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Vectores Lipidicos para Administragdo Topica de Corticosterdides

Resumo

As patologias inflamatorias da pele (e.g. dermatite, psoriase) requerem frequentemente
administracdo topica de corticosterdides. Os vectores lipidicos, como os lipossomas, as
emulsdes, as microemulsdes e as nanoparticulas lipidicas, s3o frequentemente utilizados na
via topica, sendo vantajosos pois diversos compostos apresentam uma boa solubilidade em
lipidos. Deve ser também referida a inocuidade destes vectores, que por serem semelhantes
aos lipidos fisiologicos e biodegradaveis, ndo irritam a pele e supde-se apresentarem uma

toxicidade reduzida.

O presente estudo, realizado no dmbito da Tecnologia Farmacéutica, teve como objectivo o
desenvolvimento e caracterizagdo de um vector lipidico nanoestruturado (NLC) para
aplicagdo topica do propionato de fluticasona. Neste sentido, avaliou-se a solubilidade de
diversas concentragdes do farmaco em dois lipidos liquidos. Posteriormente, testou-se as
compatibilidades de diversos lipidos solidos com o lipido liquido seleccionado (Cetiol® HE).
Pelo método da microemulsdo a quente, preparou-se uma formulagdo placebo com
nanoparticulas de lipidos so6lidos (SLN), contendo alcool cetilico como lipido sélido.
Utilizando igual método, o mesmo lipido sdlido, e como lipido liquido, o Cetiol® HE, foi
preparada outra formula¢do placebo contendo NLC. Um segundo par de formulacdes
contendo NLC foi desenvolvida, devido a fraca estabilidade do primeiro. Para tal, utilizou-se
o lipido s6lido Dynasan® e o lipido liquido Cetiol® HE. Apds preparagdo, as particulas das
formulagdes foram medidas por espectrofotometria de correlagdo fotonica. O primeiro par de
formulagdes SLN e NLC apresentou didmetros médios de particula de 2850 nm e 600,1 nm,
respectivamente, com indices de polidispersdao de 0,314 e 0,629. Para o segundo par de
formulacdes, o diametro de particula da formulagdo de NLC placebo foi de 3009 nm e para a
formulacao NLC com farmaco foi de 1105 nm. Os respectivos indices de polidispersdo foram
de 1 e de 0,796. A toxicidade do segundo par de formulagdes foi avaliada através de testes
realizados em Drosophila melanogaster, tendo sido observada genotoxicidade para as

formulacdes NLC contendo propionato de fluticasona, nas concentragdes testadas.
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Abstract

Inflammatory pathologies of the skin (e.g. dermatitis, psoriasis) frequently require topic
delivery of corticosteroids. Lipid vectors, such as liposomes, emulsions, microemulsions and
lipid nanoparticles are frequently used in topic administration, being advantageous since
several compounds present a good solubility in lipids. It must also be mentioned the
innocuousness of these vectors, that being physiologic and biodegradables do not irritate the

skin and are likely to have reduced toxicity.

The purpose of this study was, in the scope of pharmaceutical technology, the development
and characterization of a nanostructured lipid carrier (NLC) for topic administration of
fluticasone propionate. In this sense it was evaluated the solubility of several concentrations
of the drug in two liquid lipids. Subsequently a compatibility screening of several solid lipids
with the selected liquid lipid (Cetiol® HE) was also realized. From this study a placebo
formulation with solid lipid nanoparticles (SLN) was prepared with the solid lipid, Cetyl
Alcohol, using the method of hot microemulsion. By means of the same method and solid
lipid and using Cetiol® HE as the liquid lipid a placebo formulation with NLC was prepared.
A second pair of NLC formulations was developed due to the lack of stability of the first,
containing Dynasan® as solid lipid and Cetiol® HE as liquid lipid. The particles of the
formulations were measured by photon correlation spectroscopy at 25°C (PCS, Malvern
Zetasizer Nanoseries). For the first pair of formulations SLN and NLC it was respectively
obtained a mean particle size of 2850 nm and 600.1 nm with a polydispersity index of 0.314
and 0.629. For the second pair the mean particle size was of 3009 nm for the placebo NLC
and 1105 nm for the NLC with drug. The respective polydispersity indexes were of 1 and
0.796. The toxicity of the second pair of formulations was evaluated through tests realized in
Drosophila melanogaster, being observed genotoxicity for the tested concentrations of NLC

formulations with fluticasone.
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Capitulo I

Administracio topica: veiculacio de compostos activos em nanoparticulas lipidicas

1. A via topica

A pele, o 6rgdo mais extenso do corpo, apresenta fungdes fisioldgicas que visam a protec¢ao
do organismo (Souto e Miiller, 2008). Como barreira fisica e quimica, impede eficaz e
selectivamente a penetracdo ou a eliminagdo de diversas substancias, resguardando o
organismo das agressdes externas e oferece proteccdo imunoldgica. Este 6rgdo intervém
também na manutencdo da homeostasia do organismo, ao controlar a temperatura dos tecidos
vivos e dos fluidos corporais por dissipagdo de calor e controlo da troca de dgua, minerais e
proteinas dissolvidas entre o corpo € o ambiente. A protec¢do conferida pelo metabolismo
cutaneo ¢ desempenhada por enzimas presentes na camada basal da epiderme e nos espagos
extracelulares do estrato corneo, que catalisam as substancias que tentem permear a pele. Por
outro lado, a pele representa uma porta de entrada para os compostos activos, incluindo os
farmacos. Neste sentido, € necessario compreender e explorar os mecanismos de protec¢ao da
pele para obter formulagdes capazes de a penetrar e a permear com sucesso (Prow et al.,

2011; Souto e Miiller, 2007; Wiedersberg et al., 2008).

A pele apresenta também uma importante actividade enddcrina e exodcrina, a sua excre¢ao
sudoripara pode exceder, em volume, a excrecdo renal, no entanto, a actividade excretora ¢
inferior no que diz respeito a eliminagdo de residuos solidos (Souto e Miiller, 2008). Algumas
doengas sistémicas, caréncias de vitaminas ou perturbacdes nas glandulas endocrinas, podem
alterar a capacidade da pele exercer as suas fung¢des. Perante estas situagdes ¢ frequentemente
necessario administrar firmacos com uma actividade farmacoldgica especifica (Souto e

Miiller, 2008).
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Na sua esséncia a pele apresenta trés camadas funcionais, a epiderme, a derme e a hipoderme

(Figura 1).

Epiderme

Figura 1 - Representacio esquematica do corte transversal da pele: a) foliculo piloso, b)
glandula sebacea, ¢) glandula sudoripara, d) juncdo dermo-epidérmica, e) vasos sanguineos, f)

células adiposas (adaptado de Bear et al., 2002).

A hipoderme, ou tecido celular subcutaneo, ¢ a camada mais profunda da pele composta por
células adiposas, tecido fibroso, nervos e vasos sanguineos de maior calibre. Esta camada
funciona como isolante térmico através da acumulacdo de energia, como protector contra

agressoes fisicas e como deposito nutritivo de reserva (Wiedersberg et al., 2008).

A derme, também designada por cutis ou corion, ¢ a camada intermediaria da pele que da
sustentagdo a epiderme. Esta camada apresenta na sua composi¢do colagénio, fibras elasticas,
nervos, vasos sanguineos e linfaticos, foliculos pilosos, glandulas sebaceas e sudoriparas. As
principais células presentes na derme sdo os fibroblastos, células responsaveis pela produgao
da substancia fundamental, que estdo envolvidos na resposta imune e inflamatdria por
possuirem receptores glucocorticoides. A derme contacta com a epiderme através da juncao
dermo-epidérmica, uma zona papilar que proporciona maior area de superficie a difusdo

passiva de nutrientes para a epiderme que € avascular (Wiedersberg et al., 2008).

A epiderme tem uma estrutura dividida em varios estratos, designadamente, estrato cérneo,

estrato granuloso, estrato lucido, estrato espinhoso e camada basal, reflectindo os varios
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estadios da diferenciacdo celular dos queratinocitos (Figura 2) (Wiedersberg et al., 2008;

Chapman e Walsh, 1990).

Estrato cormneo

Estrato espinhoso

Camada basal

Figura 2 - Estadios da diferenciacdo celular dos queratindcitos (adaptado de Anderson e

Dorland, 2000).

Durante a fase proliferativa, iniciada na lamina basal, as células (queratinocitos) modificam-se
de forma ordenada, dividindo-se e aumentando de tamanho, passando de células
metabolicamente activas a células mortas completamente queratinizadas, sendo as ultimas
designadas de corneocitos. Quando devidamente diferenciadas, estas células constituem uma
matriz organizada de queratina com microfibrilas, que fornece resisténcia mecénica. Os
cornedcitos encontram-se rodeados de proteinas estruturalmente definidas e inseridos numa
emulsdo 6leo/agua, o filme hidrolipidico, formando a camada mais exterior da epiderme, o
estrato corneo. Os corneodesmossomas permitem a ligagdo entre cornedcitos adjacentes, de
forma a garantir a coesdo do estrato cérneo. Durante a formagdo e maturacdo do estrato
corneo, os desmossomas sao modificados e o seu nimero diminui ao longo das camadas da
pele, até atingirem a camada mais superficial da epiderme na forma de corneodesmossomas

(Wiedersberg et al., 2008; Chapman e Walsh, 1990).

O filme hidrolipidico contém proteases, enzimas com um papel crucial no processo de
descamacgdo natural da pele, e factores naturais de hidratagdo da pele, uma mistura de
aminodacidos, acido lactico, ureia, citrato e sacarose, com fun¢dao emoliente e humectante
(Wiedersberg et al., 2008). O conjunto do filme hidrolipidico e dos factores naturais de

hidratagdo evita a perda de agua por evaporagdo, de forma a manter a pele hidratada.
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Enquanto as membranas biologicas sdo geralmente compostas por fosfolipidos, o estrato

corneo ¢ essencialmente composto por ceramidas (40%), acidos gordos livres (10%),

colesterol (25%) e uma pequena percentagem de sulfato de colesterol e triglicerideos.

Os lipidos presentes no estrato corneo sdo originarios de corpos lamelares sintetizados nas
camadas superiores viaveis da epiderme, sendo secretados para o espaco intercelular pelas
células. Estes lipidos, organizados em bicamada, regulam o fluxo passivo da dgua pelo estrato
corneo e sao considerados muito importantes para a fungdo de barreira protectora da pele

(Wiedersberg et al., 2008).

A fungdo protectora da pele reside na sua maioria no estrato corneo (Bouwstra et al., 2003).
Deste modo, o processo de absor¢do de um composto através da pele ¢ uma sequéncia da
deposicdo no estrato corneo, difusdo pela epiderme e passagem pela derme papilar. Estes
tecidos podem metabolizar os farmacos, particularmente a epiderme, na qual estdo presentes a
maioria das enzimas catabolicas. Adicionalmente, a derme contém capilares permeaveis,
sendo provavel que muitas moléculas entrem rapidamente para a microcirculagdo (Souto et

al., 2008).

No estrato corneo, os lipidos estdo organizados em grupos hidrofilos (polares) e grupos
hidrofobos (ndo polares), dispondo-se em direcgdes opostas. A organizacdo lamelar e
assimétrica dos lipidos neste local ¢ responsavel pelas caracteristicas de transporte da pele
(Caussin et al., 2008; Souto et al., 2008). Estudos prévios relacionam as perturbagdes na
estrutura lamelar e as alteracdes da polaridade dos lipidos no estrato corneo com o aumento da

absorcao percutanea (Ibrahim e Li, 2010; Warner ef al., 2003).

Aquando da aplicagdo da formulag¢do na pele ocorre a libertacdo do farmaco, contactando
primeiramente com o filme hidrolipidico, bactérias e outros materiais exdgenos presentes a
superficie da pele.

O processo de absor¢do do farmaco pode seguir a via transepidérmica ou ocorrer através dos
anexos cutaneos, sejam estes foliculos pilosos, glandulas sudoriparas ou glandulas sebaceas.
Uma vez que as estruturas referidas sdo muito vascularizadas, as substincias activas podem
ser imediatamente absorvidas para a circulacdo sistémica, o que pode ser vantajoso ou nao,

dependendo do objectivo da formulacao (Souto et al., 2008).
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Em Tecnologia Farmacéutica devem ser considerados diversos aspectos, tais como a
estabilidade, a compatibilidade e a tolerancia do veiculo e da substancia activa. A
biodisponibilidade do farmaco ¢ também um pardmetro muito importante a considerar,
principalmente nos casos de tratamentos ao nivel da derme ou da hipoderme (Souto e Miiller,
2007). O efeito de um farmaco ¢ determinado pelo seu perfil de libertagcdo, o qual depende de
diversos factores, como por exemplo, das caracteristicas fisico-quimicas da substancia activa
e dos excipientes (e.g. solubilidade), da composicao em excipientes da formulagdo, bem
como, do método de producdo. O pardmetro em questdo ¢ de grande importincia na
determinagdo do tipo de ac¢do farmacologica obtido. Ao modificar o perfil de libertagdo do
farmaco por manipulagdo da formulacdo ¢ possivel desenvolver desde formulagdes
apropriadas para ac¢do local, a formulagdes direccionadas a absor¢ao transdérmica, que
permitam obter uma ac¢ao farmacoldgica em locais distantes do ponto de aplicagdo (Souto et
al., 2008). Adicionalmente, o conteudo hidrolipidico e as condic¢des fisiologicas da pele
também afectam significativamente a absor¢do da substancia activa e, consequentemente, o

efeito farmacoldgico da mesma (Wiedersberg ef al., 2008; Souto e Miiller, 2007).

As preparagdes topicas, dérmicas e transdérmicas t&ém como caracteristica impar o facto das
suas propriedades reoldgicas serem tdo importantes quanto as propriedades e a concentragao
em substancias activas (Souto e Miiller, 2007). A composi¢do do veiculo merece uma énfase
especial, ndao s6 pela possibilidade de exercer uma importante funcao protectora dos farmacos,
mas também pelo facto do contacto intimo com a pele poder ser acompanhado de problemas

toxicologicos, risco de reac¢do adversa e irritacdo cutanea (Souto e Miiller, 2007).

A quantidade minima de substancia activa necessaria para produzir um efeito farmacologico,

nas formulagdes que actuam na derme e na hipoderme, ndo pode ser prevista com certeza.

