didmetro da
particula. O reduzido tamanho das particulas das nanoemulsBes significa que 0s
componentes encapsulados normalmente difundem rapidamente do sistema. Revelam
uma elevada area de superficie de modo que qualquer reacdo quimica que ocorra na
interface Oleo/dgua é acelerada. Por esta razdo, a biodisponibilidade de substancias
lipofilas encapsuladas no interior de nanoemulsbes é considerada superior a das

emulsdes convencionais (McClements e Li, 2010).

I11.  Vias de administracdo passiveis de serem utilizadas para administracao
de produtos de nanotecnologia

Os répidos avancos no campo da nanotecnologia tém trazido varias e importantes
oportunidades para o diagndstico precoce, tratamento e monitorizacdo de diversas
patologias. O recente progresso tornou possivel o desenvolvimento de sistemas para
alcancar locais especificos para libertacdo de farmacos e potenciar o perfil
farmacocinético de numerosos compostos com aplicacdes biomédicas (Reis et alii.,
2006). O tipo de aplicacdo determina qual o veiculo mais adequado para encapsulacdo
do farmaco, de modo a que as caracteristicas das particulas produzidas estejam
adaptadas a via de administracdo para a qual vao ser utilizadas (oral, tépica, parenteral,
etc) (Gonnet et alii., 2010).

1. Viade administracdo topica

Entende-se por aplicagdo tdpica a aplicagdo externa, sobre uma regido limitada do
corpo, e que ndo proporciona absorcao sistémica dos constituintes de uma formulacéo.
A sua aplicagdo pode ser feita sobre a pele e mucosas acessiveis do exterior, por
exemplo mucosas faringica, traqueopulmonar, genitourinaria, conjuntiva, bucal, retal.
Alguns medicamentos quando administrados por via Gl ndo sdo absorvidos,
desempenhando assim uma acdo local, ou seja, uma acdo em determinada zona do trato
digestivo (Prista et alii., 2008). A administracdo topica tem a vantagem de evitar de uma
série de efeitos secundarios Gl associados a administracdo sistémica de farmacos
(Paolino et alii.,, 2002). De facto, a via tépica €& rapidamente acessivel para
administracdo de farmacos, e tem a potencial vantagem de evitar o efeito de primeira

passagem resultante do metabolismo hepatico dos farmacos. Por outro lado, o tempo de
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residéncia do farmaco no local é longo possibilitando a sua libertagcdo controlada,
evitando ainda o pico plasmatico associado a administracdo oral e injetavel de farmacos
(Himes et alii., 2010). O tratamento tdpico de patologias esta muitas vezes limitado pela
fraca permeacéo percutanea através da pele. E por esta razao que a producéo de veiculos
para formulagcfes de farmacos para uso topico pode ser particularmente importante no
sentido do aumento da permeacéo na pele, garantindo o sucesso das varias abordagens

terapéuticas (Paolino et alii., 2002).

Adicionalmente, administracdo de um farmaco para uma dada condi¢do patoldgica, o
tratamento para um determinado tecido que é mais pequeno deve requerer doses mais
baixas, comparativamente as doses utilizadas para uma administracdo sistémica,
minimizando assim o0s niveis sistémicos do farmaco e limitando a sua potencial

toxicidade sistémica (Olsen, 2010).

S0 muitas as vias de administracdo existentes e, por isso, na preparacdo de sistemas
terapéuticos deve ser considerada a via a que se destinam e a finalidade que deles se
pretende. Preferencialmente, as superficies cutanea, da faringe, da conjuntiva e
genitourinaria sdo utilizadas para aplicacdo topica, o que ndao implica que ndo possa
ocorrer uma absorcao sistémica acidental ou propositada (Prista et alii., 2008). A via de
administracdo topica é idealmente adequada para as varias indicacbes em que a propria

pele é o 6rgdo alvo (Himes et alii., 2010).

i.  Administracdo cutanea

A administracdo cutanea é essencialmente destinada a obtencdo de um efeito topico,
mais ou menos profundo, ndo sendo esta utilizada quando se pretende a absorcdo de um
medicamento e sua acao sistemica. Entretanto, a criacdo de novas formas farmacéuticas
(Novos Sistemas Terapéuticos) de aplicacdo cutanea, veio a proporcionar uma excelente
penetracdo de farmacos na pele, mesmo os absorvidos a nivel sistémico (Prista et alii.,
2008). Os dois principais entraves associados a aplicacdo topica cutanea de produtos de
natureza cosmética e farmacoldgica prendem-se com a absor¢do destes mesmos

produtos através da pele e com a comprovacdo da sua eficacia clinica. De facto, a
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interferéncia causada pela aplicacéo topica destes produtos na pele, principalmente nos
lipidos intercelulares do estrato corneo mas também na membrana celular de todas as
camadas viaveis da pele, determina uma menor ou maior eficacia destas substancias, e
o0s eventuais e efeitos secundarios (Morganti et alii., 2001). Pode mesmo dizer-se que a
solubilidade de uma substancia nos lipidos é mais importante, do ponto de vista da

penetracdo cutanea, do que a qualidade do veiculo utilizado (Prista et alii., 2008).

A superficie da pele encontra-se uma pelicula gordurosa, contendo cerca de 20% de
colesterol e acidos gordos livres, como o oleico, e glicerideos diversos. O pH oscila
entre 5 e 5,5 (Prista et alii., 2008). O estrato corneo (stratum corneum) opfe-se a
penetracdo de substancias estranhas na pele, além de que regula continuamente a
passagem de &gua do interior para o exterior, mantendo a homeostasia da pele e de todo
0 organismo humano. A fluidez da membrana varia consoante os tipos de lipidos que a
constituem, podendo ser mais elastica (mais permeavel e fluida, devido a presenca de
maior nimero de &cidos gordos insaturados) ou mais rigida (menos permeavel, quando

prevalecem &cidos gordos saturados e colesterol) (Morganti et alii., 2001).

A pele funciona como barreira impedindo a perda de agua, de eletrélitos e outros
constituintes, obstruindo igualmente a absor¢do percutanea de outros compostos
possivelmente prejudiciais e provenientes do ambiente externo (Figura 11). Os
mecanismos de transporte ocorrem por difusdo, logo o desempenho do estrato cérneo
como barreira esta intimamente limitado pelo seu grau de hidratacdo. Assim, um
aumento da permeabilidade a &gua corresponde a um aumento da permeabilidade topica
aos compostos aplicados. Na realidade, o grau de hidratacdo do estrato cérneo é o fator
mais importante na determinacdo da taxa de absorcdo percutanea, e aumenta em funcéo
do gradiente de concentracdo da dgua entre a derme (camada mais profunda da pele) e a
superficie da pele e em funcdo da capacidade de ligacdo das moléculas de agua ao
estrato corneo (Morganti et alii.,, 2001). Compreende-se que a hidratagdo da pele
promova a penetragdo dos farmacos, por facilitagcdo da difusdo das substancias aplicadas
na superficie da pele (Prista et alii., 2008). Por conseguinte, os sistemas de libertagdo de
farmacos administrados atraves da pele estdo associados a dificuldades, tais como a
variabilidade de absorcdo dependendo do local de administracdo, de patologia (se
existente), da idade e de diferentes espécies; a capacidade reservatorio da pele; potencial

irritacdo e toxicidade causada pela aplicacdo topica de farmacos; a heterogeneidade do
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metabolismo, e do incompleto conhecimento sobre a tecnologia que possam ser

utilizadas para facilitar ou retardar a absorcéo do farmaco (Morganti et alii., 2001).

