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Resumo

As formas farmacéuticas convencionais possuem inconvenientes que incluem baixa
biodisponibilidade, baixa estabilidade in vivo, baixa solubilidade e absor¢do intestinal,
dificuldades na entrega sustentada e direcionada para o local de agdo, fraca eficacia
terapéutica, efeitos laterais, e causam flutuagdes na concentracdo plasmatica que, por
via disso, ou fica abaixo da minima eficaz, ou excede a terapéutica segura. A
nanotecnologia surge como uma abordagem alternativa para superar estes desafios,
através do desenvolvimento e fabrico de nanoestruturas que podem vir a funcionar

como as formas farmacéuticas do futuro.

Desde a tltima década do século XX, varios grupos investigam cépsulas transportadoras
obtidas por automontagem de polieletrolitos. Essas capsulas de dimensdo nanométrica
sdo fabricadas pela técnica de deposi¢do camada a camada de polieletrdlitos com base
em interacdes eletrostaticas sobre um molde esférico que ¢ subsequentemente removido.
Sdo extremamente versateis na sua constru¢cdo podendo incorporar moléculas para
interagirem com recetores celulares especificos por forma a atuarem somente no local
alvo. O seu carregamento com a molécula de interesse ¢ facilmente levado a cabo e a
libertagdo do farmaco pode também ser facilmente modulada por diversos estimulos
quimicos, fisicos e bioldgicos. Estas nanocdpsulas tém também a vantagem de
possuirem alta eficiéncia de encapsulagdo do farmaco, baixo teor de excipiente em
comparagdo com as formas farmacéuticas convencionais, protecdo da substincia
incorporada através do involucro polimérico contra fatores de degradacgdo tais como pH
e luz, e a reducdo da irritagdo dos tecidos vivos, também devido ao involucro
polimérico. Em suma as nanocépsulas obtidas por montagem camada a camada com
base em interagdes eletrostaticas parecem reunir todas as caracteristicas necessarias para
resolver dois grandes problemas de uma forma farmacéutica: entregar o agente

terapéutico num local especifico, durante um periodo de tempo também especifico.

Ja foram desenvolvidos estudos para utilizagdo de nanocéapsulas obtidas por
automontagem com base em interacdes eletrostaticas para os mais variados tipos de
substancias ativas e das mais diversas classes, desde anti-inflamatérios a

antineoplasicos, passando por antidiabéticos e ADN. Estes estudos ja realizados
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parecem indicar que a utilizagdo das nanocéapsulas para libertagdo controlada de
substancias ativas pode oferecer inimeras vantagens em relagdo as formas de dosagem
convencionais, uma vez que podem aumentar a atividade terapéutica dos farmacos e, ao
mesmo tempo, diminuir os seus efeitos secundarios, reduzindo assim o nimero de doses

necessarias durante o tratamento.

Antevé-se assim, que estes novos métodos de libertagdo de farmacos possam permitir as
empresas farmacéuticas reformular medicamentos existentes no mercado, alargando
assim a vida dos produtos, melhorando o seu desempenho, aceitabilidade, aumentando a
eficacia, bem como a seguranca e aderéncia do paciente e, consequentemente reduzir os
custos dos cuidados de saude. Podem ainda ser de grande utilidade no tratamento de

doencas cronicas como o cancro, SIDA e a diabetes.

Palavras-chave: camada por camada, nanocépsulas, entrega de farmacos, libertagdo

controlada, nanotecnologia.
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Abstract

Conventional dosage forms have several drawbacks including low bioavailability, low
in vivo stability, poor solubility and intestinal absorption difficulties in sustained and
targeted delivery to the site of action, weak therapeutic efficacy, side effects, and cause
fluctuations in the plasma concentration that, make it fall below the minimum effective,
or exceed the safe therapeutic level. Nanotechnology appears as a promising approach
to overcome these challenges through the development and manufacture of

nanostructures that may function as dosage forms of the future.

Since the last decade of the twentieth century, several research groups focused their
efforts to the development of capsule carriers obtained by self-assembly of
polyelectrolytes. These nanoscale capsules are manufactured by the technique layer-by-
layer deposition of polyelectrolytes based on electrostatic interactions over a spherical
template, which is subsequently removed. They are extremely versatile in its
construction and may incorporate molecules to interact with specific cellular receptors
in order to act only at the target site. The loading with the molecule of interest is easily
carried out and the drug release can also be easily modulated by different biological,
chemical and physical stimuli. These nanocapsules have also the advantage of having
high drug encapsulation efficiency, low content of excipient, compared to the
conventional pharmaceutical forms, protecting the incorporated substance through the
polymeric shell against degradative factors such as pH and light, and reduced irritation
of living tissues, also due to the polymeric shell. In short, nanocapsules obtained by
assembling layer by layer based on electrostatic interactions seem to meet all the
necessary features to solve two major issues in a pharmaceutical form: to deliver the

therapeutic agent at a specific location and for a specific period of time.

Studies have been developed in order to assess the use of nanocapsules obtained by self-
assembly based on electrostatic interactions as carriers for various sorts of active
substances and of different therapeutic classes, including, for example, anti-
inflammatory, anticancer, antidiabetic and DNA. These studies seem to indicate that the
use of nanocapsules for the controlled release of active substances may offer numerous

advantages over conventional dosage forms, since they can increase the therapeutic

III
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activity of the drugs decreasing, at the same time their side effects, thereby reducing the

number of doses needed during treatment.

So it is predictable that these new methods of drug delivery can enable pharmaceutical
companies to reformulate existing drugs on the market, thus extending the life of
products, improving their performance, acceptability, increasing the effectiveness and
safety and adherence patients and consequently reduce the costs of health care. They

may also be useful in the treatment of chronic diseases like cancer, AIDS and diabetes.

Keywords: Layer-by-layer, nanocapsules, drug delivery, controlled release,

nanotechnology.
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PLA - poli (4cido lactico)

PLL - poli (L-lisina)

PMLA - poli (4cido alfa-B-L-maélico)

PMA - poli (4cido metacrilico)

PNIPAM - poli (N-isopropil acrilamida)

PS — poliestireno

PSS - poli (estirenosulfonato)

PTX - paclitaxel

PVP — poli (vinilpirrolidona)

PVPON - poli (N-vinilpirrolidona)

PVPONAIK - poli (N-vinilpirrolidona) funcionalizado com alquinos
PVS - poli (vinil sulfato)

RM - ressonancia magnética

RPL’s - rubella-like particles

SIDA — sindrome da imudodeficiéncia adquirida

Si0O; — dioxido de silicio

SH — cisteina

SLN — nanoparticulas lipidicas s6lidas

Tf — temperatura de fusdo

XVI
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Tg — temperatura de transi¢do vitrea
UV — ultravioleta

VB — vinil-benzil

WSC — quitosano soliivel em 4gua

Y G- Fluoresbrite® marcador fluorescente

XvIl
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I. Introducao

O presente trabalho submetido como tese de conclusdo de ciclo para a obtengdo do grau
de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas, teve como objetivo apresentar o estado da arte no
que se refere a producdo e utilizacdo de nanocapsulas obtidas por automontagem
eletrostatica como sistemas de libertacdo controlada de farmacos. Como se podera
verificar pela leitura do mesmo, a produgdo de sistemas manoscdpicos para libertagdo
controlada de farmacos ¢ uma area recente e de extrema importancia no dias que correm
nas areas farmacéutica e médica, uma vez que se supde vir a permitir ultrapassar
barreiras e limitagdes impostas a certos farmacos, tanto na sua formulag¢do, com durante
o seu transporte e libertacdo no organismo, aspeto essencial no tratamento de algumas
doencas que tém um grande impacto negativo na nossa sociedade, principalmente

doencas oncologicas.

Os desenvolvimentos recentes na industria farmacéutica levaram a descoberta de novos
farmacos que visam doencas especificas, desordens genéticas e cronicas (Branco and
Schneider, 2009). Devido as limitagdes de biodisponibilidade e formulacdo, associadas
com as formas farmacéuticas convencionais, houve a necessidade de desenvolver novas
técnicas, e/ou melhorar as j& existentes, para formular e os libertar no organismo, em
locais especificos e em doses desejaveis, maximizando a sua biodisponibilidade e
diminuindo o risco de reagdes adversas inesperadas (Branco and Schneider, 2009,

Habibi et al., 2011, Johnston et al., 2006).

Os avangos na nanotecnologia poderdo vir a representar um avango enorme neste
campo, proporcionando uma via com grande potencial para o desenvolvimento de
novos materiais com precisdo molecular, que permitem fabricar dispositivos de
libertagdo de farmacos em nanoescala que integram o reconhecimento molecular e
entrega num local especifico (Labouta and Schneider, 2010). Estes novos materiais t€ém
geralmente tamanhos que variam entre 5-10 nm, podendo ir at¢é um maximo de
aproximadamente 1000 nm, apesar da escala normalmente obtida ser entre 100-500 nm

(Mora-Huertas et al., 2010).
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Estes sistemas a escala nanométrica mostram-se promissores como vetores ativos,
devido a sua capacidade de transportar, proteger e libertar farmacos, a sua dimensao
subcelular permitir uma carga relativamente mais elevada do que outros sistemas,
poderem melhorar a estabilidade das substancias ativas, e serem biocompativeis com o
tecido e células, quando sintetizados a partir de materiais que sd@o biocompativeis ou

biodegradaveis (Mora-Huertas et al., 2010).

A capacidade de introduzir moléculas bioativas em recipientes de escala micro/nano
tem, por todos os motivos que acabaram de ser referidos, atraido grande atengdo nestes
ultimos anos por parte de diversos grupos em todo o mundo (Habibi et al., 2011).
Assim, diversos sistemas de libertagdao controlada na escala micro e nano tém vindo a
ser investigados, nomeadamente nanocapsulas, nanoparticulas poliméricas, lipossomas,
dendrimeros, nanoparticulas lipidicas solidas, micelas, nanoparticulas metélicas e

nanomateriais de carbono (Ariga et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

Dos diferentes sistemas a base de polimeros que tém sido desenvolvidos utilizando
métodos diferentes que variam desde a polimerizagdo, nanoprecipitagdo, emulsdo-
difusdo, dupla emulsdo, emulsdo-coacervagdo e revestimento de polimeros (Habibi et
al., 2011), o método camada por camada (do inglés, layer-by-layer (LbL)) que consiste
na adsorcdo sucessiva de macromoléculas de carga oposta (Ariga et al., 2011, Becker et
al., 2010, Johnston et al., 2006, Radtchenko et al., 2002) sobre um substrato so6lido
carregado, tem-se destacado, e € visto como muito promissor devido a sua simplicidade

e versatilidade (De Villiers et al., 2011, Glinel et al., 2007, Wohl and Engbersen, 2012).

Desde os fim dos anos 90 do século passado até ao inicio de 2012, mais de 1000
trabalhos cientificos foram publicados por ano, dezenas de patentes foram registadas, e
jé alguns produtos comerciais baseados na técnica LbL foram introduzidos no mercado

(Michel et al., 2012).
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1. Estrutura e organizacio da tese

Na primeira parte deste trabalho ¢ descrita a técnica de automontagem com base em
interagdes eletrostaticas utilizada no processo LbL, nos seus mais diversos aspetos. De
seguida ¢ feita a introducgdo a adsor¢do em superficies esféricas com vista a producao de
nanocapsulas seguindo-se a descri¢do e andlise da sua utilizagdo como sistemas de
libertagdo controlada de fairmacos. As vantagens que se esperam obter através destas
nanoestruturas, comparativamente as formas convencionais para veicular farmacos bem
como a outros sistemas nanométricos utilizados para o efeito, sdo também objeto de
andlise. Finalmente apresenta-se ainda uma breve descricdo de outros métodos para a

obtenc¢ao de nanocépsulas.

Para a realizacdo deste trabalho efetuou-se uma pesquisa extensiva em varias bases de
dados como Science Direct, B-on, NCBI, ACS Publications e Google Académico entre
1966 e 2013, com as palavras-chave Layer-by-layer, nanocapsules, drug delivery,

controlled release, nanotechnology.
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II. A técnica da automontagem camada-a-camada (Layer-by-layer)

1. Perspetiva historica

Desde a antiguidade que a modificacdo de superficies se tem revelado uma area com
grande interesse tecnologico ndo apenas para alterar a aparéncia estética de um material,
mas também para lhe conferir prote¢do contra a acdo do meio ambiente ou fornecer-lhe
uma funcionalidade adicional, que ¢ particularmente importante na modificacdo de

biomateriais (Michel et al., 2012).

A necessidade de um melhor controlo sobre o processo de modificagdo motivou a
investigacdo sobre a deposi¢do de camadas moleculares individuais em superficies
(Johnston et al., 2006). Assim, durante a primeira metade do século 20, a investigacdo
da deposicao de polimeros e coldides procurou solucionar o problema da deposi¢do de

monocamadas (Michel et al., 2012).

A construgdo camada por camada de filmes molecularmente organizados s6 comecou a
ser investigada a partir dos anos 30 do século XX, quando Blodgett e Langmuir
introduziram a transferéncia de monocamadas insoluveis, da superficie da agua, para

suportes solidos (Blodgett e Langmuir cit. in Decher ef al., 1998).