Esta falta de precisdo deve-se a variabilidade da penetracdo da substancia activa na pele, que
ocorre ndo so pelas razdes acima apresentadas, mas também pela sua sujei¢do a espessura da
epiderme, a membrana de queratina presente € a possivel remo¢do mecanica da formulagdo

quando a area afectada nao ¢ coberta (Souto e Miiller, 2007).
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Actualmente, as companhias farmacéuticas oferecem aos consumidores diversas substancias,
em diferentes dosagens, formuladas para a aplicagdo tépica. As formulagdes para
administracao topica podem ser pods, liquidos ou semi-solidos. Durante o desenvolvimento
destas formulagdes, o farmacéutico deve ter em atengdo diversas varidveis, como por
exemplo, a estabilidade da formulagdo, a compatibilidade dos constituintes da preparagdo, a
biocompatibilidade do veiculo e da substancia activa. Por se assemelham a composicdo da
pele, as formulagdes constituidas por excipientes de natureza lipidica e biodegradaveis,
semelhantes aos lipidos fisioldgicos, sdo mais apropriadas e toleraveis para a administracao

por via topica (Souto e Miiller, 2008).

19



Vectores Lipidicos para Administragdo Topica de Corticosterdides

2. Nanoparticulas lipidicas destinadas a via topica

Nos ultimos anos, a nanotecnologia tem despertado um grande interesse nos investigadores
em diversas areas, nomeadamente na area Farmacé€utica. A Nanotecnologia Farmacéutica ¢
uma area das Ciéncias Farmacéuticas que se dedica ao estudo e aplicabilidade de estruturas
com dimensdes nanométricas, semelhantes as dimensdes das moléculas corporais ou vesiculas
bioldgicas (Wanga e Thanou, 2010). O objectivo desta area compreende a engenharia de
sistemas terapéuticos e de diagndstico (i.e., desenvolvimento, caracterizacao e aplica¢dao) a
escala nanométrica, implicando um tamanho de particula inferior a 1 pm. O estudo dos
sistemas nanométricos visa estudar, para diferentes tamanhos de particula, novas propriedades
de superficie e, consequentemente, novas propriedades biologicas (Moghuimi et al., 2005). A
aplica¢do da nanotecnologia para o tratamento, o diagnostico, a monitorizac¢do e o controlo de
sistemas biologicos foi denominada de “nanomedicina” pelo National Institute of Health, nos

Estados Unidos (Moghuimi et al., 2005).

As estruturas nanométricas sdo desenvolvidas com o objectivo de aumentar a
biodisponibilidade e diminuir os efeitos secundérios, de modo a tornar o diagndstico ou a
terapéutica mais seguros, simplificados e economicamente optimizados (Wanga e Thanou,
2010; Sakata et al., 2007). Estas estruturas apresentam diversas vantagens, tais como, a
possibilidade de direccionamento de farmacos a alvos especificos; o aumento da estabilidade
do farmaco, protegendo-o contra a degradag@o e/ou inactivacio; a modelagdo da libertagdao do
farmaco, possibilitando, por sua vez, uma diminui¢do do nimero de doses necessarias para
obter o efeito terapéutico pretendido e a diminui¢do dos picos plasmaticos (Sakata et al.,

2007).

Do ponto de vista farmacéutico, e considerando as suas dimensdes, as nanoparticulas sao
particulas cujo tamanho estd compreendido entre 1 e 1000 nm (Shegokar e Miiller, 2010).
Estas particulas podem ser preparadas por diferentes métodos e com diferentes materiais, tais
como os polimeros, as macromoléculas e os lipidos. A presente seccdo tem como objectivo
definir e caracterizar os dois principais tipos de nanoparticulas lipidicas e fazer referéncia ao

estado da arte da aplicagao topica destes sistemas.
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As nanoparticulas lipidicas sdo preparadas a base de materiais lipidicos. A utilizagdo de
nanoparticulas lipidicas em formas farmacéuticas para administracdo por via topica baseia-se
na capacidade destas estruturas nanométricas transportarem farmacos, aumentarem a

estabilidade fisico-quimica e a biodisponibilidade dos compostos.

Os lipidos e os fosfolipidos utilizados na preparacao das nanoparticulas lipidicas tém a grande
vantagem de serem biodegradaveis e de composicdo idéntica ou muito semelhante a dos
compostos fisioldgicos, sendo de prever uma boa tolerancia fisioldégica associada a uma

reduzida toxicidade cronica e aguda.

Estes materiais possuem boa solubilidade e afinidade para a via transepidérmica, uma vez que
o meio através do qual realizam a permeacdo apresenta caracteristicas apolares (grupos
apolares dos lipidos) e polares (queratina hidratada e grupos polares dos lipidos).
Adicionalmente, ndo estdo relatados na literatura casos de irritagdo cutdnea associados com a
sua aplicag¢do (Doktorovova et al., 2009). O uso dos materiais lipidicos ¢ bastante comum na
Industria Farmacéutica, sendo geralmente classificados como substancias GRAS (“generally
recognized as safe”) pela Food and Drug Administration (FDA) (United States Food and
Drug Administration, 2011). Considerando a natureza lipofila da pele e as razdes acima
apresentadas, os veiculos lipidicos sdo frequentemente usados em diversas formulacdes

topicas com fins terapéuticos ou cosméticos (Miiller e Souto, 2008).

Actualmente, a maioria das moléculas em desenvolvimento na Industria Farmacéutica sido
pouco hidrossoliiveis e pouco soliveis em solventes organicos (Merisko-Liversidge e
Liversidge, 2008). A solubilidade reduzida dos compostos representa um desafio a
administracdo das substancias activas, ndo se obtendo frequentemente a biodisponibilidade
adequada (Shegokar e Miiller, 2010). Na area da Tecnologia Farmacéutica, os investigadores
tém estudado estratégias no intuito de ultrapassar a reduzida solubilidade de certos farmacos.
Alguns exemplos destas estratégias sao o uso de formulagdes lipidicas e a reducdo do

tamanho das particulas a dimensdes nanométricas (Eerdenbrugh et al., 2009).

De acordo com dados publicados na literatura, as particulas de tamanho inferior a 1 pm,
quando aplicadas na pele, asseguram um contacto intimo com o estrato corneo, provocando

um aumento da quantidade de substancia activa no local de ac¢do (Miiller e Souto, 2008).
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De forma a conciliar as estratégias anteriormente referidas, foram introduzidas na
dermofarmécia e cosmética as nanoparticulas lipidicas. Estas particulas representam veiculos
coloidais com diversas propriedades vantajosas, como por exemplo, a adesdo, a oclusdo, a
hidratacdao cutanea, o aumento de absor¢do e da penetracdo de farmacos e a capacidade de

modelar o perfil de libertagdo (Souto e Miiller, 2007).

O uso de matrizes lipidicas em Tecnologia Farmacéutica encontra-se descrito na literatura
cientifica desde ha varias décadas. No entanto, as primeiras microparticulas a base de
materiais de natureza lipidica foram desenvolvidas por Speiser e seus colaboradores no inicio
dos anos oitenta, envolvendo o procedimento utilizado na preparagdo de uma emulsio (Eldem

etal., 1991).

As nanoparticulas lipidicas derivam de emulsdes 6leo/agua, substituindo-se o lipido liquido
por um lipido so6lido a temperatura ambiente e corporal, caracteristica que possibilita a
formag¢do de uma matriz lipidica solida cuja temperatura de fusdao pode ser manipulada com a

selecgao de diferentes lipidos (Mehnert et al., 2005).

Durante a formacdo das nanoparticulas lipidicas é geralmente observada uma diminui¢ao do
ponto de fusdo do lipido sélido. Esta sera mais pronunciada quando uma substancia activa ou
agente tensioactivo se encontram dissolvidos na matriz lipidica. No caso do agente
tensioactivo, ocorre particdo do mesmo pela fase aquosa até a fase lipidica. Em suma,
comparando o lipido so6lido e os sistemas nanoparticulados obtidos, as temperaturas de fusdo e
de recristalizagdo sdo diferentes. Na producdo das nanoparticulas lipidicas, a diferenca
referida pode variar entre os 10°C e 20°C, originando por vezes misturas superarrefecidas,
para as quais a cristalizagdo ocorre a temperaturas inferiores a do ambiente (Souto e Miiller,

2007).

As nanoparticulas de lipidos solidos, designadas por “Solid Lipid Nanoparticles” (SLN),
representam a primeira geracdo de nanoparticulas lipidicas patenteadas, desenvolvidas nos
anos 90 pelo grupo de pesquisa de Miiller e Lucks na Alemanha, produzidas pela técnica de
homogeneizacao a alta pressao (HPH) (Miiller ef al., 1995), com o objectivo de ultrapassar as

limitagdes apresentadas pelos sistemas coloidais tradicionais, e.g. lipossomas, nanoparticulas
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poliméricas, micro e nanoemulsdes. Simultaneamente, o grupo de Gasco, em Itlia, patenteou

sistemas semelhantes, produzidos pela via da microemulsao (Gasco, 1993).

A estrutura das SLN ¢ formada por uma matriz, constituida por lipidos s6lidos a temperatura
ambiente e corporal, revestida por agentes tensioactivos. Os lipidos podem ser de elevada
pureza, como por exemplo, a triestearina, ou uma mistura menos definida de acilglicerdis (e.g.
0 Compritol® ou o Imwitor®) (Mehnert et al., 2005; Hu et al., 2006; Teeranachaideekul et al.,
2008).

A segunda geracdo de nanoparticulas lipidicas, vectores lipidicos nanoestruturados
(“Nanostructured Lipid Carries”, NLC), foi desenvolvida em 2000, de forma a ultrapassar
algumas limitacdes das particulas anteriores (Mehnert et al., 2005). Os NLC sao preparados a
partir de misturas de lipidos s6lidos com lipidos liquidos (6leos), que se tem de manter s6lida
a pelo menos 40°C, revestidas por uma camada de moléculas de agente tensioactivo,
criando-se uma nanoestruturacao da matriz lipidica que permanece no estado amorfo, pois nao
cristaliza totalmente. A matriz lipidica das particulas resultantes apresenta um ponto de fusao
inferior ao do lipido so6lido quando usado isoladamente, embora continue a ser solida a
temperatura ambiente e corporal. A matriz dos NLC apresenta diversas imperfeigoes,
permitindo acomodar uma maior quantidade da substancia activa. Devido a cristalizagao
incompleta, os NLC apresentam também uma maior estabilidade, prevenindo a expulsdo da
substancia activa do interior das nanoparticulas durante o tempo de acondicionamento e
protegendo as substancias mais sensiveis contra as agressoes do meio, como a adgua ou o
oxigénio (Mehnert et al., 2005; Hu et al., 2006; Teeranachaideekul et al., 2008). Pelo
contrario, a matriz das SLN apresenta uma grande organizagdo de moléculas de tamanho
semelhante, limitando a capacidade de incorporacdo e sendo mais provavel a perda das

substancias activas (Hu et al., 2006; Mehnert ef al., 2005).

De acordo com a Figura 3, a principal diferenca entre as SLN e os NLC baseia-se na
composicao da matriz, a qual origina distintas estruturas morfologicas. A estrutura cristalina
perfeita das SLN ¢ comparada a um muro de tijolos. A estrutura imperfeita dos NLC ¢

originada pela mistura espacial de diferentes moléculas lipidicas (Miiller e Souto, 2008).
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Matriz de SILN Matriz de NLC

Figura 3 - Diferencas morfologicas entre a matriz lipidica cristalina perfeita das SLN e a

matriz lipidica com imperfeicdes dos NLC (adaptado de Souto ef al., 2008).

A natureza dos lipidos seleccionados para a preparagdo das nanoparticulas € responsavel pela
forma fisica destas estruturas. Por exemplo, no caso da utilizacdo de lipidos com elevado grau
de pureza (e.g. tristearina ou o palmitato de cetilo), como as moléculas sdo todas idénticas, as
nanoparticulas adoptam uma forma mais cubica e originam uma matriz cristalina mais densa
(Mehnert et al, 2005; Souto et al., 2008). Pelo contrario, com a utilizagdo de misturas
lipidicas polidispersas, usadas preferencialmente em cosmética, uma vez que as moléculas
apresentam diferentes tamanhos, as nanoparticulas adoptam uma forma esférica. Neste caso, a
utilizacao de diferentes moléculas, como os acilglicerois de cadeias longas dos lipidos sélidos
e os acilglicerois de cadeia curta dos lipidos liquidos, obtém-se estruturas com diversas
imperfei¢des, aumentando a capacidade de carga. Nestas condigdes, cria-se um espago

adicional para a incorporagao da substancia activa (Mehnert et al., 2005; Souto ef al., 2008).

Diversos estudos tém centrado o seu objectivo nas alteragdes das propriedades fisico-quimicas
dos NLC por manipula¢do da sua composi¢ao lipidica (i.e., teor em lipido liquido e lipido
solido). As referidas propriedades fisico-quimicas, como por exemplo, o tamanho de
particula, o potencial zeta e a organizacdo da estrutura cristalina, tém grande influéncia sob o
perfil de libertacdo do farmaco. De um modo geral, os NLC com maior conteudo em lipido
liquido revelam uma velocidade e uma percentagem de libertacdo de farmaco superior quando
comparadas com as SLN e com os NLC contendo menor teor em lipido liquido

(Teeranachaideekul et al., 2008).
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Para ambas as nanoparticulas lipidicas, SLN e NLC, foram propostos trés modelos de matriz

para descrever a sua estrutura e a sua forma (Souto et al., 2008; Souto e Miiller, 2007).

NLC (TipoI) NLC (Tipo II) NLC (Tipo III)

Figura 4 - Diferentes tipos de morfologia de matriz: SLN (Tipo I) — modelo de matriz
homogénea; SLN (Tipo II) — modelo de concha enriquecida com farmaco; SLN (Tipo III) —
modelo de nucleo enriquecido com farmaco; NLC (Tipo I) — modelo multiplo; NLC (Tipo II)
—modelo amorfo; NLC (Tipo III) — modelo cristalino imperfeito (adaptado de Souto e Miiller,

2007).

Os modelos propostos para a incorporagao das SLN diferem na posicao e distribuigdo das
moléculas de fdrmaco no interior do nucleo sélido. O primeiro modelo, modelo de matriz
homogénea (SLN do tipo 1), apresenta o fairmaco dissolvido na matriz lipidica, estando este
molecularmente disperso no nticleo das SLN ou presente na forma de clusters amorfos.