Componentes e Funcdes da Pele

Agressao Ambiental (auimica,
Microbiana, Radiagdo, etc)
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Figura 11 - Componentes e fungdes da pele. (adaptado de Morganti et alii., 2001).

A eficécia de produtos aplicados na pele pode ser determinada pela relacdo estabelecida
entre o coeficiente de permeabilidade do estrato corneo e a estrutura dos agentes
penetrantes, como o veiculo e fArmaco. Variando as caracteristicas, quer do veiculo quer
do farmaco, o grau de absorcao cutanea varia de igual modo. De facto, o coeficiente de
permeabilidade ¢ influenciado pela hidrofobia e tamanho dos agentes penetrantes, e pela
presenca ou auséncia de carga elétrica. Torna-se fundamentalmente importante a
selecdo adequada do tipo de veiculo a utilizar, onde a principal preocupacdo esta
relacionada com a libertacdo do farmaco a partir do veiculo que o transporta, apos
aplicacdo na superficie da pele. Além disso, a evaporacdo de compostos volateis, como

a agua, das formulacdes topicas na superficie da pele influenciam, significativamente, a

33



Nanomateriais biodegradaveis para formulacdes de libertagdo controlada
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulséo de rutina

difusdo dos farmacos atraves do estrato cérneo. Tal acontece com a utilizagdo de
nanoemulsdes O/A, que sofrem modificacdes durante e apds a sua aplicacdo na pele,

havendo perdas de agua devido ao fendbmeno de evaporacao (Morganti et alii., 2001).

Para que ocorra absorcéo transepidérmica, o farmaco tem de ser dissolvido nos lipidos
do estrato corneo, difundir-se através dos dominios lamelares do mesmo, migrar para
epiderme mais hidroéfila, difundir através da epiderme e derme, e finalmente, entrar na
circulagéo sistémica atraves da microvasculatura cutanea. Os factos confirmam que os
veiculos ndo podem ser considerados transportadores simples e inertes. Assim se
justifica a importancia da selecdo do veiculo, que deve ser compativel com o farmaco e
com os lipidos utilizados, o tipo de efeito desejado da formulacdo, e a tipologia e
condicGes da area de pele a tratar (Morganti et alii., 2001).

Para aumentar a penetracdo de farmacos na pele sdo utilizados promotores de
absorcéo/permeacao, designados como constituintes que modificam de forma reversivel
a estrutura lipidica e alteram a fungdo “barreira” da pele, aumentando o fluxo
transdérmicos de alguns farmacos. Exemplos de promotores de absor¢do sdo 0s
solventes organicos, como o etanol, e &cidos gordos, como o acido oleico (Morganti et
alii., 2001; Paolino et alii., 2002). Contudo, alguns destes promotores originam, varias
vezes, irritacdo na pele, pelo que os sistemas de aplicacdo tdpica ndo sejam somente
avaliados em termos de capacidade de carga e absor¢do cutdnea, mas também
tolerabilidade e toxicidade. Assim, é de realcar que a escolha adequada dos
componentes de uma formulacdo € essencial para minimizar o efeito irritante e para
determinar o aumento da permeacdo do farmaco na pele. A utilizacdo de componentes
biocompativeis potencia o aumento da sua utilizacdo em sistemas de libertacdo topica
nos campos farmacéutico e cosmetico. A utilizagdo de fosfolipidos, por exemplo a
lecitina, em formulacGes para aplicagdo na pele, promove o aumento do fluxo do
farmaco, diminui o seu tempo de residéncia e promove a hidratagdo da pele, em

comparagdo com outro tipo de sistemas (Paolino et alii., 2002).

A penetragdo depende ainda, acessoriamente, do tipo de excipientes utilizados para o
farmaco. De um modo geral, excipientes de natureza animal (banha, lanolina) sé&o

dotados de maior poder de penetracdo cutanea do que os de natureza vegetal (azeite,
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6leos) e, por sua vez, estes mais do que os minerais (vaselina, parafina) (Prista et alii.,
2008).

O papel dos sistemas de libertacdo de farmacos prende-se em assegurar que a
concentracdo correta de farmaco chega ao local alvo num periodo de tempo suficiente.
A otimizacdo dos beneficios das substancias administradas € conseguida através do
controlo da concentracdo e distribuicdo dos farmacos no estrato corneo ou nos outros
tecidos cutadneos. Mesmo que o local de acdo para a maior parte dos produtos
cosméticos seja a superficie da pele, deve ser feita uma escolha assegurada na selecédo
do veiculo que ira ser utilizado para determinado farmaco de modo a obter o resultado
esperado. Alguns compostos tém como local alvo a superficie da pele, como é o caso
dos filtros UV, e caso exista penetragdo na mesma ficardo além do seu local de agdo e
portanto perderdo 0 seu interesse terapéutico, engquanto compostos antisséticos e
desodorizantes devem atingir as superficies bacterianas e fungicas existentes nas
fissuras da pele, devendo penetrar. Compostos antioxidantes e agentes
antienvelhecimento tém de exercer a sua atividade na epiderme ou derme (Morganti et
alii., 2001).

A selecdo do veiculo a utilizar num sistema afeta a cedéncia de farmacos em varios
sentidos, quer por interacdo com o préprio, por controlo da taxa de libertacdo do
veiculo, alteracdo da resisténcia oferecida pelo estrato corneo, ou potenciacdo da
hidratagdo da pele (Morganti et alii., 2001). Igualmente se verifica que as emulsdes O/A
ou A/O sdo dotadas de melhor poder de penetracdo do que os medicamentos néo
emulsionados. E de salientar a excelente penetrabilidade obtida com emulsbes O/A,
conseguida gracas a molhabilidade dos seus excipientes e ao grau de dispersédo
apresentado pelas respetivas particulas, favorecendo a absorcao transfolicular uma vez
que as membranas sdo semipermedaveis atraves das quais sO passam particulas de muito

reduzidas dimensdes (Prista et alii., 2008).
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2. Via de administracdo oral

A administracgdo oral de compostos farmacéuticos com fraca solubilidade permanece um
desafio em tecnologia farmacéutica (Souto e Miller, 2010). Pensa-se que a
biodisponibilidade oral de pequenas moléculas com atividade farmacoldgica seja
determinada pela sua solubilidade em meio aquoso, permeabilidade membranar e
estabilidade metabdlica. O desenvolvimento de novas formulagGes tem como objetivo
principal garantir a estabilidade e protecdo de substancias farmacologicamente ativas
contra a degradacdo, aumentar a sua solubilidade em &gua e consequentemente a sua
biodisponibilidade, conseguir uma libertacdo controlada do farmaco, e mais
recentemente, direcionar o farmaco para o local alvo da terapéutica através de sistemas

transportadores coloidais e multiparticulados (Amri et alii., 2012).

N&o obstante, a capacidade de formulacGes lipidicas em facilitar a absorcdo Gl destes
compostos é bem documentada, e a atividade farmacoldgica ndo é comprometida. Os
lipidos sdo considerados materiais seguros para o desenvolvimento de sistemas de
libertacdo de farmacos pouco sollveis, como é o caso das emulsdes e microemulsoes,
que tém sido amplamente utilizadas no aumento da absorcéo e biodisponibilidade destes

compostos (Souto e Muller, 2010).