Posteriormente Sagiv e colaboradores (cit. in Decher et al., 1998) tentaram evitar varios
inconvenientes dos filmes Langmuir-Blodgett (LB) (tais como a falta de estabilidade e a
necessidade de equipamentos dispendiosos para os produzir), optando pela producdo de
filmes multicamadas por adsor¢do quimica (quimissor¢do) utilizando silanos. Mallouk e
colaboradores (cit. in Decher et al., 1998), por seu lado, utilizaram a automontagem de
derivados de metais de transi¢ao e bifosfonatos para fins semelhantes. No entanto todas
estas abordagens sofriam de uma ou mais limita¢cdes, nomeadamente o facto de serem
limitadas a certas classes de moléculas, conduzirem a filmes que se rearranjam de forma
imprevisivel ap6s o seu fabrico e que requerem equipamentos complexos (Decher et al.,

1998).
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Em 1966, ller observou que coldides de cargas opostas podiam ser montados
alternadamente sobre substratos de vidro (Iler, 1966), e muito rapidamente este conceito
foi adaptado para a adsorcdo alternada de polimeros de carga oposta, isto é&,
polieletrolitos (Michel et al., 2012). Foi entdo que mais tarde ja nos anos 90 do século
XX, Decher e os seus colaboradores usaram os tais polieletrolitos, mais propriamente
polimeros com grupos laterais ionizaveis (poliides) para depositar camadas
sucessivamente sobre um substrato por interagdo eletrostatica (Decher et al. cit. in De
Villiers et al., 2011). Desde entdo, foi realizado um extenso trabalho sobre a aplica¢ao
desta técnica para desenvolver filmes de multicamadas ultrafinas de uma grande
variedade de compostos sobre os mais diversos substratos (Ariga et al., 2007, Boudou et

al., 2010, Habibi et al., 2011).

A técnica de Layer-by-layer, ou camada por camada, como passou a ser designada,
popularizou-se muito rapidamente tornando-se no método de eleicdo na preparacdo de
filmes em escala nano, e com as caracteristicas quimicas e fisicas desejadas (Boudou et
al., 2010, Delcea et al., 2011, Wohl and Engbersen, 2012). Como o préprio nome
indica, consiste na deposicao de varias camadas de carga oposta, ou seja, o processo de
LbL comeca com a adsor¢do de uma espécie carregada sobre um substrato de carga
oposta, o que conduz a inversdo da carga da superficie do substrato. Outras camadas
podem ser entdo depositadas pela adsor¢do de espécies de carga oposta sobre o
substrato, até que a espessura da pelicula desejada seja alcangada (De Villiers et al.,
2011, Tang et al., 2006, Wang et al., 2007). Os passos de adsorcdo t€ém que ser
alternados com etapas de lavagem com o solvente (geralmente dgua ou uma solugao
aquosa de eletrolito), a fim ndo s6 de remover polieletrdlitos fracamente adsorvidos,
mas também para evitar a contaminagdo cruzada das solugdes contendo as moléculas a
serem depositadas (Michel et al., 2012), Figura 1. O filme assim obtido designa-se

polyelectrolyte multilayer (PEM).

Para além do método usual de revestimento de filmes baseado na imersdo numa
solu¢do, um outro processo tem vindo a ser estudado de forma a tornar a técnica ainda
mais rapida, e que se baseia na pulverizagdo direta sobre os substratos. Varios grupos
tém relatado o uso de sprays para a obtencdo de filmes automontados (Figura 2), através

da deposicdo de camadas em 60 segundos, também alternadas por etapas de lavagem, e
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que s3o de qualidade compardvel aos desenvolvidos a um ritmo de 25 minutos por
camada, através do método de imersdo. Esta redugdo drastica no tempo de processo
pode ser atribuida a um acelaramento do processo de transferéncia de massa do
polielectrdlito a partir da solucdo para a superficie do substrato, e ¢ um avango

importante na técnica LbL.

/ T S—
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Figura 1 - Ilustragcdo esquematica da adsor¢do alternada das espécies de polieletrdlitos para

produzir uma estrutura de multiplas camadas. (A) imersdo na solugdo de policatido; (B)
imersdo num solvente de lavagem; (C) imersdo na solucao de polianido; (D) imersdo num
solvente de lavagem para o polianido; (E) O processo € repetido n vezes para produzir um filme

de n camadas; (adaptada de De Villiers ef al., 2011).

l’ullcuuﬁu Polianido l’ullculliu .\lunupurliculu Policatido Enzima

Figura 2 - Esquema da deposi¢do de camadas LbL por pulverizagdo (adaptada de Bruening and

Dotzauer, 2009).

Durante o processo de atomizagdo envolvido no revestimento por pulverizagdo pode
também reduzir-se a aglomeragdo das nanoparticulas em solucdes, alargando-se por esta
via a gama de materiais que podem ser depositados electrostaticamente. Infelizmente, o

método de pulverizacdo LbL ainda ¢ uma area pouco estudada, e os mecanismos em
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jogo durante a pulverizagdo tém que ser investigados mais aprofundadamente, assim
como as solugdes e substratos aplicaveis a esta tecnologia que ainda estdo relativamente

inexplorados (Fukao et al., 2011, Kim et al., 2009b, Krogman et al., 2007).

As propriedades dos filmes automontados com base na técnica LbL, tais como a
composi¢do, espessura, fungdo, carga de superficie, permeabilidade e elasticidade
podem ser ajustadas, simplesmente variando o tipo de espécies adsorvidas, o nimero de
camadas depositadas, e as condi¢des empregues durante o processo de automontagem

(Wang et al., 2007, Wohl and Engbersen, 2012).

2. Materiais de revestimento e substratos

Virios polieletrélitos e nanoparticulas podem ser utilizados para formar as estruturas de
camadas multiplas ultrafinas, utilizando a técnica LbL (Ariga et al., 2007). Além disso,

varios substratos podem ser revestidos por essas multicamadas (De Villiers et al., 2011).

i. Polieletrolitos

Quadro 1 - Estrutura molecular de alguns dos polieletrolitos sintéticos mais utilizados na

producdo de PEM’s.

n
i/_N*\{cr ) \{\/\”t (0] )Ni
S0, "
Poli Poli Poli Poli (N-isopropil
(estirenosulfonato) | (dimetildialilaménio) (etilenimina) acrilamida)
(PSS) (PDDA) (PED) (PNIPAM)
o e e
H/C\H H N 'L lHS n o_i;f) NH
Poli (4cido Poli (4cido Poli (vinil Poli (cloridrato
acrilico) metacrilico) sulfato) de alilamina)
(PAA) (PMA) (PVS) (PAH)
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A produgdo de filmes finos por automontagem LbL tem por base o uso de polieletrélitos
sintéticos e naturais. Os polieletrolitos sintéticos mais usados incluem poli
(estirenosulfonato) (PSS), poli (cloreto de dimetildialilaménio) (PDDA), poli
(etilenimina) (PEI), poli (N-isopropil acrilamida) (PNIPAM), poli (dcido acrilico)
(PAA), poli (4cido metacrilico) (PMA), poli (vinil sulfato) (PVS), e poli (cloridrato de
alilamina) (PAH) e véarios poliaminoacidos, nomeadamente a poli (L-lisina) (PLL)

(Ariga et al., 2007, De Villiers et al., 2011, Tang et al., 2006).

Entre os polieletrdlitos naturais ja utilizados, os &cidos nucleicos, proteinas e
polissacaridos, dos quais o 4cido alginico, acido hialuréonico (HA), sulfato de
condroitina, heparina, ADN, quitosano (CS), celulose, dextrano, carboximetil-celulose e
colagénio sdo os mais comuns (Ariga et al., 2007, De Villiers et al., 2011, Labouta and

Schneider, 2010).

Quadro 2 - Estrutura molecular de alguns dos polieletrolitos naturais mais utilizados na

producdo de PEM’s.

t HO
Sulfato de Quitosano Celulose
condroitina
N
o}
HO OR
- HO' OH Ro\%‘ ol OH -
-~ ° B -0 o
Ko AL ° SN (NX""'
HO' oH o/ OH ! OR n / I
(o]
HO'
B - R=H or CH,CO,H
Onee.
Dextrano Carboximetil- Colagénio
celulose

Para além de polieletrdlitos ja foram utilizados outros materiais na construgdo de PEM’s

como nanoparticulas, aluminossilicatos ou dendrimeros (De Villiers et al., 2011, Tang
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et al., 2006). As nanoparticulas utilizadas para constru¢des LbL sdo derivados de
dispersdes coloidais estabilizadas de silica com carga, esferas de poliestireno (PS) com
carga, 6xidos metélicos, polioxometalatos e polimeros condutores cristalinos liquidos.
As plaquetas positivamente e negativamente carregadas utilizadas em LbL derivam de
ocorréncia natural, tais como argilas de hectorite, montemorilonite e saponite. Por
exemplo, polimeros cristalinos liquidos com carga foram montados com éxito com a

argila (De Villiers et al., 2011).

ii. Substratos

Um pré-requisito importante para que o revestimento LbL seja bem-sucedido, ¢ a
presenca de uma carga de superficie minima no substrato, sendo esta uma das poucas
desvantagens da técnica. No entanto, a carga pode ser induzida para facilitar o processo
(De Villiers et al., 2011). A técnica LbL ¢ versatil no que diz respeito aos substratos que
podem ser utilizados, que incluem vidro hidréfilo e hidréfobo, mica, silicio, metais,

quartzo e polimeros (Crespilho et al., 2006, Lee et al., 2008), Figura 3.

Materiais Nanoestruturados

Técnica LbL

Modelos

Figura 3 - Ilustracdo esquematica dos varios modelos que podem ser utilizados como
substratos, assim como as nanoestruturas que se podem obter através da técnica LbL (adaptada

de Wang et al., 2007).
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A carga de superficie ndo € o unico fator que pode afetar a adesdo de varias camadas. A
textura também desempenha um papel importante. Por exemplo, o pré-tratamento de um
substrato com cloreto de so6dio (NaCl) resulta num contacto mais intimo entre o
substrato e os colodides de forma a produzir revestimentos de alta qualidade (De Villiers

etal.,2011).

A elasticidade do revestimento, pode também afetar a superficie de adesdo das camadas
de revestimento ao substrato. Este pode, portanto, exigir algum pré-tratamento antes do

processo de montagem LbL para que se garanta o seu sucesso (De Villiers et al., 2011,

Lee et al., 2008).

Os polimeros/coldides usados em LbL também podem ser alterados para modificar as

suas propriedades antes da montagem LbL (De Villiers ef al., 2011).

3. Propriedades mecénicas estruturais dos filmes obtidos por LbL

Como se referiu anteriormente, um dos aspetos mais apelativos da técnica LbL ¢ o

controlo das propriedades dos filmes produzidos a nivel molecular.

Um primeiro meio de modulacdo consiste em modificar a estrutura interna do filme
usando polieletrolitos com conformacdes diferentes, tais como os carragenanos

(Boudou et al., 2010).

OH CH, 080K 03503K 0503K
L0 low CHa0HO, 0 o CHaOHO 0 .
/o7 ° .0 0 0 0 0 oY
Y OH " OH
0S0;K OH 0803K

Figura 4 - Formulas da estrutura dos carregenanos (Lambda, Kappa e Jota).

Schoeler et al. (2006) e Schonhoff ez al. (2007) mediram a rigidez das PEM’s contendo
PAH como policatido e dois diferentes polissacarideos anionicos sulfatados, i-
carragenano, que forma estruturas helicoidais, e A-carragenano, que tem uma

conformagdo helicoidal aleatoria. Utilizando microscopia de forga atomica (MFA),

10
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constataram que os filmes preparados com i-carragenano eram cerca de trés vezes mais
rigidos do que aqueles com A-carragenano, destacando a forte influéncia das estruturas
de polieletroélitos na rigidez do filme (Schoeler et al., 2006, Schonhoff et al., 2007). De
um modo semelhante, a inser¢do ou “enxertia” de fosfolipidos, ou moléculas de
acucares, tais como lactose ou manose, num dos polieletrdlitos pode influenciar

significativamente a rigidez do filme (Boudou ef al., 2010).

Uma segunda estratégia para ajustar as propriedades mecanicas dos filmes PEM ¢ a
incorporacdo de nanoparticulas. Kotov, Tsukruk e Hammond (cit. in Boudou et al.,
2010) estudaram a formacao de peliculas de camadas multiplas compostas, contendo
polieletrdlitos catidnicos e nanoparticulas anionicas, tais como nanotubos de carbono,
montemorilonite, ou nanoparticulas metélicas. Estes filmes compostos apresentaram um
moddulo de Young (parametro mecanico que proporciona uma medida da rigidez de um
material solido) até¢ duas ordens de grandeza superior, em relacdo ao do filme contendo

polieletrolito puro (cit. in Boudou et al., 2010).

Outra maneira de endurecer filmes PEM consiste em utilizar na constru¢ao do mesmo,
misturas de polieletrélitos. Os grupos de Caruso e Schaaf (cit. in Boudou et al., 2010)
conseguiram rigidificar PEM’s misturando polianides, cujo comportamento
normalmente difere consideravelmente quando individualizados dos filmes. Por
exemplo, através da insercdo de camadas rigidas de PSS/PAH no topo de uma pelicula
mole de PLL/HA, ou entre camadas de CS/HA. Observaram ainda que o regime de
crescimento pode alternar de exponencial para linear, através de uma mistura adequada,
havendo grande probabilidade das propriedades mecanicas também mudarem (cit. in

Boudou et al., 2010).

i. Influéncia do pH

Uma das muitas caracteristicas atrativas dos PEM’s ¢ a possibilidade das suas
propriedades mecanicas poderem ser modificadas por variacdo das condigdes utilizadas
na montagem dos filmes, nomeadamente pH, for¢a idnica e temperatura. Devido a

dissociacdo dependente do pH dos grupos acido fraco/base fraca nas cadeias, os filmes

11
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preparados a partir de polieletrélitos cujo grupo ionizével seja do tipo acido/base fracos

sdo fortemente modulados pelo pH (Boudou ef al., 2010).