No segundo modelo, modelo de concha enriquecida com farmaco (SLN do tipo II), o ntcleo
lipidico ndo contém substancia activa ou a sua concentracdo ¢ reduzida. Neste caso, as
moléculas do farmaco encontram-se a superficie da particula. As SLN do tipo III revelam um
nucleo enriquecido com farmaco coberto por lipidos com fungdo protectora, formando-se
quando a concentracdo de farmaco esta relativamente proxima da solubilidade de saturagao do
lipido ou quando uma nanoemulsdo sofre refrigeragdo ocorrendo uma diminui¢do da

solubilidade de saturagao (Souto et al., 2008).
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Relativamente aos NLC também existem, descritos na literatura, trés modelos relativos a
incorporagdo de farmaco, diferindo estes principalmente no método de produgdo e na
composi¢ao da mistura lipidica das nanoparticulas. Os NLC podem respeitar um modelo
cristalino imperfeito (NLC do tipo I), um modelo amorfo (NLC do tipo II) ou um modelo
multiplo (NLC do tipo III). Os NLC do tipo I sdo obtidos quando sdo misturados lipidos
solidos com pequenas quantidades de lipido liquido. Devido aos diferentes tamanhos das
cadeias de acidos gordos e misturas de mono-, di- e triacilglicerdis, a matriz NLC ¢ pouco
organizada, criando varias imperfeigdes cristalinas para a incorporacdo de moléculas de
farmaco. O modelo amorfo, NLC do tipo II, é criado por uma mistura de lipidos especiais
(e.g. miristato de isopropilo) que ndo recristalizam apds a homogeneizagao e arrefecimento.
Este modelo minimiza a perda de farmaco durante o tempo de armazenamento (Souto et al.,
2008; Souto e Miiller, 2007). O modelo multiplo, NLC do tipo III, ¢ formado quando sdo
misturados lipidos sélidos com lipidos liquidos de cadeia média (e.g. os triacilglicerdis), ou
longa (e.g. o 4cido oleico), numa razao tal que a solubilidade das moléculas do lipido liquido
no lipido so6lido ¢ excedida. Durante o processo de arrefecimento da nanoemulsdo entdo
formada, pequenas goticulas de lipido liquido precipitam no lipido sélido fundido e apos
solidificagdo sdo fixados em nanocompartimentos de lipido liquido no seio da matriz lipidica
solida, obtendo-se ainda mais imperfei¢cdes na estrutura. A vantagem do modelo multiplo € o
aumento da capacidade de incorporagdo de fadrmacos cuja solubilidade é normalmente
superior nos lipidos liquidos do que nos lipidos sélidos (Souto et al., 2008; Souto e Miiller,

2007).

A natureza cristalina da matriz lipidica é também um factor dominante na capacidade de
incorporacdo de farmacos, no perfil de libertacio dos mesmos e na estabilidade a longo prazo
das SLN e dos NLC. Este parametro precisa de ser cuidadosamente monitorizado durante a

producao de nanoparticulas lipidicas (Souto e Miiller, 2007).

2.1. Vantagens e desvantagens das nanoparticulas lipidicas

O interesse das nanoparticulas lipidicas na administracdo cutdnea ¢ fundamentado pela

natureza lipofila da pele. Estes vectores sdo bastante adequados para o uso na via topica, por
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serem desenvolvidos com recurso a lipidos semelhantes aos lipidos fisiologicos,
biocompativeis e biodegradaveis, respeitando o equilibrio do filme hidrolipidico da pele
(emulsdo protectora natural existente a superficie da pele) (Miiller e Souto, 2008; Hu et al.,
2006). Outra vantagem ¢ a possibilidade das nanoparticulas lipidicas serem preparadas sem a
utilizagdo de solventes organicos ou outros aditivos tdxicos, o que reduz ainda mais o risco
toxicoldgico, permitindo minimizar o aparecimento de dermatites induzidas pelo contacto
com o farmaco (Souto et al., 2008). Para uma certa concentracao de lipido, o grau de oclusao
aumenta com a diminui¢do do tamanho das particulas de uma formulacao (Miiller et al.,
2007). Deste modo ¢ assegurado um contacto intimo com o estrato corneo, o que possibilita
um aumento da quantidade de farmaco presente no local de ac¢do (Miiller e Souto, 2008;

Miiller et al., 2007; Almeida e Souto, 2007).

Quando formuladas em dispersdes aquosas, as SLN e os NLC devem apresentar uma
estabilidade fisica razodvel, ou seja, limitada agrega¢do de particulas e uma viscosidade
adequada (Bauer et al., 1999). Esta propriedade ¢ um pré-requisito indispensavel na
formulacdo de nanoparticulas lipidicas. Em virtude do seu tamanho reduzido (escala
nanométrica), as particulas permanecem em suspensao devido aos movimentos Brownianos
das moléculas da agua. Considerando a carga eléctrica a superficie das nanoparticulas, estas
sao estabilizadas por repulsdo electrostatica. A estabilidade fisica destas dispersdes pode ser
ajustada ndo so6 pela utilizagdo de agentes tensioactivos, como o Tween 80 ou o poloxamer,
mas também através da incorporagdo das nanoparticulas em cremes, geles ou logdes ja
existentes. As SLN e os NLC apresentam ainda como vantagem a possibilidade de
quantificagdo da sua estabilidade através da técnica de calorimetria diferencial de varrimento.
Com este método € determinada a energia, em Joule por grama, libertada pelas nanoparticulas
que se difundem no lipido liquido da formulagdo onde estdo incorporadas. Pela comparacao
do valor obtido no dia em que as nanoparticulas foram incorporadas com o que sera auferido
apés o designado tempo de armazenamento, € possivel calcular a percentagem total de
nanoparticulas presentes na formulagao (Souto e Miiller, 2007; Mehnert et al., 2005; Dingler
et al., 1998).

Uma das principais vantagens das nanoparticulas lipidicas € a facilidade de transposi¢do do
método de produgdo para larga escala, apresentando baixo custo de produgdo, tanto dos

excipientes como das linhas de producao. Este tipo de produgdo implica a disponibilidade do
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equipamento apropriado e a demonstracio de que as preparagdes obtidas possuem
estabilidade fisica e quimica, uma vez que as condi¢des de preparacdo das particulas

influenciam fortemente a qualidade do produto final (Souto e Miiller, 2007).

Quando comparadas com sistemas farmacéuticos convencionais, como siao as emulsdes
simples ou multiplas, as nanoparticulas lipidicas apresentam algumas vantagens para a
administracao topica, tais como: (i) permitem a obtencao de dispersdes contendo geralmente
uma percentagem elevada de lipido (= entre 20-30%); (ii) a oclusdo nestas preparacdes ¢
obtida sem o uso de 6leos gordurosos, como as parafinas, uma vez que a hidratagcdo ¢
potenciada pela reten¢do de agua no estrato corneo. A pele torna-se suave e flexivel (mais
elastica), devido a formagao de um filme de nanoparticulas flexivel a superficie da pele, ao

contrario do filme mais compacto formado pelas parafinas (Souto e Miiller, 2008).

Uma desvantagem das dispersdes liquidas contendo SLN/NLC ¢ a baixa viscosidade
(geralmente de 100 mPas). Para obter uma preparacao de consisténcia semi-solida apropriada
para aplicacdo cutinea, as nanoparticulas podem ser incorporadas em bases topicas (e.g.
hidrogeles ou cremes) na dosagem apropriada. No entanto, a dilui¢do provocada pelo referido
método pode danificar o equilibrio do sistema coloidal ou o estado sélido do lipido
(Lippacher et al., 2001). Adicionalmente, uma certa incompatibilidade ou toxicidade
proveniente dos constituintes do creme ou do hidrogel representa também um inconveniente,
particularmente quando sdo usados agentes tensioactivos e conservantes (Lippacher et al.,

2001).

2.2. Propriedades fisico-quimicas e organolépticas das SLN e dos NLC

2.2.1. Aspectos protectores e adesao

As propriedades protectoras conferidas pelas nanoparticulas lipidicas sdo maioritariamente
concedidas pelas dimensdes reduzidas que apresentam (Souto e Miiller, 2008). Por adoptar
uma forma esférica, estas apresentam propriedades adesivas quando em contacto com as
superficies, estando a mesma dependente do didmetro médio da particula (Miiller e Souto,

2008).
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As nanoparticulas lipidicas apresentam um efeito sinérgico com os filtros UV moleculares,
permitindo a redu¢do da sua concentragdo na formulagdo para protec¢do cutanea. Deste modo,
observou-se uma menor penetragao das moléculas de filtro solar na pele, quando comparadas
uma preparagdo de SLN com uma emulsdo O/A tradicional (Wissing e Miiller, 2002), e uma
reducdo de efeitos secundarios (i.e. irritacdo cutidnea e reacg¢des alérgicas), mantendo-se o

nivel de protec¢do UV (Mehnert et al., 2005).

Em geral, a adesividade as superficies € uma caracteristica muito atractiva das nanoparticulas.
Em teoria estimou-se que aproximadamente 4% das nanoparticulas lipidicas com um didmetro
de cerca de 200 nm formam uma monocamada quando 4 mg de formulagdo ¢ aplicada por

centimetro quadrado (Wissing ef al., 2001).

2.2.2. Oclusio e hidratacio cutinea

Quando uma formulacdo contendo nanoparticulas ¢ aplicada na pele origina um filme
constituido por particulas dispostas em monocamada. Devido ao seu caracter hidrofobo, o
filme formado apresenta ac¢ao oclusiva, promovendo a hidratagdo cutanea ao reduzir a perda
transepidérmica da agua por evaporacdo (Miiller e Souto, 2008; Souto e Miiller, 2008;

Mehnert et al., 2005).

O grau de oclusdo de uma formulacdo pode ser determinado experimentalmente através do
teste de Vringer (De Vringer, 1992). Neste teste, a formulagdo ¢ aplicada num filtro de acetato
de celulose que cobre um goblé¢ com dgua. Posteriormente, a evaporagdo de agua ¢€
quantificada em func¢do do tempo. De forma a monitorizar o teste, utiliza-se como branco um
goblé coberto com papel de filtro. Quando ¢ obtido um factor de oclusdo de 0, ndo ocorre
oclusdo e a evaporacdo da dgua da amostra e do branco sdo idénticas. Quando o factor de

oclusdo apresenta o valor de 100 ocorre oclusdo maxima.

Em estudos publicados verificou-se que o factor de oclusdo de particulas com didmetro
superior a 1 mm foi apenas de 10%, comparando com um factor de 50% quando usadas
nanoparticulas lipidicas com aproximadamente 200 nm (Miiller e Dingler, 1998). Tais

resultados podem ser compreendidos por diferencas na estrutura do filme formado a
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superficie da pele pelas microparticulas e nanoparticulas. A presenga de poros preenchidos
com ar num filme denso de particulas ¢ independente do tamanho de particula, no entanto, as
dimensdes dos poros sdao muito superiores num filme de microparticulas em relacdo aos
conseguidos com as nanoparticulas. Em suma, quanto maiores os poros apresentados pelo
filme de particulas maior a evaporagdo de agua. Desta forma, quando aplicada uma dispersao
de nanoparticulas na pele a pressdo leva a fusdo de particulas, promovida pelas forcas
capilares resultantes da evaporagdo da agua, formando-se um filme denso com poros de
menores dimensdes (Figura 5) (Souto e Miiller, 2008; Mehnert et al., 2005). Como resultado

potencia-se a hidratag¢do cutanea.
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Figura 5 - Oclusido proporcionada pelas particulas lipidicas a superficie da pele
(adaptado de Souto e Miiller, 2008).

A composi¢do da matriz lipidica permite manipular o tamanho das particulas obtidas,
conferindo diferentes graus de oclusdo consoante a finalidade da formulacao (Miiller e Souto,
2008). Quando a matriz lipidica ¢ muito cristalina, como no caso das SLN, produzidas com
lipidos muito puros (e.g. a triestearina e a tripalmitina), verifica-se uma elevada oclusdo e
hidratagcdo. As misturas superarrefecidas podem ser obtidas usando triglicerideos de cadeia
média com baixo ponto de fusdo, como por exemplo a trilaurina e a tricaprina,

proporcionando uma baixa oclusividade (Miiller e Souto, 2008; Souto e Miiller, 2008;
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Mehnert et al., 2005). Como consequéncia das suas propriedades oclusivas, as SLN e os NLC

podem ser usadas para aumentar a penetracdo dos fairmacos na pele (Souto e Miiller, 2008).

2.2.3. Lubrificacao e emoliéncia

Um dos desafios na area da dermofarmécia e cosmética ¢ a producao de formulagdes que
reduzam o prurido evitando o aumento da lesdo cutinea. A barreira mecanica, a hidratacdo e a
lubrificagdo, proporcionadas pelas nanoparticulas lipidicas protegem a pele, sendo
particularmente util em situagdes de irritagdo cutdnea e reaccgoes alérgicas (Souto e Miiller,

2008; Miiller e Souto, 2008).

Devido ao formato esférico adoptado pelas nanoparticulas lipidicas, estas apresentam, a
superficie da pele, um efeito suavizante e também lubrificante, essencial para que a
formulagdo ndo seja mecanicamente removida. Na pratica, estudos reologicos referem que as
dispersdes lipidicas sdo suficientemente viscosas ou fluidas para serem facilmente aplicadas

na pele, mas devidamente elasticas para aderir e fixar na pele (Souto e Miiller, 2008).

A lubrificacdo, a emoliéncia e as propriedades viscoelasticas concedidas pelas SLN e pelos
NLC estao relacionadas com a hidratagdo cutanea. Mais uma vez, as propriedades citadas
dependem da concentracdo do lipido e do tamanho de particula apresentado pela formulagao.
Por sua vez, o tamanho das particulas e o respectivo indice de recristalizagdo sao
influenciados pelo tipo de lipidos e de agentes tensioactivos empregues. O controlo do grau de
hidratacdo conseguido com estes veiculos permite ajustar a emoliéncia das formulagdes

(Souto e Miiller, 2008; Miiller e Souto, 2008).