Em comparacdo com as outras vias de administracdo possiveis, a administracdo oral de
farmacos possui varias vantagens. Ndo sé se trata de uma via ndo invasiva e
relativamente ausente de complicagdes (contrariamente as formulagdes para
administragdo parenteral onde existe a necessidade de técnicas estéreis), mas também é
a via mais conveniente e de facil dosagem com preparagdes de baixo custo, encorajando

a adesdo do paciente a terapéutica (Reis et alii., 2006).

Apos a sua administracdo oral, o farmaco é absorvido no trato gastrointestinal, sendo
passivel de sofrer degradacdo ao longo do mesmo. A nanotecnologia oferece a
possibilidade de proteger farmacos suscetiveis de serem degradados, conferindo de
igual modo protecdo ao trato gastrointestinal perante a toxicidade associada ao farmaco.
Assim, o0s sistemas nanotecnoldgicos funcionam como sistemas de transporte
possibilitando o aumento da biodisponibilidade oral de farmacos que séo fracamente

absorvidos; o prolongamento do tempo de residéncia de farmacos no intestino; elevada
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dispersdo molecular e consequentemente um aumento na absorcdo; libertagédo
controlada de farmacos; direcionamento do mesmo a um 6rgdo alvo, reduzindo a
toxicidade e efeitos secundarios; reducdo da irritacdo da mucosa gastrointestinal (GI)
causada pelos farmacos e, por fim, a estabilidade de farmacos ao longo do trato Gl (Reis
et alii., 2006; Souto e Miller, 2010).

Apesar da existéncia de outras abordagens, a diminuicdo do tamanho de particulas a
uma escala nanométrica constitui uma importante estratégia para atingir taxas de
dissolucdo mais elevadas e o aumento da biodisponibilidade oral de farmacos pouco
sollveis (Tan e Nakajima, 2005; Mauludin et alii., 2009). A producdo destes sistemas
para administracdo oral permite atingir concentracdes terapéuticas plasmaticas, devido a
reduzida solubilidade e absorcdo no trato GI serem ultrapassados através da reducao
extensa do tamanho das particulas (Mauludin et alii., 2009). Todos estes sistemas
partilham da mesma funcdo: encapsulacdo, protecdo e libertacdo de compostos

farmacologicamente ativos hidrofobos (McClements, 2012).

3. Viade administracdo parenteral

Por ultimo, a administracdo de farmacos também pode ser realizada por via parenteral,
onde se destacam as subdivisdes intravenosa, intradérmica, subcutanea, intramuscular,

intrarraquidea, intraperitoneal, intrapleural, entre outras (Prista et alii., 2008).

A investigacdo tem focado um maior interesse em formas orais uma vez que estas sao
preferenciais para tratamento cronico, devido a facilidade de administracdo (Amri et
alii., 2012). Cerca de 40% dos compostos descritos pela industria farmacéutica revelam
fraca solubilidade e dos novos compostos sintetizados cerca de 60% revelam valores de
solubilidade inferiores a 0,1 mg/l (Muller et alii., 2004).

As formas parenterais escapam ao metabolismo intestinal, sendo mais projetadas para o
tratamento agudo de patologias (Amri et alii., 2012). O uso de formulagdes parenterais
esta justificado em situagdes de emergéncia ou pacientes com necessidade de tratamento
intensivo, nomeadamente por injecdo intravenosa ou infusdo (Midller et alii., 2004). A

administracdo intravenosa revela uma elevada aplicabilidade no sentido em que torna

37



Nanomateriais biodegradaveis para formulacdes de libertagdo controlada
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulséo de rutina

possivel a concentragdo do farmaco em locais acessiveis, 0 reencaminhamento de
farmacos impedindo a sua toxicidade, e 0 aumento do tempo de semi-vida de farmacos
labeis ou rapidamente eliminados (como péptidos e proteinas) (Reis et alii., 2006). E a
via de acdo mais rapida e de efeito mais intenso, uma vez que ndo comporta a fase de

absorcéo (Prista et alii., 2008).

As nanoemulsfes sdo preferencialmente utilizadas como sistemas para nutri¢do
parenteral, devido a possibilidade de transporte de farmacos lipofilos e garantia da sua
estabilidade em formulacdo e posteriormente reducdo dos efeitos secundarios locais e
sistémicos (por exemplo, dor no local de injecdo) (Mehnert e Mader, 2001). Tém sido
utilizados desde os ultimos cinquenta anos, sdo de baixo custo e estdo prontos a utilizar.
No entanto, o nimero de emulsdes no mercado é limitado, sendo os principais farmacos

veiculados nestes sistemas o diazepam, etomidato e propofol (Mdller et alii., 2004).

1VV. Flavonoides

1. Importancia dos Flavonoides

Os flavonoides pertencem a classe das substancias fenodlicas, sdo de baixo peso
molecular e sdo caracterizados pelo seu nucleo flavénico (Formica e Regelson, 1995;
Ramadan, 2012), onde o numero, posicao e tipo de substituintes influenciam a captacao
de radicais livres e a atividade quelante. S&o derivados benzo-y- pirano constituidos por
anéis fenolicos e de pirano, sendo classificados consoante os seus substituintes (Figura
12) (Heim et alii., 2002). Estdo distribuidos nas folhas, sementes, cascas e flores de
plantas, sendo que mais de 4000 flavondides foram identificados até a data (Heim et
alii., 2002; Ramadan, 2012).
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Figura 12 - Estrutura quimica nuclear dos flavonoides. (adaptado de Heim et alii., 2002).

O consumo de frutas e vegetais estd associado a reducdo do risco de cancro e doencas
cardiovasculares. Embora estes efeitos protetores tenham sido primeiramente atribuidos
ao beta-caroteno e ao ascorbato, os constituintes fendlicos também desempenham um
papel importante (Heim et alii., 2002). Pode entdo dizer-se que os flavonoides sdo
benéficos para a longevidade e protecdo do sistema cardiovascular (Formica e Regelson,
1995).

Sdo diversos os fatores exdgenos e processos metabdlicos enddgenos que podem
desencadear a formacao de espécies de oxigénio reativas. Quando a formacdo destas
moléculas excede o potencial antioxidante do organismo origina o aparecimento de
condicBes patoldgicas, consequéncia da interacdo destas substancias com compostos
bioldgicos no interior e exterior das células. E neste sentido que, nos Gltimos anos, se
tém estudado e desenvolvido compostos antioxidantes de modo a proteger os tecidos
bioldgicos do ataque destas moléculas reativas e suprimir os danos resultantes desta

interacdo (Yang et alii., 2008a).

A maioria dos efeitos benéficos para a salde s@o atribuidos as capacidades
antioxidantes, por inibicdo da peroxidacdo lipidica, e quelantes nos sistemas bioldgicos,
incluindo o aprisionamento de radicais livre, sequestro de ides metalicos, ativacéo de
enzimas antioxidantes e redug¢do dos radicais a-tocoferol e inibicdo de oxidases.
Contudo a sua eficacia depende da sua estrutura quimica (Heim et alii., 2002; Ramadan,

2012), ou seja, a propensdo de um flavonoide para inibir os radicais livres é influenciada
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pelo arranjo molecular dos seus grupos funcionais (Heim et alii., 2002). Um ndmero
consideravel de estudos in vitro demonstrou chegar a uma hierarquia de classes, de

acordo com a relacdo entre os substituintes e atividade antioxidante (Figura 13).

