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Resumo

Como a pele um érgédo capaz de realizar trocas directas com o meio envolvente é possivel
aplicar-lhe formas farmacéuticas topicas com o intuito de embelezar ou tratar uma

determinada area corporal.

As formas farmacéuticas topicas que contem nanoparticulas lipidicas na sua composicéo
conseguem manter uma maior estabilidade fisico-quimica da substancia activa, aumentar a

sua biodisponibilidade e a sua capacidade de carga.

Recentemente tem-se vindo cada vez mais a assistir ao desenvolvimento da nanotecnologia
principalmente na area da tecnologia farmacéutica de forma a aperfeicoar-se as estruturas ja
desenvolvidas. O resultado desta investigacdo sdo as formas farmacéuticas topicas bem

sucedidos ja a serem comercializadas no mundo do mercado.
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Formas farmacéuticas topicas contendo nanoparticulas lipidicas

1. Capitulo 1 - Nanoparticulas lipidicas para aplicacdo topica Introducédo

1.1 Introducao

A pele humana estad considerada como sendo o maior 6rgdo do corpo humano. E
constituida por duas camadas distintas, firmemente unidas entre si: a epiderme e a
derme. E um 6rgdo resistente, flexivel, plastico, relativamente impermeével e contem
uma elevada capacidade de auto-reparacdo. Este orgao para alem de variadas funcdes
que possui senso elas: proteccdo contra as agressdes do meio exterior, termorregulacao,
funcdo sensorial, funcdo imunitéaria e funcdo metabdlica é importante realcar que este
mesmo também tem a capacidade de realizar trocas directas com o0 meio envolvente
(Franceschini, P., 1994 e Seeley et al., 2001).

Sendo assim pode-se aplicar na pele produtos cosméticos, ou produtos medicamentosos
de uso topico com a respectivamente finalidade de embelezar ou tratar uma determinada
area corporal. Para isso é necessario investigacdo na area da tecnologia farmacéutica de
forma a desenvolver formas farmacéuticas que sejam relativamente seguras quanto a
sua forma de libertacdo da S.A, sua eficacia na penetracdo, na oclusao, na lubrificacdo e

na utilizago de excipientes indcuos.

Nos Ultimos anos tem-se vindo a assistir ao desenvolvimento da nanotecnologia, sendo
esta uma area que se dedica ao estudo das caracteristicas e aplicabilidades de estruturas
de dimensdes extremamente pequenas (escala nanomeétrica). Essas estruturas preparadas
por tecnologias varias denominam-se por nanoparticulas e consoante o material
empregue para o seu fabrico, estas sdo classificadas em poliméricas, polissacaridicas,

proteinas e lipidicas.

A presente monografia tém como objectivo realcar a importancia do uso de
nanoparticulas lipidicas em formas farmacéuticas para aplicacdo topica, cuja sua
principal fungdo é transportar substéncias activas, aumentar a sua estabilidade fisico-
quimica e a sua biodisponibilidade. Sendo assim, torna-se importante fornecer um breve
resumo histérico no que concerne ao seu aparecimento, aplicacfes terapéuticas e

sucessos no mercado dermocosmeético.
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As primeiras nanoparticulas preparadas com materiais de natureza lipidica foram
desenvolvidas por Speiser et al em Zurique no comeco dos anos oitenta , no qual

implicava o procedimento de uma emulséo.

Era necessario recorrer ao emprego de agitacdo de alta velocidade na mistura da fase
oleosa com a aquosa. A fase aquosa teria que estar quente e conter o agente tensioactivo
e a fase oleosa devia ter o lipido no seu estado liquido. Apos a mistura procedia-se ao
arrefecimento obtendo-se entdo particulas contendo substancias activas e que foram

inicialmente denominadas nanopellets lipidicas (Souto E. B. et al., 2007).

Um procedimento semelhante ao descrito foi também empregue por Domb mas que
implicava o uso de ultrasons para a técnica de emulsificagdo das fases produzindo

assim, particulas denominadas por lipoesferas.

Para ultrapassar algumas dificuldades inerentes a utilizacdo destas primeiras
nanoparticulas tém sido propostos outros métodos de preparagdo como homogeneizacao
a alta pressao (HPH) a quente e a frio (Mdller, R. H. e Lucks, J. S., 1996; Fukui et al.,
1998), microemulsdo (Gasco, M.R., 1993; Heiati et al., 1998), emulsificacdo-
evaporacdo do solvente (Sjostrom et al., 1992), substituicdo do solvente (Hu et al.,
2002; Dubes et al., 2003; Schubert, M. A. e Miller-Goymann C. C., 2003),
emulsificacdo-difusdo do solvente (Trotta et al., 2003), inversdo de fases (Heurtault. B.,
et al., 2002) e fluidos supercriticos (Chattopadhyay, P. et al., 2007).

A primeira geracdo de particulas de tamanho nanométrico patenteadas apareceu em
1991 na sequéncia dos trabalhados de Miiller e Lucks com as nanoparticulas de lipidos
solidos (SLN), produzidas por (HPH). Simultaneamente Maria Rosa Gasco patenteou
em Italia sistemas semelhantes mas produzidos pela via da microemulsdo (Gasco, M.R.,
1993).

A primeira geragdo de nanoparticulas lipidicas apareceu com as SLN (Souto E. B. et al.,
2007). Possuem uma matriz sélida idéntica as nanoparticulas poliméricas e foram
idealizadas substituindo o lipido liquido no caso das emulsdes por um lipido sélido a

temperatura ambiente, o qual traz muitas vantagens.
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Os excipientes e a sua producdo possuem custos relativamente acessiveis a sua

fabricacao.

A segunda geracdo de nanoparticulas apareceu com as NLC. A principal diferenca entre
SLN e NLC reside no facto de que a ultima tem uma matriz com o lipido
nanoestruturado de forma a aumentar a capacidade de carga em S.A. e impedir a

expulsdo desta de uma maneira descontrolada durante o armazenamento.

Contudo, estes procedimentos estdo associados a algumas desvantagens, tais como o
elevado tamanho médio das particulas e do seu indice de polidispersdo, bem como das
concentragOes relativamente elevadas dos tensioactivos normalmente requeridas para

obter um didmetro médio da particula na escala nanométrica.

Uma vantagem do uso das particulas de natureza lipidica reside no facto da matriz ser
preparada por excipientes fisiologicos (ex: colesterol), reduzindo o risco toxicoldgico

agudo ou crénico.

O resultado da investigacdo nesta area, encontram-se ja demonstrado nos produtos

comercializados no mercado contendo nanoparticulas lipidicas (SLN e NLC).
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1.2 A pele humana

A pele humana é considerada o maior 6rgdo do corpo humano porque pode chegar a pesar 4 a
5 Kg num individuo adulto, possui uma superficie média que normalmente varia entre 1,5 e 2
m?, e a sua espessura pode variar entre 0,04 milimetros sobre as palpebras a 1,5 milimetros

sobre as palmas da mao e as plantas dos pés (Franceschini, P., 1994).

E constituida por duas camadas distintas, firmemente unidas entre si: a epiderme e a derme
(Nogueira Prista, L. et al., 2008).

E a pele que determina as caracteristicas especificas que permitem diferenciar a raca, o0 sexo
e a identidade de cada individuo. E um 6rgdo resistente, flexivel, plastico, relativamente
impermeavel e com uma elevada capacidade de auto-reparacdo. Para além destas funcdes e
devido a sua inervagdo, vascularizacdo e presenca de neuromediadores, a pele possui uma
elevada capacidade sensorial e imunologica, que lhe permitem desempenhar importantes
funcdes na manutencdo da homeostasia corporal. Devido a todas as suas complexas funcoes,
a pele é considerada o 6rgao de proteccdo do corpo humano (Fitzpatrick.J E. e Aeling J.L.,

2000) A figura 1 a seguir, demonstra o aspecto fisico da superficie da pele humana.

Figura 1: O aspecto fisico da superficie da pele humana (adaptado de http://ensinarevt.com)
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1.2.1 Anatomia da pele

A pele € constituida por duas camadas tissulares distintas, que sdo a epiderme e a derme. A
primeira é formada por um epitélio pavimentoso estratificado, de tipo especial, e a segunda
por tecido conjuntivo denso. A derme, também designada por citis ou cérion, é continua em
geral, com o tecido celular laxo subcutaneo, o qual forma a hipoderme, habitualmente rica
ainda em tecido adiposo (Prista L, et al., 2002). Da hipoderme surgem os apéndices cutaneos
(foliculos pilosos, glandulas sebaceas e glandulas sudoriparas) que atravessam toda a estrutura
da pele e vdo até a sua superficie. A figura 2 representa esquematicamente a estrutura da pele
humana.

Glandula

Poro A
sebacea

sudoriparo Corpusculo
P de Meissner,

Camada coérnea

Epiderme I {queratinizada)

Terminagao
nervosa livre

Derme —| Glandula

sudoripara

Musculo eretor
do pélo

Tecido subcutineo
(adiposo)

Veia Foliculo piloso

Figura 2: Representacdo esquemética da estrutura da pele humana (adaptado de
www.afh.bio.br)
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1.2.2 Histologia da pele

1.2.2.1 Epiderme

A epiderme é um epitélio de revestimento estratificado pavimentoso. Tem como principal
funcdo a producdo de camadas de células cdrneas que nos envolve inteiramente e constitui

desta forma a nossa proteccdo contra as agressdes do meio exterior (Franceschini, P., 1994).