Mermut et al. (2003) mostraram que o modulo de Young ou modulo de elasticidade de
filmes feitos de PAH e azobenzeno foi reduzido de 6,5 a cerca de 0,1 MPa, quando o
pH aumentou de 5 para 9 (Mermut et al., 2003). Varios outros grupos, em especial o
grupo de Rubner (2005), investigaram o controlo em nanoescala que pode ser exercido
sobre as propriedades dos filmes de PAH/PAA (por exemplo, rigidez, espessura),
através da variacdo das condigdes de pH usadas para montar os filmes, tendo concluido
que filmes de PAH/PAA montados a um pH relativamente neutro sao
significativamente mais finos, e cerca de duas ordens de magnitude mais rigidos do que

aqueles montados em condig¢des acidas (Figura 5) (Thompson et al., 2005).
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Figura 5 - Representacdo dos resultados do médulo de elasticidade E em fun¢do do pH das
solucdes de montagem com polianido PAA (preto) e policatido PAH (cinza) (adaptada de

Thompson ef al., 2005).
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ii. Influéncia da forga idnica

Além do pH, a forca idnica € outro parametro eficaz para controlar as propriedades dos
PEM’s, em particular a sua permeabilidade e rigidez. Assim, a for¢a i6nica pode atenuar
as interacdes intermoleculares num filme contendo polieletrolitos, por blindagem das
cargas eletrostaticas (Boudou et al, 2010). Por exemplo, Heuvingh et al. (2005)
examinaram a forma¢do de nanoporos em filmes de multicamadas PAH/PAA, através
de mudangas estruturais induzidas por sais e mostraram que ocorre um amolecimento
consideravel de céapsulas de PAH/PSS, quando a concentragdo de sal (e

consequentemente a forga idnica) aumenta (Figura 6) (Heuvingh et al., 2005).
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Figura 6 - Variacdo do Modulo de Young de capsulas de polieletrélito em fun¢do do aumento
da concentragdo de sal, onde os quadrados indicam uma espessura constante, € os losangos a

conservacdo do volume do material na parede (adaptada de Heuvingh et al., 2005).

O grupo de Schlenoff (2006) observou comportamentos semelhantes utilizando PEM’s
contendo PSS e PDDA, através da turgescéncia, suavizacdo e amolecimento dos filmes

a medida que o sal era adicionado (Jaber and Schlenoff, 2006).

Mas no caso de PEM’s obtidos a partir de PAH e ADN, foi observado um

endurecimento interessante das multicamadas através da adigdo de sal, o que prova que
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sistemas de pontes de hidrogénio podem associar-se mais fortemente a medida que a

forca i6nica aumenta (cit. in Jaber and Schlenoff, 2006).

Por seu lado, Nolte et al. e Tang et al. demonstraram que os PEM’s sofriam
turgescéncia e amolecimento consideravel, na presenga de agua (cit. in Boudou et al.,

2010).

ii. Inducio da formacao de ligacées covalentes

Também ¢ possivel ajustar as propriedades mecanicas de PEM’s através de meios
quimicos, por exemplo, através da criagdo de ligagdes cruzadas covalentes entre as
camadas dos filmes, o que tem consequéncias importantes ao nivel da estrutura do filme

e suas propriedades mecanicas (Figura 7) (Boudou ef al., 2010).
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Figura 7 - Medic¢ao por perfilometria da mudanga de espessura de filmes conforme a
intensidade de ligagdo cruzada. A espessura do filme sem modificagcdo diminui rapidamente
apos a introdug@o em tampao fosfato salino, enquanto os filmes com liga¢des cruzadas sofrem

uma diminui¢do mais lenta (adaptada de Kim et al., 2009a).

Nesse sentido Richert e al. (2004), e Schuetz e Caruso (2003) propuseram um
protocolo baseado em reagdes entre grupos carboxilo e grupos amina em condigdes

moderadas (temperatura ambiente e concentragdo de sal média), mediada por uma
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carboimida, e da qual resulta a formacao de ligagdes covalentes do tipo amida. Assim
parte das ligagdes ionicas podem ser convertidas em ligagcdes covalentes. Este processo
pode ser aplicado a muitos tipos diferentes de filmes de polieletrolitos, desde que

possuam grupos carboxilicos e aminas (Richert et al., 2004, Schuetz and Caruso, 2003).

Através de nanoindentacdo com MFA (ideal para caracterizar mecanicamente filmes
finos, revestimentos e camadas de superficie), foi possivel demonstrar o endurecimento
consideravel de filmes de PLL/HA e CS/HA tendo-se medido modulos de Young muito
superiores aos dos filmes sem ligagdes covalentes. Além disso, uma outra consequéncia
das ligacdes cruzadas, ¢ o facto de melhorar significativamente a resisténcia a
biodegradacdo de filmes CS/HA, tanto in vitro como in vivo. Foi também possivel
concluir que ajustando-se a concentracdo de ligagdo da EDC [l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carboimida] ¢ possivel variar o médulo de Young dos filmes de

PLL/HA em mais de duas ordens de grandeza (Figura 8) (cit. in Boudou et al., 2010).
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Figura 8 - Modulo de Young E, determinado pela técnica nanoindentagdo MFA para varias

concentragdes de EDC até 100 mg mL™" (adaptada de Boudou et al., 2010).

Usando uma estratégia diferente, Li e Haynie (2004) investigaram as ligacdes e
estabilizacdo de PEM’s polipeptidicos por formacdo de pontes dissulfureto, que sdo
reversiveis, ¢ do mesmo tipo das que estdo envolvidas na estabilizacdo estrutural de
proteinas. A introdugdo de cisteina num polipéptido adequado permite a criacdo de
ligagdes dissulfureto em condi¢cdes suaves, e aumenta a estabilidade das PEM’s de

polipéptido em condigdes oxidantes. Estas ligacdes podem ser particularmente tUteis
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para diminuir a taxa de desintegracdo do filme ou modular as suas propriedades

mecanicas (Li and Haynie, 2004).

Algumas abordagens recentes para ajustar as propriedades mecanicas de PEM’s sdo
baseadas na criag¢ao de ligacdes cruzadas submetendo os filmes a luz UV (Boudou et al.,
2010). Rubner e os seus colaboradores sintetizaram um polianido fraco poli (dcido
acrilico-ran-vinilbenzilacrilato) (PAArVBA) através de foto-reticulagio de PAA com
grupos vinil benzilicos, e associaram-no com PAH para produzir PEM’s. Verificaram
que os filmes foto-reticulados apresentavam aproximadamente metade da espessura dos

filmes naturais ou nativos, mantendo no entanto as mesmas caracteristicas (Olugebefola

et al., 2008, Olugebefola et al., 2006).

Park et al. (2005) usaram a mesma abordagem para foto-reticular benzofenona uma
molécula fotossensivel (Figura 9) modificando PAH ou PAA em associacdo com PSS,
tendo mostrado que a libertagdo de rodamina B a partir destes filmes pode ser

controlada pelo grau de ligacdo cruzada induzida (Park et al., 2005).

O

Figura 9 - Estrutura quimica da benzofenona

Pozos-Vasquez et al. (2009) também relataram a preparacdo de filmes de polieletrolitos
baseados em derivados de PLL e HA modificados por grupos vinilbenzil (VB)
fotorreactivos. O VB modificado e HA incorporados nos filmes foram reticulados por
irradiagdo UV, e as medidas de forca obtidas por microscopia de forca atdmica
revelaram que a rigidez dos filmes reticulados foi aumentada até quatro vezes (Figura

10) (Pozos Vazquez et al., 2009).
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Figura 10 - Variacdo do modulo de elasticidade em relacdo ao grau de enxertia x dos derivados

de HA-xVB utilizados na construgdo dos filmes (adaptada de Pozos Vazquez et al., 2009).
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III. A adsorcao em superficies esféricas com vista a producio de nanocapsulas por

automontagem com base em interagdes eletrostaticas

As céapsulas micro e nanométricas t€ém encontrado aplicagdo em diversas areas, desde a
biotecnologia as ciéncias farmacéuticas e medicina. Nano e microparticulas, feitas a
partir de uma infinidade de materiais, sdo atualmente também amplamente estudadas

com vista a serem utilizadas para veicular farmacos.

Os grandes inconvenientes nas formas farmacéuticas convencionais incluem baixa
biodisponibilidade, estabilidade in vivo, solubilidade e absor¢ao intestinal, dificuldades
na entrega sustentada e direcionada para o local de acdo, fraca eficicia terapéutica,
efeitos laterais, e flutuacdes plasmaticas da concentragdo da substincia ativa que, ou
fica abaixo da concentragdo minima eficaz, ou excede a concentragdo terapéutica segura
(Ochekpe et al., 2009a). Assim, a nanotecnologia surge como uma abordagem
alternativa para superar estes desafios, através do desenvolvimento e fabrico de

estruturas de tamanho reduzido.

Estas nanoestruturas t€ém como propdsito proteger os farmacos encapsulados, no seu
interior, da degradacdo hidrolitica e enzimdtica no trato gastrointestinal. Possuem
aptiddo para a entrega de uma ampla gama de moléculas para diversas areas do corpo
através de libertacdo controlada (Ai, 2011, Johnston et al., 2006, Ochekpe et al., 2009a).
Tém ainda a capacidade de melhorar a solubilidade dos compostos lipofilicos, pouco ou
mesmo insoluveis em agua, e proteger as moléculas do ambiente bioldgico (Mu ef al.,
2011). Aumentar a biodisponibilidade oral de firmacos e serem capazes de permanecer
em circulagdo no sangue durante um longo periodo de tempo, libertando o farmaco
incorporado de uma forma sustentada e continua, evitando menos flutuagdes no plasma,
minimizando assim os efeitos secundarios causados pelos farmacos (Deshmukh et al.,
2013, Ochekpe et al., 2009a, Shu et al., 2010a). O seu tamanho reduzido devera
permitir-lhes penetrar nos tecidos e serem absorvidas pelas células, permitindo a entrega

eficiente nos locais de agdo (Ochekpe et al., 2009a).

Desde ha alguns anos, varios grupos investigam capsulas transportadoras obtidas por

automontagem de polieletrdlitos. Essas capsulas sdo fabricadas pela técnica LbL com
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base na adsor¢do consecutiva de polimeros de cargas opostas, em nucleos coloidais

usados como moldes (De Temmerman et al., 2011).

O trabalho pioneiro nesta area foi desenvolvido por Mohwald, Caruso, e colaboradores.
Nesta estratégia, os filmes foram automontados em sequéncia, a semelhanga das
montagens convencionais sobre substratos planos mas desta feita usando um ntcleo
coloidal. Usaram particulas de latex poliestireno (PS), de 640 nm de didmetro como
moldes, e particulas de SiO, de aproximadamente 25 nm de didmetro como
nanoparticulas de revestimento automontadas num polimero cationico linear de poli
(cloreto de dialildimetilamoénio) (PDADMAC). A versatilidade do processo em formar
compdsitos multicamadas ¢ demonstrada pelo controlo que pode ser exercido sobre o
namero de ciclos de deposicdo, permitindo formar multicamadas uniformes regulares.
Tanto a espessura da parede das cédpsulas, como a sua forma e estabilidade, sdo
dependentes do numero de ciclos de deposi¢cdo de camadas de SiO2-PDADMAC. Por
fim, Mohwald e colaboradores demonstraram que o nucleo podia ser removido, e
opcionalmente, também o polimero, originando capsulas ocas hibridas inorgénicas,

como se pode ver na Figura 11 (Caruso et al., 1998).

Adsor¢io
do -
‘ Polimero 1 (2) SiO2
& (3) PDADMAC

Particula
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Calcinagio Solvente

n g o Particulas Revestidas Esferas
Esferas Ocas de Silica

com Camadas Multiplas Ocas Hibridas Inorginicas

Figura 11 - [lustracdo de procedimentos para a preparacdo de esferas ocas inorganicas e

hibridas para as particulas de latex PS (adaptada de Caruso et al., 1998).

Segundo os autores do trabalho, estas cépsulas poderiam ser utilizadas para diversos
fins, incluindo a encapsulagdo de varias substancias e libertagdo controlada das mesmas,
uma vez que a permeabilidade através da membrana da capsula € controlavel através da

manipulagdo de varios fatores. A ideia que resultou deste trabalho pioneiro foi que
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sistemas funcionais a escala nano poderiam ser construidos usando substratos e

revestimentos de uma grande variedade de materiais (Caruso et al., 1998).

1. Fabrico de micro e nanocapsulas usando LbL

Depois do trabalho pioneiro referido atrds, a investigagdo na area da producdo de
nanocapsulas através de LbL atraiu grupos de investigadores em todo o mundo. Na
Figura 12 ilustram-se as etapas necessdrias para produzir capsulas através de
automontagem camada-a-camada com base em interagdes eletrostaticas. Como se pode
verificar, as grandes diferengas relativamente a produ¢do de filmes reside na utilizagao

de um substrato esférico que pode ser removido.