Estrutura Genérica  Flavonoide

Flavane

Catequinas
Meciadonol

Flavanone

Cﬂ Taxifolina
Naringenina
Naringina

0

4]

Flavone

M) Luteolina
| Apigenina

Quercetina
Cirsiliol
Morina
Galangina
Rutina

Figura 13 - Estrutura e grau de hidroxilagdo dos varios flavonoides (adaptado de Formica e Regelson,
1995).

Por virtude da capacidade de inibir a oxidacdo das lipoproteinas LDL (Low Density
Lipoproteins), os flavonoides tém demonstrado efeitos cardioprotetores unicos (Heim et
alii., 2002), além de que mantém a integridade da parede capilar e a resisténcia capilar
(Formica e Regelson, 1995).

Na dieta humana estdo presentes em frutas, vegetais, vinhos, chas e coco, aparecendo
sob a forma de O-glicosideos (Figura 14). Uma dieta rica em flavonoides prevé uma
diminuicdo na mortalidade por doenca cardiaca coronaria e uma menor incidéncia de
enfarte do miocardio em homens mais velhos, e também a reducéo do risco de doenca

cardiaca coronaria em 38% em mulheres na p6s-menopausa (Heim et alii., 2002).
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General structure Flavonoid

Flavanol @o ‘ 0

Flavone

Class

Y

(+)-catechin
(-)-epicatechin
Epigalictatechin gallate
chrysin

apigenin

rutin

luteolin

luteolin glucosides

Flavonol kaempferol

quercetin

myricetin
tamarixetin

Flavanone
(dihydroflavon

naringin
naringenin
taxifolin
eriodictyol
hesperidin
Isoflavone genistin
genistein
daidzin
daidzein
Anthocyanidin apigenidin
cyanidin

t &% £ %

Substitution Pattern

3,5,7.3'4-0OH
3.5.7.3'4'-OH
3,5.7,3'.4.5-0H 3-gallate

5,7-OH
5,7.4'-0H
3,7.3"4'-OH, 3-rutinose

5,7.3'4"-0H
5,7.3“OH, 4"-glucose
5,4-0H, 4',7-glucose

3.5,7.4-0H

3,5.7.3'4-0H

3.5,7.3'4.5-0H
3,5,7,3-OH4"-OMe

5.4'-OH.7-rhamnoglucose
5,7.4-OH

3,5,7.34-0OH

5,7.3'4"-OH
3,5,3-0OH.4'-OMe, 7-rutinose

5.4'-0H, 7-glucose
5,7,4-0H

4'-0H, T-glucose
T4-0H

5,7.4-0H
3.5,7.4-0H,3,5-OMe

Dietary Sources

Tea (camellia sinensis)”
Tea®

lea”

Y
. buckwheat’
citrus, tomato skin®

Red pepper''

Leek, broccoli, endives
grapefruit, black tea
Onion, lettuce, broccoli
tomato, tea, red wine
berries, olive oil, appleskin

Cranberry grapes, red wine

Citrus, grapefruit
Citrus fruits
Citrus fruits
Lemons®
()rangesv

Soybean ”_]
Soybean'”
Soybean 0
Soybean 1o

Colored fruits
Cherry, raspberry, strawberry

TEAC (mM)

24
25
475

1.43
1.45
24

2.1

1.74
0.79
1.34

47

2.35
4.42

Figura 14 - Classificagéo, estrutura e fontes alimentares de flavonoides na dieta. (Heim et al., 2002)

Outras fungdes clinicas relevantes associadas aos flavonoides incluem: atividade

antihipertensora e antiarritmica; propriedades antiinflamatéria e antialérgica; atividade

hipocolesterolaémica; estabilizacédo

plaquetaria e

dos

mastocitos;

antihepatotdxica; e atividades antitumorais (Formica e Regelson, 1995).

2. Rutina

atividade

A rutina (3,3°,4’, 5’-7-pentahidroxiflavonol) representa um dos varios flavonoides

naturais presentes na dieta sendo o mais abundante, potente e mais estudado (Heim et

alii., 2002; Kumari et alii., 2010; Chen-yu et alii., 2012). E um constituinte importante

do vinho tinto, e encontra-se igualmente presente na cebola, alface, brécolo, tomate,

chd, azeite e maca (Heim et alii., 2002). A atividade antioxidante desta molécula é

superior a atividade antioxidante de moléculas como o ascorbilo, devido ao nimero e

posicao dos grupos hidroxilo (Figura 15) (Kumari et alii., 2010). O arranjo espacial dos

substituintes €, talvez, mais determinante na atividade antioxidante do que o anel
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flavénico por si so. Consistente com a maior parte dos antioxidantes polifendlicos,
ambas a configuracdo e o0 ndmero total de grupos hidroxilo, influenciam
substancialmente muitos mecanismos de atividade antioxidante. A capacidade de
captacdo de radicais livres € primariamente atribuida a elevada reatividade dos
substituintes hidroxilo que participam nas reacdes (Heim et alii., 2002).

E sabido que a polaridade do ambiente governa extensamente a atividade antioxidante
dos antioxidantes fendlicos: os antioxidantes hidrofilos sdo mais eficazes em lipidos
solidos, enquanto antioxidantes lipofilos sdo mais eficazes em sistemas com elevada

razdo superficie/volume, como no caso de emulsdes (Ramadan, 2012).

OH
HO O
OH
O
OH O
OH O—
O
—O0
OH
OH OH OH
OH

Figura 15 - Estrutura molecular da rutina. (adaptado de Mauludin et alii., 2009).

No entanto, é quimicamente instavel, limitando a sua aplicabilidade no campo
farmacéutico. Estas propriedades resultam numa baixa biodisponibilidade, baixa
permeabilidade, instabilidade e elevada eliminacdo pelo efeito de primeira passagem
(Kumari et alii., 2010).

3. Aplicacgdes terapéuticas da rutina

A rutina é um flavonoide natural com uma variedade de atividades bioldgicas e a¢des
farmacologicas, destacando a sua acdo anticarcinogénica, promocdo da dilatacdo das

artérias coronarias, funcdo antiagregante plaquetar, antianémica e efeitos
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antianafilaticos. Estudos recentes demonstraram que os flavonoides naturais possuem
acao antioxidante contra o stress oxidativo induzido por danos na pele. A rutina, sendo
o flavonoide natural mais estudado, apresenta a maior atividade antiradicais livres.
Assim, a sua aplicacdo topica tem recebido elevada atencdo devido a sua agdo contra
espécies reativas de oxigénio (“Reactive Oxygen Species”, ROS) que medeiam a
danificacdo da pele. Como resultado da sua baixa solubilidade, a aplicacdo clinica da
rutina € muito restrita pelo que é necessario o desenvolvimento de novos veiculos de
transporte adequados que garantam a sua passagem através da pele e a sua bioatividade
(Chen-yu et alii., 2012).