Este epitélio € composto por cinco tipos de células histologicamente distintas que se
encontram organizadas em camadas/estratos que de fora para dentro sdo designados por
estrato corneo, estrato lucido, estrato granular, estrato espinhoso e camada basal (Obagi, Z. E.,
2004).

O estrato corneo possui uma dezena de camadas de células totalmente achatadas e desprovidas de
nacleo (Franceschini, P., 1994). Estas células sdo muito ricas em queratina e resultam da dos
elementos epiteliais profundos que se deslocacédo para a periferia, ocorrendo com esse deslocamento a
sua degenerescéncia e morte celular. Em torno das células encontram-se lipidos libertados pelos
corpos lamelares. Os lipidos sdo sobretudo responsdveis por muitas das caracteristicas de
permeabilidade da pele (Seeley et al., 2001). O conteido hidrico desta camada é relativamente

pequeno, apresentando apenas 7 a 20 % da quantidade total da dgua da pele.

O estrato ldcido, ou camada transicdo é formado essencialmente por células translicidas,
justapostas e ricas em eleidina (substancia quimica precursora da queratina) (Nogueira Prista,
L. et al., 2008). Este estrato sé esta presente apenas em areas mais espessas como a planta dos

pés e as palmas das maos.

O estrato granular € constituido por apenas algumas camadas de células achatadas a alongadas
horizontalmente que possuem dois tipos de granulos dispersos no seu citoplasma (Seeley et
al., 2001). Granulos de querato-hialina e os pequenos granulos lamelares ou também
designados por corpusculos de Odland. Os primeiros possuem na sua COMpPOSICA0 uma
proteina, a filagrina, que intervém no processo de formacdo dos agregados de fibrilas de

gueratina. Os segundos por conter capacidade de hidrélise cida podem agir como lisossomas
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(Obagi, Z. E., 2004). Estes, ao contrario dos outros organelos ndo degeneram (Seeley et al.,
2001).

O estrato espinhoso é rico em células com forma poligonal. As suas células possuem um
citoplasma com caracteristicas basofilas e os nucleos arredondados sdo 0s que ocupam um

maior volume de todas as camadas que € composta a epiderme (Obagi, Z. E., 2004).

A camada basal ou entdo também designada por camada germinativa € a camada de células
mais profunda da epiderme. Possui apenas uma unica fiada de células. As células que
compdem esta camada tém forma cubica (Franceschini, P., 1994) ou cilindrica (Seeley et al.,
2001) e séo dotadas de grande vitalidade (Nogueira Prista, L. et al., 2008). Entre estas células

pode-se encontrar os melandcitos e as células de Merkel (Franceschini, P., 1994).

A membrana basal é uma membrana que separa a epiderme da derme. Tem a funcdo de
barreira e de filtro e permite a passagem dos nutrientes para as restantes células da epiderme
(Franceschini, P., 1994). Esta membrana é responsavel por assegurar a camada basal da
epiderme pela forca estrutural que é conferida pelos hemidesmossomas, que fixam a epiderme
a membrana basal e pelos desmossomas que mantém juntos os queratindcitos. Os
queratindcitos sdo reforcados internamente por fibras de queratina que se inserem nos
desmossomas (Seeley et al., 2001). Na figura 3 encontra-se representado esquematicamente o

assunto descrito.
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ESTRUTURA DA EPIDERME

MIGRACAD CELULAR

u MNA EPIDERME
Camada granulosa

.

' &
Camada espinhosa 2 . oL
k=]
.
)

¥

Membrana basal

Figura 3: Representacdo esquematica das camadas da epiderme e a membrana basal

(adaptado de http://projetoferidas.zip.net/)

1.2.2.2 Derme

A derme tem uma constituicdo bastante diferente da epiderme (Souza R.R., 2001). E
composta por tecidos de suporte, designados por tecidos conjuntivos, da mesma forma que os
0ssos e as cartilagens. “E a parte sdlida da pele” (Franceschini, P., 1994). Possui uma
espessura de 500 a 1000 micrémetros (Obagi, Z. E., 2004). E constituida pelos fibroblastos
(que sdo responsaveis pela produgdo da substancia fundamental), pelas fibras de colagénio e
em menor quantidade pelas fibras de elastina (Franceschini, P., 1994). Possui uma superficie
mais ou menos ondulada dependendo da regido do corpo onde se encontra. Essas projeccoes
da derme designadas por papilas, preenchem os espacos das depressdes da epiderme o que

proporciona uma maior superficie de contacto entre as duas camadas.

A derme ¢ subdividida em duas partes: a derme papilar e a derme reticular. Estas estdo
representadas na figura 4. A derme papilar é a parte que se encontra junto da membrana basal

(Franceschini, P., 1994). E constituida por uma camada fina de tecido conjuntivo frouxo, as
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fibras de colagénio e de elastina encontram-se dispostas de forma vertical, é rica em vasos
sanguineos, em substancia fundamental e em terminagdes nervosas. A derme reticular
encontra-se abaixo da derme papilar. Representa quatro quintos da espessura da derme € a
camada mais espessa e a maior da derme. Possui fibras de colagénio entrelacadas e as fibras
de elasticas dispdem-se de forma densa, compactas e orientadas na horizontal (Obagi, Z. E.,
2004).

“A derme € atravessada pelas glandulas sudoriparas e sebéceas, as quais constituem uma das
melhores vias de penetracdo para os medicamentos. As glandulas sebaceas estdo alojadas na
zona superficial da derme e fazem parte, na sua quase totalidade, do foliculo piloso. Apenas
uma em cada dez aflora directamente a superficie da epiderme. Do foliculo piloso, espécie de
saco conjuntivo-epitelial que envolve a raiz do pélo, sai o pélo propriamente dito. Constitui,
como as glandulas sebaceas, uma porta de entrada para a medicacdo cutanea” (Nogueira
Prista, L. et al., 2008).

Papila

— Epiderme
L Camada papilar

da derme

| Camada reticular
a derme

DP - derme papilar
ol DR — derme reticular
VS - vasos sanguineos

Figura 4: Microfotografia da derme, adaptado de Seeley et al., 2001
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1.2.3 Hipoderme

A hipoderme fica localizada abaixo da derme reticular. E composta por duas por¢des, uma
delas fibro-adiposa e uma outra mais interior eminentemente fibrosa. E rica sobretudo em
tecido adiposo. Sao varias as fungbes que nomeadamente tem: reserva, amortecedor e

proteccdo térmica (Franceschini, P., 1994).

Metade da gordura armazenada no corpo encontra-se na hipoderme e a sua quantidade e

localizagdo variam com a idade, com o sexo e com a alimentacdo (Seeley et al., 2001).

1.2.4 Funcdes da pele

A pele € um 6rgdo vital no qual desempenha inimeras funcdes relevantes para 0 nosso
organismo sendo mas mais importantes as seguintes: protec¢do contra as agressées do meio
exterior, termorregulagdo, fungdo sensorial, funcdo imunitdria e fungdo metabolica
(Franceschini, P., 1994 e Seeley et al., 2001).

A proteccdo contra agressdes do mundo exterior € mais do que evidente. A pele tem a
capacidade de funcionar de amortecedor devido ao facto de esta estar assente numa camada
rica de tecido adiposo (a hipoderme), a elasticidade da derme a extensibilidade da camada
cérnea também contribui para esta funcao (Franceschini, P., 1994). Para além do mencionado,
a pele intacta forma uma barreira fisica que evita a entrada de microorganismos e outras
substancias estranhas (Seeley et al., 2001). E o facto da pele conter melandctitos que sédo
responsaveis por produzir melanina, esta substancia confere-nos proteccao contra as radiacoes

ultravioletas.

Quanto a fungdo de termorregulacdo esta executa-se exclusivamente pela pele. Quando a
temperatura do corpo aumenta por exemplo com a actividade fisica, com a febre, ou
simplesmente com o aumento da temperatura ambiente, 0 organismo tende a repor a
homeostasia fazendo libertar esse calor da seguinte forma: os vasos sanguineos da derme
dilatam-se, logo permite que mais sangue flua através da pele, transferindo desta forma o
calor dos tecidos localizados mais profundos para a pele. Se acontecer o contrario, ou seja, se

a temperatura do corpo comecar a descer abaixo da temperatura normal, ocorrerd o fenémeno
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da horripilacdo (ericamento dos pélos), ou seja, o calor pode ser conservado por uma
diminuicao do didametro dos vasos sanguineos, reduzindo assim desta forma o fluxo do sangue
para a pele (vasoconstricdo) (Franceschini, P., 1994). Mas se a temperatura da nossa pele
diminuir 15°C abaixo da nossa temperatura considerada normal (37°C), 0s vasos sanguineos

dilatam-se para evitar danos nos tecidos devido ao frio.

A funcdo sensorial da pele é sobretudo representada pelos receptores sensoriais que ela
possui, incluindo os receptores do tacto na epiderme e nas papilas da derme, os receptores da
dor, do calor, do frio e de presséo na derme e em tecidos mais profundos (Seeley et al., 2001).
A funcdo sensorial da a informacdo essencial do que entra em contacto com a pele
(Franceschini, P., 1994).