Lavar e Resuspender
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Centrifugagao Sobrenadante Resuspender
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Sobranadante
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Centrifugar
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% polimero 2

LD
Capsula Oca

Figura 12 - Obtencdo de capsulas pelo método LbL (adaptada de Wohl and Engbersen, 2012).

Vérios moldes inorganicos e organicos (por vezes também designados como nucleos)
podem ser usados para obter capsulas. Os mais usados sdo nucleos de melamina
formaldeido fracamente reticulada (MF) e PS, nanoparticulas de ouro (NP), particulas
de poli (4cido lactico) (PLA), ntcleos de carbonato, particulas de silica, e at¢ mesmo
células (Delcea et al., 2011). Mas também uma gama de particulas coloidais, com
tamanhos que variam de nandmetros a micrémetros, € composi¢do abrangendo
particulas inorganicas e polimeros compostos de biomacromoléculas ou espécies de
baixa massa molecular. Na Figura 13 apresentam-se, a titulo de exemplo, imagens de

Microscopio Eletrénico de Varrimento (MEV) e Microscopio Confocal de Varrimento a
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Laser (MCVL) de cépsulas obtidas através de LbL sobre substratos de MF sobre os

quais se depositaram camadas de gelatina e PDDA.

5 pum

Figufz{ 13 - Caracterizagdo das psls e polilet(')lito através de MEV e MCVL. (A)
imagem MEV de particulas MF originais, sem revestimentos de polieletrélito. (B) particulas de
MF cobertas (gelatina / PDDA)s. (C) particulas de MF cobertas com [(gelatina / PDDA)s +
(nanoparticulas-YG/PDDA)]. (D) Imagem ampliada de MEV da cépsula individual da imagem
C. (E) Imagem de MEV de cépsulas vazias ap6s decomposi¢@o dos nucleos MF. (F) Imagem de

MCVL de capsulas ocas dispersas em tampao PBS (adaptada de Ai et al., 2005).

Tal como no caso dos PEM’s as capsulas preparadas por LbL tém atraido um interesse
particular, em grande parte, devido a capacidade de facilmente adaptar as suas
propriedades (por exemplo, tamanho, composi¢do, porosidade, estabilidade,
funcionalidade de superficie, estabilidade coloidal) (Delcea et al., 2011, Johnston et al.,
2006, Tong and Gao, 2008), através da sele¢do apropriada dos constituintes da matriz e
do modelo de nucleo usado na constru¢do das mesmas (De Temmerman et al., 2011).
Além disso, a formagdo camada-a-camada dessas cépsulas, permite a introducdo de
multiplas funcionalidades, proporcionando assim possibilidades para a engenharia de
uma nova classe de materiais com estrutura e funcionalidade sem precedentes. Como ja
vimos no caso dos filmes, as capsulas podem ser “personalizadas” devido a uma grande

variedade de polimeros poderem servir como materiais de constru¢ao (Johnston et al.,
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2006), e embora na primeira década de estudos da técnica LbL, a maioria das
publicagdes tenham sido dedicadas a utilizagdo e montagem de polieletrélitos sintéticos,
uma tendéncia atual, particularmente quando se pretende obter nanocapsulas para as
areas dos biomateriais e farmacologia, ¢ a utilizacdo de polieletrdlitos naturais

biodegradaveis (Ariga ef al., 2011), ja referidos no capitulo anterior.

Uma das caracteristicas mais atrativas das cépsulas reside na sua capacidade de
armazenar pequenas moléculas e at¢é mesmo macromoléculas, tais como proteinas (De
Temmerman et al., 2011, Habibi et al., 2011). A literatura estd repleta de intimeros
trabalhos sobre o carregamento das cépsulas com moléculas muito diversas, como
farmacos de baixo peso molecular, polimeros, enzimas, ADN e antigénios
(Balabushevich et al., 2003, De Koker et al., 2011, Itoh et al., 2006, Shchukin et al.,
2004, Tripathy and Raichur, 2012).

Por exemplo, Antipov et al. (2001) relataram que sistemas de multicamadas feitos de
PSS e PAH prolongaram a permeagao de particulas de fluoresceina de 4-9 um, quando

encapsuladas, e mergulhadas numa solugdo tampao de pH 8,0 (Antipov et al., 2001).

Lvov et al. (2004) relataram uma abordagem para encapsulamento ADN dentro de
microcéapsulas de poli [B-acido glucurénico-(1-3)-N-acetil-B-galactosamina-6-sulfato (1-
4)] (PG) /poli (L-arginina) (PA), onde utilizaram como molde particulas de MnCOs3, e
uma solucdo de espermidina, para formar um complexo ADN/espermidina. A estrutura

de dupla hélice do ADN manteve-se (Shchukin et al., 2004) (Figura 14).
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Figura 14 - Encapsulamento de ADN em microcapsulas LbL (adaptada de Ariga ef al., 2011).

Numa outra abordagem, Shu et al. (2010) encapsularam uma proteina, neste caso,
albumina de soro bovino, em nanocépsulas de cisteina (SH) conjugada com quitosano e
sulfato de dextrano (DS), pela adsorcdo sobre esferas de silica de B-ciclodextrina,
sensiveis a pH e reducdo. Os resultados sugeriram que as nanocapsulas tinham boa
biocompatibilidade, e protegiam a proteina da destruicdo pelo acido gastrico. Além
disso podiam penetrar no interior das células Caco-2, onde a glutationa presente nas
células reduzia as ligacdes de dissulfureto, e promovia a consequente libertagdo da

albumina (Shu et al., 2010b).

Fan e seus colaboradores encapsularam com sucesso particulas de insulina com os
polieletrolitos poli (4cido alfa-B-L-malico) (PMLA) e quitosano soluvel em agua
(WSC), onde a libertacdo de insulina a partir das multicamadas PMLA/WSC era feita
através de alteracdes do pH (Fan et al., 2006). No mesmo ano, Ye € o seu grupo
também encapsularam insulina em cépsulas de quitosano e alginato de sédio (ALG),
pré-formadas sobre nanoparticulas MF. Aqui também se verificou que a libertagdo da
insulina era dependente do pH (Ye et al., 2006). Em ambos os casos houve a libertagdo

prolongada do conteudo, o que, segundo os autores do trabalho, poderia tornar estas
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nanocapsulas veiculos promissores para administragdes parenterais de insulina em

diabéticos.

A superficie das cépsulas pode ser modificada para alterar a funcionalidade e/ou
melhorar a sua estabilidade coloidal, e varios materiais podem ser introduzidos no
interior da capsula de forma a serem entregues em locais especificos (Gil et al., 2008,

Johnston et al., 2006), Figura 15.

oMoIécuIa pequena Agente ~~~.~ Polianiao
de sonda de imagem “ terapéutico e Polloatins
® Nanoparticula Y Anticorpo S Matriz polimérica
de imagem
A Ligando W PEG

Figura 15 - Ilustragdo esquematica da automontagem de cépsulas de polieletrolito com varias
funcionalidades: I) automontagem LbL de polieletrélitos em modelos hibridos; II)
decomposicdo molde; III) purificagdo da matriz polimérica contida nas capsulas de

polieletrolitos; IV) carregamento dos agentes terapéuticos nas capsulas; V) adi¢ao de varias

func¢des conforme o desejado (adaptada de Ai, 2011).

Além disso, através da incorporacdo de nanoparticulas magnéticas em capsulas
fluorescentes (pela funcionalizagdo com moléculas de corantes organicos ou pontos
quanticos emissores de luz), elas podem adquirir outras funcionalidades, como agentes
de contraste de imagem para aplicacdes de diagnostico na ressonancia magnética (RM),
e podem produzir propriedades luminescentes para serem usadas como biomarcadores

in vitro ¢ in vivo (Ai, 2011, Loretta et al., 2010).
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Donath e colaboradores (cit. in Tong and Gao, 2008) demonstraram recentemente que
capsulas LbL revestidas por fosfatidilserina e fundidas com particulas do tipo rubéola
(rubella-like particles (RPL’s)) podem facilitar a passagem da membrana (Figura 16).
Através da incubagdo dos coloides revestidos com lipidos e as RPL’s a pH baixo, as
particulas ligadas a camada lipidica por forcas eletrostaticas e subsequentemente fusao
com a membrana, exibiam as proteinas do envelope do virus na superficie da particula.
A superficie do virus tém como fungdo a ligacdo a superficie das células hospedeiras, a
inducdo de endocitose e subsequente fusdo com as membranas dos endossomos
formados. Os resultados obtidos neste trabalho confirmaram que as particulas integradas
com RPL’s podem manter a sua atividade bioldgica e facilitar a passagem pelas

membranas celulares (cit. in Tong and Gao, 2008).

Adsorcao gradual das moléculas de

polieletrolito em modelos absorviveis Remogéo do nicleo
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Figura 16 - Esquema para a obten¢do de capsulas de polieletrdlitos revestidas por lipidos e

adicdo de particulas com fungdo de virus (adaptada de Tong and Gao, 2008).

Num trabalho desenvolvido por Caruso e colaboradores, prepararam-se capsulas pela
adsorc¢ao consecutiva de camadas de poli (N-vinilpirrolidona) (PVPON) funcionalizado
com 1% de fragmentos de alcino ou alquinos (PVPONAIk) e PMA em modelos de
silica. Estas cdpsulas foram entdo funcionalizadas com um anticorpo monoclonal A33
(mAb huA33), e um agente quelante para prevenir a agregacdo dos anticorpos na
presenga de Cu (I) (Figura 17). Estas capsulas funcionalizadas mostraram uma ligag¢ao

altamente especifica para as células cancerigenas que expressam o antigénio alvo e
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ligacdo ndo especifica minima, mesmo quando a propor¢do de células era baixa

(Kamphuis et al., 2010).
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Figura 17 - Funcionaliza¢do do anticorpo monoclonal A33 e uma azida com um ligante NHS-

PEG2000-Az e posterior funcionaliza¢do da cépsula (adaptada de Kamphuis et al., 2010).

2. Métodos de Encapsulamento

Existem trés métodos principais para efetuar o carregamento dos filmes e céapsulas

obtidos por LbL:

v O primeiro método consiste na incorpora¢do da molécula de interesse com uma
ou mais camadas dos PEM’s (Figura 18a). Este ¢ o método mais simples, e ¢
muito popular uma vez que ¢ adequado para utilizagdo em superficies planas,
tais como dispositivos macroscopicos implantaveis, e também em particulas para
entrega sistémica. O carregamento ¢ feito de forma uniforme e a quantidade de
carga carregada poder ser variada ao alterar o nimero de camadas depositadas, o
que se torna importante no caso de formulagdes farmacéuticas para a entrega de
uma dose precisa e consistente na terapéutica. A deposicdo dos filmes finos
facilita a incorporacdo de multiplos fairmacos dentro de camadas diferentes de
um mesmo filme, e pode permitir que a sua libertagdo seja temporalmente
controlada. A grande desvantagem deste método ¢ que a montagem LbL ¢
tipicamente realizada com um excesso de polimero que ¢ descartado apds a
adsor¢do alcancar o equilibrio, o que resulta em desperdicio de carga. Além
disso, a carga ¢ encapsulada na forma complexada, o que pode afectar as
propriedades da carga (por exemplo, atividade, ou processamento intracelular)

(Becker et al., 2010, Gil et al., 2008).
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v" Um outro método para o carregamento da carga, e ideal para sistemas coloidais,
envolve o pré-carregamento da particula do molde com a carga antes da
montagem LbL (Figura 18b), fazendo com que a carga fique protegida por uma
pelicula fina. O tamanho e forma do veiculo de entrega final ¢ dependente do
tipo e qualidade do molde formado. Alternativamente, em vez do modelo ser
feito a partir da carga, pode ser uma particula (muitas vezes porosa) em que a
carga ¢ carregada. Apos a montagem LbL, o molde ¢ dissolvido de forma a
deixar a cépsula com o interior da carga. Esta técnica tem sido utilizada para o
encapsulamento de proteinas e ADN. Os moldes sdo normalmente formados a
partir de silica ou carbonato de calcio. As particulas de silica tém a vantagem de
se ter um alto grau de controlo sobre a porosidade e tamanho, no entanto,
requerem a utiliza¢do de acido fluoridrico (HF) para remogao do nticleo. Embora
nocivo para os organismos vivos, foi ja descrito que o uso de HF para dissolver
as particulas de silica parece ndo afectar a funcdo do ADN ou de certas
proteinas. O carbonato de célcio pode ser dissolvido em condi¢des muito
moderadas com 4cido etilenodiaminotetracético (EDTA), no entanto, oferece
menos controlo sobre o tamanho de particula e sua porosidade (Becker et al.,

2010, Gil et al., 2008).

v" O ultimo método para carregamento consiste na pos-carga de uma capsula ja
formada, permitindo a difusdo da carga no interior da cépsula e seu consequente
“aprisionamento” (Figura 18c). Isto pode ser alcangado através da alteracdo da
permeabilidade da parede da capsula para o estado "aberta", e em seguida para
um estado "fechado", em resposta ao pH, for¢a idnica ou temperatura.
Alternativamente, pode ser utilizado um reagente de sequestro para promover a
difusdo para dentro da capsula e a retencdo da carga no seu interior. A eficiéncia
da encapsulagdo de pds-carga ¢ geralmente baixa, e sem o uso de um reagente de
aprisionamento, ¢ dificil aumentar significativamente a concentra¢do de carga no
interior da capsula, além disso, os materiais sensiveis a alteracdes de pH ndo sdo
adequados para o carregamento sob estas condi¢gdes. No entanto, moléculas que
sejam grandes demais para se difundir através das paredes em estado fechado
podem ser carregadas através deste método. (Becker ef al, 2010, Gil et al.,

2008).
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Figura 18 - Métodos de encapsulacdo da carga dentro de capsulas LbL. a) Utilizagdo da carga
como um constituinte da parede da cépsula. b) Pré-carregamento com a carga antes da formacao
da cépsula. c) Pdés-carregamento por alteracao da permeabilidade da capsula e aprisionando da

carga no seu interior (adaptada de Becker et al., 2010).