Além dos efeitos anteriormente referidos, possui ainda outros efeitos benéficos para a
salde estando incluidas as funcfes antiinflamatoria e antialérgica, assim como a
protecdo conferida contra eventos cardiovasculares e a reducdo do risco de cancro.
Todas estas acBes tém origem na sua forte atividade antioxidante explicada pela
capacidade quelantes de ifes metalicos, uma vez que estes desempenham um papel
importante na formagdo de ROS (Ramadan, 2012). Além de fungdes antioxidante e
antitumoral, a rutina também revela uma acdo antiviral (Kumari et alii., 2010). Pode
também exercer atividade farmacoldgica como vasoativo/venotrépico e citoprotector.
Possui uma vantagem sobre os outros flavonoides que em certas ocasides se comportam
como pro-oxidantes e catalisam a producdo de radicais de oxigénio. Assim, a rutina
pode ser considerada uma potencial molécula ndo tdxica e ndo oxidavel, contudo a sua
desvantagem esta associada a fraca solubilidade em 4agua justificando a baixa
biodisponibilidade da mesma, razdo pela qual existem algumas restri¢ces relativamente
a sua utilizacdo, nomeadamente para administracdo oral como suplementos nutricionais

de tomas diarias (Mauludin et alii., 2009).

4. Produtos comercializados contendo rutina
Os venotropicos sdo substancias utilizadas no tratamento da insuficiéncia venosa. Na
maioria sao quimicamente flavonoides. O mecanismo pelo qual atuam ndo se encontra

totalmente esclarecido, contudo as oxerrutinas apresentam maior eficacia (Caramona et
alii., 2010).
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i. Venoruton® P para Solugédo Oral

A forma farmacéutica € um pé para solucdo oral, com sabor a laranja, de 1000 mg
contendo O-(B-hidroxietil)-rutosideos. Os outros componentes da formulacdo sdo o
manitol, sacarina sodica e aroma de laranja. Apresenta-se em embalagens de 14 e 30

saguetas.

O Venoruton® pertence a um grupo de medicamentos que protege os vasos, designados
por vasoprotetores. E indicado em situacdes de edema para o alivio do inchaco e
sintomas associados com a Insuficiéncia Venosa Crénica (IVC) como dor, cansaco,
sensacdo de pernas “inquietas”, aumento de volume, caibras, parestesias e sensagdo de

pernas pesadas. Também pode ser utilizado para o alivio dos sintomas das hemorroidas.

No caso de Insuficiéncia Venosa Cronica (IVC) e suas complicaces, a dose inicial é de
uma saqueta por dia, devendo ser mantida até alivio completo dos sintomas e do edema.
O alivio sintomatico ocorre geralmente apds duas semanas. A dose de manutencédo é de
1000 mg por dia ou, no minimo 500 a 600 mg. Apos o alivio completo dos sintomas e
edema, o tratamento pode ser interrompido. Em caso de recorréncia dos sintomas, 0

tratamento deve ser reiniciado com a dose inicial ou a de manutencéo.

O modo de administracdo do Venoruton® é a via oral, devendo diluir-se o contetido

duma saqueta num copo de agua, e administrar apés as refeicdes.

Em casos raros, os efeitos secundarios possiveis sdo disturbios gastrointestinais,
flatuléncia, diarreia, dor abdominal, desconforto gastrico, dispepsia, rash, prurido e
urticaria. Também em casos raros, 0 Venoruton® pode causar tonturas, dores de cabeca,
cansaco, rubor, reacdes de hipersensibilidade, reacdes anafilaticas e choque anafilatico
(INFARMED, 2010).

ii. Venoruton® Gel

O Venoruton® Gel contem O-(B-hidroxietil)-rutosideos com uma dosagem de 20 mg/g.
Encontra-se na forma de uma bisnaga de 100g, sendo utilizado para o alivio e sintomas
da IVC, no entanto para aplicacdo cutanea e transdérmica (INFARMED, 2010). Podem

ocorrer reacOes de hipersensibilidade a aplicacdo local. N&o se deve proceder a sua
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aplicacdo em &reas ndo integras ou nas previamente expostas a radiacfes (Caramona et
alii., 2010).

iii. Venoruton® F

O Venoruton® F pertence ao grupo das formas farmacéuticas orais solidas, apresentado
na forma de comprimidos-blister de 60 unidades, com uma dosagem de 500 mg em O-
(B-hidroxietil)-rutosideos. E um medicamento sujeito a receita médica (MSRM)
(Caramona et alii., 2010).

V. Estados patoldgicos associados ao desenvolvimento de nanoemulsdes com
rutina

1. Doenca venosa cronica

O Aparelho Circulatério é um sistema complexo e de funcionamento coordenado
através de vasos sanguineos que permite a troca de nutrientes e oxigénio mantendo os
tecidos organicos vivos. O fluxo sanguineo é redistribuido por artérias, veias, capilares e
vasos linfaticos. As veias transportam o sangue desde os 6rgdos e tecidos do corpo
humano novamente ao coracao, sendo de realcar o trabalho arduo das veias de médio
calibre dos membros inferiores, que transportam o sangue desde o ponto mais distante
do corpo, contra a forca da gravidade (Seeley et alii., 2003; Meissner et alii., 2007b).
Assim, estas veias possuem valvulas que permitem a circulagdo do sangue até ao

coragdo, mas ndo o sentido contrario, ocluindo o vaso (Figura 16) (Seeley et alii., 2003).
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Figura 16 - Estrutura de uma veia e representacdo das valvulas. (adaptado de Seeley et alii., 2003).

A distensdo das paredes das veias dos membros inferiores tem como consequéncia uma
insuficiéncia valvular, resultando no aparecimento de veias varicosas (Figura 17). As
veias ficam de tal forma dilatadas que as valvulas deixam de se sobrepor e tornam-se
incapazes de impedir o refluxo do sangue. Consequentemente, a pressdo venosa nos
membros inferiores passa a ser superior ao normal, ocasionando o aparecimento de
edema. O fluxo pode torna-se lento levando a coagulacdo do sangue, dando origem a
uma flebite ou inflamagdo das veias. Caso a inflamacdo seja grave e ocasione a
acumulacdo de sangue em determinada area, pode conduzir a gangrena causando a

morte dos tecidos por reducdo ou perda de irrigacao (Seeley et alii., 2003).
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Figura 17 - Veias varicosas. (Hinchliffe et alii., 2006).

Os primeiros sintomas associados ao aparecimento de uma doenca venosa Sd0 a
sensacdo de pernas cansadas, pesadas e inchadas e dor na barriga da perna na posigédo
sentada ou de pé por periodos de tempo prolongados (Meissner et alii., 2007a; Meissner
et alii., 2007b). O espetro clinico da doenca venosa crdnica estende-se desde
telangiectasias e varicoses passando pelo edema venoso até modificagdes cronicas ao
nivel da pele associadas a dor e ulceracdo (Ulcus cruris venosum) (Meissner et alii.,
2007a; Tran e Meissner, 2002). Esta estimado que a doenga venosa cronica afeta mais
de 1% da populacdo em geral. Os recursos dedicados ao tratamento Sdo enormes e as

consequéncias fisico-sociais significativas (Tran e Meissner, 2002).

Esta patologia pode surgir a partir de causas idiopaticas ou seguir um episodio de
trombose venosa profunda aguda. Apesar das manifestacbes mais comuns de doenca
venosa cronica terem sido atribuidas historicamente a refluxo valvular, a obstrucéo
venosa também influencia o desenvolvimento de sindrome pés-trombético. Ambas
contribuem para a hipertensdo venosa ambulatéria, carateristica pato-fisiologica

responsavel pelas manifestacdes severas da patologia (Tran e Meissner, 2002).