A funcdo imunitaria da pele limita-se & actividade das células de Langerhans, que provém da
medula 6ssea e na producdo de citoquinas pelos queratindcitos que de certa forma interagem

com os linfocitos (provenientes do sangue) que circulam na pele (Franceschini, P., 1994).

A producdo da vitamina D representa essencialmente a funcdo metabodlica da pele. A sua
sintese inicia-se pela pele exposta & radiacdo ultravioleta. O nosso organismo pode produzir
toda a vitamina de que necessita desde que haja radiacdo suficiente. Mas também é possivel
adquirir esta vitamina atraves da ingestdo de determinados alimentos tais como o figado
(particularmente o de peixe), a gema de ovo e produtos lacteos. A sua funcdo é
importantissima para manter o metabolismo normal dos 0ssos, dos nervos e dos musculos,
pois esta vitamina estimula o consumo do ido célcio e do ido fosfato nos intestinos, promove a
sua libertacdo nos ossos, reduz a perda de célcio a partir dos rins, e aumenta os niveis de

calcio e fosfato no sangue (Seeley et al., 2001).
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1.3 Definic¢des e propriedades das nanoparticulas lipidicas

As primeiras nanoparticulas preparadas com materiais de natureza lipidica foram
desenvolvidas por Speiser et al em Zurique no comego dos anos oitenta e implicava o
procedimento de uma emulsdo. Neste procedimento era necessario recorrer ao emprego da
agitacdo a alta velocidade, na mistura da fase oleosa com a aquosa. A fase aquosa teria que
estar quente e conter o agente tensioactivo ¢ a fase oleosa devia ter o lipido no seu estado
liquido. Apds a mistura procedia-se ao arrefecimento obtendo-se entdo particulas contendo a
substancia activa. Essas mesmas particulas lipidicas foram denominadas inicialmente

nanopellets.

A primeira geracdo de particulas com tamanho nanométrico apareceu em 1991 com as SLN,

por HPH e pela técnica da microemulsao.

As SLN possuem uma estabilidade quimica e fisica por um longo periodo de tempo e sao
capazes se estarem optimamente estabilizadas fisicamente numa dispersdo aquosa durante 12
a 24 meses. Embora o tamanho submicrométrico dos seus nucleos e o seu baixo indice de
polidispersado (IP) sejam os principais factores que afectam a sua estabilidade a longo prazo, o
seu rendimento de producdo ¢ geralmente medido em funcdo da eficacia de encapsulacao

(EE) e da capacidade de carga (CC) que sdo determinadas como segue:

EE=((Pa—Ps)/Pa)x 100
CC=((Pa—Ps)/PaPs+PL)x 100

onde Pa ¢ o peso da S.A adicionado a formulagdo, Ps ¢ o peso da S.A analisado no
sobrenadante (ap0s a separagdo do lipido e da fase aquosa por centrifugacdo), e PL € o peso
do lipido adicionado na formulagdo. EE ¢ definido pela razdo entre o peso da S.A apreendida
e a peso total da S.A e o CC ¢ a relacdo entre o peso da S.A apreendida e o peso total do

lipido.

Um problema relacionado com as SLN ¢ que somente compostos de lipidos solidos podem
diminuir o EE e a CC devido ao processo de recristalizagdo durante o tempo de

armazenamento. Os NLC parecem superar tais inconvenientes, uma vez que sdo compostos

12



Formas farmacéuticas topicas contendo nanoparticulas lipidicas

por uma mistura de lipidos sélidos e liquidos, numa relacdo em que também o corpo so6lido e
a mistura do lipido sdo realizados a temperatura ambiente. A mistura do lipido pretende
conseguir o0 modo de libertagdo da S.A encapsulada dentro dos NLC (Souto E. B. et al.,
2007).

1.3.1Nanoparticulas de lipidos sélidos (SLN)

SLN

Basicamente, a estrutura das nanoparticulas lipidicas ¢ composta por um ntcleo so6lido
coberto por uma camada de moléculas de agente tensioactivo.
Para a incorporagao de SLN foram propostos trés modelos que diferem entre eles na posi¢ao

e distribuicao das moléculas da S.A no interior do nucleo soélido.

1.3.1.1 Tipo I

O tipo I de SLN ¢ definido como o modelo homogéneo de matriz, porque a S.A ¢ dispersada
molecularmente no nucleo do lipido. Este modelo ¢ obtido ao aplicar a HPH quente ou a frio
numa relagdo optimizada da S.A e do lipido. Como consequéncia desta estrutura, as SLN

do tipo I, podem mostrar propriedades de libertacdo da S.A de forma controlada (Souto E. B.
et al., 2007).

Tipo 1
g Tensioactivo
\
o
—
\ Li_, A, Matriz homogénea
de S_A com lipido

Figura 5: SLN do tipo I (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)
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1.3.1.2 Tipo II

As SLN do tipo II, sdo obtidas quando se aplica a técnica HPH a quente e a concentracdo da

S.A ¢ baixa no lipido fundido.

Durante a refrigeracdo no processo de homogeneizacdo de uma nanoemulsao, as moléculas
lipidicas precipitam primeiramente, conduzindo a uma concentragdo crescente de S.A na
fraccdo do lipido fundido. Quando ocorre a saturacdo da S.A no lipido fundido ocorre a

formagdo de um nucleo sélido no exterior contendo a S.A na sua forma livre.

Este modelo nao ¢ apropriado para ocorrer a libertagdo controlada da S.A. No entanto pode
ser usado para obter uma libertagdo rapida da S.A, para além das propriedades oclusivas do

lipido (Souto E. B. et al., 2007).

Tipo II
e W
& n- s Tensioactivo
?-
T R Substancia activa na
A ] \
Fa 52 forma livre
o . *-f
Lipido com
)
substancia ' Lv f{k
activa

Figura 6: SLN do tipo II (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)

1.3.1.3 Tipo III

As SLN do tipo IIT ou o modelo da S.A enriquecida no centro do nucleo, forma-se quando a
concentragdo da S.A esta relativamente proéxima da solubilidade de saturagdo do lipido . Ou

quando uma nanoemulsdo ¢ submetida a refrigeracdo levando a uma diminui¢do da
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solubilidade de saturagdo. A S.A precipita e ¢ coberta por um lipido que forma um escudo

protector (Souto E. B. et al., 2007).

l
\l Tensioactivo

| /iu\& Nacleo lipidico

Figura 7: SLN do tipo III (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)

1.3.2 NLC

Os NLC sao compostos também por um nucleo s6lido coberto por agente tensioactivo usado

durante a producao.

Para estas nanoparticulas também existem trés modelos da incorporacdo descritos na

literatura. Os trés modelos diferem principalmente nos lipidos usados para sua produgao.
1.3.2.1 Tipo I

Os NLC do tipo I, ou modelo de cristal imperfeito, consiste numa matriz imperfeita com
vacuos que pode acomodar as moléculas de S.A. Este modelo ¢ obtido quando se mistura
lipidos sdlidos com determinadas quantidades de lipidos liquidos. Devido aos diferentes
comprimentos das cadeias dos acidos gordos e da mistura de mono -, di- e os triacilglicerdis, a
matriz dos NLC ndo possui uma estrutura altamente requisitada para incorporar a S.A (Souto

E. B. etal., 2007).
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Figura 8: NLC do tipo I (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)

1.3.2.2 Tipo II

As NLC do tipo II, ou também designado por modelo amorfo, sdo criadas quando os lipidos
(por exemplo, hydroxyoctacosanylhydroxystearate, isopropylmyristate, adipate dibutyl) sdo
misturados mas ndo sdo recristalizados ap6és a homogeneizagdo e a refrigeracdo da
nanoemulsdo. Estes lipidos podem criar particulas solidas de estrutura amorfa, que pode evitar
a ocorréncia de recristalizacao do lipido sob refrigeragao durante a vida util, minimizando a

libertagdo da S.A durante o tempo de armazenamento (Souto E. B. et al., 2007).

Tensioactivo

Substancia activa

Figura 9: NLC do tipo II (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)
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1.3.2.3 Tipo 3

As NLC do tipo III ou 0 modelo multiplo.

Os nanocompartimentos dos NLC do tipo III sdo formados por compostos oleosos criados
dentro da matriz do lipido sélido das nanoparticulas numa fase durante o processo de
separacao. Isto resulta da mistura de lipidos sélidos com o6leos (por exemplo, triacilglicerois

de cadeia média e longa e acido oleico).

Durante o processo de arrefecimento da nanoemulsdo, as gotas do lipido alcancam a
miscibilidade quando atingem 40°C. Seguidamente o 6leo fundido comeca a solidificar e
precipita em pequenas gotas. Subsequentemente o lipido no estado sélido conduz a fixacao

dos nanocompartimentos oleosos.

A vantagem deste modelo ¢ o aumento de CC para as substincias activas que mostram
geralmente uma solubilidade mais elevada nos lipidos no estado liquido do que nos lipidos

no estado sélido (Souto E. B. et al., 2007).