2.24. Efeito osmotico e controlo de pH

As nanoparticulas lipidicas devem apresentar uma osmolaridade e um valor de pH
semelhantes aos da pele, de forma a evitar a irritagdo cutanea, as reaccoes alérgicas ou outros
efeitos deletérios resultantes da administragdo topica das mesmas (Souto e Miiller, 2008;

Miiller e Souto, 2008).
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Relativamente a isotonia da formulacdo, o estrato corneo intacto apresenta alguma tolerancia
a alteragdes osmoticas, no entanto, uma superficie cutinea danificada pode ser mais
susceptivel. Um desvio marcado da isotonia pode originar um efeito irritante na pele,
dependendo da sensibilidade de cada pessoa, podendo determinar o abandono da terapéutica

(Souto ¢ Miiller, 2008; Miiller e Souto, 2008).

Em relagcdo ao controlo do valor de pH, a superficie cutanea ¢ ligeiramente acidica (pH entre
4.0 e 6.0), devido a presenca de acidos gordos provenientes das secrecdes das glandulas
sebaceas e de acido carboxilico presente no suor produzido pelas glandulas sudoriparas
(Lambers et al., 2006; Pappinen et al., 2007; Kitagawa et al., 1995). A pele apresenta uma
certa resisténcia a ligeiras alteragdes de pH, sem que ocorram efeitos danosos permanentes.
No entanto, formulag¢des fortemente acidas ou alcalinas podem ser irritantes mesmo na pele
saudavel. Perante este facto ¢ aconselhdvel proceder ao ajuste do pH com, por exemplo,
solugdes tampdo. As nanoparticulas lipidicas estabilizadas revelam, geralmente, um pH

optimo para as formulagdes topicas e quando necessario também permitem o uso de solugdes

tampao (Souto e Miiller, 2008; Miiller e Souto, 2008).

Além do referido anteriormente, o pH tem uma forte influéncia na estabilidade fisica das
nanoparticulas lipidicas. Kuo e Chen (2007) observaram que a valores baixos de pH as
propriedades electrostaticas das SLN (carregadas negativamente) sdo mais fracas, o que leva a

diminui¢do da estabilidade a longo prazo.

2.2.5. Efeito branqueador

De acordo com estudos de mercado, a aparéncia ¢ um factor extremamente importante para a
industria cosmética, ndo sendo s6 valorizada a embalagem mas também a aparéncia do
produto (Mehnert et al., 2005). As propriedades branqueadoras apresentadas pelas
nanoparticulas lipidicas sdo interessantes na medida em que tornam as formulagdes mais
atractivas ao consumidor (Souto e Miiller, 2008). Exemplificando, a coenzima Q10 apresenta

uma pigmentag¢do amarela caracteristica, corando as formulagdes onde ¢ incorporada.
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Considerando o facto de os produtos brancos serem preferidos pelos consumidores, a adi¢ao
de uma dispersdo de nanoparticulas lipidicas, de aspecto branco leitoso agradavel, permite
reduzir a cor conferida pela coenzima Q10 ao produto (Souto e Miiller, 2008; Mehnert et al.,

2005; Souto et al., 2008).

O efeito branqueador assume também um papel relevante na area da dermofarmacia. Um
exemplo tipico desta aplicagdo ¢ com a vitamina C, a qual sofre alteragdo de cor durante o

armazenamento, sem que o seu prazo de validade tenha terminado (Mehnert ef al., 2005;

Souto e Miiller, 2008).

2.3. Propriedades Biofarmacéuticas e Farmacocinéticas das nanoparticulas lipidicas

2.3.1. Estabilizacao de compostos activos labeis

A matriz sélida das nanoparticulas lipidicas ¢ capaz de incorporar moléculas no seu interior, o
que evita a perda das mesmas para o ambiente externo e permite a estabilizacdo de
substancias activas quimicamente ldbeis contra a degrada¢do provocada por espécies

reactivas, tais como a agua ou o oxigénio (Souto e Miiller, 2008; Souto et al., 2008).

Como demonstrado pela Figura 6, nas goticulas de uma emulsdo convencional ocorre a
libertagdo espontanea de farmaco degradado ou intacto. Com a utilizagdo de uma formulacdo
de nanoparticulas lipidicas, os farmacos encontram-se retidos no estado solido e protegidos da

degradacao (Souto e Miiller, 2008; Souto et al., 2008).
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Figura 6 - Proteccdo quimica de farmacos labeis: Representacdo esquematica da
degradacao de farmaco apresentada pelas goticulas de emulsdo convencional em comparagao

com as nanoparticulas lipidicas (adaptado de Souto e Miiller, 2007).

Pople e Singh (2006) demonstraram que a estabilidade do retinol (Vitamina A) pode ser
aumentada por incorporacao da molécula em NLC compostos por Compritol 888 ATO e
Miglyol 812. O mesmo efeito pode ser observado com a encapsulacdo da Coenzima Q10, uma

molécula relativamente estavel quando incorporada numa embalagem protectora, mas que se
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degrada facilmente quando exposta a luz, especialmente quando esta ¢ artificial (Mehnert et

al., 2005).

2.3.2. Modificacao do perfil de libertacio

A libertacdo das substancias activas encapsuladas nas nanoparticulas lipidicas ¢ o primeiro
requisito quando uma formulagdo ¢ aplicada, a qual determina a actuagdo das mesmas no
local de accdo. As nanoparticulas lipidicas demonstram ter a capacidade de modelar a
velocidade de libertagdo e de penetracao das substancias activas através da pele, conforme o
efeito farmacoldgico e local de acgdo pretendidos (Jain ef al., 2005). Em certas circunstancias,
como no caso dos corticosterdides, a incorporacdo do farmaco em nanoparticulas lipidicas ¢
particularmente vantajosa, pois permite direccionar a absorcdo do mesmo a epiderme,
evitando efeitos secundarios dos corticosterdides topicos, como a absor¢ao sistémica e a

atrofia cutanea (Gohla et al., 2000; Souto e Miiller, 2008).

O perfil de libertacdo das substancias activas a partir das nanoparticulas lipidicas pode ser
manipulado de forma a maximizar as vantagens inerentes as formas farmacéuticas de

libertagdo modificada e facilitar a sua posologia (Das e Das, 2003; Lopes et al., 2005).

Através da manipulagdo do perfil de libertagdo podem ser obtidas as formas farmacéuticas de
libertagdo modificada (e.g. prolongada, retardada, sequencial). No primeiro caso, o fairmaco ¢
libertado gradualmente e a concentracdo plasmatica mantida em niveis terapéuticos por um
longo periodo de tempo, o que ird prolongar o efeito farmacologico. Um perfil de libertacdo
retardada pretende libertar o fArmaco num local especifico ou apdés um periodo definido de
tempo. As formas farmacéuticas de libertagdo sequencial ou pulsatil, sdo um tipo especial de
forma farmacéutica de libertacdo modificada que se caracteriza por uma libertacdo da(s)
substancia(s) activa(s) durante um periodo de tempo mais longo ao verificado numa forma

farmacéutica de libertacdo convencional e de um modo intermitente no tempo.

As formas farmacéuticas de libertacdo controlada ou de ordem zero sdo sistemas
farmacéuticos com libertagdo de uma quantidade constante de substancia(s) activa(s) por

unidade de tempo. As formas farmacé€uticas de libertacdo acelerada sdo preparagdes que
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apresentam uma velocidade de libertacdo da(s) substancia(s) activa(s) superior as formas de
libertagdo convencional, quando administrada pela mesma via. As formas farmacéuticas de
libertacdo bifasica sdo preparagdes que se caracterizam por dois periodos diferentes de
libertacdo do farmaco rapida/lenta ou lenta/rapida (Costa e Lobo, 1999; Lin et al., 2004;
Alderborn, 2005; Jung et al., 2000; Zhang et al., 2004).

O coeficiente de difusdo das substancias activas através do estrato corneo ndo deve ser
considerado constante, mas dependente da concentracdo e natureza da substancia activa e da
accao dos outros constituintes da formulagdo, como por exemplo, os promotores de absor¢ao
(Souto e Miiller, 2008; Mehnert et al., 2005). Geralmente, um aumento na quantidade de
farmaco incorporado traduz-se num aumento da velocidade de difusdo do farmaco. No
entanto, em certas situagoes, o efeito pode ser contrario devido a possibilidade de cristalizagao
do farmaco dentro das nanoparticulas (Souto e Miiller, 2007). O método de produgdo das
nanoparticulas lipidicas, a sua composicao e a concentracdo em lipidos e agentes tensioactivos
e as propriedades de dissolugdo dos constituintes da formulacao influenciam também o perfil
de libertacdo dos fdrmacos ao modificar a estrutura interna da particula (Souto e Miiller,

2008).

Uma forma de optimizar a formula¢do, aumentando a sua capacidade de incorporagdo de
farmaco, para que ocorra um aumento da difusdo cutanea do mesmo, ¢ o fendmeno de
supersaturagao (Figura 7). Este fendmeno ¢ alcangado ao incorporar nanoparticulas lipidicas
carregadas de substancia activa em formulagdes topicas convencionais, tais como cremes,

pomadas, emulsdes ou geles, contendo a mesma substancia activa (Miiller e Souto, 2008).

Durante o armazenamento, o farmaco estd aprisionado na matriz dos NLC, pois estas
particulas mantém uma forma polimorfica desordenada. Ao aplicar a formulagao contendo os
NLC, devido ao aumento da temperatura e da evaporagao de agua, a matriz lipidica adopta
uma forma polimoérfica mais ordenada, o que provoca a expulsao de substincia activa para um
sistema saturado com a mesma. A supersaturagdo ¢ um fendmeno que aumenta a actividade
termodindmica, causando um aumento da pressdo e da penetracdo de moléculas por difusao

na pele (Mehnert et al., 2005; Miiller e Souto, 2008).
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Figura 7 - Fenémeno de supersaturacao (adaptado de Mehnert ef al., 2005).

O conceito de libertagdo de substancias activas num local de accdo especifico (“target
delivery”) beneficiou, igualmente, com o uso das nanoparticulas, sendo possivel direccionar a

libertagdo dos farmacos (Miiller et al., 2005).

O ajuste das propriedades de superficie das nanoparticulas lipidicas destinadas a via topica €
indispensavel, uma vez que estas influenciam grandemente a forma como as mesmas sao

metabolizadas e, consequentemente, a libertacdo dos farmacos.

Ao modificar o padrao de adsor¢do de proteinas sanguineas, por alteracdo da superficie das
particulas, ¢ alterada a forma de reconhecimento das mesmas pelo sistema mononuclear
fagocitario, proporcionando-se a circulagdo do fAdrmaco no sangue ou a acumulag¢do noutros
locais do corpo, como o figado ou bago (Ganta et al., 2009). O referido ajuste pode ser
realizado de tal forma que as particulas adsorvem automaticamente as proteinas plasmaticas
responsaveis pela acumulag@o no local de acg¢do desejado. Este conceito de adsorcdo proteica
diferencial foi explorado para direccionar firmacos incapazes de ultrapassar a barreira

hematoencefalica ao cérebro (Shegokar e Miiller, 2010).
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A manipulacdo da superficie das nanoparticulas pode, por exemplo, ser realizada com a
adi¢ao de cadeias hidrofilas, como o polietilenoglicol (PEG). Estas cadeias visam o aumento
do tempo de permanéncia da formulagdo no sangue ao resistir a adsorcao proteica, reduzindo
ou evitando o processo de opsonizagao natural que transporta as substancias para o figado ou

baco através de macrofagos (Miiller et al., 2005).

2.4. Producao de nanoparticulas lipidicas

De acordo com o que foi referido anteriormente, as condi¢des de producao das nanoparticulas
lipidicas afectam a estrutura interna da sua matriz, condicionando a formulagdo relativamente

a biodisponibilidade, qualidade, eficacia e seguranga (Mehnert et al., 2005).

A literatura cientifica descreve diversos métodos de producao destes veiculos, como a
homogeneizagdo por alta pressao, desenvolvida por Miiller e Lucks (Miiller et al., 1995); a
técnica da  microemulsdo, desenvolvida por Gasco (1993); a técnica de
emulsificagdo/evaporacdo com solvente, descrita por Sjostrom e Bergenstahl (1992); a técnica
de substitui¢ao de solvente (Hu et al., 2002, Dubes et al., 2003); a técnica de emulsificagado-
difusdo de solvente (Quitanar-Guerrero et al., 2005); a inversdo de fases (Heurtault et al.,
2002); a emulsificagdo de solventes por ultrassons (Trotta e Caputo, 2003) e a técnica dos

fluidos supercriticos (Chattopadhyay et al., 2007).

O método da homogeneizagdo por alta pressdo e a técnica da microemulsdo encontram-se
descritos detalhadamente neste trabalho. O primeiro por representar o método mais utilizado
na producdo de nanoparticulas lipidicas (Mehnert et al., 2005) e a técnica da microemulsdo
por ser o método utilizado no presente trabalho para preparar as nanoparticulas lipidicas de

propionato de fluticasona para aplicagao topica (ver Capitulo II).

A producao das SLN por homogeneizagao a alta pressao pode ser realizada a quente ou a frio.
Em ambas as situacdes, a substancia activa ¢ dissolvida ou dispersa no lipido fundido antes do
processo de homogeneizagcdo (Miiller et al., 1995; Miiller et al., 2000). Neste método, a

probabilidade de ocorrer agregacdo das nanoparticulas obtidas ¢ reduzida uma vez que sao
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produzidas particulas de tamanho reduzido e homogéneo, apresentando baixo indice de

polidispersao (Yang e Zhu, 2002; Souto et al., 2007).

A técnica mais utilizada ¢ realizada a quente, decorrendo o processo a temperaturas superiores
ao ponto de fusdo do lipido utilizado. Nesta técnica, preparam-se duas fases distintas 8 mesma
temperatura, a fase lipidica, contendo o lipido fundido com o farmaco, e a fase aquosa, uma
solucao onde os polimeros hidrofilos ou proteinas se encontram dissolvidas. As fases sdo
posteriormente misturadas por homogeneizagao a elevada velocidade, com recurso ao ultra-
turrax, ou por ultrassons. Este procedimento quebra as particulas grandes de lipido na fase
interna, reduzindo o seu tamanho. A pré-emulsdo formada ¢ depois processada pelo
homogeneizador a alta pressdo, em ciclos de homogeneizagdao, que normalmente variam de
um a trés, com uma pressao que pode variar entre os 250 ¢ 1500 bar. Nesta fase, o produto
obtido ¢ uma nanoemulsio devido ao estado liquido do lipido. Com o arrefecimento, material
lipidico recristaliza formando as nanoparticulas lipidicas sé6lidas (Miiller et al., 2005; Mehnert

et al., 2005).