3. Processo de Libertacio da capsula

A fim de desempenhar um papel como um sistema de entrega de firmacos, torna-se
evidente que as capsulas poliméricas de multicamadas devem ndo so ser capazes de
encapsular e transportar moléculas, mas também de libertar a sua carga ttil, e de
preferéncia de forma controlada. Portanto, varios mecanismos de libertagdo tém sido

estudados com vista a serem implementados com estas capsulas (De Koker et al., 2011).

Ha duas maneiras distintas de libertar a carga assim que a capsula atinge o local
pretendido: instantaneamente (libertacdo imediata do contetdo) ou lentamente durante
um periodo prolongado (libertagdo prolongada). A libertagdo brusca ¢ apropriada
quando as cdpsulas estiverem sujeitas a captacdo intracelular (como € o caso, por
exemplo, na quimioterapia e transfec¢do de genes), ao passo que a libertacdo sustentada
¢ desejavel quando as cépsulas se mantém no espago extracelular, e doses muito altas de
farmaco podem ser toxicas, o que requer niveis constantes de farmaco (por exemplo, no

tratamento da esquizofrenia) (Johnston et al., 2006, Tong and Gao, 2008).
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i Estimulos que afetam a permeabilidade das capsulas

Estimulos externos permitem modificar pardmetros que podem afetar a permeabilidade
das microcapsulas. Existem trés tipos de estimulos: quimicos, fisicos e bioldgicos

(Figura 19), que podem estar relacionados com diversos fatores nomeadamente:

a) As propriedades dos polieletrélitos que constituem a parede da capsula, por exemplo,
a dissolucdo do polimero num solvente, a forca ionica da ligacdo entre polimeros,
protonagdo devido ao pH dos grupos das cadeias laterais dos polieletrolitos, as
temperaturas de fusdo (Ty) e transi¢do vitrea (Ty) € complexos entre polieletrolitos

(Delcea et al., 2011);

b) A interagdo com campos externos ou outros estimulos fisicos, como por exemplo,

interagdes magnéticas, elétricas e com a luz, interagdes mecanicas e temperatura

(Delcea et al., 2011);

c¢) Fungdes de moléculas como enzimas percursoras de reacdes quimicas, e recetores de

reconhecimento das moléculas (Delcea et al., 2011);

ESTIMULOS === Microcapsulas & Nanocapsulas

Bioldgicos

figh
ecnanic
Quimicos

Figura 19 - [lustracdo esquematica de estimulos que podem afetar a permeabilidade das

capsulas (adaptada de Delcea et al., 2011).
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Como ja foi atras referido a natureza poliidnica das capsulas de polieletrdlitos torna-as
sensiveis a forca i6nica e pH. Assim, quando se altera o pH do meio, a densidade de
carga dos polieletrdlitos individuais ¢ também alterada. Ao alterar o equilibrio de carga
entre as forcas atrativas e repulsivas nos polieletrolitos, induz-se um rearranjo da
estrutura da membrana, conduzindo muitas vezes a permeabilidade aumentada ou
diminuida da mesma. No entanto as alteragdes no pH e da for¢a idnica sdo muito
comuns em tecidos vivos, o que pode frequentemente ndo ser suficiente para promover
grandes alteracdes na estrutura da capsula, a fim de induzir a libertagdo de compostos

encapsulados (De Koker ef al., 2011).

A blindagem eletrostatica com cloreto de sddio tem sido estudada como possivel
impulso para a desmontagem imediata de capsulas de multicamadas. As concentragdes
de sal necessarias para levar a desmontagem sdo muitas vezes elevadas e resultam numa
imediata, e por vezes indesejavel libertacdo do conteudo (De Villiers et al., 2011). Mas
também a presenca de metabolitos, como a glucose, pode ser usada para a libertacdo de

insulina no tratamento de pacientes com diabetes mellitus (De Koker et al., 2011).

No entanto, através da incorporagdo de polieletrolitos biodegradaveis, e ndo
biodegradaveis na estrutura de camadas multiplas, a desmontagem lenta e controlada

sob condi¢des fisiologicos ¢ alcancavel (De Villiers ef al., 2011).

Além de se utilizar mecanismos naturais, varios sistemas estdo sob investigacdo onde
fontes fisicas de estimulos externos, tais como a luz de laser, ultrassons € o campo
magnético tém sido utilizados para desencadear libertacdo a partir de céapsulas de
polieletrolitos. A libertacdo intracelular desencadeada pelo uso de laser demonstrou ser
exequivel em células cultivadas in vitro, mas até agora nenhuma aplicacdo terapéutica

foi relatada (De Koker ef al., 2011).

Por exemplo, utilizando cépsulas de particulas modificadas com Fe;O4 foi observada in
vitro uma acumulacdo especifica, e elevada concentrac¢do local, das cépsulas ao longo
de um gradiente de campo magnético e a sua internaliza¢do pelas células do cancro da
mama. Adicionalmente, através da incorporagdo de ouro, prata ou nanoparticulas

magnéticas nas paredes da capsula, a libertacdo de moléculas de farmaco encapsuladas
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pode ser conseguida por exposi¢cdo a um gatilho fisico externo, tal como ondas sonoras

ou estimulo electromagnético (Figura 20) (Loretta et al., 2010).

Koo e colaboradores prepararam capsulas LbL com paredes contendo geradores de foto
acidos, que as tornam opticamente disponiveis. A exposi¢do a luz UV induz a ativagdo
dos geradores fotoacidos e a liberagdao de protdes das capsulas. A diminuicao do pH da
solucdo das capsulas provocou um aumento das mesmas. A abertura e fecho destas pode
ser realizada por repeticdo alternada de exposic¢ao a luz UV e lavagem com agua neutra.
Além disso, a exposicdo UV prolongada levou a decomposicdo das capsulas, e

consequente libertagdo rapida do seu interior (Koo et al., 2010).

Vancso et al. (cit. in Ariga et al., 2011) desenvolveram cépsulas de polieletrolitos
organometalicos, compostos de polianides e policatides de poli (ferrocenilsilano), o que
torna possivel o controlo da permeabilidade da parede variando o estado redox, e isto
deve-se essencialmente a incorporagdo de poli (ferrocenilsilano) nas paredes (cit. in

Arigaetal., 2011).

b) Antes de estimulo Depois de estimulo
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Figura 20 - Abertura através de um estimulo eletromagnético de capsulas carregadas com FITC
(Isotiocianato de fluoresceina)-dextrano e multicamadas de
(PSS/PAH);(PSS/AuNRs)(PAH/PSS),. a) Representacdo esquematica; b) efeito de irradiacao

com laser infravermelho (830 nm); (adaptada de Loretta ef al., 2010).
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IV. Utilizacido das nanocapsulas para a libertacio controlada de farmacos

Nos dias que correm, existe um grande numero de compostos ativos comercializados
que servem para prevencdo e tratamento de doengas, mas cuja agdo terapéutica tem
curta duracdo, o que obriga a uma toma repetida da dose pelo paciente, fazendo com
que haja grandes variagdes das concentracdes plasmaticas dos farmacos, e assim a
concentragdo pretendida de fArmaco seja apenas alcangada durante um curto periodo de
tempo (Figura 21). Pelo método de libertacdo controlada, a concentragdo terapéutica
eficaz pode ser alcancada na circulacdo sistémica durante um periodo prolongado de
tempo, conseguindo assim uma melhor adesdo do paciente (Modi et al., 2011, Rajput et
al., 2012). Além disso, grande parte destes compostos causam efeitos secundarios, ou
tém que ser administrados num ambiente clinico. Desta forma, e com o objetivo de
obter concentracdes plasmaticas desejaveis, tém-se procurado desenvolver sistemas de

libertacdo modificada para novos compostos mas também melhorar os ja existentes.

————————— Dose unica
O = = = = Doses miiltiplas
: ~———— Libertacdo controlada

. Overdose

Farmaco no organismo

‘e Tempo terapéutico pretendido Tempo

Figura 21 - Esquema do efeito da concentrag@o dos fArmacos no organismo quando utilizam

diferentes métodos de administracdo (adaptada de Coelho et al., 2010).

O grande objetivo na conce¢do destes sistemas de entrega controlada ou sustentada ¢
reduzir a frequéncia de dosagem, e aumentar a eficacia do principio ativo, através da
entrega uniforme de farmaco no local especifico de acao (Gil et al., 2008). Um sistema
de entrega ideal seria a administragdo de uma tunica dose, que tivesse uma duracdo de
dias ou semanas, no tratamento de uma infe¢do por exemplo, ou para toda a vida do

paciente, na hipertensdo ou diabetes. Além disso, a entrega deve ser feita diretamente
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para o local de a¢do, minimizando, ou eliminando por completo, os efeitos secundarios,
o que pode necessitar que o veiculo faca o reconhecimento de recetores especificos, ou
a localizacdo de células e/ou areas especificas do corpo. Como ¢ evidente, este sistema
de entrega ideal tera requisitos varidveis para os diferentes estados de doenga e
diferentes farmacos. Em suma, o objetivo serd entregar o agente terapéutico num local
especifico durante um periodo de tempo também especifico. Atualmente ¢ possivel
alcancar apenas parcialmente esses dois objetivos com a maioria dos sistemas de

entrega de farmacos (Modi et al., 2011, Rajput et al., 2012).

Qualquer veiculo de entrega deve ser concebido tendo em conta dois aspetos: em
primeiro lugar, deve iludir o sistema imunitario e atingir o tecido ou 6rgdo desejado, e
depois ele deve vencer barreiras celulares internas de modo que atinja o local de agao.
Todos os componentes devem, eventualmente, ser aprovados pelos organismos
reguladores para uso em seres humanos. Assim, os polimeros devem ter uma toxicidade
minima, e serem eficientemente removidos do corpo sem acumulagdo. Além disso, o
dispositivo deve conter um mecanismo para a libertacdo dos farmacos encapsulados

(Ariga et al., 2011).

Os sistemas de libertagdo controlada tém como grande objetivo melhorar a eficacia da
terapia medicamentosa, e como tal, modificam certos parametros dos medicamentos,
como por exemplo o perfil de libertacdo, a sua distribui¢do no organismo, clearance e
estabilidade, entre outros, o que leva a que tanto a farmacocinética e a farmacodinamica

do farmaco possam ser modificadas por estas formulagdes (Vilar et al., 2012).

Antevé-se que as nanoestruturas para libertagdo controlada possam oferecer inumeras
vantagens em relacdo as formas de dosagem convencionais, uma vez que podem
aumentar a atividade terapéutica dos farmacos, € ao mesmo tempo, reduzir os seus
efeitos secundarios, reduzindo assim o numero de doses necessarias durante o
tratamento, além disso tém a capacidade de fazer a entrega em locais especificos e
durante periodos de tempo desejaveis, o que pode ser benéfico quando a composi¢cdo
natural do farmaco causa graves efeitos laterais, devido a sua interagdo com outros
tecidos, e quando por distribui¢do natural o firmaco ndo atinge o seu local de agdo por

sofrer degradacdo (Modi et al., 2011, Vilar et al., 2012).
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Para além das vantagens ja descritas como transportadores de substincias ativas, as
nanocapsulas tém também a vantagem de possuir alta eficiéncia de encapsulagido do
farmaco, devido a solubilidade do farmaco no nucleo otimizado, baixo teor de
excipiente em comparagdo com outras formas farmacéuticas, protecdo da substincia
incorporada através do involucro polimérico contra fatores de degradagdo tais como pH
e luz, e a redugdo da irritagdo do tecido, também devido ao involucro polimérico (Mora-

Huertas et al., 2010).

Outra grande vantagem das nanocépsulas ¢ poderem ser injetadas diretamente para a
circulagdo sistémica ou de um determinado compartimento do corpo, devido ao seu
tamanho relativamente pequeno, o que permite uma elevada concentragdo local de
farmaco (Coelho et al., 2010). Mas podem também ser adaptadas para vias de
administracdo alternativas, tais como a inalagdo, administragdo topica, intra-ocular, oral,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea e cutanea (Coelho et al., 2010, Gelperina et

al., 2005, Guterres et al., 2007).

Os primeiros estudos com vista a utilizacdo de cépsulas obtidas por LbL para veicular
farmacos foram realizados por Qiu et al. (2001) que encapsularam com sucesso
microcristais de ibuprofeno com 5-45 wm usando polieletrolitos sintéticos e

polissacarideos, no entanto, o prolongamento da liberacdo foi minimo (Qiu et al., 2001).

Ai et al. (2003) descobriram que a taxa de libertagdo de microcristais de furosemida de
5 um revestidos com poli (cloreto de dialildimetilaménio) (PDADMAC), PSS e gelatina
foi reduzida entre 50-300 vezes, em comparagdo com furosemida livre, quando o

numero de camadas atingiu as 16 camadas, e com uma espessura de 115 nm (Ai et al.,

2003).