Tipo 11T

Nanocompartimento
oleoso contendo
substancia activa

Substancia
actrva

Figura 10: NLC do tipo III (adaptado de Souto E. B. et al., 2007)
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1.4 Métodos de produgao

A literatura cientifica descreve trés métodos de produg¢do que podem ser utilizados para
produzir SLN e NLC. Esses métodos consistem no emprego da técnica da HPH (Miiller, R. H.
e Lucks, J. S., 1996; Fukui et al., 1998) que pode ser realizada quer a quente quer a frio, a
técnica de preparagao de microemulsdes (Gasco, M.R., 1993; Heiati et al., 1998) e a técnica

emulsificagdo-evaporacdo do solvente (Sjostrom et al., 1992).

Mais recentemente, outras técnicas também foram testadas para a preparacdo de SLN e de
NLC nomeadamente a técnica de substituicao do solvente (Hu et al., 2002; Dubes et al., 2003;
Schubert, M. A. e Miiller-Goymann C. C., 2003), a técnica de emulsificagdo-difusdo do
solvente (Battaglia et al., 2007; Shahgaldian et al., 2003; Quitanar-Guerrero et al., 2005), a
inversdo de fases (Heurtault. B., et al., 2002), a emulsificagdo de solventes por ultra-sons
(Trotta et al., 2003) e por fim a técnica dos fluidos supercriticos (Chattopadhyay, P. et al.,

2007). Todas estas técnicas mencionadas serdo descritas a seguir.

1.4.1 HPH

Durante muitos anos a HPH foi usada para preparar nanoemulsdes (ex: Intralipid® e o
Lipofundin®) que se destinavam sobretudo & nutrigdo pela via parenteral (Miiller, R. H. e
Lucks, J. S., 1996). Ha pouco mais de uma década Miiller e Lucks decidiram recorreram aos
principios basicos desta técnica e desenvolveram-na de forma a produzirem nanoparticulas de
natureza lipidica. O sucesso desta técnica foi de tal ordem que foi considerada de imediato
como uma técnica ideal para a preparagdo de SLN e que para além disso ainda possui a
vantagem de poder ser realizada tanto a frio como a quente. Em ambos os casos, a S.A ¢
dissolvida ou entdo dispersada no lipido que deve estar no seu estado liquido (Miiller, R.H., et
al., 1995; Miiller, R.H., et al., 2000) e com uma concentracdo apropriada até 40%.
Normalmente com este método obtém-se particulas homogéneas, de pequeno tamanho e com

um baixo IP (Yang, S.C., et al., 1999; Yang, S.C. ¢ J.B. Zhu., 2002).

O facto das particulas obtidas serem praticamente todas do mesmo tamanho contribui bastante
para a estabilidade fisica da dispersdo da fase aquosa e como também possui um baixo IP, o

risco de ocorrer agregagdo ¢ muito reduzido (Souto E. B., et al., 2007).
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Os homogeneizadores do tipo rotor...e os ultrassons determinam a energia de uma forma mais
heterogénea, enquanto que a homogeneizacao por HPH origina uma distribuicdo de energia
mais homogénea porque o tamanho da abertura do seu homogeneizador ¢ mais pequeno.

Como este ultimo ¢ o mais eficaz em relagdo aos outros, logo também ¢ o mais usado.

A HPH implica que o liquido passe por uma abertura muito estreita (escala micrométrica) a
uma elevada pressao (100-2000 bar) numa curta distancia. O liquido desta forma consegue
atingir uma velocidade consideravelmente elevada, cerca de 1000 km/h, o que permite obter

particulas com dimensdes e caracteristicas desejadas (escala inferior & submicrometrica)

(Méder, K. e Mehnert, W., 2001).

1.4.1.1 HPH a quente

A HPH a quente ¢ uma técnica realizada a temperaturas superiores ao ponto de fusdo do
lipido a empregar, e pode ser considerada uma homogeneizacdo de uma emulsao.
O procedimento da preparacao de nanoparticulas de natureza lipidicas por HPH a quente ¢

representado esquematicamente na seguinte Figura (Miiller, R.H., et al., 2006).
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1 2
Lipido fundido Solucio aquosa a
com S.A quente de agente
tensioactivo

-}—— 3 Ultraturrax ou Ultrassons

Pré-emulsio

Particulas sélidas

Figura 11: Procedimento esquematico da técnica de HPH a quente (adaptado de Souto E. B. ¢
Miiller, R. H., 2006)
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A S.A e o lipido fundido (1) sdo dispersados numa solugcdo aquosa a quente de agente
tensioactivo (2) a mesma temperatura, com uma elevada agitagdo realizada pelo ultraturrax
(Sjostrom, B. and B. Bergenstahl., 1992) ou pelo ultrassons (3). Este procedimento leva a

ruptura das gotas de grandes dimensdes, originando gotas com menores dimensdes.

A pré-emulsao obtida (4) passa através de um HPH (5). Na maioria dos casos 3 a 5 ciclos com
uma pressao entre 500-1500 bar sdo suficientes. O aumento da pressdo sobre o nimero dos
ciclos, resulta frequentemente num aumento do tamanho das particulas devido & aproximagao

das particulas que ocorre em consequéncia da elevada energia cinética das particulas.

O produto preliminar da homogeneizacao a quente ¢ uma nanoemulsao devido ao estado

liquido do lipido. Com a refrigeragdo obtém-se as particulas sélidas (6).

A qualidade da pre-emulsdo afecta a qualidade do produto final, desde logo ¢ desejavel obter-

se gotas de pequenas dimensdes (escala micrométrica).

A HPH da pre-emulsdo como ¢ realizada a temperaturas superiores ao do ponto de fusao do
lipido, estas altas temperaturas podem promover a formagdo de particulas com tamanhos
inferiores devido a diminuicdo da viscosidade da fase interna. E para além disso, temperaturas
elevadas também podem levar ao aumento da taxa de degradacdo da S.A e dos componentes a
serem usados. A etapa de homogeneizacao pode ser repetida varias vezes mas deve-se ter
sempre em mente, que a HPH aumenta a temperatura da amostra (aproximadamente 10°C

para uma pressao de 500 bar).

Esta técnica é aplicada com bastante frequéncia para a incorporagdo de substancias de
natureza lipofila que sdo insoluveis num determinado solvente (Miiller, R.H., et al., 2006;
Miiller, R.H., et al., 2007). Quanto ao emprego desta técnica para substidncias com
caracteristicas hidrofilas, este procedimento ndo ¢ o mais apropriado, uma vez que durante a
homogeneizagdo da fase lipdfila com a substancia hidrofila, esta ultima ndo se incorpora na
fase lipofila devido as suas caracteristicas, obtendo-se assim uma taxa de encapsulagdo

demasiado baixa.
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1.4.1.2 HPH a frio

Enquanto que a HPH a quente ¢ realizada com o lipido no estado liquido, na HPH a frio esta
técnica ¢ realizada com o lipido no estado s6lido. Na HPH a frio ¢ importante fazer o controlo
da temperatura de uma forma eficaz e manter o seu regulamento a fim de assegurar que o

lipido nao funda devido no aumento na temperatura durante a homogeneizagao.

A HPH a frio foi desenvolvida sobretudo para superar trés problemas da técnica de
homogeneizagdo a quente, sendo eles: (i) a temperatura que induz a degradacdo da S.A; (ii) a
distribuicdo da S.A na fase aquosa durante o processo de homogeneizagdo; (iii) e a
complexidade da etapa de cristalizagao na nanoemulsdo que conduz a diversas modificacdes
(Méder,K. e Mehnert,W.,2001). O procedimento da HPH a frio ¢é representado

esquematicamente na Figura 12.
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Lipido no
estado liquido
com S.A

Arrefecimento Triturar em almofariz

Nanoparticulas

lipidicas
-*'_':"'_f

p Solugiio fria
de
tensioactivo

Dispersao das
nanoparticulas lipidicas na
solucdo fria de tensioactivo

Dispersao aquosa de
nanoparticulas lipidicas

Figura 12: Procedimento esquematico da técnica de HPH a frio (adaptado de Souto E. B. ¢
Miiller, R. H., 2006)
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A primeira etapa ¢ igual ao procedimento da HPH a quente que inclui a solubilizagdo ou a
dispersdo da S.A no lipido fundido, mas as etapas seguintes sao diferentes uma vez que a S.A
que esta solubilizada ou dispersa no lipido fundido tem que ser rapidamente refrigerada por
gelo seco ou por azoto liquido. A elevada taxa de refrigeracdo favorece uma distribuicao
homogénea da S.A dentro da matriz do lipido. O so6lido obtido, S.A que contem o lipido, ¢
fragmentado em microparticulas. As dimensdes tipicas das particulas obtidas encontram-se
entre 50-100 um. As baixas temperaturas aumentam a fragilidade do lipido e facilitam,

consequentemente a redu¢do do tamanho das particulas.

Os lipidos solidos sao dispersados numa solugao fria de agente tensioactivo. A pré-suspensao

¢ sujeita a HPH ou ao arrefecimento da temperatura ambiente.

Geralmente, na homogeneizacdo a frio obtém-se particulas maiores e com uma distribuicao

mais ampla comparativamente com a homogeneizagao a quente.

O método de homogeneizagao a frio minimiza a exposi¢do térmica da amostra, mas nao a

evita devido a fusdo do lipido com a mistura da S.A na etapa inicial.