A técnica de homogeneizagdo a alta pressao realizada a frio apresenta um ritmo acelerado de
arrefecimento, favorecendo a distribui¢do homogénea de substincia activa na matriz lipidica.
Nesta técnica, o gelo seco ou o nitrogénio liquido ¢ adicionado ao lipido fundido contendo a
substancia activa, de forma a aumentar a fragilidade do lipido. Posteriormente, o tamanho das
particulas € facilmente reduzido por atrito fisico, obtendo-se as microparticulas. As particulas
produzidas sdo suspensas, a frio, com um agente tensioactivo, podendo neste momento ser
realizada a homogeneizagdo por alta pressdo a temperatura ambiente ou inferior, originando

as nanoparticulas lipidicas (Mehnert ef al., 2005; Miiller et al., 2005).

A homogeneizagdo por alta pressdo a frio minimiza a exposi¢do da amostra as temperaturas
elevadas, nao a evitando completamente, devido a fusdo do lipido para incorporagdao do
farmaco, realizada na etapa inicial do processo. Esta técnica ¢ vantajosa para substancias
extremamente sensiveis a temperatura (e.g. péptidos e proteinas) ou hidrofilas por passarem

da fase lipidica a aquosa, por partigao.

As nanoparticulas produzidas por este método apresentam um tamanho médio ligeiramente

superior em relagdo as obtidas por homogeneizagdo a alta pressdo a quente, com 0 mesmo
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lipido, e segundo os mesmos pardmetros de pressdo, temperatura e nimero de ciclos de
homogeneiza¢do. De modo a reduzir o tamanho de particula e minimizar a polidispersao,
pode ser aplicado um maior numero de ciclos de homogeneizacao (Miiller e Souto, 2008;

Miiller et al., 2005; Hu et al., 2006).

Na preparagdo das SLN e dos NLC usando a técnica da microemulsdo, desenvolvida por
Gasco (1993), a fase lipidica, comummente 10% de lipido sélido, ¢ fundida & mesma
temperatura (60/70°C) que a fase aquosa, onde se encontra 15% de agente tensioactivo O/A e
10% de co-agente tensioactivo. As duas fases sdo adicionadas e misturadas formando-se uma
microemulsdo. A nanoemulsdo ¢ obtida quando a microemulsdo ¢ diluida num excesso de
agua fria (2-3°C), sob agitacdo, que estimula a quebra das microparticulas por choque
térmico. A recristalizacdo da nanoemulsdo em nanoparticulas ocorre a medida que a
formulagdo arrefece. Para finalizar, o excesso de agua é removido por ultra-filtragdo ou por
liofiliza¢do para eliminar o efeito de diluicdo das particulas obtidas (Wissing et al., 2005;

Mehnert et al., 2005; Miiller et al., 2005; Hu et al., 2006).

Comparando as metodologias descritas anteriormente, a homogeneizacao por alta pressao € a
técnica mais usada nas diferentes areas, sendo habitualmente usada na industria farmacéutica,
nomeadamente para a producio de emulsdes para nutricio parenteral (Intralipid® e
Lipofundin®) (Miiller et al., 1995). Adicionalmente, este método ultrapassa o grande
obstaculo da producdo em larga escala, permitindo um melhor controlo da temperatura,
originando formulacdes de melhor qualidade (particulas a escala nanométrica de tamanho
reduzido e homogéneo) (Mehnert et al., 2005; Miiller et al., 2005; Hu et al., 2006). A
homogeneizagdo a alta pressdo apresenta também a vantagem de utilizar apenas um passo na
producdo das nanoparticulas lipidicas, com um contetido em particulas de 50% ou mais
(Miiller e Souto, 2008). No entanto, as temperaturas elevadas usadas pela homogeneizagao a
alta pressdo podem ser contra-indicadas, aumentando a velocidade de degradacdo de farmacos
e dos veiculo, ou induzindo modificagcdes conformacionais em certas moléculas (e.g. péptidos

ou proteinas) (Hu et al., 20006).

A técnica da microemulsdo também citada tem como desvantagem a dilui¢do da suspensao de

particulas com agua, que depois necessita de ser removida. No entanto, desta forma pode ser
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evitado o colapso das cadeias hidrofilas a superficie das nanoparticulas (Mehnert e Méder,

2001; Mehnert et al., 2005).

24.1. Producao de formulagdes topicas

As formulacdes topicas podem ser constituidas unicamente por nanoparticulas lipidicas,
apresentando vantagens, uma vez que a libertacdo das substincias activas depende
unicamente da matriz lipidica, sem existir a influéncia do veiculo. As propriedades requeridas
podem ser ajustadas na formulagao, manipulando as caracteristicas das nanoparticulas, sendo

também este um processo relativamente simples (Mehnert et al., 2005).

Para a produgdo de dispersdes oleo/agua contendo nanoparticulas lipidicas € necessario
adicionar o lipido em diferentes momentos da preparacdo da formulacdo, devido a
concentragdo elevada em lipido. Inicialmente, uma dispersdo ¢ preparada por
homogeneizagdo a alta pressdo contendo 50% de nanoparticulas lipidicas. Posteriormente, o
lipido fundido ¢ adicionado pouco a pouco e disperso, aumentando a concentra¢ao em lipido
até aos 80% ou 90%. No estado fundido a formulacdo ¢ liquida, apresentando uma baixa
viscosidade, ap6s arrefecimento, dependendo do conteudo em lipido, o produto final adquire

uma textura cremosa, pastosa ou solida (Mehnert et al., 2005; Miiller e Souto, 2008).

De acordo com a patente das SLN, a concentra¢do em lipido deve encontrar-se entre os 0,1%
e os 30,0% (Miiller e Lucks, 1996). Esta afirmacdo baseia-se no facto de que quando
aplicadas concentragdes de lipido superiores formam-se pomadas. No que respeita aos NLC, a
concentracdo em lipidos pode alcancar os 50% ou os 60%, originando particulas bem
definidas por homogeneiza¢cdo e ndo pomadas. A viscosidade aumenta com a concentracao
em lipido, quando esta se encontra entre os 40% e os 50%, as preparacdes sdo cremosas,
acima dos 50% as formulacdes apresentam-se mais pastosas € para valores mais elevados,
80% ou 90%, as dispersdes tornam-se soOlidas. As preparagcdes no estado solido nao sao
proprias para aplicacdo dérmica, no entanto, podem apresentar grande interesse para a

administracao oral (Mehnert et al., 2005; Miiller e Souto, 2008).
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Considerando a produgdo de geles, 4% a 10% em contetido de nanoparticulas lipidicas ¢
suficiente. Tendo em aten¢do a diluigdo que ocorre no produto final, primeiro prepara-se uma
dispersdo aquosa apresentando uma concentracdo elevada em nanoparticulas lipidicas.
Posteriormente, ¢ adicionado o agente gelificante, que preferencialmente ndo deve conter
electrélitos para evitar a agregacdo de particulas. Os derivados da celulose sdo usados com
frequentemente, sendo um bom exemplo de agente gelificante sem electrolitos (Miiller e

Souto, 2008; Mehnert et al., 2005).

2.4.2. Incorporacio em formulacdes topicas

As nanoparticulas lipidicas podem ser incorporadas em bases hidréfilas, como por exemplo
hidrogeles ou cremes oleo/agua. Este procedimento apresenta o beneficio bastante atractivo
de melhorar as formulagdes, aumentando a viscosidade, através de um processo relativamente

simples (Miiller et al., 2008; Mehnert et al., 2005).

De modo a produzir cremes Oleo/dgua contendo nanoparticulas lipidicas é necessario
adicionar dispersdes concentradas, com cerca de 40% de conteudo lipidico sélido. A adi¢ao
de nanoparticulas lipidicas a cremes pode ocorrer durante ou apds a produgdo do mesmo. No
primeiro caso, uma parte da agua que compde o creme € substituida pela dispersdo de
nanoparticulas lipidicas concentrada, que apresenta estabilidade suficiente para evitar a
coalescéncia com a parte lipidica da emulsdo. Caso o processo de producdao da emulsdo seja
realizado a uma temperatura superior ao ponto de fusdo das nanoparticulas lipidicas, estas
fundem, para posteriormente recristalizar durante o processo de arrefecimento da formulacdo
final (Miiller ef al., 2008). A adi¢dao das nanoparticulas apos a preparacdo do creme segue as
etapas seguintes: o creme ¢ formulado de forma habitual, contudo com uma quantidade menor
de agua, de forma a compensar a que serd adicionada com a dispersdo concentrada em
nanoparticulas lipidicas. Apos a producao do creme, a dispersao ¢ adicionada, com agitacao, a
temperaturas superiores a 30°C ou a temperatura ambiente. Este processo evita a fusdo das
nanoparticulas lipidicas, prevenindo a alteragdo da estrutura interna das mesmas (Miiller et

al., 2008; Miiller et al., 2005).
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A incorporacdo das nanoparticulas lipidicas em hidrogeles ¢ também um procedimento
bastante simples. Os componentes do gel sdo misturados e uma dispersdo de nanoparticulas
lipidicas concentrada ¢ adicionada antes de iniciar a etapa de gelificagdao. Neste processo deve
ser usado um agente gelificante neutro. Os electrolitos, como o hidroxido de sodio ou de
potassio, podem destabilizar a dispersdo de nanoparticulas, reduzindo o seu potencial zeta e
ocorrendo a agregacdo das mesmas. Apds a preparacdo do gel, a agregagdo das particulas
deixa de ser um problema, uma vez que as particulas sdo incorporadas na sua rede e tornam-se

fisicamente estaveis (Mehnert et al., 2005).

2.5. Nanoparticulas lipidicas: Aplicacoes topicas

No desenvolvimento de novas formulagdes, o aperfeicoamento das caracteristicas
farmacocinéticas ¢ de elevada importancia. Neste sentido, encontram-se publicados alguns
exemplos de farmacos e formulagdes cujas propriedades beneficiaram com o
desenvolvimento da nanotecnologia (Xia et al., 2007; Souto et al., 2008; Wanga e Thanou,

2010; Doktorovova et al., 2009).

Estudos realizados em células de difusdo de Franz demonstraram uma adequada absor¢ao
transepidérmica de substancias activas como o retinol (Jenning et al., 2000), a isotretionina
(Liu et al., 2007) e glucocorticdides (Sivaramakrishnan et al., 2004; Maia et al., 2000),

quando encapsuladas em SLN.

A libertacao prolongada proporcionada pelas nanoparticulas lipidicas ¢ também vantajosa na
formulagdo de perfumes, tornando o odor persistente ao longo de diversas horas com uma
unica aplicacdo. Comparando este veiculo com as tipicas emulsdes 6leo/dgua, a libertacdo do
odor ¢ retardada (Hommoss et al., 2005; Wissing et al., 2000). Apos 6 horas, 100% do
perfume foi libertado da emulsdo, enquanto apenas 75% do mesmo foi libertado das SLN
(Wissing et al., 2000). A mesma propriedade € também vantajosa na veiculagdo de repelentes

de insectos para administracdo cutanea (Frederiksen et al., 2003).

Recentemente, tem sido estudada a possibilidade da incorporagdo de filtros UV moleculares,

fisicos ou a combinacao de ambos em SLN e NLC (Miiller ef al., 2000; Villalobos-Hernandez
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e Muller-Goymann, 2005; Wissing e Miiller, 2001; Saupe et al., 2003). Devido as suas
propriedades, as nanoparticulas lipidicas actuam como bloqueadores de raios UV. Desta
forma, a inclusdo de filtros solares na matriz das SLN e dos NLC apresenta um efeito
sinérgico (Xia et al., 2007). Este efeito sinérgico permite reduzir o conteido em filtro solar
molecular na formula¢do, mantendo o nivel de proteccdo. Para finalizar, a incorporacdo de
filtros moleculares na matriz de nanoparticulas lipidicas permite obter um perfil de libertagao
prolongado, reduzir a penetracdo dos filtros na pele e, consequentemente, os efeitos

secundarios e os custos da formulagao (Miiller e Wissing, 2002; Souto et al., 2008).

2.5.1. Corticosterdides veiculados por SLN/NLC

A absor¢do percutinea de uma formulacdo de aplicagdo topica contendo glucocorticoides
envolve diversas etapas, tais como a libertagdo do farmaco da formulagdo; a sua penetragao
no estrato cérneo ¢ a permeagdo ou difusdo através do mesmo; a passagem do farmaco por
particdo para a epiderme vidvel e derme; e a difusdo do firmaco até aos receptores de
glucocorticoides, nos quais se liga selectivamente (Cross et al., 2003; Caron et al., 1990). A
eficacia in vivo da formulacdo contendo glucocorticdides depende da biodisponibilidade do
farmaco no seu local de acgdo. A biodisponibilidade ¢, por sua vez, determinada pela
velocidade de parti¢do e transporte através do estrato corneo, processos muito influenciados

pelas propriedades fisico-quimicas do farmaco e do veiculo (Wiedersberg et al., 2008).

Nas células-alvo, queratindcitos e fibroblastos, presentes na epiderme e derme viavel,
encontram-se os receptores de glucocorticoides. Uma vez atingidos os receptores, ndo sé a
biodisponibilidade mas também o tempo de permanéncia e a afinidade do glucocorticoide
determinam a eficacia clinica do mesmo. O processo em questdo ¢ geralmente realizado
através de difusdo passiva, envolvendo uma associacdo rapida e ndo especifica a membrana
celular, seguida de um processo mais lento que conduz a uma ligacao forte do farmaco a

célula (Wiedersberg et al., 2008).

Os efeitos anti-inflamatérios e imunosupressores dos glucocorticdides aparentam ser
maioritariamente mediados pela regulacdo de genes. No citoplasma, os esterdides ligam-se

aos receptores de glucocorticdides, formando um complexo que € rapidamente transportado

44



Vectores Lipidicos para Administragdo Topica de Corticosterdides

para o nucleo. No nucleo, o complexo formado liga-se a regido apropriada de ADN para
estimular ou inibir a transcrigdo e regular o processo inflamatdrio. Os glucocorticoides
aparentam também inibir a transcri¢dao de diversos genes, podendo estes ser responsaveis pela
proliferagdo das células T, precursores da imunidade dependente das células T, ou produtores
de citoquinas pro-inflamatérias, das quais sdo exemplo as interleucinas. O efeito
vasoconstritor dos glucocorticéides contribui para a sua actividade anti-inflamatoria,

diminuindo o eritema (Wiedersberg et al., 2008).