Balabushevich e colaboradores encapsularam uma peroxidase que foi libertada de
capsulas de sulfato de dextrano e protamina, durante 1 hora por alteracdo do pH
(Balabushevich et al, 2003), e mais tarde, Caruso e colaboradores reportaram a
libertagdo de uma catalase a partir de capsulas de PLL e poli (acido L-glutamico)
(PGA), no intervalo de 30 minutos por alteracdes do pH e da forca i6nica (Yu et al.,

2005).
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No ano seguinte Itoh e colaboradores relataram um novo sistema de libertacdo
controlada, em que as proteinas encapsuladas foram libertadas durante um longo
periodo de tempo, por degradacdo enzimatica das membranas da cépsula (Figura 17).
Usaram isotiocianato-albumina marcado com fluoresceina (FITC-albumina) como
proteina modelo, em céapsulas LbL de CS/DS, e silica mesoporosa (MS) como modelo

para incorporar as proteinas nas capsulas (Itoh et al., 2006) (Figura 22).
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Figura 22 - [lustracdo esquematica descrevendo a preparacao de capsulas ocas biodegradaveis e
do sistema de libertagdo do farmaco encapsulado através de degradagdo enzimdtica (adaptada de

Itoh et al., 2006).

Bhadra ef al. (2004) desenvolveram um sistema bioadesivo para entrega controlada de
cloridrato de ciprofloxacina no “cul-de-sac” dos olhos de coelhos durante um periodo
prolongado. Para isso, tanto fosfato de calcio coloidal, como globulos vermelhos
imobilizados com gluteraldeido foram usados como nticleo das nanocapsulas, onde
camadas sucessivas de alginato e cloridrato de polialilamina foram depositadas
alternadamente, até as 10 camadas. Posteriormente as capsulas foram carregadas com a
ciprofloxacina e os nucleos removidos. Apdés uma série de testes, verificaram que o
processo de remocdo do nucleo teve efeitos minimos sobre a carga de farmaco das
capsulas, mas obtiveram maior taxa de carregamento com as cépsulas de globulos
vermelhos e consequente menor taxa de libertagdo em comparacdo com as capsulas de

fosfato de calcio. Testes revelaram que as cépsulas assim obtidas ndo eram irritantes
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para a cornea. Concluiram entdo que as cépsulas eram passiveis de fazer a entrega da
ciprofloxacina no local especifico, e por um periodo prolongado de tempo, mas também
com base em estudos de reten¢ao na cornea e da concentracao do farmaco nas lagrimas,
as capsulas podiam ser consideradas para uso seguro e adequado na entrega controlada
ocular, apesar de mais estudos em animais e ensaios clinicos serem necessarios para

comprovar a eficicia em humanos (Bhadra et al., 2004).

Raichur e seus colaboradores investigaram o encapsulamento e a libertagdo do farmaco
antituberculoso, rifampicina (Figura 23) utilizando microcépsulas LbL formadas por
pontes de hidrogénio de poli (vinilpirrolidona) (PVP) e PMA. Os estudos de libertacdo
revelaram que a libertagdo maxima ocorreu acima de pH 7 e consequente desintegracao
das cépsulas. A rifampicina libertada pelas cadpsulas manifestou a mesma eficécia que o
farmaco utilizado na forma livre, o que indica que as propriedades do farmaco nao

foram alteradas pelo processo de encapsulamento e libertagcao (Kumar et al., 2009).
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Figura 23 - Férmula de estrutura da rifampicina.

Chen et al. (2009) encapsularam cristais do fArmaco antimalarico artemisinina (Figuras
24), e que esta ser estudado também para o tratamento do cancro, com CS, gelatina, e
ALG através da técnica LbL. A velocidade de libertacdo da artemisinina foi ajustada
pela variacdo de certos parametros, tais como o tipo de polieletrélito, numero de
camadas de polieletrélitos, a concentragdo de NaCl e a concentragdo de etanol na

solugdo de polieletrolito (Chen et al., 2009).
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CH3

Figura 24 - Férmula de estrutura da artemisinina.

Zhao et al. (2007) relataram o carregamento do farmaco antibacteriano doxorrubicina
(Figura 25), amplamente utilizado no tatamento cancro, em microcapsulas LbL pré-
formadas, e a sua aplica¢do no tratamento do tumor numa cultura celular in vitro, e em
experiéncias com animais in vivo. As capsulas LbL continham carboximetilcelulose
(CMC) carregada negativamente e exibiram uma forte tendéncia para acumular a
doxorrubicina carregada positivamente. O fAirmaco encapsulado de forma eficaz induziu
a apoptose das células tumorais HepG2 durante as experiéncias in vitro, e confirmou a
aplicabilidade das microcépsulas na entrega de farmacos e o tratamento do cancro em

animais (Zhao et al., 2007).

Figura 25 - Férmula de estrutura da doxorrubicina.

Liu e colaboradores também sintetizaram microcapsulas LbL de PAH/PSS utilizando
como modelo microesferas de alginato magnético, onde, depois da dissolugdo parcial do
nucleo, foi introduzida doxorrubicina (Figura 26). A aplicacdo de um campo magnético
de alta frequéncia acelerou significativamente a libertagcdo do principio ativo a partir das

capsulas, e estas exibiram citotoxicidade significativamente menor em concentragdes
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elevadas de fAirmaco, quando comparado com a doxorrubicina na forma livre (Liu et al.,

2010).
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Figura 26 - Ilustracdo esquematica do processo LbL de capsulas multicamadas de
polieletrolitos PAH/PSS, carregamento com doxorrubicina e libertagdo in vitro com aplicagdo

de um campo magnético de alta frequéncia (adaptada de Liu ef al., 2010).

Mais recentemente, Raichur e o seu grupo propuseram um novo sistema de
nanocapsulas de polieletrélito composto por CS e heparina (HP), através da técnica
camada-a-camada em nanoparticulas de silica, seguido da dissolugdo do nucleo de
silica, e consequente carregamento com doxorrubicina obtendo uma eficiéncia de 89%
(Figura 27). As cépsulas foram caracterizadas por vdrias técnicas, que provaram
conclusivamente a biocompatibilidade do sistema. Além disso observou-se que as
capsulas carregadas com doxorrubicina tiveram biodistribuicdo muito melhorada em
oposicdo a doxorrubicina livre (Figura 28). Esta propriedade ird desempenhar um papel
significativo na redu¢do drastica dos efeitos adversos que estdo atualmente associados

ao uso dos farmacos na sua forma livre (Thomas et al., 2013).
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A

Figura 27 - (A) Imagem confocal de nanocéapsulas CS-HP carregadas com doxorrubicina
mostra as nanocépsulas localizados na membrana celular como pontos ap6s 1 hora. (B) imagem
confocal de doxorrubicina livre 1 hora depois mostra que ela foi distribuida uniformemente

(adaptada de Thomas ef al., 2013).
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Figura 28 - (A) Ensaio de MTT para avaliacdo citotoxica em células MCF-7, onde o efeito de
citotoxicidade de diferentes concentracdes de capsulas vazias (CS-HP livre), carregadas com
doxorrubicina (CS-HP-DOX) e doxorrubicina na forma livre foram medidas. (B) Estudos de

biodistribui¢do feitos por injecdo de uma dose unica de 10 mg/kg de doxorrubicina sob a forma
livre (DOX) e encapsulada (CS-HP-DOX), onde o soro foi coletado em diferentes periodos de

tempo e medida a concentragdo de doxorrubicina (adaptada de Thomas et al., 2013).

De Geest e colaboradores encapsularam um pré-farmaco inativo com fluorescéncia
marcada em capsulas biodegradéveis LbL. PSS/PAH e DS/poli (L-arginina) (PA). Apo6s
a absorcdo da céapsula por células vivas, as suas paredes foram ativamente degradadas e
digeridas por protéases intracelulares. A degradagdo das paredes inibe as protéases
intracelulares de atingirem o contetdo das capsulas. A fragmentacdo enzimatica das
proteinas com fluorescéncia marcada originou péptidos com fluorescéncia individuais.
Neste caso, apenas o pro-farmaco que atingiu as células foi ativado, aquele que ficou no

ambiente extracelular ndo (Rivera-Gil et al., 2009).
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Caruso e colaboradores relataram uma nova classe de capsulas de polimeros de hidrogel
baseada em ligagdes de dissulfureto de poli (acido metacrilico), preparada através da
montagem LbL com poli (vinilpirrolidona). As liga¢des de dissulfureto proporcionaram
6tima predisposicdo para a degradagdo, que foi iniciada pela concentrag¢do celular de
glutationa. Eles também usaram capsulas de polimeros biodegradaveis como veiculos
para a entrega de antigénios oligopéptidos para células com recetores de antigénio.
Sequéncias de oligopéptidos foram primeiro ligadas covalentemente a um transportador
de polimero carregado negativamente, que foi adsorvido em particulas de silica ao qual
se adicionou posteriormente um grupo amino. A particula revestida com os peptideos
foi usada como um modelo para a montagem de PMA e PVP. A remocao do ntcleo de
silica e rompimento da ligacdo de hidrogénio entre os polimeros resultou em capsulas
de dissulfureto. Um redutor natural, glutationa, poderia induzir a clivagem das ligacdes
dissulfureto, causando a libertagdo do péptido a partir das microcapsulas (Becker et al.,
2009). Na Tabela 1 apresenta-se um resumo dos estudos feitos com nanocapsulas LbL

visando a sua utiliza¢do na libertagdo controlada de farmacos.

Tabela 1 - Resumo de farmacos ja estudados com vista a serem veiculados através de

nanocapsulas obtidas por LbL.

Classe de Principio ativo Tipo de capsula Referéncia

farmacos

(CS/DS), (CS/CMC) e (CS/ALG)
Anti- Ibuprofeno diretamente sobre microcristais de (Qiu et al., 2001)

inflamatorios ibuprofeno.

(PDDA/PSS)/(PSS/gelatina)
Anti- Furosemida diretamente sobre microcristais de (Aietal.,2003)

hipertensores furosemida.

(ALG/PAH) sobre fosfato de calcio

coloidal e/ou globulos vermelhos (Bhadra et al.,
AT Ciprofloxacina  imobilizados com gluteraldeido e 2004)
consequente remog¢ao do nicleo.
Anti- (HSA/DMPA) diretamente sobre
inflamatérios Ibuprofeno microcristais de ibuprofeno. (Anetal., 2004)
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Tabela 1 — Resumo de fairmacos ja estudados com vista a serem veiculados através de

nanocépsulas obtidas por LbL (cont.).

Classe de Principio ativo Tipo de capsula Referéncia
farmacos
(PAH/PSS) diretamente sobre
Corticosteroides Dexametasona  nanoparticulas de dexametasona. (Zahr et al.,
2005)
(PDADMAC/PSS) diretamente
Anti- Indometacina sobre microcristais de (Chen et al.,
inflamatérios indometacina. 2005)
Anti- (CS/ALG) diretamente sobre
inflamatérios Indometacina microcristais de indometacina. (Ye et al., 2005)

Hormonas sexuais

Corticosteroides

Antidiabéticos

Antibacterianos

Antibacterianos

Antidiabéticos

Antibacterianos

2-Metoxiestradiol

Dexametasona

Insulina

Daunorrubicina

Doxorrubicina

Insulina

Doxorrubicina

(DEX/DS) diretamente sobre

microcristais de 2-metoxiestradiol.

(PDDA/PSS)/PDDA,
(PDDA/gelatina A)/PDDA,
(PDDA/gelatina B)/PDDA e
PDDA/(PSS/gelatina A)
/(PSS/PDDA) diretamente sobre
microparticulas de dexametasona.
(CS/ALG) sobre microparticulas
MF e consequente remogao do
ntcleo.

(PAH/PSS) sobre particulas de
CaCO;-PSS e consequente remocao
do CaCOs;.

(PAH/PSS) sobre particulas de
CaCO;-PSS e consequente remocao
do CaCOs.

(PMLA/WSC) sobre

nanoagregados de insulina.

(CS/ALG) sobre particulas de
CaCO;-CMC seguido de ligagdo
cruzada com gluteraldeido e

consequente remogao do CaCos.

(Shi et al., 2006)

(Pargaonkar et

al., 2005)

(Ye et al., 2006)

(Zhao et al.,

2006)

(Zhao et al.,
20006)

(Fan et al., 2006)

(Zhao et al.,
2007)
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Tabela 1 — Resumo de farmacos ja estudados com vista a serem veiculados através de

nanocapsulas obtidas por LbL (cont.).

Classe de Principio ativo Tipo de capsula Referéncia

farmacos

(PVP/PMAA) sobre particulas de

Antibacterianos Rifampicina silica com consequente remogéo da (Kumar et al.,

silica e carregamento com 2009)

rifampicina.

(PAH/PSS) sobre microesferas de

alginato magnético com

Antibacterianos Doxorrubicina consequente dissolugdo parcial do (Liu et al., 2010)
nucleo e carregamento com

doxorrubicina.

(PAH/PMA) sobre CaCO5-PSS com

Ciprofloxacina  consequente remog¢do do CaCO;e (Anandhakumar

etal,2011)

Antibacterianos

carregamento com ciprofloxacina.