Esta técnica ¢ recomendada para compostos extremamente sensiveis a temperatura, tais como
péptidos, proteinas e os compostos hidréfilos que podem separar a fase lipofila da fase
hidréfila durante HPH a quente. Para minimizar a perda de compostos hidrofilos na fase
aquosa da suspensdo, a agua pode ser substituida por liquidos com baixa solubilidade para a
S.A tais como 0leos e glicois de polietileno de baixo peso molecular (PEG 600 ou PEG 800)
(Miiller, R.H., Méder, K, Gohla, S., 2000).

1.4.2 Microemulsao

A técnica da microemulsdo foi desenvolvida por Gasco e seus colegas de trabalho com o

objectivo de preparar SLN por diluicdo de microemulsdes (Gasco, M.R., 1993).

Gasco e outros cientistas consideram microemulsdes como sistemas bifasicos, compostos por

uma fase interna e uma fase externa, como por exemplo microemulsdes do tipo O/A. As
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microemulsdes sdo realizadas por excitacdo de uma mistura Optica transparente entre 65-70°C
que ¢ composta tipicamente por um 4acido gordo com um baixo ponto de fusdo (exemplo:
acido estedrico), um agente tensioactivo (por exemplo polissorbato 20, polissorbato 60,
fosfatidilcolina de soja e o sal acido taurodeoxicélico de sodio), co-tensoactivos
(monoctilfosfato de so6dio e butanol) e 4gua. Ainda a quente a microemulsao ¢ dispersada em
agua fria (2-3°C) sob agita¢do. A proporc¢do da microemulsdo a quente em agua fria pode ser
de 1:25 a 1:50. O processo da dilui¢do ¢ determinado criteriosamente pela composi¢do da

microemulsao.

Outros colaboradores franceses, nomeadamente Fessi também usou técnicas similares para o
procedimento de nanoparticulas. Fessi produziu particulas poliméricas através da diluicao de
solugdes poliméricas em agua e posteriormente o tamanho das suas particulas foi determinado

rigorosamente pela velocidade dos processos de distribuigao.

Também foram produzidas nanoparticulas somente com solventes que se distribuem muito
rapidamente na fase aquosa (acetona), enquanto que particulas de maiores dimensdes foram
obtidas com solventes mais lipofilos. A temperatura de gradiente e o valor fixo de pH reparam
a qualidade do produto para além da composi¢ao da microemulsdo. As elevadas temperaturas
de gradiente facilita a rapida cristalizacao do lipido e impede a agregacdo. Devido a etapa da
dilui¢do, os indices do lipido sdo consideravelmente mais baixos comparados com as
formulagdes baseadas em HPH (Méder, K. e Mehnert, W., 2001). O procedimento de uma

microemulsdo encontra-se representado esquematicamente na Figura 13.
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Lipido liquido com Tensioactivo ou
a 8.A (60°C-70°C) co-tensioactivo do
tipo O/A (60°C-70°C)
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Figura 13: Procedimento esquematico da obtengdo de nanoparticulas lipidicas pela técnica de

microemulsdo (adaptado de Souto E. B. e Miiller, R. H., 2006)
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O lipido ¢ fundido com a S.A a uma temperatura entre 60°C e 70°C e o agente tensioactivo ou
o co-tensioactivo do tipo O/A que contem a fase aquosa ¢ aquecido separadamente também a

mesma temperatura.

A fase lipofila e a fase hidrofila sdo misturadas por agitagdo mecanica de modo a obter-se
relagdes tipicas que variam entre 1:25 a 1:50 e assim originar a tdo desejada microemulsao
(Heiati, H., Tawashi , R., e Phillipps, N.C., 1998; Zhang, Q., et al., 2000; Ugazio, E., Cavalli
R., e Gasco, M. R.,2002; Bekerman, T. e Golenser, A. J. D., 2004 ¢ Rudolph, C., et al.,
2004). Ainda a quente, a microemulsdo ¢ diluida num excesso da 4gua fria (Heiati, H.,

Tawashi, R., e Phillipps, N.C. 1998; Sjostrom, B. e Bergenstahl, B., 1992).

Este procedimento conduz a "quebra" da microemulsdo, convertendo-a numa nanoemulsdao
ultrafina, que recristaliza a fase interna do lipido dando forma as particulas. As razdes para
isto acontecer, sao nomeadamente a diluicdo em agua, a diminui¢do da temperatura ¢ a
composicdo tipica da microemulsdo: 10-15% de lipidos, 15-25% de tensioactivo, 2-10% de

co-solvente e 50-73% de agua (Ishikado, A., et al., 2005).

As desvantagens da técnica de microemulsdo sdo sobretudo a diluicdo da suspensdo da
particula com agua e da necessidade de se recorrer a elevadas concentracdes de agentes
tensioactivos, de co-solventes (exemplo o butanol) e esséncias para estabilizar a formulagao

(Battaglia, L., et al., 2007).

1.4.3 Emulsifica¢do-evaporacao do solvente

Sjostrom e Bergenstahl foram os autores da técnica emulsificagdo-evaporagao do solvente que

serve para preparar dispersoes de nanoparticulas por precipitagdo em emulsdes do tipo O/A.

O método consiste basicamente no seguinte: o material lipofilo ¢ dissolvido num solvente
organico imiscivel em 4gua (por exemplo: ciclohexano) que depois ¢ emulsionado na fase
aquosa. Apods a evaporacdo do solvente ¢ formada uma dispersdo de nanoparticulas pela
precipitacdo do lipido em meio aquoso. O diametro médio das particulas obtidas ¢ de 25 nm
quando se utiliza o acetato de colesterol, a S.A e a mistura lecitina/glicolato de sédio como

agente tensioactivo.
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Westesen também preparou nanoparticulas. Mas este em vez de recorrer ao acetato de
colesterol utilizou o tripalmitico. Dissolveu o triglicérido no cloroférmio. Posteriormente esta
solugdo foi emulsionada na fase aquosa por HPH e depois foi removido o solvente organico

da emulsao pela evaporagao sob pressao reduzida (40-60 mbar).

O tamanho médio das particulas obtidas com estes constituintes podem variar entre 30 € os
100 nm dependendo da mistura de lecitina / co-solvente. Também ¢ possivel obter-se
particulas com os didmetros médios inferiores a 30 nm através da utilizagdo de sais de biliares

como co-solventes.

O tamanho médio de particula normalmente depende da concentracdo do lipido na fase
organica. A crescente satisfagdo da eficiéncia dos lipidos levou ao declinio da
homogeneizagdo, devido a viscosidade ser mais elevada na fase dispersa (Mehnert, W. e

Mider, K., 2001).

Esta técnica emulsificacdo-evaporagcdo do solvente esta representada esquematicamente na

Figura 14 (Miiller, R.H., et al., 2006).
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A — i

Lipido com a S.A
dissolvido num

solvente orgénico
imiscivel em agua

Fase aquosa que
contem o agente
tensioactivo do tipo
O/A

——— Ultraturrax

Emulsificacio entre a fase
orginica e a fase aquosa

Evaporacio do
solvente orginico

Agitacao Pressio reduzida
mecénica

Dispersdo aquosa de nanoparticulas lipidicas

Figura 14: Procedimento esquematico da obteng¢do de nanoparticulas pela técnica de

emulsificacdo-evaporagao do solvente (adaptado de Souto E. B. e Miiller, R. H., 2006)
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O lipido ¢ dissolvido num solvente organico imiscivel em &gua, tal como o ciclohexano, o
cloroformio, o acetato de etilo ou o cloreto de metileno. A substancia activa € dissolvida ou
dispersada previamente na fase organica que contem o lipido (Sjostrom, B. e Bergenstahl, B.,

1992; Siekmann, B., Westesen, K., 1996).

Esta fase organica ¢ emulsionada por agitagdo mecanica numa fase aquosa que contem o
tensioactivo do tipo O/A, Seguidamente o solvente orgdnico da emulsdo O/A obtida, ¢é
evaporado sob agitacdo mecanica ou por pressao reduzida. As nanoparticulas sdo dispersas

sob a forma de precipitagdo no meio aquoso (Siekmann, B., Westesen, K., 1996).

Este método pode ser aplicado para a incorporagao de moléculas hidréfilas tais como péptidos
e proteinas, que devem ser previamente dissolvidas numa fase aquosa que se prepara neste

caso numa emulsdo do tipo A/O/A (Battaglia, L., et al., 2007).

A principal vantagem deste procedimento em relacdo a técnica HPH a frio ¢ essencialmente
evitar o stress térmico e a principal desvantagem ¢ sobretudo o uso dos solventes organicos

(Mehnert, W. e Mider, K., 2001).

1.4.4 Substitui¢ao do solvente

A técnica de substituicdo do solvente foi descrita primeiramente por Fessi e seus
colaboradores para a preparagao de nanoparticulas poliméricas (Galindo- Rodriguez, S.A., et

al., 2005).

Mas recentemente os principios desta técnica foram utilizados para preparar SLN. O seu

procedimento ¢ descrito esquematicamente na Figura 15 (Miiller, R.H., et al., 2006).