A administra¢do topica de glucocorticoides para o tratamento de doencas de pele requer a
garantia da administragdo de uma dose adequada, na area da pele indicada, prevenindo efeitos
indesejaveis, como a fotossensibilidade, a irritagdo cutanea ou a atrofia da espessura da pele,
causados pela absorcao sistémica dos corticosteréides. No sentido de melhorar a
biocompatibilidade e¢ a biodisponibilidade deste tipo de farmacos, tém sido testadas
formulagdes contendo SLN e NLC (Miiller e Souto, 2008; Pardeike et al., 2009). Usando as
nanoparticulas lipidicas ¢ possivel direccionar a libertacdo do farmaco para a epiderme e
controlar a sua penetracdo, prevenindo os efeitos secundarios dos glucocorticoides

mencionados anteriormente (Doktorovova et al., 2010).

Diversas formulagdes aquosas contendo SLN foram propostas para a administragdo topica de
diversos glucocorticoides, como o propionato de clobetasol (Hu ef al., 2006), a dexametasona

(Xiang et al., 2007) ou a betametasona (Sivaramakrishnan et al., 2004).

O propionato de fluticasona (PF) ¢ um glucocorticoide, com propriedades vasoconstritoras,
anti-inflamatorias e anti-pruriticas recorrentemente formulado em pomadas, logdes ou cremes,
para o tratamento de problemas de pele, como a dermatite atdpica ou a psoriase. Este farmaco,
sendo uma molécula lipofila, ¢ um excelente candidato a incorporacdo em NLC. Em
comparagdo com moléculas menos recentes, a fluticasona tem um menor potencial para
causar efeitos secundarios sistémicos e a sua degradacao forma um produto inactivo, o acido

carboxilico (Spencer e Wiseman, 1997; Doktorovova et al., 2010).
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3. Nanotoxicologia

A nanotecnologia e as suas aplica¢des tém vindo a progredir de forma célere, apresentando
actualmente uma larga variedade de materiais nanoestruturados uteis em areas como a
industria farmacéutica, a medicina ou a cosmética (Holsapple et al., 2005; Shegokar et al.,
2010). Apesar das propriedades fisico-quimicas Unicas atribuidas as nanoparticulas, o seu
impacto na saude humana ¢ ainda bastante imprevisivel, podendo eventualmente ocorrer
novos efeitos toxicos. Desta forma, a nanotoxicologia apresenta uma crescente importancia no
desenvolvimento de veiculos nanométricos (Holsapple et al., 2005; Shegokar et al., 2010).

A avaliagdo da segurancga toxicoldgica da nanotecnologia abrange diversas areas, tais como a
biologia, toxicologia, biologia molecular, bioinformatica quimica, fisica, ciéncias dos
materiais, engenharia e higiene do trabalho, sendo crucial recorrer a criagdo de um campo de

pesquisa multidisciplinar que as combine (Krug e Wick, 2011).

As particulas de maior preocupagdo toxicoldgica correspondem aquelas que possuem
tamanho abaixo dos 100 nm, uma vez que estas apresentam grandes diferengas em relagdo as
particulas com tamanho situadas entre os 200 e os 800 nm (FDA - United States Food and
Drug Administration, 2011). Quando absorvidas sistemicamente, as particulas nanométricas
de maiores dimensdes podem ser captadas por macrofagos e exercem actividade dentro do
mesmo, mas as particulas abaixo dos 150 nm podem ser captadas por qualquer célula, via
pinocitose. A possibilidade das nanoparticulas poderem ser captadas por diversos tipos de
células do corpo, permite que as particulas sejam capazes de exercer ac¢do sob as mesmas, 0

que pode aumentar o nivel de citotoxicidade (Shegokar et al., 2010).

Na avaliacdo toxicologica das nanoparticulas € necessario considerar factores como a
capacidade de entrar nas células através de outros meios de transporte (e.g. pinocitose) € a
relagdo entre a area de superficie em relagdo ao volume, j4 que para a mesma quantidade de
substancia activa absorvida, o organismo entra em contacto com uma quantidade superior de
moléculas. Nestes casos a relacdo dose-efeito ndo pode ser assumida como sendo a mesma

dos veiculos tradicionais (Rabinow, 2005).

O tipo de composto quimico envolvido e a sua conformagdo nao pode ser ignorado, assim

sendo, para assegurar a seguran¢a das formulagdes ¢ importante investigar o potencial efeito
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citotoxico das nanoparticulas em particular, mesmo quando formuladas com lipidos

biodegradaveis (Shegokar et al., 2010; Krug e Wick, 2011).

3.1. Testes Genotoxicos

Os testes bioldgicos que avaliam a toxicidade e genotoxicidade permitem fornecer resultados
passiveis de serem aplicados ao homem, directamente extrapolaveis ou ndo. No caso de nao
serem directamente extrapolaveis, devem, de qualquer modo, fornecer dados precisos sobre
eventuais riscos para o homem. Estes testes devem também ser sensiveis, especificos,
precisos, reproduziveis, adaptaveis a um grande nimero de situagdes praticas, rapidos e pouco

onerosos (Tweats, 1993; in Gaivao, 1999).

A Drosophila melanogaster ¢ um organismo teste muito usado como modelo biolédgico,
salvaguardando preocupagoes fundamentais para a ciéncia e a €tica, o seu uso ¢ recomendado
pelo European Centre for the Validation of Alternative Methods (ECVAM), cujo objectivo é
reconhecer métodos alternativos que reduzam ou substituam o uso de animais de laboratdrio
(Benford et al., 2000). O género D. melanogaster compreende mais de 1700 espécies de
moscas com dimensdes reduzidas, distribuidas por todas as regides do mundo (Béchli, 2006),
alimentando-se de microrganismos presentes em fungos e de vegetais em decomposi¢do
(Carson, 1971). O acentuado dimorfismo sexual no abdomen do adulto ¢ bastante 1util na
realizagdo de testes genotdxicos, permitindo distinguir facilmente os individuos do sexo

feminino e masculino.

Em média, o ciclo de vida, representado pela Figura 8, demora cerca de nove dias a
completar-se. Este inicia-se com um periodo embrionario que ocorre no interior do ovo,
seguido de trés estdgios larvais e uma fase curta de pré-pupa. Durante a fase de pupa, e sob
influéncia hormonal, ocorre lise dos tecidos larvais, dando oportunidade aos tecidos adultos
para se diferenciam a partir dos discos imaginais. A partir da pupa emerge finalmente a mosca

adulta (Blauth, 2005).
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Figura 8 - Ciclo de vida da Drosophila melanogaster (adaptado de UCM).

Epilogando as diversas razdes que tornam tdo util e vantajoso o uso deste organismo, em
estudos genotoxicos, assinala-se o ciclo de vida relativamente curto, cerca de nove dias, com
uma temperatura de 24°C até gerar descendéncia, a elevada reprodutibilidade e a semelhanga
da sua espermatogénese a dos mamiferos (Blauth, 2005; Gaivao, 1999). Deve também ser
referida a excelente caracterizagdo genética das D. melanogaster e o facto de possuirem um
sistema enzimatico microssomal de desintoxicagdo semelhante ao dos mamiferos (Citocromo

P450).

Representando uma poupanga, em termos econdmicos, relativamente a outros sistemas
desenvolvidos em mamiferos, os meios de cultura utilizados apresentam baixo custo e rapida
preparagdo, necessitando de pouco espago para realizar a manutengdo, uma vez que € apenas
necessaria uma camara climatizada com ciclo de luz. Para finalizar o organismo revela um

facil manuseamento, mesmo tendo que se lidar com centenas de individuos (Gaivao, 1999).
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Capitulo II

Parte I — Desenvolvimento e caracterizacao de nanoparticulas lipidicas de propionato de

fluticasona para aplicacao topica

1. Materiais e métodos

A via topica € vantajosa para a administracdo de corticosterdides, como ¢ o propionato de
fluticasona (PF), pois restringe a sua absor¢do a area da pele afectada, evitando os efeitos
secundarios resultantes de uma exposicao sistémica. A selec¢do apropriada dos excipientes
que compdoem uma formulacdo e do seu método de produgdo determinam a eficacia do

farmaco, garantindo também a qualidade e a seguran¢a do mesmo.

Os materiais, métodos e procedimentos descritos neste capitulo tiveram como propoésito o
desenvolvimento e a caracterizagdo de nanoparticulas lipidicas para aplicacao tdpica de
propionato de fluticasona. Com este objectivo e tomando como base o trabalho em
desenvolvimento de uma aluna de investigagdo, realizou-se um lipid screening, avaliando-se a
solubilidade do farmaco em dois lipidos liquidos, Cetiol® HE e Cetiol® LC) ¢ a

compatibilidade de alguns lipidos sélidos com o lipido liquido mais adequado (Cetiol® HE).

1.1. Lipid Screening

De modo a obter um veiculo lipidico nanoestruturado (NLC) avaliou-se a solubilidade do
farmaco escolhido, o propionato de fluticasona, em concentragdes crescentes em dois lipidos

liquidos, o Cetiol® HE (PEG-7 glicerilo-cocoato) e o Cetiol® LC (cococaprilato/caprato).
O Cetiol® HE é um 6leo hidréfilo inodoro, de aparéncia limpida e ligeiramente amarelado.

Este 6leo ¢ frequentemente utilizado como promotor da solubilidade de 6leos essenciais e

farmacos (Cognis carechemicals, Cetiol® HE).
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O Cetiol® LC é um 6leo semi-polar, limpido, de coloragio amarelada e ligeiro odor a gordura,

tradicionalmente, usado como emoliente (Cognis carechemicals, Cetiol® LC).

Para realizar o lipid screening, as preparagdes referidas na Tabela 1 foram realizadas em
matrazes rolhados, com ajuda de uma vareta de vidro e colocadas a 100°C, em estufa.
Posteriormente, analisou-se visualmente o aspecto obtido relativamente a dispersdo do
farmaco no lipido liquido apds diferentes intervalos de tempo, especificamente ao fim de 15,

30, 45, 60 e 75 minutos.

Tabela 1 - Lipid Screening entre o propionato de fluticasona (PF) e o lipido liquido.

Tubos de ensaio Concentracao Lipido Liquido
1 0,3 % 0,003 g ~ Cetiol HE=1,000 g
2 0,3 % 0,003 g Cetiol LC=1,000 g
3 0,5 % 0,005 g Cetiol HE = 1,000 g
4 1,0 % 0,010 g Cetiol HE = 1,000 g

No decorrer do teste de lipid screening, verificou-se que o Cetiol® HE foi o lipido liquido
mais adequado para solubilizar o propionato de fluticasona. Posteriormente, prosseguiu-se
com o screening lipidico, avaliando a compatibilidade entre o lipido liquido seleccionado e
alguns lipidos s6lidos. Para tal, foram colocados a fundir a 100°C, em estufa, 0,9 g de lipido
sélido e 0,1 g de Cetiol® HE, analisando-se visualmente a possivel formagio de uma mistura
homogénea imediatamente apds a fusdo do lipido s6lido com o lipido liquido. A estabilidade
da mistura foi avaliada apos arrefecimento e novamente trés dias depois da realizagdo do

screening lipidico, ndo devendo ocorrer separagdo de fases apds espatulagao.
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Os lipidos solidos testados na compatibilidade com o Cetiol® HE foram os seguintes:

Cutina cP (Vaz Pereira)
Gelucire 50/13 (Gattefoss¢)
Compritol 888 (Gattefossé)
Precirol ATO 5 (Gattefossé)
Imwitor 900 (SASOL)
Imwitor 491 (SASOL)
Witepsol E75 (SASOL)
Softisan 100 (SASOL)
Dynasan 118 (SASOL)
Alcool Cetilico (Acofarma)

Acido Estedrico (Vaz Pereira)

1.2. Preparaciao de placebos com alcool cetilico (Formulacoes A)

A Tabela 2 apresenta a composic¢ao das formulagdes placebos das formulagdes de SLN e NLC

desenvolvidas.

Tabela 2 - Reagentes usados na preparagdo das formulagdes placebos de SLN e NLC.

Reagentes SLN (A,) Reagentes NLC (A,) |
Alcool cetilico Alcool cetilico
(Guinama®)=2,0 g (Guinama®) =18 g
Tween 80=0,50 g Cetiol* HE=0,2 g

Acido colico

) Tween 80=0,50 g
(sal de so6dio) = 0,04 g

Acido colico

Agua ultra pura = 17,46 ¢ (sal de sodio) = 0,04 g

Agua ultra pura= 17,46 g

A formulag¢ao placebo contendo SLN (A;) foi desenvolvida com o alcool cetilico como lipido
solido, permitindo verificar a compatibilidade dos agentes tensioactivos 6leo/agua (acido

colico e Tween 80) com o lipido solido.
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As NLC (A;), cuja composicdo também esta representada na Tabela 2, foram produzidas com
o mesmo lipido sélido, o alcool cetilico, e o lipido liquido utilizado foi o Cetiol® HE.
Analisou-se a compatibilidade de ambos os lipidos com os agentes tensioactivos € a

estabilidade da formulagao.

1.2.1. Procedimento experimental

Ambas as formulacdes placebo foram preparadas segundo o método da microemulsao a
quente descrito por Gasco (1993). O método da microemulsdo, ja referido no Capitulo I,
envolve uma de homogeneizacdo, a uma velocidade elevada, recorrendo-se ao ultra-turrax

T25 IKA®, da fase lipidica com uma fase aquosa contendo um agente tensioactivo 6leo/agua.

Durante a preparacdo das formulacdes placebo utilizaram-se trés goblés devidamente
identificados. O goblé I continha a fase lipidica, o alcool cetilico no caso das SLN (A;) ¢ a
mistura do alcool cetilico com o Cetiol® HE no caso da formulagio de NLC (A,). O goblé II,
igual para ambas as formulagdes (A; e A,), com a fase aquosa, contendo o Tween 80, o acido
colico e 7,46 g de agua ultra pura. O goblé III, também igual para as duas formulagdes,

continha 10,0g de dgua ultra pura.