A investigacdo clinica da epidemiologia, histéria natural e tratamento da doenca venosa
tem sido limitada pela falta de uniformidade dos resultados, que incluem pacientes com

severidade da doenca variavel, etiologias diversas e diferentes combinagdes de
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patologias venosas. Assim, foi sugerido um sistema de classificagdo (CEAP) para
permitir um diagndstico mais uniforme e a comparacéo entre populaces de pacientes
(Tabela 1). O sistema CEAP inclui a classe clinica da patologia baseada em sinais
objetivos (C); a etiologia (E); a distribuicdo anatomica do refluxo e obstrucdo nas veias
superficiais, profundas e perfurantes (A); e a pato-fisiologia causada pelo refluxo ou
obstrucdo (P). De um ponto de vista etiologico, a doenca venosa cronica pode ser
considerada congénita (presente desde o momento do nascimento), primaria ou
secundaria. Na patologia primaria ndo existe um mecanismo disfuncional venoso
identificavel, enquanto na secundaria resulta de um evento antecedente, usualmente um
episddio trombdtico venoso profundo agudo (“Deep Venous Thrombosis “, DVT)
devido a desvios ou obstrucdes das veias profundas, acabando por haver acumulacao de

sedimentos nas paredes dos vasos (Tran e Meissner, 2002; Meissner et alii., 2007a).

Tabela 1 - Classificacdo clinica da Doenca Venosa Crdnica (CEAP). (adaptado de Tran e Meissner,
2002).

Classe 0 N&o existem sinais visiveis ou palpaveis de
doenca venosa

Classe 1 Telangiectasias ou veias reticulares

Classe 2 Veias Varicosas

Classe 3 Edema

Alteracdes na pele associadas a doenca
Classe 4 venosa (pigmentacao, eczema venoso,

lipodermatoesclerose)

Classe 5 AlteracBes na pele como as descritas na

Classe 4, mas com ulceracédo curada

Classe 6 Alteracdes na pele como descritas na

Classe 4, mas com ulceracgéo ativa

Os derrames varicosos sdo a manifestacdo clinica mais comum, sugerindo uma
prevaléncia superior em mulheres, implicando uma pré-disposi¢cdo genética ao seu
desenvolvimento (Tran e Meissner, 2002; Seeley et alii., 2003). Em mulheres nesta

situacédo, tudo o que provogque um aumento da pressdo e estiramento venoso pode levar

48




Nanomateriais biodegradaveis para formulacdes de libertagdo controlada
Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulséo de rutina

ao aparecimento de veias varicosas por perda de elasticidade dos vasos sanguineos. Um
exemplo € a gravidez, onde existe um aumento da pressdo venosa nas veias que drenam
0s membros inferiores por estas ficarem comprimidas pelo crescimento uterino (Seeley
et alii., 2003).

Os fatores de risco associados ao aparecimento de patologias venosas sdo a idade,
excesso de peso, a gravidez (influencias hormonais), sexo feminino e historia familiar
(Insuficiéncia venosa adquirida ou anomalia venosa congénita) (Meissner et alii.,
2007a).

O tratamento farmacoldgico para a doenga venosa cronica é muitas vezes prescrito, uma
vez que a cirurgia (stripping) e escleroterapia (injecdo de uma substancia que provoca
uma reacdo anti-inflamatéria minima fechando a veia) nem sempre sdo indicadas e a
conformidade com os tratamentos de compressdo, como a utilizacdo de meias eldsticas,
ser frequentemente fraca. A utilizacdo de flavonoides e outros farmacos tém conseguido
um alivio consideravel dos sintomas associados a doenca venosa. Em 2005, concluiu-se,
com base em ensaios clinicos e experiéncia de especialistas, que as substancias
venoativas sdo eficazes no controlo dos sintomas venosos (Martinez-Zapata et alii.,
2008).

V1. Desenvolvimento e caracterizacdo de uma nanoemulsdo de rutina

1. Materiais

O lipido utilizado para o desenvolvimento da nanoemulsdo foi o Mygliol 812 N/F
fornecido pela Sasol (Joanesburgo, Africa do Sul). A substancia ativa Rutina Tri-
Hidrato foi disponibilizada pela Fluka (Sigma Aldrich Chemical Co, Alemanha). A
Lecitina Phospholipon 80H foi fornecida pela Lipoid (Alemanha). O agente tensioativo
utilizado foi o Polissorbato 80 ou Tween 80 disponibilizado pela Sigma Aldrich
(Alemanha). A 4gua ultrapura foi obtidoapela Milli Q2 (Merck Millipore Corporation,
Darmstadt, Alemanha).
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2. Métodos

I. Preparacao da nanoemulséo de rutina

Procedeu-se a pesagem de todos os constituintes da formulacdo através de uma balanca
analitica, dispersou-se a fase aquosa constituida por Polissorbato 80 e por Agua
Ultrapura num gobelé, seguidamente aquecida em banho de agua a 50°C, coberto com
vidro de reldgio para evitar a evaporacdo da agua. Num outro gobelé foram pesadas a
Lecitina, a Rutina e o Mygliol 812 sendo também aquecida em banho de &gua a 50°C,
coberto com vidro de relégio. Quando ambas as fases se encontraram a mesma
temperatura, adicionou-se a fase aquosa a fase lipidica, passando a emulsdo no
Ultraturrax da IKA® T25 (Alemanha) a 8000 rpm durante um minuto. Por fim, o sistema
é submetido a 3 ciclos num Homogeneizador de Alta Pressdo (HPH) a uma pressdo de

1000 bar, utilizando um Emulsiflex C3® da Avestin (Alemanha).

A preparacdo da emulsdo placebo foi procedida de igual modo e perante as mesmas
condicdes (Tabela 2), e a visualizacdo das particulas da nanoemulsdo ndo encapsulada

analisada por microscépio 6tico (Figura 18).

Tabela 2 - Composicdo qualitativa e quantitativa da formulagéo placebo

% (m/m) 30 ml
Miglyol 812 © 10% 3g
Lecitina 1% 0,39
Tween 80 3% 0,99
Agua Ultrapura g.b.p 100% g.b.p 30ml

ii. Caracterizacdo da nanoemulséo de rutina

v" Andlise de distribuicdo das particulas: determinacéo do tamanho da

particula e potencial Zeta da formulacdo placebo
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As determinacfes do tamanho da particula, do potencial zeta e do peso molecular foram
realizadas, no dia 1 (Figura 19) e no dia 15 (Figura 20), através do equipamento
ZetaSizer Nano ZS® da Malvern Instruments, Lda. (Reino Unido) (Tabela 3). Para
conseguir uma condutividade de 50 puS/cm, foi efetuada uma diluicdo de 10 pL de
nanoemulsdo em NaCl 0,9%, isto evita a flutuacdo nos valores de PZ devido a

diferencas na concentracao de eletrolitos (Mller et alii., 2004).