30



Formas farmacéuticas topicas contendo nanoparticulas lipidicas

Lipido + S.A + Tensioactivo do

solvente miscivel tipo O/A que

em aAgua contem a fase
aquosa

VAgitagﬁo magnética

Eliminacao do
solvente orgiinico

Dispersao aquosa de nanoparticulas lipidicas

Figura 15: Procedimento esquematico da preparagdo de SLN pela técnica substituicdo do

solvente (adaptado de Souto E. B. e Miiller, R. H., 2006)
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Neste processo, o lipido ¢ dissolvido num solvente miscivel parcialmente em dagua
(semipolar) tal como o etanol, a acetona, ou o metanol, e a S.A ¢ dissolvida ou dispersada
nesta fase. Simultaneamente a esta fase, ¢ preparado um tensioactivo do tipo O/A que contem
a fase aquosa. A fase organica ¢ adicionada a fase aquosa sob agitagdo magnética de forma
violenta para conseguir-se obter a miscibilidade das fases. As gotas do solvente sdo de
dimensdo nanométrica e sdo quebradas da relagdo O/A. Mas sdo estabilizadas rapidamente
pelas moléculas de agente tensioactivo que se encontra na fase aquosa. A remocao do solvente
pode ser executada por destilagdo e nanoparticulas de natureza lipidica sdo formadas apds a

completa evaporagado deste (Miiller, R.H, et al., 2006).

1.4.5 Emulsificacdo-difusao do solvente

Quintanar-Guerrero e Fessi desenvolveram a técnica da emulsificagdo-difusdo do solvente
para produzir nanoparticulas poliméricas baseados em polimeros sintéticos (Quintanar-

Guerrero, D., et al., 1998).

Entretanto, esta técnica tem sido aplicada recentemente para preparar nanoparticulas lipidicas.
Este procedimento envolve o uso de um solvente parcialmente solivel em 4gua tal como o
alcool benzilico, o acido isobutirico ou o tetrahidrofurano, previamente saturado com agua
para assegurar o equilibrio termodinamico inicial entre os dois liquidos (agua e solvente). O
lipido ¢ dissolvido no solvente saturado, produzindo uma fase organica onde a S.A ¢
adicionada. Esta fase organica ¢ entdo emulsionada, sob agitagdo vigorosa, numa solucao

aquosa que contem agente estabilizador para obtengao de uma emulsao do tipo O/A.

Seguidamente, a agua ¢ adicionada ao sistema, sob agitacdo mecanica de forma moderada, o
que vai facilitar a difusdo do solvente na fase externa, e o lipido inicia a precipitagdo.
Dependendo de seu ponto de ebulicdo, o solvente pode ser eliminado por ultrafiltracdo ou por

destilacao.

Depois da eliminacao completa do solvente organico, as nanoparticulas lipidicas sao formadas
numa dispersdo aquosa (Muller, R.H., et al., 2006). A representacdo esquematica da técnica

encontra-se na Figura 16 (Muller, R.H., et al., 2006).
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.
P Ultraturrax

A fase orgénica é
emulsionada numa
fase aquosa que
contem agente
estabilizador para
obter-se uma emulsao
do tipo O/A

Fase orgénica

Fase aquosa

Adicio de agua ao
sistema

O solvente pode ser eliminado por

Ultrafiltracao

Destilacao

Nanoparticulas lipidicas formadas numa dispersio aquosa

Figura 16: Procedimento esquematico da preparagdo de SLN pela técnica da emulsificagao-

difusdo do solvente (adaptado de Muller, R.H., et al., 2006).
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1.4.6 Inversao de fases

A técnica inversdo de fases foi descrita por Heurtault et al (Heurtault, B. et al., 2000 e
Heurtault, B. et al., 2002) e esta técnica também ¢ utilizada para preparar nanoparticulas de

natureza lipidica.

A fase inicial consiste na agitacdo magnética de todos os constituintes da formulagao. Apos
esta fase realizam-se 3 ciclos de temperatura (85 — 60 — 85 — 60 — 85°C) que sdo aplicados com

uma taxa de 4°C por minuto. Este tratamento térmico promoverd a inversdo da emulsdo.

A fase seguinte consiste na diluicdo sob condigdes de refrigeracdo, com agua destilada fria
(aproximadamente 0°C). Esta dilui¢ao causara um choque irreversivel a mistura e quebrara o

sistema em nanoparticulas lipidicas.

Mais tarde, emprega-se agitagdo magnética de forma lenta para evitar a agregacdo das

particulas (Souto E. B. et al., 2007).

Esta técnica tem a vantagem de se modificar a escala da temperatura, sendo este um ponto
muito importante a ter em consideragdo para a incorporagdo das substancias activas sensiveis
a temperatura (Heurtault, B. et al., 2002). Uma vez que o periodo de aquecimento ¢ pequeno,
ndo ¢ esperado a degradagdo da S.A. A inversdo de fases evita também o uso de solventes

organicos, o que ¢ desejavel para administragdao dos sistemas.

1.4.7 Fluidos supercriticos

A técnica de fluidos supercriticos consiste num novo método de produgdo para suspensdes de
SLN, que depois serdo utilizadas em aeross6is nomeadamente para administragdo pulmonar.
As SLN além de terem a vantagem de incorporar substancias activas hidrofobas, possuem
também uma boa biodisponibilidade, sdo de facil bioadesividade ao pulmio e uma répida

dissolugdo da S.A .
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As nanosuspensoes lipidicas sdo produzidas pela extraccdo de fluidos supercriticos do
solvente organico das emulsdes do tipo O/A. Desta maneira, a flexibilidade da engenharia da
particula usar sistemas de emulsdo ¢ combinada com a elevada eficiéncia e estabilidade do

fluido supercritico na extrac¢do continua.

O tempo de processamento requerido para a precipitagdo da particula normalmente ¢ curto, o
que facilita uma opera¢do consistente, controlada e uma distribui¢do do tamanho uniforme da
particula. A interac¢do entre o fluido supercritico (CO2) e o lipido durante a extraccdo podem
conduzir a diminui¢do da temperatura de transi¢do do vidro ou a supressao do ponto de fusdo,
e dar origem a oportunidade de criar particulas com estruturas e propriedades fisicas

diferentes.

O procedimento experimental consiste entdo em dissolver o lipido (tripalmitina, TP;
tristearina, TS ou Gelucire 50/13, GC) e a S.A (a indometacina ou cetoprofeno, KP) numa
solucao de cloroférmio com lecitina de soja (tensioactivo). Depois dispersa-se esta solucao
numa fase aquosa de glicolato de sodio. Seguidamente aplica-se HPH a fim de se obter uma

emulsdo do tipo O/A com particulas de tamanho que podem variar entre 30 — 100 nm.

A emulsao O/A ¢ introduzida dentro de uma coluna de extraccdo (comprimento-lmetro e
volume- 4 L) com um fluxo constante de 2 ml por minuto e simultaneamente também ¢
introduzido o CO, ( P =80 bar e T = 35° C ) com um fluxo de 40 g por minuto. As condigdes
experimentais de pressdo ¢ temperatura sdao seleccionadas de forma a minimizar as perdas

devido a dissolu¢ao do lipido e da S.A no CO; durante a eficacia maxima da extracg¢ao.

As suspensdes puras de SLN sdo produzidas em apenas 2 minutos, sendo removidas no fundo

da coluna de extrac¢do (Chattopadhyay, P. et al., 2007).
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Capitulo 2- Desenvolvimento e caracterizagao de formas farmacéuticas topicas contendo

nanoparticulas de lipidos solidos

2.1 Vantagens para a administragao topica

As particulas transportadoras de substincias activas para aplicacdo topica de uso
dermatologico, devem ser biocompativeis com a pele e estaveis para nao sofrerem alteracdes
fisico-quimicas a fim de provocarem irritagdo cutanea. A irritagdo local normalmente esta
associada ao tipo de S.A empregue numa formulag@o e/ou sistema de libertagdo desta mesma.
Sendo assim, o uso de SLN e NLC, para incorporarem as substancias activas, sdo bem
tolerados fisiologicamente, uma vez que possuem na sua composicao lipidos biodegradaveis
usados na industria farmacéutica e cosmética cuja sua propria composi¢do ja foi bem estudada

e aprovada para o seu uso.

2.1.1 Adesividade para superficies

As nanoparticulas foram conhecidas por revelar propriedades adesivas quando estdo em
contacto com as superficies. Como as nanoparticulas sdo esféricas, o grau de adesividade
dependente de seu didmetro médio e pode ser facilmente avaliado por meio da andlise da
textura. Uma vez que o tamanho das particulas de SLN e de NLC sdo similares, ambas podem
ser comparadas a respeito das suas propriedades de superficie de viscosidade e de stringiness.
Sendo assim, estas podem ser incorporadas em formas farmacéuticas como por exemplo

geles.

A substancia que d4 forma ao gel normalmente ¢ o Carbopol® 940. Este ¢ usado para
produzir hidrogeles e a rede do gel ndo ¢ interrompida pela insolubilidade das nanoparticulas
lipidicas em 4gua. As NLC em hidrogeles de poliacrilato mostram um ligeiro aumento no que
corresponde as propriedades adesivas em comparagdo com os geles que tém SLN (Souto E.B.,

Miiller R.H., 2008).
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2.1.2 Oclusao ¢ hidratacao

Observou-se experimentalmente que o factor da oclusdo para microparticulas lipidicas com
um diametro de 1 pm ¢ somente de 10%. Mas para nanoparticulas lipidicas que tem um

tamanho médio de 200 nm possuem um factor de 50% (Mustata, G. ¢ S.M. Dinh, 2006).