Os goblés I e II foram aquecidos a mesma temperatura (60/70°C), aproximadamente 10°C
acima do ponto de fusdo do lipido sélido, em placa de aquecimento, permitindo a fusdo do
lipido so6lido. Todas as pesagens foram realizadas em balanga analitica e para o controlo da
temperatura utilizou-se um termémetro digital. Apds a confirmagao da temperatura em ambas
as fases, a fase aquosa foi adicionada a fase lipidica e homogeneizadas durante dez minutos a
uma velocidade de 8000 rpm utilizando o ultra-turrax T25 IKA®. O ultra-turrax foi
pré-aquecido, a uma temperatura 10° C acima do ponto de fusdo do lipido solido, para evitar
que o choque térmico solidifica-se antes do momento indicado para a recristalizacdo. Deste

procedimento, obteve-se uma microemulsdo.

Teoricamente, a microemulsdo s6 se transforma numa nanoemulsdo aquando da quebra das

microparticulas e a recristalizagdo em nanoparticulas.
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A quebra das microparticulas foi realizada através da dilui¢do com agua ultra-pura presente
no goblé III, arrefecida durante cinco minutos no congelador. Posteriormente, colocou-se a
emulsdo no agitador magnético durante 10 minutos para garantir a homogeneidade do

tamanho das particulas.

Ap0s a preparacdao das nanoemulsdes, retirou-se uma amostra de 3,0 pl, medidos com uma
micropipeta de 5,0 ul, para observacdo em microscopio Optico. A formulagdo A; foi
conservada a temperatura ambiente. Quanto a formulacdo A,, ndo foi possivel a
recristalizacdo da formulagdo devido a descida do ponto de fusdo do lipido s6lido abaixo da
temperatura ambiente. A mistura superarrefecida obtida permaneceu por mais dez minutos no
agitador magnético e foi colocada num matraz rolhado no frigorifico, a uma temperatura de

8°C, durante 24 horas de modo a permitir a recristalizagao.

1.3. Preparacio de formulacoes de NLC com Dynasan® (Formulacoes B)

O segundo par de formulagdes (B) apresenta no seu contetido o lipido solido Dynasan® e o
lipido liquido Cetiol® HE (Tabela 3). As formulagdes B, placebo e contendo o propionato de

fluticasona, foram produzidas devido a fraca estabilidade apresentadas pelas formulagdes A.

Tabela 3 - Reagentes usados na preparagdo de formulagdes de NLC contendo farmaco (PF).

Reagentes NLC (B,) Reagentes NLC (B,)
(100 g placebo) (100 g de formulacao com PF)
Dynasan” Dynasan®
(SASOL™)=9,0 g (SASOL®)=9,0 g
Cetiol*HE=1,0 g Cetiol® HE = 0,988 g
Lutrol® F68 (BASF)=2,50 g PF a 0,12 mg/ml = 0,0120 g
Agua ultra pura=87,5 g Lutrol® F68 (BASF)=2,50 g
Etanol absoluto = 4,0 ml Agua ultra pura=87,5 g
Etanol absoluto = 4,0 ml
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1.3.1. Procedimento experimental

As formulagdes com NLC (B) referidas foram produzidas de modo semelhante ao
procedimento descrito anteriormente, ou seja, segundo uma adaptagdo do método da

microemulsao a quente descrito por Gasco (1993).

Para tal, foram utilizados dois goblés devidamente identificados e todas as pesagens
efectuadas em balanga analitica. O goblé I continha a fase lipidica com o lipido sélido
Dynasan® e o lipido liquido Cetiol® HE. O goblé II continha a fase aquosa, constituida por
agua ultra-pura e o agente tensioactivo o6leo/dgua, o Lutrol® F68 (poloxamer 188),
seleccionado como ideal para estabilizar as formula¢des B, de acordo com os resultados de
diversos trabalhos publicados (Kumar et al., 2007; Chen et al., 2006; Suresh et al., 2007). No
caso das NLC contendo o farmaco (B,), o propionato de fluticasona foi previamente
dissolvido no lipido liquido em estufa a 100°C. Os goblés I e II foram aquecidos a mesma
temperatura (60/70°C), em placa de aquecimento, permitindo a fusdo dos lipidos. Apods a
confirmagdo, com termometro digital, que ambas as fases estavam a mesma temperatura, estas
foram misturadas e homogeneizadas, a uma velocidade de 8000 rpm, durante vinte minutos,
utilizando o ultra turrax T25 IKA®. Tal como no procedimento anterior, o ultra turrax foi pré-
aquecido 10°C acima do ponto de fusdo do lipido sélido, evitando o choque térmico. A
emulsdo foi colocada no agitador magnético até que a temperatura descesse abaixo dos 30°C.
Este arrefecimento foi controlado com o termometro. Quando a temperatura da preparacao foi
inferior aos 30°C, adicionou-se o etanol absoluto que permitiu a quebra das particulas, tal

como a agua fria utilizada no procedimento anterior.

Durante os 30 minutos posteriores, a formula¢do permaneceu no agitador magnético para
arrefecer até a temperatura ambiente e garantir a homogeneidade do tamanho das particulas.
Depois da preparagdao das formulagdes, uma amostra de 3,0 pl das preparacdes foram
medidas, usando uma micropipeta de 5,0 pl, para observacdo em microscopio Optico. As

formulagdes B foram conservadas a temperatura ambiente, em matrazes rolhados.
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1.4. Caracterizacio das particulas

As particulas das formulacdes A e B foram caracterizadas por espectrofotometria de
correlagdo fotonica (PCS Malvern Zetasizer Nanoseries), realizada a 25°C. As amostras foram
previamente diluidas com &gua ultra-pura para a analise ocorrer num intervalo de

concentragdes aceitavel. Todas as determinagdes foram realizadas em triplicado.

Os parametros avaliados nesta analise foram o diametro médio da particula (Z-average) e o
indice de polidispersao (PI), que representa o grau de homogeneidade do didmetro das
particulas. O PI pode variar entre 0, quando todas as particulas da dispersdo apresentam
aproximadamente o mesmo tamanho, ¢ 1, quando o didmetro médio das particulas é bastante
heterogéneo. A caracterizagdo morfoldgica das particulas ¢ extremamente importante para
confirmar que a formulagdo preparada se encontra dentro dos pardmetros propostos e para

avaliar a estabilidade fisica da mesma.

1.5. Testes toxicologicos em Drosophila melanogaster

As formulag¢des contendo as nanoparticulas lipidicas, apesar de serem biocompativeis e
biodegradaveis, devem ser alvo de avaliacdo toxicologica, de modo a prever alguma
citotoxicidade associada aos constituintes da fase aquosa, como os agentes tensioactivos €

conservantes (Souto et al., 2008).

Tal como ja foi referido anteriormente, a Drosophila melanogaster ¢ um organismo teste
muito usado como modelo bioldgico, uma vez que muitos dos mecanismos genéticos
demonstrados no homem foram primeiramente descritos neste insecto e, também, pelo facto
de todos os seus genes ja terem sido mapeados (Panizzi e Parra, 1991). As caracteristicas da
D. melanogaster, a abundante morfologia adulta e embrionaria, a complexidade fisiologica, o
comportamento estereotipado e a variedade de adaptacdes ecoldgicas, sdo igualmente razdes
que contribuem para a expansao da sua utilizagdo a nivel da investigagao genética (Molnar et

al., 2006).
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Outro factor importante ¢ o dimorfismo sexual acentuado no abdémen do adulto. Enquanto as
fémeas apresentam um abdémen de maiores dimensdes com uma alternancia tipica de listas
claras e escuras, os machos apresentam a extremidade do abddémen negra devido a

coalescéncia dos segmentos terminais.

No entanto, as diferencas ndo sdo claras nos individuos recentemente eclodidos da pupa

devido a fraca pigmentacgdo (Figura 9).

Figura 9 — Dimorfismo sexual na Drosophila melanogaster: A fémea apresenta-se a
esquerda, com maiores dimensdes € o macho a direita, menor, € com o abddémen escuro

(imagem observada e fotografada a lupa).

A toxicidade das formulagdes B, ou seja, as dispersdes de NLC contendo Dynasan® como

lipido solido, foi avaliada utilizando a Drosophila melanogaster.
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Para a execucdo dos referidos testes toxicologicos, utilizaram-se os reagentes e o material

biologico descritos pela Tabela 4.

Tabela 4 - Descricdo dos materiais, reagentes e material biologico usados nos testes

genotoxicos.

Reagentes . Material Biolégico

Levedura Drosophila melanogaster

Acucar

Agar-agar
NaCl (Sal)

Formulagao

Placebo e NLC

Eter sulftrico

Dynasan

1.5.1. Preparacio do meio de crescimento

Numa panela, dissolveu-se, em placa de aquecimento, 18,0 g de agar-agar em 1000,0 ml de
agua destilada, mexendo-se lentamente com uma colher de pau. Posteriormente, dissolveu-se
na solu¢do 150,0 ml de sacarose. Num goblé, dissolveu-se a frio e separadamente entre 125 a
150 g de fermento de padeiro (alimento da Drosophila melanogaster) em 500,0 ml de agua
destilada, que depois se adicionou lentamente a mistura da panela. Apds o ponto de ebulicdo,
mexeu-se a mistura, durante um periodo de 20 minutos com a colher de pau, para que o agar-
agar cozesse bem, sem ocorrer separacao de fases. Por fim, retirou-se do lume e adicionou-se
7,5 ml de acido propidnico, que actua como agente antifungico. Todas as medidas foram
efectuadas utilizando proveta de vidro e para a pesagem foi utilizada uma balanga

semi-analitica.
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1.5.2. Preparacao dos frascos com as amostras

Para que seja possivel construir uma recta de regressdo linear e atribuir um significado
relativamente a toxicidade da formulagdo, devem ser testadas varias concentragdoes de
farmaco e placebo em duplicado. A Tabela 5 indica os volumes de cada componente a
transferir para cada frasco de vidro de 200,0 ml. Segundo esta tabela, as amostras foram
diluidas com agua destilada para perfazer um volume final de 5,0 ml, calculando-se a
concentracdo de farmaco presente em cada frasco. Posteriormente, a mistura foi dispersada,
agitando-se cuidadosamente, em 25,0 ml de meio de crescimento previamente introduzido no

frasco. Os volumes apresentados foram medidos utilizando micropipetas de 10,0; 100,0 e

1000,0 pl.

Tabela 5 - Volumes medidos dos varios constituintes ¢ a concentragdo do PF.

Volume de agua

Volume de Volume de meio de Concentracao de PF
destilada
amostra (ml) crescimento (ml) (mg/ml)
(ml)
(Branco)
1,0 4,0 25 0,024
3,0 2,0 25 0,072
5,0 0,0 25 0,12

Sendo o procedimento, igual para as amostras de placebo e de formulagdo com farmaco, apos
a solidificagdo do meio de crescimento com a amostra nele dispersada, foram adicionados 30

casais de moscas D. melanogaster em cada frasco de amostra.

1.5.3. Ensaio de genotoxicidade nas moscas adultas

Para conseguir colocar os 30 casais de moscas nos respectivos frascos teste, as Drosophilas
melanogaster foram imobilizadas através de uma breve anestesia (30 a 40 segundos) com
vapores de éter sulfirico num eterizador. Desta forma € possivel colocar as moscas num papel

branco para as contar e separar por sexo de acordo com o dimorfismo sexual.

58




Vectores Lipidicos para Administragdo Topica de Corticosterdides

Os insectos foram observados com ajuda de uma lupa e manipulados com uma pinga € um

pincel guache n° 2 para evitar danos na sua integridade fisica.

As moscas, Drosophila melanogaster, foram depositadas nas paredes dos frascos teste, que
permaneceram deitados na bancada até que as moscas recuperassem da anestesia, evitando
que estas ficassem coladas ao meio de cultura. Durante o tempo da anestesia dos insectos, 0s

frascos foram devidamente rolhados com algodao cardado e hidrofilo.

As fémeas dos 30 casais de D. melanogaster ja se encontravam previamente fecundadas,
estando os machos presentes para que estas ndo sofram alteracdes comportamentais ¢ nao
deixem de por os seus ovos. Apdés uma semana de incubamento a temperatura ambiente,
foram retirados os casais de forma a permitir o desenvolvimento da descendéncia durante a
semana seguinte. No final das duas semanas, contou-se a descendéncia viva gerada,
procedendo-se a anestesia, manipulacdo e contagem de acordo com as especificagdes

referidas anteriormente.
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Parte II — Apresentacio e discussdo dos resultados obtidos

1. Lipid Screening

A Tabela 6 apresenta os resultados obtidos no screening dos dois lipidos liquidos testados no
sentido de verificar a compatibilidade com o propionato de fluticasona. De acordo com a
Tabela 6, verificou-se que o farmaco é soltvel no lipido liquido Cetiol® HE. As concentragdes
de farmaco para as quais foi possivel a sua dissolugdo no lipido liquido foram de 0,3% e
0,5%, obtendo-se nestes casos uma mistura visualmente homogénea, sem formacdo de

precipitado, mesmo ap0s arrefecimento a temperatura ambiente.

Tabela 6 — Solubilidade de diversas concentragdes do PF nos lipidos liquidos Cetiol® LC e

Cetiol® HE (o [-] figura formacdo de precipitado e o [+] indica obtencdo de mistura

homogénea).
IRILGT 75
15 Minutos 30 Minutos 45 Minutos 60 Minutos
de ensaio Minutos

Cetiol® LC Nio foi

[PF] = 0,3% testado

Cetiol® HE Nao foi
- + + +

[PF] =0,3% testado

Cetiol® HE Nio foi
- = + +

[PF] = 0,5% testado

Cetiol® HE

[PF] =1,0%

Para analisar e compatibilidade entre os lipidos, a fusdo dos lipidos sé6lidos e liquido deve
originar, apos solidificagdo, uma mistura homogénea, com boa adesividade as paredes do tubo
de ensaio. Adicionalmente, os lipidos fundidos devem ser suficientemente estdveis para se
manterem numa mistura homogénea apds espatulagdo e durante o maior periodo de tempo

possivel.

Atendendo as especificagdes referidas e pela andlise da Tabela 7, os lipidos que se revelaram

compativeis com o Cetiol® HE foram o Dynasan® 118 e o alcool cetilico.
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Apesar do alcool cetilico ndo ter formado uma mistura homogénea com o Cetiol® HE
aquando da solidificacdo, apds espatulacdo, a mistura tornou-se homogénea, mantendo-se

estavel durante os trés dias avaliados pelo screening de compatibilidade.

Tabela 7 - Resultados do screening de compatibilidade de lipidos (o [-] indica separagdo de

fases, o [+] indica obten¢do de mistura homogénea).