(PLL-Pt(IV)/PGA) sobre esferas de

Cisplatina silica com consequente remogéo da (Zhou et al.,

silica. 2012)

Antineoplasicos
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V. Comparacio das nanocapsulas obtidas por automontagem eletrostatica com

nanocapsulas produzidas por outros métodos

Para além do método camada-por-camada com base em interagdes eletrostaticas, objeto

deste trabalho, existem mais métodos classicos com grande relevancia na preparacdo de

nanocapsulas nomeadamente a nanoprecipita¢do, a emulsdo-difusdo, a dupla emulsdo, a

emulsdo-coacervagdo e o revestimento de polimeros. Outros métodos menos relevantes

sdo a emulsdo-evaporacdo, e algumas metodologias na preparagdo de lipossomas a base

de polimeros. Na Tabela 2 apresenta-se uma breve analise comparativa destes métodos.

Tabela 2 - Analise comparativa de alguns métodos utilizados para producdo de nanocépsulas

para utilizagdo na libertagcdo controlada de fArmacos tendo em conta estudos feitos e

informacdes sobre nanoencapsulagdo disponiveis em bases de dados. A maior parte destas

pesquisas foram feitas em escala laboratorial (adaptada de Mora-Huertas ef al., 2010).

Critérios Nanoprecipitacio  Emulsao Dupla Emulsio- Revesti- Layer-by-
-Difusao Emulsao Coacer- mento de Layer
vacao polimeros
Nucleo
Natureza Nicleo oleoso: Niucleo Nucleo Nicleo Nucleo oleoso:
da lipofilico oleoso: aquoso: oleoso: oleoso: lipofilico
substancia lipofilico hidrofilico lipofilico lipofilico Nucleo
solido:
ativa
sélido
Estabili- Desnaturagio
dade da das proteinas
substincia Elevada Elevada por alta taxa Elevada Elevada Elevada
ativa de
cisalhamento
Natureza Nao
do solvente Class 3 Class 3 Class 3/Class 2 Class 3 Class 3 necessario
Volume de
dgua Moderado Elevado Moderado Moderado Moderado Moderado
consumido
Viavilidade
do método Elevada Elevada Elevada Elevada Elevada Elevada
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Tabela 2 - Analise comparativa de alguns métodos utilizados para producdo de nanocédpsulas
para utilizacdo na libertagcdo controlada de fArmacos tendo em conta estudos feitos e
informacgdes sobre nanoencapsulagdo disponiveis em bases de dados. A maior parte destas

pesquisas foram feitas em escala laboratorial. (adaptada de Mora-Huertas et al., 2010) (cont.)

Nanoprecipitacio Emulsio Dupla Emulsio- Revesti- Layer-by-
Critérios -Difusao Emulsao Coacer- mento de Layer
vacao polimeros
Formacao
de contami- Baixo Baixo Baixo Moderado Baixo Baixo
nantes
Passos de
purificagio Baixo Baixo Baixo Elevado Moderado Moderado
Consumo Referéncias  Referéncias
de tempo Elevado Moderado Baixo Moderado nao nao
disponiveis disponiveis

Como se pode observar, ndo ha nenhum método ideal porque cada um tem as suas
vantagens e limitacdes. Em termos gerais, por exemplo, todos os métodos permitem o
encapsulamento de substancias ativas lipofilicas, excluindo o método de emulsao dupla,
uma vez que foi desenvolvido para substincias ativas hidroéfilas, tais como proteinas. Na
sua maioria, todos os procedimentos podem ser usados com solventes de baixo
potencial toxico e sem a adigdo de outras substancias quimicas de forma a permitir uma
purificacdo facil. Em termos de consumo de 4gua, o método emulsdo-difusdo, ¢ o mais
desvantajoso, mas no entanto, esta condi¢do representa uma vantagem em relagdo aos
passos de purificagdo. Quanto a viabilidade e consumo de tempo, sé ¢ possivel fazer
uma aproximagao experimental, tendo em conta as escalas laboratorial e piloto. Em
principio, todos os métodos sdo praticaveis em grande escala, e como ¢ 16gico, algumas
dificuldades sdo previsiveis na sua implementagdo a escala industrial. No entanto, uma
vez que o tempo para a preparacdo de montagem ¢é aproximadamente a mesma para
todos os métodos, a nanoprecipitagdo, uma vez que requer a adicdo lenta da fase
organica, ¢ menos favoravel em termos de tempo despendido (Mora-Huertas et al.,

2010).
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Mas apesar das desvantagens do método e as limitagdes mencionadas acima, e tendo em
conta a revisdo geral das informagdes disponiveis na literatura cientifica, o método da
nanoprecipita¢do de Fessi ef al. (1988) ¢ o mais utilizado devido a simplicidade do seu
procedimento, baixo custo, tamanho de suporte reprodutivel, e alta eficiéncia de
encapsulacdo. Aproximadamente 50% das pesquisas foram desenvolvidas em
consonancia com este método, seguido por emulsdo-difusdo e dupla emulsdo. No
entanto, ¢ importante ter em conta que, se o objetivo da investigacio € o
encapsulamento de moléculas hidrossoluveis, o método preferido ¢ o dupla emulsdo

(Mora-Huertas et al., 2010).

@ Nanoprecipitacao

0 Emulsao-difusao

o Dupla emulsao

o Emulsao-coacervacao

0 Revestimento de polimeros
0 Layer-by-Layer

Figura 29 - Tendéncias de selecdo do método de produgdo das nanocépsulas (adaptada de

Mora-Huertas et al., 2010).

A emulsdo-coacervacao foi historicamente a primeira aproximacao metodoldgica para a
preparacdao de nanocapsulas através da pesquisa feita por Krause e Rohdewald (1985),
na nanoencapsulagdo de acetonido de triancinolona utilizando gelatina como polimero.
No entanto, este método requer um processo de purificagdo exaustivo, devido a sua
inerente geracdo de contaminantes na dispersdo de nanocépsulas, que ¢ uma grande

desvantagem em comparagdo com outras alternativas (Mora-Huertas et al., 2010).

Quanto as estratégias de nanoencapsulacdo tais como revestimento de polimeros e a
técnica de camada-por-camada, tém mostrado resultados interessantes particularmente

em relacdo ao comportamento das nanocapsulas in vivo (Mora-Huertas et al., 2010).
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VI. Outros tipos de nanoestruturas estudadas com vista a servirem de veiculo para

farmacos

Este trabalho ndo poderia dar-se como concluido se ndo fosse feita referéncia, ainda que
breve, aos outros tipos de nanoestruturas tém sido investigadas para utilizagdo na
libertagdo controlada de principios ativos. Para além das nanocépsulas a libertacdo
controlada de principios ativos tem sido estudada utilizando nanoparticulas poliméricas,
os lipossomas, os dendrimeros, as nanoparticulas lipidicas solidas, as micelas,
nanoemulsdes, nanoparticulas cerdmicas, nanoparticulas metalicas e os nanomateriais
de carbono (Figura 30). Far-se-4 de seguida uma breve descricdo de cada um destes

tipos de sistemas.

E

Figura 30 - [lustracdo esquematica de algumas nanoestruturas A) nanoparticulas poliméricas
esféricas; B) lipossomas; C) nanoparticulas lipidicas sélidas; D) nanoemulsdes; E)
nanocapsulas; F) nanotubos de carbono; G) dendrimero; H) micela polimérica; (adaptada de

Ochekpe et al., 2009b).

As nanoparticulas poliméricas sdo particulas solidas coloidais, com uma gama de
tamanhos de 10 a 1000 nm, e podem ser estruturas esféricas, ramificadas ou em concha.
O tamanho reduzido permite-lhes penetrar capilares para serem absorvidas pelas
células, possibilitando a acumulacdo de farmacos em locais alvo e proporcionando a
libertagdo sustentada do farmaco por longos periodos. Alguns polimeros usados no

fabrico das nanoparticulas incluem quitosano, alginato, albumina, gelatina, poliacrilatos,
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policaprolactonas, poli (D, L-lactido-co-glicolido) e poli (D, L-lactido). Contudo,
suscitam alguma preocupacao relativamente a citotoxicidade de subprodutos resultantes
da sua degradacdo (embora alguns, tais como polianidridos, se degradem em produtos
que sdo biocompativeis) e expansibilidade (Ariga et al., 2011, Martinho et al., 2011,
Ochekpe et al., 2009b).

Os lipossomas sdo pequenas vesiculas artificiais (50 - 100 nm) desenvolvidos a partir de
fosfolipidos tais como fosfatidilcolina, fosfatidilglicerol, fosfatidiletanolamina e
fosfatidilserina. As caracteristicas dos lipossomas sdo determinadas conforme a escolha
dos lipidos, a sua composi¢do e método de preparagdo, o tamanho e a carga superficial.
Tém sido aplicados como transportadores de farmacos, devido a sua capacidade de
prevenir a degradacdo de farmacos, reduzir os efeitos secunddrios e os possuirem acdo
localizada. Contudo, também possuem limita¢cdes incluindo a baixa eficiéncia de
encapsulacdo, o vazamento rapido de farmacos soliiveis em &4gua na presenca de
componentes do sangue e baixa estabilidade no armazenamento (Ariga et al., 2011,

Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

As nanoparticulas lipidicas s6lidas (SLN) sdo nanoestruturas feitas a partir de lipidos
solidos, tais como behenato de glicerol (compritol), triglicéridos estedricos
(triestearina), palmitato de cetilo e glicerol de tripalmitato (tripalmitina) com uma gama
de tamanhos de 50 e 1000 nm. Utilizam lipidos bem tolerados pelo organismo, e a
producdo em grande escala ¢ eficaz e simples, utilizando homogeneizagdo a alta
pressdo. Tém boa tolerabilidade, atuam no local especifico, possuem estabilidade
(proporcionada por surfatantes e polimeros), proporcionam a libertagdo controlada de
farmacos e protecdo dos mesmos contra a degradagdo. Tém sido estudadas e
desenvolvidas para serem administradas por via parenteral, cutinea, ocular, oral,
pulmonar e retal. No entanto, caracterizam-se negativamente pelo carregamento e
expulsdo insuficientes e elevado teor de dgua nas dispersdes. Para superar estas
limitagdes, foram produzidas novas estruturas compostas por uma mistura de lipidos
solidos e liquidos a temperatura ambiente, as NLC’s que sdo transportadores lipidicos
nanoestruturados. Estes sistemas apresentam alta eficiéncia de encapsulagdo e
capacidade de carga, devido a formagdo de uma matriz lipidica menos ordenada.

Apresentam estabilidade a longo prazo, com libertacdo controlada e sem efeito de
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rebentamento. Estes transportadores coloidais tém emergido como uma alternativa
potencial para outros sistemas coloidais como nanoparticulas poliméricas recentes.

(Ariga et al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009D).

As nanoemulsdes sdo misturas isotropicas de Oleo/agua estabilizadas por surfactantes
frequentemente em combinacdo com co-surfactantes. O seu tamanho pode variar entre
20 e 200 nm e apresentam alta solubilizacdo, boas propriedades de dissolugdo e
estabilidade termodinamica. Por recurso a estabilizadores pode evitar-se a aglomeragao
de particulas e o vazamento de farmacos. Sao biodegradaveis, biocompativeis, faceis de
produzir e utilizadas como veiculos para firmacos lipofilicos que sdo mais propensos a
hidrolise. Sao uteis como sistemas de libertagdo controlada por formacdo de um
deposito através de injecao subcutidnea. Tem sido referido na literatura que aumentam a
absor¢do gastrointestinal, contudo podem provocar alguma irritagdo cutanea. (Ariga et

al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

Os dendrimeros sdo nanoestruturas entre 1 a 100 nm (embora na sua maioria inferiores a
10 nm), e sdo altamente ramificados com um nucleo interior, produzidos a partir de
macromoléculas como poliamidoamina, polipropilenoimina e poli (éter de arilo). A
singularidade destas nanoestruturas deve-se a sua série de ramos, multivaléncia, peso
molecular bem definido e estrutura globular com funcionalidade de superficie
controlada, o que aumenta o seu potencial como veiculos na entrega de fairmacos. As
estruturas globulares e a presenca de cavidades internas, permitem que os farmacos
sejam encapsulados no interior das macromoléculas podendo ser utilizados como
agentes de revestimento para os proteger e entregar em locais especificos. Algumas das
aplicagdes de entrega de farmacos incluem a utilizagdo na terapéutica e diagnostico para
no tratamento do cancro, o aumento da solubilidade e permeabilidade, e entrega
intracelular. Além disso podem ser utilizados por via oral, transdérmica, ocular e
intravenosa, e t€ém mostrado que podem facilmente cruzar as barreiras celulares tanto
pela via paracelular como transcelular. No entanto, estes sistemas ndo sdo totalmente
seguros na libertacdo dos farmacos. (Ariga et al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe
et al., 2009Db).
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As micelas s3o as mais simples dos conjuntos moleculares, com tamanho inferior a 100
nm e possuem um nucleo interior hidrofébico que permite a incorporagdo de fdrmacos
fracamente soluveis em 4gua e anfifilicos. O nucleo, por sua vez, estd cercado por
polimeros hidrofilicos tais como polietilenoglicol. As micelas poliméricas sdo capazes
de alcancar as partes do corpo que sdo pouco acessiveis a lipossomas, € assim podem
ser utilizadas para administracdo de agentes quimioterapéuticos de uma maneira
controlada e orientada com concentragdo elevada nas células tumorais e efeitos
secundarios reduzidos. No entanto, a sua capacidade de segmentagdo ¢ limitada devido
a baixa dose de carga e baixa estabilidade na incorporagdo de firmacos, que causam a
sua libertacdo antes de chegar ao local de a¢do. Em consequéncia, a manipulacdo dos
parametros de producdo e da conce¢do do nucleo interno podem melhorar a carga e a
estabilidade na incorporagdo da mesma. Porgdes lipidicas, tais como colesterol e acil
carnitinas, podem também ser empregues para conferir uma boa estabilidade as micelas