O grau da oclusdao geralmente ¢ determinado experimental aplicando o teste de Vringer
(Kullberg, E.B. et al., 2005) e este realiza-se da seguinte forma: uma taga com agua ¢ coberta
com papel de filtro, a formulacdo ¢ aplicada nesse filtro e a evaporagdo da agua ¢ medida a
temperatura da pele (32°C) sobre um determinado periodo de tempo (geralmente até 12
horas).O ensaio a branco consiste numa taca com agua coberta unicamente com o papel de

filtro.

O factor da oclusdo pode ser calculado aplicando a seguinte equagao:
F (%) = ((A-B)/A)*100, onde A ¢ a perda de 4gua sem amostra (branco) e B ¢ a perda de dgua

com amostra.

Um factor da oclusdo de 0 ndo significa nenhum efeito oclusivo e 100 significa o factor
maximo de oclusdo. O branco que ndo tem nenhum retardamento na evaporagdo tem um

factor da oclusao de 0%, e o factor de oclusao de 100% faz com que a 4gua ndo se evapore.

Tanto as SLN como as NLC podem ser usadas para controlar a extensdo da oclusdo das

formulagdes cosméticas que existem ja no mercado.

E de notar que a oclusividade de tais cremes ou logdes pode ser por aumento ou diminui¢ao

do tamanho de particula (numa determinada concentracdo de lipido).

O aumento resultante da oclusdao na hidratacdo da pele ¢ independente da composicao da

matriz do lipido.
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As particulas altamente cristalinas (SLN) podem ser produzidas usando lipidos muito puros
tais como o tripalmitico e a tristearina, criando uma oclusividade elevada e real¢ando

consequentemente a hidratagao.

Para se obter uma baixa oclusividade deve-se usar lipidos com baixas temperaturas de fusao

tais como o tricaprina e o trilaurina.

A hidratagdo da pele pode ser facilmente medida in vivo por meio de um corncometer. Com
este aparelho analisa-se a capacidade eléctrica da pele antes e depois das aplicagdes das

formulagoes.

Realizou-se um estudo com voluntarios para comparar a hidratacdo da pele ao aplicar um
creme de dia e de noite, e apds ter substituido uma parte da fase oleosa do creme por SLN. O
creme de elevada qualidade usado nesse estudo mostrou efeitos da elevada hidratagdo, ou seja

a adi¢do de SLN promove realmente a hidratacao da pele.

Embora estudos deste tipo ndo imitam inteiramente as condigdes naturais de perda de
humidade, pode-se verificar através da Figura 17 que quanto mais pequeno for o tamanho das
particulas melhor ¢ a barreira para evitar a evapora¢do, uma vez que estas encontram-se mais

juntas impossibilitando desta forma a fuga de agua.
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Figura 17: Representa¢do esquematica do efeito oclusivo das particulas lipidicas de acordo

com o seu tamanho. A cima encontra-se representado nanoparticulas e abaixo microparticulas

(adaptado de Souto, E. B. e Miiller, R. H., 2008).

A oclusdo tipica produzida pelas formulagdes ndao asseguram uma hidratacdo rapida,

particularmente se a cOrnea estiver excessivamente seca, logo ¢ desejavel usar uma

preparacdo capaz de fornecer dgua. As suspensdes de nanoparticulas lipidicas sdo apropriadas

para esta finalidade porque quando aplicadas na pele, a pressdo exercida leva a fusdo das

particulas que dao forma a uma pelicula densa. Esta fusdo ¢ promovida pelas forgas capilares

envolvidas durante a evaporagcdo da dgua. A formagdo desta pelicula foi comprovada por

microscopia electronica de varrimento (Souto, E. B. e Miiller, R. H., 2008).
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2.1.3 Lubrificagao e emoliéncia

A lubrificacdo e a emoliéncia de dispersdes aquosas de SLN e de NLC sdo dependentes do
tamanho do lipido e da concentracdo da particula. A estabilizagdo de SLN e de NLC em
dispersdes aquosas concentradas sao usadas nas tecnologias de fabricagdo das formulagdes de

produtos cosméticos.

Dispersdes aquosas de SLN e NLC sdo estabilizadas geralmente pela adsor¢do de uma

camada emulsionada em torno da superficie das nanoparticulas.

A formagdo de uma camada emulsionada de espessura apropriada é crucial para a

estabilizacao de dispersoes lipidicas contendo concentragdes elevadas de nanoparticulas.

As camadas finas conduzem a agregacao das particulas, uma vez que o lipido usado pode nao
ter propriedades tensioactivas. Senso assim, € necessario a formacao de camadas grossas para

evitar a agregacao.

Os tensioactivos convencionais usados na tecnologia das nanoparticulas lipidicas (por
exemplo: poloxdmeros, tweens e lecitina), ndo permitem um controle sistematico da espessura
da camada da superficie da particula. Como alternativa, as SLN e NLC sdo adicionadas aos

sistemas semi-solidos para conseguir consisténcia desejada para serem aplicados na pele.

Um efeito macio de forma significativo na epiderme pode ser conseguido com os uso de
nanoparticulas de natureza lipidica que se utilizam em produtos cosméticos porque a
hidratagcdo da camada cornea ¢ feita pela selec¢do do tipo de lipidos e de tensioactivos usados

para estabilizarem as SLN e NLC (Souto E.B e Miiller R.H., 2008)

Além disso, cada vez mais estdo se a usar nanoparticulas de natureza lipidica nos produtos
cosméticos como forma de diminuir danos na pele, pois se nanoparticulas referidas figurarem
na formulacao, a barreira mecanica e o efeito lubrificante de tais portadores podem proteger a

pele de irritagdo e reacgdes alérgicas.
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2.1.4 Antienvelhecimento

As alteragdes fisioldgicas que ocorrem na pele aquando do envelhecimento da derme surgem
sobretudo quando esta comeca a perder a sua capacidade de elasticidade. A pele esticada pelo
movimento muscular ndo encolhe e o seu aspecto liso normal da lugar as formas enrugadas.
Por causa das propriedades de hidratacdo das nanoparticulas de natureza lipidica, supdem-se
que estas possam realgar a elasticidade da pele (Martins, S., et al., 2007), ¢ desta forma sao

empregues para formular produtos anti-envelhicimento.

2.1.5 Efeito de protecgao solar

A face ¢ a unica area 4 superficie do nosso corpo que se encontra mais exposta a influéncia
climatica durante todo o ano e do ponto de vista estético da aparéncia e de cada vez mais do
ponto de vista da satde devido ao aumento do nimero de individuos com melanoma, torna-se
uma necessidade real de proteger esta area. A epiderme facial ¢ uma epiderme fina o que

real¢a ainda mais o significado da importancia da protecgao.

Os cosméticos protectores solares que tém a capacidade de absorver os UV, possuem um
papel verdadeiramente protector. As moléculas bloqueadoras de UV podem ser incorporadas
em nanoparticulas lipidicas e assim exercerem a sua func¢do. Contudo, estas moléculas ndo sao
isentas de efeitos secunddrios, pois conseguem penetrar na pele provocando irritagdes

cutaneas ou mesmo reacgoes alérgicas.

A principal molécula responsavel pelo efeito bloqueador dos raios UV e também pelos efeitos
laterais ¢ o dioxido de titano. Contudo a redu¢do da quantidade desta substancia na
formulagdo parece diminuir os efeitos indesejaveis e quando esta ¢ incorporada em SLN
verifica-se relativamente aos sistemas tradicionais de emulsdes do tipo O/A, uma menor
penetracdo cutanea, logo menos efeitos prejudiciais, conseguindo manter o mesmo grau de

proteccao (Souto E. B. e Miiller R. H., 2008).
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2.2 Métodos de producdo das formas farmacéuticas topicas que contém nanoparticulas de

lipidos sélidos

De todas as formulagdes topicas que existem, os semi-solidos sdo os mais caracteristicos € os
mais comuns, porque sdo de aplicabilidade fécil. Sdo explorados como veiculos para
transportarem grandes quantidades de S.A numa solugdo ou em suspensdo que t€ém tendéncia
a separagdo. Pretendidas unicamente para aplicagcdo cutanea para actividade superficial ou

para a penetracao da pele.

Os semi-solidos tém um efeito irritante mecanico manifestado pelas particulas sélidas que
possuem. Mas estas particulas solidas tém a capacidade de restringirem a evaporagdo da

humidade por muito mais tempo comparativamente com os liquidos.

As dispersoes aquosas de SLN/NLC sao produzidas geralmente com uma taxa de lipido de
20-30%, mostrando uma consisténcia baixa (a viscosidade ¢ geralmente 100 mPas). Para se
formar uma formulagdo apropriado para a aplica¢do cutanea, diversas aplicacdes tém que ser
executadas, por exemplo, incorporacao destas particulas em bases hidroéfilas, bases hidrofobas

ou em geles (Souto, E., Almeida, A.J. e Miiller, R. H., 2007).

2.2.1 Incorporagdo de dispersdes aquosas de nanoparticulas em bases hidrofilas

As dispersdes aquosas de SLN/NLC podem ser usadas para melhorar a viscosidade das
formulagdes hidréfilas de uso topico. As bases hidrofilas incluem sistemas de fase monofasica

(hidrogeles) e sistemas bifasicos (cremes O/A ou logdes).