Lipidos sélidos Imediatamente Depois de solidificar Trés dias depois

Cutina cP + - -
Gelucire 50/13
Compritol 888
Precirol ATO 5

Imwitor 900

Imwitor 491

Witepsol E75
Softisan 100

Dynasan 118

Alcool Cetilico

o e S S ) N (RS (Y S s

Acido Estearico

2. Preparacio de SLN e NLC placebo com alcool cetilico (Formulacdes A)

As Figuras 10 e 11 apresentam respectivamente as formulagdes placebos de SLN e NLC
(Formulagdes A), contendo alcool cetilico como lipido sélido, formulados pelo método da
microemulsdo a quente. Estas foram obtidas através da maquina fotografica digital (Nikon
Coolpix 995) acoplada ao microscopio Optico composto, cujo poder de resolugdo (distancia

minima necessaria entre dois pontos para que estes possam ser distinguidos) ¢ de 200 nm.

Para a formulagdo placebo de SLN (A), obtiveram-se particulas aparentemente pequenas e
homogéneas mas ligeiramente aglomeradas (Figura 10). A formulagdo placebo de NLC (A,),
com o mesmo lipido solido e Cetiol® HE, ndo originou uma formulagdo branca de aspecto

leitoso como a anterior.
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Neste caso ndo ocorreu a recristalizacdo da formulagdo, mesmo apos 24 horas armazenada a
uma temperatura de 8°C, razdo pela qual ndo foram observadas particulas ao microscopio
optico (Figura 11). Uma possivel explicagdo reside no facto do lipido liquido poder ter
provocado uma descida do ponto de fusdo do lipido sdlido abaixo da temperatura ambiente.
Esté descrito na literatura cientifica que o uso de lipidos de cadeia média ou de baixo ponto de
fusdo, como ¢ o caso do alcool cetilico (49°C), origina uma mistura superarrefecida (Wissing

et al., 2001;Wissing e Miiller, 2002; Souto e Miiller, 2008).

Figura 10 - Formulagdo placebo de SLN: imagem observada ao MOC com ampliagdo de
40x.
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Figura 11 - Formulacio placebo de NLC: Imagem observada ao MOC com ampliagdo de

40x.

A estabilidade fisica das formulagdes A foi avaliada uma semana depois da sua produgao por
analise visual do aspecto da dispersdo. As formulagdes placebo de nanoparticulas lipidicas
apresentaram-se perfeitamente estaveis, nao ocorrendo separacdo de fases. No entanto, 15
dias apos a sua preparagdo, as formulagdes revelaram a sua fraca estabilidade, observando-se
duas fases distintas no recipiente de acondicionamento. A falta de estabilidade pode estar
relacionada com uma homogeneidade reduzida das particulas obtidas, parametro cujos

resultados serdo oportunamente referidos na caracterizagdo das particulas (Souto ef al., 2007).

3. Preparacio de formulacées NLC com Dynasan® (Formulacies B)

As formulagdes A, preparadas com o alcool cetilico, ndo apresentaram uma estabilidade
satisfatoria, uma vez que ocorreu separacdo de fases 15 dias apds a sua preparacdo.
Atendendo a estes resultados preliminares, foram desenvolvidas novas formulagdes de NLC
(formulacdes B) contendo o Dynasan®, outro lipido sélido compativel, com o lipido liquido,
Cetiol® HE. De acordo com os resultados de diversos trabalhos publicados na literatura
cientifica seleccionou-se o poloxamer 188 (Lutrol® F68) como agente tensioactivo para

estabilizar as formulagdes B (Kumar et al., 2007; Chen et al., 2006; Suresh et al., 2007).
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De acordo com a Figura 12 (a), a formulacdo placebo de NLC (B;) apresentou particulas de
tamanho pouco homogéneo e bastante aglomeradas, resultando portanto numa formulagao
mais cremosa. A formulacdo de NLC contendo propionato de fluticasona (B,), representada
na Figura 12 (b), revelou a presenca de particulas semelhantes, embora aparentemente mais

homogéneas, quando observadas ao microscopio optico.

A Figura 13 apresenta os cristais de propionato de fluticasona, obtidos pela observagao de
uma gota da solu¢do contendo 0,12 mg/ml de firmaco dissolvido em Cetiol® HE. A
concentragdo em farmaco ¢ a mesma presente na formulagcdo de NLC contendo propionato de
fluticasona (B;). Uma vez que na preparacdo B,, Figura 12 (b), ndo foram observados ao
microscopio Optico cristais de propionato de fluticasona, supostamente o farmaco esta
incorporado nas particulas lipidicas produzidas. As imagens apresentadas foram também
obtidas através da maquina fotografica digital (Nikon Coolpix 995) acoplada ao microscopio

optico composto.

Figura 12 - Formulac¢ées de NLC: a) Formulagdo B; b) Formulagdo B, (imagens observadas

ao MOC com ampliacdo de 40x).
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Figura 13 - Cristais do propionato de fluticasona: imagem observada ao MOC com

ampliacao de 40x.

A estabilidade das formulagdes foi avaliada uma semana e quinze dias apos preparagdo e
armazenamento em matraz rolhado a temperatura ambiente ndo se verificando a ocorréncia de

separacao de fases no recipiente de acondicionamento.

4. Caracterizacao das particulas

As formulacdes preparadas foram sujeitas a caracterizacdo morfoldgica das particulas através

da espectrofotometria de correlagdo fotonica.

Com os varios constituintes utilizados e com o método de preparacdo empregue nao se
conseguiu preparar nanoparticulas, uma vez que o tamanho médio das particulas obtido para
todas as formulagdes preparadas foi superior a 1000 nm (Moghuimi et al., 2005). No entanto,
pela observacao das figuras abaixo apresentadas (Figuras 14, 15, 16 e 17) e pela analise do
indice de polidispersdao das diferentes formulacdes, o tamanho das particulas ndo ¢

homogéneo.
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Assim, identificam-se para as formula¢des A, B; e B, (Figuras 15, 16 e 17) algumas
populacdes contendo particulas de tamanho nanométrico, ndo sendo possivel distinguir se
estas representam nanoparticulas, microorganismos, sujidade ou algum dos constituintes da

formulagao.

Em relagdo as formulagdes placebo A, contendo o dalcool cetilico como lipido solido,
obteve-se um tamanho médio de particula de 2850 nm e um indice de polidispersao de 0,0314
para a formulacdo A;. Relativamente a formulagdo A,, o tamanho médio das particulas
lipidicas obtidas foi de 600,1 nm, apresentando um indice de polidispersao de 0,629.
Considerando que o indice de polidispersdo pode assumir valores entre 0, quando todas as
particulas t€ém aproximadamente o mesmo tamanho, ¢ 1, quando o didmetro das particulas
medidas ¢ bastante heterogéneo, pode afirmar-se que a formulagdo A;, apesar de apresentar
graficamente duas populagdes de particulas, possui um tamanho de particula relativamente
homogéneo. As Figuras 14 e 15 representam o volume de distribui¢ao das particulas lipidicas

de acordo com o respectivo tamanho de particula das formulagdes A.

Volume de distribuicao (%)

25

%

20

15

10

1,0E-01 1,0E+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04

tamanho de particula (nm)

Figura 14 - Analise por espectrofotometria de correlaciio fotonica: formulagio placebo de
SLN contendo alcool cetilico (A;), ao fim de 7 dias de armazenamento a temperatura

ambiente.
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2 Volume de distribuicdao (%)
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Figura 15 - Analise por espectrofotometria de correlagcio foténica: formulacio placebo de
NLC contendo alcool cetilico (A;), ao fim de 7 dias de armazenamento a temperatura

ambiente.

Em relagdo as formulagdes B, apresentadas pelos graficos das Figuras 16 ¢ 17, o didmetro
médio das particulas para B; foi de 3009 nm e para a formulacdo B, foi de 1105 nm. Os
respectivos indices de polidispersdo foram de 1 e 0,796. Pela interpretacdo dos resultados
obtidos, confirma-se a auséncia de nanoparticulas e a heterogeneidade das particulas presentes
nas formulagdes, uma vez que o valor de indice de polidispersao obtido para as duas foi

bastante elevado.

)5 Volume de distribuicao (%)

%

20
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10

5

0 -
1,0E-01 1,0E+00 1,0E+01 1,0E+02 1,0E+03 1,0E+04
tamanho de particula (nm)

Figura 16 - Analise por espectrofotometria de correlacido fotonica: formulagao placebo de

NLC contendo Dynasan® (B,), ao fim de 7 dias de armazenamento a temperatura ambiente.
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Figura 17 - Analise por espectrofotometria de correlagcio foténica: formulacdo com PF de

NLC contendo Dynasan® (B,), ao fim de 7 dias de armazenamento a temperatura ambiente.

5. Testes toxicologicos em Drosophila melanogaster

Analisando os resultados obtidos no ensaio da avaliacdo da genotoxicidade (Tabela 8),
demonstrada pela descendéncia viva das moscas expostas a formulacio placebo de NLC, B,
as concentragdes testadas ndo demonstraram toxicidade para a descendéncia dos casais de

Drosophila melanogaster.

Tabela 8 - Sobrevivéncia da descendéncia relativamente a formulacao placebo de NLC.

Réplica 1 Média
Volume de amostra Réplica 2 (n°
(n° descendéncia (n° descendéncia
testado (ml) descendéncia viva)
viva) viva)
0,0
202 198 200
(Branco)
1,0 134 167 151
3,0 166 201 184
5,0 131 154 143
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De acordo com a Tabela 8, a média de descendéncia originada ¢ pouco variavel, entre 143 e
200 individuos, ndo se verificando qualquer padrdo indicativo de correlagdo linear entre a
descendéncia viva originada e o volume de amostra testado. Tendo em conta os resultados
obtidos e a reduzida dimensdao da amostra, ndo ¢ possivel comprovar uma relagao directa

dose/efeito toxico para a formulagdo placebo NLC contendo Dynasan®.

Apesar de previstos, uma vez que as formulagdes testadas foram produzidas com lipidos
semelhantes a composicdo da pele, os resultados permitem também despistar uma eventual

citotoxicidade associada a fase aquosa das formulagdes contendo os agentes tensioactivos.

Segundo os resultados demonstrados pela Tabela 9, para a formulacdo B,, contendo o
propionato de fluticasona, os valores de descendéncia sdo bastante estaveis (143 a 200
individuos). No entanto, observou-se uma diminui¢do média de 151 individuos entre o branco
(0,0 ml de amostra com 0,0 mg/ml de propionato de fluticasona) e as restantes concentragdes

utilizadas de farmaco.

Tabela 9 - Sobrevivéncia da descendéncia relativamente a formulagdo de NLC com PF.

Volume de Concentracio Réplica 1 Réplica 2 Média
amostra testado de PF (n° descendéncia  (n° descendéncia (n° descendéncia
(ml) (mg/ml) viva) viva) viva)

0,0 (Branco) 0,0 329 339 334
1,0 0,024 186 169 177
3,0 0,072 187 209 198
5,0 0.12 177 173 175

A Figura 18 representa o grafico da dispersdo da descendéncia viva em funcdo da
concentragdo de farmaco para a formulagdo B,. Pela andlise do grafico confirma-se uma
possivel citotoxicidade da formulagdo, nas concentragdes testadas, para a Drosophila
melanogaster, pois observa-se uma diminui¢do do numero de individuos vivos com o
aumento da concentracdo em propionato de fluticasona. Ao interpretar os resultados obtidos,
verifica-se que a presen¢a do propionato de fluticasona esta aparentemente associada ao
aumento da genotoxicidade, devido a diminui¢do média de moscas adultas entre o branco e as

restantes amostras. De forma a avaliar a genotoxicidade das formulagcdes NLC com maior
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rigor cientifico, seria necessario o recurso a mais amostras, com concentragdes mais elevadas

€ um maior nimero de réplicas.
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Figura 18 — Grafico de dispersao da descendéncia viva em funcdo da concentracio de

propionato de fluticasona para a formulacido de NLC contendo o farmaco (B,).
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Capitulo 111

Conclusao

Este trabalho visava a produ¢do de um veiculo lipidico nanoestruturado (NLC) destinado a
aplicacdo topica do propionato de fluticasona. Este estudo foi realizado sem éxito, apesar de
comprovado que o farmaco ¢é solivel no lipido liquido utilizado, Cetiol® HE, até

concentragoes de 0,5%.

Os lipidos utilizados no primeiro par de formulagdes produzidas, o Cetiol® HE e o alcool
cetilico, foram seleccionados com base nos resultados do lipid screening de compatibilidade
previamente realizado. Com os métodos e materiais aplicados foi obtida uma mistura
superarrefecida, concluindo-se que para preparar os NLC com os lipidos em questdo deve
realizar-se uma selec¢do cuidadosa do agente tensioactivo, ajustando de forma adequada a sua

concentracao.

A reduzida estabilidade alcangada para as formulagdes placebos contendo SLN e NLC,
impulsionou o desenvolvimento de uma nova formulacao, contendo como lipido sélido o
Dynasan®, também compativel com o Cetiol® HE. Apesar de ser mais estivel, a nova
associacgdo de lipidos e tensioactivos resultou numa formulagdo mais cremosa, sem presenca

de nanoparticulas e contendo diferentes populacdes de particulas.

Para os volumes de formulagdes NLC, contendo Dynasan®, testados no ensaio de
genotoxicidade realizado em Drosophila melanogaster, nao foi possivel estabelecer
correlagio dose/efeito toxico entre a formulagio placebo de NLC, preparada com o Dynasan®,
e a descendéncia de Drosophila melanogaster gerada. No entanto, para a formulagdo
contendo farmaco confirma-se a existéncia de genotoxicidade associada a presenca do
propionato de fluticasona. Para retirar conclusdes com maior rigor cientifico acerca da
genotoxicidade das formulacdes, deviam ser realizados novos ensaios, utilizando um maior

numero de amostras, com concentragdes mais elevadas e maior nimero de réplicas.

As nanoparticulas lipidicas tém um notavel leque de propriedades, demonstrando elevado
controlo da penetragao de substancias na pele. Este veiculo ndo aparenta representar um

perigo toxico, podendo ser usadas com seguranca em dermofarmécia e cosmética, para
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satisfazer diferentes finalidades. Apesar de tudo, no campo da toxicologia, estes veiculos ndo

devem deixar de ser considerados como uma nova classe de materiais.
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