Foram preparadas emulsdes de 10, 20 e 30 mg de rutina (Tabelas 4, 5 e 6).
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Tabela 4 - Composicdo qualitativa e quantitativa da nanoemulsdo com 10 mg de rutina

% (m/m) 30 ml
Rutina Tri-hidrato 0,033% 0,019
Miglyol 812 ® 10% 3g
Lecitina 1% 0,39
Tween 80 3% 0,99
Agua Ultrapura 0.b.p 100% q.b.p 30ml

Tabela 5 — Composicéo qualitativa e quantitativa da nanoemulsdo com 20 mg de rutina

% (m/m) 30 ml
Rutina Tri-hidrato 0,067% 0,029
Miglyol 812 ® 10% 3g
Lecitina 1% 0,39
Tween 80 3% 0,99
Agua Ultrapura 0.b.p 100% q.b.p 30ml

Tabela 6 — Composi¢do qualitativa e quantitativa da nanoemuls&o com 30 mg de rutina

% (m/m) 30 ml
Rutina Tri-hidrato 0,1% 0,039
Miglyol 812 © 10% 39
Lecitina 1% 0,39
Tween 80 3% 0,99
Agua Ultrapura 0.b.p 100% q.b.p 30ml
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v" Avaliacdo microscépica das particulas

A visualizacdo das particulas das nanoemulsfes de 10 mg (Figura 21), 20 mg (Figura
22) e 30 mg (Figura 23) foi efetuada através de um microscopio 6tico Eclipse® da

Nikon (Japdo).

v" Ensaio de varrimento do comprimento de onda da rutina

O varrimento do comprimento de onda da rutina, realizado a partir de uma solugdo-mae
com concentracdo igual a 45 pg/mL e em que o solvente foi utilizado numa proporc¢éo
de 50:50 étanol 100%/&gua, foi necessario para determinar qual o valor de comprimento
de onda a utilizar para calibracdo do espectrofotémetro para posterior determinacéo da
percentagem de rutina encapsulada. O valor para o qual se registou um pico de

absorvéncia foi o de 359,0 nm (Figura 24).

v" Determinacéo da Eficéicia de Encapsulacéo (E.E) da rutina

A concentracdo de rutina encapsulada foi calculada através da determinacdo da curva de
calibracdo (Mdller et al., 2004). Para a determinacdo da curva de calibragdo foram
utilizadas seis soluc¢des-padréo de rutina com as seguintes concentragdes: 45, 40, 30, 20,
10 e 5 pg/mL (Figura 25).

Para realizar o ensaio de determinacdo da eficacia de encapsulacdo da rutina foram
centrifugados, numa microcentrifuga (miniSpin, eppendorF, U.S.A), 500 pL da
formulacdo de nanoemulsdo de 20 mg de rutina durante 15 minutos a 13000 rpm. Foram
retirados 50 uL do sobrenadante obtido e diluidos com agua ultrapura até obter um
volume final de 1 mL. O fator de diluicdo (F.D) é de 20 vezes. Posteriormente,
procedeu-se a sua analise por UV-Vis realizando a leitura das absorvéncias de 3
aliquotas retiradas da emulsdo de 20 mg, de modo a determinar a concentracao de rutina

no sobrenadante (Tabela 7).

Todas as leituras foram efetuadas em triplicado através de um espectrofotdmetro
Genesys 10S UV-VIS Thermo Scientific (U.S.A). Os resultados encontram-se
apresentados nas Tabelas 7 e 8.
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v" Ensaio de libertacdo da rutina

Com a finalidade de avaliar o perfil de libertagdo da rutina a partir da emulséo
produzida, procedeu-se a realizacdo do ensaio de libertagdo através do método do saco
de dialise (Kelmann et alii., 2007), utilizando uma mistura de agua ultra-purificada e
etanol (65:35) como meio de libertagdo. O saco de dialise (MWCO 12Da, Sigma-
Aldrich Co, Alemanha) foi embebido em agua ultra-purificada durante 12 horas antes
da sua utilizacdo. Foi colocada uma aliquota de 5 mL da emulsdo de 20 mg de rutina no
saco de didlise. O saco foi colocado num recipiente a uma temperatura igual a 37°C com
agitacdo constante a 100 rpm. Uma aliquota de 1 mL foi retirada em determinados
intervalos e substituida por meio fresco (Li et alii., 2009, Almeida et alii., 2010). A
presenca de rutina em solucédo foi determinada por Espectrofotometria UV-vis. Todas as

operagOes foram realizadas em triplicado (Figura 26).

3. Resultados

i. Avaliacdo microscopica da formulacao placebo

Figura 18 - Visualizacdo das particulas da nanoemulsdo placebo ao

microscépio 6tico
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ii. Distribuicdo do tamanho das particulas da formulacéo placebo

Tabela 3 - Avaliagdo de parametros fisico-quimicos da formulagao placebo

Tamanho da indice de .
particula Polidispersao (1.P) Potencial Zeta (P.2)
Dial 126,9 £+ 1,097 0,168 £ 0,007 - 3,49
Dia 15 128,8 + 1,537 0,178 £ 0,007 - 3,56

Size Distribution by htensity
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Figura 19 - Andlise de distribuicdo das particulas da nanoemulséo placebo no dia 1
Size Distribution by Intensity
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Figura 20 - Anélise de distribuicdo das particulas da nanoemulsao placebo no dia 15.
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iii. Avaliacdo microscopica das formulagdes de 10, 20 e 30 mg de rutina

Figura 21 - 1) Aspeto fisico da nanoemulsdo 10 mg de rutina; 2) Observagéo a uma ampliacdo de 400 vezes.

Figura 22 - 1) Aspeto fisico da nanoemulsdo 20 mg de rutina; 2) Observacdo a uma ampliacdo de 400 vezes.
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Figura 21 - 1) Aspeto fisico da nanoemulsdo 30 mg de rutina; 2) Observacdo a uma ampliagdo de 400 vezes.

iv. Varrimento do comprimento de onda da rutina
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Figura 22 - Gréfico do varrimento do comprimento de onda da rutina.
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v. Determinacéo da curva de calibracdo
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Figura 23 - Gréfico da curva de calibragéo.

vi. Célculo da concentracédo de rutina encapsulada

Tabela 7 — Ensaio de determinacéo da eficacia de encapsulacdo (E.E). da rutina.

Amostra

Valores de Absorvéncia

Nanoemulsdo de 20 mg

de rutina 0,176 0,200 0,168
Tabela 8 — Eficécia de encapsulagéo (E.E).
Concentracao Concentracéao Concentracao
Equacdo da | rutinaem 1 mL | rutinaem 50 pL | rutinaem 30 mL
reta de amostra de emulséo de formulacgédo E.E (%)
y =0,0298x +
0,0342 4,926 pg/mL 98,52 pug/mL 2955,6 pg 852 % +
2,9556 mg 0,014
R’=0,998
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vii. Ensaio de libertagéo da rutina
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Figura 24 - Libertag&o in vitro da rutina a partir da nanoemulséo pelo

método do saco de didlise (n=3).
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4. Discussao

Como j4 foi referido ao longo deste trabalho, existem vérios fatores que condicionam a
estabilidade de um sistema, nhomeadamente o tamanho da particula, o potencial zeta e a
polidispersdo. Deste modo, salienta-se a importancia da determinacao destes parametros

aquando do desenvolvimento de uma nova formulagé&o.

A acdo combinada entre a adi¢cdo do agente tensioativo ao sistema e o método de
producdo permitem, atraves de uma agdo conjunta, formar uma nanoemulsdo de rutina

estavel.