Os hidrogeles sdao solugdes aquosas apresentadas na forma semi-sélida como um gel
produzido pelo uso de um coldide protector na concentragdo elevada. Os exemplos sdo

poliacrilatos e derivados de hidroxietilcelulose.
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Os hidrogeles diferem em ter um indice substancial de 4gua e que acabam por exercer um

efeito refescante distinto.

A incorporagdo de nanoparticulas lipidicas em hidrogeles ¢ obtida da seguinte forma:
inicialmente misturaram-se os componentes do gel e antes de comecar o processo de
gelificacdo adiciona-se um concentrado de nanoparticulas dispersas. Contudo, os electrélitos
podem destabilizar as nanoparticulas lipidicas. Assim caso se proceda a preparacdo de geles
contendo poliacrilatos recomenda-se usar agentes neutralizantes tais como o Tristan®
(tromethamine) e o Neutrol® TE (N, N, N, Ntetra(2-hydroxypropyl)ethylenediamine), em vez
do hidroxido de sédio, antes da adicdo das nanoparticulas lipidicas. Caso contrario, o

potencial zeta das particulas ¢ reduzido fortemente conduzindo a agregacdo das mesmas.

Para produzir formulagdes do tipo O/A contendo nanoparticulas lipidicas ¢ necessario
adicionar uma dispersdo altamente concentrada, isto ¢ como um indice de 50% de solido.

Esta concentracdo ¢ suficiente para criar um efeito oclusivo ou para carregar compostos

quimicamente instaveis que sdo estabilizados pela incorporagdo em SLN/NLC.

A adicdo de nanoparticulas lipidicas em cremes pode ser executado durante ou apds a
produgdo de cremes do tipo O/A. No primeiro caso, uma parte da dgua a ser usada para a
formulacdo do creme ¢ substituida por uma dispersdo altamente concentrada, e o restante

processo de producgdo funciona normalmente.

As nanoparticulas lipidicas sdo suficientemente estabilizadas com as gotas de 6leo da emulsado
evitando a sua coalescéncia . Se o processo de produgdo da emulsdo for executado com uma
temperatura superior ao ponto de fusdo do lipido das nanoparticulas, estas recristalizam
durante do processo de refrigeracdo realizado no fim. No segundo caso, o creme ¢ produzido
como o habitual, de qualquer modo com indice de dgua reduzido a fim de compensar a agua

adicionada com a dispersdo de nanoparticulas lipidicas.

r

ApoOs a producdo do creme, a dispersdo concentrada ¢ misturada com agitagdo a uma
temperatura maior ou igual a 30 °C. Esta temperatura evita a fusdo das nanoparticulas, o que

pode conduzir a uma mudanca indesejada da estrutura interna da particula.
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Quando as nanoparticulas lipidicas forem dispersadas numa rede de gel ou num creme do tipo

O/A serd obtido um sistema tridimensional similar ao da Figura 18.

Hidrogele

Adicio de
nanoparticulas lipidicas

Figura 18: Representagdo esquematica da estrutura tridimensional da incorporacdo de

nanoparticulas de natureza lipidica em hidrogeles (adaptado de Souto, E., Almeida, A.J. e
Miiller, R. H., 2007)
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A Figura 18 descreve um hidrogele com uma rede que contem nanoparticulas lipidicas
interpenetradas. A S.A pode ser empregue nas nanoparticulas de natureza lipidica, dissolvida
no gel ou entdo em ambas as formas. Se a S.A estiver em ambas fases, pode favorecer o
desenvolvimento de um sistema supersaturado. O principio da supersaturacdo em
microemulsdes de uso topico foi explorado para aumentar a penetracdo da S.A de forma a

atingir os tecidos inferiores ao estrato corneo.

Quando se aplica topicamente uma microemulsdo saturada com S.A, a dgua que faz parte da
composicao da pele difunde na microemulsdo aumentando assim o seu indice de 4agua. O
aumento da solubilidade de saturacdo conduzira a uma pressao aumentada de difusdo da S.A

na pele.

Sistemas similares podem ser desenvolvidos quando nanoparticulas lipidicas contendo a S.A
sdo dispersadas nas bases semi-solidas saturadas previamente com a S.A. Durante o
armazenamento, a S.A remanesce na matriz lipidica, uma vez que estas particulas preservam a
sua modificagdo. Apos a aplicacdo topica, ocorre a uma modificacdo na estrutura do lipido
devido ao aumento na temperatura e da perda de 4gua que € responsavel pela expulsdo da S.A
da matriz do lipido. A S.A ¢ expelida dentro do veiculo semi-s6lido (hidrogel ou creme
hidroéfilo) ja saturado com a S.A, conduzindo a supersaturacao, permitindo dessa forma a

penetracdo da S.A na pele (Souto, E., Almeida, A.J. e Miiller, R. H., 2007).

2.2.2 Incorporagdo de dispersdes aquosas de nanoparticulas em bases hidrofobas

As bases hidrofobas/ hidrofobicas tais como a parafina, os 6leos vegetais ¢ alcoois gordos

podem ser usadas para dispersar nanoparticulas de natureza lipidica em sistemas do tipo A/O.

Estas bases sdo apropriadas se o alvo a atingir for somente um efeito topico, uma vez que
evita a exposicao sistémica da S.A. Se os constituintes forem soliveis nos compostos oleosos
das nanoparticulas lipidicas, estes quando dispersados em bases hidrofobicas terdo um baixo

nivel de penetragao na pele em comparagao com os sistemas do tipo O/A.
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A evaporagado da agua ocorre mais rapidamente na utilizacao de sistemas A/O do que somente
nas bases hidrofébicas. Contudo, os anteriores sdo suficientemente oclusivos, o que implica

que tenham uma boa ac¢io emoliente.

As bases hidrofobicas podem ser caracterizadas de acordo com a sua composi¢do, que inclui

geralmente um agente tensioactivo do tipo A/O junto com um diluente lipofilo.

Nenhuma fase aquosa estd presente a nao ser aquela que se adiciona com as dispersdes das
nanoparticulas de natureza lipidica. Portanto, seria viavel usar alguns agentes emulsionantes

do tipo A/O como por exemplo o colesterol e cera branca.

Embora um sistema do tipo A/O com quantidades moderadas da 4gua, ndo ¢ possivel a sua
mistura caso este possua um excesso de agua, os residuos na pele ndo sdo facilmente

removidos apenas com agua.

A principal vantagem das nanoparticulas lipidicas dispersadas em bases hidrofobicas ¢ a

reducdo do seu caracter gordo ao fornecer oclusdo suficiente sem penetragao intensiva da S.A

(Souto, E., Almeida, A.J. ¢ Miiller, R. H., 2007).

2.2.3 Cosméticos existentes no mercado com nanoparticulas lipidicas

O creme Nanobase® patenteado por Yamanouchi, surgiu na Poldnia e foi o primeiro produto
a base de nanoparticulas lipidicas (SLN) a ser introduzido no mercado. Este creme possui
propriedades de boa aplicacdo, aderéncia e hidratacdo da pele. As substincias activas

encontram-se dissolvidas na fase aquosa do creme.

Também o Dr. Rimpler GmbH, na Alemanha, langou uma gama de produtos cosméticos com
base em NLC, como por exemplo NanoRepair Q10 e NanoVital Q10. Esta gama consegue
incorporar uma grande concentragdo de ubidecarenona, co-enzima Q10, cujo efeito destina-se
ao anti-envelhecimento da pele. A primeira vez que surgiu publicidade desta gama foi em

Outubro de 2005 em Munique.
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Mais recentemente, a empresa Chemisches Laboratorium do Dr. Kurt Richter GmbH (Berlim

na Alemanha) também langou em Abril de 2006 seu primeiro cosmético contendo NLC na

feira de cosméticos em Barcelona (Souto E. B. e Miiller R. H., 2008).
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3. Conclusao

Viérios foram os autores responsaveis pelo aparecimento das nanoparticulas lipidicas
utilizadas hoje em dia. As técnicas por eles desenvolvidas desde da HPH a quente e a frio,
microemulsdo, emulsificagdo-evaporagdo do solvente, substituicdlo do solvente,
emulsificacdo-difusdo do solvente, inversao de fases até fluidos supercriticos, todas elas
possuem variadissimas vantagens e desvantagens. Uma das principais vantagens do uso das
particulas de natureza lipidica reside no facto da matriz ser preparada por excipientes
fisioloégicos (ex: colesterol), reduzindo o risco toxicoldgico agudo ou cronico. As
desvantagens sdao o elevado tamanho médio das particulas, o seu indice de polidispersao e
concentragdes relativamente elevadas dos tensioactivos para obter um didmetro médio da

particula na escala nandmetrica.

A principal diferenga entre SLN e NLC consiste sobretudo na ultima ter uma matriz com o
lipido nanoestruturado de forma a aumentar a capacidade de carga em S.A. e impedir a

expulsdo desta de uma maneira descontrolada durante o armazenamento.

O mundo cientifico estd cada vez mais atento a estas nanoestruturas que estabilizam as
propriedades fisico-quimicas da S.A como também a sua estabilidade a longo prazo e
pretende com elas desenvolver ou entdo aperfeigoar algumas caracteristicas de maneira a
torna-las particulas de primeira escolha a serem cada vez mais utilizadas nas formas

farmacéuticas topicas.
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