poliméricas (Ariga et al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

As nanoparticulas cerdmicas sdo fabricadas a partir de particulas de compostos
inorganicos com caracteristicas porosas, tais como silica, alumina e 6xido de titanio e
possuem dimensdes inferiores a 100 nm. Elas podem ser preparadas com o tamanho,
forma e porosidade desejadas. Podem evitar a absorc¢ao pelo sistema reticuloendotelial
como corpos estranhos, e protegem as moléculas tais como farmacos, proteinas e
enzimas contra a desnatura¢do, pH e temperatura. Sdo eficazes no transporte de
proteinas e genes. No entanto, estas particulas ndo sdo biodegradaveis, e portanto, ha
preocupacdes de que possam acumular-se no corpo e provocar efeitos nocivos (Ariga et

al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

Nanoparticulas metalicas incluem 6xido de ferro, ouro, prata, gadolinio e niquel, que
também tém sido estudadas para entrega de farmacos. O ouro apresenta propriedades
Oticas e quimicas favordveis em nanoescala para imagens biomédicas e aplicacdes
terapéuticas. Além disso pode ser manipulado para obter o tamanho desejado, e a
superficie pode também ser modificada com grupos funcionais diferentes para a
transfeccdo de genes e para a entrega de proteinas e péptidos no nucleo da célula. O
gadolinio tem sido estudado para a entrega em tecidos tumorais por modificagdo das

nanoparticulas com folato, tiamina e polietilenoglicol. As nanoparticulas metalicas tem
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uma area de superficie grande podendo assim incorporar uma alta dose de farmaco.
Contudo, a toxicidade das nanoparticulas metalicas traz algumas preocupagdes (Ariga et

al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al., 2009b).

Por fim, e mais recentemente comecaram a ser estudados os nanomateriais de carbono,
como os nanotubos de carbono que possuem elevada condutividade elétrica e excelente
resisténcia, e os fulerenos que podem ser funcionalizados para a entrega de farmacos e
biomoléculas através da membrana celular as mitocondrias. No entanto, a toxicidade
dos nanotubos de carbono ¢ motivo de preocupagdo, uma vez que podem causar reagdes
inflamatorias e fibroticas (Ariga et al., 2011, Martinho et al., 2011, Ochekpe et al.,
2009Db).
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VII. Desafios colocados as nanoestruturas como sistemas de entrega de farmacos

Apesar do sucesso inicial das nanoestruturas como alternativa no transporte e entrega de
farmacos, ter sido evidenciado pelas vdrias investigagdes e também pelos sistemas de
tamanho nano ja existentes no mercado (Tabela 3), nem todas as abordagens
encontraram 0 mesmo sucesso. Muitos dos novos nanomateriais que foram
desenvolvidos depararam-se com desafios que foram resolvidos, ou estdo a tentar ser
superados através da modificacdo das suas caracteristicas fisico-quimicas com o
objetivo de melhorar as suas propriedades, como tempo de circulagdo no sangue,
aumento da area de superficie funcional, a prote¢do dos farmacos contra a degradagdo, o
atravessamento de barreiras bioldgicas e o direcionamento para o local especifico de
acdo. Mas também um outro desafio importante ¢ a producdo em grande escala, uma
vez que ha sempre necessidade de ampliar as tecnologias de laboratorio ou piloto para
uma eventual comercializagdo, e alguns dos sistemas de libertagdo nano podem nao ser
passiveis de ser produzidos a escala industrial devido ao método que utilizam, processo
de produgdo e elevado custo dos materiais utilizados, assim como manter o tamanho e a

composi¢ao de nanomateriais em grande escala (Ochekpe et al., 2009b).

Tabela 3 - Sistemas nano de administragdo de farmacos no mercado (adaptada de Ochekpe et

al., 2009b).
Tipo de Substincia
nanoestrutura Marca ativa Indicacao Empresa
Nanoparticulas Adagen Adenosina Deficiéncia da Enzon Pharmaceuticals
it desaminase enzima adenosina-  Inc., Bridgewater, NJ,

desaminase (ADA) USA

Onscaspar L-asparaginase Leucemia Enzon Pharmaceuticals

linfoblastica aguda  Inc., NJ, USA

Copaxone Acetato de Esclerose multipla ~ Teva Pharmaceuticals,
Glatiramer Tikva, Isreal
Degeneracao Nektar Therapeutics,
Macugen Pegaptanib macular relacionada San Carlos, CA, USA;
Sédico com a idade OSI Pharmaceuticals,
neovascular Melville, NY, USA
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Tabela 3 - Sistemas nano de administra¢do de farmacos no mercado (adaptada de Ochekpe et

al., 2009b) (cont.).

Tipo de Substancia

nanoestrutura Marca ativa Indicacao Empresa

Nektar Therapeutics,

Neulasta Pegfilgrastim Neutopenia CA, USA; Amgen Inc,
Thousand Oaks, CA,
USA

Somavert Pegvisomant Acromegalia Nektar therapeutics,

CA, USA

Depocyt Cytarabine Meningite Enzon Pharmaceuticals

linfomatosa Inc., NJ, USA

Daunoxome Daunorubicina Sarcoma de Kaposi  Gilead Sciences Inc.,

CA, USA

Epaxal Virus inativado da Hepatite A Berna Biotech, Bern,

hepatite Switzerland
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Tabela 3 - Sistemas nano de administra¢do de farmacos no mercado (adaptada de Ochekpe et

al., 2009b) (cont.).

Tipo de

nanoestrutura

Substancia

Marca ativa

Morfina

Doxorrubicina

Estrasorb Estradiol

Bovactanto
Alveofact (lavagem de

pulmao bovino)
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Indicacio

Analgesia

Cancro do ovario

e sarcoma de

Kaposi

Menopausa

Sindrome
de dificuldade

respiratoria

Empresa

EKR Therapeutics,
Bedminster, NJ, USA

Ortho Biotech,
Bridgewater, NJ, USA

Novavax, Rockville,

MD, USA

Boehringer Ingelheim
GmbH, Ingelheim,

Germany
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Tabela 3 - Sistemas nano de administra¢do de farmacos no mercado (adaptada de Ochekpe et

al., 2009b) (cont.).

Tipo de Substincia

nanoestrutura Marca ativa Indicacao Empresa

Elan Corporation,
Dublin, Ireland;
Rapamune Sirolimus Imunossupressor ~ Wyeth
(Rapamicina) Pharmaceutical ,

Madison, NJ, USA

Elan Corporation,
Tricor Fenofibrato Hiperlipidémia Dublin, Ireland;

Abbott Labs,

Illinois, USA

Abraxis BioScience,

Nanoparticulas Cancro Los Angeles, CA,

proteicas Abraxane Paclitaxel metastasico da USA; Astra Zeneca,

mama London, UK

Apesar de haver um numero consideravel de patentes para este tipo de tecnologias, a
comercializagdo ainda estd na sua fase inicial, o que se deve principalmente a maioria

dos estudos de investigacdo na entrega de farmacos através de sistemas nano serem
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realizados ao nivel académico. Portanto, para estas tecnologias chegarem ao mercado
tem de haver um aumento na parceria com as empresas farmacéuticas, mas
infelizmente, uma série de grandes industrias farmacéuticas ndo estdo ainda a considerar
a nanotecnologia como uma das suas prioridades devido a falta de diretrizes regulatorias
e aos desafios de ampliagdo. No entanto, prevé-se que com o expirar de mais patentes e
a perda de mercado, as industrias farmacéuticas venham a considerar a produgdo de

formas farmacéuticas nano (Ochekpe et al., 2009b).

Os avangos na nanotecnologia dos sistemas de transporte e entrega de fArmacos também
oferecem novos desafios no que respeita a regulamentagdo, pois ha uma necessidade
crescente de ter regulamentos que tenham em conta as propriedades fisico-quimicas e
farmacocinéticas destas novas formas farmacéuticas, que sdo diferentes dos
medicamentos convencionais. Nesse sentido, a Food and Drug Administration (FDA) e
a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMEA) ja tomaram a iniciativa de identificar
alguns possiveis desafios cientificos e regulamentares. Além disso, a Organizagao
Internacional de Normalizagdo criou em 2005 um comité técnico (ISO/TC 229) para o
campo da nanotecnologia a fim de desenvolver normas relativas a terminologia e
nomenclatura, medi¢do e caracterizacdo, de satde, seguranca e meio ambiente, entre

outras, mas estando estas ainda em desenvolvimento (Ochekpe et al., 2009b).
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VIII. Conclusao

A técnica de automontagem com base em interagdes eletrostaticas ¢ simples e facil de
executar, além disso ndo envolve grandes custos, uma vez que ndo necessita de
maquinas especializadas nem metodologias muito complicadas. Além disso ¢ muito
versatil pois qualquer tipo de espécie carregada, incluindo aglomerados moleculares
inorganicos, nanoparticulas, nanotubos e nanofios, nanopratos, corantes organicos,
dendrimeros, porfirinas, polissacarideos biologicos, polipeptideos, acidos nucleicos e
proteinas, ADN, e virus, podem ser utilizadas com sucesso como componentes para
preparar filmes LbL, e as suas propriedades podem ser ajustadas de forma a obter filmes

com caracteristicas desejaveis.

Apesar de ter sido originalmente desenvolvida sobre substratos planos, ela pode ser
estendida a substratos ndo planares, como micro e nanoparticulas que ap6s dissolucdo
do substrato originam micro e nanocapsulas. Estas podem ser preparadas através duma
variada gama de materiais e t€ém a capacidade de encapsular no seu interior varias
substancias nomeadamente fairmacos, proteinas e genes. A superficie das capsulas pode
ser modificada para alterar a funcionalidade e/ou melhorar a sua estabilidade coloidal
permitindo assim a entrega em locais especificos. Estimulos fisicos, quimicos e
biologicos permitem modificar pardmetros que podem afetar a permeabilidade das

capsulas o que vai permitir que tenham uma libertacdo controlada do seu contetido.

Através da encapsulagdo as capsulas protegem o contetdo da degradagdo hidrolitica e
enzimatica no trato gastrointestinal, aumentando assim a biodisponibilidade oral.
Devido ao seu tamanho reduzido conseguem penetrar nos tecidos e serem absorvidas
pelas células, permitindo a entrega eficiente nos locais de acdo. Tém ainda capacidade
de melhorar a solubilidade dos compostos lipofilicos, pouco ou mesmo insoliveis em

agua, e proteger as moléculas do ambiente bioldgico.

Como sistemas de entrega controlada as cadpsulas podem reduzir a frequéncia de
dosagem, e aumentar a eficidcia do principio ativo, através da entrega de fadrmaco
uniforme no local especifico de forma a melhorar a terapia medicamentosa. Sao capazes

de permanecer em circulagdo no sangue durante um longo periodo de tempo, libertando
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o farmaco incorporado de uma forma controlada e continua que conduz a menos

flutuagdes no plasma, minimizando assim os efeitos secundarios causados.

Em comparagdo com outros sistemas de entrega de farmacos as nanocapsulas tém a
vantagem de possuir alta eficiéncia de encapsulacdo do farmaco, devido a solubilidade
do farmaco no nucleo otimizado, baixo teor de excipiente em comparagdo com outras
formas farmacéuticas, prote¢do da substincia incorporada através do involucro
polimérico contra fatores de degradacao tais como pH e luz, e a reducdo da irritacdo do

tecido, também devido ao invélucro polimérico.

Como se pode verificar, as nanocépsulas obtidas pela técnica LbL tém imensas
vantagens e sdo vistas com bons olhos no mundo cientifico. Apesar dos resultados
promissores de varios estudos que indicam a sua competéncia como sistemas de entrega
de varios farmacos de forma controlada e de varios estudos de citotoxicidade
comprovarem a viabilidade das células, este estudos apenas foram feitos in vitro e
alguns in vivo em animais, e por isso ainda suscitam alguma “desconfianca” na sua
interagdo e o destino dos seus constituintes no organismo, o que indica que mais estudos

tenham de ser feitos nesse sentido.

Do meu ponto de vista, e depois de ter realizado este trabalho, acredito plenamente que
as nanocapsulas poderdo ser uma opgdo extremamente interessante no futuro como
sistemas de entrega e libertagdo controlada de fAirmacos, uma vez que os bons resultados
obtidos pelos testes feitos até a data sugerem que poderdo vir a veicular todos as classes
de substancias ativas. Além do mais, estes novos sistemas para formular farmacos
trazem vantagens tanto para as pessoas que necessitam de terapia medicamentosa ja que
vao reduzir as dosagens didrias e os efeitos laterais por ela causados, mas também vao
permitir as farmacéuticas reformular medicamentos existentes no mercado, alargando
assim a vida dos produtos, melhorando o seu desempenho, aceitabilidade, aumentando a
eficacia, bem como a seguranca e aderéncia do paciente e, consequentemente reduzir os
custos dos cuidados de saude. Podem ainda ser de grande utilidade no tratamento de

doencas cronicas como o cancro, SIDA e a diabetes.
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