Na Figura 18, esta ilustrada a formulacdo placebo vista ao microscépio ético numa
ampliacdo de 400 vezes. Podem observar-se particulas de tamanho homogéneo, bem
definidas remetendo para uma dispersao monodispersa. Através da analise da Tabela 3 e
das Figuras 19 e 20, pode concluir-se que a distribui¢cdo do tamanho das particulas da
formulagdo placebo tende a manter-se estavel durante o armazenamento, sendo que no
dia 1 remete para um valor de 126,9 nm e no dia 15 para 128,9 nm. Sabe-se também que
0 comportamento das particulas pode ser avaliado através do valor de PI. Os valores de
Pl da formulagdo placebo rondam 0,168 e 0,178, no dia 1 e no dia 15, respetivamente,
apontando para a estabilidade da formulagcdo podendo concluir que a formulagédo
placebo ndo sofreu efeito de Ostwald significativo ou entdo sofreu a uma taxa aceitavel.
Outro fator que remete para a avaliacdo da estabilidade de uma formulacdo é o valor de
potencial zeta, onde valores que rondam os 30 mV, em valor absoluto, indicam que se
trata de uma nanoemulsdo estavel. Os valores obtidos foram de -3,49 e -3,56 mV no dia
1 e 15, respetivamente. Uma vez que foi adicionado a nanoemulsdo um agente
tensioativo ndo idnico, este ndo confere carga a formulagdo garantindo a estabilidade
estérica e ndo estereoquimica. Deste modo, justifica-se a obtencdo destes valores,
acentuando ainda mais a estabilidade da formulacdo e o tamanho homogéneo das

particulas, uma vez que se mantém praticamente sem alteracGes ao longo do tempo.

Apos a encapsulacdo da rutina na formulagdo placebo, procedeu-se a observacédo do
comportamento das particulas com o intuito de selecionar a formulagdo que melhor

satisfizesse os requisitos pretendidos. Isto porque, a encapsulacdo do farmaco pode
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resultar em alteracfes nas caracteristicas do sistema. As Figuras 21, 22 e 23 traduzem o
comportamento das particulas nas formulagdes de 10, 20 e 30 mg de rutina,
respetivamente. Através da analise das mesmas, podemos concluir que a formulacéo de
20 mg revela uma distribuicdo de tamanho das particulas uniforme e homogénea, ndo
evidenciando aglomerados e onde as particulas se encontram bem definidas. A
nanoemulsdo de 10 mg também ¢é estavel, no entanto optou-se pela de 20 mg somente
pelo facto de esta Ultima possuir uma maior concentracéo de rutina. Contrariamente, na
formulacdo de 30 mg observou-se a presenca de um depdsito de rutina em tom
amarelado no fundo do recipiente (Figura 23), 0o que aponta para a instabilidade da
mesma. Revela uma distribuicdo heterogénea com particulas de tamanho superior,

podendo observar-se através da Figura 23 a presenca de cristais de rutina.

A determinacdo e selecdo do comprimento de onda (A) da rutina através do seu
varrimento e posterior determinacdo da curva de calibracdo, permitiram o célculo da
Eficicia de Encapsulagdo (E.E) da rutina no sistema. Os resultados do ensaio de
determinacdo da E.E encontram-se ilustrados nas Tabelas 7 e 8. A rutina foi
encapsulada no sistema numa percentagem de 85,2%, isto significa que, cerca de 85%

do farmaco esta aprisionado no sistema e disponivel para exercer a sua acdo terapéutica.

Por fim, e para avaliar o perfil de libertacdo da rutina da formulacdo, procedeu-se a
realizacdo do ensaio de libertacdo da rutina. Através da andlise da Figura 26, verificou-
se que ao fim de 8 horas cerca de 50% da rutina encapsulada foi libertada e que
passadas 24 horas 65% teria sido libertada do sistema. Tais dados remetem para a
eventualidade de ter sido conseguido um perfil de libertacdo prolongada da substancia

ativa.
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2.CONCLUSAO

A nanotecnologia tem tido um desenvolvimento e crescimento estrondoso ao longo dos
ultimos anos (Mihranyan et al., 2012). Os sistemas farmacéuticos, como as
nanoemulsdes, demonstram uma grande variedade de propriedades Uteis e interessantes
num contexto de aplicacdo clinica. A utilizacdo da nanotecnologia na industria
farmacéutica tem como objetivo aumentar a eficdcia in vivo de diversos farmacos
através do controlo das suas propriedades bioldgicas e simultaneamente tornando o seu

desempenho essencialmente terapéutico (Torchilin, 2006).

A abordagem realizada face a diminuicdo do tamanho das particulas a uma escala
micrométrica ou até mesmo nanomeétrica, revela ser uma componente determinante na
obtencdo de um aumento significativo nas taxas de dissolu¢do do farmaco, aumentando
a sua solubilidade e, por sua vez, uma melhora na biodisponibilidade oral. Isto porque,
através da reducdo do tamanho das particulas, ha um aumento do grau de saturacdo e da
area de superficial das particulas levando a um aumento da velocidade de dissolugdo
(Mauludin et alii., 2009).

A encapsulacdo de farmacos permite a sua protecdo contra fatores ambientais (como a
oxidacdo). Por outro lado, existe um aumento da area de superficie o que conduz a um
aumento da solubilidade, melhoria da biodisponibilidade, possibilidade de libertacdo

controlada além do direcionamento da terapéutica a um local alvo (Fathi et alii., 2012).

Em estudo encontra-se a aplicacdo destes sistemas para as diferentes vias de
administracdo, no entanto a utilizacdo da nanotecnologia em sistemas de transporte
demonstra ser particularmente vantajosa para administracdo topica de farmacos,
permitindo obter perfis de libertacdo prolongada de farmacos e melhorando a sua

biodisponibilidade no local de acao (Cirri et alii., 2012).

As doencas venosas sdo hoje consideradas como doencas sociais derivada a sua grande
incidéncia, nomeadamente em mulheres. O objetivo principal da terapia venosa consiste
inicialmente na prevencdo e posteriormente no alivio dos sintomas associados ao seu
aparecimento. N&o existe cura através de uma terapia medicamentosa, embora esta
constitua um complemento apropriado, quando associado com outras medidas

terapéuticas, como a utilizagdo de meias de compressdo. Atualmente, e mais por uma
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questdo meramente estética, existe a possibilidade de secagem das veias atraves de
escleroterapia ou mesmo remocao cirdrgica (Stripping). Em qualquer dos casos, apés

algum tempo, € natural o reaparecimento de novas varizes.

Os flavondides tém demonstrado resultados eficazes no alivio e controlo dos sintomas
associados a doenca venosa, embora a gama de produtos existentes no mercado

destinados ao tratamento esta patologia seja limitada.

Com este trabalho experimental, verificou-se que a elaboracdo de um sistema
constituido por particulas com dimensGes nanométricas, permite ser vantajoso no
sentido da encapsulacdo de um farmaco com fraca solubilidade e com elevado poder
terapéutico, como € o caso da rutina. Sendo um composto natural com atividade
maioritariamente antioxidante e venotropica, tem associado a si um grande interesse no
sentido em que a sua utilizagdo no alivio dos sintomas associados a doenga venosa, mais

propriamente no alivio do sintoma de pernas cansadas, pode ser vantajosa.

Assim, a sua encapsulagdo num sistema de transporte parece ser determinante para
proteger o farmaco e salvaguardar a sua atividade farmacoldgica no local pretendido. A
escolha de uma nanoemulsdo pareceu ser o mais viavel, uma vez que, como o objetivo
seria uma aplicacdo tdpica, nomeadamente a nivel dos membros inferiores, é pretendido
um efeito local e uma acdo minimamente rdpida. Foi obtido o valor de Eficécia de
Encapsulacdo de, aproximadamente, 85%, em que numa primeira hora, uma quantidade

igual a 15% consegue ser libertada da nanoemulséo.
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